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1. Abstract/Zusammenfassung
CRISPR/Cas is a revolutionary gene editing technology in plant biology.

Continuous optimization allows faster and more precise genetic modification in the plant
genome. In this piece of work, CRISPR/Cas applications for agricultural products such as
Solanum tuberosum and Solanum lycopersicum are investigated. A systematic literature

review as well as expert interviews were determined as research methods.

Properties of S. tuberosum and S. lycopersicum, plant traits could be successfully influ-

enced by using CRISPR/Cas technology.

Improved taste and an enhanced nutritional value of S. tuberosum were achieved with a
reduction of enzymatic browning by reducing PPO activity. Quality of S. tuberosum in-
creased by preventing CIS, which resulted in a reduced acrylamide production. Plant archi-
tecture of S. tuberosum was regulated by engineered genes affecting carotenoid content.
A reduction of toxic ingredients in S. fuberosum was achieved by a reduced a-solanine
production. The starch properties of S. tuberosum were effected by removing the amylose

component.

In S. lycopersicum, sugar content, carotenoids and tocopherols could be increased by
adapted metabolic pathways. Improved shelf life of S. lycopersicum was achieved by gene
editing of involved genes for pectin-degrading enzymes. In S. lycopersicum, color and fruit

shape could be changed. S. lycopersicum also showed increased fruit ripening.

Pathogen resistance by silencing susceptibility genes was developed for both S. tuberosum
and S. lycopersicum to pathogens, such as P. infestans, potyviruses, and powdery mildew.
Many CRISPR/Cas applications have been identified for S. lycopersicum, that increase tol-

erance to abiotic stress.

The hazard potential of food produced by CRISPR/Cas are low according to experts. The
development of a meaningful food regulatory basis that reflects the current state of

knowledge is subject to cumbersome development.

CRISPR/Cas technology is a promising opportunity for innovative agriculture in the near

future.



CRISPR/Cas gilt als revolutionare Genschnitt-Technologie in der Pflanzenbiologie.

Eine kontinuierliche Optimierung erlaubt es schnellere und prazisere genetische Verande-
rungen im Pflanzengenom vorzunehmen. In dieser Arbeit werden Anwendungen von
CRISPR/Cas fir landwirtschaftliche Produkte, wie Solanum tuberosum und Solanum lyco-
persicum untersucht. Hierbei wurden eine systematische Literaturrecherche sowie Exper-

teninterviews als Forschungsmethoden festgelegt.

In S. tuberosum und S. lycopersicum konnten Pflanzeneigenschaften mit der CRISPR/Cas-

Technologie erfolgreich beeinflusst werden.

Verbesserter Geschmack und ein erhohter Nahrwert von S. tuberosum wurden mit der Re-
duktion enzymatischer Braunung durch eine verminderte PPO-Aktivitat erreicht. Die Quali-
tat von S. tuberosum steigt, indem CIS verhindert wurde, wodurch eine eingeschranktere
Acrylamidproduktion erzielt werden konnte. Die Pflanzenarchitektur von S. tuberosum
wurde von bearbeiteten Genen, die den Carotinoidgehalt beeinflussen, reguliert. Die Re-
duktion toxischer Inhaltsstoffe in S. tuberosum wurde im Detail durch eine verminderte a-
Solanin-Produktion erreicht. Die Starkeeigenschaften von S. tuberosum konnten durch das

Entfernen der Amylose-Komponente beeinflusst werden.

Bei S. lycopersicum konnte Zuckergehalt, Carotinoide und Tocopherole durch angepasste
Stoffwechselwege erhoht werden. Die Haltbarkeit von S. lycopersicum wurde durch die
Genbearbeitung beteiligter Gene fir Pektin-abbauenden Enzymen erzielt. Bei S. lycopersi-
cum wurde neben der Farbe, die Fruchtform verandert. Bei S. lycopersicum zeigte sich eine
gesteigerte Fruchtreife. Fur S. lycopersicum wurden zudem viele CRISPR/Cas-Anwendun-

gen identifiziert, die zu einer erh6hten Toleranz gegenuber abiotischer Belastung beitragen.

Pathogenresistenzen durch das Ausschalten von Sensitivitatsgenen wurden sowohl fur S.
tuberosum als auch fur S. lycopersicum gegeniber Erregern, wie P. infestans, Potyviren

und Mehltau entwickelt.

Das Gefahrenpotenzial von Lebensmitteln, die durch die CRISPR/Cas-Technologie herge-
stellt wurden, wird von Experten als gering eingestuft. Die Erarbeitung einer aussagekrafti-
gen, lebensmittelrechtlichen Grundlage, die dem aktuellen Wissensstand gerecht wird, un-

terliegt einer schwerfalligen Entwicklung.



Fur die Zukunft verspricht die CRISPR/Cas-Technologie die Chance einer transformativen

und innovativen Landwirtschaft.



2. Einleitung

Vor etwa 50 Jahren, zu dem Zeitpunkt als ein gesteigertes Bewusstsein flr Lebensmittel in
den Kopfen der Menschen entstand, wurde der Begriff: ,Gentechnik® erstmals verwendet
Eine neue Ara in der Biologie, wurde durch die erste genetische Manipulation im Jahre
1972 ausgeldst (Buchholz and Collins, 2022 p. 244 ). Die neuartige Naturwissenschaft wird
als Molekularbiologie bekannt. Der Fokus auf Pflanzen erfolgte weitere 10 Jahre spater im

Jahre 1983, in dem die nachste Lebensmittel bedingte Revolution durch genetisch veran-

Bei der ersten genetisch veranderten Pflanze handelte es sich um eine Tabaklinie. Ein Gen
des Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) und somit Fremd-DNA, wurde in die Ta-

bakpflanze eingeschleust (Winschiers, 2019a, p. 63).

Far die Pflanzenforschung stellt das Jahr 1994 aufgrund des Markteintritts der ersten kom-
merziell vertriebenen genetisch veranderten Pflanze (Tomate), einen weiteren Meilenstein
dar. Ihre Bezeichnung lautet: “Flavr Savr® (Flavor saver, eng. fur ,Geschmacksretter®). Der
naturliche Verderb der Tomatenpflanze sollte verlangsamt werden, um die Tomate reif ern-

ten- und reif in Verkehr bringen zu kdnnen (Kadereit et al., 2021, p.15).

Genome Editing ist der nachste Schritt, der die herkdmmliche Gentechnik ablost. Sie
schliel3t zukunftweisende Technologien ein, die DNA-Abschnitte in das Pflanzengenom ge-
zZielt einfugen, austauschen oder entfernen konnen und damit eine effektivere Pflanzen-
zichtung erméglichen (Schmidt, 2017, p. 267). Gegenstand der vorliegenden Untersu-
chung ist eine Technologie, die zu den Genome Editing Verfahren zahlt und CRISPR/Cas
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated Proteine)
heilt. CRISPR/Cas9 ist das produktivste Verfahren der Genom-Editierung und hat auf-
grund ihrer praktischen Anwendungsmaglichkeiten und Effizienz grof3e Aufmerksamkeit er-
langt (Ezura, 2022, p. 731-733).

Die Anwendung von CRISPR/Cas verringert bekannte Schwierigkeiten, wie die bei der
Zichtung auftretende Zufalligkeit von Mutationen. Sie bietet vielversprechende Moglichkei-
ten, qualitativ hochwertige und ertragreiche Pflanzen zu generieren, die zu einer nachhalti-
gen und globalen Nahrungsmittelproduktion beitragen (Clemens, 2021, p. 341). Wichtige
Nahrungspflanzen kdnnen an Umweltbelastungen angepasst und die Ernahrungssicherheit

optimaler gestaltet werden. Die Technologie stellt eine herausragende Bedeutung und eine



der gréften Chancen fur die zukunftige Pflanzenforschung und die Landwirtschaft dar

In dieser Masterarbeit wird der Mechanismus des CRISPR/Cas-Systems sowie dessen An-
wendung und Optimierung auf landwirtschaftliche Produkte am Beispiel von Solanum lyco-

persicum und Solanum tuberosum untersucht.

Obst und Gemuse stellen Grundnahrungsmittel aus landwirtschaftlicher Erzeugung dar und
nehmen weltweit eine bedeutende, ernahrungsphysiologische Relevanz ein. Der Bedarf an
ertragreicheren Obstkulturen sowie Wurzelgemuse (Knollengemuse), die effektiver an die
Umwelt angepasst sind, nimmt stetig zu.

Die Kartoffel (Solanum tuberosum) spielt eine entscheidende Rolle fur die Nahrungsversor-
gung. Ihr Hauptbestandteil, die Starke, ist sowohl flr Lebensmittel als auch fir die Modifi-
kation der Starkezusammensetzung entscheidend und eroffnet erhebliche Chancen auf
verschiedenen Industriezweigen (Andersson et al., 2017, p. 117-118).

Die Tomate (Solanum lycopersicum) stellt eine der kommerziell wichtigsten und wertvolls-
ten Obstpflanzen weltweit dar. Sie bietet eine wichtige Quelle an Vitaminen, Mineralien und
sekundaren Pflanzenstoffen fur die menschliche Ernahrung. Sie hat grof3es Potenzial in
unterschiedlichen Modifikationen durch CRISPR/Cas erfolgreich zu sein (Nagamine et al.,
2023, p. 1).

Fur die Lebensmittelindustrie stellen zuverlassig verfigbare Rohstoffe aus der Primarpro-
duktion einen wichtigen Faktor dar und sind fur die Weiterverarbeitung zu unterschiedlichs-
ten Produkten unerlasslich. Der Lebensmittel- und Agrarsektor muss Produkte bereitstellen,
die hohen Anforderungen gerecht werden. Die Aufrechterhaltung der allgemeinen Pflan-
zengesundheit und auch sekundar- die Bereitstellung von absatzstarken Produkteigen-
schaften sind Herausforderungen, denen sich gestellt werden muss (Yadav, 2020, p. 475-
479).

Durch die Auseinandersetzung mit der CRISPR/Cas-Technologie sollen bestehende L6-
sungsansatze in der Pflanzenzichtung vorgestellt und die Anwendungsfelder aus unter-
schiedlichen Interessensabsichten beleuchtet werden. Den Leser:Innen soll ein umfassen-
der und wissenschaftlich fundierter Uberblick iber die mit der Technologie zusammenhan-

genden biotechnologischen Prozesse sowie dem Forschungsstand vermittelt werden.

Mittlerweile gibt es viele verschiedene CRISPR/Cas-Systeme mit unterschiedlichen Cas-

Endonukleasen. In der Arbeit wird verallgemeinernd, explizite Studienergebnisse



ausgenommen, vorzugsweise von CRISPR/Cas gesprochen, um keines der Proteine aus-
zuschlieBen. Das am haufigsten verwendete Enzym ist Cas9, das aus Streptococcus pyo-

genes (S. pyogenes) stammt (J. Kurreck et al., 2022, p. 1008).

Fragestellung

Welche zlchterisch zugrundeliegenden Anwendungsbereiche werden mit der CRISPR/Cas
Technologie bei Kartoffeln und Tomaten aktuell abgedeckt? Wie ist der gegenwartige Sta-
tus und welche Bedeutung wird die Technologie fir landwirtschaftliche Nutzpflanzen und

Obstkulturen zukunftig einnehmen?

Der erste Teil der Fragestellung bezieht sich auf die Literaturiibersicht. Im Detail werden
hier (globale) Anwendungen anhand der Lebensmittelbeispiele Kartoffel (Solanum tubero-
sum) und Tomate (Solanum Lycopersicum) aufgezeigt. Die Forschung darf auf3erhalb der
EU deutlich anwendungsbezogener betrieben werden. Der zweite Teil der Fragestellung
wird anhand der Experteninterviews beantwortet. Hierbei werden Gesichtspunkte, wie Le-
bensmittelsicherheit und Lebensmittelrecht hinsichtlich einer Zulassung in der Europai-

schen Union mit eingebunden.

Aufbauend auf der Risiko- sowie der lebensmittelrechtlichen Bewertung der Experten wer-
den Handlungsempfehlungen (Diskussion) erarbeitet, die aus aktueller Forschung (Litera-
tur) und Interviews resultieren. Hieraus ergabe sich eine Argumentationsgrundlage fir eine
mogliche Zulassung von CRISPR/Cas Produkten in der EU. Im Folgenden werden drei Hy-

pothesen prasentiert, die untersucht werden sollen.

Hypothese: Die Landwirtschaft, die Lebensmittelindustrie sowie Verbraucher:Innen profi-
tieren erheblich von veranderten Pflanzeneigenschaften, die durch CRISPR/Cas erzeugt
werden. Die Beispiele Kartoffel und Tomate veranschaulichen dies besonders gut und eig-

nen sich daher, relevante, zichterische Eigenschaften zu verdeutlichen.

Hypothese: Die Anwendung von CRISPR/Cas kann bei landwirtschaftlichen Nutzpflanzen
und Obstkulturen fur Mensch, Tier, Umwelt und Natur bedenkenlos in Europa eingesetzt

werden. Es besteht kein Risiko fur die Freisetzung sowie das Inverkehrbringen.

Hypothese: Organismen, die durch CRISPR/Cas verandert werden haben denselben,
wenn nicht mehr Anspruch auf eine Befreiung der Gentechnik-Regulierung als Organismen,

die durch ungerichtete Mutagenese entstanden sind.



Die Methodik umfasst eine klassische, systematische Literaturrecherche zu den Anwen-
dungsbereichen von CRISPR/Cas in der Pflanzenziichtung. Die Experteninterviews stellen
den Forschungsanteil dar. Gemeinsam dienen beide Methoden dazu, die aufgestellten Hy-

pothesen der hier behandelten Forschung zu Uberprufen.



3. Theoretischer Hintergrund

Der Theorieteil beginnt mit der ubergreifenden Themeneinfuhrung in zuchterische Verfah-
renstechniken. Die Entwicklung des Erfolges einer Zichtung angefangenen von der kon-
ventionellen Zuchtung sowie der konventionellen Gentechnik bis zur Anwendung von Ge-
nome Editing-Verfahren, wie CRISPR/Cas, soll ubersichtlich dargestellt werden. Es soll
deutlich werden, wie die Methoden voneinander abgegrenzt werden und welche Elemente

sich Uberschneiden.

Im nachsten Schritt wird das biologische Basiswissen, technische Grundlagen sowie ein-
zelne Schlusselbegriffe, die fur das Verstandnis und fur die Bearbeitung des Forschungs-
themas notwendig sind, um editierte Kartoffel- und Tomatenlinien mit CRISPR/Cas erfolg-

reich generieren zu kdnnen, vorgestellt.

3.1.  Ubersicht von bestehenden Ziichtungsverfahren

Folgende Ubersicht fasst die Methoden der existierenden Ziichtungsverfahren gemaR der
europaischen Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG zusammen. Die vorliegende Arbeit kon-
zentriert sich auf den rechten Bereich, der gentechnischen Verfahren, worunter aktuell Ge-

nome Editing und somit die CRISPR/Cas-Technologie fallt und entsprechend reguliert ist.

Ubersicht von Ziichtungsverfahren in der Pflanzenzucht

v

Klassische/Konventionelle Ziichtung Gentechnische Verfahren

] '

e Transgene Technologien

o Transformation durch Agrobacterium tumefaciens

o Biolistische Transformation

¢ Selektionsziichtung o Protoplastentransformation
e Kreuzungsmethoden o RNA-Interferenz
e Kilonziichtung o Genome Editing
o Hybridziichtung ¢ Oligonucleotide directed mutagenesis (ODM)
e Chemische/Physikalische ¢ Site directed nucleases (SDN)
Mutagenese o Zinkfinger-Nukleasen (ZFNs)
o Transcription-activator-like effector nucleases
(TALENS)

o (CRISPR/Cas)

Abbildung 1: Ziichtungsverfahren in der Pflanzenzucht



3.2. Methoden der Pflanzenzucht

Das folgende Kapitel ist den bestehenden konventionellen Zichtungsmethoden gewidmet.
Die wichtigsten Techniken werden benannt und mit den wesentlichen Merkmalen beschrie-

ben.

3.2.1.  Selektionszlchtung

Die alteste Vorgehensweise, um Pflanzenzichtung zu betreiben, stellt die gezielte Selekti-
onszilchtung dar. Pflanzen mit gewlnschten Eigenschaften aus der F1-Generation von zu-
vor gemeinsam angebauten Pflanzen, die sich auf naturlichem Wege fortgepflanzt haben
(natirliche Rekombination), werden selektiert und wiederholt angebaut bis das Zuchtziel
erwirkt wird (Brunner et al., 2019, p.7). Neue Linien oder Sorten kbnnen somit aus einer
Population entwickelt werden, indem sich die Selektion auf unterschiedliche Merkmale in-
nerhalb einer Population konzentriert. Selektion beschreibt den gezielten Prozess, die ge-
netische Vielfalt innerhalb einer bestehenden Population zu nutzen, um positive Pflanzen-
merkmale mit gewunschten Eigenschaften zu erhalten. Die Durchfuhrung von Selektion
basiert auf Beobachtung, Messung und Auswertung von Pflanzenmerkmalen. Steigernde
Ertrage, verbesserte Qualitatskriterien, eine hohe Umwelttoleranz, eine zuverlassige La-
gerstabilitdt sowie dem Erreichen von Resistenzen hatten schon vor Jahrhunderten einen
hohen Stellenwert. Domestizierte Nutzpflanzen mit diesen gewiinschten Eigenschaften

gleichen der urspriinglichen Wildform kaum (Kellermann, 2020, p. 15).

3.2.2. Kombinationszuchtung

Die auf der Selektionszuchtung aufbauende Zuchtform heif3t Kombinationszichtung. Es
werden gezielt Kreuzungen von zwei oder mehreren Pflanzen, die genetisch unterschied-
lich sind, jedoch derselben Art angehoren, miteinander gepaart. Es sollen neue Variationen
und Genkombinationen erzeugt werden, indem die gewunschten Merkmale beider Eltern
kombiniert und in der Nachkommenschaft intensiviert werden. Die Genpools verschmelzen
und es entstehen verschiedene Saatgut-Sortentypen, die nach Art des Vermehrungspro-
zesses (Fremd-/ Selbstbefruchtung oder vegetative Vermehrung) eingeteilt sind. Daraus
ergeben sich vier unterschiedlich zu unterteilende Kreuzungszuchtmethoden, von denen

zwei zu der Kombinationszichtung zahlen:

Linienzichtung:

Hierbei wird die Fortpflanzung reinerbiger Pflanzen gefordert. Das Zuchtziel wird, durch

Selektion Uber mehrere Generationen erreicht. Linienzichtung bringt homozygote Pflanzen



hervor, erfolgt iber den Vermehrungsprozess: Selbstbefruchtung und fallt unter den Sor-

tentyp: Liniensorte.

Populationsziichtung:

Die Populationsziichtung bringt Populationssorten (Sortentyp) hervor und erfolgt Gber den
Vermehrungsprozess: Fremdbefruchtung. Um neuartige Pflanzeneigenschaften zu erhal-
ten, wird die Fortpflanzung mischerbiger Pflanzen geférdert. Somit werden Gberwiegend

heterozygote Pflanzen generiert (Kellermann, 2020, p.16-17).

3.2.3. Klonzuchtung

Far die nichtgeschlechtliche, vegetative Vermehrung in der Klonzichtung sind im Vorfeld
zwei Elternpflanzen geschlechtlich zu vermehren. Aus den Nachkommen der geschlecht-
lich vermehrten Pflanzen entstehen anschlieBend mit Hilfe von Gewebekulturen, Knollen
oder Stecklingen nicht geschlechtlich vermehrte Klone, die erneut in weiteren Selektions-

schritten dem Zuchtziel angepasst werden (Heberer, 2021, p. 7).

Bei jeder vorgestellten Zuchtmethode wird das Erbgut der Pflanzen durch Kreuzung voll-
standig miteinander vermischt. Es entstehen Pflanzen mit neuen Merkmalskombinationen,
von denen negative Eigenschaften durch Ruckkreuzung entfernt werden mussen, um Sor-
ten mit hoher Homogenitat zu schaffen. Um eine Inzuchtdepression zu verhindern, ist eine
erhohte Heterogenitat ausschlieRlich bei Populationssorten erforderlich (Kellermann, 2020,
p.19).

3.2.4. Hybridzichtung

Zwei homozygote, sich deutlich voneinander unterscheidende Inzuchtlinien, werden ge-
paart. Die heterozygoten Nachkommen der F1-Generation besitzen dieselben Eigenschaf-
ten, wie die Elterngeneration, produzieren jedoch deutlich leistungsfahigere und ertragrei-
chere Nachkommen. Dieser Effekt ergibt sich ausschliel3lich bei der ersten Generation von
Nachkommen (Heberer, 2021, p. 7), weshalb neue Hybride immer durch eine erneute Kreu-
zung der Elternpflanzen erzeugt werden mussen. Es ist wichtig, dass eine Selbstbefruch-
tung mit dem eigenen Pollen bei der Erzeugung von Hybridpflanzen ausbleibt, um die ge-
netische Vielfalt zu bewahren. Dies wird mit Chemischer Kastration durchgefuhrt, wobei
bisher keine chemische Substanz vollkommene mannliche Sterilitdt herbeifuhrt
(Kellermann, 2020, p. 18).
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Die bisher vorgestellten Zuchtmethoden sind auf Merkmale begrenzt, die in den Pflanzen-
arten bereits vorliegen. Deren Allele kdnnen beliebig miteinander rekombiniert werden, al-
lerdings gerat die klassische Zichtung an ihre Grenzen sofern das gewunschte zichteri-

sche Merkmal nicht in den vorliegenden Pflanzenarten auftritt (Kellermann, 2020, p. 22).

3.2.5. Induzierte, ungerichtete Mutationszuchtung

Die Mutationszuchtung wurde entwickelt, um neue Mutationen im Pflanzengenom zu indu-
zieren, die neue und bisher nicht vorhandene Eigenschaften mit unterschiedlichen Merk-
malsauspragungen exprimieren und gleichzeitig fur eine erhéhte genetische Variation sor-
gen. Natirliche Mutationen, die spontan beispielsweise durch die UV-Strahlung der Sonne
auftreten, sind in der Natur verbreitet. Zlchter sind jedoch in der Lage die Mutationsanzahl
durch entsprechende chemische Agenzien oder durch physikalische Bestrahlung in hohem
Ausmal zu steigern. Rontgenstrahlung und Neutronen haben sich fur die Bestrahlung be-
wehrt. Besonders haufig wird die Chemikalie Ethylmehtansulfonat verwendet, um Mutatio-
nen im Pflanzengenom hervorzurufen. Es kommt zu ungerichteten und somit zu willkurli-
chen Mutationen an unterschiedlichen Stellen im Genom, bei denen sich auch negative
Veranderungen ausbilden konnten. Demnach sind viele Ruckkreuzungen und eine sorgfal-
tige Selektion erforderlich, um unerwinschte Mutationen aus dem veranderten Pflanzen-
genom ausschlielRen zu konnen. Die Selektion erfolgt in der Regel Uber den Phanotyp.
Viele Mutationen bleiben somit unbemerkt. Das Ausmal} der stattfindenden Mutationen ist
ebenfalls nicht kontrollierbar. Es kdnnen von einzelnen Genen bis hin zu grolen Genblo-
cken genetische Veranderungen vorgenommen werden. So kann ebenfalls auf die Anzahl
der Chromosomenanzahl Einfluss genommen werden. Die durch ungerichtete Mutagenese
entstandenen Pflanzen sind trotz des veranderten Pflanzengenoms durch technische Ein-
wirkungen, von der Gentechnik-Regulierung ausgenommen und gesetzlich mit konventio-
nellen Zichtungsverfahren gleichgestellt. In Europa angebaute Kulturpflanzen, entstehen
zu grofBen Teilen durch ungerichtete Mutationszichtung. Bei einigen Sorten ist die Zucht
durch Mutation schwierig zu umgehen, wenn zum Beispiel eine Sorte in allen Eigenschaften
erhalten bleiben und nur wenige Gene eine Veranderung erfahren sollen (Kellermann,
2020, p. 20).

3.3. Ubersicht Unterteilung von Mutationen

Im weiteren Verlauf wird der Fokus zunehmend auf gerichtete Mutationen gelegt, da es sich
bei der CRISPR/Cas-Technologie um das Herbeiflihren spezifischer Punktmutationen han-
delt. Folgende Ubersicht bietet einen Uberblick Uiber angewandte Mutationstypen in Pflan-

zen.
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Unterteilung von Mutationen in der Pflanzenzucht

, l

Spontane Mutationen ‘ Induzierte Mutationen
A 4 A 4
‘ Ungerichtete Mutationen ‘ ‘ Gerichtete Mutationen
! . !
o Zuféllig und willkirlich
Unter natirlichen Bedingungen i -
° gung (Schrotflintenprinzip) e Gezielte Mutagenese auf D!\{A
entstandene Mutationen Ebene, wie bei Genome Editing
e Durch chemische Stoffe Verfahren (Punktmutation)
o Beispiel: DNA-Replikation oder . o Beispiel: CRISPR/Cas
e lonisierte Strahlung TALENSs. ZFN ’
durch Umwelteinfliisse, wie S, ’
e Gamma-Strahlung Meganukleasen
UV-Strahlung der Sonne o Transgenese

¢ Neutronenstrahlung

Abbildung 2: Mutationen in der Pflanzenzucht

3.4. (Grune) Gentechnik

Die Gentechnik gehort zu den Verfahren der Biotechnologie. Sie ist nicht imstande das
grundlegende Vorgehen in der Pflanzenziichtung zu revolutionieren. Stattdessen wird es
von ihr beschleunigt, verbessert und optimiert. Die Griune Gentechnik ermdglicht den Ein-
griff in das Erbgut von Pflanzen, wodurch einzelne oder wenige Merkmale bearbeitet wer-
den konnen. Hierbei werden genetische Informationen aus anderen Organismen wie Bak-
terien, Pilzen oder Tieren isoliert und in das Pflanzengenom eingebracht, was als Transfor-
mation bezeichnet wird. Hierfur kommen unterschiedliche Vektoren zum Einsatz, die als
Transportvehikel fungieren und hauptsachlich bakteriellen oder viralen Ursprungs sind
(Brunner et al., 2019, p. 127-132).

Durch die Transformation von Fremd-DNA werden die Kombinationsmaoglichkeiten sowie
die genetische Variabilitat gesteigert. Ein komplexer Genpool stellt die Grundvoraussetzung
fur eine erfolgreiche Zuchtung dar, aus der eine neue Pflanzensorte generiert werden soll.
Durch die Uberwindung von Art-Grenzen erreichen Forscher Zuchtziele, die durch her-
kommliche Zuchtungsmethoden unmaoglich hatten erreicht werden kénnen. Pflanzen, die
durch das Einbringen von Fremd-DNA entstanden sind, werden als transgene Pflanzen
bezeichnet. Pflanzen, bei denen Merkmale aus der gleichen Art Ubertragen werden, sind
als cisgene Pflanzen einzustufen. Sie hatten theoretisch auch durch langwierige Kreu-
zungsprozesse entstehen kénnen. Durch die angewandte Gentechnik konnte der Prozess,
neue Eigenschaften in die Pflanze einzubringen, zeitlich deutlich reduziert werden

(Heberer, 2021, p. 9). Nachfolgend wird eine fur Tomaten und Kartoffeln relevante

12



Transformation vorgestellt, die auch fur die Anwendung von CRISPR/Cas eine wesentliche

Rolle spielt.

3.4.1.  Transformation durch Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens besitzt zwei Arten von DNA (Bakterien- und ringformige Plasmid-DNA). Es
handelt sich um ein pathogenes, pflanzenparasitares Bodenbakterium, was verletzte Pflan-
zenteile befallt, indem es an entsprechenden Stellen andockt. So Ubertragt es auf natirliche
Weise einen definierten Teil seiner DNA (T-DNA, des Tumor-induzierenden (Ti)-Plasmids)
auf dem tumorauslosende Eigenschaften kodiert sind (Kadereit et al., 2021, p.325). Die
Forschung verwendet heute abgeschwachte Ti-Plasmide (Kempken & Kempken, 2012, p.
13,14), bei denen die Tumorbildung ausbleibt und stattdessen Gene, die vorteilhaftere Ei-
genschaften fur Pflanzen auslosen, in den Zielorganismus eingebracht werden konnen
(Ganapathi’ et al., 2004, p. 171-184). Damit kann ein variabler Teil der Plasmidinformation
stabil in das Erbgut der Pflanze integriert werden. Der Grofteil der Plasmid DNA enthalt
Gene, die fiir die Ubertragung in die Pflanze notwendig sind und im Bakterium verbleiben.
Die Agrobacterium vermittelte Transformation zeigt inre Hauptwirksamkeit primar bei Gen-
transferen von zweikeimblattrigen Pflanzen, wie Kartoffel, Tomate und Tabak (Van Eck et
al., 2019, p. 225-226).

3.4.2. \Weitere Gentechnische Methoden

Die Biolistische Transformation wird auch als Gentransfer durch Partikelbeschuss bezeich-
net. Es werden DNA-Partikel beispielsweise Gold- oder Wolfram-Mikropartikel beschichtet
und mit den gewunschten DNA-Sequenzen beladen. Diese Partikel werden mit hoher Ge-
schwindigkeit in die Pflanzenzellen geschossen. Diese Methode ist unabhangig von biolo-
gischen Vektoren. Protoplasten entstehen, wenn Zellwande von Pflanzenzellen durch eine
enzymatische Behandlung entfernt werden. Diese werden mit der gewiinschten DNA, die
veranderte Eigenschaften tragt, behandelt und in das Protoplasten-Genom eingefiihrt. Da-
raufhin folgt die Regeneration in Pflanzenzellen. Diese Methode wird als Protoplastentrans-
formation bezeichnet (Heberer, 2021, p. 10). Bei der RNA-Interferenz werden siRNA (small
interfering RNA) oder miRNAs (microRNA) verwendet, um bestimmte Gene im Zielorganis-
mus zu unterdricken oder zu regulieren, wodurch Gene Veranderungen von Pflanzenei-

genschaften erzielen kénnen (Graw, 2015, p. 300-303).
Die Verfahren der Genom-Editierung unterstehen ebenfalls der Griinen Gentechnik. Hin-

fihrend auf die CRISPR/Cas Technologie werden diese Verfahren im kommenden Ab-

schnitt behandelt und im Detail erlautert.
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3.5. Biologisches Hintergrundwissen

Nachstehende Unterkapitel bieten eine Einfuhrung der biologischen Mechanismen des
CRISPR/Cas Systems auf dessen Grundlage die heutigen biotechnologischen Anwendun-

gen der Genome Editing Verfahren in der Pflanzenzucht basieren.

3.5.1. Vorwissen zu molekularen Scheren

Alle Lebewesen (Bakterien, Pflanzen, Tiere und Menschen) tragen ihre genetische Infor-
mation in den Zellen der DNA. Wahrend eines Lebenszyklus kann es zu bestimmten Zeit-
punkten zu einer neuen Kombination der genetischen Information kommen. Wenn zum Bei-
spiel mutterliche und vaterliche Genanalgen neu kombiniert werden oder Gene in Zellen
des menschlichen Immunsystems fur die Abwehr von Krankheitserregern (Bildung von An-
tikdrpern) neu verknipft werden. Um eine solche neue Verknupfung herbeizuflihren ist es
notwendig bestimmte Kombinationen zu andern. Dies wird durch das Spalten der DNA an
einigen Stellen ermdglicht. Hierfur hat die Natur molekulare Scheren vorgesehen (Nuklea-
sen). Nukleasen gibt es in grofer Anzahl. Sie sind in viele unterschiedliche Arten unterteilt
und kommen in allen Lebewesen vor. Die DNA zu schneiden, um eine genetische Veran-
derung zu erzielen, ist somit ein Grundprinzip der Natur und keine Erfindung der Mensch-
heit (Cathomen & Puchta, 2018, p. 2).

Die sogenannten Restriktionsendonukleasen stellten die ersten molekularen Scheren dar,
die in Bakterien entdeckt wurden (Roberts, 2005, p. 5905-5908). Die Restriktionsenzyme
koénnen allerdings weder in pflanzlichen noch in menschlichen Zellen angewendet werden.
Das liegt daran, dass ihre Erkennungssequenz circa 1 Million Mal im menschlichen Genom
vorliegt und die Restriktionsenzyme somit an vielen unterschiedlichen Stellen auf einem
menschlichen DNA-Strang einen Schnitt auslosen wirden. Dasselbe Phanomen ist auf
Pflanzenarten Ubertragbar, die ebenso unterschiedliche Anzahlen an potenziellen Restrik-
tionsenzym-Schnittstellen auf der DNA aufweisen, weshalb deren Anwendung fur die Pflan-

zenzucht als ungeeignet eingestuft wird (Heckmann & Paradisi, 2020, p. 6082).

Meganukleasen entstammen urspriinglich der Hefe und ihre Fahigkeit Sequenzabfolgen zu
erkennen betragt 20 bis 24 Basenpaare, was fur die Identifizierung einer gezielten Stelle
eines komplexeren Genoms ausreicht. Meganukleasen kommen den Restriktionsenzymen
hinsichtlich des Aktivitatsvermdgens sehr nah, sind von der Spezifitat her dennoch deutlich
zuverlassiger. Lange Zeit gestaltete sich die Reprogrammierung von molekularen Scheren

als eines der groften Herausforderungen. Es erwies sich als schwierig, eine naturliche
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Meganuklease gezielt zu verandern. Die Lésung des Problems waren kinstliche Gensche-
ren, die durch Proteinengineering hergestellt werden konnten (Tréder & Zevnik, 2022, p.
60-62).

3.5.2. Genome Editing (Genom-Editierung)

Genome Editing wird in der Pflanzenwissenschaft sowohl in der Grundlagenforschung als
auch in der molekularen Pflanzenziichtung angewendet. Es ist der Uberbegriff unterschied-
licher Verfahren, die als Grundprinzip Genschnitt-Technologien anwenden, um im Genom
von Pflanzen positive Eigenschaften hervorzubringen. Genome Editing ist eine, gemessen
an anderen Verfahren der Gentechnik, neue Methode und bietet im Vergleich zu herkdmm-
lichen und bereits beschriebenen Verfahren einen entscheidenden Vorteil. Neue Pflanzen-
Eigenschaften kdnnen gezielt an bestimmten Stellen in das Pflanzengenom eingefiigt, aus-
getauscht oder bereits vorhandene Eigenschaften entfernt werden, ohne dabei fremde DNA
einflhren zu mussen. Anders als genetisch veranderte Pflanzen sind genomeditierte Pflan-
zen nach vollstdndigem Herstellungsprozess transgen-frei (Friedrichs et al., 2019, p. 208-
2010).

Die verschiedenen Verfahren des Genome Editings, beruhen auf einem grundlegend ver-
gleichbaren Vorgehen, welches an erster Stelle die Position, die im Pflanzengenom veran-
dert werden soll, ausfindig macht. Exakt an dieser Stelle wird die DNA, in der Regel mit
Hilfe eines Proteins aufgetrennt und darauffolgend repariert. Der gezielte Austausch, das
Entfernen oder Einfiigen weniger Nukleotide sorgt fir die gewiinschte zlchterische Eigen-
schaft ohne auf Art-Fremde DNA zurlckzugreifen (Fehse et al., 2021, p. 220-221). Die
grundlegenden Ziele der Genom-Editierung sind Knockouts, Knockins und Punktmutatio-
nen hervorzurufen, in anderen Worten, Gene im Genom zu zerstdren, einzufligen oder ge-
zielte Basen zu verandern (Ahmar et al., 2020, p. 8). Nachfolgend werden zwei unterschied-

liche Ansatze in der Genom-Editierung vorgestellt.

Oligonucleotide directed mutagenesis (ODM)

Die Oligonukleotid-gestutzte Genom-Editierung (ODM) stellt kiinstliche, kleine Erbgutmate-
rial-Stucke her, die als Oligonukleotide bezeichnet werden und in die Pflanzenzelle einge-
bracht werden. Die Oligonukleotide werden von dem zelleigenen Reparatursystem erkannt,
da sie fast deckungsgleich mit den ausgewahlten Genen sind, die im Genom des Ziel-Or-
ganismus verandert werden sollen. Sie erzeugen keine Doppelstrangbriiche. Durch den

Versuch, den Unterschied des Ursprungsstrangs und dem minimal abweichendem
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Oligonukleotid auszugleichen, entstehen die gezielten Mutationen auf der DNA (Kadereit et
al., 2021, p. 334-335).

Site directed nucleases (SDN)

Ortsspezifische Nukleasen sind Enzyme, die an bestimmte Standorte im Genom geleitet
werden, um dort einen Doppelstrangbruch zu bewirken. Die Enzyme werden durch eine
RNA zu der gewlnschten Sequenz gefuhrt. Zinkfinger-Nukleasen (ZFNs), Transcription-
activator-like effector nucleases (TALENs) und das CRISPR/Cas-System sind in der Praxis
angewandte Beispiele. Bei ZFN bindet das synthetisch hergestellte Zinkfinger-Protein an
die gewunschte DNA-Stelle, bei TALENS ist es die TALEN-Doméane und bei CRISPR/Cas
ist es entsprechend das Cas-Protein, was den Doppelstrangbruch hervorruft (Heberer,
2021, p.12.)

ZFN stellten die erste Generation von kunstlich hergestellten Molekularscheren dar. Nach-
teilig war die aufwendige und zeitintensive Herstellung. Weitere Nukleasen, dessen Hand-
habung einfacher als ZFN war, stammten aus Pflanzenbakterien der Gattung Xanthomo-
nas, die TALENs darstellten (Gupta & Musunuru, 2014, p. 4154-4160). Erst durch die An-
wendung von CRISPR/Cas konnte die aufwendige Herstellung von synthetischen Nuklea-

sen auf ein Minimum reduziert werden (Cathomen & Puchta, 2018, p. 2-4).

Im nachsten Schritt ist eine Timeline zur Entstehung der CRISPR/Cas-Technologie aufge-
fuhrt. Dies ermdglicht einen ersten Uberblick Uber die Technologie, bevor im weiteren Ver-

lauf naher auf diese eingegangen wird.

3.6. Timeline CRISPR/Cas9
Die Timeline bezieht sich anfangs ausschliel3lich auf das CRISPR/Cas9-System. Andere

Endonucleasen werden erst hinsichtlich Effizienz- und Prazisionssteigerung erwahnt.

Entdeckung des CRISPR/Cas-Systems in Bakterien

1987 wurde die Existenz des CRISPR/Cas9-Systems wahrend einer Genanalyse von E.
Coli in Japan in Bakterien festgestellt. Die Entdeckung von CRISPR und seiner Funktion
geschah 1993 durch Francisco Mojica, Alicante, Spanien. Er stellte die Hypothese auf, es
handle sich um ein adaptives Immunsystem von Bakterien und Aracheen (Mojica et al.,
2005, p. 174).
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Identifizierung der Cas9-Endonuklease

2005 wurde Streptococcus thermophilus (S. thermophilus) sequenziert. Horvath & Barran-
gou identifizierten das Cas9-Protein in den CRISPR-Loci des Bakteriums. Zudem wurde
das Protospacer Adjacent Motif (PAM) identifiziert (Horvath & Barrangou, 2010, 167).

Funktion des adaptiven Immunsystems bestatigt

Der Beweis, dass es sich bei CRISPR um ein adaptives Immunsystem handelt, liegt durch
die experimentelle Demonstration im Jahre 2007 mit S. thermophilus vor. Die Reaktion des
Milchsaurebakteriums wahrend eines Phagenangriffs sollte untersucht werden (Barrangou
et al., 2007, p. 1709).

Zusammenspiel von crRNA und Cas9-Protein
Eine Demonstration an E. Coli, zeigte im Jahr 2008, dass die crisprRNA (crRNA) das Cas9-
Protein zur Ziel DNA fuhrt (Brouns et al., 2008, p. 960).

CRISPR/Cas verursacht Doppelstrangbriiche
2010 wurde die Erkenntnis gewonnen, dass CRISPR/Cas9 Doppelstrangbriiche in der Ziel-
DNA an genauen Positionen (3 Nukleotide vor dem PAM) erzeugt und das Cas9 das einzige

Protein ist, das fur den Komplex bendtigt wird (Garneau et al., 2010, p. 67).

Cas9 als Genschere fiir Genom-Editierung

2011 werden Genome Editing Verfahren zur biochemischen Methode des Jahres gewahlt
(ZFN, TALEN und Meganukleasen). Emmanuelle Charpentier und ihr Team stellten die
Idee vor, das Cas9-Enzym als Nuklease zur gezielten Genom-Editierung einzusetzen. Es
wurde die tracrRNA (trans-activating crRNA) entdeckt, die als Helfer-RNA zur Bildung der
crRNA unterstutzt (Deltcheva et al., 2011, p. 602).

Beliebiges Programmieren von Cas9-Proteinen

Jennifer Doudna und Emmanuelle Charpentier fanden 2012 heraus, dass der
CRISPR/Cas9-Komplex nicht nur in Bakterien, sondern auch in allen lebenden Zellen funk-
tioniert. Gleichzeitig zeigten sie, dass die pre-crRNA und die tracrRNA fur die Ausbildung
der crRNA miteinander verschmelzen (Jiinek et al., 2012, p. 3). CRISPR kann neu program-
miert werden, um einen beliebigen Ort in der DNA anzusteuern (Gasiunas et al., 2012, p.
579).
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CRISPR/Cas in eukaryotischen Zellen und Adressierung mehrere Loci moglich
2013 adaptierte Zhang, Cong et al. als erster CRISPR/Cas9 erfolgreich in eukaryotischen
Zellen (Cong et al., 2013, p. 819).

Kontinuierliche Effizienz- und Prazisionssteigerung
Nach 2015 werden weitere CRISPR/Cas -Varianten wie Cpf1 und Cas12a verwendet und
der Begriff Genome Editing etabliert sich (Shmakov et al., 2015, p. 385).

Nobelpreistragerinnen fir Chemie

2020 erhielten Emmanuelle Charpentier und Jennifer A. Doudna den Nobelpreis flr Che-
mie. Die beiden Forscherinnen nahmen den Preis in Schweden fur die Entwicklung der
CRISPR/Cas9-Methode zur Genom-Editierung entgegen (Cathomen & Puchta, 2018, p.
177).

3.7. Bakterielles CRISPR/Cas-System
Das nachfolgend dargestellte Prinzip des CRISPR/Cas-Systems bezieht sich auf seine bak-

terielle Ursprungsform, wie sie bereits in zuvor beschriebener Timeline angesprochen

wurde.

3.7.1.  Struktur des CRISPR/Cas-Systems

Nicht nur Menschen, sondern auch Bakterien kdnnen von Viren infiziert werden. Daher ha-
ben sie ein Immunsystem, um sich gegen Phagen-Angriffe zu wehren. Bakterien erkennen
und zerschneiden die fremde Virus-DNA, um sie unschadlich zu machen (siehe: Prinzip
Adaptives Immunsystem). Die Sequenzen im Erbgut der Bakterien, die fur diese Abwehr
verantwortlich sind, werden als CRISPR bezeichnet. Sie sind Bestandteil des Abwehrsys-
tems namens CRISPR/Cas.

Das System im Bakteriengenom besteht aus drei wesentlichen Bauteilen. Das Zusammen-
spiel dieser Bauteile wird auch als CRISPR/Genlocus bezeichnet. Das erste Bauteil ist ein
DNA-Abschnitt der als CRISPR-Array bezeichnet wird. Ausgeschrieben bedeutet CRISPR:
,Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats®. Ins Deutsche wird diese Be-
zeichnung wortwdrtlich als: ,gruppierte regelmafig geteilte kurze palindromische Sequen-
zen* Ubersetzt. Anders ausgedriickt sagt diese Abklrzung aus, dass der CRISPR/Array
abwechselnd aus kurzen Abschnitten von Repeats besteht, die durch sogenannte Spacer
auch Protospacer genannt, unterbrochen werden. Bei den Repeats handelt es sich um

palindromische Sequenzen (Hardt, 2019, p. 19-20). Das Erkennungszeichen
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palindromischer Sequenzen besteht darin, dass sie von links und rechts gleichermalen
lesbar sind, ahnlich wie bei den Namen: Anna, Hannah, Otto, Bob etc. (Datta & Rister,
2022, p. 2-10).

Die Spacer-Sequenzen hingegen bestehen aus variablen, kleinen DNA-Sequenzen, die die
Repeats voneinander abgrenzen und Bestandteile von viraler Fremd-DNA enthalten.

Der zweite wichtige Baustein ist die Leadersequenz. Sie befindet sich am Anfang eines
CRISPR-Locus und enthalt gréflitenteils Adenin und Thymin. Die Leadersequenz tragt re-
levante Informationen, damit die crRNA, auch Leit-, Ziel- oder Guide RNA (gRNA) genannt,
hergestellt werden kann. Somit leitet die Leadersequenz den Start zum Ablesen des
CRISPR-Arrays ein und sorgt dafur, dass der CRISPR/Cas-Komplex aktiviert wird (J. Y.
Wang et al., 2022, p. 641).

Der dritte Bestandteil umfasst die Cas-Gene. Die englische Bezeichnung lautet:
CRISPR/associated (deutsch: CRISPR/assoziiert). Hierzu zahlen unterschiedliche Endo-
nukleasen, die befahigt sind, DNA zu zerschneiden. Folgende Abbildung soll die schemati-
sche Struktur des CRISPR/Cas-Systems vereinfacht darstellen (Kempken, 2020, p. 79).

CRISPR/Locus \

Repeats

v

A v A
&«
tracrRNA Cas Gene Leadersequenz ‘ - - - ‘ ‘ ‘
ha X a

Cas-Protein

Spacer

CRISPR-Array

‘r

Transkription

Abbildung 3: Bestandteile CRISPR/Cas modifiziert nach: Matissek und Fischer, 2021
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3.7.2.  Prinzip Adaptives Immunsystem

Das CRISPR/Cas9-System wurde als Abwehrmechanismus in Bakterien (Streptococcen)
entdeckt. Urspringlich ging es dabei darum verstehen zu wollen, wie sich Bakterien vor
Viren schutzen. Bei einem Phagen-Angriff binden sich Viren an die Oberflache der bakteri-
ellen Zellwand und injizieren ihnre DNA von dort aus direkt ins Zellinnere. Dort vervielfaltigt
das Bakterium die virale DNA automatisch mit. Haufig endet ein Virusbefall fur Bakterien
todlich, weshalb eine Verteidigungsstrategie seitens der Bakterien entwickelt wurde (Wirth,
2021, 136-139).

Bakterien integrieren beim Erstkontakt mit einem Virus deren DNA in Form kleiner Frag-
mente (Spacer-Sequenzen) in die eigene Bakterien DNA. Diese Spacer-Sequenzen ent-
halten gespeicherte ,Erinnerungen®, die aus friheren Infektionen des Bakteriums durch Vi-
ren oder generell fremder DNA stammen.

Nachfolgend ist ein Schaubild dargestellt, wie das Bakterien-Genom nach dem viralen Erst-

kontakt aussieht:

Abbildung 4: Adaption, modifiziert nach: Paris, 2023

Kommt es zu einem erneuten Virusangriff, dessen DNA dem Bakterium bekannt ist, besteht
ein sofort aktivierter Immunschutz, da die feindlichen Viren durch die vorhandene ,Viren-
DNA-Bibliothek® auf dem CRISPR/Array der Bakterien erkannt werden und imstande sind,
abgewehrt zu werden (Graw, 2015, p. 302). Dafur wird die gespeicherte genetische Infor-
mation des angreifenden Virus auf dem CRISPR/Array des Bakteriums in eine lange Vor-

ldufer DNA (pre-crRNA) transkribiert, die komplementar zu den Zielregionen der fremden
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DNA ist. Die lange pre-crRNA verbindet sich mit der tracrRNA und wird durch das Cas-
Protein und ein Enzym namens RNAselll in kurze Stlicke mit jeweils einem einzigen Spacer
prozessiert. Somit wird fur jede erkannte fremde DNA-Sequenz eine eigene crRNA erstellt.
Um einwandfreie crRNAs zu erhalten, bilden die palindromischen Sequenzen auf der pre-
crRNA Haarnadel-Strukturen aus. Diese Struktur I&sst sich von Cas-Enzymen gut erkennen
und zeigt ihnen an, wo sie die pre-crRNA schneiden mussen, damit die funktionalen Spa-
cer-Abschnitte durch Zertrennen der Cas-Enzyme generiert werden kdnnen (Lander, 2016,
p. 679-690).

pre-crRNA
AV AVAVATAVATVAV AT AN . Cas-Protein

A

Abbildung 5: Expression, modifiziert nach: Paris, 2023

Mit Hilfe der vollstandig ausgepragten gRNA(s) kann die Endonuklease Cas sich den Weg
zu der Ziel-DNA weisen lassen. Die gRNA(s) legen somit die Spezifitdt des Cas-Proteins
fest. Eine Bindung an die Fremd-DNA ist allerdings nur dann méglich, wenn eine PAM Se-
quenz in der Fremd-DNA vorliegt. Hierbei handelt es sich um eine spezifische DNA-Se-
quenz, die aus drei Basen besteht und dem Cas-Protein als eine Art Erkennungssequenz
dient, um die Zielsequenz ausfindig zu machen (Bolotin et al., 2005, p. 2559). PAMs sind
sinnvoll, damit Bakterien nicht versehentlich ihre eigene DNA angreifen. Im Anhang Il ist
eine Ubersicht zu finden, die unterschiedliche Cas9-Nukleasen, die aktuell existieren, mit
ihren jeweiligen Ursprungsorganismen und entsprechend kodierten PAM Sequenzen zeigt.
Liegt eine PAM-Sequenz im Ziel-Genom vor, bindet die gRNA an dem entsprechenden
Strang. Durch das immunologische Gedachtnis des Bakteriums spaltet das Cas-Protein die
schadliche DNA-Sequenz und es kommt zu einem Doppelstrangbruch. Die virale DNA-
Spaltung durch Cas9 stort die Infektion und es kommt zum Abbruch. Damit kann das Uber-
leben des Bakteriums aufrechterhalten- und sichergestellt werden (Niemann & Wrenzycki,
2023, p. 154).
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Cas-Protein

PHAGE

Abbildung 6: Interferenz, modifiziert nach: Paris, 2023

3.8. Biotechnologische Anwendung von CRISPR/Cas in der Pflan-

zenzucht

Das Werkzeug wurde fortlaufend weiterentwickelt, bis es zu einer Art Navigationssystem
konstruiert wurde, das ein definiertes Transportgut zu einer speziellen Position im Pflan-
zengenom navigieren kann (Thran & Moesenfechtel, 2020). Das Prinzip des zuvor be-
schriebenen, adaptiven Immunsystems von Bakterien wird sich somit bei unterschiedlichen
Fragestellungen in der Pflanzenforschung zu nutzen gemacht. Das synthetisch oder in vitro
transkribierte Ribonukleinsaure (RNA)-Fragment ist fur die Sequenzen deren Eigenschaf-
ten in Zielorganismus verandert werden sollen spezifisch. Ziel-RNAs werden entweder mit
dem in vitro exprimierten und gesauberten Cas-Protein gekoppelt oder es wird in den Zellen
des Zielorganismus selbst produziert. Somit existieren unterschiedliche Methoden, um eine
effiziente Bindung zwischen der RNA und dem Cas-Protein zu erzielen - entweder in einem
Reaktionsgefal oder in der Zelle selbst. Wie aus dem zuvor beschriebenen Prinzip hervor-
geht, ermoglichen die Haarnadelstrukturen dem Cas-Protein eine Bindung einzugehen. Die
konstruierten CRISPR/Cas-Komplexe rufen gleichartiger Doppelstrangbriche in der DNA
der Zielpflanze hervor, wie bei dem urspringlich entdeckten Mechanismus des adaptiven

Immunsystems von Bakterien. Dabei bleibt das restliche Genom intakt.

Sobald der CRISPR/Cas-Komplex seine Hauptaufgabe (ausldsen der Mutation) erfullt hat,
wird Leit-RNA und Cas9-Protein selbststandig von der Zelle abgebaut. Der Genkonstrukt,
der das CRISPR/Cas-Werkzeug in die Pflanzenzelle transportiert, folgt den Mendelschen
Regeln. Das heifdt, dass nach der Vermehrung, das Genkonstrukt in 74 der Pflanzennach-

kommen nicht mehr vorliegt. Diese Pflanzen kdnnen als erfolgreich editiert bezeichnet
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werden und sind gleichzeitig nachweislich transgen-frei. Ausschliel3lich das Viertel, bei dem
durch das Vererbungsgesetz das Genkonstrukt nicht weitervererbt wurde, dient als Vor-
lage, fur eine neue Pflanzenart, die vorteilhaftere Eigenschaften aufweisen soll. Ausge-
brachtes, durch CRISPR/Cas verandertes Saatgut, besitzt somit nur noch das editierte
Merkmal (zum Beispiel die Resistenz gegenuber einem Schadling). Dieses Merkmal wird
fortan durch jede Generation weitervererbt. gRNA, Cas-Enzym und Transportmittel sind
nicht mehr nachweisbar. Hierdurch liegen keine DNA-Spuren vor, die eine Aussage zu dem
angewandten Verfahren erlauben, sodass es keinen Nachweis daruber gibt, ob das Merk-
mal seinen Ursprung aus der herkdbmmlichen Zichtung hat oder durch CRISPR/Cas rein-
editiert wurde.

Zum einen lasst sich dadurch die Funktion von Genen erforschen und zum anderen kdnnen
Pflanzeneigenschaften mit effektiveren Merkmalsauspragungen entwickelt werden
(Clemens, 2021, p. 343).

Darlber hinaus besteht die Méglichkeit, von mehreren Leit-RNAs gleichzeitig Gebrauch zu
machen und unterschiedliche Positionen im Genom gleichzeitig zu schneiden, wodurch
mehrere Pflanzeneigenschaften parallel editiert werden. Hierbei spricht man von Multiplex-
Verfahren. Mit anderen molekularen Scheren besteht diese Moglichkeit nur unter Umstan-
den (Cathomen & Puchta, 2018, p.4).

3.8.1. Methoden zum Einbringen des CRISPR/Cas-Systems in die

Pflanze
Das CRISPR-Werkzeug wird hauptsachlich GUber vektorgestutzte Methoden in die Pflanzen-

zellen eingebracht. Ebenso existieren Transportvektoren, die nicht auf Verfahren der klas-
sischen Gentechnik beruhen. Es wird erwartet, dass DNA-Bausteine, die ein neues Merk-
mal tragen, in naher Zukunft direkt und ohne ein Transportmittel editiert werden kénnen (J.
Kurreck et al., 2022, p.1010). Nachstehend sind die wichtigsten Techniken aufgefuhrt und

naher erlautert.

Vektorgestitzte Methoden
Die vektorgestutzten Methoden umfassen Techniken, bei der das CRISPR/Cas-System
verpackt in einem Tragermolekul in die Pflanzenzellen gelangt. Die vektorgestutzten Trans-

formationstechniken unterscheiden sich durch das gewahlte Transportvehikel.

23



Agrobacterium vermittelte Transformation

Die bereits erwahnte Agrobacterium vermittelte Transformation, die bei transgenen Verfah-
ren fur die Ubermittlung fremder DNA haufig zum Einsatz kommt, ist bei der Anwendung
von CRISPR/Cas ebenso popular, da sich der Vektor ausschlieRlich temporar im Pflanzen
Genom aufhalt und keine artfremde DNA transportiert wird (Hwang et al., 2017). Die in
Agrobacterien enthaltenen Plasmide Ubertragen somit statt Fremd-DNA wirkungsvoll das
CRISPR/Cas-System in die Pflanzenzelle. Sie werden je nach Anwendung unter Laborbe-

dingungen designt (Kadereit et al., 2021, p. 320).

Virus vermittelte Transfektion

Bei der Virus vermittelten Transfektion stellen Viren das Transportvehikel dar, um
CRISPR/Cas in Pflanzenzellen zu integrieren. Die Viren sind dabei modifiziert, sodass we-
der Pflanzenkrankheiten verursacht noch Viren-DNA in der Pflanze repliziert werden kon-
nen. Es wird ausschlieRlich der CRISPR/Cas-Komplex ubertragen (Bansal & Wani, 2022,
p. 197-203).

Nanopartikel vermittelte Transfektion

Der CRISPR/Cas-Komplex wird auf den Oberflachen der Nanopartikel adsorbiert, sodass
die Nanopartikel ihre Funktion als Transportmittel ausiben kénnen und den Komplex in die
Ziel-DNA beférdern. Nanopartikel werden nach Abschluss der Genom-Editierung von der
Zelle identifiziert und Uber intrazellulare Mechanismen sowie entsprechende Enzyme ab-
gebaut (Alghuthaymi et al., 2021, p. 1).

Bei den aufgeflihrten Methoden, um den CRISPR/Cas Komplex gemeinsam mit dem Vektor
in Pflanzenzellen zu integrieren, ist es erforderlich, den CRISPR/Cas-Komplex vorab mit
zum Beispiel Elektroporation in das Transportvehikel zu transformieren. Anschlielfend wer-
den die transformierten Vektoren zur Vermehrung in Kulturmedien gebracht. Daraufhin wer-
den auf zerschnittenen Keimblattern oder Pflanzengewebe der Ziel-Pflanze das Kulturme-
dium mit Transportvektor und CRISPR/Cas-Komplex aufgetragen. Zum Beispiel ,infizieren®
Agrobacterien die Pflanzenzelle, indem die genetische Information auf das verletzte Aus-
gangsmaterial Ubertragen wird und der CRISPR/Cas Komplex damit in den Pflanzenzellen
freigesetzt wird. Der detaillierte Ablauf ist in 3.9: Kultivierung von Pflanzenzellen einzuse-
hen. Bei der Nanopartikel vermittelten Transfektion muss das Zellgewebe ebenfalls mit den
Partikeln in Kontakt treten und gegebenenfalls gemeinsam in dem Kulturmedium inkubiert
werden, um die Freisetzung des CRISPR/Cas Komplexes zu bewirken (Pramanik et al.,
2021, p. 13-14).
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Vektorfreie Methoden

Daruber hinaus gibt es weitere Transportmethoden die eindeutig transgen-freie Losungen
in der Genom-Editierung darstellen, um den CRISPR/Cas-Komplex in die Pflanzenzelle
einzufuhren. Hierbei handelt es sich um die Integration von mRNA und Ribonucleoprotei-
nen (Stewart et al., 2018, p. 7, 11) durch Elektroporation oder Mikroinjektion. Bei der Elekt-
roporation werden temporare Poren in der Zellmembran erzeugt, indem vereinzelte, elekt-
rische Impulse auf die Pflanzenzellen ausgelbt werden. Die erzeugten Poren erlauben dem
CRISPR/Cas-Komplex leichter die Zellmembran zu Gberwinden. Nach dem Passieren des
CRISPR/Cas-Komplexes in die Zelle schliellen sich die Poren und lassen keine Riick-
stéande zurlck. Elektroporation kann auch verwendet werden, um CRISPR/Cas in Agrobac-
terien zu transformieren oder direkt in Protoplasten zu Uberfuhren. Bei der Mikroinjektion
wird eine gezielte Injektion des CRISPR/Cas-Komplex durch eine feine Mikronadel in die
Pflanzenzelle erwirkt (Zhang et al., 2021. p. 616).

Die Verwendung von Transportvehikeln fuhrt haufig zum gesteigerten Erfolg hinsichtlich
des Einbringens von CRISPR/Cas in die Pflanzenzelle, im Gegensatz zu vektorfreien Me-
thoden (Demirer et al., 2021, p. 243).

Die zelleigenen Reparaturmechanismen versuchen nach dem Zertrennen des DNA-Stran-
ges durch das Cas-Enzym den zerschnittenen DNA-Strang zu reparieren. Dabei treten
meistens Fehler auf, wodurch das Gen nicht einwandfrei abgelesen werden kann und somit
die Bildung eines bestimmten Proteins nicht mehr stattfindet. Nach dem Schneiden durch
das Cas-Protein konnten wahrend der Reparatur weitere DNA-Bausteine ausgetauscht
oder neue Sequenzen in den DNA-Strang eingebaut werden. Wird ein Doppelstrangbruch
herbeigefihrt und anschlie®end repariert, liegt hier derselbe grundlegende Mechanismus

vor, wie bei einer zufalligen und naturlichen Mutation.

3.8.2. Reparaturmechanismen

Nachdem das Cas-Protein die DNA im Zielbereich aufgespalten- und den Doppelstrang-
bruch hervorgerufen hat, erkennt die Zelle den lokalen Schaden und aktiviert die zelleige-
nen Reparaturmechanismen, die fur die veranderte DNA-Sequenz verantwortlich sind. Es
gibt zwei grundlegende Reparaturmechanismen, die nach einem CRISPR/Cas Doppel-

strangbruchs erfolgen konnen (H. Yang et al., 2020, p. 2-7).
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Non-Homologous End Joining-System (NHEJ)

Dieser Reparaturmechanismus ist am schnellsten und wird haufig eingesetzt. Die hierbei
auftretende fehleranfallige Reparatur wird sich zu nutzen gemacht (Gehrke et al., 2022).
Technisch gesehen werden die beiden Enden des hervorgerufenen Doppelstrangbruches
erneut miteinander verbunden, wobei wahrend der Reparatur falsche Basen verbaut-, klei-
nere DNA-Bereiche entnommen (Deletionen) oder wenige kleine DNA-Stlucke hinzugefugt
(Insertionen) werden konnen. Insgesamt handelt es sich um minimale Veranderungen von
einer bis weniger Basenpaare, die manipuliert werden. Im Fall der Doppelstrangreparatur
durch die Technik des NHEJ wird auch oft von einer site directed nuclease-1 (SDN-1 Tech-
nik) gesprochen, bei der zuverlassige und ortsspezifische Veranderungen von wenigen Ba-
senpaaren erfolgen, das Ausmal} der Veranderung jedoch nicht gut vorhersehbar ist. Ob
eine Deletion oder Insertion stattfindet und mit welcher Basenlange die Mutation am Ende

vorliegt, ist unklar (Jang & Joung, 2019, p. 1-10).

Homology Directed Repair (HDR)

Wenn kleinere oder groRere gerichtete Veranderungen an der DNA hervorgerufen werden
sollen, wird der HDR Reparaturmechanismus mobilisiert, der eine gezielte Reparatur des
Doppelstrangs ermoglich. Mit der Site Directed Nuclease-2 (SDN-2) Technik werden klei-
nere gerichtete DNA-Abschnitte verandert und mit der Site Directed Nuclease-3 (SDN-3)

Technik werden grof3ere gerichtete DNA-Stlcke in den Zielorganismus eingebracht.

Bei dem HDR Reparaturmechanismus werden kurze, synthetische DNA-Abschnitte herge-
stellt, die gemeinsam mit dem CRISPR/Cas-System in die Zelle eingebracht werden. Diese
synthetisierten DNA-Sequenzen sind homolog mit der Zielsequenz in der Pflanzen-DNA bis
auf die geadnderten Basen, die spater die gewlnschte neue Eigenschaft hervorrufen sollen.
Diese zusatzlich eingefuhrten DNA-Stucke stellen die Reparaturvorlage fur den Bereich des
erzeugten Doppelstrangbruches dar. Diese Reparaturvorlage wird von den Reparaturme-
chanismen der Zelle identifiziert und an die Stelle des Doppelstrangbruches eingebaut.
HDR-Reparaturen kénnen ausschlief3lich in einer Zellzyklusphase den Einbau von DNA-
Vorlagen gewahrleisten, weshalb SDN-2 und SDN-3 Techniken weniger effizient als die
SDN-1 Technik angesehen werden (Dima et al., 2020, p., 17-19).

HDR ist spezifisch mit der CRISPR/Cas-Technologie verbunden und basiert auf einem ahn-
lichen Prinzip, wie der bereits erlauterten ODM. Obwohl CRISPR/Cas zu dem Genome
Editing Ansatz der SDNs gehdrt und Doppelstrangbriiche hervorruft, wird das Ergebnis des
SDN-2 Verfahren oft mit dem ODM-Verfahren verglichen und gleichgesetzt, da beide
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Verfahren neben der Zielsequenz ebenfalls die DNA-Vorlage vorgeben, um gezielte Muta-

tionen hervorzurufen (siehe: Kapitel: Genome Editing).

3.9. Herstellungsanleitung eines synthetischen CRISPR/Cas-Kom-

plexes
Nachstehend ist eine Schritt-fur-Schritt-Anleitung dargestellt, in der aufgefuhrt wird, was fur
die Herstellung eines CRISPR/Cas-Komplexes unter Laborbedingungen erforderlich ist, um

anschlieRend in eine Pflanzenzelle eingebracht zu werden.

Vorbereitung der CRISPR/Cas-Komponenten:
Herstellung der Guide-RNA

Eine synthetisch hergestellte gRNA wird entwickelt und auf dessen Reinheit Uberpruft. Sie

ist spezifisch zu der DNA-Sequenz in der Pflanzenzelle, die verandert werden soll. Fir ge-
wohnlich besteht die gRNA aus zwei Komponenten.

Fir die strukturelle Stabilitat der gRNA ist die ,scaffold RNA® zustandig, die als eine Art
Korpus fur einen weiteren RNA-Teil bietet, der den bereits angesprochenen Spacer, die
Ziel-Sequenz, die in der Pflanze anvisiert werden soll, tragt. Die Herstellung der gRNA er-
folgt in der Regel mit einer in-vitro-Transkriptionstechnik, wobei von einer DNA-Vorlage Ge-
brauch gemacht wird. Sie enthalt die Sequenz der gRNA. Die Vorlage wird mittels einer
RNA-Polymerase in die bendtigte gRNA-Sequenz transkribiert (C. Li et al., 2023, p. 108-
115).

Bereitung des Cas9-Proteins

Es gibt zwei Moglichkeiten das Cas9-Protein flr die Herstellung eines kinstlichen
CRISPR/Cas-Systems zu gewinnen. Es kann aus naturlichen Quellen isoliert- oder durch
rekombinante DNA-Technologie hergestellt werden.

Bei der rekombinanten Herstellung von Cas9-Proteinen wird das Cas9-Gen in eine ada-
quate Expressionsplasmid-DNA beférdert, die wiederum in einen Wirt, wie E. coli, transfor-
miert wird. Transformierte Zellen produzieren das Cas9-Protein, indem das entsprechende
Gen exprimiert wird. Produzierte Zellen werden anschliel3end geerntet. Das Cas9-Protein
wird isoliert und gereinigt (Shilling et al., 2020, 1-8).
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Kultivierung von Pflanzenzellen:

Pflanzenzellen werden in einer sterilen Umgebung (sterile/s Werkzeug, Gefalle, Arbeits-
weisen) kultiviert und auf einem geeigneten Wachstumsmedium inkubiert.

Die Pflanzenzellen werden hierfur aus den Pflanzen gewonnen, die eine genetische Ver-
anderung erfahren sollen. Daflr werden zum Beispiel kleine Gewebestucke (Blatter, Stan-
gel, Wurzel) entfernt, die lebende Zellen enthalten. Die Kultivierung von Pflanzenzellen er-
fordert geeignete Wachstumsmedien, die aus Nahrldsungen bestehen und alle notwendi-
gen Nahrstoffe fir das Uberleben und Wachstum der Pflanzenzellen enthalten. Die Nahr-
medienrezeptur istimmer spezifisch auf den Organismus zugeschnitten. Die Pflanzenzellen
werden in das Wachstumsmedium gegeben und in einem Inkubator, der optimale Tempe-
ratur-, Luftfeuchtigkeits- und Lichtverhaltnisse bietet inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit

wird je nach Bedarf das Wachstumsmedium erganzt oder ausgetauscht.

Transfektion der Pflanzenzellen:

Der CRISPR/Cas-Komplex wird in die die Pflanzenzellen Gbertragen. HierfUr werden je
nach Pflanzenart unterschiedliche Techniken verwendet (siehe auch: Methoden zum Ein-
bringen des CRISPR/Cas-Systems in die Pflanzenzelle).

Um festzustellen, dass der CRISPR/Cas-Komplex erfolgreich in die Pflanzenzellen einge-
bracht wurde, ist es erforderlich die Effizienz der Transfektion zu kontrollieren. Dafur gibt
es unterschiedliche Analysen der Genomsequenz, wie zum Beispiel PCR, die durchgefihrt
werden (Matissek & Fischer, 2021, p. 320-326).

Kultur und Selektion:

Die bestatigten und transfizierten Pflanzenzellen werden unter sterilen Bedingungen und
mit dem auf den Organismus zugeschnittenen Kulturmedien fortlaufend kultiviert, um ein
weiteres Wachstum sowie eine weitere Vermehrung der Pflanzenzellen zu gewahrleisten.
Es gibt unterschiedliche Selektionsmethoden, um die Zellen zu identifizieren, die den
CRISPR/Cas-Komplex erfolgreich aufgenommen haben. In manchen Fallen ist es nach wie
vor sinnvoll Markergene, wie sie in der Grunen Gentechnik verwendet werden, einzusetzen.
Das am haufigsten verwendete Markergen ist das Antibiotikaresistenz-Gen. Sie werden
gemeinsam mit dem CRISPR/Cas-Komplex eingefihrt und geben den mit CRISPR/Cas
enthaltenen Zellen zusatzliche Merkmale oder verleihen den Zellen Resistenzen gegenlber
speziellen Substanzen. So werden die transfizierten Pflanzenzellen zum Beispiel auf einen
Nahrboden, der ein Antibiotikum enthalt, gegeben. Alle erfolgreich transfizierten
CRISPR/Cas-Zellen tragen das Markergen, Uberleben somit auf dem Antibiotika-Nahrme-
dium und vermehren sich problemlos. Pflanzenzellen, die kein Markergen tragen, werden

selektiv ausgesondert, indem sie durch das Antibiotikum oder eine andere entsprechende
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Substanz, die mit dem Markergen korreliert, abgetotet werden. Zugleich ist es moglich auf
den Einsatz von Markergenen bei CRISPR/Cas zu verzichten, indem ein Gen oder eine
Sequenz eingebracht wird, die nicht auf Antibiotika oder chemische Selektionsmittel zu-

ruckgreift, wie zum Beispiel: Fluoreszierende Proteine (Yue et al., 2020, p. 1-9).

Bestatigung der Editierung:

Im Anschluss an die Kultur und Selektion der transfizierten Pflanzenzellen ist es wichtig,
die an den Pflanzenzellen durchgefuhrte Genom-Editierung zu bestatigen.

Eine immer noch weit verbreitete Methode zur Bestatigung der Editierung ist die Sanger-
Sequenzierung (kettenabbruchverfahren), um herauszufinden, ob die gewilnschte Veran-

derung, durch zum Beispiel Insertion oder Deletion der DNA-Sequenz stattfand.

Hierbei werden die spezifischen DNA-Regionen, die das Ziel der Genom-Editierung sind,
durch PCR (Polymerase-Kettenreaktion) amplifiziert (vervielfaltigt) und dann fur die Se-
quenzierung in vier separate Reaktionen aufgeteilt, die entweder Adenin, Thymin, oder Gu-
anin enthalten. Durch zufallige Unterbrechungen der DNA entstehen verschiedene Langen,
die an unterschiedlichen Positionen enden und fur das Gesamtergebnis kombiniert werden.
Die erhaltenen DNA-Sequenzen werden mit der Referenzsequenz verglichen (J. Kurreck
et al., 2022, p.866-867).

Die Untersuchung von Reinheit und der Bestatigung des Editierens kann ebenfalls durch
die Methode der Gel-Elektrophorese erfolgen. Sie dient der Analyse und der Identifizierung
von DNA-Fragmenten, die durch die Genom-Editierung verursacht wurden. Hierbei spielen
Merkmale wie Gro3e und Struktur der DNA eine Rolle. Die Methode findet wieder haufiger
Anwendung durch das Aufkommen der CRISPR/Cas Technologie, bei der lange
CRISPR/Cas Ziel-Strange verwendet werden. Weitere Nachweisverfahren fir die Bestati-
gung der Genom-Editierung waren die quantitative PCR (qPCR) (J. Kurreck et al., 2022,
p.804, 839) oder T7E1-Assay.

In der Regenerationsphase werden die Pflanzenzellen in ein geeignetes Medium gebracht,

sodass sich vollstandige Pflanzen ausbilden konnen, die im Stande sind die Bedingungen

in Gewachshausern zu Uberdauern.
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3.9.1. Beispiel CRISPR/Cas Integration in eine Tomatenpflanze

In vielen Studien zur Anwendung von CRISPR/Cas wird festgestellt, ob die genetische Ver-
anderung in der Ziel-DNA der Pflanzenzellen homozygot oder heterozygot erfolgte. Allge-
mein werden diese Verfahren als Genotypisierungsverfahren bezeichnet, worunter die Al-
lel-spezifische PCR (AS-PCR), das TagMan-Assay, Tracking of Indels by DEcomposition
(TIDE_Assay) oder Next-Generation-Sequencing fallen (J. Kurreck et al., 2022, p. 870).

Das folgende FlieRdiagramm zeigt den schematischen Ablauf, um Mutationen in einer be-
stehenden Pflanzenzelle hervorzurufen am Beispiel einer Tomatenpflanze, bei der sich
durch eine spezifische Sequenz-Veranderung, die Pflanzenarchitektur sowie die Frucht-

und Reifeentwicklung optimieren soll.
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Erzeugung von Mutanten mit CRISPR/Cas9 am Beispiel des
SICMT4-Gens der Tomate flr eine vorteilhaftere
Pflanzenarchitektur sowie Fruchtentwicklung und -reifung

Zielgenidentifikation:
e Das Zielgen (hier: SICMT4), was in Tomaten enthalten ist, wird ausgewahit.
o Spezifische DNA-Sequenzen, die innerhalb des Gens verandert werden
sollen, um eine Mutation zu erzeugen, werden untersucht.

Design Guide-RNAs (gRNAs):
e Es wird eine synthetische gRNA entwickelt, die spezifisch an die Ziel-DNA-
Sequenz des SICMT4-Gens bindet.
e Die gRNA lbernimmt die Funktion des Flhrungsstrangs des CRISPR/Cas
Systems und Iasst eine gezielte DNA-Sequenzierung zu.

¥

Bilden des CRISPR/Cas Komplexes:
e Die entworfene gRNA wird mit dem Cas9-Protein kombiniert.
e Ziel-RNA und Cas9 Enzym bilden den CRISPR/Cas9 Komplex.
o Die Funktion des Cas9 Protein besteht im Schneiden der DNA nach
Lokalisierung der Sequenz durch die gRNA.

¥

Transformation der Tomatenpflanze:
¢ Die CRISPR-Komponenten werden in die Tomatenzelle eingebracht.
o Haufige Methode: Agrobacterium-vermittelte Transformation (keine stabile
Integration, verbleibt nicht dauerhaft in der Pflanzenzelle).

Genomschnitt:

e Die DNA wird an der Zielsequenz des SCIMT4-Gens der Tomate
geschnitten.

e Es entsteht eine Doppelstrangpause in der DNA.

e Reparatureigenen Mechanismen kommen zum Einsatz.

Reparatur:

o Meistens wird die Doppelstrangpause durch den nicht-homologen
Endverknipfungs (NHEJ)-Reparaturweg korrigiert.

e Dabei werden die Enden der DNA zusammenflgt.

e Es koénnen Insertionen und Deletionen (Indels) auftreten.

e Indels flihren zu Rahmenverschiebungen im Genom.
o Potenzielle Funktionsunfahigkeit des SICMT4-Gens.

L 2

Screening und Charakterisierung der Mutanten:
¢ Uberpriifung des Vorhandenseins von Mutationen in der transformierten
Tomatenpflanze durch DNA-Sequenzierung, PCR, RFLP 0.3. Methoden.
e Mutanten werden fir Auswirkung auf das SICMT4-Gen und die
Tomatenpflanze weiter analysiert (Genexpression, Phanotypen).

Abbildung 7: Tomatenmutation durch CRISPR/Cas mit SICMT4
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3.10. Lebensmittelbezogene Schlusselbegriffe

Nachstehend werden Begriffe, die ausschliel3lich im Titel integriert sind definiert.

3.10.1. Landwirtschaftliche Nutzpflanzen

Zu landwirtschaftlichen Nutzpflanzen zahlen alle Pflanzenarten, die fur den Menschen ei-
nen ,Nutzen® darstellen, verwertet werden und somit einen erndhrungsphysiologischen Ge-
winn erbringen. Nutzpflanzen werden sowohl als Nahrungs- und Genussmittel, fur die Nutz-
tierhaltung als auch fur technische Zwecke, wie der Bionik (nachwachsende Rohstoffe) ver-
wendet. Zu den Nutzpflanzen zahlen in erster Linie Kultur- und Wildpflanzen. Es existieren
ca. 250.000 Pflanzenarten weltweit, wovon 30.000 fur den menschlichen Verzehr geeignet
sind. Dennoch weisen ausschlief3lich ca. 150 Nutzpflanzen wirtschaftliche Relevanz auf
und 30 von diesen Pflanzensorten machen 90% des gesamten Nahrungsbedarfs weltweit
aus (Ziegler & Senser, 2023, Abs. 1-6).

3.10.2. Obstkulturen

Obstkulturen werden in speziellen Plantagen oder teilweise Unterglasanbau kultiviert
(Knoop & Otter, 2019, p. 108-112). Sie unterscheiden sich von Nutzpflanzen hauptsachlich
hinsichtlich der Produktion von essbarem Obst und somit von dem zu verzehrenden Be-
reich der Pflanze. Der Ertrag aus Obstkulturen ist primar fir den direkten, rohen Verzehr
oder fur wenige, kleine Weiterverarbeitungsschritten bestimmt. Landwirtschaftliche Nutz-
pflanzen hingegen bieten ein groReres Verwendungsspektrum und werden auf Feldern und
Ackern angebaut (Rimbach et al., 2015, p.207).

3.10.3. Kartoffel

Die Kulturkartoffel ist eine der wichtigsten Grundnahrungsmittelpflanzen weltweit, was sich
an einem Prokopf-Verzehr des Wirtschaftsjahres 2021/2022 von 56,1kg widerspiegelte
(BLE, 2022). Die wissenschaftliche Bezeichnung der Kartoffel ist: Solanum tuberosum
(S.tuberosum). Sie zahlt zu der Gattung Nachtschatten (Solanum) und gehért zu der Gber-
geordneten Familie der Nachtschattengewachse (Solanaceae). Die Kartoffel ist deshalb mit
Tomate, Paprika und Tabak verwandt. Sie sind von Natur aus Unkraut anfallig und es ist
herausfordernd, die Bestande vor speziellen Pilzkrankheiten, wie der Kraut- und Knollen-
faule hinreichend zu schitzen. Fungizide stellen meistens die sicherste Bekampfung dar.
Kartoffeln unterteilen sich in Speise- und Wirtschaftskartoffeln, wobei Wirtschaftskartoffeln
fur die industrielle Herstellung von Starke- und Alkoholerzeugnissen verwertet werden
(Raupp, 2017, p. 65-66). Der Erndhrungsphysiologische Wert der Kartoffel ergibt sich durch

das hochwertige Kartoffeleiweil® (essenzielle Aminosauren) sowie dem Mikronahrstoff
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Kalium. Sie sind reich an B-Vitaminen und an Vitamin C. Die Kartoffelpflanze besitzt einen
hohen Anteil an Flavonoiden und Anthocyanen, die eine entzindungshemmende Wirkung
haben sollen, den Blutzuckerspiegel senken und die kdrperliche Immunreaktion effektiv be-
einflussen konnen (Rosch et al., 2019, Abs. 1-2).

Genetische Merkmale der Kartoffel
Das Kartoffelgenom wurde 2011 vollstandig entschlusselt (Xu et al., 2011, p. 189-193). Es

umfasst rund 40.000 Gene. Die Anzahl der Chromosomen in den Zellen von Kartoffelpflan-

zen, wird wie bei allen anderen Organismen, durch die Begriffe diploid und tetraploid be-
schreiben. Die meisten kommerziell erhaltlichen Sorten sind tetraploid und besitzen 48
Chromosomen. Sie werden haufig als ,Hauptfruchtsorten® bezeichnet und sind im Kartof-
felanbau oft vertreten. Der Unterschied zwischen diploiden und tetraploiden Kartoffelsorten
besteht darin, dass tetraploide Sorten zu groReren Knollen neigen und resistenter gegen-
uber Pathogenen sind. Pflanzenmerkmale, wie Ertrag, und Anpassungsfahigkeit an unter-
schiedliche Umweltbedingungen spielen auch eine Rolle, weshalb tetraploide Sorten im
kommerziellen Kartoffelanbau haufiger anzutreffen sind (Résemann, 2020, p. 457-458).

In der Grundlagenforschung und wahrend der Eigenschaftenverbesserung durch traditio-
nelle Mutagenese oder Kreuzung sind tetraploide Kartoffen nicht leicht zu handhaben. Die
Veranderung spezifischer Gensequenzen und der zusammenhangenden Genfunktionen
werden durch die Etablierung und Anwendung von CRISPR und des CRISPR assoziierten
Proteins deutlich vereinfacht (Gonzalez et al., 2023, p. 333-361).

3.10.4. Tomate

Botanisch gesehen handelt es sich bei Tomaten um eine Frucht, genauer, um eine Bee-
renfrucht. Sie kann als Teil von Obstkultur betrachtet werden (aus befruchteter Blite ent-
steht die Frucht), obwohl sie im allgemeinen Sprachgebrauch und in der kulinarischen Ein-
teilung fir gewodhnlich als Gemuse bezeichnet wird. Widerspriche in botanischen und kuli-
narischen Eigenschaften lassen die Bezeichnung: Fruchtgemuse zu (Rimbach et al., 2015,
p. 207).

Diese Arbeit richtet sich tendenziell nach der botanischen Einteilung, da der Fokus in der
Unterscheidung von Arten liegt und auf der Verbesserung von Tomatenpflanzeneigen-
schaften sowie auf adaquateren Anbau- und Erntebedingungen beruht. Der wissenschaft-
licher Name lautet Solanum lycopersicum und gehdrt, wie die Kartoffel zu der Familie der
Nachtschattengewachse (Solanaceae) (Kumar et al., 2020, p. 191-197). Zwischen dem

Jahr 2021 und 2022 stellte die Tomate mit einem Prokopf-Verzehr von rund 30kg pro Jahr
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(BLE, 2023) in Deutschland das Lieblingsgemuse dar. Fur den kommerziellen Vertrieb wird
die Tomate hauptsachlich in Mitteleuropa durch Unterglasanbau hergestellt. Die Hauptpro-

duzenten sind jedoch nach wie vor China und Indien (Statista, 2023).

Der erndhrungsphysiologische Wert der Tomate stitzt sich auf den Vitamingehalt, den ent-
haltenen Mikronahrstoffen sowie sekundaren Pflanzenstoffe, wie Flavonoide. Dem Caro-
tinoid Lycopin, welches ebenfalls zu den sekundaren Pflanzenstoffen zahlt, wird eine posi-

tive Auswirkung auf den menschlichen Organismus zugesagt (Rdsch, 2023, Abs. 1-5).

Genetische Merkmale der Tomate

Das Tomatengenom wurde im Jahr 2012 entschlUsselt. Es besitzt 12 diploide Chromoso-
menpaare und besteht aus rund 35.000 Genen. Die biologische Funktion einzelner Gene
konnte identifiziert und funktionelle Gruppen zugeordnet werden. Sofern bekannt ist, wel-
che Gene spezielle Prozesse steuern, ist die Expression winschenswerterer Pflanzenei-
genschaften in der Zichtung mdglich. Die domestizierte Tomate unterscheidet sich lediglich
um 0,6% von dem urspringlichen Wildtyp. Es ist anzunehmen, dass diese Tatsache auf
die frihe Domestikation im 16. Jahrhundert zuriickzufihren ist. Die Kartoffel und die To-
mate besitzen insgesamt 18.320 orthologe (homologe) Genpaare (Sato et al., 2012, p. 635-
637).
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4. Methoden

Es werden zwei Methoden angewendet, um die beiden Teilbereiche der Forschungsfrage
umfassend zu beantworten. Bei der ersten Methode handelt es sich um eine funktionale
systematische Literaturrecherche, die zur Darstellung der unterschiedlichen Anwendungs-
felder von CRISPR/Cas in der Pflanzenzichtung eingesetzt wird. Daflr werden die beiden
landwirtschaftlichen Produkte Kartoffeln und Tomaten naher betrachtet. Die zweite Me-
thode stellt die Durchfuhrung von Interviews dar, um neben den Anwendungsbereichen
auch die zukinftige Bedeutung von CRISPR/Cas abdecken zu kdnnen. Dies erfolgt unter
Bericksichtigung von Themen, wie Lebensmittelsicherheit, Risiko- und lebensmittelrechtli-

che Bewertung.

4.1. Methode 1: Systematische Literaturrecherche

Die systematische Literaturrecherche legt den Fokus auf Anwendungsbereiche von
CRISPR/Cas in der Landwirtschaft. Der Schwerpunkt liegt bei ziichterischen Uberlegun-
gen, inwieweit CRISPR/Cas durch genetische Veranderungen des Pflanzengenoms best-
moglich eingesetzt werden kann, um der Agrarwirtschaft zu innovativeren Losungen zu ver-
helfen. Hierzu werden ausschliel3lich die Lebensmittelbeispiele Kartoffeln und Tomaten in
die Suchstrategie mitaufgenommen. Fur die Recherche werden Datenbanken, wie Pub-
Med, Science Direct, Scopus und Wiley Library eingesetzt.

Zusammenhangende und relevante Themen, die CRISPR/Cas umgeben werden in der
systematischen Literaturrecherche nicht bertcksichtigt. Die verwendete Literatur ist grof3-
tenteils in englischer und vereinzelt in deutscher Sprache. Der Erhebungszeitraum belauft
sich auf Dezember 2022 bis Mai 2023. Die nachfolgende Suchstrategie hat zu insgesamt
6.183 Publikationen gefuhrt.

4.1.1. Suchstrategie

Nachfolgende Schlagworte sind mit bool’schen Operatoren fur die Suchstrategie in den

Datenbanken angewendet worden.

PubMed:

(("CRISPR*" OR "Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats*"[Mesh] OR
"CRISPR-Associated Proteins*'[Mesh] OR "CRISPR-Cas Systems*'[Mesh] OR "RNA,
Guide, CRISPR-Cas Systems*"[Mesh] OR "CRISPR-Associated Protein 9*"[Mesh]) AND
"Solanum lycopersicum"[Mesh]) OR ("Solanum tuberosum"[Mesh])

Limitation: 2018-2023
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Science Direct:

("Genome Editing" OR "CRISPR" OR "CRISPR/Cas" OR "CRISPR-Associated) AND ("To-
mato" OR "Solanum lycopersicum" OR "potato” OR "Solanum tuberosum™)

Limitation: 2018-2023

Scopus:
("CRISPR" OR "CRISPR/Cas" OR "CRISPR-Cas System" OR "CRISPR/Cas9" OR

"CRISPR/Cas9 System" OR "Genome Editing" OR "Gene Editing" OR "Prime Editing") AND
("potato" OR "solanum lycopersicum" OR "tomato" OR "solanum tuberosum®”) (Article title,
Abstract, Keyword)

Limitation: 2018-2023

Wiley Library:
("CRISPR" OR "CRISRP/Cas") AND ("Plant breeding" OR "Agriculture"” AND "Tomato" OR

"Potato")
Limitation: 2018-2023

Einschluss- und Ausschlusskriterien

Alle Publikationen werden in den Datenbanken auf die letzten 5 Jahre eingegrenzt. Das
entspricht aktuell dem Zeitraum von 2018 bis 2023.

Da sich die Recherche auf Anwendungsbereiche in der Pflanzenforschung hinsichtlich Kar-
toffeln und Tomaten fokussiert, werden Publikationen eingeschlossen, die sich auf folgende
zlchterische Eigenschaften beziehen, die mit CRISPR/Cas verandert und optimiert werden
sollen. Hierbei stehen Parameter, wie Pflanzenarchitektur, Ertrag, (Frucht-) Qualitat/Reife,
Haltbarkeit, Reduktion toxischer Inhaltsstoffe, Pathogenresistenz, Nahrwert, Geschmack,
Erndhrung und abiotische Belastung im Zentrum des Forschungsgegenstandes. Es erfolgte
keine landerspezifischen Studieneingrenzung, sodass die Studienlbersicht global zu be-

werten ist.

Ausschlusskriterien umfassen Literatur vor dem Jahr 2018 sowie alle Publikationen, die
keinen direkten Lebensmittelbezug aufweisen und somit keinen Schwerpunkt auf der bio-
technologischen Umsetzung angepasster Pflanzeneigenschaften der genannten Lebens-

mittel haben.
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4.1.2. Auswertungsstrategie

Das Screening der Publikationen erfolgt Uber Titel-, Abstract- und Volltextermittlung, wie im
Ergebnisteil dem FlieRdiagramm der eingeschlossenen Studien zu entnehmen ist. Das
,Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses® (PRISMA) Dia-
gramm ist ein schematische Grundkonzept fur systematische Literaturrecherchen zur lden-
tifikation von Publikationen, dem Screening von Literatur bis zu der Festlegung von einge-
schlossenen Publikationen. Dabei werden die genannten Themenbereiche (siehe: Ein- und
Ausschlusskriterien) sowie die Lebensmittel Kartoffel und Tomate im Hinblick auf das
CRISPR/Cas-System primar im Titelscreening bericksichtigt. Im Abstract geben detaillier-
tere Informationen daruber Aufschluss welche Gene oder Stoffwechselwege in Kartoffeln
und Tomaten von Bedeutung sind, um mit CRISPR/Cas vermittelte Genomveranderungen
zu induzieren. Anhand dessen wird die Auswahl des Volltext-Screenings getroffen.

Die Daten werden systematisch organisiert, indem sie festgelegten Themenbereichen, wie
zum Beispiel ,Pathogenresistenz®, ,Fruchtqualitat oder ,Nahrwert” im Ergebnisteil der Li-

teraturrecherche zugeordnet und gesammelt dargestellt werden.

4.2. Methode 2: Experteninterviews

Neben der systematischen Literaturrecherche werden drei Interviews durchgefuhrt, mit dem
Ziel, die umfangreiche Sachkenntnis von Wissenschaftlern zum Ubergeordneten Thema
des aktuellen Standes und der zukinftigen Bedeutung von CRISPR/Cas zu integrieren.
Hierzu gehoren Teilthemen wie der Einschatzung der Lebensmittelsicherheit und der recht-
lichen Beurteilung von mit CRISPR/Cas hergestellten Pflanzen und daraus weiterverarbei-
teten Produkten. In diesem Zusammenhang werden die Lebensmittelbeispiele Kartoffel und
Tomate ebenfalls angesprochen. Die Interviewergebnisse sollen nach der Ergebnisdarstel-
lung in der Diskussion untereinander und mit den Literaturergebnissen verglichen und ana-

lysiert werden.

In dieser Arbeit fallt die Wahl auf die Interviewform des qualitativen Experteninterviews. Es

ist semistrukturiert und leitfadengestutzt.

4.2.1. Das Leitfadengestutzte Experteninterview

Bei einem Experteninterview handelt es sich fur gewohnlich um ein Leitfadeninterview. Sie
sind ein anerkanntes Instrument, um qualitative Daten differenziert und methodisch zu pro-
duzieren. Ein im Vorfeld erarbeiteter Leitfaden gestaltet und unterstutzt den Interviewablauf.
Die Interviewpartner kennen in der Regel den thematischen Rahmen des Interviews und

die dahinterstehende Systematik.
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Ein Leitfaden enthalt in der Regel optionale Elemente, wie (Erzahl-) Anforderungen, speziell
formulierte Fragen sowie Stichpunkte fur frei formulierte Fragen. Methodologisch gewahr-
leistet der Leitfaden immer eine groRtmagliche Offenheit, um alle potenziellen AuRerungen
zuzulassen.

Experteninterviews charakterisieren sich dartiber hinaus durch eine gezielte Auswahl der
Interviewpartner auf Grundlage des beruflichen Status. Das Forschungsinteresse gilt grof3-
tenteils dem informations-, praxis- und erfahrungsbezogenen sowie technischen Wissen.
Die Wissensbereiche, die fur das Interview vorgesehen sind, werden thematisch qualitats-
voll eingegrenzt und die Daten als faktische Befunden ausgewertet.

Far die Auswertung von qualitativen Daten mussen die Ergebnisse in Textform vorliegen.
Das gilt ebenfalls fir das Experteninterview, bei dem der Text durch die Kommunikations-

situation wahrend des Interviews interaktiv entwickelt wird (Helfferich, 2022, p. 175-179).

4.2.2. Auswahl der Experten

Die Wahl der Interviewpartner fallt auf Experten, die in der Pflanzenforschung- und an un-
terschiedlichen Instituten und/oder Universitaten tatig sind. In ihren Funktionen besitzen sie
neben dem wissenschaftlichen Know-how, alle einen zlchterischen Praxisbezug und sind
somit in der Lage die potenzielle Anwendung von CRISPR/Cas in der europaischen Land-
wirtschaft mit einem geweiteten Blick fundiert einschatzen zu konnen. Nachfolgend werden

die Experten vorgestellt:

Dr. Stefan Weinl ist akademischer Rat an der Universitat Munster und am Institut fur Biolo-
gie und Biotechnologie der Pflanzen beschaftigt.

Dr. Jochen Kumlehn ist vom Leibniz Institut fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenfor-
schung (IPK) in Gatersleben und leitet die Arbeitsgruppe ,Pflanzliche Reproduktionsbiolo-
gie“. Daruber hinaus leitet er die Division ,Zellbiologie und Biotechnologie®, die aus zwei
Arbeitsgruppen besteht.

Dr. Detlef Weigel ist Direktor des Max-Planck-Instituts fur Biologie in Tubingen. Zudem ist
er Consultant von Zuchtungsfirmen, unter anderem von deutschen Saatgutherstellern.

Die Kontaktvermittlung erfolgte Uber Prof. Dr. Béthune.

Alle Interviews finden online via Zoom statt und missen mit einer Einwilligungserklarung
fur die Verwendung des produzierten Materials bestatigt werden, siehe Anhang II: Einwilli-

gungserklarung.
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4.2.3. Vorbereitung-Entwicklung des Interviewleitfadens

Im Vorfeld wird ein allgemeingultiger Leitfaden entwickelt, der den Experten mit Informatio-
nen zum allgemeinen Ablauf zur Verfugung gestellt wird. Der Leitfaden besteht aus Haupt-
fragen, die zuerst gestellt werden. Je nach Resonanz und Eigeninitiative des Experten fol-
gen daraufhin zu der Hauptfrage passende Unterfragen. Ziel ist es das Interview durch den
Leitfaden themenorientiert zu gestalten, ohne eine grof3tmaogliche Offenheit seitens der In-
terviewpartner zu verhindern/einzuschranken. Es wird ein Interviewleitfaden fur alle Inter-
views entworfen, siehe: Anhang Il: Interviewleitfaden. Somit sind die einzeln geflhrten In-
terviews durch die dhnliche Erhebungssituation untereinander vergleichbar.

Die allgemeine Vorgehensweise bei der Erstellung von Haupt- und Unterfragen fur Inter-

viewleitfaden erfolgt gemaf Helfferich, 2022 wie folgt:

Sammlung von potenziellen Fragen
Prufung der gesammelten Fragen

Sortierung der Fragen

a o T o

Subsumieren der Fragen

Zu Beginn wird eine Sammlung an Fragen erstellt, die sich allgemein auf den Forschungs-
gegenstand beziehen. In einem weiteren Schritt werden die Interviewfragen gepruft und
kritisch hinterfragt, ob diese hinreichend bedeutsam flr die zu untersuchenden Inhalte sind.
Fragen, die keinen direkten Bezug zu CRISPR/Cas in der Pflanzenzichtung haben, werden
gestrichen oder im besten Fall gesondert gesammelt. Die verbleibenden und gepruften Fra-
gen werden gemaf der thematischen Zusammengehdrigkeit und entsprechender Frage-
richtung selektiert und zusammengefasst. Aus diesen entstandenen Themenbereichen
werden jeweils Hauptfragen formuliert. Weitere Fragen, die die Hauptfrage nur bedingt wie-
derspiegeln oder erganzen werden als Unterfragen aufgefuhrt (Helfferich, 2022, p.881-
884).

4.2.4. Interviewdurchfuhrung

Nach der Begruf3ung wird der Ablauf, die eingeplante Dauer und die Datenschutzvereinba-
rung des Interviews erneut erlautert und das Einverstandnis nach Starten der Aufnahme-
funktion Uber Zoom mundlich eingeholt. Das Thema wird seitens des Interviewers kurz skiz-
ziert. Anschliellend folgt eine Einstiegsfrage zur Person, dem Tatigkeitsfeld und der Ver-
kntpfung zu CRISPR/Cas. Im Hauptteil des Interviews wird der Interviewleitfaden abgear-

beitet. Nach Beantwortung der letzten Frage wird das Interview vom Interviewer
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zusammengefasst und dem Interviewpartner die nachsten Schritte mitgeteilt. Es folgt die

Danksagung fur die Teilnahme mit anschlieRender Verabschiedung.

4.2.5. Methode zur Auswertung der Experteninterviews

Far die Auswertung der qualitativen Interviewergebnisse wird eine induktive Inhaltsanalyse
nach Mayring angewendet. Sie ist hilfreich, um die Analyse grol3er Textmengen mit inhalts-
analytischen Regeln systematisch und Uberprifbar zu machen. Die leitfadengestutzten In-

terviewdaten werden paraphrasiert, indem irrelevante Textbestandteile gestrichen werden.
Es gibt zwei grundlegende inhaltsanalytische Interpretationsregeln, die einerseits die Fest-
legung der Kategoriendefinition und andererseits die Festlegung des Abstraktionsniveaus

umfassen.

Kategoriendefinition

Bei der Kategoriendefinition wird festgelegt, auf welche Muster oder auf welche Informatio-

nen in den Interviews geachtet werden soll:

e Alle Aussagen der Experten zu dem aktuellen Stand und der zukinftigen Bedeutung
von CRISPR/Cas werden eingeschlossen.

e Alle Aussagen zu Anwendungen der Technologie bei Kartoffel und Tomate werden
eingeschlossen.

e Alle zusammenhangenden Themen, wie Lebensmittelsicherheit und rechtliche Be-
urteilung werden eingeschlossen.

e Alle weiteren relevanten Themen, die sich nicht explizit auf die Anwendungsbei-

spiele beziehen werden im Rahmen der Diskussion berucksichtigt.

Kategorien, die flr die Beantwortung der Fragestellung und somit aus der Kategoriendefi-
nition rausfallen, werden nicht berucksichtigt. Aufbauend auf die Kategoriendefinition ent-
stehen die induktiven Kategorien. Bei der induktiven Inhaltsanalyse werden die Kategorien
direkt aus den Rohdaten der Interviewergebnisse gebildet und in mehreren Durchlaufen zu
ahnlichen Kategorien zusammengefasst und schrittweise einer Hauptkategorie zugeordnet.
Erkenntnisse und Muster werden somit aus den Daten selbst abgeleitet, wobei die im Inter-
viewleitfaden vorbereiteten Hauptfragen als Orientierung dienen.

Das induktive Verfahren arbeitet demnach mit den gebildeten Kategorien weiter und sorgt
durch die schrittweise Gruppierung der Kategorien zu Hauptkategorien fir die Erhéhung
des Abstraktionsniveaus (Mey & Mruck, 2010, p. 601-606).
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Festlequng Abstraktionsniveau

Bei der Festlegung des Abstraktionsniveaus geht es darum, wie detailliert oder wie allge-
mein die gewonnenen Informationen ausgewertet werden sollen. Bei einem niedrigen Abs-
traktionsniveau wirden ausschlief3lich sehr spezifische Textbestandteile analysiert werden.
Das Abstraktionsniveau steigt, indem nach tbergeordneten Mustern und gréReren Zusam-
menhangen analysiert wird, was durch die Zusammenfuhrung der vorliegenden Intervie-
wergebnisse der Fall ist.

Fur das Bilden von induktiven Kategorien muss das Abstraktionsniveaus schrittweise an-
gehoben werden. Hierbei bedarf es (hdufig) mehrerer Reduktionen, bevor eine paraphra-
sierte Aussage, zu einer aussagekraftigen Kategorie fihrt (John, 2021, p. 73-75, 181-182).
In dieser Arbeit ergibt sich ein hohes Abstraktionsniveau, da die Fragestellung mehrere
Teilgebiete und Unterthemen abdeckt, die im Gesamtkontext analysiert werden mussen.

Aus diesem Grund weisen die Kategorien einen allgemeineren Charakter auf.

Festlequng der Analyseeinheiten

Die Analyseeinheiten ermdglichen eine systematische und strukturierte Betrachtung der
Ergebnisse auf unterschiedlichen Analyse-Ebenen. Die induktive Inhaltsanalyse unterteilt

die Analyseeinheiten in Kodier-, Kontext- und Auswertungseinheit:

Kodiereinheit:
Bei der Kodiereinheit handelt es sich um kleine Einheiten aus dem Textmaterial (Wort, Satz,
Absatz), die in die Analyse mitaufgenommen werden sollen. Sie werden gemal der Kate-

goriendefinition kodiert (kategorisiert).

Kontexteinheit:

Die Kontexteinheit stellt die nachsthdhere Ebene der Analyse dar. Sie setzt die einzelnen
Kodiereinheiten in den Zusammenhang des jeweiligen Interviews. In dieser Arbeit ist die
Kontexteinheit somit das einzelne Interview. Es werden nicht die einzelnen Kodiereinheiten

betrachtet, sondern wie sie im Gesamtkontext der Interview-Daten stehen.

Auswertungseinheit:
Die Auswertungseinheit stellt die gro3te Analyseebene dar und bezieht sich in diesem Fall

auf die Kontexteinheiten von allen drei gefihrten Experteninterviews.
Aus der interviewubergreifenden Kategorienbildung entsteht mit Hilfe der strukturgebenden
Analyseeinheiten ein finales Kategoriensystem aus allen gebildeten, flr den Ergebnisteil

relevanten Kategorien. Diese Kategorien stehen in Zusammenhang mit den einzelnen
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Textpassagen aus den drei Interviews (Mayring & Fenzl, p. 2019, 642-643). Die Entwick-
lung der ergebnisorientierten Kategorienbildung kann im Anhang II: Entwicklung der Kate-
gorienbildung eingesehen werden. Alle drei Resultate der Experteninterviews werden in
einem zusammenhangenden Ergebnistext pro finaler Kategorie abgebildet. Der entstan-

dene Ergebnistext ist Gegenstand der zusammenfassenden Inhaltsanalyse.

Jedes der drei Interview-Transkripte ist mit Zeilennummern versehen, sodass im Anhang
llI: Interviewtranskripte die exakten Interviewpassagen ausfindig gemacht und nachvollzo-
gen werden konnen, welche originalen Textstellen zu den entsprechenden finalen Katego-

rien geflhrt haben.
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5. Ergebnisse

Die Ergebnisse gliedern sich in zwei Bereiche auf. Erstens in die Ergebnisse der Literatur-
recherche, die nachfolgend als Literaturlbersicht dargestellt sind und zweitens in die Er-
gebnisse der Interviews, die als Erkenntnisse aus den Experteninterviews in der Gliederung
zu finden sind. Die Literaturiibersicht beginnt mit der Ubersicht von aktuellen Forschungs-
projekten, die von Wirtschaftsunternehmen vorangetrieben werden. Der Fokus der Litera-
turibersicht liegt auf den moglichen Modifikationen von Pflanzeneigenschaften durch das
CRISPR/Cas-System. Diese Anwendung wird anhand der Lebensmittelbeispiele Kartoffel
und Tomate skizziert. Anschlielend wird die Gesetzeslage hinsichtlich genomeditierter Pro-
dukte in Europa anhand eines FlieRschemas dargestellt und erldutert. Die Interviewergeb-
nisse bestehen aus vier thematisch unterteilten Ergebnisteilen: Aktueller Stand und zukunf-
tige Bedeutung, lebensmittelbezogene Anwendungsbeispiele, Lebensmittelsicherheit und

rechtliche Beurteilung.
5.1.  Literaturtbersicht

Zu Beginn stellt das folgende FlieRdiagramm die gesichtete Literatur und den schemati-

schen Ablauf der Literaturrecherche dar.

5.1.1.  Ergebnisse der Auswertungsstrategie der Literaturrecherche

Insgesamt wurden 6.183 Publikationen aus unterschiedlichen Datenbanken identifiziert.
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Identifizierung von Studien uiber Datenbanken

Identifizierte Publikationen folgender

Ausgeschlossene Daten vor dem Screening:
(n =5.328)

PubMed: (n = 2.367) Books/documents ausgeschlossen

A4

Science Direct: (n = 2.217) Filtern und Eingrenzen der
Schwerpunkte

Scopus: (n = 336) Suchoptionen auf Titel eingrenzen
Wiley Library: (n = 408) auf ,agriculture” eingrenzen

Ausschluss aufgrund:

g abweichender Thematik (n = 620)

Ausschluss aufgrund:
abweichender Thematik (n = 161) (Genome Editing Verfahren

inkorrekt, falsches Lebensmittel)

Ausschluss aufgrund: Schwerpunkt zu allgemein, beziehen

c
o Datenbanken:
© (n=6.183)
=
EE PubMed (n = 2.486)
c Science Direct (n = 2.577)
% Scopus (n = 514)
- Wiley Library (n = 606)
Titelscreening (n = 855)
> .
£
< .
[ Abstract Screening (n = 235)
g
O
* .
Volltextscreening (n = 74)
[72]
[72]
o
£ . I
[T} Eingeschlossene Publikationen:
8 Studien (n = 36)
(=]
k=
L

sich nicht ausschlieBlich auf CRISPR/Cas (n = 38)

Abbildung 8: Ergebnisse der Auswertungsstrategie modifiziert nach: PRISMA
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5.1.2.  Anwendungsbeispiel Kartoffel

Im Rahmen dieser Betrachtung wird die wissenschaftliche Datenlage fur die méglichen An-
wendungen von CRISPR/Cas in Bezug auf Pflanzeneigenschaften anhand der im Titel er-
wahnten Lebensmittel Kartoffel und Tomate differenziert dargestellt. Die besagten Publika-
tionen zielen gréfitenteils auf marktorientierte Studien ab, die in mittel bis langfristige Zu-
kunft eine Zulassung und Vermarktung anstreben. Es soll sich aus den Erkenntnissen der
Grundlagenforschung heraus ein wirtschaftlicher und universell einsetzbarer Nutzen fiir die

Pflanzenzucht und damit fir die Landwirtschaft ergeben.

Pflanzeneigenschaften der Kartoffel zu verandern, beruht auf der Modifikation von Pflan-
zengenen. Welche dieser Gene in Kartoffeln fir zum Bespiel die Reduktion toxischer In-
haltsstoffe, Pathogenresistenz oder verbesserten Qualitatseigenschaften beitragen wird
deutlich. Dafur werden nachfolgend die unterschiedlichen Eigenschaften, die mit
CRISPR/Cas in der Kartoffelpflanze hervorgerufen, verstarkt oder reduziert werden kon-
nen, prasentiert. Zu jeder dieser Eigenschaften existieren Studien, deren Fragestellungen,
sich explizit auf das Ziel beziehen ein bestimmtes Gen zu exprimieren, das die jeweilige
gewunschte Pflanzeneigenschaft auspragen soll. Der allgemeine Anwendungsbereich
Pflanzeneigenschaften mit CRISPR/Cas zu verandern, werden spezifisch und anhand von
der Kartoffel Solanum tuberosum und darauffolgend von der Tomate Solanum lycopersi-

cum dargestellt.

Verbesserung von Geschmackseigenschaften und Nahrstoffgehalt

Fir den Nahrwert spielen in der Kartoffelzlichtung Polyphenoloxidasen (PPO) eine ent-
scheidende Rolle. Es handelt sich um Enzyme, die dunkle Verfarbungen in Obst und Ge-
muse verursachen, indem sie phenolische Substanzen in Chinone umwandelt. Diese en-
zymatische Braunung kann zudem unerwinschte geschmackliche Beeintrachtigungen er-
zeuge und zu einer Senkung des Nahrwertes fihren. Das Kartoffelgenom besitzt eine Gen-
familie, die fir PPOs kodiert und unterschiedliche Expressionsmuster nachweist. In der
Studie von Gonzalez et al., publiziert im Jahr 2020 wurde das CRISPR/Cas9-System ge-
nutzt, um Mutationen im Gen ,Solanum tuberosum Polyphenol Oxidase 2 (StPPO2) der
tetraploiden Kartoffelsorte Desiree zu entwickeln. Der CRISPR/Cas-Komplex wurde direkt
als Ribonucleoprotein complex (RNPs) in die Zelle transportiert. Durch die gezielte Bear-
beitung des Gens war eine Verringerung der PPO-Aktivitat in den Knollen zu erwarten. Fast
70% der entstandenen Kartoffelpflanzen wiesen mindestens eine Mutation in einem Allel
des Zielgens auf. Weitere 20% zeigten StPPO2-Mutationen in allen vier Allelen. Die Muta-

tionen in den Allelen des StPPO2-Gens fiilhrten zu Kartoffellinien mit einer 69% verringerten
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PPO-Aktivitat in den Kartoffelknollen. Die verringerte PPO-Aktivitat fihrte somit zu der Re-
duktion der enzymatischen Braunung. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe wurde die en-

zymatische Braunung um 73% reduziert (Gonzalez et al., 2020, p. 2-5).

Bei der Veranderung der Pflanzenarchitektur werden Merkmale verandert, die die physi-
sche und strukturelle Gestalt der Pflanze betreffen. Dazu gehéren zum Beispiel Hohe,
Wachstumsform (Blatt und Blite), Art der Fruchtbildung und Farbe. Die Anwendung von

CRISPR/Cas konnte in folgender Studie Teile der Pflanzenarchitektur beeinflussen.

Verbesserte Qualitat und Haltbarkeit

Die Kulturkartoffel ist nach der Ernte vielen Belastungen ausgesetzt, wie zum Beispiel der

Kalte-induzierten Stfung (Cold-Induced Sweetening, CIS), bei der Saccharose in reduzie-
rende Zucker: Glukose und Fruktose umgewandelt wird (Yasmeen et al., 2022, p.1). Eine
Studie aus dem Jahr 2022 stellt die Anwendung der CRISPR/Cas9-Technologie zur Ein-
dadmmung einer vermehrten Ausbildung von reduzierenden Zuckern dar. Diese Umwand-
lung wird wahrend der Lagerung bei kalten Temperaturen beginstigt und ist ein verehren-
des Problem fir die verarbeitende Industrie. Bei der Chips- und/oder Pommes frites Pro-
duktion werden Kartoffeln unter Hochtemperatureinwirkung verarbeitet. C1S-befallene Kar-
toffeln bilden dabei verstarkt Acrylamid aus, weshalb kartoffelverarbeitende Betriebe, Sor-
ten mit wenig reduzierenden Kartoffeln bevorzugen (Hameed et al., 2020, p. 185-205). Des-
halb nahmen die Forscher eine gezielte Veranderung am Gen ,Vacuolar Invertase® (Vinv)
vor. Das Gen ist fur die Produktion der Invertase entscheidend und wichtig fur den Zucker-
stoffwechsel. Die durch CRISPR/Cas induzierte geringere Gens Expression fuhrte zu einer
geringeren VInv-Enzymaktivitat. Daraus folgte eine nachweislich verminderte Bildung von
Kihl- und StuBungszuckern nach der Ernte. Die Forscher verwendeten zwei sgRNAs, um
das VInv-Gen in lokalen Kartoffelsorten herunterzuregulieren. Diese Forschung stellt den
ersten erfolgreichen Nachweis eines Knockdowns des VInv-Gens in Kartoffeln dar, was die

Kalte- induzierte Suflung reduziert (Yasmeen et al., 2022, p. 2).

Wenig spater zeigten auch Ly et al. in den Kartoffelsorten Atlantic und Desiree, dass eine
durch CRISPR/Cas9 induzierte Stérung der fir Vinv kodierenden Gene eine reduzierte Ak-
kumulation von reduzierenden Zuckern und eine Abnahme der enzymatischen Braune
nachweist und somit gesindere Kartoffelprodukte erzeugt. Neben Vinv wurde zudem das
Gen ,Asparagin Synthetase 1“ (AS1) durch die Multiplex-CRISPR/Cas9-Anwendung ge-
stort. Das Gen ist angewiesen das Enzym Asparaginsynthetase zu produzieren. Es ist ent-
scheidend fir die Synthese von Asparagin, einer Aminosaure, die daran beteiligt ist CIS zu

verursachen. Unter Kalteeinwirkung nimmt es zu und bei Raumtemperatur wird es in
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reduzierende Zucker umgewandelt. Drei der vier gRNAs zeigten Deletionen, Insertionen
und Substitutionen an den Zielgenen. Die editierten Kartoffellinien der Sorte Desiree waren
heller gefarbt und wiesen 85% weniger Acrylamid unter Hochtemperatureinwirkung auf (Ly
et al., 2023, p.2-16).

Die Uberwindung der Selbstinkompatibilitat von Kartoffeln ist eine weitere Eigenschaft, die
fur zuchterische und qualitatssteigernde Zwecke nutzlich seien, kann. Dafur wird das
sRNase-Gen, was die Selbstinkompatibilitdt von Kartoffeln kontrolliert mit CRISPR/Cas de-
aktiviert. In der Regel sorgt sRNase daflr, dass sich die Pflanze mit ihrem eigenen Pollen
nicht selbst bestaubt. Selbstinkompatible diploide Kartoffeln tragen dazu bei Inzuchtlinien
zu schaffen und positive Qualitatsmerkmale, wie Textur, Lagerfahigkeit und Kochverhalten
beeinflussen zu kénnen (Ye et al., 2018, p. 651-654).

Veranderte Pflanzenarchitektur (optisch)

Die Studie von Ma et al. erschien 2019. Ziel ist es gewesen mit dem CRISPR/Cas9-System
bei Kartoffeln Mutationen zu induzieren, indem das Gen ,Solanum tuberosum phytoene
Desaturase” (StPDS) ausgeknockt wird. Das Gen produziert Enzyme, die fur die Carotinoid-
Biosynthese verantwortlich sind. Somit regulieren sie den Pigmentgehalt sowohl in der
Pflanze als auch in der Knolle. Die StPDS-Sequenz wird mit Hilfe eines Online Tools ana-
lysiert und darauf aufbauen die Zielsequenz von StPDS designt. Der Komplex wurde durch
Agrobacterium-vermittelte Transformation in Solanum tuberosum eingebracht. Nach der
herbeigefihrten Mutation bildeten die mutierten Kartoffeln einen deutlichen Albino-Phano-
typ (Farbverlust) aus. Dies entstand durch die gehemmte Carotinoidproduktion und der da-
rauffolgenden veranderten Pigmentierung. Ein geringerer Carotinoidgehalt in Kartoffeln ist
fur bestimmte Verarbeitungs- und Vermarktungsanforderungen von Lebensmitteln ge-
wlnscht, bei denen eine spezielle Farbe oder ein bestimmtes Aussehen bevorzugt wird
(Ma et al., 2019, p.482-485).

Reduktion toxischer Inhaltsstoffe

Die Verwendung von CRISPR/Cas um toxische Steroidglykoalkaloiden (Steroidal glycoal-
kaloids, SGAs) in Kartoffelsorten zu reduzieren bringt einen erheblichen Mehrwert fur die
Vertraglichkeit, Qualitat und Sicherheit der Kartoffel fir den menschlichen Verzehr mit sich.
Die Studienergebnisse belegen, dass in tetraploiden Kulturkartoffeln eine spezifische Se-
quenz des Gens ,Sterol side chain reductase 2“ verandert werden kann. Bei (StSSR2) han-
delt es sich um ein Schlusselenzym bei der Synthese von SGAs. Die Konstruktion des
CRISPR/Cas Vektors wurde mit Agrobacterium-vermittelter Transformation in S. tuberosum
transportiert. Die Studie zeigt, dass im Vergleich zum Wildtyp 66% der toxischen SGA-
Konzentration im Knollenfleisch reduziert werden konnte (Z. Zheng et al., 2021, p. 482-490).
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Das molekulare Einbringen des CRISPR/Cas-Komplexes in pflanzliche Protoplasten tragt
ebenso zur Qualitatsverbesserung bei. In folgender Studie wurde die Genombearbeitung
in Kartoffel-Protoplasten vorgenommen mit dem Ziel das toxische Glycoalkaloid a-Solanin
zu minimieren, das sich durch einen grunlichen Phanotyp der Kartoffel auf3ert. Statt dem
Vehicel der Acrobacterium-vermittelten-Transformation wurde fur das Einbringen des
CRISPR/Cas-Komplexes in die Zelle die Methode der gold nanoparticle mediated (GE-
NOME)-Lasertransfektion gewahlt. Der Laser erlaubt eine kurzfristige Permeabilisierung
der Zellmembran in der das CRISPR/Cas System in die Pflanzenzelle gelangt und die Mu-
tation auslost. In diesem Fall wurde das Gen ,Steroid Glycoalkaloid Biosynthetic 1“ (SGT1)
verandert. Das Gen ist an der Produktion von a-Solanin beteiligt und nimmt eine Funktion
in der Bildung dieser toxischen Verbindung in Kartoffeln ein. Durch die hervorgerufene Mu-
tation am SGT1-Gen, kann das Potenzial, die Qualitat durch das Eindammen der Solanin-
produktion zu steigern, weiter ausgeschopft werden (Londenberg et al., 2020, p. 2-6). Eine
weitere Studie aus dem Jahr 2018 zeigt, dass ein Knockout des Gens ,Stearoyl-ACP De-
saturase” (St16DOX) durch eine induzierte und zielgenaue Mutation mit CRISPR/Cas zu
einer Erzeugung von a-Solanin-freien Kartoffelhaarwurzeln bei tetraploiden Kartoffeln bei-
tragt. Auf der Grundlage von In-silico-Analysen, die computergestiitzte Analysen darstellen,
um geeignete gRNAs zu identifizieren, die zu der gewiinschten Zielregion passen, werden
drei synthetischen gRNA-Molekile fur St16DOX hergestellt, die gemeinsam mit dem
CRISPR/Cas-Komplex durch Elektroporation in den Organismus eingebracht werden.
St16DOX bezieht eine zentrale Rolle bei der Ausbildung von SGAs in Kartoffelhaarwurzeln,
weshalb durch die Ausschaltung des Gens die a-Solanin-Akkumulation lokal vollstandig

aufgehoben werden kann (Nakayasu et al., 2018, p. 70-77).

Verbesserte Pathogenresistenz

Zur Verbesserung der Resistenz von Pflanzen werden vorzugsweise Mutationen an Anfal-
ligkeitsgenen erzeugt. Das liegt an der gewunschten Effektivitat und Nachhaltigkeit der er-
zielten Resistenz. In Pflanzen beglnstigen Empfindlichkeitsgenen die Vermehrung von
Krankheitserregern. Sie werden von Schadorganismen ausgenutzt, um in die Pflanze zu
gelangen. Eine dauerhafte Resistenz konnte durch entsprechendes Deaktivieren solcher
Genen mit CRISPR/Cas gewahrleistet werden (R. Li et al., 2022, p. 5-9). Herkdmmliche
Resistenzgene vermogen uber eine wesentlich begrenztere Wirksamkeit, die durch mu-
tierte Erreger schneller iberwunden werden kann. Phytophthora infestans (P. infestans) ist
eine verheerende Krankheit, die die Pflanzenproduktivitdt ernsthaft gefahrdet. P. infestans

ist der Erreger der Spatfaule/Kraut- und Knollenfaule.
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Folgende Studie widmet sich sieben potenziellen Sensitivitdtsgenen. Davon konnten spe-
zifische Deletionen der Sensitivitdtsgene ,Solanum tuberosum Disease Resistance Protein
DND1“ (StDnD1), ,Solanum tuberosum Chlorophyllase 1* (StCHL1) und ,Solanum tubero-
sum Downy Mildew Resistance 6-1“ (StDMR6-1) durch ein CRISPR/Cas9-System erzeugt
werden, wodurch eine erhdhte Resistenz gegenlber P. infestans sichergestellt werden
konnte. In Pflanzen in denen StDnD1 mutierte wurde zugleich eine pleiotrope Wirkung re-
gistriert. Neben der P. infestans Resistenz ergab sich gleichzeitig ein Wachstumsphanotyp.
Die spezifischen Vektorkonstrukte der zwei verwendeten gRNAs, wurden basierend auf
den Online-Tools Cas-designer und CRISPOR identifiziert, die gRNAs anschlieRend syn-
thetisiert und mittels Agrobacterium-vermittelter Transformation in Form des CRISPR/Cas-

Komplexes die Kartoffelzelle injiziert. (Kieu et al., 2021, p.3-4).

Das Kartoffelgen ,Solanum tuberosum Ethylene Response Factor 3" (StERF3) in Kartoffeln
ist ebenfalls ein Sensitivitatsgen, was nach der Infektion mit Krankheitserregern erhoht ist.
In der Studie von (Razzaq et al., 2022, p.3-9) konnte durch gezieltes Editieren von StERF3
in der Kartoffelsorte ,Lady Rosetta“ mit CRISPR/Cas9 die Empfindlichkeit der Pflanze ge-
genluber bestimmten Pathogenen, wie P. infestans reduziert werden indem das editierte
Gen funktional gehemmt wurde. Die daraus entstehenden Knockoutlinien fuhrten zu einer
effektiveren Immunantwort der Kartoffel und zeigten eine erhdhte Resistenz gegenlber
dem Krankheitserreger. Die fur die Anwendung des CRISPR/Cas-Systems erforderliche

Zielsequenz wurde dem National Center for Biotechnology Information (NCBI) entnommen.

Die elF4E-Genfamilie ist bei vielen Pflanzenarten hauptausschlaggebend, um mit
CRISPR/Cas rezessive Resistenzen gegen das Potato virus Y (PVY) hervorzurufen. Das
PVY virus wird von mehr als 50 unterschiedlichen Blattlausearten Ubertragen. Myzus per-
sicae ist der populérste Ubertrager (Quenouille et al., 2013, p. 439-452). Das Virus ist kenn-
zeichnend fur Blattverfarbungen, Nekrosen und deformiertes Wachstum. Folgen sind Ernte-
und Qualitatsverlust. Die tetraploide Kartoffelsorte Desiree wurde verwendet, um die Mog-
lichkeit einer Erweiterung des PVY-Resistenzspektrums durch CRISPR/Cas9 zu untersu-
chen, indem das Empfindlichkeitsgen ,Eukaryotic translation initiation factor E1“ (elF4E1)
ausgeschaltet wird. Die Ergebnis-Daten zeigen, dass PVY-resistente Pflanzen produziert
werden konnen und die elF4E1-Editierung sinnvoll genutzt werden kann, um das PVY-Re-
sistenzspektrum von Kartoffelsorten zu erweitern (Lucioli et al., 2022, p. 1, 4). Eine weitere
Studie untersuchte dasselbe Empfindlichkeitsgen an der Kartoffelsorte Kruda. Auch hier
zeigten die mutierten Linien eine erhohte Resistenz gegenuber PVY (Noureen et al., 2022,
p. 1-4). Weiter zeigten Forscher der Studie von Makhotenko et al. von 2019, dass die Be-

arbeitung des Coilin-Gens mit CRISPR/Cas zu einer signifikanten Steigerung der PVY-
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Resistenz fuhrt und gleichzeitig eine erhdohte Toleranz gegenuber Salz- und osmotischem
Stress bot (siehe auch Unterkapitel: Abiotische Faktoren). Das Protein Coilin spielt eine
Rolle bei der Interaktion zwischen PVY und der Kartoffel-Wirtspflanze. Es wird vermutet,
dass es die virale Ausbreitung beglnstigt, weshalb ein Knockout des Gens die Virusresis-
tenz steigert (Makhotenko et al., 2019, p.88-91).

Verbesserte Starkezusammensetzung und -produktion

Kartoffeln (Solanum tuberosum) zahlen neben Reis und Weizen zu den wichtigsten Nah-
rungspflanzen. Die Knollen der Kartoffeln sind eine bedeutende Quelle fur didtetische Koh-
lenhydrate in Form von Starke, die in verschiedenen industriellen Anwendungen verwendet
wird.

Starke besteht aus den Polysacchariden Amylose und Amylopektin, deren Verhaltnis nor-
malerweise bei 1:4 liegt und bei Bearbeitung dieser Mengenverhaltnisse verschiedene Ei-
genschaften und Funktionen bestimmt werden kdnnen. Sorten mit einem héheren Gehalt
an Amylopektin sind in der Lebensmittelverarbeitung und Industrie vielseitig einsetzbar. Ein
amylosefreier Phanotyp der Kartoffelstarke mit spezifischen Eigenschaften ist zum Beispiel
fur die Herstellung von Lebensmittelzusatzstoffen relevant. In einer Studie wurde mit Hilfe
von CRISPR/Cas das Kartoffelgen ,Granule-Bound-Starch Synthase® (GBSSL) der Kartof-
felsorte Yukon Gold ausgeknockt, um die Amylose-Komponente der Starke zu eliminieren.
Bei der Methode, um den CRISPR/Cas-Koplex in die Kartoffelzelle zu liefern, handelte es
sich auch hier um die Agrobacterium vermittelte Transformation. Somit konnte das Visko-
sitatsprofil der Knollenstarke beeinflusst werden (Toinga-Villafuerte et al., 2022 p.1-13).
Eine weitere Studie belegt die Manipulation der Starkequalitat durch das Ausschalten des
Gens ,Granule-Bound Starch Synthase 1“ (GBSS1) mit CRISPR/Cas, was die Funktion der
Amylosesynthese Ubernimmt. Die daraus entstehenden Mutanten konnten gewtlnschte
Starkeeigenschaften, wie eine wachsartige Kartoffelknolle erzeugen (Tuncel & Qi, 2022, p
2-9). Die Studie von Abeuova et al. aus dem Jahre 2023 fuhrte ebenfalls Forschungen zu
GBBS1 durch. Es wurden drei spezifische Regionen im GBSS1-Gen ausgewahlt, um das
Gen durch die mutationsauslosende Technologie des CRISPR/Cas-Systems funktionsun-
fahig zu machen und einen vollstdndigen Knockout des Gens zu erzielen. Dies fuhrte zur
eindeutigem Produktionsverlust von Amylose (Abeuova et al., 2023, p.2-4). Die Bestand-
teile der Kartoffelstarke sind in Granulaten unterschiedlicher Gréfie gelagert. Die Grofde der
Granulate hangt von der Teilung der Plastiden (Organellen der Pflanzenzelle) ab, die wie-
derum von Proteinen gesteuert werden und unter anderem flr die Starkespeicherung zu-
standig sind. Das Gen ,Filamentous Temperature-sensitive Z1“ (FtsZ1) gehort zu den tu-
bulindhnlichen GTPasen, die eine Rolle bei der Zellteilung spielen und somit gleichzeitig

funktionell bei der Plastidenteilung mitwirken. Durch das Bewirken einer verminderten
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Expression durch Genom Editierung mit CRISPR/Cas entstehen in den Pflanzenzellen in
der Kartoffelpflanze Makroplastide. Durch das Editieren von FtsZ1 wird somit Einfluss auf
die Grofde der Starkegranulate in den Knollen genommen. Die entwickelten Kartoffellinien
wiesen knapp die doppelte Grolde an Starkegranulat im Vergleich zum Wildtyp auf. Eine
der Linien zeigte zusatzlich eine verdoppelte Endviskositat. Die Studie zeigte, das mit ge-
zieltem Editieren und der damit verbundenen Starkegranulatverdnderung unter anderem
die Textureigenschaften von Solanum tuberosum auf unterschiedliche industrielle Anwen-

dungen zugeschnitten werden kann (Pfotenhauer et al., 2023, p. 2-11).

5.1.3. Anwendungsbeispiel Tomate

Nachstehend werden Eingeschalten, die fur die Tomatenzichtung von Bedeutung sind vor-
gestellt. Es werden Sorten entwickeln, die den Anforderungen der Landwirtschaft entspre-
chen und die Bedurfnisse von Produzenten und Verbrauchern bertcksichtigen, um dem
Markt gerecht zu werden. Hierbei spielen unterschiedliche (Tomaten-) Gene eine Rolle,
deren Funktion bekannt sein missen, um eine Mutation mit Hilfe von CRISPR/Cas inner-

halb eines solchen Gens hervorrufen zu konnen.

Verbesserung von Geschmackseigenschaften und Nahrstoffgehalt

Die Studie von Wang et al. von 2021 zeigt, dass die Forscher CRISPR/Cas9 zur gezielten
Bearbeitung der Gene ,Solanum lycopersicum invertase inhibitor 1“ (SIINVINH1) und ,So-
lanum lycopersicum Vacuolar Processing Enzym 5° (PeSIVPES) in Tomatenfrichten ver-
wendet haben, um den I6slichen Zuckergehalt in den Fruchten zu erhéhen. Zellwandinver-
tasen fordern die Entladung von Saccharose in den Frichten und hemmen somit die An-
haufung von l6slichem Zucker in Tomatenfrichten, weshalb sie durch die CRISPR/Cas-
Technologie ausgeschaltet wurden. Dies fihrte zu einer erhéhten Invertase-Aktivitat und
einer verbesserten Zellstruktur, was zu einem hoheren lslichen Zuckergehalt in den To-
matenfrichten und zu einem verbesserten Geschmack sowie suReren Fruchten fuhrt.
Beide Gene wirken synergistisch (B. Wang et al., 2021, p. 544-555). In einer dhnlichen
Studie wurden genetisch veranderte Linien der Tomatensorte ,Suzukoma“ erzeugt, indem
ebenfalls das SIINVINH1-Gen durch CRISPR/Cas9 ausgeschaltet wurden. Drei ausge-
wahlte Linien besallen fast dasselbe Fruchtgewicht, wie die Ursprungssorte, wiesen daftr
allerdings einen 29% hoheren Fruktose- und einen 36% hoheren Glukosegehalt als die

ursprungliche Sorte auf (Kawaguchi et al., 2021, p. 1-9).

Carotinoide sind naturliche Pigmente, die fur die rote, orange oder gelbe Farbe in vielen

Obst- und Gemusesorten verantwortlich sind. In Tomaten sind Carotinoide wie Lycopin,
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Beta-Carotin und Lutein enthalten. Ein héherer Gehalt an Carotinoiden in Tomaten kann zu
einer intensiveren roten oder orangen Farbe fihren. Diese Farbstoffe sind auch Antioxidan-

tien und kénnen zur gesundheitlichen Wirkung der Tomaten beitragen.

Der Geschmack einer Tomate wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst, einschlief3lich
der Menge und des Gleichgewichts von Aromaverbindungen, Zuckergehalt und Sauregeh-
alt. Ein héherer Gehalt an Carotinoiden, insbesondere Lycopin, kann den Geschmack einer
Tomate verbessern, indem er zu einem suf3eren und fruchtigeren Aroma beitragt. Dartber
hinaus kénnen Carotinoide auch Bitterstoffe reduzieren, was ebenfalls zu einer angeneh-
meren Geschmacksnote beitragen kann (Kim et al., 2023, p. 2-11). Carotinoide verleihen
eine attraktive Fruchtfarbe und tragen zur wirtschaftlichen Qualitat bei. Lycopinanreiche-
rung ist von Vorteil, um funktionelle Eigenschaften in Tomaten zu verbessern. Die nachste

Studie konzentriert sich auf die Akkumulation des Lycopingehaltes in Tomatenfrichten.

Die Strategie von (X. Li et al., 2018, p. 1-10), war es die Biosynthese von Lycopin zu fordern
und die Umwandlung von Lycopin in R und a-Carotin zu hemmen. Indem einige Gene, die
mit dem Carotinoid-Stoffwechsel assoziiert sind, abgebaut wurden, konnte Lycopin ver-
mehrt angereichert werden. Die Aktivitat von Schllisselgenen im Lycopinstoffwechsel un-
terschiedlich zu beeinflussen, zeigte sich als wirksam fir die Steigerung des Lycopinge-
halts. 5 ausgewahlte Gene, die durch das CRISPR/Cas-System mittels Agrobacterium
tumefaciens vermittelter Transformation im Tomatengenom punktspezifisch verandert wur-
den, verhalfen zum 5,1-fachen Lycopingehalt, was zu sichtbaren Farbmerkmalen der mu-
tierten Frichte nach dem Reifestadium flihrte. Es handelte sich um die Zielgene ,Stay-
green 1 (SGR1), ,Lycopene epsilon-cyclase” (LCY-E), ,Beta-Carotene hydroxylase® (Blc)
sowie ,Lycopin beta cyclase 1 und 2 (LCY-B1 und LCY-B2). SGR1 ist fur den natirlichen
Chlorophyllabbau verantwortlich und LCYE sowie LCYB wandeln Lycopin in B-Carotin und
Carotin um. Der Lycopingehalt des veranderten SG1 Gens war am hdchsten. Die Frichte
zeigten dementsprechend die ausgepragtesten Farben. Diese Multiplexlosung hebt sich
von weiteren Studien ab, da sich die meisten Forschungen ausschlie3lich auf die Modifika-
tion eines einzelnen Gens konzentrieren (X. Li et al., 2018, p. 415-421). Kim et al. be-
schreibt einen Ansatz, um das Gen ,Stay-green 1 Protein“ (SGR1) mit CRISPR/Cas zu
inaktivieren und somit SGR1-Knockout-Linien zu produzieren. Die Nachweisverfahrenen
(RNA-Sequenzierung und GC-Massenspektrometrie) belegten, dass die Knockout-Linien
reicher an Chlorophyll und Carotinoiden waren als die im Vergleich stehende Wildtyp-
Frucht. SGR1 beeinflusst ebenfalls die Seneszenz, der Blattalterung. Ist das SGR1 inaktiv,

bleibt Chlorophyll langer in den Blattern- und Friichten enthalten. Die Chloroplasten haben
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eine verlangerte Lebensdauer und mehr Nahr- und Farbstoffe (Carotinoide, wie Lycopin)

konnen in den Frichten angesammelt werden (Kim et al., 2023, p. 2-11).

In folgender Studie wurden aus den Tomatensorten ,MoneyMaker“ und ,San Marzano* ge-
nomeditierte und transgenfreie Tomatenlinien entwickelt, indem eine Insertion und eine De-
letion mit Hilfe von CRISPR/Cas9 in den Greenflesh/Staygreen-Locus (reguliert Chloro-
phyll-Abbau) eingebracht wurde. Die Genbearbeitung gilt als effizient und robust. Es wur-
den keine Gen-Editing-Aktivitaten an erwarteten Off-Target-Standorten nachgewiesen. Die
Tomaten sollen als Beispiele fir Sorten fur den Frischverzehr und die industrielle Verarbei-
tung stehen. Das Enzym Mg-Dechelatase, was fur den Chlorophyllabbau verantwortlich ist
konnte durch den Knockout nicht mehr hergestellt werden. Wahrend der Fruchtreifung
fihrte das zu einen deutlichen Anstieg an Carotinoiden und Tocopherolen. Beide Greenf-
lesh-Linien zeigten einen reduzierte Chlorophyllabbaufahigkeit, weshalb Carotinoid- und
Tocopherolspiegel potenziert werden konnten. Die Ergebnisse bieten attraktive Vorteile in
der Zuchtung und haben fur den Verbraucher einen gesundheitlichen Nutzen (Gianoglio et
al., 2022, p. 1-9).

Die Studie von Nguyen et al. stellt Erkenntnisse zu gezielten Mutationen des Gens ,Sola-
num lycopersicum basic Zipper 1“ (SIZIP1) vor, das unter Einfluss des CRISPR/Cas9-Sys-
tems hohere Zucker- und Aminosauregehalte in den Tomatenfriichten hervorbringt. In der
Regel nimmt das SIZIP1- Gen Einfluss auf die Proteinbiosynthese. Bei diesem Mechanis-
mus entscheidet die Anwesenheit von Saccharose in der Zelle Uber das Ausmal} der Her-
stellung von Proteinen. Je hoher der Saccharosegehalt in der Tomatenzelle ausfallt, umso
starker wird die Proteintranslation gehemmt. Durch verschiedene nachgewiesene SIZIP1-
Mutationen, die Einfluss auf die Zucker- und Aminosaurebiosynthese nehmen, konnten in
neu editierten Tomatenpflanzen héhere Gehalte an I6slichen Feststoffen, Zucker sowie ge-
steigerte Gesamtaminosauregehalte in Tomatenfrichten nachgewiesen werden, was zu ei-
ner vorteilhafteren Nahrstoffzusammensetzung fuhrt. Aminosauren, wie Asparaginsaure
und Glutaminsaure, die fur sauer schmeckende Eigenschaften bekannt sind, steigerten sich
um 77 bis 144%. Alanin, Glycin, Prolin, Serin und Threonin, die sif3 schmeckenden Ge-
schmackskomponenten ausmachen erhéhten sich zwischen 14% bis 107% (Nguyen et al.,
2023, p.3-5).

GABA ist ein funktioneller Inhaltsstoff in Lebensmitteln, der den Blutdruck senken- und eine

entspannte Wirkung auf den menschlichen Organismus ausuben soll (Ezura, 2022, p.2).

Eine Studie von Rui Li et al. aus dem Jahr 2018 beeinflusste den y-Aminobuttersaure
(GABA)-Stoffwechselweg in Tomaten. Mit einem Multiplex pYLCRISPR/Cas9-System, was
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ein speziell fur die Pflanzenforschung entwickeltes CRISPR/Cas-System darstellt entstan-
den insgesamt 53 genomeditierte Tomatenpflanzen, von denen jede einzelne bis vierfache
Mutationen aufwies. Die zuvor ausgewahlten Zielgene waren GABA-transminase subunit
precursor isozme 1-3 (TP1-3), Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase (SSADH) und das
Enzym cationic amino acid transporter 9 (CAT9), die mit der Regulation des GABA Gehalts
assoziiert werden. Fir den molekularen Mechanismus einer hochkonzentrierten GABA-Ak-
kumulation soll auch das Gen ,Solanum lycopersicum y-Aminobutyric Acid Translocator D3
(SIGAD3) beitragen. Eine 19-mal, signifikant hdhere GABA Anreicherung wurde im Ver-
gleich zu Wildtyp-Pflanzen in Tomatenblattern- und frichten nachgewiesen. Zudem wurde
mit einer oder zwei gRNAs das Gen , tomato phytoene desaturase“ (PDS) angezielt und
mehr als 61% der gewunschten Zielorte editiert, sodass durch ursprungliche Funktion des
PDS-Gens im Carotinoidbiosyntheseweg, die Veranderung der Fruchtfarbe bewirkt werden
konnte (R. Li, Li, et al., 2018, p.415-421).

Die Zielsetzung der Studie von Zhi et al. aus dem Jahre 2020 galt der Ermittlung, der exak-
ten Funktion des Gens ,Solanum lycopersicum Anthocyaninless 2“ (SIAN2) in Tomaten. Es
sollte festgestellt werden, ob es an der Regulation der Anthocyanin-Akkumulation im vege-
tativen Tomatengewebe beteiligt ist und ob es mdglicherweise Auswirkungen auf die
Fruchtfarbe hat. Durch CRISPR/Cas wurden Mutanten der Sorte ,Indigo Rose* hergestellt,
indem in SIANZ2 gezielt eine Mutation eingefuhrt wurde. Der Knockout von SIAN2 in den
mutagenisierten Pflanzen verringerte jedoch signifikant den Anthocianingehalt im Vergleich
zum intakten Gen der ,Indigo Rose” Sorte. Durch den Vergleich der Mutanten mit dem in-
takten Gen wurde deutlich, dass SIAN2 entscheidend und verantwortlich fur die Anthocya-
ninproduktion in der violetten Tomatensorte ist und sie spezifisch reguliert (Zhi et al., 2020,
p.799-806). Anthocyane gehoren zu der Gruppe der Flavonoide (sekundare Pflanzen-
stoffe). Es handelt sich um Pflanzenpigmente, die fur unterschiedliche Farbgebungen vieler
Friuchte, Gemuse und Bluten beitragen und sowohl eine antioxidative Wirkung haben sollen
als auch bei der Neutralisierung von oxidativem Stresses forderlich seien koénnten
(Motohashi, 2008, p.5).

Verbesserung der (Frucht)-qualitat und Haltbarkeit

Eine angemessene Qualitat der Tomatenfrichte hat besonders fur den Handel und ebenso
fur den Verbraucher einen hohen Stellenwert. Hierbei spielen Attribute, wie Textur, Grole,
Festigkeit und Haltbarkeit eine entscheidende Rolle. Nachstehende Publikationen zeigen,
wie die CRISPR/Cas-Technologie dazu beitragt Qualitatseigenschaften der Tomate effektiv

zu gewabhrleisten.
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In der Studie von Wang et al. im Jahr 2019 wurde das Qualitdtsmerkmal der Haltbarkeit
von Tomatenfriichten thematisiert. Es wurden CRISPR-Mutanten von reifungsbezogenen
Genen in Tomaten untersucht, die fir Pektin abbauende Enzyme, wie Pectate lyase (PL),
Polygalacturonase 2a (PG2a) und b-Galactanase (TBG4) kodieren. Pektin stellt eine aus-
schlaggebende Komponente in der Tomatenzellwand dar. Je mehr Pektin abgebaut wird,
desto weniger fest und haltbar sind die Fruchte, weshalb die Funktion der erzeugten Gen-
Mutanten, darin bestand Pektin abbauenden Enzyme zu produzieren, die den Pektin Abbau
verlangsamen. Einzig die PL-Mutation flhrte zu festeren Frichten wahrend der Reifung.
Mutationen in (PG2a) sowie in (TBG4) beeinflussten ausschlielllich Farbe und Gewicht
(siehe auch nachstehendes Unterkapitel: Pflanzenarchitektur). Die Studienergebnisse ver-
deutlichen die Rolle der untersuchten Gene bei der Modulation des Pektin Abbaus und der
Zellwandstruktur in reifen Tomatenfruchte (Wang et al., 2019, p. 570-577).

Veranderung der Pflanzenarchitektur

Die Pflanzenarchitektur sowie die Wachstumsgewohnheiten von Tomatenpflanzen haben
einen Einfluss auf den Anbau und die Pflege der Pflanzen. Einige Wachstumsgewohnheiten
begilnstigen die Effizienz der Ernte und kdnnen die Platznutzung optimieren. Zudem wer-
den Tomaten je nach Verwendungszweck in unterschiedlicher Form und GréRe bevorzugt.
Rundere Formen kommen tendenziell auf Frischemarkten fir den Direktverzehr zum Ein-
satz wohingegen plum-férmige Tomaten fur Saucen und Verarbeitungsprodukte adaquater
sind. Anknupfend dazu sind nachfolgend die Ergebnisse aus Literaturrecherche fir die Er-

arbeitung von veranderter Pflanzenarchitektur in Tomaten mit CRISPR/Cas dargestellt.

In folgender Studie wurde das Gen ,Solanum lycopersicum MYB transcription factor 3 re-
pressor 3 (SIMYB3R3) in Tomaten untersucht, welches bevorzugt in Bliten exprimiert wird
und einer Unterklasse von Zellzyklus-Genen in der Modellpflanze Arabidopsis ahnelt
(MYB3R3/5). Unter Anwendung des CRISPR/Cas9-Systems wurden SIMYB3R3-Knock-
out-Mutanten erzeugt. Die morphologische Untersuchung der Mutanten ergab, dass langli-
che bis erdnussformige Frichte wachsen, was auf eine erhohte Anzahl an Zellen in Langs-
richtung schlie3t. Fir gewohnlich unterdruckt SIMYB3R3 Gene, die den Zellzyklus regulie-
ren, weshalb die Deletion von SIMYB3R3 zu Fruchtformen fuhrt, die veranderten Zelltei-
lungsmustern in der Entwicklung des Fruchtkérpers unterliege. SIMYB3R3 und ahnliche
Gene haben somit das Potenzial in der zukunftigen Zichtung von Obstsorten gewunschte
Fruchtformen zu erzeugen (Q. Zheng et al., 2022, p.7313-7321).

Neben der Veranderung der Tomatenform spielt die Fruchtfarbe einen ausschlaggebenden
Faktor fur den Tomatenabsatz. Die Fruchtfarbe wurde bereits unter der veranderten Eigen-

schaft: ,Geschmack und Nahrstoffgehalt” angesprochen. In folgender Studie liegt der Fokus
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des Forschungsziels auf der optischen Pflanzenstruktur, weshalb die Studie unter der Ka-
tegorie ,Pflanzenarchitektur” eingeordnet ist. Es wurden genomeditierte Tomatenlinien ge-
wonnen, indem Tomaten der Sorte ,Ailsa Craig“ an drei unterschiedlichen Genen editiert
wurden. Mit einem CRISPR/Cas-Multiplex-System wurden das Gen ,Phytoene Synthase 1*
(PSY1), das Gen ,Myeloblasstosis 12 (MYB12) und das ,Stay-green 1“ (SGR1) gleichzeitig
adressiert. In weniger als einem Jahr konnten transgenfreie Tomatenfrichte in den Farben
gelb, braun, rosa, hellgelb, rosa-braun-gelb-grin und hellgrin entwickelt werden (T. Yang
et al., 2023, p.2-6).

Mannliche Sterilitdt bei Tomatenpflanzen ist ein effektiver Weg, um Produktionskosten fur
Tomatensamen in der Hybridsaatgutproduktion zu reduzieren und die Reinheit der Sorte
zu gewabhrleisten, indem die Pollenproduktion eingedammt wird, um weibliche Bluten nicht
bestauben zu kdnnen. CRISPR/Cas erlaubt Zuchtern mannlich sterile Tomatenlinien zu
entwickeln, die gleichzeitig die Produktivitat einer Hybridsorte nicht beeintrachtigt. In der
Studie (Secgin et al., 2022, p.2-5) wurden Gene der Tomate aus der Gen-Familie ,Solanum
lycopersicum Acotinase” (SIACO) auf ihre funktionelle Rolle in der Tomate mit CRISPR/Cas
vermittelter Genstorung charakterisiert. Das SIACO2-Gen wurde durch sein hohes Expres-
sionsprofil in unterschiedliche genomeditierte Tomatenlinien mutiert. Die Ergebnisse der
Studie zeigten, dass die Lebensfahigkeit von Pollen im Vergleich zum Wildtyp geringer aus-
fielen und die Samen pro Frucht um das Funffache abnahmen. Gleichzeitig wiesen mutierte
Tomatenlinien unter Stressbedingungen (abioitsche Belastung) eine erhdhte Toleranz auf.
Weitere Ergebnisse von (Gokdemir et al., 2022, p.329-332) deuten darauf hin, dass durch
CRISPR/Cas, das ausgeknockte ,Solanum lycopersicum plant homeodomain protei MS1*
(SIPHD_MS1), was normalerweise fur die Entwicklung der pollenproduzierenden Organe
verantwortlich ist, eine Rolle bei der Entwicklung von mannlicher Sterilitat spielt. Das zeig-
ten mehrere sowohl homozygote, heterozygote und biallelische Mutationen in Tomaten-
pflanzen. Weitere Studienergebnissen von Liu et al. aus dem Jahre 2021 zeigten durch das
gleichzeitige Ausschalten (KO-Knockout) des Gens ,male sterile 1035 (Ms1035) und von
Glutathione S-Transferase (GSTAA), dass CRISPR/Cas effektiv fur die Hybrid-Saatgutpro-
duktion in Tomaten angewendet werden kann. Zwei mannlich sterile Tomatenlinien wurden
generiert. Die Eigenschaft der mannlichen Sterilitdt konnte schnell herbeigeflihrt werden
und als Grundlage und Beispiel fur die sterile Elternerzeugung von anderen Pflanzenarten
dienen, die ebenfalls fur die Hybridproduktion verwendet werden. (J. Liu et al., 2021, p. 2-
4). Ein alternativer Ansatz zur Generierung mannlicher Sterilitat und der Abwesenheit einer
kompletten Pollenproduktion in Tomatenpflanzen bietet die Studien von Jung et al. aus dem
Jahre 2020. Es wurden Sterilitatsphanotypen durch den Knockout des Gens Solanum lyco-
persicum (SIMS10) durch CRISPR/Cas herbeigeflhrt. Insgesamt ergaben sich 11
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Mutationstypen innerhalb des Zielgens. Die mutierten Linien zeigten eine disfunktionale
Meiose und ein unnatirliches Tapetum (BlUtenpollenbehalter), wodurch keine Pollenpro-
duktion moglich gewesen ist. Diese entstandenen Mutationen sind auf weitere Generatio-

nen Ubertragbar (Jung et al., 2020, p. 2-7).

Effektivere Fruchtreife

Ein wesentliches Ziel der kommerziellen Tomatenzucht ist es mdglichst hohe Ertrage zu
generieren. Das fuhrt Uber den Weg einer effektiven Fruchtreife. Besonders beliebte Sorten
stellen Pflanzen mit einer hohen Fruchtzahl und -gréf3e pro Tomatenpflanze dar. Ein opti-
mierter Ertrag tragt zu einer effizienten Nutzung von Land, Wasser und Dungemittel bei.
Folgende Publikationen stellen die aktuellen Ergebnisse zu optimierten Frucht-Eigenschaf-
ten durch das CRISPR/Cas System dar.

Die Mitglieder der Genfamilie ,Cytochrom-(CY)-P78A" (CYP78A) bestehen aus Tomaten-
genen, die an unterschiedlichen Entwicklungsprozessen beteiligt sind. Darunter zahlt die
Regulierung des FruchtgroRenwachstums. Sie sind bei der Modulation des Zellwachstums
und der Hormonregulation wahrend der Fruchtentwicklung bei Tomaten relevant. In der
Studie von Q. Li et al. von 2022 wurde CRISPR/Cas verwendet, um die Ertragssteigerung
in wachsenden Tomatenpopulationen zu beschleunigen, indem eine grof3ere Allelvariation
geschaffen wird. Dazu wurden spezifische Veranderungen im Solanum lycopersicum KLU
Homolog-Promotor (SIKLUH) vorgenommen, der einen Bereich in der DNA darstellt, der
die Aktivitat eines CYP78A-Gens reguliert. Die Veranderungen im SIKLUH-Promotor wur-
den um einen einzelnen DNA-Baustein herum vorgenommen, der als M9 Single-Nukleotid-
Polymorphismus (M9 SNP) bezeichnet wird und eng mit dem Gewicht der Frichte verbun-
den ist. Durch die Genom Editierung wollten die Forschenden herausfinden, wie sich die
genetischen Veranderungen auf das Fruchtgewicht der Tomaten auswirken. Von 21 her-
vorgerufenen Allel-Mutationen zeigten funf Allele eine Zunahme des Fruchtgewichts und
eine signifikante Abnahme des Anteils an Kleinfrichten. Die Studie hebt das Potenzial der
Anwendung von CRISPR/Cas bei der CYP78A-Genfamilie flr die Ertragsverbesserung von
Tomaten hervor (Q. Li et al., 2022, p. 3-7).

In einer Studie aus dem Jahre 2020 von Shu et al. wurde der Stellenwert des Gens ,Sola-
num lycopersicum MYC2“ (SIMYC2) bei der Wachstumsregulation in Tomaten charakteri-
siert. Durch die Verwendung von CRISPR/Cas9 wurde eine SIMYC2-Mutante hergestellt,
indem das Gen ausgeknockt wurde, um die Auswirkungen auf das Pflanzenwachstum zu
identifizieren. Die SIMYC2-Mutanten wiesen im Vergleich zu den Wildpflanzen eine erhohte
Anzahl von Bluten und eine geringere Fruchtabsetzrate auf. Die Form der Friuchte bei den

Mutanten war prolat (hohe/s Fruchtqualitat/-gewicht), wahrend die Kontrollfriichte oblat
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(geringe Fruchtfleischmenge, ungleichmaRige Reifung) waren. SIMYC2 belegt eine positive

regulatorische Rolle hinsichtlich Pflanzenwachstum (Shu et al., 2020, p. 5529ff).

Die genetische Vielfalt hat aufgrund jahrhundertelanger Zuchtung von landwirtschaftlichen
Nutzpflanzen in Bezug auf Produktivitdt und Ertrag kontinuierlich abgenommen, sodass
natzliche Eigenschaften aus wildlebenden Arten immer weniger zuganglich sind. Die Stu-
dienergebnisse von Zsbégdén et al. stellen eine Methode zur Genom-Editierung mit
CRISPR/Cas9 vor, um hilfreiche Eigenschaften wilder Tomatenlinien mit gewlnschten ag-
ronomischen Merkmalen zu kombinieren. Durch die Adressierung sechs bestimmter Loci,
die fur Ertrag und Produktivitat in heutigen Tomatensorten relevant sind, konnte die wilde
Solanum pimpinellifolium (S. pimpinellifolium) ergebnisreich mit der CRISPR/Cas-Techno-
logie domestiziert werden. Die Morphologie von S. pimpinellifolium und die GréRRe, Anzahl
sowie der Nahrstoffgehalt der Friichte wurden optimiert. Die bearbeiteten Tomatenlinien
dokumentierten eine dreifache Steigerung der FruchtgréfRe sowie die zehnfache Steigerung
der Fruchtanzahl gegenliber dem wilden Tomatentyp. Die Anreicherung des Fruchtlycopins
fiel am bemerkenswertesten aus. Im Vergleich zu S. lycopersicum verbesserte es sich um
500%. Diese Erkenntnisse bieten neue Perspektiven flr die molekulare Ziichtung, bei der
die genetische Vielfalt wilder Pflanzen effektiv nutzbar gemacht werden kann (Zso6gon et
al., 2018, p.1211-1215).

Verbesserung der Pathogenresistenz

Tomatenpflanzen sind besonders anfallig fur Pilzerkrankungen, Virusinfektionen und Bak-
terienkrankheiten. Widerstandsfahigere Pflanzen nehmen einen zlchterisch bedeutenden
Stellenwert ein, da der Pestizideinsatz reduziert werden kann und gleichzeitig die Ernteer-
trage sichergestellt werden kénnen. Folgende Publikationen geben einen Uberblick tiber
aktuelle Forschungen hinsichtlich der Erarbeitung von Krankheitsresistenten Tomaten-
pflanzen.

Das ,ripening regulated protein DDTFR10/A” (DDTRF10/A) gehort zu der Genfamilie der
,Ethylen-Response-Element-Binding-Protein® (EREBP)-Genfamilie und wurde mittels des
Genome Editing-Verfahrens von CRISPR/Cas9 untersucht. Das Gen ist bereits hinsichtlich
des Reifeprozesses von Tomatenfrichten bekannt und man weil3, dass reifungsregulie-
rende Proteine ebenfalls an der Pflanzenabwehr beteiligt sind. Es sollte herausgefunden
werden, ob DDTFR10/A ein Anfalligkeitsgen fur Fusarium oxysporum (F.oxysporum), der
Fuasarium Wekle darstellt. Aus diesem Grund wurde in das potenzielle Anfalligkeitsgen
eine Mutation eingeflhrt, die sowohl homo- und heterozygote Mutationen initiierte. Eine
40% geringere Symptomatik der genomeditierten TO-Generation war zu beobachten. Die

Anfalligkeit des DDTFR10/A- Gen gegenuber der Fusarium Welke war somit bestatigt, da
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nicht mutierte Tomatenpflanzen starker infiziert waren (ljaz et al., 2023), p. 3-5. Denselben
Sachverhalt boten die Ergebnisse der Studie von Debbarma et al. hinsichtlich zweier Gene,
die ebenfalls mit der Anfalligkeit fur Fusarium Welke in Verbindung stehen. Es geht um das
Gen ,Xylemsap protein 10“ (XSP10) und das Gen ,Salicylic acid methyl transferase® (Sl-
SAMT) deren Herunterregeln zu einer hoheren Fusarium-Resistenz flihrte (Debbarma et
al., 2023, p. 2-7).

Die beteiligten Wissenschaftler der Studie von R. Li et al. aus dem Jahre 2022 zeigten
erstmals eine reduzierte Empfindlichkeit gegenuber P. infestans bei mutierten Empfindlich-
keitsgenen, wie ,Powdery mildrew resistant 4“ (PMR4) in Tomaten. Hierfir wurde ein
CRISPR-Cas9-Vektor in zwei weit verbreiteten italienischen Tomatensorten eingeflhrt:
»oan Marzano® und ,Oxheart, um das Empfindlichkeitsgen in entsprechenden Regionen
zu modifizieren. Diese Mutation duflerte sich durch reduzierte Krankheitssymptome. Die
Rolle des Knock-out-Mutanten des PMR4-Empfindlichkeitsgens wurde hinsichtlich eines
Breitspektrumschutzes gegen Krankheitserreger deutlich. Fruhere Studien an Tomaten und
Kartoffeln bestatigten bereits die Toleranz des ausgeknockten Empfindlichkeitsgens gegen-
Uber Mehltau (R. Li et al., 2022, p. 3-8). Die ndhere Untersuchung des Tomaten-PMR4-
Gen wurde bereits in der Studie von Santillan Martinéz et al. im Jahre 2020 thematisiert.
Des Weiteren wurden PMR4-Mutanten mit vier sgRNAs erzeugt, um statt einer P. infestans-
Resistenz, eine erhdhte Resistenz gegen das Mehltaupathogen Oidium neolycopersici (On)
zu erzielen. Nach der Sequenzierung wurden funf Mutationsereignisse festgestellt, von de-
nen alle eine reduzierte, jedoch nicht vollstadndig eliminierte Anfalligkeit gegentber des

Mehltauerregers aufwiesen (Santillan Martinez et al., 2020, p. 1-5).

Eine weitere Studie von Bari et al. von 2021 betrifft das Entgegenwirken von Phelipanche
aegyptiaca (P. aegyptiaca), einem wurzelparasitaren Unkraut, das Tomatenpflanzen befalit.
CRISPR/Cas9 liefert hierfur einen neuen Ansatz, mit dem das Auskeimen solcher Unkrdu-
ter verhindert werden kann. Hierflr wurde eine Punktmutation in dem More Axillary Groth
1 (MAX1) Gen induziert, welches Uber einen Stoffwechselweg eng mit Strigolactonen
(Pflanzenhormone, die als Signalmolekule agieren) verbunden ist und dessen Produktion
durch die Mutation eingestellt wurde. Strigolactone spielen eine wichtige Rolle bei der In-
teraktion zwischen Pflanzen und wurzelparasitaren Unkrautern. Wenn MAX1 in der Tomate
durch CRISPR/Cas9 ausgeschaltet wird und keine Strigolactone produziert werden, kon-
nen die wurzelparasitaren Unkrduter eine potenzielle Wirtspflanze nicht mehr erkennen.
Dadurch wird sowohl das Auskeimen als auch der Wurzelbefall verhindert (Bari et al., 2021,
p. 2). Ahnliche Ergebnisse resultieren aus einer ebenfalls von Bari et al. durchgefiihrten
Studie aus dem Jahre 2019. Eine CRISPR/Cas vermittelte Mutagenese des Gens
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~Carotenoid Cleavage Dioxygenase 8“ (CCD8) wurde genutzt, um eine Wirtresistenz gegen
P. aegyptiaca in der Tomatenpflanze aufzubauen, indem der Strigolactongehalt durch die
CCD8-Mutatanten gesenkt wurde. Die Interaktion zwischen CCD8 und Max1 besteht darin,
dass CCD8 die Vorlauferverbindungen der Strigolacton-Biosynthese herstellt und MAX1
daraus aktive Strigolactone modelliert. Beide Gene sind bei der Abwehr parasitarerer Un-
krauter somit kollektiv beteiligt (Bari et al., 2019, p. 2-3).

In der Studie von Pramanik et al. aus dem Jahre 2021 wurde das CRISPR/Cas9-System
verwendet, um gezielt den ,Solanum lycopersicum Pedicle Elongated locus® (SIPelo) sowie
das den ,Mildew resistance locus 01 (SIMlo1) in der Elite-Tomaten-Sorte BN-86 zu veran-
dern, um eine verbesserte Resistenz gegeniber Krankheitserregern zu erreichen. Die Loci
tragen die Sensitivitadtsgene, die Tomato Yellow leaf curl virus (TYLCV) begunstigen. Es
wurden SIPelo-Knockout-Linien erzeugt, die SIPelo deaktivierten. Anhand der SIPelo-Mu-
tanten wurde bestatigt, dass die Ansammlung des Krankheitserregers TYLCV unterdriickt
wurde. Wie dem Namen des Erregers zu entnehmen ist entstehen gelbe Blatter mit Krau-
selungen und vermindertem Blatter- und Blitenwachstum sowie Fruchtabfall. Des Weiteren
wurden Knockout-Linien fur das SIMIo1-Gen generiert. Es konnte eine vollstandige Resis-
tenz gegen Mehltau festgestellt werden, bei dem es sich um eine Pilzkrankheit handelt, die
auf der Pflanze einen aus Pilzsporen bestehenden, mehlartigen Belag hinterlasst
(Pramanik et al., 2021, p. 3).

Der nachste Ansatz, um TYLCV resistente Tomatenpflanzen zu erhalten ist die Herstellung
von veranderten Tomatenpflanzen, die das Coat Protein (CP) sowie die Replikase von
TYLCV storen kdnnen. Das CP bildet die dufere Hulle des Virus. Sobald das Virus in die
Tomatenzelle eindringt, um sich zu replizieren, wird das CP erkannt. Die virale Interferenz
wurde deutlich durch eine geringe Akkumulation des TYLCV-Genoms in den genetisch ver-
anderten Pflanzen. Die eigentliche Immunitat der resistenten Tomatenlinien wurde durch
die Anwendung von CRISPR/Cas9 hervorgerufen, indem die CP- und Replikationssequen-
zen von TYLCV fir die Herstellung der entsprechenden gRNAs flr Tomatenpflanzen ver-
wendet wurden (Tashkandi et al., 2018, p. 1-4).

Yoon et al. untersuchten im Jahre 2020 mit CRISPR/Cas induzierte, neuartige und se-
quenzspezifische Mutationen am eucaryotic translation inition factor (elF4E1), ob durch Mu-
tationen gesteigerte Resistenzen gegenlber Potyviren, wie potato virus V oder pepper
mottle virus (PepMoV) bewirkt werden konnen. In Tomaten ist die elF4E-Gen-Familie fur
Potyviren essenziell, um ihren Lebenszyklus aufrechtzuerhalten, weshalb Modifikationen
zu Resistenzen fuhren sollen. Die Resistenz gegen eines der Potyviren konnte eindeutig

belegt werden. Nach der Infizierung mit PepMoV entstanden keine Viruspartikel. Die Studie
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weist einen CRISPR/Cas-Ansatz nach, der zur Beschleunigung von verbesserten Toma-

tenmerkmalen in der Zichtung nutzlich ist (Yoon et al., 2020, p. 635-635).

Die Entwicklung von wirksamen Abwehrmechanismen gegenuber bestimmten Pflanzen-
krankheiten fuhrt meistens dazu, dass sich die Anfalligkeit fur eine andere Krankheit erhoht.
In der Studie der Forschungsgruppe von Ortigosa et al. wurden 2019 Studienergebnisse
vorgestellt, bei denen die Abhangigkeit von unterschiedlichen Abwehrmechanismen in To-
maten entkoppelt werden konnte. Das war durch die Anwendung der CRISPR/Cas-Tech-
nologie moglich. Es wurden Tomatensorten konstruiert, die gegen die bakterielle Flecken-
krankheit resistent sind, ohne dabei die Resistenz gegen andere Krankheitserreger zu be-
eintrachtigen. Es stellte sich heraus, dass der bakterielle Befall in Tomatenblattern von
Pseudomonas syringae pv. tomato (PtoDC3000) ausgeht. Das Bakterium produziert das
Phytotoxin Coronatin (COR), was das Offnen der Stomata (besteht aus SchlieRzellen) be-
glnstigt und somit die Hiirde fir das Eindringen von P. syringae herabsetzt. Fiir die Offnung
der Stomata ist der Co-Rezeptor ,Arabidopsis Jasmonate ZIM-Domain Protein 2* (AtJAZ2)

erforderlich.

Das funktionelle Gegenstick von AtJAZ2 stellt ,Solanum lycopersicum Jasmonate ZIM-
DomainenProtein 2* (SIJAZ2) dar und musste identifiziert werden, um durch die Anwen-
dung der CRISPR/Cas9-Technologie eine Veranderung in SIJAZ2 erzeugen zu konnen.
Diese Veranderung blockierte das Offnen der Stomata durch COR und filhrte zu Resistenz
von bestimmten Krankheitserregern, wie gegen P. syringae. Die Resistenz des Grauschim-
melpilzes Botrytis cinerea (B.cinerea) wurde durch den Trade-off der Abwehrmechanismen
nicht gefahrdet (Ortigosa et al., 2019, p. 665-669). Ein weiterer Weg, der zur B. cinera Re-
sistenz fuhrt, zeigt die Studie von Perk et al. von 2023, die das Gen ,Solanum lycopersicum
Phosopholipase-C2“ (SIPLC2) als Sensitivitdtsgen fur B. cinera einstuften und es somit un-
ter Verwendung des CRISPR/Cas9-Systems inaktivierte. Durch die anfalligkeitsfordernde
Eigenschaften des Gens SIPLC2 gegenuber B. cinerea, konnten Tomatenlinien mit inakti-
viertem SIPLC2-Gen kleinere nekrotische Bereiche aufweisen und zu einer erhohten Re-
sistenz gegen den Grauschimmelpilz fihren (Perk et al., 2023, p. 2-5). Dasselbe Prinzip
wurde in der Studie von Garcia-Murillo et al. fir den Schadorganismus Clavibacter michi-
ganensis (C. michiganensis), der die bakterielle Ringfaule verursacht, durchgefuhrt. Daflr
wurde das Gen ,Solanum lycopersicum Pathogenesis-Related-Gene 1“ (SIPR1) ausge-
knockt, wodurch eine hohere Resistenz gegen den Erreger bewirkt werden konnte (Garcia-
Murillo et al., 2023, p.3-4).

61



Veranderung der Abiotische Belastbarkeit

Die Fahigkeit von Sorten sich an unterschiedliche Anbau- und Umweltbedingungen, wie
steigenden Temperaturen oder unbestandige Klimaverhaltnisse anzupassen ist aus zich-
terischer Sicht von groRem Interesse. Die zukunftige Anforderung an Sorten besteht somit
darin, hohe Toleranzen gegenlber Hitze, Kalte, Trockenheit oder Salzgehalt aufzuweisen.

Solche Sorten werden in groRem Male nachgefragt sein.

In der Studie von Tran et al. von 2021 wurde die CRISPR/Cas-Technologie mit einem Mul-
tiplexansatz eingesetzt, um das ,Solanum lycopersicum hybrid proline-rich protein 1°
(SIHYyPRP1) genetisch zu verandern. Das Protein begulnstigt eine negative Reaktion der
Tomatenpflanze, sofern sie einer salzhaltigen Umgebung ausgesetzt ist. Das CRISPR/Cas
System verursacht Doppelstrangbriiche der Proteinsequenz, die fir eine geringe Salztole-
ranz verantwortlich ist. Uber nonhomologous end joining (NHEJ) Reparaturen wird der Ver-
such unternommen die Sequenz wiederherzustellen. Die fehlerhafte Reparatur stellt die
Indel Mutation/en dar. Diese fuhren zu einer erhohten Salinitatstoleranz der Tomaten-
pflanze (Tran et al., 2021, p. 999-1005). In einer darauffolgenden Publikation von Tran et
al. im Jahre 2023 konnte bestatigt werden, dass die prazise Eliminierung der funktionellen
Domane, der proline-rich-domain (PRD) sowie der Eliminierung von acht-Cystein-Motiv
(8CM) des SIHyPRP1 die héchstmdgliche Salzgehalttoleranz bei Tomaten aufweist. Zudem
sollten neben der Salzgehalttoleranz, multiple Stresstoleranzen untersucht werden. So
zeigten mit CRISPR/Cas9 editierte Tomatenlinien in denen 8CM ausgeknockt wurde eine
moderate Hitzetoleranz. Ebenso konnte eine deutlich effektivere Keimung unter Osmose-
Stress festgestellt werden, wenn Pflanzen entweder die Domane mit der entfernten PRD-
oder 8CM Variante trugen. Pflanzen mit ausgeknockter PRD-Doméane wuchsen nach 5 Ta-
gen ohne Wasser kontinuierlich weiter (Tran et al., 2023, p. 1-3.) Die Studie von Bouzroud
et al. von 2020 untersuchte ebenfalls die Salzvertraglichkeit und zuséatzlich die osmotische
Stressvertraglichkeit von Tomaten. Dabei wurde der prognostizierte Einfluss des Gens ,Au-
xin response Factor 4 (SIARF4) Uberpruft. Die durch CRISPR/Cas induzierte SIARF4-Mu-
tation erzeugte eine reduzierte Expression von SIARF4, was zu einer geforderten Wurzel-
entwicklung und -dichte fuhrte. Daruber hinaus konnte eine hohere Salztoleranz durch ei-
nen hoéheren Blattwassergehalt sowie einer erhdhten Toleranz gegentber osmotischem

Stress festgestellt werden (Bouzroud et al., 2020, p. 1-4).

Um die Eigenschaft hinsichtlich der Trockenheitstoleranz zu belegen, untersuchte die Stu-
die von Liu et al. im Jahre 2020 das Gen ,Solanum lycopersicum LBD40“ (SILBD40) in der
Tomatenpflanze. Das Gen wurde in Wurzeln und Friichten stark exprimiert. Eine Uberex-

pression wurde durch Salz, Polyethylenglykol und Methyljasmonat induziert und fihrte zu
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einer erhdhten Anfalligkeit fur Trockenheit. Durch den Trockenstress, der auf die Tomaten-
pflanze einwirkte, verwelkte sie und verursachte einen erhdhten Wasserverlust. Das ge-
zielte Ausschalten des SILBD40-Gens durch das CRISPR/Cas-System zeigte eine verbes-
serte Trockenheitstoleranz. Knockout-Pflanzen verwelkten weniger stark und Wasser
konnte besser gespeichert werden. SILBD40 stellt bei Tomaten somit einen negativen Re-
gulator dar (L. Liu et al., 2020, p. 1-3). Eine ahnliche Studie, ebenfalls durchgefihrt von Liu
et al. im Jahr 2019 offenbarte ein weiteres, beteiligtes Gen an der Trockenheitstoleranz von
Tomatenpflanzen. Der gezielte Tomatengen-Knockout des Gens ,Solanum lycopersicum
Nonexpressor of Pathogenesis-Related Gen 1“ (SINPR1) durch CRISPR/Cas, verursachte
eine geringere Durretoleranz der SINPR1-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Somit ist
das SINPR1 voraussichtlich an der Regulierung der Trockenheitsreaktion innerhalb der To-
matenpflanzen malRgebend eingebunden (R. Li et al., 2019, p. 2.), Li et al. beschaftigten
sich 2018 zudem mit Kaltestress in Tomatenpflanzen. Das Knockout des Gens ,Solanum
lycopersicum C-repeat Binding Factor 1“ (SICBF1) und den daraus entstehenden Mutanten
soll die Rolle von SCIBF1 wahrend der Abkihlung zeigen. CBF1s gehdren in vielen Spezies
zu den Kaltreaktionssystemen. So wiesen die Mutanten unter anderem schwerere Kalte-
verletzungssymptome auf als der Wildtyp. Auch dieses Ergebnis trug zum besseren mole-
kularen Verstandnis des SICBF1-Gens hinsichtlich Kuihlsensitivitat bei Tomaten bei (R. Li

etal., 2018, p. 2).
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5.2. Erkenntnisse aus Experteninterviews

5.2.1.  Ergebnisse der Auswertungsstrategie der Interviews

Aus der finalen Kategorienbildung der drei Interviews ergaben sich insgesamt 4 Hauptka-
tegorien. Deren Ergebnisse werden nachfolgend in Textform paraphrasiert und generali-
siert mit gekennzeichneter Zeilennummerierung tabellarisch dargestellt. Die verbleibenden

(17) Unterkategorien werden im Folgenden den Hauptkategorien zugeteilt.

5.2.2. Aktueller Stand und zukunftige Bedeutung
Aktuell existieren drei Arten von CRISPR/Cas Genome Edits:

Tabelle 1: Aktueller Stand - Existierende Methoden

Existierende Methoden

Die einfachste Form ist eine Punktmutation im Pflanzengenom einzufuhren. Hierbei wird
eine einzelne Base durch eine andere Base ersetzt oder eine Base entfernt oder hinzu-
gefugt. Die natlrlichen Reparaturmechanismen setzen ein und sind in der Regel sehr
genau. Durch Zufall funktioniert der Reparaturprozess nach mehrfachem Schneiden
nicht zu 100% richtig und das Resultat ist eine Mutation (Weigel, p. 2, Zeile 10-33).

Es kann ein gréReres DNA-Stlck (ca. 3000 Basenpaare) durch ein verwandtes ersetzt
werden. Ahnliche Sequenzen liber einen gréReren Bereich des Genoms werden erhal-
ten. Typischerweise wird eine Genvariante durch eine andere Variante desselben Gens
ersetzt. In der Zichtung werden ebenfalls Genvarianten kombiniert, weshalb die Anwen-
dung von CRISPR/Cas der Zuchtung nahekommt (Weigel, p. 2, Zeile 10-33).

Bei der dritten Anwendungsform wird gezielt Mutagenese eingesetzt um, etwas Neues in
das Genom einzufugen, ahnlich wie bei der herkdommlichen Gentechnik. Die Abgrenzung
besteht darin, dass die herkommliche Gentechnik fremde Gensequenzen zuféllig und
nicht vorhersagbar in das Genom einfugt. Mit CRISPR/Cas werden spezifische Bereiche

des Genoms gezielt verandert, um ungewollte Mutationen und Zerstérung anderer Gene

zu vermeiden (Weigel, p. 2, Zeile 10-33)

Die Varianten inwieweit CRISPR/Cas das Genom verandern kann wird durch die drei un-
terschiedlichen Ansatze deutlich. Nachstehend wird das Potenzial der Technologie von den

Experten beurteilt.
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Tabelle 2: Aktueller Stand - Potenzialeinsch&tzung der Experten

Potenzialeinschatzung der Experten

Die Technologie ist nicht zu 100% als Revolution wahrzunehmen. Es ist ein Werkzeug,
was in der Landwirtschaft und bei einer groRen Anzahl von Pflanzenspezies molekular-
sowie biotechnologische Mdglichkeiten bietet, die viele Jahre zuvor nicht existierten und
die fur die Wissenschaft unvorstellbar gewesen sind. Es ist unklar wie produktiv
CRISPR/Cas sein wird und welche Forschungsgegenstande aus dem System geschopft
werden konnen. Man steht am Anfang von vielversprechenden Losungen. Die Publikati-
onszahlen zu anwendungsbezogenen Arbeiten, sind in kurzer Zeit enorm gestiegen
(Weinl, p. 3, Zeile 7-19).

Vor der Entdeckung von CRISPR/Cas war Genom-Editierung sehr beschrankt maoglich.
Durch CRISPR/Cas hat sich Genom-Editierung einen hoheren Stellenwert in den Gro-
Renordnungen Geschwindigkeit, einfache Handhabung und der Mdglichkeit in nahezu
jedem Labor eingesetzt werden zu kénnen, erarbeitet. Gezielte Mutationen (Genome
Edits) in grolem MaRstab im Genom hervorzurufen erdffnet vollkommen neue Perspek-
tiven (Weigel, p. 2, Zeile 2-8).

Pflanzen haben eine hohe (phanotypische) Plastizitat, sodass es im Normalfall nicht aus-
reicht an einer Stelle eines Genabschnittes zu modifizieren, um eine einzelne veranderte
Eigenschaft zu erzielen. Liegt ein spezielles Gen, das eine gewollte Eigenschaft tragt, in
einer 1:1 Beziehung vor, ist CRISPR/Cas schnell, prazise und das Mittel der Wahl (Weinl,
p. 2, Zeile 17-25).

CRISPR/Cas ist ein weiteres Werkzeug in der Zuchtung. Es handelt sich um keine Pa-
nacea. Es ist nicht 100-mal einfacher geworden, nicht alle Probleme der Landwirtschaft
sind gel6st. Ohne den Einsatz von CRISPR/Cas wuirde die Menschheit nicht verhungern
(Weigel, p. 3, Zeile 13-18).

Die Weiterentwicklung des Potenzials von CRISPR liegt in den Handen von Entschei-
dungstragern wie Ministerien. Es besteht die Gefahr eines Auseinanderdriftens zwischen
den Entscheidern und denjenigen, die die Arbeit verrichten. Das fuhrt dazu, dass Losun-
gen nicht effektiv vorangetrieben werden und das Potenzial nicht ausgeschopft werden
kann (Kumlehn, p. 10 Zeile 34-35, p. 11, Zeile 1-4, 9-11).
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Key Message: Die Technologie weist ein starkes Potenzial auf. Ihre Produktivitat und An-
wendungsmoglichkeiten mussen jedoch noch weiter erforscht werden. Es existieren bereits
zahlreiche wissenschaftliche Publikationen zu diesem Thema. Im Vergleich zu herkdmmli-
chen Zichtungsmethoden zeichnet sie sich durch ihre Prazision und Schnelligkeit aus. Die
Herausforderung besteht darin, die Ziel-Gene, die fur die gewlinschten Eigenschaften ver-
antwortlich sind zu identifizieren sowie ihre korrekte Position im Pflanzengenom zu bestim-

men. Die CRISPR/Cas Technologie entscheidet nicht liber das Uberleben der Menschheit.
Der Erfolg einer Technologie ist immer nur so grol}, wie die Nachfrage es zuldsst und hangt
von derer ab, die sie anwenden und nutzen sollen, weshalb die allgemeine Akzeptanz von

CRISPR/Cas malgeblich zum aktuellen Stand beitragt.

Tabelle 3: Aktueller Stand - Gesellschaftliche Akzeptanz

Gesellschaftliche Akzeptanz

Es ist bedeutend, dass gesellschaftlicher Konsense gefunden- und entschieden wird, ob
Europa CRISPR/Cas, als ein funktionierendes Werkzeug einsetzten mochte (Weigel, p.
3, Zeile 18-20).

Die EU bevorzugt den Verzicht auf Gentechnik im direkten Anbau auf Feldern. Dennoch
toleriert und akzeptiert sie den Import von "billiger" gentechnisch hergestellter Soja aus
anderen Landern zur Verfutterung an europaische Nutztiere. Der direkte Anbau solcher

gentechnisch veranderten Sorten ist jedoch nicht erlaubt (Weigel, p. 6, Zeile 20-28).

Der Organismus wird bei beiden Methoden verandert sowohl bei der Ziichtung als auch
bei CRISPR/Cas. Die Zichtung wird akzeptiert, obwohl der Effekt bei CRISPR genau
derselbe ist (Weinl, p. 8, Zeile, 13-18).

Eine hohere Akzeptanz fur die Anwendung von CRISPR/Cas konnte erreicht werden,
indem Lebensmittel, wie die Kartoffel zunachst in der stofflichen Produktion, wie der Pa-
pier- und Starkeindustrie, eingesetzt werden. Wenn durch gezielte Verdnderungen eine
bessere Verarbeitbarkeit erzielt wird, kdnnte dies zu einer breiteren Akzeptanz fihren.
Die langfristige Anwendung zeigt, dass von der Technologie keine Gefahr ausgeht und
die Sicherheit gewahrleistet ist. Dadurch kdonnte eine Annaherung an die Lebensmittel-

produktion erfolgen. Die Thematik ist fur Verbraucher komplex, und es fallt schwer, alle

Zusammenhange zu erfassen (Weinl, p.6, Zeile 11-28).
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Es war fraglich die Neue Gentechnik als erstes mit Herbizidresistenzen, wie beim CIBUS-
Raps anzuwenden, zu entwickeln und in den &ffentlichen Umlauf zu bringen, denn fir die
Offentlichkeit ist die Thematik schwer vermittelbar und einheitlich negativ belegt. Mit dem
Wort Herbizid“ wird Gift assoziiert, was pradestiniert fiir eine Negativ-Diskussion ist. Of-
fentlichkeitsstrategisch sind falsche Weichen gestellt worden, wenn Vorurteilen statt wis-

senschaftlichen Fakten Glauben geschenkt wird (Kumlehn, p.4, Zeile 4-18).

Pflanzen haben Krankheiten. Menschen nehmen Medizin ein, Pflanzen bendétigen Pflan-
zenschutzmittel, das musse zunachst akzeptiert werden. Die in der Gesellschaft herr-
schende ,Chemophobie“ verhindert die objektive Betrachtung des Ausbringens von
Pflanzenschutzmitteln und der Entwicklung von Herbizidresistenzen mit CRISPR/Cas
(Kumlehn, p. 6, Zeile 8-12).

Alle Produkte (pflanzlich-/tierischen), die der Mensch aus der Landwirtschaft zieht, sind
genetisch massiv verandert. Die Diskussion um genetische Veranderungen steht somit
vollstandig im Widerspruch. Experten sind sich dessen bewusst und wissen, dass ein
Fortschritt nicht ohne genetische Veranderungen einhergehen kann. Ein Fortschritt will
immer 6konomisch und profitabel genutzt werden. Fur landwirtschaftliche Produkte wird
das oft nicht eingesehen, dass Pflanzen mit einer hohen Qualitdt und einem hohen Nut-

zungswert auch absatzstark vertrieben werden wollen (Kumlehn, p. 6, Zeile 17-34).

50% aller importierter Waren sind gentechnisch verandert und der Import ist durch auf-
wandige Zulassungsverfahren genehmigt. Die fehlende Transparenz sorgt dafur, dass
die Bevdlkerung nicht dartber aufgeklart ist, welche Mechanismen bei der Wareneinfiih-

rung greifen (Kumlehn, p. 14, Zeile 3-4).

Key Message: CRISPR/Cas wird in der Landwirtschaft kontrovers diskutiert. Die EU bevor-
zugt den Verzicht auf Gentechnik im direkten Anbau, erlaubt aber den Import gentechnisch
hergestellter Futtermittel. Die Technologie ermdglicht gezielte Veranderungen in Pflanzen
und Tieren, was auf Zustimmung und Bedenken stof3t. Eine breitere Akzeptanz konnte er-
reicht werden, wenn das System zunachst in anderen Bereichen, wie der stofflichen Pro-
duktion eingesetzt wird. Die Debatte ist komplex und durch Vorurteile gepragt. Es ist wich-
tig, wissenschaftliche Fakten zu bertcksichtigen und die Bevolkerung transparent zu infor-

mieren.
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In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse zu der Relevanz der Anwendung aus
klimatischen Gesichtspunkten aufgeflhrt, was eine der wissenschaftsgeriebenen Haupt-

motivationen darstellt, CRISPR/Cas anwenden zu wollen.

Tabelle 4: Aktueller Stand - Klima

Klima

Jedes Werkzeug, dass zur Verflgung steht, sollte hinsichtlich Klimakrise und vielen an-
deren Krisen, mit denen die Menschheit zu tun hat, eingesetzt werden. Der eingesparte
Aufwand stellt Mittel dar, die an anderer Stelle unbedingt erforderlich sind (Weigel, p. 3,
Zeile 22-25).

Der Klimawandel verlauft deutlich langsamer als in der Offentlichkeit dargestellt. Es ist
offensichtlich, dass der Mensch klimatisch Einfluss nimmt, weshalb Pflanzenzichtung
immer prapariert sein sollte, um fur zukunftig, klimatische Eventualitdten Lésungen be-

reitstellen zu konnen (Kumlehn, p. 7, Zeile 3-7).

Wird es warmer, treten in Teilen der Erde ortsuntypische Pathogene auf, wie Rostkrank-
heiten in Europa. Eine laufende Zichtung gegen Rostkrankheiten existiert bereits. Mit
ausschliel3licher Crop-Leistung ist nichts mehr gewonnen. Die Ertragsstabilitat nimmt im-
mer mehr Gewichtung ein. 5-10% weniger Gesamtertrag, reichen aus, um jahrlich einen

gleichmaBigen Ertrag zu erreichen (Kumlehn, p. 7, Zeile 14-28).

Key Message: Die Interviewaussagen prasentieren, dass alle verfigbaren Werkzeuge zur
Bewaltigung von klimatischen Veranderungen einzusetzen ist. Der eingesparte Aufwand
wird dringend woanders bendtigt. Pflanzenzichtung sollte darauf vorbereitet sein, Losun-
gen fur zukunftige klimatische Veranderungen zu bieten. Der Fokus sollte nicht ausschliel3-

lich auf der Ertragsleistung liegen, da auch die Ertragsstabilitat entscheidend ist.
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Zum aktuellen Stand von CRISPR/Cas gehort ebenfalls die Identifizierung der Gene, die
einzelnen Pflanzeneigenschaften exprimieren, die in aktueller Forschung und fir die Zu-
kunft eine grol3e Gewichtung einnehmen. Nachfolgend wird eine aus den Interviews ent-
standene, kurze Ubersicht der angesprochenen Eigenschaften skizziert, deren Optimierung

einen Mehrwert fur die Landwirtschaft bietet:

Tabelle 5: Aktueller Stand - Optimierte Pflanzeneigenschaften

Optimierte Pflanzeneigenschaften durch Ermittlung von Gen-Funktionen

Ein weiteres, aktuelles Anwendungsbeispiel von CRISPR/Cas bezieht sich in der Grund-
lagenforschung auf die detaillierte Uberpriifung der Funktion von Genen, bei denen eine
Schlusselrolle fur Pathogen-Abwehr, Wachstum und Anpassung an die Umgebung einer

Pflanze vermutet wird (Weigel, p. 3, Zeile 1-5).

Am IPK existiert die groldte Genbank Europas mit der groten Pflanzensammlung von
Kulturpflanzen und Verwandten der Kulturpflanzen. Wissenschaftlerinnen arbeiten mit
diesem Material, um herauszufinden, wie spezielle Pflanzen funktionieren, an welchen
Positionen im Pflanzengenom Gene mit Eigenschaften vorliegen, die fur neue Sorten
relevant sind. Sobald auf solche Gene gestolen wird, I8sst sich mit CRISPR/Cas aus-
schlieBlich dieser Genzustand Ubertragen. Das ungewollte, urspriinglich gekoppelt Gen-
material bleibt zurlick. CRISPR/Cas befahigt solche gekoppelte Gene voneinander zu
trennen, was durch klassisches Kreuzen nicht moglich gewesen ware (Kumlehn, p. 9,
Zeile 1-10).

Das IPK arbeitet intensiv daran mit CRISPR/Cas Virus- und Pilzresistenzen zu entwi-
ckeln. Ergebnisse zu Virusresistenzen in Pflanzen sind vielversprechend, die Entwick-
lung von Pilzresistenzen ist bisher weniger fortschrittlich. Bisher konnte ein Resistenzef-
fekt aus historischem Material gewonnen werden (Kumlehn, p. 7, Zeile 31-32, p. 8, Zeile
5-8, 10-13).

Neben der Pathogen-Abwehr sind Nutzungseffizienz von Ressourcen sowie Reduktion
toxischer Substanzen innerhalb von Pflanzen relevant. Im Hinblick auf klimatische Ver-
schlechterungen ist es sinnvoll Pflanzen zu haben, die zu einem besseren Umgang mit
Trockenheit- und einer vermehrten Produktion von Biomasse unter suboptimaler Was-
serversorgung fuhren (Kumlehn, p. 9, Zeile 20-28, p.21, Zeile 1-10, 20-27).
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Key Message: CRISPR/Cas wird am Leibniz-Institut fir Pflanzengenetik und Kulturpflan-
zenforschung (IPK) in verschiedenen Bereichen der Pflanzenforschung eingesetzt. Dabei
geht es um die Erforschung von Genfunktionen fir Pathogen-Abwehr und Wachstum, die
Entwicklung von Resistenz gegen Viren und Pilze, die Verbesserung der Ressourcennut-

zungseffizienz bei Trockenheit und die Reduktion toxischer Substanzen in Pflanzen.
In der nachfolgenden, zweiten Kategorie sind die Ergebnisse der beiden Lebensmittelbei-
spiele zur Anwendung von CRISPR/Cas dargestellt. Im Fokus steht die Veranderung agro-

nomischer Eigenschaften, die Veranderung von Nahrungsmitteleigenschaften und die Pro-

duktion von Industrierohstoffen.

5.2.3. Lebensmittelbezogene Anwendungsbeispiele

Tabelle 6: Anwendungsbeispiel - Kartoffel

CRISPR-veranderte Kartoffeln

Bei der Kartoffel ist davon auszugehen, dass der Weg zum direkten Verzehr uber den

technischen Bereich laufen wird. Die mit CRISPR/Cas veranderten Kartoffeln wirde so-
mit vorerst als Industriekartoffel verwendet werden, wobei Erfahrungen gesammelt wer-
den konnten (Weinl, p.8, Zeile 30-35).

CRISPR/Cas konnte in der Kartoffelzlichtung vor allem fur die Produktion von Starke
oder anderen Inhaltsstoffen verwendet werden, da Konsumenten in der Regel nur zwi-
schen fest- und weichkochenden Sorten unterscheiden. Es gibt Erfahrungen mit gen-
technisch veranderten Kartoffeln, daher ist zu erwarten, dass die Einschatzung fur ge-
nomeditierte Kartoffeln ahnlich sein wird (Weigel, p. 8, Zeile 31-35, p. 9 Zeile 1, 3-4).

Die Kartoffel hat fur Europa den Stellenwert eines Grundnahrungsmittels. Fir den Rest
der Welt gilt sie als Gemisebeilage. Die sekundare weltweite Relevanz der Kartoffel liegt
auf Industrieebene, wenn es um Sektoren, wie Pommes- und Chips Produktion geht.

Industrieanwendungen fur Kartoffeln bestehen durchaus (Kumlehn, p.23, Zeile 13-18).

Die Kartoffelsorte Renate wurde durch ungerichtete Mutagenese erzeugt und aufgrund
ihrer guten sensorischen Eigenschaften fiur Pommes Frites zugelassen. Spater wurde sie
wegen einer zu hohen Solanin Produktion vom Markt genommen. Mit CRISPR/Cas

konnte eine neue Kartoffelsorte entwickelt werden, bei der die unerwinschte Solanin
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Produktion entkoppelt ist, und nur die gewunschten geschmacklichen Eigenschaften
Ubertragen werden (Kumlehn, p. 24, Zeile 31-35, p. 25, Zeile 1, 12-18)].

Die Anwendung von CRISPR/Cas fur den Kartoffelanbau konnte von besonderer Bedeu-
tung sein, insbesondere zur Bekampfung der Kraut- und Knollenfaule (P. infestans). Die
BASF hat bereits eine klassisch transgene Lésung entwickelt, bei der Resistenzgene in
historisches Kartoffelmaterial eingefuhrt werden. Die transgene Kartoffel erwies sich als
resistent, wahrend die konventionelle Kartoffel geschadigt wurde. Die resistente Kartof-
felsorte wurde moglicherweise aus Grunden fehlender Akzeptanz oder unzureichender

Leistungsfahigkeit nicht weiterverfolgt (Kumlehn, p. 25, Zeile 21-35).

Auf einem Versuchsgut in Nordrhein-Westfalen wurden sowohl resistente als auch nicht
resistente Kartoffelzellen, gezielt mit Phytophthora infiziert. Wahrend der Prasentation
der Phytophthora-Infektion wurden auch Privatpersonen auf die Moglichkeit der Nutzung
transgener Kartoffeln fir den Privatgebrauch aufmerksam. In diesem Kontext spielten
bestehende Gesetze und EU-Richtlinien fir die Konsumenten keine entscheidende
Rolle. Vielmehr war der ausschlaggebende Faktor der deutliche Vorteil, den die resis-
tente Kartoffel zur Bekdmpfung von Phytophthora bieten kdnnte (Kumlehn, p. 26, Zeile
3-7).

Key Message: Aus vorstehenden Ergebnissen geht verallgemeinernd hervor, dass sich die
CRISPR/Cas-Technologie hinsichtlich der Kartoffel insbesondere in der stofflichen Produk-
tion und in der Bekdmpfung der Kraut- und Knollenfaule eignen wirde. Die Technologie
konnte vorerst als Industriekartoffel genutzt werden, um Erfahrungen zu sammeln. Die Ent-
wicklung von neuen Kartoffelsorten, die unerwiinschte Eigenschaften entkoppeln, wie zum
Beispiel die Solanin Produktion von den gewilnschten Geschmackseigenschaften, ware

moglich.
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Es folgen die Interview Ergebnisse zu durch CRISPR/Cas genetisch veranderte Tomaten.

Tabelle 7: Anwendungsbeispiel - Tomate

CRISPR-veranderte Tomaten

Der Lebensmitteleinzelhandel bietet bereits viel Variation an Tomatensorten, weshalb
davon auszugehen ist, dass Konsumentinnen auf eine neue Tomate mit einem bestimm-
ten Vorzug ansprechen wirde und die Tomate schnell erfolgreich sein kdnnte (Weigel,
p. 8, Zeile 24-31).

Die GABA-Tomate ist ein genomeditiertes Produkt, das mithilfe der CRISPR/Cas-Tech-
nologie hergestellt wurde. Durch gezielte Genbearbeitung wurde der Gehalt an Gamma-
Aminobuttersaure (GABA) in der Tomate um das Flnffache erhoht. GABA wird als po-
tenziell gesundheitsfordernd betrachtet, jedoch fehlen klare wissenschaftliche Belege fur
beruhigende, stressreduzierende oder blutdrucksenkende Wirkungen. Die Anti-Stressto-

mate ist keine revolutionare Lésung fur globale Probleme (Kumlehn, p. 5, Zeile 17-29).

Gezielte Anwendungsbereiche in Tomaten hat das Institut fur Biologie und Biotechnolo-
gie der Pflanzen in MUnster bisher in wissenschaftlicher Kooperation mit einer brasiliani-
schen Arbeitsgruppe aus Sao Paulo auf den Weg gebracht. Ziel der Untersuchung war
es bekannte Allele aus der kommerziellen Anwendung und aus dem Landbau in einer
Wildtomate so zu modifizieren, dass die Domestizierung der Wildtomate direkt durch die
Anwendung von CRISPR/Cas realisiert— und der zeitaufwandige Umweg durch Zichtung
eingespart werden konnte. Somit wurden Gro3e und Nahrstoffgehalt der Tomate veran-
dert (Weinl, p. 1, Zeile 15-31).

Der zuvor beschriebene Sachverhalt betrifft das Experiment "De novo Domestication of
Wild Tomato using Genome Editing". Dabei wurden gleichzeitig funf verschiedene Eigen-
schaften verandert, indem mehrere Allele gleichzeitig bearbeitet wurden, was zu einem
zeitlichen Vorteil fuhrte. In der konventionellen Zuchtung ware dies aullerst schwierig

umzusetzen (Weinl, p.7, Zeile 7-17).

Konkret kann der Gehalt von Inhaltsstoffen erhdht werden, indem der Stoffwechselweg
beeinflusst wird. So kénnte ein Inhaltstoff in der Tomate wahrend der Wachstumsphase
und der darauffolgenden Auspragungsphase hochgefahren und damit quantitativ ver-

mehrt produziert werden. Das macht Sinn, sofern wahrend der Prozessierung durch Hitze

oder Druck ein Inhaltstoff drastisch abgebaut wird. In der Produktion wirde man mit

72



einem hoheren Ausgangsgehalt starten und gleichzeitig trotz des unvermeidlichen Ab-
baus mit einem hdéheren Gehalt des Stoffes im Produkt ankommen (Weinl, p. 7, Zeile 30-
35, p. 8, Zeile 1-7).

Es wird der Hauptvorteil zu sehen sein, dass mit CRISPR/Cas Inhaltsstoffe verandert
werden. Eigenschaften zu beeinflussen, von denen viele unterschiedliche Faktoren ab-
hangen, wie Ertrag und Trockenheitsresistenz, die schwieriger umsetzbar sind. In der
Zuchtung werden Eigenschaften im Prozentbereich verandert. Wenn eine Tomate 10-
mal oder 100-mal mehr gesundheitsférdernden Inhaltsstoff produziert, sind 2% - 3% we-
niger Ertrag nebensachlich, da pro Produkteinheit 20% - 40% mehr verlangt werden
kann. Insofern sind qualitative Merkmale den quantitativen vorzuziehen (Weigel, p. 8,
Zeile 6-18).

Key Message: Die essenziellen Ergebnisse zu mit CRISPR/Cas modifizierten Tomaten liegt
einerseits bei der GABA-Tomate, die mithilfe der CRISPR/Cas-Technologie hergestellt
wurde und als erstes genomeditierte Produkt eine Markzulassung erhalten hat. Es konnte
eine funffach erhohte Menge an Gamma-Aminobuttersaure (GABA) erreicht werden. GABA
wird als potenziell gesundheitsfordernd betrachtet. Dennoch sind keine klaren und wissen-
schaftlichen Belege fur ihre stressreduzierende oder blutdrucksenkende Wirkung bekannt.
Das Institut fur Biologie und Biotechnologie der Pflanzen in Munster hat erfolgreich be-
kannte Allele aus kommerziell genutzten Tomaten in Wildtomaten eingefuhrt, um GroRe
und Nahrstoffgehalt zu modifizieren. Das CRISPR/Cas-System ermdglicht eine gezielte
Veranderung von Inhaltsstoffen, was flr die Lebensmittelproduktion einige Vorteile ver-
spricht. Hierbei liegt der Fokus auf qualitativen, statt quantitativen Merkmalen, weil diese

einen hoheren Mehrwert fur die Verbraucher bieten.
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Die nachstehend aufgefiihrten Vorteile der CRISPR/Cas Technologie gelten fir die Kartof-
fel und die Tomate ebenso wie fir andere genomeditierte Pflanzen durch die CRISPR/Cas-

Technologie.

Tabelle 8: Anwendungsbeispiel - Vorteile

Vorteile
Es lasst sich prazise und gezielter arbeiten, was zum schnelleren Erreichen der Ldsung
fihrt (Kumlehn, p20, 32-34).

Es kdnnen wissenschaftliche Fragestellungen schneller realisiert werden und es kann zu
einer schnelleren Anwendung kommen. Klassische Ziichtungsmethoden hingegen bend-
tigen auch durch lange Generationszeiten Jahrzehnte lang bis eine Umsetzung mdglich
ist (Weinl, p.7, Zeile 17-21).

Resistenzen aus historischem Material in moderneres Material einzukreuzen ist schwie-
rig, da schlechte Eigenschaften des historischen Materials in das moderne Material Uber-
fuhrt werden. Es dauert zwei bis drei Jahrzehnte, bis die ungewollten Eigenschaften riick-
gekreuzt sind. Genom-Editierung umgeht dieses Hindernis und bringt den entscheiden-
den Vorteil einen bestimmten Genzustand zu Ubertragen, sofern dieser bekannt ist (Kum-
lehn, p. 8. 22-35, p. 9, Zeile 1).

Es bendtigt nur zwei Generationen der urspringlich mit CRISPR/Cas beimpften Pflan-
zenzelle, um ein vollstdndig neues Pflanzenprodukt zu erhalten (Weinl, p.2, Zeile 35-36,
p. 3, Zeile 1). Die Enzyme fallen heraus und sind nicht mehr nachweisbar (Weinl, p. 13,
Zeile 32).

Es Iasst sich die Funktionsfahigkeit von einer Genvariante fur viele verschiedene Sorten
einfach und schnell Uberprifen, denn nicht jede Genvariante funktioniert gleich gut in
jeder Sorte. Dies stellt einen weiteren Vorteil dar, der den Erhalt der lokalen genetischen
Diversitat betrifft (Weigel, p. 7, Zeile 12-24).

Key Message: Die praziserer und schnellere Lésungsfindung steht, im Vergleich zur klas-
sischen Zichtung erneut im Vordergrund. Unerwiinschte Eigenschaften aus historischem
Material konnen umgangen werden. Die Funktionsfahigkeit von Genvarianten ist einfach zu

Uberprifen, sodass die genetische Vielfalt besser erhalten bleiben kann.
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Die Frage, ob sich genomeditierte Tomaten fur den direkten Verzehr oder fur die Weiter-

verarbeitung eignen beurteilen folgende Aussagen.

Tabelle 9: Anwendungsbeispiel - Direkter Verzehr oder weiterverarbeitete Produkte

Direkter Verzehr oder weiterverarbeitete Produkte

Tomaten, die mit CRISPR/Cas hergestellt werden eignen sich primar fur den direkten
Verzehr, da es wahrscheinlicher ist, dass qualitative Unterschiede erzeugt werden. Bei
weiterverarbeiteten Produkten, wie zum Beispiel Tomatenmark sind Ertrag und feste In-
haltsstoffe Parameter, die gemessen werden und Ziel quantitativer Ziichtung sind. Ahn-

lich ware es bei Raw-Crops, wie Mais und Weizen (Weigel, p. 10, Zeile 6-10).

Keiner der beiden Anwendungsmaoglichkeiten, sowohl die des direkten Verzehrs als auch
die der Weiterverarbeitung von mit CRISPR/Cas hergestellten Tomaten ist relevanter als
die andere einzuschatzen. Je nach Fragestellung ist es ohne Vorbehalte zu beflrworten,
genetisch veranderte Tomaten, direkt der Erndhrung zuzufuhren oder weiterzuverarbei-
ten (Kumlehn, p. 27, Zeile 9-10, 15-16).

Wahrend des Herstellungs- und Weiterverarbeitungsprozesses von mit CRISPR/Cas
veranderten Tomaten sind keine gesonderten MaRnahmen oder spezielle Faktoren von

Bedeutung, die im Lebensmittelbetrieb zu beachten sind (Weinl, p.14, Zeile 26-33).

Key Message: Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass sich mit CRISPR/Cas hergestellte
Tomaten hauptsachlich fur den Direktverzehr eignen, da eher qualitative Unterschiede
adressiert werden. Bei der Weiterverarbeitung wir tendenziell quantitative Zuchtung ange-
strebt. Je nach Fragestellung miussen die Anwendungsmoglichkeiten nach Bedurfnissen

und Zielen ausgerichtet werden.
Im weiteren Verlauf wird die Sicherheit des CRISPR/Cas-Systems hinsichtlich der Anwen-

dung bei Pflanzen und daraus potenziell entstehenden Lebensmitteln naher beleuchtet. Die

Lebensmittelsicherheit stellt die dritte Kategorie der interviewbasierten Ergebnisse dar.
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5.24. Lebensmittelsicherheit

Tabelle 10: Lebensmittelsicherheit - Allgemein

Allgemein

Die Lebensmittelsicherheit von mit CRISPR/Cas hergestellten Pflanzen ist nicht gefahr-
licher als jede andere Zichtungsmethode auch. Sie sind von einem Wild-Typ oder einer
anderen Pflanze nicht zu unterscheiden, denn auf3er der Mutation verbleibt nichts im Or-
ganismus. Die Mutation hatte rein theoretisch auf naturlichem Wege entstehen konnen
Der Fokus liegt allein auf der Veranderung der Eigenschaften, die nach sorgfaltiger An-

wendung, keinen weiteren Nebeneffekt erzeugen (sollten) (Weinl, p.11, Zeile 13-28).

Heute weil® man sehr viel uber Gene. Die Wahrscheinlichkeit inwieweit ein Problem auf-
treten konnte ist sehr gut einschatzbar. Wird gezielt ins Genom eingegriffen, um die Re-
sistenz gegen einen Schadling zu erhéhen, erfolgt das mit einem Gen, dessen Funkti-
onsweise, auf welche Weise die Resistenz zustande kommt, bekannt ist. Dadurch ist die
Lebensmittelsicherheit von Genome Edits hoher als die von konventionellen Zuchtungs-
verfahren (Weigel, p. 10, Zeile 15-29).

Key Message: Der allgemeine Abschnitt zeigt Statements, in denen die Lebensmittelsicher-

heit von den Experten als positiv eingestuft wird.
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Nachfolgend sind die Ergebnisse zu Risiken, hinsichtlich der Lebensmittelsicherheit aufge-
fuhrt.

Tabelle 11: Lebensmittelsicherheit - Risiken

Risiken

Bei der konventionellen Zuchtung erkennt man schnell, dass durch Kreuzung verschie-
dener Sorten Millionen von Interaktionen zwischen noch nie getesteten Genen resultie-
ren. Es werden 1000de von Genen zeitgleich verandert. Die Wahrscheinlichkeit und das
damit verbundene Risiko, dass an dieser Stelle neue Effekte entstehen, ist viel groRer
als bei Genschnitttechnologien, wie CRISPR/Cas, bei dem ein einzelnes Gen verandert
wird (Weigel, p.5, Zeile 2-22).

Mit der ,Schrotflinte” ins Genom zu schief3en und viele unvorhersehbare Veranderungen
zu induzieren, erklare man fur weitgehend sicher. Neue Methoden, bei denen im Detail
vorhersehbar ist, welche Veranderungen entstehen, werden als gefahrlicher hinsichtlich

Risiken und des allgemeinen Gefahrenpotenzials eingestuft (Kumlehn, p. 3, Zeile 31-35).

Bei klassischen gentechnischen Verfahren, in denen Fremd-DNA in den Zielorganismus
eingebracht wird, wie zum Beispiel bei der T-DNA Insertionen verbleiben Insertionsmar-
ker. Diese lassen sich durch weitere Anschlussverfahren eliminieren. Dieser Nebeneffekt
ist somit kontrollierbar. CRISPR/Cas verwendet keine Fremd-DNA. Diese Problematik
besteht nicht (Weinl, p.12, Zeile 4-8).

Die Punktmutation wird durch Sequenzieren des DNA-Abschnittes Gberprift und es be-
darf keines weiteren Schrittes. Es besteht nicht die Gefahr eines Fremd-DNA Riickstan-
des (Weinl, p. 12, Zeile 8-10).

Auf der methodischen Seite sind keine Risiken zu nennen. Welche Effekte eine Mutation
in der Pflanze hervorruft, wird im Experiment wahrend der Bewertung und Uberpriifung
der Pflanze ersichtlich. Es wird festgestellt, ob die eingefuhrte Mutation die Merkmale
hervorruft, die erzielt werden sollten. Dieser Nachweis ist bei allen Zichtungsverfahren,

auch bei klassischen Zichtungen, obligatorisch (Weinl, p. 12, Zeile 17-23).

Im Extremfall besteht das Risiko, dass die gewilinschte Eigenschaft mit einer negativen

Eigenschaft oder einem toxischen Stoff gekoppelt ist, der daraufhin nachweislich von der

angestrebten Mutation getrennt werden musste. So ein Ausnahmefall ist nicht der
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Standard und kann wiederum sowohl bei CRISPR/Cas als auch bei anderen Zichtungs-

verfahren nicht zu 100% ausgeschlossen werden (Weinl, p. 12, Zeile 23-27).

Jeder der zuchterisch arbeitet muss den Erfolg seiner Veranderung nachvollziehbar do-
kumentieren, bewerten und nachweisen, dass keine negativen Auswirkungen auftreten.
Das ist nicht von der Methode abhangig. Da birgt CRISPR/Cas keine zusatzliche Gefahr-
dung (Weinl, p. 12, p.13, Zeile 1-6).

Die Methode, lasst im Nachgang mehr Spielraum flr den Evaluierungsprozess zu, der

im ldealfall zu einem kommerziell nutzbaren Produkt fihrt (Weinl, p. 12, p.13, Zeile 6-9).

Das Risiko ist insgesamt sehr gering, weil das Verstandnis von Biologie hinsichtlich Ge-
netik und Gentechnik Uberaus weitreichend ist. Eine Technologie, die zu 100% risikofrei
ist gibt es trotzdem nicht. Das Risiko, dass bei der konventionellen Zichtung schadliche
Organismen entstehen, ist bereits gering. Mit CRISPR/Cas ist das ohnehin schon geringe

Risiko noch geringer und kontrollierbarer (Weigel, p.12, Zeile 1-5)

Das Designen der Kartoffel, wirde sie nicht seit Tausenden von Jahren Existieren, ware
unter den Gesichtspunkten der Gentechnik-Diskussion, heute wahrscheinlich nicht zu-
lassig. Die Kartoffel bildet den Giftstoff Solanin, sobald sie Licht ausgesetzt ist. Fur Er-
wachsene kann es zu starken Magenverstimmungen kommen, fur Kleinkinder kann es
zu neurologischen-, HK- und Atmen Problemen fuhren. Keiner wirde aufgrund dieses
Risikos den Verzehr von Kartoffeln unterbinden (Weigel, p. 11, Zeile 4-19, 28-29, 32-34).

Selbstverstandlich besteht das Risiko, dass etwas Unvorteilhaftes entsteht. Dieses Ri-
siko ist bei genomeditierten sowie klassisch transgenen Pflanzen nicht hher als bei allen
anderen Pflanzen auch (Kumlehn, p.15, Zeile 22-25). Der Ausgangspunkt muss sein,
dass jede genetische Veranderung unerwartete Ereignisse hervorrufen kann. Es sollte
nicht ausschlief3lich von Risiken bei genomeditierten Pflanzen gesprochen werden (Kum-
lehn, p. 17, Zeile 27-28).

Key Message: CRISPR/Cas verwendet keine Fremd-DNA, was das Risiko von Insertions-
markern und Fremd-DNA-Rickstanden eliminiert. Die Risiken sind gering und vergleichbar
mit anderen Zuchtungsverfahren. Das Risiko bei genomeditierten Pflanzen ist somit nicht
héher als bei klassisch transgenen oder anderen Pflanzen. Jede genetische Veranderung

birgt potenziell unerwartete Ereignisse. Die Gesamtrisiken bleiben gering und kontrollierbar.
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Folgende Tabelle bietet Losungsansatze in welchem Rahmen identifizierte Risiken Uber-

pruft werden mussen.

Tabelle 12: Lebensmittelsicherheit - Risikoprifung

Risikoprifung

Der Anbau von gentechnisch veranderten Pflanzen ist in der EU untersagt. Erfahrungs-
werte in der Nutzung und im Feld sind von grol3er Bedeutung. CRISPR/Cas ist gut er-
forscht und grofle Unterschiede zwischen Labor und Feld werden nicht erwartet. Den-
noch muss Uberpruft werden, ob das Bewahrte unter kontrollierten Bedingungen auch im
Feld praktikabel ist und die Eigenschaften stabil umgesetzt werden kdnnen. Die Statistik
legt fest, ob ein Zustand besser als vorher ist. Die groReren Flachen im Feld sind die
Bewertungsgrundlage, weshalb Feldversuche fur die Produktivitatspriafung und fur den

Vergleich mit anderen Methoden unerlasslich sind (Weinl, p.9, Zeile 1-17).

Den rechtlichen Hintergrund aulleracht gelassen ist eine Risikoprifung von mit
CRISPR/Cas hergestellten Organismen nicht zwangslaufig erforderlich. Dies begriindet
sich durch die Methode. Wahrend der Anwendung der Methode wird sichergestellt, dass
keine weiteren Mutationen auftreten und der Organismus sicher ist. In der Regel integriert
das erforderliche Zulassungsverfahren der jeweiligen Sorte die Abschatzung potenzieller
Risiken bereits. Mit der Entscheidung der Zulassung wird bestatigt, dass von der Pflanze
keine Gefahr ausgeht (Weinl, p. 14, Zeile 4-11).

Rein wissenschaftlich musste gesagt werden, dass die Technik akzeptiert, angewendet

und zugelassen werden kann und eine Kontrolle nicht erfolgen muss (Weinl, p. 15, Zeile
6-8).

Pflanzen oder Tiere, die durch genetische Veranderungen entstehen, mussen einer Pri-
fung unterzogen werden. Bei Pflanzen ist es die Sortenzulassung. Gerade bei Risiken,
die im Laufe der Zeit, wie das Allergiepotenzial, aufkommen, (Kumlehn, p. 17, Zeile 28-
33) ist der Ausbau der Sortenzulassung auch fir genomeditierte Pflanzen interessant

und eine einfache Losung (Kumlehn, p. 17, Zeile 18-19).

Prinzipien, wie Hazards systematisch ausgeschlossen werden kdnnen sind in der Sor-
tenzulassung integriert und konnten erweitert werden. Risiken werden vor der Sortenzu-
lassung immer berucksichtigt, unabhangig davon, auf welche Art und Weise eine gene-

tische Veranderung entstanden ist (Kumlehn, p.16, Zeile 24-33).
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Key Message: Feldversuche sind wichtig, damit veranderte Eigenschaften gepruft werden
konnen. Eine =zugeschnittene Risikoprufung fur veranderte Organismen, die mit
CRISPR/Cas hergestellt wurden ist nicht immer erforderlich, denn die Methode birgt fur
gewohnlich keine weiteren ungewunschten Mutationen. Die Sortenzulassung weiter auszu-
bauen kdnnte potenzielle Risiken abdecken, da sie bereits Gefahren unabhangig von der

Art der genetischen Veranderung abdeckt.
Das Prinzip des CRISPR/Cas Systems ist in weiterentwickelten Technologien integriert und
angewendet. Nachstehend wir eine dieser Technologien naher im Hinblick auf Sicherheit

naher erlautert.

Tabelle 13: Lebensmittelsicherheit - Aufbauende Technologien

Aufbauende Technologien

Seit der Entdeckung der Methode besteht ein fortlaufend technologischer und wissen-
schaftlicher Fortschritt, hinsichtlich CRISPR/Cas, sodass jlingere Versuche und neuere

Anwendungen spurbar praziser sind (Weinl, p.2, Zeile 27-30).

Mit Technologien, wie Prime Editing ist der Zugewinn an Sicherheit deutlich spurbar. Das
Hauptproblem war das Auftreten von off-target Mutationen. Hierbei findet die Guide-RNA
den zu verandernden Genabschnitt, nimmt die Modifikation vor, verandert jedoch gleich-
zeitig Genabschnitte, die der Zielsequenz sehr dhnlich sind. Somit birgt die induzierte
neue Eigenschaft die Gefahr einen nicht beabsichtigten Effekt hervorzurufen. Prime Edi-
ting trifft den Locus, der verandert werden soll viel sicherer als die klassische Methode
(Weinl, p. 13, Zeile 15-31).

Die Sicherheit einer Methode hangt stark von dem Verstandnis der zugrunde liegenden
Prozesse ab. Bei héher entwickelten Verfahren ist es mdglich Gene herunterzuregulie-
ren, sodass Mutationen vorhersehbarer werden. Ein anschaulicher Vergleich verdeutli-
chen Medikamente und ihre Nebenwirkungen. Ein umfassendes Verstandnis Uber die
Wirkungsweise eines Medikaments, verstarkt die Sicherheit enorm. Bindet ein Medika-
ment ausschliellich an ein einziges Protein der 30.000 im menschlichen Korper existie-
renden Proteine, sind die Nebenwirkungen viel vorhersehbarer, als wenn es an 200 ver-
schiedene Proteine bindet (Weigel, p. 12, Zeile 12-22).
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Key Message: Weiterentwickelte Technologien, wie Prime Editing bieten einen grofen Zu-
gewinn an zusatzlicher Sicherheit durch die Reduktion an auftretenden off-target Mutatio-
nen. Der Sicherheitsgrad einer (biotechnologischen) Methode wird malRgeblich dadurch be-
stimmt, wie gut (molekularbiologische- und biochemischen) Prozesse durchdrungen wer-

den.

5.2.5. Lebensmittelrechtliche Zuordnung
Die lebensmittelrechtliche Beurteilung von CRISPR/Cas stellt die vierte und letzte Hauptka-

tegorie, die aus den Interviews hervorgeht, dar. Zunachst wird die rechtliche Situation auf

globaler Ebene dargestellt.

Tabelle 14: Lebensmittelrecht - Umgang mit Genome Edits aul3erhalb der EU

Umgang mit Genome Edits auBerhalb der EU

Lander aulRerhalb der EU, wie Nordamerika und Kanada, sind ergebnisoffener aufgestellt
und besitzen einen klaren technologischen Vorteil. China und Japan haben ihre ideolo-
gischen Bedenken gegenuber konventioneller Gentechnik uberwunden und sind in dem
Bereich der Genom-Editierung fiihrend. Grol3 Britannien hat durch geringere Zulassungs-

hdrden ebenfalls die Chance Know-how aufzubauen (Weigel, p. 30-34, p. 6, Zeile 1-15).

Lander, die mit Genom-Editierung nachhaltiger produzieren kénnen und somit Bioquali-
tat, wie China erreichen, haben einen eindeutigen Vorteil gegenuber der Landwirtschaft
in Europa (Weigel, p. 6, Zeile 31-34, p. 7, Zeile 1-2).

Deutschland und die EU sind hinsichtlich Genome Editing und CRISPR/Cas bisher nicht
zurtckgelassen und vom Forschungsstand abgeschnitten. Es existieren weltweit unter-
schiedliche, wissenschaftsgetriebene Starken. Dennoch besteht die Problematik der Re-
gulierung. Trotz des Versuchs einer Uberarbeitung der Gentechnikgesetzgebung gehen
andere Lander deutlich schneller mit der Novellierung vor. In der EU wird Genome Editing

ausgebremst (Kumlehn, p. 12, Zeile 16-24).

Key Message: Die EU und Deutschland sind im Vergleich zu anderen Landern weniger
fortschrittlich, wahrend Lander wie China und Japan technologisch fiihrend sind. Die Regu-
lierung in der EU fuhrt zu einer Verzogerung in der Forschung. Viele Lander sind schneller
bei der EinflUhrung neuer Gesetze und ziehen daraus ihren Vorteil in der Forschung und
Anwendung von CRISPR/Cas.
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Im Weiteren bieten die Aussagen der Interviewpartner einen Uberblick zu der rechtlichen

Situation innerhalb der EU-Grenzen.

Tabelle 15: Lebensmittelrecht - Umgang mit Genome Edits innerhalb der EU

Umgang mit Genome Edits innerhalb der EU

Die Gleichstellung von CRISPR/Cas mit allen anderen gentechnischen Methoden stellt
eine enorme Einschrankung fur Forschende dar, die sich in Europa anwendungsspezi-
fisch bewegen. Es entstehen grofde Nachteile gegenliber Landern, die an Lésungen ar-
beiten und bei denen die Gesetzgebung zu Genome Edits weniger reguliert ist. In Europa

existieren keine anwendungsbezogenen Forschungen (Weinl p. 4, Zeile 34-35).

Das Urteil uber die Gleichstellung von genomeditierten Pflanzen mit konventioneller Gen-
technik beruht auf einer Gber 20 Jahre alten Direktive. Der Begriff "Gentechnik" wird heute
oft auf modernere Eingriffe beschrankt. Daraus ergeben sich zwei Gruppen mit unter-
schiedlichem Gefahrenpotenzial. Mutagenese-Verfahren, die das genetische Material ei-
ner Pflanze verandern, fallen laut Gesetz unter die Klassifizierung der GVOs. Ungerich-
tete Mutagenese wird seit Jahrzehnten beanstandungslos angewendet und wird rechtlich
mit konventionellen Zichtungsverfahren gleichgestellt. Somit ist das Verfahren von der
Gentechnik-Regulierung ausgeschlossen. Zugelassene GVOs konnen daher in Lebens-
mitteln ohne spezielle Kennzeichnung enthalten sein (Kumlehn, p. 3, Zeile 15-29, Weigel,
p. 13, Zeile 34-35, p. 14, Zeile 1-11, 31-35).

Der Grofteil der angebauten Sorten enthalt ungerichtete Mutagenese, wovon wir massiv
profitieren und die Zuchter weiterhin anwenden. Durch den Sonderstatus der ungerich-
teten Mutagenese werden Organismen, die aus ihr entstehen, als GMOs bezeichnet,

werden jedoch nicht reguliert (Kumlehn, p.14, Zeile 21-29).

GVOs, die durch modernere Techniken, wie Genome Editing erzeugt werden, stellen die
zweite Klasse von GVOs dar und gelten gemafly dem Urteil als wenig erforscht, es fehlt
die ausschlaggebende Erfahrung. Sie mussen reguliert werden. Aus heutiger Sicht ist

dieser Sachverhalt nicht nachvollziehbar (Weigel, p. 14, Zeile 11-22).

Bevor das EU-Urteil von 2018 ausgesprochen wurde, gab es ein Vorgutachten von einem

Generalstaatsanwalt, der empfahl, Genom-Editierung wie ungerichtete Mutagenese aus

der Gentechnik-Regulierung herauszunehmen und gleichzustellen. Der Vorschlag
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scheiterte unter anderem aufgrund von sehr aktiven Lobbygruppen (Kumlehn, p.15,
Zeile1-10,15-16).

Es gibt keine Rechtfertigung des Urteils des EuGHs von 2018 zu der Gleichstellung von
genomeditierten Pflanzen und gentechnisch veranderten Organismen. Genomeditierte
Pflanzen insbesondere Organismen, die mit CRISPR/Cas erzeugt werden, sind statt mit
Transgenese- einer konventionellen Pflanze gleichzustellen, denn ob die genetische Ver-
anderung durch Zichtung, Selektion oder durch spezifische Veranderungen hervorgeru-
fen wurde, ist nicht unterscheidbar (Weinl, p. 15, Zeile 23-28).

Die starke Abgrenzung zwischen Genome Edits und mutagenisierten Pflanzen stellt eine
Aufforderung an die Politik dar, das Gesetz zu Uberarbeiten, was aktuell, seitens der Po-

litik aufgenommen wird und teilweise auf Zuspruch stoRt (Weigel p. 15, Zeile 6-7).

Die Gleichstellung von CRISPR/Cas mit anderen gentechnischen Methoden in Europa fuhrt
zu Nachteilen fur Forscher im Vergleich zu Landern die weniger reguliert sind und anwen-
dungsbezogene Forschung betreiben. Dahingegend ist die rechtliche Unterscheidung zwi-
schen genomeditierten Pflanzen und solchen, die durch ungerichtete Mutagenese entstan-

den sind, ebenfalls fragwurdig.
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Wie mit der Kennzeichnung verfahren werden kann, zeigen folgende Interviewergebnisse:

Tabelle 16: Lebensmittelrecht - Kennzeichnung

Kennzeichnung

Der Hersteller und auch der Handel missen klaren, ob eine Kennzeichnung obligatorisch
oder freiwillig ist und inwieweit der Verbraucher Gber die Anwendung der Technologie
informiert werden muss. Wirde CRISPR/Cas kennzeichnungspflichtig, misste im Vor-
feld durch ein (Routine)-Labor die jeweilige Mutation durch Sequenzierung nachgewie-
sen werden, was technisch nicht sinnvoll umsetzbar ist (Weinl, p.14, Zeile 34-35, p.15.
1-8).

Die Diskussion um die Kennzeichnungspflicht genomeditierter Produkte unter Forschern,
ist kontrovers. Eine Kennzeichnung ist wenig sinnvoll. Vielmehr wirde das Potential po-
sitiver Kampagnen einen Nutzen bringen, wenn mit Satzen, wie: ,Genome Edits tragen
zu gesunderen Inhaltsstoffen in Lebensmitteln bei“ geworben werden durfte (Weigel, p.
13, Zeile 21-27).

Aus Verbrauchersicht sollte eine Kennzeichnung anfangs da sein. So kann ein Bewusst-
sein geschafft werden. Zuletzt entscheidet der Markt, ob eine Einfihrung lohnend fur den

Produzenten verkauft- und vermarktet werden kann (Weinl, p. 16, Zeile 5-18).

Europa und Neuseeland sind die einzigen Lander die Genom-Editierung strickt regulie-
ren, wahrend in den meisten anderen Landern kleine Veranderungen von der Regulie-
rung ausgenommen sind. Eine Veranderung in Europa ist dringend notwendig, da ge-
nomeditierte Pflanzen nicht erkannt werden kdnnen. Labore, die auf transgene Produkte
testen sind nicht in der Lage, genomeditierte Produkte zu identifizieren da die spezifi-
schen Veranderungen bekannt sein mussen, um geeignete Nachweisverfahren entwi-
ckeln zu kdénnen. Ein widerspruchlicher Rechtsrahmen entsteht indem einerseits der Ver-
trieb verboten ist und andererseits keine Einfuhrkontrolle dieser Produkte besteht (Kum-
lehn, p.12, Zeile 27-34, p. 13, Zeile 1-13, 19-24).

Fur die Zukunft bedeutet das, dass genomeditierte Produkte nicht ausgeschlossen wer-
den konnen, weil sie als solche nicht gekennzeichnet sind. Entscheiden sich Unterneh-

men flr eine freiwillige Kennzeichnung, ist eine Uberpriifung/Unterscheidung von den

restlichen Produkten aktuell unmaoglich (Weigel, p. 7, Zeile 2-5).
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Key Message: Die Frage der Kennzeichnung von genomeditierten Produkten ist umstritten.
Die technische Umsetzung einer Kennzeichnungspflicht fur CRISPR/Cas ist herausfor-
dernd und wenig sinnvoll. Ein Bewusstsein bei Verbrauchern kann jedoch durch anfangli-
che Kennzeichnung geschaffen werden. Die fehlende Kennzeichnung von genomeditierten
Produkten flhrt zu einem widerspriichlichen Rechtsrahmen in der EU und erschwert die
Identifizierung dieser Produkte. Zudem wiurden freiwillige Kennzeichnungen eine Unter-

scheidung der Produkte erschweren.

Inwieweit mit einer Zulassung von CRISPR/Cas zu rechnen ist werden folgende Ausfuh-

rungen der Experten prasentieren.

Tabelle 17: Lebensmittelrecht - Zulassung

Zulassung

Eine Zulassung von genomeditierten Produkten ist aktuell schwierig und unrealistisch,
hauptsachlich aufgrund von ideologischen Hurden. Eine Zulassung und Nutzung waren
forderlich fur die EU, da Bevdlkerungswachstum und begrenzte landwirtschaftliche Fla-
chen eine erhohte Produktion erfordern. Die klassische Zichtung kann nicht schnell ge-
nug reagieren, um diesen Herausforderungen gerecht zu werden (Weinl, p. 17, Zeile 8-
21).

Eine Mehrheit in Brussel, die sich fir ein Herabsetzen der Regulierungshéhe von Ge-
nome Edits einsetzt, kann prognostiziert werden. Die EU kénnte den Mitgliedstaaten die
Entscheidung Uberlassen, wie sie mit Genome Edits umgehen mdéchte, was jedoch zu
fehlender Abstimmung und mangelnder Koordination sowie der Durchsetzung des Maxi-
malstandards fihren wirde. Ein angemessener Gesetzesentwurf zur Regulierung wirde
auf dem Vorsorgeprinzip basieren. Die Gefahrenvorsorge muss jedoch abhangig von
dem Risikopotenzial der jeweiligen Methode erfolgen. Dadurch konnten Zeit, Geld und

Ressourcen effizient eingesetzt werden. (Weigel, p.15, Zeile 13-28).

Die Einfuhrung von Safety Levels, ware eine Moglichkeit Gber die (De)-Regulierung von
Gentechnik zu unterscheiden. Safety Levels finden bereits Anwendung bei der Zulassung
von gentechnischen Laboren. Das Prinzip der einmaligen Einstufung beruht darauf, wel-
che Organismen als Promotoren und Rezeptoren fungieren. Im Fokus steht die Sequenz,
die aus einem Gen entnommen wird, sowie der Organismus, in den sie eingefugt wird.

Gepruft wird, inwieweit das entnommene Gen ein Pathogen fur Pflanze oder Mensch

darstellt. Darauf folgt die Einstufung in Safety Level 1-4. Es wird objektiv beurteilt, in
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welchem Sicherheitsrahmen gearbeitet werden muss, um dem jeweiligen Gefahrenpo-
tenzial gerecht zu werden (Kumlehn, p. 18, Zeile 28-33, p. 19, 4-7, 13-26).

Wie bereits bei der Thematik der Risiken angesprochen wurde existiert das Sorten-
schutzgesetz. Eine naheliegende Losung konnte die Integration von genomeditierten
Pflanzen in das bestehende Sortenschutzgesetzt darstellen. Sofern die Industrie Ge-
nome Editing mit konventioneller Zichtung gleichstellt, durften entsprechend genomedi-

tierte Pflanzen keinen hoheren Schutz erhalten (Weigel, p. 13, Zeile 8-14).

Alle Sorten, die fur Anbau und Vertrieb zugelassen werden, mussen das Sortenzulas-
sungsverfahrens durchlaufen (Kumlehn, p. 15, Zeile 25-26, 28-29). Jede neue Sorte
muss von Zuchtungsfirmen mit Vorteilen gegenuber bestehenden Sorten gerechtfertigt
werden. Fur Genome Editing misste das ebenso gelten und nachvollziehbar sein mit

welchem Grund jeweiliges Gen verandert wird (Weigel, p. 12, Zeile 29-33).

Die Sortenzulassung konnte die systematische Abdeckung des Allergiepotentials mitauf-
nehmen. Bei genetischen Veranderungen besteht verallgemeinernd das Risiko allergi-
sche Reaktionen auszulésen, was bereits erwahnt wurde. Eine Uberarbeitung der Sor-
tenzulassung kdnnte genomeditierte Pflanzen einwandfrei integrieren (Kumlehn, p. 15,
Zeile 22-35, p. 16, Zeile 1-7).

Die Einordnung genomeditierter Pflanzen zu der Kategorie Novel Food ist eine schlus-
sige Grundidee. Hierbei wurde der Faktor des Allergiepotentials gut aufgenommen wer-
den. Die Problematik bei neuen Sorten, die es nicht zur Anbauzulassung schaffen, liegt
oft in der Identifikation sowie der Akkumulation toxischer Substanzen, die in vielen Fallen

nicht relevant sind (Kumlehn, p. 16, Zeile 9-19).

Das Gentechnikgesetz soll besondere Gefahren zu genetisch verandertem Pflanzen re-
duzieren und/oder ausschliel3en. Es bewertet spezifische Risiken aus zu beurteilenden
Organismen. Sollte fur Genome Edits eine Grundbeurteilung gesetzlich vorgeschrieben
werden, wirde beleuchtet werden, inwieweit ein bestimmter Teil des veranderten Orga-
nismus Schaden anrichten kann. Ungeklart bleibt, ob und wann eine Gesetzeserweite-
rung erfolgt. Werden eigene Losungen angewendet oder wird das Verbot des Vertriebs
genomeditierter Pflanzen fur importierte Ware ausgenommen? (Kumlehn, p. 13, Zeile 24-
28, p. 19, Zeile 30-35, p. 20, Zeile 1-2).
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Key Message: Eine Zulassung von genomeditierten Produkten ist basierend auf der beste-
henden Rechtslage in der EU unwahrscheinlich, obwohl sie in Anbetracht des Bevodlke-
rungswachstums und begrenzter landwirtschaftlicher Flachen von groRem Nutzen sein
kann. Eine Mehrheit in Brissel konnte fiir eine Lockerung der Genome-Editing-Regulierung
eintreten. Die Einfuhrung von Safety Levels konnte die Gentechnik-Regulierung beeinflus-
sen. Die Integration von genomeditierten Pflanzen in das Sortenschutzgesetz und/oder der
EinfGhrung von Safety Levels waren mogliche Losungsansatze. Die Sortenzulassung
konnte das Allergiepotential abdecken und die Einordnung von genomeditierten Pflanzen
zu Novel Food ist sinnvoll. Das Gentechnikgesetz bewertet Risiken von veranderten Orga-

nismen, aber Fragen zur moglichen Erweiterung bleiben offen.
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6. Diskussion
6.1. Methoden Diskussion

Die Anwendung der zwei Methoden hat zu einem umfangreichen Ergebnisteil gefuhrt. Her-
ausforderungen wahrend der Literaturrecherche ergaben sich wahrend der Suchstrategie,
da durch den Einschluss zweier Lebensmittel, die Publikationszahlen trotz der Festlegung
von Ein- und Ausschlusskriterien sehr hoch ausfielen. Trotzdem war es sinnvoll, die Publi-
kationen landerspezifisch nicht einzugrenzen, da somit ein grotmdglicher Anwendungs-

bereich weltweit abgebildet werden konnte.

Was die Interviewmethode anbelangt konnten sehr bereichernde Schlussfolgerungen ge-
zogen werden. Die Analyse der Daten gestaltete sich am herausforderndsten, da der Inter-
viewleitfaden teilweise schwer einzuhalten war, sodass sich das Herausfiltern vergleichba-

rer Ergebnisse als zeitintensiv herausstellte.

Die Methode hat sich fur ein Thema, das auf politischer, wissenschaftlicher, technologi-
scher, wirtschaftlicher und gesellschaftlicher Ebene diskutiert wird, als nutzliche Methode
herausgestellt. Die Interviews kdnnen dazu beitragen, dass in den genannten Bereichen
mehr Klarheit entsteht und vor allem in der breiten Bevolkerungsschicht bestehende Unsi-
cherheiten reduziert werden. Es ist anzumerken, dass durch die qualitative Interviewform
Gutekriterien, wie Validitat und Reliabilitat schwierig anzuwenden waren und die Qualitat
der Interviews uneindeutig bleibt. Da ausschlielich drei Interviews zustande kamen, ist der
Stichprobenumfang sehr begrenzt und kann nicht auf die Grundgesamtheit und somit nicht

auf Deutschland oder die EU Ubertragen werden.

6.2. Ergebnis Zusammenfassung

Die Ergebnisse der Literaturrecherche zeigen, dass es gelungen ist, relevante Lésungsan-
satze fur die Entwicklung stabiler Pflanzeneigenschaften in Kulturpflanzen wie S. tubero-
sum und S. lycopersicum darzustellen. Der Hauptanwendungsbereich der CRISPR/Cas-
Technologie in der Pflanzenziichtung hat durch Genbearbeitung mal3geblich dazu beige-
tragen, vorteilhaftere Merkmale in pflanzlichen Organismen hervorzubringen. Es zeigte
sich, dass die Adressierung von Genen, Eigenschaften in Kartoffeln und Tomaten veran-
dern konnte. Es ist mdglich gewesen einen umfassenden, wissenschaftlich fundierten und
aktuellen Uberblick tiber die Anwendung der Technologie und das zugehérige Forschungs-
feld zu erarbeiten, sodass der erste Teil der Forschungsfrage beantwortet werden konnte.
Die wesentlichen Ergebnisse aus der Literaturrecherche werden folgend zusammenge-

fasst.
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Solanum tuberosum

Fur die Anwendungsbereiche der CRISPR/Cas-Technologie zur Bearbeitung unterschied-
licher Pflanzeneigenschaften haben sich fur Kartoffel sechs wesentliche Bereiche heraus-

kristallisiert.

Hinsichtlich der Beeinflussung des Nahrwertes mit CRISPR/Cas, konnten in Kartoffeln Mu-
tationen erzeugt werden, die zu einer geringeren PPO-AKktivitat fuihrten. Eine Reduktion der
enzymatischen Braunung konnte festgestellt- und geschmackliche Beeintrachtigungen so-

wie Nahrwertverlust verhindert werden.

Die Anwendung der CRISPR/Cas-Technologie tragt dazu bei, die Qualitat von Kartoffeln
wesentlich zu verbessern. Die Acrylamidproduktion, die durch CIS erhoht wird, kann redu-
ziert werden. Kartoffelpflanzen werden vor CIS geschuitzt, indem entsprechende Gene, die

die Invertase vorantreiben, gezielt gestort werden.

Zu der Veranderung der Pflanzenarchitektur bei Kartoffeln ist hauptsachlich das optische
Erscheinungsbild zu nennen. Es werden Farbveranderungen fur die verarbeitende Industrie

durch die Beeinflussung von Genen, die den Carotinoidgehalt regulieren bewirkt.

CRISPR/Cas ist eine wirksame Methode, um die Bildung toxischer SGAs zu reduzieren und
die Kartoffelprodukte sicherer und gesiinder zu gestalten. In diesem Zusammenhang wurde
festgestellt, dass induzierte Mutationen von Genen die a-Solanin-Produktion reduzieren

konnen.

Weiter zeigen die Ergebnisse, dass CRISPR/Cas angewendet wird, um Sensitivitatsgene
in Kartoffeln zu deaktivieren und dauerhafte Resistenzen gegen Krankheitserreger anzu-
streben. Das bietet eine verbesserte Pflanzengesundheit und -produktivitat. Relevante Er-

reger stellen P. infestans und Potato Virus Y dar.

Die Forschungsergebnisse zeigen, dass mittels CRISPR/Cas die Starkezusammensetzung
sowie die Starkeeigenschaften von Kartoffeln fur die Verwendung in der Lebensmittelin-
dustrie gezielt verandert werden konnten. Die Amylose-Komponente der Starke konnte ent-
fernt werden. Das Viskositatsprofil der Knollenstarke wurde reguliert. Dartber hinaus konn-

ten wachsartige- und texturgebende Kartoffelstarkeeigenschaften hervorgebracht werden.
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Solanum lycopersicum

Fur die Anwendungsbereiche der CRISPR/Cas-Technologie zur Bearbeitung unterschied-
licher Pflanzeneigenschaften haben sich fur Tomaten ebenfalls sechs wesentliche Bereiche

herausgestellt.

Bei S. lycopersicum werden durch CRISPR/Cas induzierte Mutationen, relevante Stoff-
wechselwegen verstarkt oder vermindert. Bei Tomaten kann dadurch Uber einen hoheren
Zuckergehalt und der vermehrten Anwesenheit von Carotinoiden ein gesteigertes Toma-
tenaroma erreicht werden. Es profitieren somit Farbe und Geschmack. Induzierte Anpas-
sungen im GABA-Stoffwechsel sollen gesunde Inhaltsstoffe erhdhen. Ein verlangsamter

Chlorophyllabbau steigert Carotinoide und Tocopherole.

CRISPR/Cas verbessert die Tomatenqualitat. Die Studien zeigten, dass eine gesteigerte
Haltbarkeit durch induzierte Genmutationen hervorgebracht werden konnte. Hierbei wurde
bei Pektin-abbauenden Enzymen mit der CRISPR/Cas Methode angesetzt, um die Festig-

keit und Haltbarkeit zu bestimmen, indem die Zellwandstruktur gefestigt wird.

CRISPR/Cas beeinflusst die Tomatenpflanzenarchitektur. Studien haben eine veranderte
Fruchtform sowie unterschiedliche Farbauspragungen durch die Genmutationen mittels
CRISPR/Cas erwirken konnen.

Die konventionelle Tomatenzucht strebt hohe Ertrage an. Studien zeigen, dass sich die
Fruchtreife mit CRISPR/Cas erfolgreich beeinflussen Iasst. Im Detail wurde die Fruchtgrofle
deutlich erhéht. Zudem zeigten Genmutanten der CRISPR-Methode mehr Bliten und
prolate Fruchtformen. Wildtomaten werden durch CRISPR/Cas mit gewlnschten Eigen-
schaften kombiniert. Auch hier resultieren groRere Frichte, eine gesteigerte Anzahl an

Fruchten, sowie eine Anreicherung von Nahrstoffen wie Lycopin.

Tomatenpflanzen sind besonders anfallig fur verschiedene Pflanzenkrankheiten wie Fusa-
rium-Welke, Mehltau, Phytophthora infestans (Kraut- und Knollenfaule) und bakterielle
Ringfaule. Resistenzen gegen diese Krankheiten sind von grofer Bedeutung, um den Ein-
satz von Pestiziden zu reduzieren und die Ernteertrdge zu sichern. Forschungen mit
CRISPR/Cas haben gezeigt, dass gezielte Genmodifikationen eine Mdglichkeit bieten, die
Anfalligkeit der Tomatenpflanzen gegenuber diesen Krankheitserregern zu verringern. Die
Interaktion zwischen den Krankheitserregern und den Pflanzen kann durch CRISPR/Cas

zuverlassig unterbrochen werden. Es konnen widerstandsfahigere Tomatensorten
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entwickelt werden, die eine bessere Abwehr gegeniber diesen spezifischen Krankheiten

aufweisen.

Die Anpassung von Tomatensorten an unbestandige Umweltbedingungen, die durch Hitze,
Kalte, Trockenheit und Salzstress hervorgerufen werden, eréffnen ein zusatzliches Anwen-
dungsfeld fur die CRISPR/Cas-Technologie. Haufig bestehen Wechselwirkungen zwischen
diesen Eigenschaften, bei denen eine Eigenschaft von einer anderen beeinflusst oder be-

dingt wird.

Die Studien zeigen, dass der Forschungsstandort vorzugsweise im nicht-europaischem

Ausland angesiedelt ist (Menz et al., 2020, p.2).

Fur die Zusammenfassung der Interviewergebnisse kann sich an den im Ergebnisteil dar-
gestellten Key-Messages orientiert werden, die bereits in dem Ergebniskapitel erforderlich
wurden, um eine einheitliche Ubersicht zwischen den Interviewthemen gewahrleisten zu

kénnen. Diese Notwendigkeit bestand aufgrund der gro3en Datenmengen.
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6.3. Interpretation der Ergebnisse

Bereits nach der Zusammenfassung der Ergebnisse wurde ersichtlich, welche zlchterisch
zugrundeliegenden Anwendungsbereiche mit der CRISPR/Cas Technologie bei S. tubero-
sum und S. lycopersicum aktuell abgedeckt werden. Damit konnte die Beantwortung der
ersten Teilforschungsfrage erfolgreich tUber die Literaturrecherche erarbeitet werden. Nach-
folgend werden die bearbeiteten Pflanzeneigenschaften, die durch die Anwendung von

CRISPR/Cas, ermoglicht wurde, miteinander ins Verhaltnis gesetzt und diskutiert.

Literaturrecherche

Gemeinsame und unterschiedliche Eigenschaftsveranderungen mit CRISPR/Cas

Insgesamt haben sich Gemeinsamkeiten und Unterschiede in den zichterisch zu veran-
dernden Eigenschaften von S. tuberosum sowie S. lycopersicum ergeben.

Fur die Anwendung von CRISPR/Cas bei Kartoffeln und Tomaten stellte sich heraus, dass
sich das Forschungsinteresse in den meisten Fallen auf ahnliche Eigenschaften fokus-

sierte. Gemeinsame Eigenschaften haben Uberwogen. Hierzu zahlen:

e Verbesserung von Geschmackseigenschaften und Nahrstoffgehalt
e Verbesserte Qualitat und Haltbarkeit
e veranderte Pflanzenarchitektur

e verbesserte Pathogenresistenz

Wird ein Vergleich der eingeschlossenen Publikationen zu den Eigenschaften, die sowohl
bei Kartoffel als auch bei Tomate relevant sind gestellt, wird ersichtlich zu welche der beiden
landwirtschaftlichen Produkte ein zunehmend fortschrittlicher Forschungsstand der voran-
gestellten Eigenschaft existiert. Durch CRISPR/Cas veranderte Geschmackseigenschaften
sowie einem veranderten Nahrstoffgehalt wurden deutlich umfangreichere Ergebnisse bei
Tomaten als bei Kartoffeln festgestellt. Das konnte sich dadurch begrinden, dass Tomaten
im LEH eine deutlich groRere Variation an unterschiedlichen Sorten mit unterschiedlichen
Geschmacksauspragungen als Kartoffeln aufweisen (Jurkenbeck et al., 2019, p. 328-329).
Durch die grofiere Nachfrage an Geschmacksvariationen bei Tomaten konnte auch ein gro-
Reres Interesse daran bestehen mit CRISPR/Cas zeitsparendere Sorten hinsichtlich Ge-
schmack und Nahrwert zu produzieren. Kartoffeln werden weitaus weniger aufgrund ge-
schmacklicher Eigenschaften erworben, weshalb der Anwendungsbereich von
CRISPR/Cas bei Kartoffeln tendenziell auf der Modifikation von funktionellen Eigenschaften

beruht (Tussipkan & Manabayeva, 2021, p. 2-3). Ob die Biosynthesewege fur
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Geschmacksstoffe und Nahrstoffe in Tomaten einfacher mit CRISPR/Cas zu beeinflussen
sind als in der Kartoffel musste in weiteren Recherchen genauer betrachtet werden. Kartof-
feln und Tomaten haben eine unterschiedliche Zichtungsgeschichte, was zu unterschied-
lichen Reaktion auf genetische Veranderung fuhren konnte (Wulnschiers, 2019, p. 60-67).
Daruber hinaus ist es wichtig zu erwahnen, dass die Aktivitat des CRISPR/Cas-Systems
von Kartoffelsorte zu Kartoffelsorte unterschiedlich ausfallen kann. Die erfolgreiche Durch-
fuhrung eines Experiments hangt demnach nicht nur von der Methode ab. Sie muss auf die
Forschungsfrage und den Organismus angepasst werden. Anderenfalls ist es mdglich,

dass Studienziele nicht abgeschlossen werden konnen (Gonzalez et al., 2020, p. 333ff).

Eine weitere gemeinsame Eigenschaft zu generierten Ergebnissen hinsichtlich der Anwen-
dung von CRISPR/Cas bei Kartoffeln und Tomaten, ist die Verbesserung der Qualitat und
Haltbarkeit. In vorliegender Ergebnisdarstellung ist zu erkennen, dass zu Kartoffel deutlich
mehr Forschung betrieben wurde. Kartoffel und Tomate haben von ihren Qualitats- und
Haltbarkeitsanforderungen unterschiedliche Kriterien zu erfullen und die Folgen bei nicht
Einhaltung sind unterschiedlich gravierend einzustufen (Hou et al., 2023, p. 2-6). Es ware
mdglich, dass der Forschungsschwerpunkt in der Vergangenheit vermehrt auf Publikatio-
nen zur Qualitdt und Lagerstabilitat bei Kartoffeln als bei Tomaten lag. Bei der Kartoffel
handelt es sich um ein Grundnahrungsmittel, weshalb es mdglich ware, dass eine gleich-
bleibende Qualitat sowie eine zuverlassige Lagerstabilitat als relevanter eingestuft werden
(B. Liu et al., 2021, p. 570-577) als die Haltbarkeit einer Tomate, die im schlimmsten Fall
zwei Tage fruher ihre Festigkeit durch den Pektin Abbau verliert (D. Wang et al., 2019,
p.544). Zudem kdénnen Landwirt:Innen ein verstarktes Interesse an der Notwendigkeit von
verbesserten Pflanzeneigenschaften von landwirtschaftlichen Produkten auRern, zu denen
Forschung erforderlich ist. Somit konnen Fordermittel und Forschungsressourcen ebenfalls
zu einer ungleichen Verteilung der Forschungsergebnisse geflhrt haben (Voigt, 2023
p.5787-5803).

Weiter ist die Bearbeitung der Pflanzenarchitektur sowohl von Kartoffeln und Tomaten zu
gleichen Teilen relevant, wobei weitaus mehr Merkmalsauspragungen bei Tomaten als bei
Kartoffeln durch CRISPR/Cas gezeigt wurden. Dies kdnnte daran liegen, dass Kartoffeln
durch ein unterirdisches Wachstum charakterisiert sind und Tomaten unmittelbar in Trau-
ben an den Stangeln reifen, die vom Hauptstamm abgehen. Je nach Sorte variiert die An-
ordnung. Somit ist der Ertrag und die Ausbildung der Frucht mal3geblich von der Struktur
des Pflanzengerustes abhangig (Guo et al., 2022, p.11-12). Das kdnnte die vorliegende

Studienlage hinsichtlich Pflanzenarchitektur begrinden.
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Wird sich der Pathogenresistenz gegeniber Schadorganismen gewidmet ist zu erkennen,
dass deren Beeinflussung mittels CRISPR/Cas mit am bedeutendsten ist. Dies dul3ert sich
sowohl bei Kartoffeln als auch bei Tomaten in vielen vorgestellten Publikationen bei denen
unterschiedliche Genbearbeitungen durchgefuhrt wurden.

Die Publikationszahl zur Pathogenresistez von Tomaten Ubertrafen dennoch die der Kar-
toffel. Generell konnte festgestellt werden, dass die am haufigsten auftretenden Pathogene
sowohl Kartoffel als auch Tomate befallen. Hierzu gehéren P. infestans, Potyviren, wie das
PVY und PepMoV sowie das Mehltaupathogen. Aus den pflanzenibergreifenden Pathoge-
nen wird die Notwendigkeit verdeutlicht artibergreifende Pathogene noch intensiver zu er-
forschen. Fur Tomaten ergeben sich eine Reihe weiterer Studienergebnisse zu Pathogen-
resistenzen. Generell zeigen die Publikationen, die Bedeutung der Pathogenresistenz auch
im Hinblick auf andere Pflanzenarten. Gerade bei Raw-Crops, wie Weizen, Gerste oder
Mais ist die Anwendung von CRISPR/Cas hinsichtlich der Abwehr von Pathogenen sehr
aktuell und weit fortgeschritten (Wani et al., 2022, p.5787-5803). Die Erkenntnisse zu der
moglichen Entwicklung von pathogenresistenten Sorten sollte in der Landwirtschaft ein gro-
Res Anwendungsgebiet decken konnen, um Ertragssicherheit sowohl in Gewachshausern
als auch auf Ackern zu gewahrleisten (Ito et al., 2015 p.76-82). Hierbei wére es méglich
hinsichtlich einiger komplexer Zusammenhange zwischen der Pathogenresistenz, Genetik
sowie Umweltfaktoren und auch unterschiedlichen Anbauverfahren ein fur die Landwirt-
schaft praktikables und nachhaltigeres Konzept zu erstellen, indem die Anwendung von
CRISPR/Cas integriert werden wirde (Clemens, 2021, p.341-344).

Die vorliegende Forschung hat ergeben, dass sich jeweils fir S. fuberosum und fur S. lyco-
persicum zwei relevante Pflanzeneigenschaften ergeben haben, die jeweils bei der anderen
Pflanze gemaR diesen Untersuchungsergebnissen kaum oder nicht relevant gewesen sind.

Bei S. tuberosum spielen folgende Eigenschaften eine produktspezifische Rolle:

e Reduktion toxischer Substanzen

e Verbesserten Starkezusammensetzung
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Bei S. lycopersicum sind es hingegen nachfolgende Eigenschaften bedeutend:

e Effektive Fruchtreife

e Abiotische Belastung

Bei der Kartoffel spielt besonders die Reduktion toxischer Substanzen, wie Solanin oder
toxische SGAs eine Rolle. In Tomaten ist die Anreicherung toxischer Stoffe ebenfalls mdg-
lich allerdings in einem noch geringeren Ausmald als in der Kartoffel. Es lasst sich die Ver-
mutung anstellen, dass die Forschungslage aus diesem Grund weniger ausgepragt ist als
bei Kartoffeln. Zudem ist anzumerken, dass toxische Stoffe, wie Solanin und Chaconin in
Tomaten ausschlief3lich in unreifen grinen Tomaten sowie den nicht zu verzehrenden
Pflanzenbestandteilen angereichert werden, weshalb deren Reduktion primar nicht notwen-
dig ist und grundsatzlich in ungefahrlichen Mengen auftreten (Foller & Stangl, 2021, p.333).
Des weiteren hat die Kartoffel fur die Starkeverarbeitende Industrie eine entscheidende
SchlUsselrolle, weshalb die Anwendung von CRISPR/Cas fir das Beeinflussen verschie-
dener Starkeeigenschaften einen zentralen und wirtschaftlich wertvollen Ansatzpunkt dar-
stellt. Tomaten besitzt keine Starkekomponente, weshalb die Nutzung des CRISPR/Cas-

Systems in diesem Bereich keine Anwendung findet.

Bei Tomaten waren hingegen Studien zu effektiveren Fruchtreife auffallend stark vertreten,
wohingegen eine verbesserte Fruchtreife bei Kartoffeln in vorliegenden Ergebnissen keine
exemplarisch und aufschlussreichen Ergebnisse lieferte. Kartoffeln sind ebenso wie Toma-
ten auf stabile und ertragreiche Ernten fokussiert. Es missten weitere Forschungen ange-
stellt werden, um moglich Ursache zu finden. Mdgliche Anséatze waren die Pflanzenbiologie
und -Physiologie beider Nachtschattengewachse zu untersuchen. Es konnte herausgefun-
den werden, ob funktionelle Gene fir eine effektivere Fruchtreife bei Kartoffel wenig be-
kannt sind und zum Beispiel noch am Anfang der Grundlagenforschung stehen. Dazu

koénnte eine neue Teilforschungsfrage formuliert werden.

Zudem wurden viele Studien zu der Anwendung von CRISPR/Cas bei Tomaten zu der Ver-
anderung von Pflanzeneigenschaften hinsichtlich Abiotischer Belastungen wahrgenom-

men, wohingegen, aussagekraftige Studien zu diesem Thema bei Kartoffeln ausblieben.

Es wurde vermutet, dass hinsichtlich der abiotischen Belastungen bei Kartoffeln ebenfalls
einige Publikationen hinsichtlich einer Anwendung von CRISPR/Cas hatten identifiziert wer-
den kdnnen. Kartoffeln sind besonders der Salzbelastung von Béden ausgesetzt. Fur To-

maten ergaben sind viele Studien zu salztoleranteren Pflanzen. Eine eingeschranktere
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Datenlage zu der Anwendung von CRISPR/Cas bei Kartoffeln zur gezielten Toleranz ge-

genuber Abiotischen Belastungen bleibt offen.

Generell gestaltetet sich die eindeutige und exakte Einteilung der Studienergebnisse fir die
relevanten Eigenschaften von Kartoffel und Tomate vereinzelt als herausfordernd aufgrund
von Uberschneidungen und eigenschaftsiibergreifenden Abhéngigkeiten. Das demonstriert
zum Beispiel die Beziehung zwischen Pflanzenarchitektur, Fruchtreife und Geschmack bei
Tomaten. Eine veranderte Pflanzenarchitektur induziert eine verbesserte Fruchtreife, die
durch unterschiedlich beeinflusste Fruchtformen resultiert. Zugleich gehért die Fruchtfarbe
zur Pflanzenarchitektur. Die wiederum wird durch die Regulierung unterschiedlicher Caro-
tinoide beeinflusst. Carotinoide kdnnen neben ihrer farbgebenden Eigenschaft fir die Be-

einflussung von Geschmackskomponenten sorgen (Jakel, 2021, p. 246).

Zusammenfassen geht die Eigenschaft der Pathogenresitenz am bedeutendsten aus der

Diskussion der Literaturrecherche hervor.

Fur Deutschland waren hinsichtlich pathogenresistenter Pflanzen ackerbauliche Kulturen
sinnvoll mit CRISPR/Cas einsetzbar. Darunter fallen Weizen, Mais und Raps. Tomaten wer-

den ebenfalls ein Potenzial zugesprochen (Feldmann et al., 2023, p. 15).

In den Studien und im weiteren Verlauf der Interview-Diskussion, wird ersichtlich, dass so-
fern fur Pathogenresistenzen sogenannte Suszeptibilitisgene verwendet werden, eine dau-
erhafte Resistenz herbeigefuhrt werden kann. Hier ist zu beachten, dass es bei einigen
Kulturpflanzen an einem methodischen Zugang scheitert. Dabei fehlt haufig eine hinrei-
chende Sequenzierungsinformation. Grundsatzlich ist es bei ziichterischen Modifikationen
der Fall, dass die S-Gene bei jeder Kulturpflanze immer auch andere quantitative Eigen-
schaften, wie Ertrag oder Pflanzenarchitektur stéren kénnen. Dabei stehen die qualitativen
und quantitativen Merkmale in einem prozentualen Verhaltnis. Aus diesem Grund ist zu
erwahnen, dass im Vorfeld jedes der Sensitivitatsgene umfangreich analysiert werden
muss, damit die Technologie real einen Mehrwert im Gegensatz zur konventionellen Zuch-
tung bringt, bei der negative Eigenschaften aktiv herausgekreuzt werden missen.

Zudem ist das im Jahre 2020 in Deutschland ins Leben gerufene Forschungskonsortium
(PILTON) zu erwahnen, wobei sich zahlreiche Zuchter beteiligen und Winter- und Sommer-
weizen mit entsprechenden Pilzresistenzen ausstatten (Wilhelm et al., 2022, p.42). Auch
hier wird die Bandbreite an Produkten aus landwirtschaftlicher Erzeugung, bei der

CRISPR/Cas eine Anwendung spielen kann deutlich.
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Experteninterviews

Durch die folgende Interpretation der Ergebnisse der Experteninterviews konnte der zweite
Teil der Forschungsfrage beantwortet werden und somit festgestellt werden, wie der ge-
genwartige Status der Technologie ausfallt und welche Bedeutung sie fur landwirtschaftli-

che Nutzpflanzen und Obstkulturen zukunftig einnehmen wird.

Als erstes werden die unterschiedlich existierenden Arten von CRISPR/Cas Genome Edits
naher betrachtet. Wie Dr. Weigel bereits erwahnte existieren drei unterschiedliche Arten
von Genome Edits hinsichtlich der CRISPR/Cas-Technologie. Die Unterscheidung ist wich-
tig, um deren Verwendung in der Pflanzenzucht auf wissenschaftlicher Ebene differenziert
diskutieren zu kénnen. SDN-1, SDN-2 und SDN-3 bieten durch ihre unterschiedliche Her-
angehensweise, um den Doppelstrang der Pflanzen-DNA zu reparieren Diskussionsbedarf.
Die SDN-3 Reparatur, dhnelt, wie von Dr. Weigel bestatigt, der klassischen Transgenese,
da dem zelleigenem Reparatursystem sehr lange Abschnitte und vollstandige Gene fir das
Einfugen in die Pflanzen-DNA zur Verfugung gestellt werden. Nach dem durch das Cas-
Protein erzeugten Doppelstrangbruch der DNA werden diese groRen Genabschnitte zwi-
schen den beiden Enden hineinkopiert. Die an dieser Stelle zu beachtende Abgrenzung zur
Transgenese besteht in dem Vorteil, dass die Erbsequenz an einer vorher festgelegten
Stelle integriert werden kann. Mit SDN-3 ware es zudem mdglich Cisgenese zu betreiben.
In der aktuellen und praxisnahen Anwendung von CRISPR/Cas werden allerdings zu 95%
SDN1-Verfahren verwendet, bei denen das zelleigene Reparatursystem keine vom
CRISPR/Cas-System mit integrierten Vorlagen verwendet, um kleine oder grolse DNA-Ab-
schnitte zu verbauen. In diesem Fall handelt es sich um kein Transgenese ahnliches Werk-
zeug. Es erfolgt eine zufallige Mutation, was beweist und Aufschluss daruber gibt, dass die
SDN1-Methode gleichwertige Mutationen, wie sie in der Natur vorkommen, hervorbringt.
Alles in allem ist die Verfahrensentwicklung noch nicht annahernd ausgeschopft oder ab-
geschlossen und es werden laufend verschiedene Verbesserungs- und Optimierungsmog-
lichkeiten durch Studien veroffentlicht (Wilhelm et al., 2022, p. 15)

Die Interviews bezogen sich ebenfalls zu einem Teil auf die Veranderung von Kartoffeln
und Tomaten durch CRISPR/Cas. Dr. Kumlehn bestatigte durch vielseitige Blickwinkel die
Bedeutung der Pathogenresistenz insbesondere von P. infestans bei Kartoffeln, die bereits
in der vorangestellten Literatur-Diskussion zur Geltung kam. Klimatische Eingriffe seitens
des Menschen sind zu verringern, indem Pflanzen gegenuber zukiinftig auftretenden Pa-
thogenen resistent sind und weniger gespritzt werden missen (Kumlehn, p. 7, Zeile 9-14).
Diese Tatsache bestatigen zahlreiche bereits vorgestellte Studien, wie (Kieu et al., 2021, p.
3-4), (Razzaq et al., 2022, p. 3-9) oder (Lucioli et al., 2022, p. 1, 4).
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Dabei nahm Dr. Kumlehn neben der Kartoffel auf weitere landwirtschaftliche Produkte Be-
zug, die in Kanada und den USA bereits implementiert sind und durch Genome Editing
hergestellt werden. Dazu gehort der CIBUS-Raps, der zum einen durch ungerichtete, ver-
starkt induzierte Mutagenese mit Chemikalien und Strahlung, was weitgehend akzeptiert
wird, hergestellt wurde. Zum anderen hat es eine Anwendung mit TALENS gegeben. Diese
CIBUS-Raps-Sorte enthielt eine Herbizidresistenz (Kempken, 2020, p. 131-145) und hat fur
viel Diskussionspotenzial gesorgt (Kumlehn, p. 3, Zeile 8-15).

Neben der Pathogenresistenz von Kartoffeln und dem Vergleich zu weiteren relevanten
Lebensmitteln, wurde in den Interviews deutlich, dass die Kartoffel einen primaren Nutzen
in der stofflichen Produktion als Industriekartoffel haben wird. Die Produktion von Starke
mit differenzierten Eigenschaften sehen Dr. Weinl und Dr. Weigel als sehr wahrscheinlich
an, bevor es in den Bereich der direkten Erndhrung gehen wird. Diese Einschatzung ist aus
den Studien nicht eindeutig hervorgegangen. Die Studien haben sich in der Regel auf eine
gezielte Fragestellung konzentriert. Entweder auf die Starkezusammensetzung oder zum
Beispiel auf die Reduktion toxischer Stoffe. Eine anwendungsubergreifende Einschatzung,
wie die der Experten konnte innerhalb einer einzelnen Studie nicht geleistet werden, wes-
halb die Methodenkombination aus Literaturrecherche und Interviews abermals einen Vor-

teil darstellt.

Ebenfalls ist die Solanin Produktion von Kartoffeln wahrend der Interviews angesprochen
worden. Im Allgemeinen wurde diese jedoch als wenig gefahrlich eingestuft. Die Reduktion
toxischer Inhaltsstoffe konnte in den Studien wiederholt identifiziert werden. Gerade The-
men, wie eine verminderten Solanin Produktion in Kartoffel, sind vermehrt behandelt wor-
den. Neben der Reduktion toxischer Inhaltsstoffe in Kartoffeln sind weitere Produkte rele-
vant, wie zum Beispiel Camelina, was Dr. Kumlehn erwdhnte (Kumlehn, p. 9, Zeile 20-28).
In Camelina sativa wurde verhindert, dass Glucosinolate bis in den Samen transportiert
werden und dort akkumulieren. Daflr haben Transportmolekile die Glucosinolate innerhalb
der Pflanze aufwarts transportiert und ausgeschaltet. Das Ol des Samens ist somit frei von
Giftstoffen, besitzt ein wertvolles FS-Profil sowie eine hohere Qualitat. Gleichzeitig enthalt
die Pflanze weiterhin Abwehrstoffe. C. sativa wird hinsichtlich einer nachhaltigen Anbau-
weise eine zunehmende Rolle auch hinsichtlich der Erderwdrmung spielen, da sie auf
Standorten einen guten Ertrag bringt, wo Raps sich bereits unwohl fuhlt (H6lzl et al., 2023,
p. 189-194).

Die Anwendung von CRISPR/Cas bei Tomate hat ebenfalls einen Anteil der Interviews ein-

genommen. Auch hier kdnnen Parallelen zum Literaturteil gezogen werden.
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Sowohl in Literatur als auch in den Interviews wird deutlich, dass sich die Tomate primar
dazu eignet, inhaltsstofflich verandert zu werden. Dr. Weigel bestatigt die Tatsache, dass
Eigenschaften in Prozentbereichen verandert werden, sodass fur ein qualitatives Merkmal,
wie fur einen gesundheitsférdernden Stoff mit zum Beispiel 2-3% weniger Ertrag gerechnet
werden muss. Durch das zunehmende Ziel verstarkt qualitative Merkmale in der Zichtung
zu thematisieren ist ein Umdenken in der Pflanzenzichtung verstarkt zu beobachte, da in
den Anfangen der Zichtung hauptsachlich quantitative Eigenschaften, wie Ertrag als Mal3-
stab galten (Winschiers, 2019, p. 267ff). Eine konkrete Uberschneidung zwischen Inter-
views und Literatur bot die gezielte Anwendung bekannte Allele aus der kommerziellen An-
wendung in Wildtomaten zu modifizieren. Dabei wurde die Domestizierung der Tomate
ohne weiteren Schritt mir CRISPR/Cas moglich. Auf die bereits vorgestellte Studie von
(Zs6gon et al., 2018) hat sich Dr. Weinl explizit bezogen. Dr. Weinl ist Mitglied des For-
schungsteams von Zsdgon et al. und war aufgrund dessen in der Lage aus erster Hand den
Erfolg der Multiplex Anwendung, die unter anderem GrofRRe und Nahrstoffgehalt der Tomate
steigerte, vorzustellen. Hier konnten somit auch inhaltsstoffiche Merkmale adressiert wer-
den, die bei der Anwendung von CRISPR/Cas fur Tomate mit am pradestiniertesten aus-
fielen. Die Bedeutung von Inhaltsstoffen bei der Anwendung von CRISPR/Cas hinsichtlich
Tomaten kann ebenfalls an der kommerziell vertriebenen GABA-Tomate vorgestellt wer-
den, dessen Inhaltstoff, die Gamma-Aminobuttersaure, verfunffacht wurde. Aus den Exper-
teninterviews geht hervor, dass die positive Wirkung wissenschaftlich nicht eindeutig ein-
zustufen ist. Fur Dr. Kumlehn stellt die GABA-Tomate keine revolutionare Lésung fir glo-
bale Fragestellungen dar. An dieser Stelle kann laut Literatur und Experteninterviews aus-
schliel3lich festgehalten werden, dass die Beeinflussung des Stoffwechsels von GABA

durch CRISPR/Cas stattfand. Fur die eindeutige Bestatigung der Wirkung sollten Weiter-

Die Kombination der Literaturrecherche mit den Ergebnissen aus den Experteninterviews
legen nahe, dass die Anwendung von CRISPR/Cas zur Modifikation von Pflanzeneigen-

schaften auch Uber die Artgrenzen von Solanaceaen hinaus reicht.

Wie der Literatur zu entnehmen ist wird ebenfalls Salat- und Kohlanbau wichtig werden.
Hier existiert eine groRe Vielfalt (Damerum et al., 2020, p. 161). Besonders bei Kohl konnten
gesundheitsfordernde Inhaltsstoffe mit CRISPR/Cas exprimiert werden (Li et al., 2022, p.
151-154). Dr. Weigel betont, dass sich bei Salat ein erheblicher Vorteil ergeben wurde,
wenn weniger Pflanzenschutzmittel ausgebracht werden konnte. Diesen Vorteil direkt in der
Werbung adressieren zu durfen, dass dies durch Genom-Editierung ermdglicht wurde,

kénnte zu mehr Offenheit gegentber der Technologie fiihren. Es ware von Vorteil, wenn
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die Bio-Landwirtschaft die MAglichkeit in Betracht ziehen wirde, sich der Genom-Editierung
anzunahern und ebenfalls zu nutzen (Weigel, p. 9, Zeile 18-27). Zu den von Dr. Weigel
bereits angesprochenen Health Claims, ist hinzuzufugen, dass deren Zulassen in vielen
Landern streng geregelt ist (Health Claims | EFSA, 2023). Auch in anderen Bereichen ha-
ben Unternehmen versucht einen Zusammenhang zwischen einer von ihnen hergestellten
Lebensmittelkomponenten mit einer gesundheitsférdernden Eigenschaft evidenzbasiert zu

erarbeite (Barry Callebaut). Das Verfahren kann sich als langwierig gestalten.

Generell liegt das Potenzial der Anwendung von CRISPR/Cas in den landwirtschaftlich ge-
nutzten Hauptpflanzensorten. Vor allem ist die EU ein grofer Getreideerzeuger (BLE,
2023), weshalb alle Getreidesorten fur eine Anwendung im Fokus stehen. Besonders Soja
als Tierfutter (Wlnschiers, 2019, p. 60) oder fir den Direktkonsum waren relevant, sowie
die technische Nutzung von Mais (Hermeling et al., 2023, p. 31ff). Dr. Weinl bezieht sich in
diesem Zusammenhang auf den vermehrten Einsatz von Mais in Biogasanlagen. Konnte
der Stoffwechsel des Mais verandert werden, sodass die Energiedichte maximiert wirde,
ergebe das eine solide Anwendung von CRISPR/Cas zu einer produktiveren Herstellung
von Biogas (Weinl, p. 9, Zeile 23-31).

Um die zukinftige Bedeutung der CRISPR/Cas-Technologie darstellen zu kénnen ist die
Diskussion hinsichtlich von Aspekten, die Lebensmittelsicherheit betreffen erforderlich. Dr.
Weinl erwahnt, dass die CRISPR/Cas-Technologie und andere Methoden zur Genom-Edi-
tierung keine groReren Risiken bergen als die bereits existierenden Zuchtungsmethoden.
Sie konnten somit als gleichwertig zu den bisherigen Zichtungsverfahren betrachtet wer-
den. Diese Aussage deckt sich mit den bestehenden Leitliniendokumenten fur die Bewer-
tung der Genom-Editierung bei Pflanzen, die von der EFSA im Jahr 2020 veroffentlicht wur-
den (Applicability of the EFSA Opinion on Site-directed Nucleases Type 3 for the Safety
Assessment of Plants Developed Using Site-directed Nucleases Type 1 and 2 and Oligonu-
cleotide-directed Mutagenesis | EFSA, 2020).

Die Interviewergebnisse stellen dar, dass eine Risikoprifung von landwirtschaftlichen Pro-
dukten, die mit CRISPR/Cas erzeugt wurden, auf dem Grundverstandnis der Wissenschaft,
nicht zwangslaufig erfolgen musste. Auf rechtlicher Ebene ware das jeweilige Zulassungs-
verfahren der Sorte imstande die Abschatzung potenzieller Risiken mitabzudecken (Weinl,
p. 14, Zeile 4-11). Auch Dr. Kumlehn betont, dass fur Pflanzen die Sortenzulassung exis-
tiert. Es sei sinnvoll, wenn genomeditierte Produkte, in die Sortenzulassung mitaufgenom-
men wirden. Der Ausbau der Sortenzulassung flihre zu einer praktikablen Lésung im Um-
gang mit Genome Edits (Kumlehn, p. 17, Zeile 18-19). Die EFSA spricht sich hinsichtlich
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der Risikobewertung von genomeditierter Pflanzen daflr aus, dass alle drei Techniken
(SDN-1, SDN2 und SDN-3) Uber die bestehenden Leitliniendokumente fur die Risikobewer-
tung gentechnisch veranderter Pflanzen bewertet werden sollen (Bestehende Leitliniendo-
kumente fiir die Bewertung der Genomeditierung bei Pflanzen | EFSA, 2020). Das schliel3t
die allgemeinen Schritte: Gefahrenidentifikation, Gefahrencharakterisierung, Expositions-

abschatzung und Risikocharakterisierung ein.

Zu expliziten Risiken konnte wahrend der Interviews Uber off-target Mutationen gesprochen
werden. Das Risiko sollte ins Verhaltnis zu bestehenden Zichtungstechniken gesetzt wer-
den. Die Interviewten benennen, dass das Auftreten von off-targets, hauptsachlich in den
anfanglich entwickelten CRISPR/Cas Systemen problematisch war. Das Risikopotenzial,
dass durch ein fehlerhaftes Schneiden durch den CRISPR/Cas-Komplex eine nicht beab-
sichtigte Mutation auftritt wird als allgemein gering eingestuft. Dennoch kann dieser Fehler
nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Die Experten verwiesen auf weiter entwickelte
Technologien, wie Prime Editing, die fortlaufend an Sicherheit gewinnen (Weinl, p. 13, Zeile
15-31), (Weigel, p. 12, Zeile 12-22). Auch in der Literatur wird das mdgliche Auftreten von
off-target-Effekten erwahnt. Wirde man das Risiko fur off-target Effekte zwischen der Mu-
tationsziuchtung und Genome Editing miteinander vergleichen, wird ersichtlich, dass das
Risiko bei CRISPR/Cas sehr viel geringer ausfallt, als bei der zugelassenen und jahrelang
angewendeten Mutationszichtung, bei der es, wie im Theorieteil erwahnt, zu willkirlichen
und ungezielten Mutationen durch die Bestrahlung kommen kann (Heberer, 2021, p.13).
Um einen off-target Effekt vorzubeugen ist eine sorgfaltige Auswahl der gRNAs erforderlich.
Hierfur existieren je nach Anwendungsbereich unterschiedliche Methoden sowie Tools, die
bereits in den vorgestellten Studien der Literaturrecherche angesprochen wurden. Dartber
hinaus ist es moglich mit bioinformatischen Ansatzen einige der potenziellen off-target Re-
gionen im Vorfeld zu identifizieren und solche ahnlichen Standorte im Genome von vorn-
herein zu vermeiden (Manghwar et al., 2020). Fur zukunftige Forschungen ware es moglich
gezielte Methoden fur die Entfernung solcher off-targets zu entwickeln. Andererseits wirde
ein weiterer Anweisungsschritt entstehen, der den Vorteil einer anwendungsfreundlichen
und schnell durchfuhrbaren Methode beschattet.

Weiter erklart die Literatur, dass ein off-target Effekt mit demselben Unterschied zwischen
zweier Pflanzen der gleichen Sorte erklart werden kénnte, was wiederum zu der Erkenntnis
fuhrt, dass die Mutation mit einer natirlichen Mutation, verglichen werden kann. Es ist fest-
zuhalten, dass jede einzelne Pflanze, auch innerhalb derselben Sorte, sich aufgrund von
naturlichen Mutationen sowohl auf dem Acker als auch im Feld oder im Gewachshaus na-

turlich voneinander unterscheidet. Ein auftretender off-target Effekt kommt einer natirlichen
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Aus den Interviews ging ebenfalls hervor, dass die Diskussion um Themen der Genome
Editing Verfahren in der breiten Bevolkerung nicht stark der Wissenschaft zugewendet ist
(Kumlehn, p. 6, Zeile 8-12). Aus der aktuellen Berichterstattung geht ebenfalls hervor, dass
sich Bevolkerungsteile, die sich grundsatzlich auf die Seite der Gentechnikgegner gestellt
haben, unabhangig von jeder Anstrengung an Aufklarungsarbeit, sich nicht von dynamisch
und neu entwickelten Techniken Uberzeugen lassen wirden. Seit den Anfangen von gen-
technischen Werkzeugen ist es fraglich, wie eine ausgewogene Diskussion in der Wissen-
schaftsgemeinschaft sowie in der Gesellschaft stattfinden soll. Die Spaltung der Bevolke-
rung die kategorisch fur oder gegen Gentechnik ist tragen maf3geblich zu der kontroversen
und unprazisen Situation bei (Gelinsky & Hilbeck, 2018). Dr. Kumlehn erwahnt zudem, dass
offentlichkeitsstrategisch falsche Weichen gestellt wurden, da der CIBUS- Raps als erstes
landwirtschaftliche Produkt mit Genom-Editierung hergestellt wurde und das Thema der
grundsatzlich negativ belegten Herbizidresistenzen aufkommen liefl3. Es ware sinnvoller ge-
wesen mit einem anderen Thema hinsichtlich Genom-Editierung an die Bevdlkerung her-

anzutreten (Kumlehn, p.4, Zeile 4-18).

Unvorteilhaft ist dartber hinaus die uneindeutige Regulierung, die ein anwendungsbezoge-
nes Forschungs- und Nutzungsverbot in der EU vorgibt. Dr. Weigel betont eindeutig, dass
gesellschaftlicher Konsense gefunden werden sollte, und Europa entscheiden muss, ob es

CRISPR/Cas als funktionierendes Werkzeug einsetzten mochte (Weigel, p. 3, Zeile 18-20).

Wahrend der Interviews wurde zudem das Ziel verfolgt die rechtliche Situation in Europa in
Bezug auf CRISPR/Cas darzustellen. Hierbei verwiesen die Experten auf deutlich geringere
bis nicht vorhandene Regulierung von genomeditierten Produkten aulRerhalb der EU. Dr.
Weigel berief sich auf Lander wie Nordamerika, Kanada, China und Japan, die der EU ge-
genuber einen technischen Vorteil besitzen. Er erklart, dass China im Stande ist durch
CRISPR/Cas in Bioqualitat zu produzieren (Weigel, p. 6, Zeile 31-34, p. 7, Zeile 1-2). Die
detaillierte Rechtslage in anderen Landern aufierhalb der EU konnte von (Voigt, 2023,
p.423) skizziert werden. Diese Quellen boten Aufschluss Uber weniger stark regulierte ge-

nomeditierte Produkte.

Die Ausgangssituation der Diskussion uber die Einteilung genomeditierter Produkte in der
EU beruht auf dem Urteil, das 2018 entschieden wurde und sich auf die Gleichstellung von
genomeditierten Pflanzen mit gentechnisch veranderten Organismen bezieht (Gelinsky &
Hilbeck, 2018, p.2-9). Genomeditierte Produkte werden somit rechtlich gesehen durch Ver-
fahren, wie der Transgenese erklart. Da die Methode der Transgenese nicht auf die

CRISPR/Cas-Technologie zutrifft, ist diese rechtliche Einordnung fur
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wissenschaftsbezogene Zwecke unglucklich zu bewerten. Dr. Weigel verdeutlicht, dass die
Anforderungen an einen neuen Gesetzesentwurf an die EU seitens der Forschung gestellt
wurden und bereits Krafte mobilisiert wurden, um langfristig eine De-Regulierung erwirken
zu konnen. Eine schlussige Rechtfertigung der derzeitigen Regulierung existiert nicht. Hier-
bei prognostiziert er, dass sich eine Mehrheit in Brussel gegebenenfalls finden konnte, die
Lander jedoch eigenstandig Uber die Nutzung der Technologie entscheiden kdnnten, was

vermutlich eine weitere Unklarheit herbeifihren wird (Weigel, p.15, Zeile 13-28).

Insgesamt ist die rechtliche Situation der Genom-Editierung in Europa vielschichtig. Nicht
zuletzt durch die jahrelange Rechtsunsicherheit, die fehlende Unterscheidung der drei Ver-
fahren SDN-1, SDN-2 und SDN-3 sowie der Diskussion uber eine Kennzeichnungspflicht.
Genomeditierte Produkte kénnen in der EU bisher nicht identifiziert werden, da keine ge-
eigneten Nachweisverfahren existieren. Ein weiterer Widerspruch zu der Rechtslage be-
steht einerseits durch das Verbot des Vertriebs und andererseits hinsichtlich einer geeig-
neten Einfuhrkontrollen von genomeditierten Produkten. Ein Nachweis von editierten Pro-
dukten ist derzeitig nicht umsetzbar (,ZEuS Zeitschrift fur Europarechtliche Studien®, 2023).
Diese Tatsache bestatigt Dr. Kumlehn sowie Dr. Weigel ebenfalls. (Kumlehn, p.12, Zeile
27-34, p. 13, Zeile 1-13, 19-24), (Weigel, p. 7, Zeile 2-5).

In Anbetracht der diskutierten Teilthemen wurde der aktuelle Stand und die zukunftige Be-
deutung von der Anwendung von CRISPR/Cas aus unterschiedlichen Blickwinkeln be-
leuchtet. Hinsichtlich der Freisetzung von GVOs ist eine Auswirkung auf Natur und betei-
ligte Okosysteme dennoch ein zu beachtender Faktor. Vor einer Freisetzung ist es sinnvoll
unterschiedliche Fachkreise miteinzubeziehen. Fur CRISPR/Cas konnten das Bereiche wie
Okologie, Molekularbiologie, Zoologie, Ethik sowie Agrarwissenschaften sein. Des Weite-
ren ist es wichtig die Offentlichkeit miteinzubeziehen und den Entwicklungsprozess trans-
parent darzustellen. In Deutschland ist dafur die Zentrale Kommission fur die Biologische
Sicherheit (ZKBS) zustandig. Bei jeder potenziellen Freisetzung von GVOs wére eine Ein-
zelbetrachtung erforderlich. Dabei sollte zwischen der Freisetzung genetischer Organismen
sowie dem Inverkehrbringen unterschieden werden. Die Freisetzung ist durch die EU-Richt-
linie 2001/18EG festgelegt. Fur Deutschland ist diese Richtlinie in das nationale Gentech-
nikgesetz Uberfihrt worden (Kurreck & Beck, 2019, p. 83-89).
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6.4. Empfehlungen

Basierend auf den Ergebnissen der Experteninterviews und dessen Interpretation lassen

sich folgende Handlungsempfehlungen aussprechen:

1. Pflanzen, die durch CRISPR/Cas hergestellt werden, sollten mit konventionell
geziichteten Pflanzen gleichgestellt sein und somit von der Gentechnik-Regu-

lierung befreit werden.

2. Furdie Zulassung von landwirtschaftlichen Produkten, die durch CRISPR/Cas
hergestellt werden, sollten die Zulassungsverfahren des bestehenden Sorten-

schutzes in Betracht gezogen werden.

3. Inwieweit eine Kennzeichnung von genomeditierten Produkten umgesetzt
werden kann, sollite aufgrund vieler Unklarheiten hinsichtlich Einfuhr und

Nachweis von Genome Edits weiter untersucht werden.

4. Die Einbeziehung von Fachwissen durch Experten ware fiir den Zulassungs-
prozess zielfihrend. Hierbei waren Fachbereiche aus Lebensmittelsicherheit,

Genetik und Agrarwissenschaften sinnvoll.

5. Eine transparente Kommunikation seitens der EU sollte an die Offentlichkeit
hinsichtlich CRISPR/Cas vermehrt bereitgestellt werden. Der Informations-
austausch zwischen Parteien und Akteuren aus der Landwirtschaft, Verbrau-
cher:lnnen sowie der Politik konnte Missverstandnissen vorbeugen und ein

verstarktes Vertrauen in die Technologie generieren.

Zur genaueren Erlauterung von Punkt eins ist mitzuteilen, dass zwischen CRISPR/Cas und
einer konventionell geziichteten Sorte kein Unterschied hinsichtlich des bestehenden Risi-
kopotenzials und hinsichtlich einer unterschiedlichen Zulassungsbeschrankung gemacht
werden kénnte. Ein unterschiedliches Gefahrenpotenzial hinsichtlich SDN-1, SDN-2, SDN-
3 ware zu integrieren, wie die Festlegung einer bestimmten Anzahl an genetischen Veran-
derungen, die daruber bestimmen, ab wann ein Organismus nicht mehr mit einer konventi-

onell gezuchteten Pflanze gleichgestellt werden kann.

Alle anderen Handlungsempfehlungen sprechen fir sich selbst.
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Die Handlungsempfehlung dieser Arbeit bieten eine Argumentationsgrundlage fur eine Zu-
lassung von CRISPR/Cas-Produkten in der EU. Einige Empfehlungen decken sich dabei
aus dem kurzlich (Juli 2023) von der EU-Kommission erarbeiteten Vorschlag zum Umgang
mit “Neuer Gentechnik” (NGT).

Die EU hat Anfang Juli 2023 einen Entwurf fir Verfahren der NGT prasentiert. Dieser soll
dem aktuellen Forschungsstand entsprechen. Die EU spricht sich dafir aus, dass die SDN-

1-Methode in naher Zukunft von der Gentechnikregulierung befreit werden soll.

Die Anderungsvorschlage der Kommission wurden durch parallellaufende Untersuchungen
der Lebensmittelbehorde fur Lebensmittelsicherheit im Rahmen der: “Study on the status
of new genomic techniques under Union law and in light of the Court of Justice ruling in
case C-528/16” (EFSA, 2021) gestutzt. Es wird sich ebenfalls flr eine weniger stark regu-

lierte Gesetzgebung ausgesprochen.

Fiar den Fall, dass eine Zulassung weiterhin angestrebt wird, ware eine deutlich anwen-
dungsorientiertere Forschung moglich. Die EU ware imstande, in Bezug auf CRISPR/Cas
und Genom-Editierung, eigene Lésungen erarbeiten zu kénnen, ohne gegebenenfalls in

Abhangigkeiten von EU-auslandischen Standorten zu geraten.

6.5. Begrenzungen

Die Lesenden sollten beachten, dass es sich bei dieser Arbeit um eine Ubersichtsarbeit
handelt. Relevante Pflanzeneigenschaften von Kartoffel und Tomate fur die Anwendung
von CRISPR/Cas, sowie dabei beteiligte Gene, wurden identifiziert. Unter welchen Bedin-
gungen die Funktion dieser Gene ausfindig gemacht wurde und wie das Wissen im Detail
generiert wurde, bleibt unbericksichtigt. Somit stellt eine Limitation dieser Arbeit die detail-
lierte Ausfiihrung der Anwendung von CRISPR/Cas zur Identifizierung der Genfunktionen

in S. tuberosum sowie S. lycopersicum dar.

Problematisch zu verzeichnen ist, dass der Rahmen der Arbeit sehr weit gefasst ist.
Dadurch, dass sich auf zwei Nachtschattengewachse bezogen wurde, war es einerseits
mdglich S. tuberosum und S. lycopesicum innerhalb der Gattung hinsichtlich relevanter
Pflanzeneigenschaften miteinander zu vergleichen, andererseits ergaben sich grof3e Da-
tenmengen, die durch die Anwendung weiterer Interviews den Umfang ausdehnten. Zudem
trug die Darstellung von vielen unterschiedlichen Pflanzeneigenschaften ebenfalls dazu bei,

dass die Arbeit sehr breit aufgestellt und umfangreich ausfallt. Ein einzelner
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Lebensmittelbezug sowie die Darstellung weniger Eigenschaften, die durch die Anwendung
von CRISPR/Cas héatten verbessert werden kdnnen, waren ausreichend gewesen. Diese
Eingrenzung hatte eine spezifischere Forschung zugelassen, die auch vermehrt Stoffwech-
selwege innerhalb der Pflanze beriicksichtigt hatte. Aus Griinden der Kapazitat wurde kein
detaillierter Uberblick tiber jeden der biochemisch ablaufenden Prozesse in den Ziel-Pflan-
zen gegeben. Es ware interessant gewesen, die Stoffwechselwege vor und nach der

SchlUsselgen-Bearbeitung durch CRISPR/Cas zu untersuchen.

Daruber hinaus ergaben sich Begrenzungen bei der Durchfihrung der Interviews. Bei der
Transkription der Interviews ist ein Informationsverlust mdglich, da nicht alle Aussagen zu
relevanten Themen in den Ergebnisteil mitaufgenommen werden konnten. Das konnte ge-
gebenenfalls zu Verzerrungen gefuhrt haben.

Es ist zu erwdhnen, dass der Fokus der Ergebnisse zur Lebensmittelsicherheit sowie der
lebensmittelrechtlichen Beurteilung auf Europa liegt. Die Limitation besteht darin, dass nicht

alle Rechtssysteme aul3erhalb der EU berucksichtigt werden konnten.

Generell sind die Auswirkungen auf Menschen, Tier, Umwelt und Natur schwer zu greifen,
weshalb es nicht moglich gewesen ist, eine exakte Folgeneinschatzung zu erarbeiten, die

durch die Verwendung von CRISPR/Cas in der Landwirtschaft entstehen kdnnte.

6.6. WeiterfUhrende Forschung und Zukunftsausblick

Die verwendeten Publikationen und gegebenenfalls auch weiterfiihrende Literatur kdnnten
landerspezifisch eingeordnet werden, um herauszufinden welche Lander weltweit primar
an welchen landwirtschaftlichen Produkten Forschung betreiben und vor allem mit welchen
Fragestellungen Pflanzeneigenschaften bearbeitet werden sollen. Daraus kdnnte eine glo-
bale Einschatzung der Know how-Verteilung zu der Anwendung von CRISPR/Cas hinsicht-
lich der Pflanzenzucht und der Landwirtschaft resultieren. Ein l&nderibergreifender Wis-
senstransfer sowie internationale Zusammenarbeiten kénnten geférdert werden. Darlber
hinaus ware es moglich, einen expliziten Forschungsbedarf zu identifizieren und Themen-

bereiche auszubauen, denen bisher wenig Aufmerksamkeit zu Teil wurde.

Da es sich bei jedem der drei Experten um deutsche Wissenschaftler handelte, mit Aus-
nahme eines deutsch-amerikanischen Wissenschaftlers, ware es durchaus sinnvoll, mit
weiteren Forschenden, die aulderhalb der EU arbeiten, Interviews zu fuhren, um genau wie
bei der Literaturrecherche die Ergebnisse auf einen weit ausgedehnteren Forschungs-

standort anwenden zu kdbnnen.
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Auf vorliegende Arbeit aufbauend bestinde die Moglichkeit weitere Forschung hinsichtlich
der Identifizierung von Genfunktionen in Kartoffeln und Tomaten zu betreiben, um die Mo-
difikation der aufgeflhrten Eigenschaften und gegebenenfalls bisher noch nicht verander-
ten Eigenschaften weiter zu optimieren und erganzen zu konnen. An dieser Stelle ware es
interessant in Erfahrung zu bringen, ob Gene, die sowohl in S. tuberosum als auch in S.
lycopersicum vorkommen, dieselbe Produktivitat aufweisen und ob das Zusammenspiel mit
unterschiedlichen Genen innerhalb von S. tuberosum und S. lycopersicum dennoch ahnli-
che Eigenschaften fordert.

Hierfur waren, auf die theoretische Fragestellung aufbauend, Fragestellungen hilfreich, die
in einem experimentellen Umfeld beantwortet werden konnen, um die gesamte Thematik
der Anwendung von CRISPR/Cas bei Kartoffeln und Tomaten ebenfalls aus einer prakti-
schen Umgebung, zum Beispiel im Rahmen eines Forschungsprojektes, bewerten zu kon-

nen.
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7. Schlussfolgerung

Die Untersuchung dieser Masterarbeit hat gezeigt, dass die Veranderung der bisher vorge-
stellten Pflanzeneigenschaften unter Anwendung der CRISPR/Cas-Technologie verallge-
meinernd in agronomische- und Nahrungsmitteleigenschaften sowie der Produktion von In-
dustriestoffen unterteilt werden kann. Es wird deutlich, dass die Bemihungen, um ange-
passte Eigenschaften von Kartoffeln und Tomaten gegenuber agronomischen Anwendun-
gen im Vordergrund steht. FUr die Tomaten ist die Studienlage bei Nahrungsmitteleigen-
schaften wie Geschmacksauspragung besonders hoch. Dabei sind neben den sensori-
schen Eigenschaften auch gesundheitlich bezogene Inhaltsstoffe mafRgeblich. Da die Kar-
toffel ein Grundnahrungsmittel darstellt, sind fur die Weiterverarbeitung tendenziell funktio-
nelle Eigenschaften nachgefragt, sowie eine hohe Qualitat hinsichtlich der Lagerstabilitat
und der potenziell bei der Produktion entstehenden toxischen Stoffe, wie Acrylamid. Bei der
Produktion von Industriestoffen mit CRISPR/Cas besitzt die Kartoffel durch ihre starkehal-

tigen Inhaltsstoffe ein Alleinstellungsmerkmal gegenuber der Tomate.

Die mdglichen Eigenschaften, die mit CRISPR/Cas gezielt verandert werden kénnen, brin-
gen fir jede Kulturpflanze einen zichterischen Vorteil und kénnen ebenso den Anforderun-
gen der Landwirtschaft, Lebensmittelindustrie und Verbraucher:Innen gerecht werden. Wie
sich die CRISPR/Cas-Technologie auf unterschiedlichen Ebenen der Food Supply Chain
auswirkt, fihrt zur Uberpriifung der 1. Hypothese, die besagt, dass die Landwirtschaft, die
Lebensmittelindustrie sowie Verbraucher:Innen erheblich von veranderten Pflanzeneigen-

schaften profitieren werden.

Primarproduktion

Der Einsatz von CRISPR/Cas ermdglicht Landwirt:Innen und Pflanzenzuchter:Innen Kultur-
pflanzen mit vorteilhaften Eigenschaften zu entwickeln. Wie in der konventionellen Zuch-
tung werden Ertrag, Pathogenresistenz, Haltbarkeit oder eine verbesserte Nahrstoffzusam-
mensetzung umgesetzt. Damit kann ein effizienterer Umgang mit Ressourcen wie Wasser
und DUngemitteln umgegangen werden. Die Landwirtschaft ist imstande produktiver und
rentabler zu werden und gleichzeitig Nachhaltigkeitsaspekte wie einen verminderten Ein-

satz von Pflanzenschutzmitteln berucksichtigen.
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Herstellung & Weiterverarbeitung in der Lebensmittelindustrie

Die Lebensmittelindustrie kann einen erheblichen Vorteil aus Pflanzenrohstoffen ziehen,
die durch die Einwirkung von CRISPR/Cas entstanden sind. Eigenschaften, die die Be-
schaffenheit von Endprodukten beeinflussen, wie Textur, Geschmack und Nahrstoffzusam-
mensetzung, bestimmen malfgeblich Uber den Absatz des jeweiligen Produktes. Zudem
ware es denkbar, sofern qualitativ hochwertigere Rohstoffe in die Weiterverarbeitung ge-

hen, den Bedarf an Zusatzstoffen sowie Verarbeitungsschritte gering zu halten.

Transport

Langer haltbare Lebensmittel sind in der Lage Uber einen langeren Zeitraum transportiert
zu werden, ohne dass ein Qualitatsverlust einhergeht. Gerade auf dem Transportweg von
Lebensmitteln existieren strenge Kuhl- und Lageranforderungen, die strickt reguliert, Gber-
pruft und eingehalten werden mussen, damit es zu keiner Beanstandung kommt. Somit
kénnten Lebensmittelabfalle reduziert und Lander, in denen eine geminderte Versorgungs-

sicherheit herrscht, der Zugang zu frischen Lebensmitteln geboten werden.

Sell & Buy

Auch Konsument:Innen kdnnten verbesserte erndhrungsphysiologische Profile in Lebens-
mitteln sowie langer frische Lebensmittel durch den Einsatz der CRISPR/Cas Technologie
im LEH vorfinden. Neben einer ohnehin breiten Produktpalette von Auswahlimdéglichkeiten
in Supermarkten bestlinde die Chance fur einen zunehmenden Verzehr von gesinderen

Lebensmitteln.

Die beiden weiteren Hypothesen ergaben sich aus den Interviewergebnissen. Die zweite
Hypothese wird von Umweltschutzorganisationen und der Biobranche stark abgelehnt. Die
Reaktion auf die jungsten EU-Vorschlage von Juli 2023 fur neue gentechnische Methoden
wie CRISPR/Cas haben das gezeigt. Die Vorschlage werden im Biolandbau nicht umge-
setzt werden konnen. Gerade an dieser Stelle ware es sinnvoll, wenn sich der Biolandbau

offener positionieren wurde und mit CRISPR/Cas nachhaltiger produziert werden konnte.

Die 2. Hypothese besagt, dass die Anwendung von CRISPR/Cas bei landwirtschaftlichen
Nutzpflanzen und Obstkulturen fir Menschen, Tier, Umwelt und Natur bedenkenlos in Eu-
ropa eingesetzt und somit freigesetzt und Inverkehr gebracht werden kann. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte die Hypothese nur teilweise bestatigt werden. Die Experten konnten
Bedenken abschwachen und auch im Hinblick auf bereits bestehende Verfahren verweisen,

deren Gefahrenpotenzial fur Mensch und Umwelt &hnlich, wenn nicht hoher, eingeschatzt
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wird als das von CRISPR/Cas-Technologien. Das fuhrt zu der Beantwortung der dritten

Hypothese.

Die dritte Hypothese besagt, dass Organismen, die durch CRISPR/Cas verandert werden
denselben, wenn nicht mehr Anspruch auf eine Befreiung der Gentechnik-Regulierung ha-
ben als Organismen, die durch ungerichtete Mutagenese entstanden sind.

Durch die bereits erwéhnten, kiirzlich vorgelegten Anderungsvorschlage der Europaischen
Union zur Regulierung von Pflanzen, die mit neuen gentechnischen Methoden hergestellt
wurden, konnte die Hypothese im Zusammenhang mit der SDN1-Methode eindeutig beant-
wortet werden. Sowohl die Wissenschaft, die EFSA als auch die Europaische Union sind
sich einig, dass Pflanzen, bei denen Mutationen durch Verfahren wie CRISPR/Cas induziert
wurden und diese Mutationen ebenso durch naturliche Mutationen hatten auftreten konnen,

von der bestehenden Gentechnik-Regulierung ausgenommen werden sollten.

Insgesamt kann betont werden, dass die Strategie, die hinter der CRISPR/Cas-Technologie
steckt, um punktspezifische Genveranderungen im Pflanzengenom zu erreichen, eine auf-
strebende Zukunft in molekularbiologischen und biotechnologischen Bereichen aufweisen

wird.

Wenn CRISPR/Cas eine akzeptierte Anwendung in Europa darstellen wurde, konnten bis-
her ungenutzte genetische Eigenschaften aus bestehenden Genbanken flr eine gestei-
gerte genetische Vielfalt von Kulturpflanzen sorgen. Vorausgesetzt, dass Gene mit nutzli-
chen Eigenschaften vorliegen, wirde CRISPR/Cas eine bedeutende Rolle spielen und
ware schwer zu vernachlassigen. Es ist zu erwarten, dass die konventionelle Zichtung
dennoch nicht vollstandig obsolet wird. Lander, die die Genom-Editierung nutzen, konnten
erhebliche Wettbewerbsvorteile erzielen, die daruber entscheiden kdnnen, inwieweit ein

Mitbewerber erfolgreich ist.

EU-Produzenten waren im direkten Nachteil, wenn sie von dieser Entwicklung ausge-

schlossen waéren.
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Anhang

7.1.

Anhang | - Theorie

Unterschiedliche Cas-Nukleasen mit ihren Ursprungsorganismen

CRISPR NUKLEASE URSPRUNGSORGANIS- | PAM SEQUENZ (5-3°)
MUS

SpCas9 Streptococcus pyogenes NGG

SaCas9 Staphylococcus aureus NGRRT

NmeCas9 Neisseria meningitidis NNNNGATT

CjCas9 Capylobacter jejuni NNNNRYAC

StCas9 Streptococcus thermophilus | NNAGAA

N= Adenin, Thymin ,Guanin oder Cytosin

Y= Cytosin oder Thymin

R= Guanin oder Adenin

7.2.

Anhang Il - Methoden

Interviewleitfaden

Erzahlaufforderungen/Hauptfragen

1.

Wie beurteilen Sie aus landwirtschaftlicher Sicht den aktuellen Stand von
CRISPR/Cas9-Produkten weltweit? (10min.)

Sehen Sie Unterschiede zwischen CRISPR-Rohstoffen und Rohstoffen aus kon-
ventionellem Anbau? (15min.)

Wie bewerten Sie die Lebensmittelsicherheit von CRISPR-Produkten? (15min.)

4. Wie wurden Sie CRISPR-Produkte lebensmittelrechtlich einordnen? (5min.)

5. Welche Bedeutung wird die Genom-Editierung von Pflanzen im Lebensmittelsektor

kinftig einnehmen? (10min.)

Nachfragen/Unterfragen

1.

o

Wie ist der aktuelle Stand?

Wiurden Sie bestatigen, dass CRISPR/Cas9 weitaus effektiver, schneller und kos-
tengunstiger als andere Verfahren ist, um genetische Veranderungen zu erzeugen?
Wie wirde das CRISPR-Werkzeug zu nachhaltigeren Lebensmittelsystemen beitra-

gen?
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In vielen Landern (USA, Kanada, Japan, Teile Sudamerikas) sind CRISPR-Pro-
dukte auf dem Markt. Was konnte die EU von solchen Landern hinsichtlich standar-

disierten und gepruften Methoden lernen/ibernehmen?

Vergleich CRISPR-Produkte vs. landwirtschaftliche Produkte
Sehen Sie spezielle Vorteile von CRISPR-Rohstoffen?
o Gdf. Vorteile des Nahrwertprofils, der technofunktionellen Eigenschaften, fur
Endprodukte, die aus CRISPR-Rohstoffen weiterverarbeitet werden?
o Welchen Hauptvorteil von CRISPR-Rohstoffen sehen Sie jeweils fur Land-
wirtschaft, Verbraucher und Lebensmittelindustrie?
Wie bedeutend schatzen Sie die Herstellung von CRISPR-Kartoffeln und Tomaten
in der EU ein? (Einschatzung Skala von 1 (wenig bedeutend) bis 10 (Uberaus be-
deutend))
Welches CRISPR-Obst bzw. GemuUse sehen Sie ggf. als relevanter/bedeutender fir
die europaische Landwirtschaft an und wo sehen Sie das meiste Potenzial?
Far welche Anwendung eignen sich CRISPR-Produkte mehr? Fir die Weiterverar-
beitung bis hin zu anderen Endprodukten oder fur den direkten, unverarbeiteten
Verzehr?
o Welche Anwendungsbereiche vermuten Sie primar fur CRISPR-Kartoffeln
und Tomaten? Direkter Verzehr oder Weiterverarbeitung?
Fallen Ihnen mogliche Nachteile/negative Auswirkungen bei der Weiterverarbeitung
von CRISPR-Produkten ein?
o Konnten gezielt hervorgerufene Eigenschaften wahrend des Weiterverarbei-

tungsprozesses verloren gehen?

Lebensmittelsicherheit und Risikomanagement

o Wie sicherist die CRISPR/Cas9 Technik (ggf. Vergleich zu anderen Verfahren)?

o Gibt es explizite Risiken?

o Wairden Prime Editing und CRISPR/Switch jegliche Risiken beseitigen?

o Ist eine Risikoprufung von genomeditierten Pflanzen in der EU notwendig? Wie
wurden Sie hinsichtlich Planung und Durchfuhrung vorgehen?

o Welche Elemente einer Risikoprufung mussten lhrer Meinung nach vorliegen,
um Natur/Umwelt sowie die Gesundheit von Mensch und Tier zu schutzen?

o Was halten Sie von der Einfuhrung einer Art Zulassungsbezeichnung, wie GRAS
(Generally Recognized As Safe) in den USA, flr den Beweis der Sicherheit von
CRISPR-Produkten in der EU? Wurde GRAS als Risikoprifung ausreichen?
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Gabe es fur das Qualitdtsmanagement (QM) in der Lebensmittelproduktion Mal3-
nahmen/Faktoren, die im Umgang mit CRISPR-Produkten im QM etabliert werden
sollten?

Was waren mdgliche Herausforderungen im QM fir genomeditierte Pflanzen vs.
konventionell angebauten Pflanzen?

Macht ein HACCP Konzept Sinn? Welche CCPs waren bei CRISPR-Produkten fest-

zulegen?

Lebensmittelrecht

Inwieweit sehen Sie das Urteil des EuGH vom Juli 2018 hinsichtlich der Gleichstel-
lung von genomeditierten Pflanzen mit GV-Pflanzen gerechtfertigt?

Wie wirden Sie genomeditierte Pflanzen lebensmittelrechtlich einordnen?

o Ggf. Novel Food oder eigene Kategorie?

Bedeutung Genom-Editierung

Wie wirden Sie die Zukunft von CRISPR-Produkten in der europaischen Lebens-
mittelindustrie prognostizieren? Welche Chancen sehen Sie fir die Anwendung von
CRISPR/Cas9 in der EU?

Werden CRISPR-Produkte an Bedeutung gewinnen zum Beispiel hinsichtlich Le-
bensmittelindustrie/Lebensmittelsystemen/lebensmittelverarbeitenden Betrieben?
Welche wirtschaftlichen Moglichkeiten bietet CRISPR/Cas9 dem europaischen

Markt und welche Lebensmittelgruppen wirden primar profitieren?
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Einwilligungserklarungen

HAW
HAMBURG

| |
111

Einverstindniserklarung fiir die Durchfiihrung und Auswertung eines
Experteninterviews im Rahmen einer Masterarbeit

Eckdaten

Titel der Masterarbeit: Anwendung von CRISPR/Cas9 bei landwirtschaftlichen
Nutzpflanzen und Obstkulturen am Beispiel von Kartoffeln
und Tomaten

Name der Universitat: Hochschule fir Angewandte Wissenschaften (HAW Hamburg)

Name der Forschenden: Laura Katharina Beer

Datum der Interview Durchfihrung:  25.01.2023 von 10:00h bis 11:00h

Informationen zur Durchfihrung

Das Experteninterview findet Uber Zoom statt. Den Einladungslink erhalten Sie im Vorfeld, sodass Sie
dem Zoom Raum problemios beitreten kdnnen. Nach der BegriBung wird Ihr Einverstandnis fir die
Aufreichnung des Interviews, zusatzlich zu der vorliegenden schriftlichen Einwilligungserkiirung,
mandlich eingeholt. Sie werden darlber informiert, dass Sie das Einverstandnis fir die Teilnahme
jederzeit widerrufen kdnnen. AnschlieBend starten wir mit dem Interview.

Datenschutz

Das Aufzeichnen des Interviews dient zur Erstellung des Transkripts. Die Weiterverarbeitung der
Audiodatei des Interviews erfolgt durch eine Transkriptionssoftware. Nach Verschriftlichung des
Interviews sowie der Freigabe durch den Interviewten wird die Audiodatei umgehend geldscht. Bel
den erhobenen Daten handelt es sich ausschlieBlich um die beantworteten Interviewfragen, die
einmalig und allein fir diese Masterarbeit verwendet werden dirfen. Es ist vorgesehen die
Interviewteillnehmer namentlich zu erwdhnen. Bitte erteilen Sie Ihr Einverstandnis/Widerspruch
durch Ankreuzen des entsprechenden Kastchens.

Ich bin damit einverstanden namentlich erwahnt zu werden. g
Ich bin nicht damit einverstanden namentlich erwdhnt zu werden. D

In diesem Fall werden die persdnlichen Teilnehmerinformationen anonymisiert.
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Einwilligungserklarung:
Hiermit erklare ich mich dazu bereit, an einem Interview u dem oben genannten Titel tellzunehmen
ich versichere, dass meine Interviewtelinahme und die Zustimmung zur Verwendung der Daten

freiwillig erfolgen. Es besteht jederzeit die Moglichkeit meine Zustimmung zu widerrufen

ich habe ein Recht auf Auskunft, Berichtigung und Loschung sowie auf die Einschrinkung der
Verarbeitung. ich kann Widerspruch hinsichtlich der Verwendung meiner personenbezogenen Daten

einreichen

Unter diesen genannten Bedingungen erklare ich mich bereit, das Interview zu geben und stimme

der Aufzeichnung, Verschriftlichung sowie der Auswertung der Interviewdaten zu

Daruberhinaus habe ich die in dieser Einverstandniserklarung aufgefuhrten Informationen gelesen

Ort, Datufy, Unterschrift Interviewpartner_in Ort, Datunt " Unterschrift Interviewer in
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HAW
HAMBURG

Einverstandniserklarung fiir die Durchfiihrung und Auswertung eines

Experteninterviews im Rahmen einer Masterarbeit

Eckdaten

Titel der Masterarbeit: Anwendung von CRISPR/Cas9 bei landwirtschaftlichen
Nutzpflanzen und Obstkulturen am Beispiel von Kartoffeln
und Tomaten

Name der Universitat: Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften (HAW Hamburg)

Name der Forschenden: Laura Katharina Beer

Datum der Interview Durchfihrung:  30.01.2023 von 11:30h bis 12:30h

Informationen zur Durchfithrung

Das Experteninterview findet tiber Zoom statt. Den Einladungslink erhalten Sie im Vorfeld, sodass Sie
dem Zoom Raum problemlos beitreten kénnen. Nach der Begriung und vor Beginn des Interviews
wird Ihr Einverstandnis fir die Aufzeichnung des Interviews, zusatzlich zu der vorliegenden
schriftlichen Einwilligungserklarung, miindlich eingeholt. Sie werden dariber informiert, dass Sie das
Einverstandnis fur die Teilnahme jederzeit widerrufen kdnnen. Anschliefend starten wir mit dem

Interview.

Datenschutz

Das Aufzeichnen des Interviews dient zur Erstellung des Transkripts. Die Weiterverarbeitung der
Audiodatei des Interviews erfolgt durch eine Transkriptionssoftware. Nach Verschriftlichung des
Interviews sowie der Freigabe durch den Interviewten wird die Audiodatei umgehend gel6scht. Bei
den erhobenen Daten handelt es sich ausschlieBlich um die beantworteten Interviewfragen, die
einmalig und allein fuir diese Masterarbeit verwendet werden dirfen. Es ist vorgesehen die
Interviewteilnehmer namentlich zu erwahnen. Bitte erteilen Sie ihr Einverstandnis/Widerspruch

durch Ankreuzen des entsprechenden Kastchens.

Ich bin damit einverstanden namentlich erwahnt zu werden. K|

Ich bin nicht damit einverstanden namentlich erwahnt zu werden. |:|

In diesem Fall werden die persénlichen Teilnehmerinformationen anonymisiert.
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HAW
HAMBURG

Einverstandniserklarung fiir die Durchfiihrung und Auswertung eines

Experteninterviews im Rahmen einer Masterarbeit

Eckdaten

Titel der Masterarbeit: Anwendung von CRISPR/Cas9 bei landwirtschaftlichen
Nutzpflanzen und Obstkulturen am Beispiel von Kartoffeln
und Tomaten

Name der Universitat: Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften (HAW Hamburg)

Name der Forschenden: Laura Katharina Beer

Datum der Interview Durchfiihrung:  16.01.2023 von 10:00h bis 11:00h

Informationen zur Durchfithrung

Das Experteninterview findet Giber Zoom statt. Den Einladungslink erhalten Sie im Vorfeld, sodass Sie
dem Zoom Raum problemlos beitreten kénnen. Nach der BegriiBung wird lhr Einverstandnis fir die
Aufzeichnung des Interviews, zusatzlich zu der vorliegenden schriftlichen Einwilligungserklarung,
mundlich eingeholt. Sie werden dariiber informiert, dass Sie das Einverstandnis fur die Teilnahme

jederzeit widerrufen konnen. AnschlieRend starten wir mit dem Interview.

Datenschutz

Das Aufzeichnen des Interviews dient zur Erstellung des Transkripts. Die Weiterverarbeitung der
Audiodatei des Interviews erfolgt durch eine Transkriptionssoftware. Nach Verschriftlichung des
Interviews sowie der Freigabe durch den Interviewten wird die Audiodatei umgehend geloscht. Bei
den erhobenen Daten handelt es sich ausschlielich um die beantworteten Interviewfragen, die
einmalig und allein flr diese Masterarbeit verwendet werden dirfen. Es ist vorgesehen die
Interviewteilnehmer namentlich zu erwahnen. Bitte erteilen Sie lhr Einverstandnis/Widerspruch

durch Ankreuzen des entsprechenden Kastchens.

Ich bin damit einverstanden namentlich erwahnt zu werden.

Ich bin nicht damit einverstanden namentlich erwdhnt zu werden. |:|

In diesem Fall werden die persdnlichen Teilnehmerinformationen anonymisiert.
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Einwilligungserklarung:
Hiermit erklare ich mich dazu bereit, an einem Interview zu dem oben genannten Titel teilzunehmen.
Ich versichere, dass meine Interviewteilnahme und die Zustimmung zur Verwendung der Daten

freiwillig erfolgen. Es besteht jederzeit die Moglichkeit meine Zustimmung zu widerrufen.

Ich habe ein Recht auf Auskunft, Berichtigung und Léschung sowie auf die Einschrankung der
Verarbeitung. Ich kann Widerspruch hinsichtlich der Verwendung meiner personenbezogenen Daten

einreichen.

Unter diesen genannten Bedingungen erklare ich mich bereit, das Interview zu geben und stimme

der Aufzeichnung, Verschriftlichung sowie der Auswertung der Interviewdaten zu.

Dariiberhinaus habe ich die in dieser Einverstandniserklarung aufgefiihrten Informationen gelesen

und zur Kenntnis genommen.

Minster, 17.01.23

Ort, Datum, Unterschrift Interviewpartner_in Ort, Datum, Unterschrift Interviewer_in
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Entwicklung der Kategorienbildung
Zuordnung 1
Im ersten Durchlauf entstanden insgesamt 26 Kategorien, die sich wie folgt auf die im In-

terviewleitfaden festgelegten 5 Hauptkategorien aufteilen:

1. Hauptfrage des Interviewleitfaden: Aktueller Stand

EIf Kategorien

Definition

Einschatzung des Potenzials

Gesellschaftliche Akzeptanz

Klimakrise

Anwendungsbeispiele

Funktionsweise

Entwicklung der Methode

Abgrenzung Zuchtungsmethode

Nachhaltige Lebensmittelsysteme

Umgang mit Genome Edits aul3erhalb der EU

Gleichstellung konventioneller Gentechnik & Genome Edits

2. Hauptfrage des Interviews: Gegenuberstellung von CRISPR-RS und Landwirtschaftli-

chen Produkten

Sechs Kategorien

Vorteile

Bedeutung CRISPR Kartoffel in der EU

Bedeutung CRISPR Tomate in der EU

Relevantes Obst und Gemuse in der EU ggf. raus

Aufklarung von CRISPR/Cas

Direkter Verzehr vs. weiterverarbeitete Produkte
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3. Hauptfrage des Interviews: Lebensmittelsicherheit

Vier Kategorien

Risiken

Aufbauende Technologien

Risikoprufung

CRISPR-Produkte im Lebensmittelbetrieb

4. Hauptfrage: Lebensmittelrecht

Vier Kategorien

Kennzeichnung

(Sorten) Zulassung

Gentechnikgesetz

Politik

5. Hauptfrage: Stellenwert in EU

Eine Kategorie

Bedeutung Genome-Editierung EU

Zuordnung 2

Finale Reihenfolge, der Hauptkategorien, wie sie im Ergebnisteil der Masterarbeit erscheint:

1. Hauptkategorie: Aktueller Stand und zuklnftige Bedeutung

Fiinf Kategorien

Existierende Methoden

Potenzialeinschatzung der Experten

Gesellschaftliche Akzeptanz

Klima

Optimierte Pflanzeneigenschaften durch Ermittlung von Gen-Funktionen

2. Hauptkategorie: Lebensmittelbezogene Anwendungsbeispiele

Fiinf Kategorien

CRISPR veranderte Kartoffel

CRISPR-veranderte Tomaten

Vorteile

Direkter Verzehr oder weiterverarbeitete Produkte

133




3. Hauptkategorie Lebensmittelsicherheit

Vier Kategorien

Allgemein

Risiken

Risikoprufung

Aufbauende Technologien

4. Lebensmittelrechtliche Zuordnung

Sechs Kategorien

Umgang mit Genome Edits aul3erhalb der EU

Umgang mit Genome Edits innerhalb der EU

Kennzeichnung

Zulassung

7.3. Anhang lll - Ergebnisse

Interviewtranskripte

Dr. Jochen Kumlehn

Masterarbeit Laura Katharina Beer/Interviewtranskripte/Transkript Kumlehn.pdf

Dr. Detlef Weigel

Masterarbeit Laura Katharina Beer/Interviewtranskripte/Transkript Weigel.pdf

Dr. Stefan Weinl

Masterarbeit Laura Katharina Beer/Interviewtranskripte/Transkript Weinl.pdf
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Eidesstattliche Erklarung

Fakultit Life Sclences

Priifungsausschuss HAW

HAMBURG

Eidesstattliche Erklirung und Verdffentlichungserkiirung Student oder Studentin

Anwendung von CRISPR/Cas bel landwirtschaftlichen Nutzpflanzen und Obstikulturen am Belspiel von Kartofleln und Tomaten

Eidesstattliche Erklirung Student oder Studentin

verfasst von: Frau Beer Laura Katharina

Ich versichere hiermit, dass ich die vorlegende Master Thesis mil dem o.a. formullerten Thema ohne fremde Hilfe selbstandig
vertasst und nur die angegebenen Quellen und Hilsmittel verwendet habe.
Wortlich oder dem Sinn nach aus anderen Werken entnommene Stellen sind unter Angabe der Quellen kenntiich gemacht.

Datum:
Laurs Katarra Beer

Erkliirung zur Verdffentlichung des Studenten oder der Studentin

Ich bin mit der Online-Vertffentiichung der oben genannten Abschiussarbeit auf dem der E]
HAW Hamburg nicht einverstanden.

Mit meiner Unterschrift bestiitige ich obige Angaben und dass ich die Richilinien zur Veroffentliichung von Abschiussarbelten
der HAW Hamburg zur Kenntnis genommen habe und akzeptiere. Zu finden im Downloadbereich Fakuttatsserviceblro Life

Scences, dort unter den Downloads des jeweiligen Studiengangs.
Datum: </, 5

Lawrs Katharve Boor

e 82

Baar: Lars Kathariva: nsns Food Sclence  Master
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