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Zusammenfassung

Ausgangslage: Neu geziichtete Pflanzensorten werden in der Schweiz unterschiedlich reguliert.
Gelten sie als gentechnisch veranderte Organismen (GVO), féllt der Umgang mit ihnen unter den
Geltungsbereich des Gentechnikgesetzes. Gelten sie nicht als GVO, sind das Landwirtschafts- und
das Umweltschutzgesetz massgebend fiir den Umgang. Welche neu geziichteten Sorten rechtlich
als GVO gelten, ist 1990 definiert worden. Seither sind mehrere neue Pflanzenzuchtverfahren ent-
wickelt worden, die gentechnische Methoden auf eine Weise nutzen, wie sie 1990 nicht absehbar
war. Diese Verfahren sind fiur die Behdrden eine Herausforderung, weil sie die Anwendung der
geltenden GVO-Legaldefinition in Frage stellen und eine Rechtsunsicherheit bei der Regulierung

der aus den Verfahren hervorgehenden Sorten schaffen.

Zielsetzung: Um die bestehende Rechtsunsicherheit zu beheben, braucht das federfiihrende Bun-
desamt fiir Umwelt (BAFU) Grundlagen, anhand derer die Schritte zur Regulierung der neuen Ver-

fahren eingeleitet werden kdnnen. Der vorliegende Bericht will diese Grundlagen liefern.

20 neue Pflanzenzuchtverfahren: Der Bericht identifiziert und beschreibt 20 Pflanzenzucht-
verfahren, bei denen zu klaren ist, wie die resultierenden Sorten rechtlich zu regulieren sind. Bei
11 dieser Verfahren ist zu erwarten, dass erste Sorten bis 2017 auf den weltweiten Markt kom-

men.

Besonderheit der neuen Verfahren: Die identifizierten Verfahren nutzen zwar gentechnische
Methoden, kénnen aber in Sorten oder Produkten resultieren, die frei von artfremden Genen sind.
Aus 15 der neuen Verfahren kénnen Sorten hervorgehen, die ganzlich frei von den wahrend des

Zichtungsprozesses eingefiihrten Genen sind.

GVO-Klassierung: Ob die aus den identifizierten Verfahren hervorgehenden Sorten als GVO zu

klassieren sind, ist gegenwartig unklar und wird fiir jedes Verfahren einzeln zu bestimmen sein.

Kontrollmoglichkeiten: Aus der Mehrheit der neuen Verfahren kénnen Sorten hervorgehen, die
sich mit den gangigen Nachweismethoden nicht als GVO erkennen liessen. Wirden solche Sorten

als GVO klassiert, fehlten Kontrolimdglichkeiten beim Vollzug der Gentechnikgesetzgebung.

Wahlfreiheit: Falls Sorten aus einem der neuen Verfahren nicht als GVO zu klassieren sind,
waren sie nicht als GVO zu kennzeichnen. Damit bliebe die Anwendung der Gentechnik im Zich-
tungsprozess fur KonsumentInnen und LandwirtInnen unsichtbar. Ob dies die Wabhlfreiheit beein-

trachtigen wirde, ist gegenwartig unklar und wéare abzuklaren.

Biosicherheit: Wie die Biosicherheit der 20 neuen Verfahren im Vergleich zu herkdmmlichen Ver-
fahren zu bewerten ist, bleibt zu beantworten. Der Bericht liefert fir neun Verfahren eine Grund-
lage dazu. Hinsichtlich der Zulassung von Sorten aus den neuen Verfahren gilt es des Weiteren zu
kldren, ob die Priifung der Biosicherheit einer strengen staatlichen Aufsicht obliegen soll oder der

Eigenverantwortung der Hersteller und Importeure zu unterstellen ist.

Internationale Handelsbeziehungen: Hinsichtlich der Ein- und Ausfuhr von Pflanzenprodukten
ist zu verfolgen, wie die Sorten aus den neuen Verfahren im Ausland reguliert werden. In der EU -
dem wichtigsten Agrar-Handelspartner der Schweiz - sind noch keine Entscheidungen zur

Regulierung getroffen worden. Die EU-Kommission hat jedoch Abklédrungen dazu eingeleitet.
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Kurzfassung

Ausgangslage und Zielsetzung

Saat- und Pflanzgut gehoren zu den wichtigsten Produktionsmitteln der Landwirtschaft. Um
nachhaltig und marktorientiert produzieren zu kénnen, bedarf es des stetigen Nachschubs neu
gezluchteter Kulturpflanzensorten, die an die sich &ndernden Bedingungen der Landwirtschaft
angepasst sind.

Der Umgang mit neu gezichteten Pflanzensorten wird in der Schweiz abhangig von der Art der
benutzten Zlichtungsverfahren unterschiedlich reguliert. Gehen die Sorten aus einem gentech-
nischen Verfahren hervor, fallt der Umgang mit ihnen unter den Geltungsbereich des Gentech-
nikgesetzes (GTG). Stammen die Sorten aus einem Verfahren, das nicht als gentechnisch gilt,
sind das Landwirtschaftsgesetz (LwG) und das Umweltschutzgesetz (USG) massgebend flir den
Umgang.

Welche Organismen in der Schweiz als gentechnisch verdnderte Organismen (GVO) gelten, ist
im GTG definiert und in der Freisetzungsverordnung (FrSV) konkretisiert. Sowohl die Legaldefi-
nition als auch die Konkretisierung sind Giber zwanzig Jahre alt.

Gegenwartig werden eine Reihe neuer Pflanzenzuchtverfahren erprobt, die gentechnische
Methoden auf eine bisher ungewohnte Art und Weise nutzen und es zunehmend schwieriger
machen, eine klare Trennlinie zwischen gentechnischen Verfahren und anderen Ziichtungs-
techniken zu ziehen. Damit wird es verstarkt eine Sache der Auslegung, ob die aus den neuen
Verfahren hervorgehenden Sorten nach geltendem Recht als GVO gelten oder nicht.

Mit dem Fortschreiten der Entwicklung der neuen Pflanzenzuchtverfahren ist davon auszu-
gehen, dass die neuen Verfahren in der Schweiz zur Anwendung kommen und Produkte aus
den Verfahren via Importe auf den hiesigen Markt kommen.

Der vorliegende Bericht will als Grundlage dienen, anhand derer das Bundesamt fir Umwelt
(BAFU) als federfiihrendes Amt des GTG den aus den neuen Verfahren resultierenden Hand-
lungsbedarf abschdtzen und auf gut informierter Basis entscheiden kann, ob und falls ja,

welche weiteren Schritte zur Regulierung der neuen Verfahren einzuleiten sind.

Behandelte Verfahren und Aspekte

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf den zehn Pflanzenzuchtverfahren, die gegenwartig
auch in der EU von Arbeitsgruppen evaluiert werden und bereits bei Beginn der Arbeit bekannt

waren. Diese zehn Verfahren sind:

- Agroinfiltration - Pfropfen mit GVO

- Beschleunigte Ziichtung - Reverse Breeding (RB)

- Cisgenese - RNA-dirigierte DNA-Methylierung (RdDM)
- Intragenese - Virus-induziertes Gen-Silencing (VIGS)

- Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese (ODM) Zinkfinger-Nukleasen-Technik (ZFN)

Fir die oben genannten Verfahren erfolgt eine technische Beschreibung, eine Schilderung mog-
licher Anwendungen in der Pflanzenziichtung, eine Darstellung des Standes der Entwicklung
sowie eine Antwort auf die Frage, ob sich die resultierenden Sorten mit PCR-Methoden erken-
nen und identifizieren lassen. Zudem werden fir neun der zehn Verfahren Aspekte dargestellt,
die bei der Sicherheitsbewertung und GVO-Klassierung der resultierenden Sorten eine Rolle

spielen kénnten.
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Im Verlauf der Arbeit sind weitere zehn Pflanzenzuchtverfahren ermittelt worden, die gentech-
nische Methoden auf eine ungewohnte Art und Weise nutzen. Diese Verfahren werden in der

vorliegenden Arbeit kurz beschrieben und sind im Folgenden aufgelistet:

-  Gezielte chemische Mutagenese - Seed Production Technology (SPT)

- Gezielte Mutagenese mittels T-DNA - TALEN-Technik

- Induzierte Hypomethylation - Transformation mit Wildtyp Agrobakterien
- Meganukleasen-Technik - Virus-unterstitzte Genexpression (VUGE)
- Methyltransferasen-Technik - Zentromer-vermittelte Genomelimination

Sechzehn der zwanzig identifizierten Verfahren lassen sich mit mindestens einem der anderen
neuen Verfahren kombinieren. Bei mehreren Verfahren werden zudem unterschiedliche Varian-

ten erprobt.

Kategorisierung der Verfahren nach Art der Anwendung gentechnischer Methoden

Hinsichtlich der Art der Anwendung gentechnischer Methoden lassen sich die zwanzig identifi-
zierten Verfahren in zwei Kategorien einteilen: (I) Verfahren, die gentechnische Methoden auf
eine direkte Art nutzen und zu Sorten flhren, die das wahrend des Verfahrens eingeflihrte ge-
netische Material stabil in ihr Erbgut integriert haben, und (II) Verfahren, die gentechnische
Methoden auf eine indirekte Art nutzen und zu Sorten fihren, bei denen das wahrend des
Verfahrens eingeflihrte genetische Material im Endprodukt nicht mehr vorhanden ist.

Bei flunf Verfahren werden gentechnische Methoden ausschliesslich auf eine direkte Art einge-
setzt: Cisgenese, Gezielte Mutagenese mittels T-DNA, Intragenese, Pfropfen und Transforma-
tion mit Wildtyp-Agrobakterien.

Bei den ZFN-, TALEN- und Meganukleasen-Techniken werden gentechnische Methoden je nach
Variante auf eine direkte oder indirekte Art angewandt.

Bei den restlichen zwdoIf Verfahren werden gentechnische Methoden ausschliesslich auf indi-
rekte Art angewendet. Der Einsatz gentechnischer Methoden dient hier dazu, eine bestimmte

«Funktion» voribergehend in Pflanzen oder Pflanzenzellen einzubringen.

Kategorisierung der Verfahren nach Zweck der Anwendung gentechnischer Methoden

Hinsichtlich des Zwecks der Nutzung gentechnischer Methoden lassen sich drei Kategorien aus-
machen: (I) die Nutzung zur Erzeugung genetischer Variation, (II) die Nutzung zur Erzeugung
epigenetischer Variation und (III) die Nutzung als Mittel zur Unterstitzung herkémmlicher
Zichtungsverfahren.

Bei zehn der zwanzig identifizierten Verfahren besteht der Zweck darin, genetische Variation zu
erzeugen. Die Art der beabsichtigten genetischen Veranderung ist dabei je nach Verfahren oder
Verfahrensvariante verschieden. Unterscheiden lassen sich der Transfer von Genen (z.B.
Cisgenese und Intragenese), der Austausch von Basen (z.B. ODM), die Erzeugung von Indels
(z.B. Variante der ZFN-Technik) sowie die Entfernung von Genen (z.B. Variante der ZFN-
Technik).

Bei drei Verfahren werden gentechnische Methoden eingesetzt, um im Erbgut der Pflanzen via
DNA-Methylierung neue Epiallele zu erzeugen. Bei der Methyltransferasen-Technik und dem
RdDM-Verfahren findet eine gezielte Methylierung vorbestimmter genomischer Sequenz-
abschnitte statt. Beim Verfahren der induzierten Hypomethylation wiederum erfolgt die

Methylierung ungezielt.
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Sieben Verfahren dienen dem Zweck, herkdmmliche Zichtungsmethoden zu unterstitzen.
Agroinfiltration, VIGS und VUGE kénnen als Selektionsverfahren eingesetzt werden, die Be-
schleunigte Zichtung kiirzt die Kreuzungsziichtung zeitlich ab, das RB-Verfahren und die SPT
erleichtern die Hybridziichtung und das Verfahren der Zentromer-vermittelten Genomelimina-

tion unterstitzt die Haploidenziichtung.

Stand der Entwicklung

Neue Pflanzenzuchtverfahren werden in der Grundlagenforschung, in der angewandten For-
schung sowie in der Zichtungsforschung entwickelt und schliesslich in Zichtungsprogrammen
privater Firmen und/oder 6ffentlicher Institutionen zur Herstellung neuer Sorten eingesetzt.

Bei vierzehn der zwanzig identifizierten Verfahren ist bekannt, dass sie in Zichtungsprogram-
men eingesetzt werden.

Eine kommerzielle Lancierung neuer Sorten ist bei elf der zwanzig identifizierten Verfahren in
den kommenden finf Jahren zu erwarten, falls die jeweiligen Sorten nicht wie GVO sondern wie

herkdmmlich geziichtete Sorten reguliert werden.

Erkennung und Identifikation der Sorten aus den neuen Verfahren

Die Verfugbarkeit von Testmethoden, mit denen sich GVO erkennen und identifizieren lassen,
spielt eine wichtige Rolle beim Vollzug der Gentechnikgesetzgebung. Da der Nachweis von GVO
im Vollzug derzeit vorwiegend mit PCR-Methoden erfolgt, wird flir die behandelten Pflanzen-
zuchtverfahren eingeschatzt, ob die aus ihnen hervorgehenden Sorten mittels PCR-Methoden
erkannt und identifiziert werden kénnen.

Erkennung: Bei den dreizehn Verfahren, bei denen genetische oder epigenetische Variation
erzeugt wird, dirfte sich in den Sorten die Existenz der Verdnderung am genetischen Material
mittels PCR-Methoden in Bezug auf einen Komparator erkennen lassen, falls Informationen
Uber die Veranderung vorliegen.

Identifikation: Bei den Verfahren, bei denen gentechnische Methoden auf eine direkte Art ein-
gesetzt werden, durfte in den Sorten die Existenz der Verdnderung mittels PCR-Methoden als
Veranderung zu identifizieren sein, die absichtlich durch das Verfahren eingefiihrt worden ist.
Die eindeutige Identifikation dirfte dabei nur dann mdglich sein, wenn Informationen Uber die
Veranderung vorliegen. Bei den Verfahren, bei denen gentechnische Methoden auf eine indi-
rekte Art eingesetzt werden, dirfte eine eindeutige Identifikation mittels PCR-Methoden in der
Regel nicht mdglich sein.

Bei den Verfahren, die der Unterstliitzung herkémmlicher Zichtungsmethoden dienen und bei
denen keine Veranderungen am genetischen Material beabsichtigt werden, lassen sich die re-

sultierenden Sorten mittels PCR-Methoden weder erkennen noch identifizieren.

Sicherheitsaspekte

Ob eine aus den neuen Zuchtverfahren hervorgehende Sorte unbeabsichtigt Eigenschaften auf-
weist, die in unerwlnschter Weise auf Mensch, Tier oder Umwelt einwirken kdnnten, hangt
vom Phéanotyp der Sorte ab und kann nur von Fall zu Fall beurteilt werden. Ob eine neu Sorten
wiederum ein Risiko flir Mensch, Tier und Umwelt darstellt, héangt nicht allein vom Phanotyp
der Sorte ab, sondern auch von Expositionsfaktoren wie zum Beispiel dem Ausmass, mit
welchem eine Sorte angebaut wird, oder der Konsummenge.

Da kaum konkrete Daten Uber Eigenschaften einzelner Sorten aus den neuen Verfahren

vorliegen, wird in der Literatur hauptsachlich darliber diskutiert, wie die Sicherheit der neuen
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Verfahren im Vergleich zu herkdmmlichen Zuchtverfahren und zur Transgenese einzustufen ist.
Ein zentraler Aspekt dieser Diskussion ist das mégliche Auftreten von unbeabsichtigten Wirkun-
gen.

Fir neun der zwanzig identifizierten Verfahren wird in der vorliegenden Arbeit dargestellt, ob
und wie der jeweilige Zuchtungsprozess in den resultierenden Sorten zu unbeabsichtigten Wir-

kungen fuhren kann.

Aspekte der GVO-Klassierung

Ob die aus den zwanzig beschriebenen Verfahren hervorgehenden Sorten nach geltendem
Recht als GVO zu klassieren sind oder nicht, ist flir jedes Verfahren unter Berlicksichtigung
mdglicher Varianten und Kombinationen einzeln zu prifen.

In der vorliegenden Arbeit werden Aspekte und Fragen diskutiert, die bei der GVO-Klassierung
eine Rolle spielen kdnnten.

Die Cisgenese und gewisse Varianten der Zinkfinger-Nukleasen-, TALEN- und Meganukleasen-
Techniken kénnen den Kriterien der Selbstklonierung entsprechen, weshalb sich die Frage
stellt, ob die aus diesen Verfahren beziehungsweise Verfahrensvarianten hervorgehenden Sor-
ten aus dem Geltungsbereichs des GTG fallen kénnen oder nicht?

Beim Pfropfen ist zu kléaren, ob Nachkommen eines Reisers, der auf einen gentechnisch veran-
derten Wurzelstock gepfropft wurde, als GVO zu klassieren sind oder nicht.

Bei Verfahren, die im Erbgut von Pflanzen zu einem Allelaustausch flihren kénnen, stellt sich
die Frage, welcher der folgenden beiden Aspekt bei der GVO-Klassierung Uberwiegt: Ist es der
Aspekt der Insertion von Nukleinsduren ins Erbgut des Organismus? Oder ist es der Aspekt,
dass die Verdanderungen am genetischen Material Mutationen sind? Zu klaren kdénnte dabei
auch die Frage sein, ob die Anzahl der in einer bestimmten endogenen Sequenz ausge-
tauschten Basen entscheidend fiir die GVO-Klassierung sein kann oder nicht?

Bei der Transformation mit Wildtyp Agrobakterien bleibt zu kldaren, ob das Verfahren rechtlich
als gentechnisches Verfahren gilt oder nicht.

Werden gentechnische Methoden auf eine indirekte Art angewendet, kénnen aus den Verfahren
Sorten hervorgehen, die frei von extrazellular eingefihrtem genetischem Material sind. Bei der
GVO-Klassierung dieser Sorten stellen sich hauptsachlich folgende finf Fragen: (I) Gelten
Kreuzungsnachkommen einer stabil transformierten Pflanze als GVO, wenn sie frei vom ur-
springlich transformierten genetischen Material sind? (II) Gelten Nachkommen von Pflanzen,
die sich aus transfizierten Zellen regeneriert haben, als GVO, wenn sie das urspriinglich
transfizierte, genetische Material nicht mehr enthalten? (III) Gelten Nachkommen von Pflan-
zen, die in etlichen ihrer Zellen rekombinante Viren enthielten, als GVO, wenn sie frei vom
rekombinanten Virus sind? (IV) Gelten Nachkommen eines Reisers, der auf einen stabil trans-
formierten Wurzelstock gepfropft ist, als GVO? (V) Spielt es bei der Beantwortung der ersten
vier Fragen eine Rolle, ob die Nachkommen andere Veranderungen als Insertionen extrazellula-
rer Nukleinsduren in ihrem genetischen Material aufweisen, die auf die Anwendung gentechni-

scher Methoden zuriickgehen?

Regulatorische Aspekte

Aspekte und Fragen, die bei der Regulierung der Sorten aus den neuen Verfahren eine Rolle
spielen beziehungsweise zu beantworten sein kdnnten, werden dargestellt und diskutiert. Der

Fokus liegt dabei auf der Gentechnikgesetzgebung.
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e Biosicherheit: Ob und wie eine Pflanzensorte, die aus einem der neuen Verfahren hervorgeht,
auf die Schutzglter einwirkt, I&sst sich nur in einer Einzelfallpriifung feststellen. Unabhangig
von der GVO-Klassierung der neuen Sorten, stellt sich aus regulatorischer Sicht sich die Frage,
wer die Einzelfallpriifung vornehmen soll? Ist es je nach Verfahren gerechtfertigt, dass Priifung
und Bewertung einer strengen staatlichen Aufsicht obliegen (wie fir GVO geméass GTG)? Oder
ist es je nach Verfahren angemessen, Prifung und Bewertung hauptsachlich der Eigenverant-
wortung der Hersteller und Importeure zu unterstellen (wie flr nicht-GVO gemass USG/LwG)?

e Wahlfreiheit: Wird entschieden, dass die Sorten eines der neuen Verfahren als GVO zu
klassieren, so sind diese Sorten beim Inverkehrbringen als GVO zu kennzeichnen. Die Pflicht
zur Kennzeichnung besteht auch fir die aus den Sorten gewonnenen Lebens- und Futtermittel.
Da die Sorten und die daraus erzeugten Produkte zu kennzeichnen sind, sind die Wahlfreiheit
der KonsumentInnen (Lebensmittel) wie auch die Wabhlfreiheit der LandwirtInnen (Saatgut,
Futtermittel) ermdglicht. Neue Herausforderungen beim Vollzug kénnten sich in den Fallen
ergeben, in denen die Sorten und somit auch die aus ihnen gewonnenen Erzeugnisse stofflich
nicht eindeutig als GVO identifizierbar sind. Wird hingegen entschieden, dass die Sorten eines
der neuen Verfahren nicht als GVO zu klassieren, so sind diese Sorten beim Inverkehrbringen
auch nicht als GVO zu kennzeichnen. In diesem Fall stellt sich die Frage, ob die Wahlfreiheit
beeintrachtigt wird, wenn die Anwendungen der Gentechnik im Zlchtungsprozess flir Konsu-
mentInnen und LandwirtInnen unsichtbar bleiben?

e Achtung der Wirde der Kreatur: Die Tatigkeit, bei der die Wirde der Kreatur bei Pflanzen
missachtet werden kénnte, ist die gentechnische Veranderung des Erbguts im geschlossenen
System. Wie die neuen Verfahren hinsichtlich der Wiirde der Pflanze zu handhaben sind, bleibt
zu beantworten: Ist die Wirde der Pflanze nur dann zu achten, wenn bei der Anwendung der
neuen Verfahren eine Pflanze mit neu inserierten Genen entsteht - sei es als Endprodukt oder
in einem Zwischenschritt des Verfahrens. Oder ist der Wirde der Pflanze bei allen Sorten zu
achten, bei denen mit den neuen Verfahren Verdnderungen im genetischen Material hervor-
gerufen werden?

e Uberpriifung der Abwesenheit extrazelluldr eingefiihrter DNA: Aus Verfahren, in denen gen-
technische Methoden indirekt angewendet werden, kénnen Sorten hervorgehen, die frei von
extrazellular eingefliihrtem genetischen Material sind. Aus regulatorischer Sicht kann hier die
Frage gestellt werden, wer mit welchen Methoden vor einem Freisetzungsversuch und vor dem
Inverkehrbringen einer Sorte die Abwesenheit des extrazelluldr eingefiihrten genetischen Mate-
rials nachweist. Soll dieser Nachweis der Sorgfaltspflicht und der Selbstkontrolle der Hersteller
obliegen oder unter staatliche Kontrolle gestellt werden?

e Internationale Handelsbeziehungen: Die Schweiz fiihrt Pflanzensorten und daraus hergestellte
Produkte sowohl ein als auch aus. Ob sich bei der Ein- und Ausfuhr von Sorten aus den neuen
Pflanzenzuchtverfahren auch neue regulatorische Fragen ergeben werden, hangt davon ab, wie
die Sorten in den einzelnen Landern reguliert werden und ob die jeweiligen Regulierungen sich
von der hiesigen Regulierung unterscheiden. Welche Ansétze zur Regulierung der neuen Ver-
fahren international verfolgt werden, ist in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht worden.
Bekannt ist, dass die regulatorischen Fragen in verschiedenen Landern von den zustandigen

Behoérden und Kommissionen diskutiert werden.
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1. Einleitung

1.1 Ausgangslage

Saat- und Pflanzgut gehdren zu den wichtigsten Produktionsmitteln der Landwirtschaft. Um nach-
haltig und marktorientiert produzieren zu kénnen, sind LandwirtInnen auf den stetigen Nachschub
neuer Kulturpflanzensorten angewiesen. Fir die Zufuhr neuer Sorten sorgen Pflanzenzuchtfirmen
und offentliche Zuchtprogramme. Sie stellen laufend genetisch veranderte Sorten her, die an die
sich dndernden Bedingungen und Bediirfnisse der Landwirtschaft angepasst sind. Flr die gene-
tische Veranderung bestehender Sorten steht der Pflanzenziichtung heute eine breite Palette an
Verfahren bereit. Dazu gehoren seit Mitte der 1980er Jahre auch gentechnische Verfahren, die den
gezielten Transfer isolierter DNA ermdglichen.

Das Herstellen, das Testen in der Umwelt und das Inverkehrbringen von neuen Pflanzensorten
werden in der Schweiz abhangig von der Art der benutzten Zichtungsverfahren unterschiedlich re-
guliert. Stammen die neuen Sorten aus gentechnischen Verfahren, fallt der Umgang mit den
resultierenden gentechnisch veranderten Sorten massgeblich unter den Geltungsbereich des Gen-
technikgesetzes (GTG). Stammen die Sorten hingegen aus Verfahren, die nicht als gentechnisch
gelten, sind das Landwirtschaftsgesetz (LwG) und das Umweltschutzgesetz (USG) massgebend fiir
den Umgang.

Welche Organismen in der Schweiz als gentechnisch verédnderte Organismen (GVO) gelten, ist im
GTG definiert und in der Freisetzungsverordnung (FrSV) konkretisiert. Die Legaldefinition und die
Konkretisierung sind mittlerweile tUber 20 Jahre alt, stammen sie doch beide aus Richtlinien der
EU, die 1990 in Kraft gesetzt wurden. Wahrend die Legaldefinition und die Konkretisierung des
Begriffs GVO seit ihren Urspringen materiell unverandert geblieben sind, sind in der Grundlagen-
und Zlichtungsforschung neue Verfahren entwickelt worden, die gentechnische Methoden auf eine
Art und Weise anwenden, wie sie 1990 nicht absehbar war.

Bislang flihrte der Einsatz gentechnischer Methoden in der Pflanzenzliichtung zu Sorten mit den
folgenden beiden Merkmalen: (I) Im Erbgut der Sorte ist von ausserhalb der Pflanze zugefiihrte
DNA inseriert und (II) die neu inserierte DNA stammt ganz oder teilweise von artfremden Organis-
men. Bei den neu entwickelten Verfahren kann der Einsatz gentechnischer Methoden hingegen in
Sorten resultieren, die entweder nur das erste Merkmal (Insertion von ausserhalb zugefiigter DNA)
oder gar keines der beiden Merkmale aufweisen. Eine Besonderheit der neuen Verfahren ist somit:
Sie nutzen zwar gentechnische Methoden, flihren aber zu Sorten, die frei von artfremder DNA
sind. Da die resultierenden Sorten nur Gene in ihrem Erbgut besitzen kdénnen, die bereits Teil des
Genpools der jeweiligen Kulturart sind, sind sie — im Prinzip — auch mit herkémmlichen, also nicht
gentechnischen Verfahren zichtbar.

Mit der Entwicklung der neuen Pflanzenzuchtverfahren wird es zunehmend schwieriger, eine klare
Trennlinie zwischen gentechnischen Verfahren und anderen Zichtungstechniken zu ziehen. Da
dadurch auch die charakteristischen Unterschiede zwischen GVO und nicht-GVO schwinden, wird
es verstarkt eine Sache der Auslegung, ob die aus den neuen Verfahren hervorgehenden Sorten
gemass Legaldefinition des GTG als GVO zu betrachten sind oder nicht. Damit stehen wiederum
die Fragen im Raum, ob die Legaldefinition des Begriffs GVO neu zu verhandeln ist und wie die aus
den neuen Verfahren hervorgehenden Sorten zu regulieren sind?

Mit dem Fortschreiten der Entwicklung der neuen Verfahren ist davon auszugehen, dass die neuen
Verfahren in der Schweiz zur Anwendung kommen und Produkte aus den Verfahren via Importe
auf den hiesigen Markt gelangen. Um den daraus entstehenden Handlungsbedarf evaluieren zu

kdénnen, hat das Bundesamt flir Umwelt (BAFU) die im Kanton Zirich fir den Vollzug der FrSV zu-
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standige Sektion Biosicherheit (SBS) des Amts fiir Abfall, Wasser, Energie und Luft (AWEL) damit

beauftragt, einen Grundlagenbericht zu den neuen Verfahren zu erstellen.

1.2 Zielsetzung

Der vorliegende Bericht soll dem BAFU als Basis dienen, um den aus den neuen Verfahren ent-
stehenden Handlungsbedarf abschatzen und auf gut informierter Basis einen Entscheid treffen zu
kénnen, ob und falls ja, welche weiteren Schritte zur Regulierung der neuen Sorten notwendig
werden. Um als Basis flr etwaige weitere Entscheide dienen zu kdnnen, will der Bericht nicht nur
die inhaltlichen Sachverhalte darstellen sondern auch mdgliche Fragen aufwerfen, die sich im Zu-

sammenhang mit den neuen Verfahren auf rechtlicher oder regulatorischer Ebene stellen kdnnten.

1.3 Behandelte Verfahren und Aspekte

Der Fokus des Berichts liegt auf den zehn Verfahren, die in Lusser et al. (2011) und/oder Schaart
& Visser (2009) dargestellt werden und zur Beginn der vorliegenden Arbeit bekannt waren (Tabelle
1). Diese Verfahren sind: Agroinfiltration, Beschleunigte Ziichtung, Cisgenese, Intragenese, Oligo-
nukleotid-dirigierte Mutagenese, Pfropfen', Reverse Breeding, RNA-dirigierte DNA-Methylierung,
Virus-induziertes Gen-Silencing und Zinkfinger-Nukleasen-Technik. Fir jedes dieser Verfahren
erfolgt eine technische Beschreibung, eine Schilderung mdglicher Anwendungen in der Pflanzen-
zlichtung, eine Darstellung des Standes der Entwicklung sowie eine Antwort auf die Frage, ob sich
die resultierenden Sorten mit PCR-Methoden erkennen und identifizieren lassen. Zudem werden
fur jedes Verfahren Aspekte dargestellt, die bei der Sicherheitsbewertung und GVO-Klassierung
der resultierenden Sorten eine Rolle spielen kdnnten. In Bezug auf die letzteren beiden Aspekte
bildet die Zinkfinger-Nukleasen-Technik eine Ausnahme. Sie beinhaltet mehrere Verfahrens-
varianten, die im Hinblick auf Sicherheitsaspekte und GVO-Klassierung separat behandelt werden
missten, was innerhalb des Projektrahmens nicht moglich war.

Neben den urspriinglich bekannten Verfahren sind im Verlaufe der Arbeit in der Literatur weitere
zehn Pflanzenzuchtverfahren entdeckt worden, die gentechnische oder Gentechnik-&hnliche
Methoden auf eine ungewohnte Art und Weise nutzen und deshalb ebenfalls rechtliche und regula-
torische Fragen aufwerfen kdnnten (Tabelle 1). Diese Verfahren sind: Gezielte chemische Muta-
genese, Gezielte Mutagenese mittels T-DNA, Induzierte Hypomethylation, Meganukleasen-Technik,
Methyltransferasen-Technik, Seed Production Technology, TALEN-Technik, Transformation mit
Wildtyp-Agrobakterien, Virus-unterstiitzte Genexpression und Zentromer-vermittelte Genomelimi-
nation. Fur diese zehn Verfahren erfolgen jeweils eine technische Beschreibung, eine Schilderung

madglicher Anwendungen in der Pflanzenzucht sowie eine Darstellung des Standes der Entwicklung.

1.3.1 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden

Die Verfligbarkeit von Testmethoden, mit denen sich GVO erkennen und identifizieren lassen,
spielt eine wichtige Rolle beim Vollzug der Gentechnikgesetzgebung. Im vorliegenden Bericht wird
deshalb, wie oben erwahnt, der Frage nachgegangen, ob sich Sorten, die aus den neuen Pflanzen-
zuchtverfahren hervorgehen, mittels PCR-Methoden als GVO nachweisen liessen. Der Fokus liegt
auf den PCR-Methoden, weil diese einen routinemadssigen Einsatz erlauben und heute in der

Vollzugspraxis die Methode der Wahl sind.

! Fusion von gentechnisch veranderten mit gentechnisch nicht veranderten Pflanzen mittels Pfropfen. Das
Verfahren wird im vorliegenden Bericht der Einfachheit halber als «Pfropfen» bezeichnet.
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Bei der Frage nach der Nachweisbarkeit wird im vorliegenden Bericht unterschieden zwischen der
Mdoglichkeit der Erkennung und der Méglichkeit der Identifikation. Mit Erkennung ist die Mdglichkeit
gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte festzustellen
und zwar in Bezug auf eine geeignete Vergleichssorte. Mit Identifikation wiederum ist die Mdglich-
keit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte als Veran-
derung zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingefiihrt worden ist.

Inwiefern neben den PCR-Methoden weitere Nachweisverfahren fir die Erkennung und Identifi-
kation von Sorten aus den neuen Pflanzenzuchtverfahren zur Verfligung stehen, wird im vorliegen-

den Bericht nicht untersucht.

1.3.2 Aspekte der Biosicherheit

Wie weiter oben beschrieben werden flir neun der zwanzig identifizierten Verfahren jeweils As-
pekte aufgefiihrt, die bei der Bewertung der Sicherheit der einzelnen Verfahren beziehungsweise
der jeweils daraus hervorgehenden Sorten eine Rolle spielen kénnten. Dabei werden fur die
einzelnen Verfahren jeweils die Prozesse identifiziert, die in den resultierenden Sorten zu unbeab-
sichtigten Wirkungen fluhren kénnen. Unbeabsichtigte Wirkungen kénnen neutral, erwlinscht oder
unerwiinscht sein und kommen bei allen Pflanzenzuchtverfahren vor. Indem jeweils dargestellt
wird, ob die identifizierten Prozesse auch bei herkdmmlichen Zichtungsverfahren vorkommen,
lasst sich beantworten, ob die Prozesse spezifisch fir das jeweilige Verfahren sind oder nicht. Das
Ziel dieses Vorgehens ist, eine erste Basis zu legen, um die neuen Verfahren in Bezug auf die

Biosicherheit mit herkémmlichen Verfahren zu vergleichen.

1.3.3 Aspekte der GVO-Klassierung

Wie weiter oben beschrieben werden fir neun der zwanzig identifizierten Verfahren Aspekte be-
schrieben, die bei der GVO-Klassierung der resultierenden Sorten nach geltendem Recht eine Rolle
spielen kénnten. Dabei werden jeweils in hermeneutischer Art und Weise unterschiedliche Sicht-
weisen und Interpretationsmdglichkeiten aufgezeigt, die bei der GVO-Klassierung eingenommen
beziehungsweise bestehen kdénnten. Dieses Vorgehen dient dem Aufzeigen mdéglicher Unsicherhei-
ten bei der GVO-Klassierung sowie der Klarung der Frage, ob ein Bedarf besteht, die bestehenden
Rechtsnormen zu konkretisieren. Damit will der vorliegende Bericht weder auf die Frage eine Ant-
wort geben, ob die aus den neuen Verfahren resultierenden Sorten nach geltendem Recht GVO
sind oder nicht, noch will er beantworten, ob die resultierenden Sorten GVO sein sollten oder

nicht.

1.4 Aufbau des Berichts

Kapitel 2 stellt kurz dar, welche Organismen nach geltendem Recht in der Schweiz als GVO gelten.
Diese Darstellung dient als Basis, um in den weiteren Kapiteln Aspekte der GVO-Klassierung der
aus den neuen verfahren hervorgehenden Sorten diskutieren zu kénnen. In Kapitel 3 werden fir
die einzelnen Verfahren die oben beschriebenen Aspekte behandelt. Kapitel 4 stellt eine Synopsis
dar, wobei die in Kapitel 3 dargestellten Sachverhalte zusammenfassend aufgerollt werden. In der
Synopsis erfolgt zuerst eine Kategorisierung der neuen Verfahren. Dann werden kurze Uberblicke
Uber die Erkennung und Identifikation der Sorten aus den neuen Verfahren sowie Uber den Stand
der Entwicklung gegeben. Anschliessend werden die Fragen und Aspekte restimiert, die bei der
Sicherheitsbewertung und GVO-Klassierung der Sorten aus den neuen Verfahren eine Rolle spielen
kénnten. In Kapitel 5 werden schliesslich Aspekte dargestellt und Fragen aufgeworfen, die bei der

Regulierung der Sorten aus den neuen Verfahren eine Rolle spielen beziehungsweise zu beantwor-
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ten sein kénnten. Der Fokus liegt dabei auf dem GTG. Zu den Aspekten, die dargestellt werden,

gehodren Biosicherheit, Wahlfreiheit, Wiirde der Pflanze und Internationale Handelsbeziehungen.

Tabelle 1: 20 in der Literatur identifizierte Pflanzenzuchtverfahren, die gentechnische oder
Gentechnik-dhnliche Methoden auf eine ungewohnte Art nutzen, und ihre Beriicksichtigung in
Lusser et al. (2011), Schaart & Visser (2009) und der vorliegenden Arbeit.

Lusser et al. Schaart & Visser Vorliegender
Verfahren 2011 2009 Bericht
Agroinfiltration v v v*
Beschleunigte Zlichtung v v*
Cisgenese v 4 v*
Gezielte chemische Mutagenese 4
Gezielte Mutagenese via T-DNA v
Induzierte Hypomethylation 4
Intragenese v 4 v*
Meganukleasen-Technik 4
Methyltransferasen-Technik 4
Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese v v v*
Pfropfen v 4 v*
Reverse Breeding v 4 v*
RNA-dirigierte DNA-Methylierung v v*
Seed Production Technology 4
TALEN-Technik v
Transformation mit Wt Agrobakterien v
Virus-induziertes Gen-Silencing 4 v*
Virus-unterstltzte Genexpression v
Zentromer-vermittelte Genomelimination v
Zinkfinger-Nukleasen-Technik v v*

v': Die Verfahren werden berlicksichtigt und zumindest technisch beschrieben. v*: Die Verfahren waren
zu Beginn der vorliegenden Arbeit bekannt und werden - mit Ausnahme der Zinkfinger-Nukleasen-
Technik - im vorliegenden Bericht anders als die anderen Verfahren auch hinsichtlich der Aspekte
behandelt, die bei der Sicherheitsbewertung und der GVO-Klassierung eine Rolle spielen kénnten. Wt:
Wildtyp.
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2. GVO-Legaldefintion

Welche Organismen in der Schweiz rechtlich als GVO gelten, ist 1995 bei der Anderung des Um-
weltschutzgesetz (USG) erstmals definiert worden. 1999 erfolgte in der Freisetzungsverordnung
(FrSV) eine Konkretisierung und ausfiihrliche Umschreibung des Begriffs GVO. Sowohl bei der
Legaldefinition wie auch bei der Konkretisierung und Umschreibung hatte der Gesetzgeber weitge-
hend auf die damals giiltigen EU-Richtlinien 90/219/EWG und 90/220/EWG zuriickgegriffen (EDI
1997). Welche Organismen heute als GVO gelten, wurde somit Ende der 1980er Jahre verhandelt
und 1990 in den beiden EU-Richtlinien erstmals in Kraft gesetzt.

Nach geltendem Schweizer Recht sind GVO Organismen, «deren genetisches Material so verandert
worden ist, wie dies unter natirlichen Bedingungen durch Kreuzen oder natirliche Rekombination
nicht vorkommt» (Art. 5 Abs. 2 GTG; Art. 7 Abs. 5ter USG). GVO kennzeichnen sich somit dadurch
aus, dass ihr genetisches Material in einem gentechnischen Verfahren verandert worden ist, also in
einer Weise, wie dies unter natirlichen Bedingungen - wie durch Kreuzen oder natirliche Rekom-
bination - nicht vorkommt (Errass 2006, Keller 2002).

Auf Verordnungsstufe wird der Begriff GVO weiter konkretisiert und ausfiihrlich umschrieben (Art.
3 Abs. Bst. d FrSV und Anhang 1 FrSV; siehe Box 1). Bei der ausfiihrlichen Umschreibung hat der
Gesetzgeber den Begriff GVO von zwei Seiten beleuchtet: Einerseits werden Verfahren bezeichnet,
die in der Regel zu GVO filihren, andererseits sind auch Verfahren beschrieben, die in der Regel
nicht zu GVO fiihren (siehe Box 1). Damit wird unterschieden zwischen gentechnischen und nicht-
gentechnischen Verfahren.

Gentechnische Verfahren sind gemass EDI (1997) solche Verfahren, die zu gentechnisch verander-
ten Organismen flihren, das heisst zu Organismen, deren genetisches Material derart verandert
ist, wie es gemass Wissensstand unter natilrlichen Bedingungen nicht zu erwarten ist. Anhang 1
FrSV flahrt in einer nicht abschliessenden Liste folgende Verfahren als gentechnische Verfahren
auf: Nukleinsduren-Rekombinationstechniken, Verfahren, bei denen direkt genetisches Material
eingeflihrt wird, sowie gewisse Zellfusions- oder Hybridisierungsverfahren. Den gentechnischen
Verfahren gleichgestellt wird die Selbstklonierung von pathogenen Organismen.
Nicht-gentechnische Verfahren sind gemdss EDI (1997) Verfahren, bei welchen das genetische
Material unangetastet bleibt oder bei welchen Veranderungen im genetischen Material hervorge-
rufen werden, wie sie in der Umwelt vorkommen kdénnen. Zu diesen Verfahren gehodren unter an-
derem die Fusion von Pflanzenzellen, die Mutagenese und Verfahren, in denen der Chromosomen-
satz eines Organismus verdndert wird. Die aus diesen Verfahren hervorgehenden Organismen
kdénnen als nicht gentechnisch verandert angesehen werden. Diese Regel gilt jedoch nicht, wenn
die Verfahren mit dem Einsatz von rekombinanten Nukleinsduren oder von GVO verbunden sind.
Legaldefinition und Konkretisierung des Begriffs GVO haben sowohl eine Prozess-bezogene sowie
eine Produkt-bezogene Komponente. Prozess-bezogen ist die Bezeichnung von Verfahren, die in
der Regel zu GVO fihren. Die dazu in Anhang 1 FrSV vorhandene Aufzahlung gentechnischer Ver-
fahren ist nicht abschliessend. Produkt-bezogen ist, dass sich ein GVO dadurch auszeichnet, dass
er im Vergleich zur Ausgangspflanze eine Veranderung in seinem genetischen Material aufweist.
Unterschiedlich interpretierbar ist, worauf sich der in der Legaldefinition enthaltene Relativsatz
«wie dies unter natirlichen Bedingungen durch Kreuzen oder natirliche Rekombination nicht vor-
kommt» bezieht. Knipft der Relativsatz an das Verfahren an, liegt der Schwerpunkt von Legalde-
finition und Konkretisierung auf dem Prozess. Bezieht er sich hingegen auf die Veranderung am

genetischen Material, fallt der Schwerpunkt eher auf das Produkt.
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Box 1: Wortlaut der Definition, Konkretisierung und Umschreibung des Begriffs GVO in der FrSV.
Art. 3 Begriffe

1Im Sinne dieser Verordnung gelten als:

d.

gentechnisch veranderte Organismen: Organismen, deren genetisches Material durch gentechnische Verfahren nach
Anhang 1 so verandert worden ist, wie dies unter natirlichen Bedingungen durch Kreuzen oder natirliche Rekombination
nicht vorkommt, sowie pathogene oder gebietsfremde Organismen, die zugleich gentechnisch verandert sind;

Anhang 1

(Art. 3 Bst. d)
Definition gentechnischer Verfahren

1As gentechnische Verfahren gelten insbesondere:

a.
Nukleinsduren-Rekombinationstechniken, bei denen durch die Insertion von Nukleinsduremolekilen, die ausserhalb eines
Organismus erzeugt wurden, in Viren, bakteriellen Plasmiden oder anderen Vektorsystemen neue Kombinationen von
genetischem Material gebildet und in einen Empfangerorganismus eingesetzt werden, in dem sie unter natirlichen
Bedingungen nicht vorkommen, aber vermehrungsfahig sind;

Verfahren, bei denen in einen Organismus direkt genetisches Material eingefihrt wird, das ausserhalb des Organismus
hergestellt wurde, insbesondere Mikroinjektion, Makroinjektion und Mikroverkapselung, Elektroporation oder Verwendung
von Mikroprojektilen;

Zellfusion oder Hybridisierungsverfahren, bei denen Zellen mit neuen Kombinationen von genetischem Material durch die
Verschmelzung zweier oder mehrerer Zellen mit Hilfe von Methoden erzeugt werden, die unter natirlichen Bedingungen
nicht vorkommen.

2 Den gentechnischen Verfahren gleichgestellt ist die Selbstklonierung pathogener Organismen. Diese besteht in der Entfernung
von Nukleinsduresequenzen aus einer Zelle eines Organismus und einer vollstandigen oder teilweisen Insertion dieser
Nukleinséuren oder eines synthetischen Aquivalents (allenfalls nach einer vorausgehenden enzymatischen oder mechanischen
Behandlung) in Zellen derselben Art oder in Zellen, die phylogenetisch eng verwandt sind und untereinander genetisches Material
Uber natiirliche physiologische Prozesse austauschen kdnnen.

2 Nicht als gentechnische Verfahren gelten die Selbstklonierung nicht pathogener Organismen sowie die nachstehenden Verfahren,
wenn sie nicht mit dem Einsatz von rekombinanten Nukleinsauremolekilen oder von gentechnisch veranderten Organismen
verbunden sind:

a.
Mutagenese;

b.
Zell- und Protoplastenfusion von prokaryontischen Mikroorganismen, die untereinander genetisches Material Uber natirliche
physiologische Prozesse austauschen;

C.
Zell- und Protoplastenfusion von eukaryontischen Zellen, einschliesslich der Erzeugung von Hybridomen-Zellen und der
Fusion von Pflanzenzellen;

d.
In-vitro-Befruchtung;

e.

natirliche Prozesse wie Konjugation, Transduktion oder Transformation;

Veranderung des Ploidie-Niveaus, einschliesslich der Aneuploidie, und Elimination von Chromosomen.
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3. Neue Pflanzenzuchtverfahren

3.1 Agroinfiltration

Agroinfiltration ist ein Verfahren, das rekombinante Agrobakterien dazu nutzt, um in Geweben von
Pflanzen eine voribergehende Expression genetischer Konstrukte zu erreichen. Die Integration der
Konstrukte in Keimzellen wird nicht beabsichtigt. Das Verfahren kommt hauptsachlich in der For-
schung zum Einsatz, kann aber auch in Zichtungsprogrammen genutzt werden (Lusser et al.
2011, Schaart & Visser 2009). Da Stecklinge und Samen infiltrierter Pflanzen weiterverwendet
werden kdnnen, stellt sich die Frage, wie diese zu regulieren sind (COGEM 2006a).

Falls bei der Agroinfiltration rekombinante Agrobakterien verwendet werden, die virale Vektoren
enthalten, wird das Verfahren Agroinfektion (Grimsley et al. 1986) oder Agroinokulation (Elmer et
al. 1988) genannt. Agroinfektion und Agroinokulation kénnen auch dem Virus-induziertem Gen-
Silencing (VIGS; Abschnitt 3.2) oder der Virus-unterstitzten Genexpression (VUGE; Abschnitt
3.11.8) zugeordnet werden.

Das floral dip-Verfahren, bei dem die Bliten einer Pflanze in eine Agrobakteriensuspension ge-
taucht werden, kann ebenfalls der Agroinfiltration zugerechnet werden (Lusser et al. 2011). Das
Verfahren wird hier jedoch nicht behandelt, weil es zu stabil transformierten, gentechnisch veran-
derten Pflanzen und damit zu GVO-Produkten fihrt.

Abbildung 1: Agroinfiltration von Blattern von Nicotiana benthamiana. Quelle: Chandres, Wikimedia.

3.1.1 Beschreibung des Verfahrens

Bei der Agroinfiltration wird das Gewebe einer Pflanze, meistens sind es Blatter, mit einer fllissigen
Suspension von rekombinanten Agrobakterien infiltriert. Die Infiltration kann mit Hilfe von Spritzen
(Abbildung 1) oder Zahnstochern sowie durch das Anlegen eines Vakuums erfolgen. Falls Wurzeln
das Zielgewebe sind, kann die Infiltration auch durch blosses Eintauchen in eine Agrobakterien-
suspension gelingen (Agrodrench-Verfahren, Ryu et al. 2004).

Sind die rekombinanten Agrobakterien in den Pflanzenzellen, wird ihre T-DNA in den Zellkern
transportiert, wo es zur voribergehenden Expression der rekombinanten Gene kommt. Die Gene
auf der T-DNA kénnen dabei als freie DNA-Molekiile aktiv werden; sie miissen somit nicht in das

Erbgut der Pflanzenzellen integriert sein, um exprimiert zu werden (Schaart & Visser 2009).
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Je nach Genkonstrukt, das via rekombinante Agrobakterien in das Pflanzengewebe infiltriert wird,

kénnen zwei Typen von Agroinfiltration unterschieden werden (Lusser et al. 2011):

1. «Agroinfiltration im eigentlichen Sinne»: Die Infiltration erfolgt mit Agrobakterien, die nicht-
replikative Genkonstrukte enthalten. Die Expression der eingefiihrten Gene ist lokal be-
schrankt auf den Bereich der Pflanze, der infiltriert worden ist. Je nach Design der nicht-
replikativen Genkonstrukte, kann es dabei zur Bildung eines Proteins oder zur Stilllegung eines
endogenen Gens kommen. Falls Gene vorlbergehend stillgelegt werden sollen, kdénnen die
Genkonstrukte so designt werden, dass sie einen inverted repeat enthalten (IR-Konstrukte).
Diese sorgen in der Zelle fir die Produktion von doppelstréngiger DNA, die via RNA-
Interferenz (RNAI) zur Stilllegung von Genen fihren (Schaart & Visser 2009).

2. «Agroinokulation» oder «Agroinfektion»: Die Infiltration erfolgt mit Agrobakterien, die replika-
tive Genkonstrukte enthalten. Die einzufiihrenden Gene werden dazu erst in einen viralen
Vektor eingebaut, der dann wiederum in die T-DNA integriert wird. Da der virale Vektor inner-
halb der Zellen repliziert und sich verbreitet, erfolgt die Expression der Gene in der ganzen
Pflanze. Je nach Design des replikativen Genkonstruktes kann es dabei zur Bildung eines
Proteins oder zur Stilllegung eines endogenen Genes kommen. Ersterer Fall kann auch dem
VUGE (Abschnitt 3.11.8), letzterer Fall dem VIGS (Abschnitt 3.2) zugerechnet werden.

3.1.2 Mdgliche Anwendungen in der Pflanzenzucht

In der Pflanzenzichtung sind unterschiedliche Anwendungen der Agroinfiltration mdglich. So kann
das Verfahren ein interessantes Werkzeug sein, um Pflanzen auf mdgliche Krankheitsresistenzen
zu testen (Lusser et al. 2011, Schaart & Visser 2009). In diesen Féllen dient die Agroinfiltration
der Selektion von Pflanzen, die flir die weitere Ziichtung verwendet werden kénnen. Bei der Zich-
tung gentechnisch veranderter Pflanzen wiederum kann die Agroinfiltration dazu benutzt werden,
mdgliche Transgene vor einer stabilen Transformation im Pflanzengewebe zu testen (Leckie &
Stewart 2011).

Die Agroinfiltration (insb. Agroinokulation/Agroinfektion) wird seit neuem auch als mogliches Wer-
kzeug diskutiert fir die RNA-dirigierten DNA-Methylierung (Abschnitt 3.4), das Reverse Breeding
(Abschnitt 3.5), die Beschleunigte Ziichtung (Abschnitt 3.6) sowie die NRE-Techniken? (Abschnitte
3.10, 3.11.1 und 3.11.2).

Neben der Pflanzenziichtung kommt die Agroinfiltration auch in der Forschung und beim Molecular
Farming zum Einsatz. In der Forschung wird die Agroinfiltration als Werkzeug der funktionalen Ge-
nomik oder zum Studium der Interaktionen zwischen Pflanze und Pathogenen eingesetzt (Lusser
et al. 2011). Beim Molecular Farming wiederum wird die Agroinfiltration zur Herstellung von
biopharmazeutischen Proteinen erprobt (z.B. Menassa et al. 2012, Circelli et al. 2010, Komarova
et al. 2010).

3.1.3 Stand der Entwicklung

Agroinfiltration wird seit den 1980er Jahre in der Forschung eingesetzt. In der Literatur lassen sich
entsprechend Uber 300 Publikationen zu entsprechenden Forschungsarbeiten finden (Lusser et al.
2011). In der Mehrheit der Falle beschreiben die Veroffentlichungen Anwendungen in der Grund-
lagenforschung (Lusser et al. 2011). Was die mdglichen Anwendungen in der Pflanzenzucht

betrifft, so lassen sich in der Literatur Beispiele finden, in denen Agroinfiltration zur Herstellung

2 Zu den NRE-Techniken gehoren die Zinkfinger-Nukleasen-, die TALEN- und die Meganukleasen-Techniken. Sie
beruhen alle auf dem Einsatz neuer Restriktionsenzyme (NRE).
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rekombinanter Proteine (z.B. Pogue et al. 2010, Gomez et al. 2009) oder zur Selektion von krank-
heitsresistenten Pflanzen eingesetzt wird (z.B. Vleeshouwers et al. 2008, Zenna et al. 2006).

Eine im Jahr 2010 durchgefiihrte Umfrage bei Pflanzenzuchtunternehmen ergab, dass die befrag-
ten Firmen Agroinfiltration flir Neuziichtungen bei Raps, Kartoffeln und Kopfsalat einsetzen (Lusser
et al. 2011).

3.1.4 Beabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

Wird die Agroinfiltration als Selektionsverfahren eingesetzt, sind weder bei agroinfiltrierten Pflan-
zen noch bei deren Nachkommen genetischen Veranderungen beabsichtigt. In agroinfiltrierten
Pflanzen héngt die beabsichtigte Wirkung vom eingefiihrten Genkonstrukt ab; je nach Konstrukt
kann es zur Bildung eines neuen Proteins oder zur Stilllegung eines endogenen Gens kommen.
Wird die Agroinfiltration als Selektionsverfahren eingesetzt, werden in den Nachkommen agroin-

filtrierter Pflanzen keine neuen Wirkungen beabsichtigt.

3.1.5 Unbeabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

Es ist nicht auszuschliessen, dass die T-DNA der Agrobakterien ins Erbgut der Pflanzenzellen inte-
griert (Lusser et al. 2011, NTWG 2011, Schaart & Visser 2009). In diesen Fallen ware die infiltrier-
te Pflanze eine Chimdre aus gentechnisch verdnderten Zellen und unverdnderten Zellen. Die
Insertion der T-DNA dirfte hauptsachlich in den Pflanzenzellen stattfinden, die in unmittelbarer
Umgebung der Infiltration liegen. Agrobakterien kdénnen sich jedoch innerhalb einer Pflanze auch
ausbreiten (Puopolo et al. 2007, Cubero et al. 2006, Marti et al. 1999, Tarbah & Googman 1987).
Es ist deshalb nicht ganzlich auszuschliessen, dass sich Agrobakterien von der Infiltrationsstelle
fortbewegen und in Keimzellen oder andere Pflanzenteile gelangen, die fir die weitere Vermeh-
rung benutzt werden (Schaart & Visser 2009, COGEM 2006a). Falls es dort zu einer Insertion der
T-DNA kame, kdnnte dies zu einer stabil transformierten Pflanze fiihren.

Wird die Agroinfiltration als Selektionsverfahren eingesetzt, sollten in Nachkommen, die frei von
Agrobakterien und frei von T-DNA sowie chromosomaler DNA von Agrobakterien sind, in der Regel
keine unbeabsichtigten Wirkungen auftreten. Eine Ausnahme konnten die Félle sein, in denen
RNAi-Konstrukte eingefiihrt werden und es zu Methylierung endogener Sequenzen kommt. Der mit
der Methylierung zusammenhdngende neue Phanotyp kdnnte stabil auf die Nachkommen weiter-
vererbt werden (Schaart & Visser 2009).

3.1.6 Sicherheitsaspekte

Die Sicherheitsaspekte, die mit der Agroinfiltration verbunden sind, werden im Folgenden fir die
Nachkommen agroinfiltrierter Pflanzen dargestellt und zwar fir den Fall, dass die Agroinfiltration
als Selektionsverfahren eingesetzt wird. Bei der Agroinokulation und Agroinfektion sind neben den
im Folgenden beschriebenen Aspekten auch die mit dem Einsatz viraler Vektoren verbundenen
Sicherheitsaspekte zu berlicksichtigen. Diese Aspekte werden im Abschnitt 3.2.6 erlautertet.

Wird die Agroinfiltration als Selektionsverfahren eingesetzt, so diirften die Nachkommen agroinfil-
trierter Pflanzen, in denen die Abwesenheit der rekombinanten Bakterien sowie die Abwesenheit
der chromosomalen Agrobakterien-DNA und der T-DNA nachgewiesen sind, die gleichen Eigen-
schaften aufweisen wie die urspriinglich agroinfiltrierte Pflanze (Schaart & Visser 2009).

Eine Ausnahme kénnten die Falle sein, in denen RNAi-Konstrukte eingefihrt werden und es zu Me-
thylierung endogener Sequenzen kommt. Nachkommen kdnnten das neue Methylierungsmuster
auch dann beibehalten, wenn sie die T-DNA nicht mehr besitzen. Unbeabsichtigte Methylierungen

kdénnen auch spontan auftreten (Manning et al. 2006, Cubas et al. 1999), mit Gewebekultur-
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techniken verbunden sein (Rhee et al. 2010, Krizova et al. 2009) oder mittels Chemikalien aus-
gelést werden (Fieldes et al. 2005). Unbeabsichtigte Methylierungen treten deshalb bei anderen

Zichtungsverfahren ebenfalls auf.

3.1.7 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden?

Erkennung: Wird die Agroinfiltration als Selektionsverfahren eingesetzt, ist eine Erkennung von
Nachkommen agroinfiltrierter Pflanzen nicht madglich, falls die Nachkommen frei von den einge-
fihrten genetischen Konstrukten sind (Lusser et al. 2011, NTWG 2011).

Identifikation: Wird die Agroinfiltration als Selektionsverfahren eingesetzt, ist die Identifikation
von Nachkommen agroinfiltrierter Pflanzen nicht mdglich, falls die Nachkommen frei von den ein-
gefiuihrten genetischen Konstrukten sind (Lusser et al. 2011, NTWG 2011).

3.1.8 GVO-Klassierung

Im Folgenden werden Aspekte diskutiert, die bei der GVO-Klassierung agroinfiltrierte Pflanzen und
ihren Nachkommen eine Rolle spielen kénnten und zwar fir den Fall, dass die Agroinfiltration als
Selektionsverfahren benutzt wird. Die Aspekte, die bei der GVO-Klassierung der Agroinokulation
und Agroinfektion zusatzlich eine Rolle spielen kénnten, sind in Abschnitt 3.2.8 erlautert.
Nachkommen agroinfiltrierter Pflanzen kdnnten in gewissen Fallen neue Methylierungsmuster auf-
weisen (siehe Abschnitt 3.1.5). Falls neue Methylierungen im Sinne der GVO-Legaldefinition als
Verdnderungen am genetischen Material gelten sollten (siehe dazu Abschnitt 3.4.8), kdnnte dies
bei der GVO-Klassierung von Nachkommen agroinfiltrierter Pflanzen zu beriicksichtigen sein.
Fragen zur GVO-Klassierung agroinfiltrierter Pflanzen kdnnen in der Praxis umgangen werden, in-
dem jeweils auf die Weiterverwendung von Material der infiltrierten Pflanzen verzichtet wird und
anstelle dessen Material von Pflanzen verwendet wird, die genetisch identisch zu den behandelten
Pflanzen sind, aber selbst nicht mit rekombinanten Agrobakterien infiltriert wurden.

Eine Diskussion der GVO-Klassierung agroinfiltrierter Pflanzen und ihrer Nachkommen im Lichte
der EU-Richtlinie 2001/18/EG findet sich in NTWG (2011) und ZKBS (2012).

3.1.8.1 Agroinfiltrierte Pflanzen

Agroinfiltrierte Pflanzen sind Pflanzen, die einen GVO (rekombinante Agrobakterien) enthalten, und
deshalb dem Regelungsbereich der Einschliessungsverordnung (ESV) und FrSV unterliegen.

Ob die Pflanzen selbst auch als GVO zu klassieren sind, ist diskutierbar. Gegen eine GVO-
Klassierung spricht der Umstand, dass die Agroinfiltration ohne Verédnderung des Erbguts der
Pflanze verlaufen kann. Fur eine Klassierung als GVO kdénnte der Umstand sprechen, dass es
zumindest in den direkt infiltrierten Geweben zu einer Integration der T-DNA ins Erbgut der Pflan-
ze kommen kann (Abschnitt 3.1.4.2). Agroinfiltrierte Pflanzen sind somit potenziell Chimaren, die
aus genetisch unveranderten Zellen und Zellen mit inserierter T-DNA bestehen. Ob eine agroinfil-
trierte Pflanze tatsachlich eine Chimare ist, lasst sich erst im Nachhinein feststellen. Falls eine
solche Chimdre gemadss FrSV als GVO gdlte, kdonnte der potenzielle Chimaren-Status dafir
sprechen, agroinfiltrierte Pflanzen immer als GVO zu klassieren - also unabhangig davon, ob der

Chimaren-Status festgestellt worden ist oder nicht.

3 Mit Erkennung ist die Moglichkeit gemeint, die Existenz einer Verdnderung im genetischen Material einer
neuen Sorte festzustellen und zwar in Bezug auf eine geeignete Vergleichssorte. Mit Identifikation wiederum ist
die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte als Veran-
derung zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingefiihrt worden ist.
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3.1.8.2 Stecklinge agroinfiltrierter Pflanzen

Stecklinge, die direkt von agroinfiltrierten Pflanzen abstammen, kdnnen rekombinante Agrobak-
terien enthalten oder nicht; und sie kdnnen Chimare aus gentechnisch verdanderten Zellen und
unveranderten Zellen sein oder nicht. Damit ergibt sich ein vergleichbarer Sachverhalt wie bei

agroinfiltrierten Pflanzen selbst (siehe Abschnitt oben).

3.1.8.3 Samen agroinfiltrierter Pflanzen

Dass Samen agroinfiltrierter Pflanzen rekombinante Agrobakterien und/oder die T-DNA in ihrem
Erbgut enthalten, gilt als unwahrscheinlich, ist aber nicht ganzlich auszuschliessen (Abschnitte
3.1.5). Samen agroinfiltrierter Pflanzen kénnten daher als potenzielle GVO oder als potenzielles
Produkt, das einen GVO enthélt, betrachtet werden. Ob die Samen tatsachlich GVO beziehungs-
weise ein GVO enthaltendes Produkt sind, liesse sich nur durch destruktive Methoden nachweisen.
Wie die Samen agroinfiltrierter Pflanzen im Lichte von Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV zu beurteilen sind,
kdénnte von den Antworten auf folgende Fragen abhangen: Wie soll mit der Nichtnachweisbarkeit
und geringen Wahrscheinlichkeit umgegangen werden, dass die Samen rekombinante Agrobakte-
rien und/oder T-DNA enthalten? Sollen die Samen als GVO zu klassieren sein? Oder kann aufgrund

der geringen Wahrscheinlichkeit auf eine GVO-Klassierung verzichtet werden?

3.1.8.4 Nachkommen von Pflanzen aus Samen agroinfiltrierter Pflanzen

In Sprésslingen aus Samen agroinfiltrierter Pflanzen l&sst sich nachweisen, ob noch rekombinante
Agrobakterien vorhanden sind beziehungsweise ob DNA der rekombinanten Agrobakterien ins Erb-
gut der Pflanzen inseriert wurde. Ob Nachkommen von solchen Sprésslingen, die nachweislich kein
fremdes Genmaterial mehr enthalten, als GVO zu klassieren sind, wird in der FrSV nicht konkret
beantwortet. Hinsichtlich Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV lasst sich argumentieren, dass Nachkommen,
die in ihrem Erbgut nachweisbar keine DNA der rekombinanten Agrobakterien besitzen, den
Kriterien der GVO-Legaldefinition nicht entsprechen, weil sie im Vergleich zur Ausgangspflanze

keine Veranderungen an ihrem genetischen Material aufweisen.

3.2. Virus-induziertes Gen-Silencing (VIGS)

Das Virus-induzierte Gen-Silencing (VIGS) ist ein Verfahren, in dem pflanzenvirale Vektoren dazu
benutzt werden, die Expression von endogenen Pflanzengenen stillzulegen (Schaart & Visser
2009). Das Verfahren dient vor allem als Werkzeug fiur die funktionale Genomik und die Reverse
Genetik (Di Stilio 2011, Purkayastha & Dasgupta 2009), wird aber auch bei der herkdmmlichen
sowie der Marker-unterstitzten Ziichtung eingesetzt (Senthil-Kumar & Mysore 2011b). Seit neuem
wird VIGS zudem als Werkzeug diskutiert, um neue Sorten zu zlichten (Senthil-Kumar & Mysore
2011b), insbesondere im Zusammenhang mit der RNA-dirigierten DNA-Methylierung (Kanazawa et
al. 2011a/b; Abschnitt 3.4), dem Reverse Breeding (Dirks et al. 2009; Abschnitt 3.5) und der
Beschleunigten Zichtung (Sasaki et al. 2011; Abschnitt 3.6).

3.2.1 Beschreibung des Verfahrens
VIGS nutzt rekombinante virale Vektoren fir das Silencing von endogenen Pflanzengenen. Die
viralen Vektoren werden dabei nicht in Keimzellen eingebracht, sondern in somatische Zellen. Eine

stabile Transformation der Pflanzen wird somit nicht beabsichtigt.
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VIGS basiert hauptsachlich auf dem pflanzeneigenen Prozess des siRNA-vermittelten RNA-
Silencing®. Bei diesem Prozess werden aus langer doppelstrédngiger RNA (dsRNA) so genannte
small interfering RNAs (siRNA) gebildet, die dazufiihren, dass diejenigen mRNAs abgebaut werden,
die Homologien zur dsRNA beziehungsweise siRNA aufweisen. Durch den Abbau der mRNA kommt
es zum posttranskriptionellen Gen-Silencing (PTGS) der korrespondierenden Gene. Neben der
Auslésung des PTGS ist es mit VIGS auch mdéglich, den pflanzeneigenen Prozess der RNA-
vermittelten DNA-Methylierung auszunutzen und damit ein transkriptionelles Gen-Silencing (TGS)
zu bewirken (Kanazawa et al. 2011a/b, Otagaki et al. 2011, Jones et al. 1998). In diesen Fallen
fuhren die siRNAs zur de novo Methylierung von Cytosinen und zwar in DNA-Regionen, die homo-
log zu den dsRNAs beziehungsweise siRNAs sind. Erfolgt die de novo Methylierung innerhalb von
Promotor-Sequenzen, kann dies zum TGS des korrespondierenden Gens flihren (Matzke et al.
2007, Eamens et al. 2008).

Um die oben beschriebenen Prozesse auszunutzen, werden beim VIGS Pflanzenviren so gentech-
nisch verandert, dass sie Teile der Sequenz desjenigen Pflanzengens (bzw. Promotors) besitzen,
das stillgelegt werden soll. Werden solche rekombinanten Viren in die Pflanzenzellen eingebracht,
kommt es durch die Replikation zur Bildung von dsRNA und damit zum PTGS oder TGS.

VIGS besteht hauptsachlich aus drei Schritten: (I) Herstellung der rekombinanten Vektoren, (II)
Einschleusen der Vektoren in die Pflanze und (III) Silencing des Zielgens. Wird Material der
behandelten Pflanze fir die weitere Zlichtung verwendet, folgt ein vierter Schritt, der darin be-
steht, den VIGS-Vektor zu entfernen.

Zur Herstellung der rekombinanten Vektoren kénnen sowohl RNA- wie auch DNA-Pflanzenviren be-
nutzt werden (Senthil-Kumar & Mysore 2011b, Purkayastha & Dasgupta 2009). Mdglich ist auch
der Einsatz von Satelliten-Viren (satellite virus-induced silencing system, SVISS; Gossele et al.
2002). Von Interesse sind insbesondere Viren beziehungsweise Vektoren, die in mehreren Pflan-
zenarten benutzt werden kénnen und die schwach oder attenuiert sind, so dass sie wenige oder
gar keine Krankheitssymptome in den Pflanzen auslésen.

Das Einschleusen der Vektoren in die Pflanzen kann mit verschiedenen Methoden gelingen, wobei
die Wahl der Methode von der jeweiligen Pflanzenart und dem Vektor abhangt. Zu den mdéglichen
Methoden gehdren: biolistische Verfahren, die mechanische Inokulation von in vitro transkribierter
RNA, die Inokulation von RNA aus Blattextrakten infizierter Pflanzen sowie die Agroinfektion und
Agroinokulation (Stratmann & Hind 2011, Purkayastha & Dasgupta 2009, Robertson 2004). Bei
den letzteren beiden Verfahren werden die viralen Vektoren in T-DNA-Vektoren eingebracht,
welche dann zur Transformation von A. tumefaciens benutzt werden (siehe Abschnitt 3.1.1).

VIGS ist in den weitaus meisten Fallen voriibergehend und dauert Ublicherweise 2 bis 16 Wochen
an. Es kann jedoch auch wahrend der ganzen Lebensspanne von Pflanzen anhalten und - falls der
virale Vektor Ubertragen oder im Falle eines TGS - an Nachkommen Ubertragen werden (Senthil-
Kumar & Mysore 2011a/b, Becker & Lange 2010).

Die Selektion von Virus-freien Nachkommen kann mit unterschiedlichen Methoden erfolgen, wobei
die Wahl der Methode davon abhéangt, wie die verwendete Pflanze sich fortpflanzt und ob der
eingesetzte Virus via Samen Ubertragen werden kann oder nicht (Senthil-Kumar & Mysore 2011b,
Schaart & Visser 2009). Bei vegetativ vermehrten Pflanzen kann die Elimination der Viren mit
speziellen Techniken wie Thermotherapie, Kryotherapie und Meristemkultur gelingen (Senthil-
Kumar & Mysore 2011b, Schaart & Visser 2009, Wang & Valkonen 2009/2008, Wang et al. 2008).

Bei sexuell vermehrten Pflanzen kénnen die Samen weiter verwendet werden, falls der eingesetzte

* Neuere Untersuchungen zeigen, dass VIGS nicht nur mit siRNAs gelingt, sondern auch mit miRNAs (Tang
et al. 2010).
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Virus nicht oder nicht hundertprozentig via Samen Uibertragen wird (Senthil-Kumar & Mysore
2011b, Schaart & Visser 2009).

3.2.2 Mdgliche Anwendungen in der Pflanzenzucht

VIGS wird mehrheitlich in der Grundlagenforschung eingesetzt und zwar als Werkzeug fir die
funktionale Genomik und die Reverse Genetik (Becker & Lange 2010, Purkayastha & Dasgupta
2009, Robertson 2004). Die Resultate aus dieser Forschung wiederum kénnen Anwendung in der
Pflanzenzucht finden. So lassen sich mittels VIGS Kandidatengene identifizieren, die entweder zur
Herstellung gentechnisch veranderter Pflanzen oder in der Marker-unterstlitzten Ziichtung einge-
setzt werden kdnnen (Senthil-Kumar & Mysore 2011b). Diese indirekte Anwendungsmadglichkeit ist
fir die vorliegende Arbeit nicht relevant, da sie entweder eindeutig zu GVO-Produkten oder ein-
deutig zu nicht-GVO-Produkten fihrt.

Relevant sind hingegen die direkten Anwendungsmdglichkeiten. Eine davon ist die Identifikation
von Zuchtlinien mit gewtinschten Eigenschaften. Pflanzen, die mit Hilfe von VIGS identifiziert wer-
den, kénnten dabei direkt als Eltern fur die Zichtung eingesetzt werden. Da beim VIGS keine
Gene in das Erbgut von Keimbahnzellen eingefligt werden sollten und der eingesetzte virale Vektor
nicht via Samen Ubertragen werden muss, kénnten somit Sorten entstehen, die frei von rekombi-
nanten Nukleinsduren sind.

Drei weitere Anwendungsmadglichkeiten, die derzeit in der Literatur diskutiert werden, bestehen
darin, VIGS als Werkzeug flir die RNA-dirigierte DNA-Methylierung (Kanazawa et al. 2011a/b;
siehe Abschnitt 3.4), das Reverse Breeding (Dirks et al. 2009, siehe Abschnitt 3.5) und die Be-
schleunigte Zlichtung (Sasaki et al. 2011, Senthil-Kumar & Mysore 2011b; siehe Abschnitt 3.6) zu
verwenden. In allen drei Féllen kbnnen Sorten hergestellt werden, welche den eingesetzten viralen

Vektor nicht mehr enthalten.

3.2.3 Stand der Entwicklung

VIGS ist Mitte der 1990er Jahre erstmals angewendet worden (Kumagai et al. 1995). Seither
wurde das Verfahren stetig verfeinert und weiter entwickelt. Heute sind mehr als 30 verschiedene
VIGS-Vektoren bekannt, die insgesamt an Uber 40 Pflanzenarten angewendet worden sind
(Senthil-Kumar & Mysore 2011b).

Ob und in welchem Umfang VIGS derzeit in Pflanzenzuchtprogrammen zur Selektion von Elter-
pflanzen verwendet wird, geht aus den gesichteten Unterlagen nicht hervor.

Die Strategie, VIGS als Werkzeug fir die Beschleunigten Zichtung, die RNA-dirigierte DNA-
Methylierung und das Reverse Breeding zu verwenden, ist relativ neu (Kanazawa et al. 2011a/b,
Sasaki et al. 2011, Senthil-Kumar & Mysore 2011b, Dirks et al. 2009) und dirfte deshalb noch in
der Erprobungsphase sein (siehe dazu auch Abschnitte 3.4, 3.5 und 3.6).

3.2.4 Beabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

Wird VIGS als Selektionsverfahren eingesetzt, sind weder bei VIGS-behandelten Pflanzen noch bei
deren Nachkommen genetische Verdnderungen beabsichtigt. In VIGS-behandelten Pflanzen be-
steht die beabsichtigte Wirkung darin, endogene Pflanzengene vorlibergehend stillzulegen. Wird
VIGS als Selektionsverfahren eingesetzt, werden in den Nachkommen VIGS-behandelter Pflanzen

keine neuen Wirkungen beabsichtigt.

3.2.5 Unbeabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

Integration von Sequenzen des viralen Vektors: Falls die viralen Vektoren via Agroinokulation oder

Agroinfektion in Pflanzen eingeschleust werden, ist es nicht auszuschliessen, dass die VIGS-
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Sequenzen ins Erbgut der Pflanzenzellen integriert wird (Schaart & Visser 2009; siehe Abschnitt
3.1.5). Werden die viralen Vektoren ohne Hilfe von Agrobakterien eingeschleust, dirfte eine Inte-
gration ins Erbgut der Pflanze unwahrscheinlich sein. Ganzlich auszuschliessen ist eine Integration
jedoch nicht. Pflanzenviren integrieren zwar wahrend ihres Infektionszyklus normalerweise nicht
ins Pflanzengenom (Schaart & Visser 2009), Sequenzuntersuchungen zeigen aber, dass die
Genome von Pflanzen virale Sequenzen aufweisen kdnnen - und zwar sowohl Sequenzen von
DNA- wie auch von RNA-Pflanzenviren (Chiba et al. 2011, Liu et al. 2010a, Bertsch et al. 2009,
Harper et al. 2002).

Somaklonale Variationen: Falls zur Elimination des viralen Vektors Methoden eingesetzt werden,

die einen In-vitro-Schritt beinhalten, kénnen in den Nachkommen somaklonale Variationen auf-
treten (z.B. Zucchi et al. 2002).
Unbeabsichtigte Methylierung: Es ist nicht auszuschliessen, dass VIGS RNA-dirigierte DNA Methy-

lierungen induziert. Neue Methylierungsmuster kénnen unter Umsténden stabil an die Nachkom-

men weiter vererbt werden.

3.2.6 Sicherheitsaspekte

Mégliche Sicherheitsaspekte, die mit dem VIGS-Verfahren verbunden sind, werden im Folgenden
fur die Nachkommen VIGS-behandelter Pflanzen dargestellt.

VIGS kann sowohl zu PGTS als auch TGS fihren, wobei nur die durch TGS verursachte epigene-
tische Veranderung an die Nachkommen weitervererbt werden kann (siehe Abschnitt 3.2.2). Flihrt
VIGS zu einem PGTS, so kdnnen Samen, die von VIGS-inokulierten Pflanzen stammen und nach-
weisbar frei von VIGS-DNA-Sequenzen und frei von VIGS-Viren sind, zu Pflanzen fihren, die
identisch mit der Ausgangspflanze vor der Inokulation des VIGS-Vektors sind (Schaart & Visser
2009). In diesen Féllen kdnnen die Nachkommen als gleich sicher gelten wie die Ausgangspflanze.
Fahrt VIGS hingegen zu einem TGS, ob beabsichtigt oder nicht, so kdnnen die Nachkommen im
Vergleich zur Ausgangspflanze eine neue epigenetische Verédnderung und somit eine unterschied-
liche Expression bestimmter Gene aufweisen. Epigenetische Veranderungen kénnen sich neutral,
negativ oder positiv auswirken. Vererbbare epigenetische Veranderungen kénnen auch durch Um-
weltfaktoren ausgelést werden, weshalb sie bei herkdmmlich geziichteten Pflanzen spontan auf-
treten oder absichtlich herbeigefiihrt werden kénnen (Eichten et al. 2011, Verhoeven et al. 2010,
Manning et al. 2006).

Falls zur Elimination des viralen Vektors Methoden eingesetzt werden, die einen In-vitro-Schritt
beinhalten, kdénnen in den Nachkommen somaklonale Variationen auftreten. Somaklonale Varia-
tionen kénnen auch bei anderen Ziichtungsverfahren vorkommen wie beispielsweise der In-vitro-
Mutagenese. Zudem werden sie beim Zuchtverfahren der somaklonalen Selektion gezielt zur

Herstellung neuer Sorten verwendet (Singh & Shetty 2011, Veilleux & Johnson 1998).

3.2.7 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden®

Erkennung: In den gesichteten Materialien sind keine Angaben zur Erkennung von Nachkommen
VIGS-behandelter Pflanzen gefunden worden. Wird VIGS als Selektionsverfahren eingesetzt, diirfte
die Erkennung von Nachkommen VIGS-behandelter Pflanzen jedoch kaum mdglich sein, wenn die

Nachkommen frei von den urspriinglich wahrend des Verfahrens eingefiihrten Sequenzen sind.

5 Mit Erkennung ist die Moglichkeit gemeint, die Existenz einer Verdnderung im genetischen Material einer
neuen Sorte festzustellen und zwar in Bezug auf eine geeignete Vergleichssorte. Mit Identifikation wiederum ist
die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte als Veran-
derung zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingefiihrt worden ist.
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Identifikation: In den gesichteten Materialien sind keine Angaben zur Identifikation von Nachkom-
men VIGS-behandelter Pflanzen gefunden worden. Wird VIGS als Selektionsverfahren eingesetzt,
diurfte eine Identifikation von Nachkommen VIGS-behandelter Pflanzen jedoch kaum mdglich sein,
wenn die Nachkommen frei von den urspriinglich wahrend des Verfahrens eingefiihrten Sequenzen

sind.

3.2.8 Aspekte der GVO-Klassierung

Im Folgenden wird diskutiert, ob VIGS-behandelte Pflanzen und ihren Nachkommen im Lichte von
Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV als GVO gelten kénnten - und zwar fir den Fall, dass VIGS als Selek-
tionsverfahren benutzt wird.

Nicht naher diskutiert wird, dass die Nachkommen VIGS-behandelter Pflanzen neue Methylierungs-
muster aufweisen kdénnen (siehe Abschnitt 3.2.5). Falls neue Methylierungen im Sinne der GVO-
Legaldefinition als Verdanderungen am genetischen Material gelten wirden (siehe dazu Abschnitt
3.4.8), kénnte dies bei der GVO-Klassierung von Nachkommen VIGS-behandelter Pflanzen zu
berlcksichtigen sein.

Die Aspekte, die bei der GVO-Klassierung der Agroinokulation und Agroinfektion zusatzlich eine
Rolle spielen kénnten, sind in Abschnitt 3.1.8 erlautert.

Da der realistischste Weg, Virus-freie Nachkommen zu gewinnen, darin besteht, Samen von VIGS-
behandelten Pflanzen zu verwenden, werden im Folgenden weder andere Wege zur Gewinnung
Virus-freier Nachkommen (Thermotherapie, Kryotherapie und Meristemkultur) noch die Nutzung
von Stecklingen diskutiert.

Die Frage der GVO-Klassierung von VIGS-behandelten Pflanzen kann in der Praxis umgangen
werden, indem jeweils auf die Weiterverwendung von Material aus VIGS-behandelten Pflanzen
verzichtet wird und anstelle dessen Material von Pflanzen weiter verwendet wird, die genetisch
identisch zur VIGS-behandelten Pflanze sind, aber selbst nicht mit rekombinanten Viren infiltriert

wurden.

3.2.8.1 VIGS-behandelte Pflanzen

VIGS-behandelte Pflanzen sind Pflanzen, die einen GVO (rekombinante Viren) enthalten, und des-
halb dem Regelungsbereich der ESV und FrSV unterliegen. Ob die Pflanzen selbst auch als GVO zu
klassieren sind, ist diskutierbar. Schliesst man aus, dass die viralen Vektoren oder Teilsequenzen
davon in den inokulierten Pflanzen ins Erbgut integrieren, so bleibt das Erbgut der Pflanze unver-
andert. Da die Pflanze somit keine Veranderung an ihrem genetischen Material aufweist, lasst sich
argumentieren, dass sie nach Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV kein GVO ist. Falls eine Integration von
Vektor-Sequenzen nicht ganzlich ausgeschlossen wird, waren VIGS-behandelte Pflanzen als poten-
zielle Chimadren zu betrachten, die aus genetisch unveranderten Zellen und Zellen mit inserierter
T-DNA bestehen kénnten. Ob eine VIGS-behandelte Pflanze tatsdchlich eine Chimare ist, lasst sich
erst im Nachhinein feststellen. Falls eine solche Chimare gemass FrSV als GVO galte, kdnnte der
potenzielle Chimaren-Status daflir sprechen, VIGS-behandelte Pflanzen immer als GVO zu klas-

sieren — also unabhangig davon, ob der Chimaren-Status festgestellt worden ist oder nicht.

3.2.8.2 Samen VIGS-behandelter Pflanzen

Um via Samen Virus-freie Nachkommen zu gewinnen, kdénnen beim VIGS-Verfahren entweder
Viren eingesetzt werden, die nachweislich nicht Samen-Utbertragbar sind, oder Viren, die nur zu
einem gewissen Prozentsatz via Samen Ubertragen werden. Im ersten Fall dirften die unter

3.2.8.3 diskutierten Aspekte eine Rolle spielen. Im zweiten Fall kdnnten die Samen als potenzielles
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Produkt, das einen GVO enthalt, betrachtet werden. Ob die Samen tatsachlich ein GVO enthalten-
des Produkt sind, liesse sich nur durch destruktive Methoden beziehungsweise erst in den aus den

Samen gewachsenen Sprdsslingen nachweisen.

3.2.8.3 Nachkommen von Pflanzen aus Samen VIGS-behandelter Pflanzen

In Sprésslingen aus Samen VIGS-behandelter Pflanzen ldsst sich nachweisen, ob noch rekombi-
nante Viren vorhanden sind beziehungsweise ob DNA des Vektors ins Erbgut der Pflanzen inseriert
wurde. Ob Nachkommen aus solchen Sprésslingen, die nachweislich kein fremdes Genmaterial
mehr enthalten, als GVO zu klassieren sind, wird in der FrSV nicht konkret beantwortet. Hinsicht-
lich Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV lasst sich argumentieren, dass Nachkommen, die in ihrem Erbgut
nachweisbar keine DNA aus den rekombinanten Viren besitzen, den Kriterien der GVO-Legaldefini-
tion nicht entsprechen, weil sie im Vergleich zur Ausgangspflanze keine Verdnderungen an ihrem

genetischen Material aufweisen.

3.3 Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese (ODM)

Die Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese (ODM) ist ein Verfahren, bei dem synthetische Oligo-
nukleotide in lebende Zellen eingefiihrt werden, um an definierten Stellen eines Episoms oder
Chromosoms neue Mutationen einzufiihren oder vorhandene Mutationen zu korrigieren (Lusser et
al. 2012, 2011, Breyer et al. 2009, Iida & Terada 2005, Oh & May 2001).

ODM ist ein generischer Begriff, der flr verschiedene Ansatze und Anwendungen steht. In der
wissenschaftlichen Literatur werden eine Reihe verschiedener Namen fiir die ODM verwendet®
(Lusser et al. 2011, Breyer et al. 2009).

Nicht der ODM zugerechnet werden Ziichtungsverfahren, in denen Oligonukleotide mit inkorpo-
rierten Mutagenzien oder zusammen mit Zinkfinger-Nukleasen verwendet werden (ACRE 2011,
Breyer et al. 2009; siehe dazu auch Abschnitte 3.10 und 3.11.6).

3.3.1 Beschreibung des Verfahrens

Mit der ODM lassen sich gezielt Mutationen in einem bis maximal vier aneinander liegenden
Nukleotiden einer endogenen DNA-Sequenz einfihren (Lusser et al. 2011). Die Mutation kann
dabei zur Substitution, Insertion oder Deletion eines Nukleotids fiihren und Promotor- oder Gense-
guenzen betreffen. Die Auslosung der Mutation erfolgt durch die Zugabe von Oligonukleotiden
(Oligos). Diese Oligos werden synthetisch hergestellt und weisen - abgesehen von den auszutau-
schenden Nukleotiden - Homologien zur Zielsequenz auf. Die Mutationen erfolgen, so wird ver-
mutet, durch den zelleigenen Genreparaturmechanismus (Lusser et al. 2011, COGEM 2010,
Connor 2010, Tida & Terada 2005). Was das Schicksal der Oligos betrifft, so wird erwartet, dass
die zugefligten Oligos nicht ins Erbgut integrieren, sondern innerhalb der Zelle abgebaut werden.
Die Oligos, die bei der ODM eingesetzt werden, sind synthetisch hergestellte, 20 bis 100 Basen
beziehungsweise Basenpaare lange Nukleinsduren (Lusser et al. 2011, Connor 2010). Fur die
Mutagenese von Pflanzenzellen werden vorwiegend zwei Typen von Oligos verwendet: RNA-DNA-

Oligonukleotide (RDO; Abbildung 2) oder einzelstrangige DNA-Oligonukleotide (Lusser et al.

6 Zu diesen Namen gehoren: targeted nucleotide exchange, targeted gene repair, targeted gene correction,
chimeraplasty, genoplasty, oligonucleotide-mediated gene editing, chimeric oligonucleotide-dependent mis-
match repair, oligonucleotide-mediated gene repair, triplex-forming oligonucleotide-induced recombination,
oligodeoxynucleotide-directed gene modification, therapeutic nucleic acid repair approach, RNA-mediated
DNA modification, RNA-templated DNA repair, induced targeted mutagenesis, chimeric oligonucleotide de-
pendent mismatch repair (Lusser et al. 2011, Beyer et al. 2009a).
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2011). Weitere Typen, die ebenfalls benutzt werden konnten, sind: RNA-Oligonukleotide,
Tripelhelix formende Oligonukleotide (TFO) sowie Oligos mit chemisch modifizierten Nukleinsduren
wie beispielsweise Peptid-Nukleinsdauren (PNA) oder so genannten /ocked Nukleinsduren (LNA)
(COGEM 2010, Connor 2010, Breyer et al. 2009).

oomase (V] e ]|

endogenes Zielgen

t mismatch-Reperatur

endogenes Zielgen
mit Punktmutation

Abbildung 2: Vereinfachte schematische Darstellung des ODM-Verfahrens fir den Fall, dass RNA-
DNA-Oligonukleotide (RDO) in Protoplasten eingefligt werden. Farbcode des RDO: griin = DNA-
Sequenzen, die homolog zum Zielgen sind; hellgrin = RNA-Sequenzen, die homolog zum Zielgen
sind; rot = mismatch; orange = Schleifen aus Thymidin und «GC-Klemmen». Verdandert nach Hohn &
Puchta (1999).

Das Einflihren der Oligos in lebende Zellen ist mit verschiedenen Methoden mdglich. Dazu ge-
horen: biolistische Verfahren, Elektroporation, PEG-vermittelte Transfektion, Mikroinjektion und
Lipofektion (Mikroverkapselung). Die Wahl der Methode hangt dabei unter anderem davon ab, in
welche Zellen die Oligos eingebracht werden sollen. Bei Pflanzen werden Ublicherweise die Elektro-

poration sowie biolistische Verfahren eingesetzt (Okuzaki & Toriyama 2004, Kochevenko & Will-
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mitzer 2003, Zhu et al. 2000, Beetham et al. 1999). Unabhangig von der Wahl der Methode
erfolgt das Einfiihren der Oligos in die Zellen ohne Vektorsysteme.

3.3.2 Midgliche Anwendungen in der Pflanzenzucht

Da sich mit der ODM spezifische Mutationen in Gensequenzen oder anderen DNA-Sequenzen einer
Pflanze einfligen lassen, kénnen folgende Veranderungen vorgenommen werden: Modifikation der
Aminosdurensequenz eines Proteins, Ausschalten eines Genes (durch die Einfiihrung von Stop-
Codons oder Leserahmenverschiebungen) oder Veranderung der Expression eines Gens (durch
Mutationen in der Promotorsequenz). Anders ausgedriickt: Mit der ODM lassen sich innerhalb der
Pflanze unerwiinschte Gene stilllegen, nitzliche Gene aktivieren oder effizientere Proteine/Enzyme
herstellen.

Die Anwendungsmadglichkeiten der ODM sind vergleichbar mit der klassischen Mutagenese, wobei
die ODM den bedeutenden Vorteil bietet, Mutationen ortsspezifisch ausléosen zu konnen. Im
Vergleich zu klassischen Mutagenese treten bei der ODM deshalb auch weniger unbeabsichtigte
Veranderungen im Erbgut auf (ACRE 2011, Lusser et al. 2011, COGEM 2010, Breyer et al. 2009,
BAC 2007).

Zu den Eigenschaften, die sich mit ODM in Sorten einbringen lassen kdnnten, gehdren unter
anderem: Herbizidtoleranz, Schadlings- und Krankheitsresistenz, Toleranz gegenliber abiotischem
Stress, verlangerte Haltbarkeit sowie verdnderte Starke- und Olzusammensetzung (Lusser et al.
2011, Breyer et al. 2009).

3.3.3 Stand der Entwicklung

Obwohl bereits Ende der 1990er Jahre gezeigt wurde, dass die ODM bei Pflanzen mdglich ist
(Beetham et al. 1999, Zhu et al. 1999), finden sich in der Literatur relativ wenige Veroffent-
lichungen Uber das Mutationsverfahren. Erprobt wurde ODM bisher bei Raps, Reis, Mais, Weizen,
Banane und der Modellpflanze Arabidopsis, wobei die Forschenden entweder Fehler in Marker-
genen korrigierten oder pflanzeneigene Gene so verdnderten, dass die Pflanzen herbizidtolerant
wurden (Dong et al. 2006, Okuzaki & Toriyama 2004, Kochevenko & Willmitzer 2003, Ruiter et al.
2003, Gamper et al. 2000, Kmiec et al. 2001, Rice et al. 2000, Zhu et al. 2000, 1999, Beetham et
al. 1999).

Mindestens zwei Firmen existieren, die das ODM-Verfahren als technologische Plattform anbieten:
Die US-amerikanische Firma Cibus hat das RTDS™-System (Rapid Trait Development System)
entwickelt und die niederlandische Firma Keygene die Keybase™-Technologie. Beide Firmen
arbeiten dabei auch mit grossen Pflanzenziichtungsunternehmen zusammen. Dass die Unterneh-
men an der Anwendung der ODM interessiert sind, zeigt auch eine im Jahr 2010 durchgefiihrte
Umfrage, in der vier der befragten Unternehmen angaben, ODM einzusetzen (Lusser et al. 2011).
Wie die Umfrage des Weiteren zeigt, ist insbesondere die Entwicklung herbizidtoleranter Raps- und
Maissorten weit fortgeschritten. Herbizidtolerante Rapssorten kdnnten im Jahr 2013 auf den Markt
kommen (Cibus 2009).

3.3.4 Beabsichtigte Veranderungen und Wirkungen

Die beabsichtigte genetische Veranderung einer ODM-Sorte besteht in einer gezielten Mutation
einer vorbestimmten endogenen DNA-Sequenz. Die Mutation kann ein bis maximal vier Basen be-
treffen (Lusser et al. 2011) und dazu flihren, dass Basen ausgetauscht, entfernt oder hinzugefiigt
werden. Die in einer ODM-Sorte beabsichtigte Wirkung wird davon bestimmt, welche Zielsequenz

wie verandert worden ist.
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3.3.5 Unbeabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

Mégliche unbeabsichtigte Verdnderungen und Wirkungen in einer ODM-Sorte sind:

Ungenaue Verdnderung der Zielsequenz: Die Mutation an der Zielsequenz kann ungenau sein (Iida
& Terada 2005).

Insertionsmutationen: Falls DNA-Oligos verwendet werden, ist nicht ganzlich auszuschliessen,

dass die Oligos ins Erbgut der Pflanze integrieren und damit Insertionsmutationen ausldsen
(Schaart & Visser 2009).

Ungezielte Mutationen: Es ist nicht auszuschliessen, dass die eingeflihrten Oligos auch in anderen
als den Zielsequenzen Mutationen ausléosen (ACRE 2011, COGEM 2010, 2006a, BAC 2007).

Somaklonale Variationen: Da die ODM einen In-vitro-Selektions- und Regenerationsschritt bein-

haltet, kann es im Erbgut der mutierten Pflanze zu somaklonalen Variationen kommen. Soma-
klonale Variationen umfassen sowohl genetische wie auch epigenetische Veranderungen im Erbgut
und kénnen bei allen aus In-vitro-Kulturen regenerierten Pflanzen auftreten (Bairu et al. 2011). Zu
den moglichen genetischen Veranderungen, die in aus In-vitro-Kulturen regenerierten Pflanzen
beobachtet werden kénnen, gehéren Anderungen in der Chromosomenzahl und -struktur, Basen-
substitutionen, Indels und Insertionsmutationen durch die Aktivierung von transponierbaren
Elementen (Neelakandan & Wang 2012, Jiang et al. 2011, Jain 2001). Das Ausmass der Verdnder-
ungen kann von einer Reihe von Faktoren abhdngen wie beispielsweise dem Genotypen, dem In-
vitro-System, der Genomgrosse, dem Alter der Kultur und den Wachstumshormonen im Nahr-
medium (Bairu et al. 2011).

3.3.6 Sicherheitsaspekte

Im Folgenden werden Aspekte aufgefiuhrt, die bei der Bewertung der Sicherheit von ODM-Sorten
eine Rolle spielen kénnten. Es wird kein Anspruch darauf erhoben, alle mdéglichen und denkbaren
sicherheitsrelevanten Aspekte zu behandeln.

Bildung neuer Proteine: Mit der ODM lassen sich Mutationen in einer kodierenden Sequenz einflh-

ren, die zu einer beabsichtigten Veranderung die Aminosdaurensequenz eines Proteins flhren.
Diese Veranderung kann unter Umstanden neben den beabsichtigten Wirkungen auch unbeabsich-
tigte Wirkungen verursachen.

Erh6hung der Genexpression: Mit der ODM lassen sich Mutationen in regulatorischen Elementen

einfiigen, was zu einer Erhdhung der Expression des Zielgens fiihren kann. Falls das Expressions-
niveau des Zielgens ausserhalb der Brandbreite zu liegen kommt, die innerhalb der Art natir-
licherweise gefunden wird, fehlen Erfahrungen zur Sicherheit der gebildeten Menge. Ob das
Expressionsniveau des Zielgens sicherheitsrelevant werden kann oder nicht, hangt unter anderem
von seiner Hoéhe sowie vom gebildeten Protein ab.

Ungenau Verdnderungen der Zielsequenz: Inwiefern eine ungenaue Veranderung der Zielsequenz

unerwlinschte Folgen haben kdénnte, ist im Einzelfall zu beurteilen. Mit den gangigen molekularen
Methoden lassen sich unbeabsichtigte Verdnderungen in der Zielsequenz entdecken, womit es
mdglich ist, die entsprechenden Pflanzen wahrend des Ziichtungsprozesses auszusortieren.

Insertion der Oligos: Da beim ODM-Verfahren keine integrativen Vektoren zum Einsatz kommen,

durfte die Wahrscheinlichkeit gering sein, dass die eingefiihrten Oligos ins Erbgut eingebaut
werden und damit zu Insertionsmutationen fithren. Je nach Typ des eingesetzten Oligos sollten
etwaige Pflanzen, die inserierte Oligos aufweisen, mittels geeigneter Methoden zu entdecken sein,
weshalb sie wahrend des Ziichtungsprozesses aussortiert werden kénnen (Schaart & Visser 2009).

Ungezielte Mutationen: Unbeabsichtigte Mutationen ausserhalb der Zielsequenz kdénnen effektlos

bleiben, unerwinschte Wirkungen verursachen oder erwiinschte Auswirkungen haben. Mit den
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gangigen Nachweismethoden lassen sich ungezielte Mutationen nur schwer ermitteln (ACRE 2011).
Inwieweit Pflanzen mit unbeabsichtigten genetischen Verdnderungen ausserhalb der Zielsequenz
wahrend des Zichtungsprozesses aussortiert beziehungsweise weiterverwendet werden, hangt
von verschiedenen Faktoren ab, so unter anderem von der Manifestation der Verdanderungen sowie
der Wahl der Selektionsmethoden. Ungezielte Mutationen treten auch bei anderen Zichtungsver-
fahren auf, zum Beispiel bei der somaklonalen Selektion oder bei der klassischen Mutagenese. Im
Vergleich zur klassischen Mutagenese treten bei der ODM ungezielte Mutationen weniger haufig
auf (ACRE 2011, Lusser et al. 2011, COGEM 2010, Breyer et al. 2009, BAC 2007). Werden die
Oligos und das experimentelle Protokoll sorgfaltig designt, I6sen die Oligos kaum Veranderungen
ausserhalb der Zielsequenz aus (Lusser et al. 2011).

Somaklonale Variationen: Somaklonale Variationen kénnen effektlos bleiben und erwlinschte Aus-

wirkungen haben. Sie kdnnen aber auch unerwiinschte Wirkungen verursachen und somit sicher-
heitsrelevant sein. Inwieweit Pflanzen mit unerwiinschten somaklonalen Variationen wahrend des
Zlchtungsprozesses aussortiert beziehungsweise weiterverwendet werden, hangt ab von der Ma-
nifestation der Veranderungen sowie der Wahl der Selektionsmethoden. Somaklonale Variationen
kdnnen auch bei anderen Zichtungsverfahren auftreten wie beispielsweise der In-vitro-Mutagene-
se. Zudem werden sie beim Zuchtverfahren der somaklonalen Selektion gezielt zur Herstellung
neuer Sorten verwendet (Singh & Shetty 2011, Veilleux & Johnson 1998).

3.3.7 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden’

Erkennung: Eine Mutation, die mit der ODM ins Erbgut von Pflanzen eingefligt worden ist, lasst
sich mit gédngigen Methoden erkennen, falls Informationen zu den Nukleotiden in der Nachbar-
schaft der Mutation vorliegen. Ohne diese Information ldsst sich die Mutation nicht erkennen
(Lusser et al. 2011).

Identifikation: Pflanzen, die mit dem ODM-Verfahren entwickelt worden sind, lassen sich nicht ein-
deutig als solche identifizieren, da sie sich auf molekularer Ebene nicht von Pflanzen unter-
scheiden, bei welchen dieselbe Mutation durch klassische Mutationsziichtung erzeugt worden ist
(ACRE 2011, Lusser et al. 2011, COGEM 2010). Mittels ODM erzielte Mutationen sind zudem auch
nicht zu unterscheiden von spontanen Mutationen oder Einzelnukleotid-Polymorphismen (ACRE
2011, Lusser et al. 2011).

3.3.8 Aspekte der GVO-Klassierung

Im Folgenden werden Aspekte diskutiert, die bei GVO-Klassierung von Sorten aus der ODM eine
Rolle spielen kénnten und zwar flir den Fall, dass die Sorten nachweisbar frei von wahrend des
Zichtungsprozesses extrazellular eingefihrten DNA-Sequenzen sind.

Eine Diskussion der GVO-Klassierung von Sorten aus der ODM im Lichte der EU-Richtlinie
2001/18/EG findet sich in ZKBS (2012), ACRE (2011), NTWG (2011) und BAC (2007).

3.3.8.1 ODM im Lichte von Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV

Sorten, die aus der ODM hervorgehen, weisen Verdnderungen am genetischen Material auf, die
weder durch Kreuzen noch durch natlirliche Rekombination entstanden sind, sondern technisch er-
zeugt wurden. Aus einer Prozess-bezogenen Sichtweise liesse sich somit argumentieren, dass die

Sorten als GVO zu klassieren sind. Aus einer Produkt-bezogenen Sichtweise lasst sich wiederum

7 Mit Erkennung ist die Moglichkeit gemeint, die Existenz einer Verdnderung im genetischen Material einer
neuen Sorte festzustellen und zwar in Bezug auf eine geeignete Vergleichssorte. Mit Identifikation wiederum ist
die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte als Veran-
derung zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingefiihrt worden ist.
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argumentieren, dass die Sorten Veranderungen am genetischen Material aufweisen, die auch auf
natlrliche Weise entstehen kénnten, weshalb sie nicht als GVO zu klassieren sein sollten.
Unabhangig von den beiden Perspektiven lasst sich fragen, ob die ODM gemass FrSV als gentech-
nisches Verfahren einzustufen ist oder nicht.

Die ODM durfte kein gentechnisches Verfahren geméass Anhang 1 Abs. 1 Bst. a FrSV sein, weil das
Einfihren der Oligos in die Protoplasten ohne Vektorsysteme erfolgt.

Ob die ODM gemadss Anhang 1 Abs. 1 Bst. b FrSV als gentechnisches Verfahren einzustufen ist
oder nicht, ist hingegen unklar und ldasst sich unterschiedlich interpretieren. Die Interpretationen
hdngen dabei von den Antworten auf folgende beiden Fragen ab: Sind Oligos gemass FrSV «gene-
tisches Material»? Kann ein Verfahren gemdss Anhang 1 Abs. 1 Bst. b FrSV auch dann ein gen-
technisches Verfahren sein, wenn es nicht zur Insertion von eingefiihrten Nukleinsduren kommen
kann?

In der FrSV wird der Begriff «genetisches Material» nicht konkretisiert, weshalb er offen fir Inter-
pretationen ist. Eine Legaldefinition findet sich hingegen in Art. 2 des Ubereinkommens Uber die
biologische Vielfalt. Dort steht, dass jedes Material pflanzlichen, tierischen, mikrobiellen oder
sonstigen Ursprungs, das funktionale Erbeinheiten enthalt, genetisches Material ist. Ob diese Defi-
nition auch im Hinblick auf Anhang 1 Abs. 1 Bst. b FrSV anwendbar ist, ist hier unklar.

In der ehemaligen EU-Richtlinie 90/220, die als Vorlage fir Anhang 1 FrSV diente, wird nicht der
Begriff «genetisches Material» verwendet, sondern die Begriffe «heritable material» (englische
Fassung) beziehungsweise «Erbgut» (deutsche Fassung). Eine mdgliche Interpretation des Begriffs
«genetisches Material» ist somit, ihn mit erblichem Material, Erbmaterial oder Erbgut gleichzu-
setzen. Bezlglich der ODM von Pflanzen kénnte diese Interpretation beispielsweise bedeuten, dass
nur Oligos aus DNA nicht aber RNA-Oligos als genetisches Material gelten, da das Erbmaterial von
Pflanzen aus DNA besteht.

Wird der Begriff «genetisches Material» den Begriffen «heritable material» oder «Erbgut» gleich-
gestellt, ergeben sich hinsichtlich der Frage, ob Oligos genetisches Material sind, zwei weitere
Interpretationsmaoglichkeiten. In der einen Interpretation waren Oligos nur dann genetisches Mate-
rial, wenn sie ins Erbgut integrieren und somit tatsdachlich vererbbar sind. In der anderen Interpre-
tation kdnnen die Oligos auch dann genetisches Material sein, wenn sie nicht ins Erbgut inserieren
(siehe dazu NTWG 2011). Im Sinne der FrSV dirfte eher die letztere Interpretation sein. Da in Art.
3 Abs. 1 Bst. b FrSV genetisches Material, das biologisch aktiv ist, Mikroorganismen gleichgestellt
wird, ist davon auszugehen, dass auch freie Nukleinsduren und somit Oligos im Sinne der FrSV als
«genetisches Material» gelten kénnen.

Eine ausflihrliche Diskussion des Status von Oligos im Zusammenhang mit der ODM findet sich in
COGEM (2010).

3.3.8.1 ODM im Lichte von Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV

Da die ODM eine neue Art von Mutagenese ist, ist sie — wie oben bereits erwahnt - auch hinsicht-
lich Anhang 1 Abs. 3 Bst. a FrSV zu diskutieren. Dort wird festgehalten, dass die Mutagenese an
sich kein gentechnisches Verfahren und die resultierenden Sorten somit nicht als GVO reguliert
werden. Diese Bestimmung gilt jedoch dann nicht, wenn die Mutagenese mit dem Einsatz von
rekombinanten Nukleinsduremolekilen oder von GVO verbunden ist.

Inwiefern die in der ODM eingesetzten Oligos als rekombinante Nukleinsauremolekile gelten, kann
hier nicht abschliessend beantwortet werden. Weder in der FrSV noch in anderen Rechtsvorschrif-

ten der Schweiz findet sich eine Legaldefinition des Begriffs. Im erlduternden Bericht zur FrSV wird
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anstelle von «rekombinante Nukleinsduremolekiile» auch der Ausdruck «gentechnisch veranderte
DNA-Abschnitte» verwendet (EDI 1997).

In der Wissenschaft gibt es keine allgemein gtiltige Definition. Der Begriff wird dort unterschiedlich
interpretiert, weshalb sich mehrere Beschreibungen mit verschiedenen Nuancen finden lassen
(COGEM 2010).

Da sowohl eine rechtliche wie wissenschaftliche Definition fehlen, wird es interpretierbar, ob Oligos
rekombinante Nukleinsduren sind oder nicht. Im Folgenden werden einige mégliche Interpretation
vorgestellt. Eine vertiefte Diskussion unterschiedlicher Sichtweisen findet sich bei COGEM (2010).
Semantisch betrachtet kann der Begriff «rekombinant» so verstanden werden, dass zwei oder
mehr DNA- beziehungsweise RNA-Abschnitte kombiniert werden miissen, damit eine Nukleinsdure
als rekombinant betrachtet werden kann. Da die Oligos synthetische aus einzelnen Nukleotiden
hergestellt werden, findet in diesem Sinne keine Neukombination von Strangen statt, weshalb
synthetische hergestellte Oligos keine rekombinanten Nukleinsduren wéren.

Diskutierbar ist des Weiteren, ob der Begriff «rekombinant» hinsichtlich der verschiedenen Typen
von Oligos unterschiedlich zu interpretieren ist. So kdnnten Oligos, die nur aus DNA bestehen, als
nicht rekombinant betrachtet werden. Oligos hingegen, die sowohl DNA wie RNA enthalten,
kdénnten als rekombinant gelten, da sie zwei unterschiedliche Nukleinsduren kombinieren.

In einer weiteren Sichtweise spielt es eine Rolle, ob die in die Zellen eingeflihrten Oligos ins Erbgut
integriert werden oder nicht. So kdnnten Oligos, die ohne zu integrieren nur voribergehend in der
Zelle sind, als chemische Mutagenzien betrachtet werden und nicht als rekombinante Nuklein-

sauren.

3.4 RNA-dirigierte DNA-Methylierung (RdDM)

Als RNA-dirigierte DNA-Methylierung (RdDM) wird ein Pflanzenzlichtungsverfahren bezeichnet, bei
dem gentechnische Methoden eingesetzt werden, um bestimmte genomische Sequenzabschnitte
gezielt zu methylieren und damit die Expression endogener Gene zu modifizieren. Da die gentech-
nischen Methoden allein fiir die Auslésung der Methylierung notwendig sind, nicht aber zwingend
fir den Erhalt des neuen Methylierungsmusters, konnen sich mit RdDM Sorten entwickeln lassen,
die frei von extrazellular eingefihrten DNA-Sequenzen sind (Lusser et al. 2012, 2011, Kanazawa
et al. 2011a/b, Wassenegger et al. 2010, COGEM 2006a, Eamens et al. 2008, Wang & Waterhouse
2001).

Das RdDM-Verfahren kann dem epigenetic engineering (Nap 2010, Nap & van Kessel 2006) oder

dem transgenic construct driven breeding (Lusser & Rodriguez-Cerezo 2012) zugerechnet werden.

3.4.1 Beschreibung des Verfahrens

Das RdDM-Verfahren beruht, wie es der Name bereits beinhaltet, auf dem in Pflanzen vorkom-
menden Prozess der RNA-dirigierten DNA-Methylierung. Bei diesem Prozess werden aus doppel-
strangiger RNA (dsRNA) so genannte small interfering RNAs (siRNA) gebildet, welche zur de novo
Methylierung von Cytosinen fihren und zwar in DNA-Regionen, die homolog zu den dsRNAs bezie-
hungsweise siRNAs sind (Matzke et al. 2007; Abbildung 3). Erfolgt die de novo Methylierung
innerhalb von Promotor-Sequenzen, kann dies zum transkriptionellen Gen-Silencing (TGS) und
damit zur teilweisen oder vollstédndigen Inaktivierung des korrespondierenden Gens fihren (Ea-
mens et al. 2008, Matzke et al. 2007). Findet die Methylierung innerhalb einer Sequenz eines
Silencers statt, kann dies eine transkriptionelle Aktivierung, also eine gesteigerten Expression des

korrespondierenden Gens bewirken (Shibuya et al. 2009). Die auf diesen Wegen de novo erzeug-
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ten Methylierungen kénnen meiotisch stabil sein und deshalb an Nachkommen weitervererbt
werden.

Da es mit Hilfe gentechnischer Methoden madglich ist, den pflanzeneigenen Mechanismus der DNA-
Methylierung auszulésen und zu lenken, kann der oben beschriebene RdDM-Prozess zur Zichtung
neuer, epigenetisch modifizierter Sorten ausgenutzt werden. Um beim RdDM-Verfahren die DNA-
Methylierung auszuldsen, werden gegenwartig vier verschiedene gentechnische Strategien erprobt
und/oder diskutiert: Transformation, Transfektion, VIGS und Pfropfen mit GV-Reiser beziehungs-
weise GV-Wurzelstock (Lusser et al. 2011, Kanazawa et al. 2011a/b, Bai et al. 2011). Gemass
NTWG (2011) ist es auch denkbar, die DNA-Methylierung direkt durch das Einflihren von siRNA
auszulésen - sei es in Liposomen oder als an Proteine kovalent gebundene nackte RNA. Diese
Strategie wird im Folgenden nicht weiter behandelt, da in der Literatur keine entsprechenden

Beispiele bei Pflanzen gefunden worden sind.

A
eingefuhrtes IR-Konstrukt
—3 dsRNA .
oenom
— ' —— siRNA » |  Methylierung
flo flo fle
Me WMe

B

= Promotor —> transkriptionelle Gen-Stilllegung

= Silencer — transkriptionelle Gen-Aktivierung

Abbildung 3: A: Vereinfachte schematische Darstellung der RdDM. Um die RdDM auszulésen werden
genetische Konstrukte (IR-Konstrukte oder hairpin-Konstrukte) in Pflanzenzellen eingebracht, die
Homologien zur Zielsequenz aufweisen und so strukturiert sind, dass sie in eine dsRNA transkribiert
werden. Die dsRNA wird von der Zelle in so genannte siRNAs zerlegt, welche wiederum dazu fiihren,
dass bestimmte Proteine der Zelle die Zielsequenz methylieren. B: Konsequenzen einer Methylierung.
Erfolgt die Methylierung in einer Promotorsequenz, kommt es zur vollstandigen oder teilweisen
Stilllegung der Transkription des korrespondierenden Gens. Erfolgt die Methylierung in einem Silencer,
kann sich die Transkriptionsrate des korrespondierenden Gens erhdhen.

3.4.1.1 Induktion der RADM mittels Transformation von IR-Konstruktion

Dieser Ansatz basiert darauf, das Erbgut einer ausgewahlten Sorte mit einem «inverted repeat»
(IR)-Konstrukt zu transformieren. Das IR-Konstrukt enthdlt invertierte Sequenzen desjenigen
Abschnittes im Erbgut, der methyliert werden soll. Innerhalb der Pflanzenzellen wird das IR-
Konstrukt erst zu einer hairpin RNA (hpRNA) transkribiert und dann in siRNA verwandelt wird. Die
siRNA lenkt schliesslich die Methylierungsproteine an den vorbestimmten Abschnitt des Erbguts, so
dass dort die Methylierung erfolgt (Lusser et al. 2011, Eamens et al. 2008). Da das neue Methy-
lierungsmuster weitervererbt wird, ist in den Nachkommen der transformierten Pflanze das IR-
Konstrukt nicht mehr notwendig, um die Methylierung auszulésen. Deshalb werden in einem
letzten Zichtungsschritt diejenigen Nachkommen ausgelesen, die zwar das neue Methylierungs-

muster besitzen, nicht aber das IR-Konstrukt (Lusser et al. 2011).
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3.4.1.2 Induktion der RADM mittels transienter Transfektion

Dieser Ansatz besteht darin, die genetische Vorlage fir die dsRNA nur voribergehend in Pflanzen-
zellen einzuflihren. Da bei der transienten Transfektion keine stabile Insertion ins Erbgut beab-
sichtigt wird, kénnen aus transfektierten Protoplasten Pflanzen regeneriert werden, die frei vom

eingeflihrten genetischen Konstrukt sind (Lusser et al. 2011).

3.4.1.3 Induktion der RADM mittels VIGS

Da siRNAs mobile Signale sind und sich innerhalb der Pflanze ausbreiten kénnen (Molnar et al.
2010), besteht eine RdDM-Zlichtungsstrategie darin, den Ausléser fir die DNA-Methylierung mit
Hilfe rekombinanter Pflanzenviren in die Pflanzenzellen einzuschleusen (Kanazawa et al. 2011a,
Otagaki et al. 2011). Der Zichtungsansatz beruht dabei auf dem VIGS-Verfahren (siehe Abschnitt
3.2.1). Nachkommen VIGS-inokulierter Pflanzen kénnen frei von rekombinanten Nukleinsauren
sein, wenn ein Virus eingesetzt wird, der nicht via Samen Ubertragen wird (Kanazawa et al.
2011a; siehe Abschnitt 3.2.1).

3.4.1.4 Induktion der RdDM mittels Pfropfen

Eine weitere Strategie des RdDM-Verfahrens besteht darin, die durch den Transfer von IR-
Konstrukten vermittelte RADM mit dem Pfropfen zu kombinieren (Bai et al. 2011). Wie im oben
beschriebenen VIGS-System beruht auch hier die Zichtungsstrategie auf der Beobachtung, dass
sich siRNAs innerhalb einer Pflanze ausbreiten kénnen. Folgende beiden Systeme werden dabei ins
Auge gefasst:

(1) Wird ein gentechnisch veranderter Reiser, der ein IR-Konstrukt enthalt, auf einen nicht gen-
technisch veréanderten Wurzelstock gepfropft, so kdnnen die im Reiser produzierten siRNAs in den
Wourzelstock transportiert werden und dort die gewollte Methylierung induzieren. Falls Schésslinge
aus dem Wurzelstock wachsen, kénnen diese zur Herstellung von epigenetisch modifizierten
Pflanzen verwendet werden. Solche Pflanzen kénnten zudem auch durch die Regeneration von
Zellen des Wurzelstockes gewonnen werden (Bai et al. 2011).

(2) Das zweite System beinhaltet den umgekehrten Fall und somit die Mdglichkeit, die Aktivitat
von Genen im gentechnisch nicht verdnderten Reiser durch mobile siRNA aus dem gentechnisch
veranderten Wurzelstock zu steuern (Bai et al. 2011). Das neue Methylierungsmuster kann dann

an die Nachkommen des Reisers weitervererbt werden.

3.4.2 Mdgliche Anwendungen in der Pflanzenzucht

Durch das RdDM-Verfahren kdénnen in ausgewdhlten Sorten so genannte Epiallele erzeugt werden
- das sind Allele, die zwar in ihrer DNA-Sequenz Ubereinstimmen, aber unterschiedlich exprimiert
sind. Da die epigenetische Vielfalt die phanotypische Vielfalt und somit auch die Leistung von
Pflanzen beeinflusst, ist RADM fiir die Pflanzenzlichtung interessant. Das gilt insbesondere fiir
Kulturpflanzenarten, die eine schmale genetische Basis haben.

Das Verfahren kann bei allen Kulturpflanzenarten eingesetzt werden, bei denen gentechnische
Methoden etabliert sind, die das Einbringen von dsRNA in die Zellen erméglichen (Lusser et al.
2011). Die Kombination des RdDM-Verfahrens mit dem Pfropfen kdnnte vor allem in der Zichtung

neuer Frucht- oder Obstsorten von Interesse sein (Bai et al. 2011).

3.4.3 Stand der Entwicklung
Die Strategie, mittels RdADM transgenfreie epigenetisch modifizierte Sorten zu ziichten, ist bereits
im Jahr 2001 formuliert worden (Wang & Waterhouse 2001). Dennoch finden sich in der Literatur

erst wenige Veroffentlichungen dazu. Die Mehrheit der gefundenen Publikationen beschreibt das
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TGS von Transgenen oder endogenen Pflanzengenen mittels VIGS oder stabil ins Erbgut einge-
figten IR-Konstrukten. Nur in einem Fall wird von einer induzierten Uberexpression berichtet
(Shibuya et al. 2009). Die Stilllegung von endogenen Pflanzengenen ist bisher bei folgenden
Kulturarten beschrieben worden: Petunien (Kanazwa et al. 2011a/b, Sijen et al. 2001), Mais
(Cigan et al. 2005), Kartoffel (Heilersig et al. 2006), Reis (Okano et al. 2008), Karotte (Shibukawa
et al. 2009) und Tomate (Kanazwa et al. 2011a). Obwohl die Stilllegung von endogenen Genen
mittels RADM in mehreren Fallen beschrieben worden ist, gibt es kaum veroffentlichte Beispiele, in
denen das Silencing in Abwesenheit des Auslésers weitervererbt wurde (Kanazawa et al. 2011a,
Nap & van Kessel 2011).

Die Strategie, das RdDM mit Pfropfen zu kombinieren, ist 2011 erstmals in der Literatur erwahnt
worden (Bai et al. 2011).

Laut COGEM (2006a) steckt das RdDM-Verfahren noch in den Kinderschuhen. Schaart & Visser
(2009) gehen davon aus, dass kurzfristig keine RdDM-Produkte zu erwarten sind. Eine im Jahr
2010 durchgefiihrte Umfrage bei Pflanzenzuchtunternehmen ergab, dass die Firmen RdDM gegen-
wartig bei Mais (Forschungsphase) und Raps (Feldversuche) einsetzen (Lusser et al. 2011).
Welche Eigenschaften dabei gezilichtet werden sollen, gaben die Firmen nicht bekannt (Lusser et
al. 2011).

3.4.4 Beabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

Das Ziel des RdDM-Verfahrens ist, Sorten mit neuen Epiallelen zu erzeugen. Die aus dem Verfah-
ren hervorgehenden Sorten, die frei von extrazellular eingeflihrten Sequenzen sind, weisen keine
beabsichtigte genetische Veranderung auf. Die beabsichtigte Wirkung in diesen Sorten hangt
davon ab, welche Sequenz im Erbgut gezielt methyliert wurde beziehungsweise bei welchem Gen

das Expressionsniveau gesenkt oder erhoht ist.

3.4.5 Unbeabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen
In den aus dem RdDM-Verfahren hervorgehenden Sorten, die frei von extrazellular eingefiihrten
Sequenzen sind, kénnten folgende unbeabsichtigten Veranderungen und Wirkungen auftreten:

Somaklonale Variationen: In den Fallen, in denen die RdADM via Transformation oder transiente

Transfektion ausgeldst wird, beinhaltet der Prozess einen In-vitro-Schritt, weshalb Somaklonale
Variationen auftreten kdnnen. Somaklonale Variationen umfassen sowohl genetische wie auch epi-
genetische Veranderungen im Erbgut (Miguel & Marum 2011), kénnen bei allen aus In-vitro-
Kulturen regenerierten Pflanzen auftreten (Bairu et al. 2011) und sind bei der Transformation viel-
fach beschrieben worden (z.B. Mori et al. 2007, Bubner et al. 2006, Goldman et al. 2004, Ellul et
al. 2003, Heeres et al. 2002, Labra et al. 2001, Sala et al. 2000, Arencibia et al. 1999, Bregritzer
et al. 1998, Veilleux & Johnson 1998). Zu den mdglichen genetischen Veranderungen, die in aus
In-vitro-Kulturen regenerierten Pflanzen beobachtet werden kdnnen, gehéren Anderungen in der
Chromosomenzahl und -struktur, Basensubstitutionen, Indels und die Aktivierung von trans-
ponierbaren Elementen (Neelakandan & Wang 2012, Jiang et al. 2011, Jain 2001). Das Ausmass
der Veranderungen kann von einer Reihe von Faktoren abhdngen wie beispielsweise dem Geno-
typen, dem In-vitro-System, der Genomgrésse, dem Alter der Kultur und den Wachstums-
hormonen im Nahrmedium (Bairu et al. 2011).

Verlust der neuen Methylierung: Da nicht klar ist, Uber wie viele Generationen das neue Methylier-

ungsmuster stabil weiter vererbt wird, kann eine unbeabsichtigte Wirkung darin bestehen, dass
die Senkung beziehungsweise die Steigerung der Expression des Zielgens in der kommerzia-
lisierten Sorte verloren geht (Lusser et al. 2011, COGEM 2006a).
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Methylierung von Nicht-Zielsequenzen: Eine weitere mdogliche unbeabsichtigte Wirkung kann

daraus resultieren, dass Nicht-Zielsequenzen methyliert werden. Die Methylierung von Nicht-Ziel-
sequenzen kann stattfinden, falls Nicht-Zielsequenzen Homologien zur Zielsequenz aufweisen oder
falls aus der hpRNA unbeabsichtigt solche siRNAs entstehen, welche die Methylierungsproteine zu
Nicht-Zielsequenzen lenkt (Lusser et al. 2011). Die Methylierung von Nicht-Zielsequenzen kann

zur Anderung der Expression von Nicht-Zielgenen fiihren.

3.4.6 Sicherheitsaspekte

Im Folgenden werden Aspekte aufgefiihrt, die bei der Bewertung der Sicherheit von Sorten, die
aus dem RdDM-Verfahren hervorgehen, eine Rolle spielen kdnnten und zwar fir den Fall, dass die
Sorten nachweisbar frei von den wahrend des Zlichtungsprozesses extrazellular eingefiihrten DNA-
Sequenzen sind. Es wird kein Anspruch darauf erhoben, alle mdglichen und denkbaren sicherheits-
relevanten Aspekte zu behandeln.

Senkung/Erhéhung der Expression des Zielgens: Ob die beabsichtigte Methylierung der Zielse-

quenz Sicherheitsfragen hervorruft oder nicht, hangt vom jeweiligen neu erzeugten Epiallel und
dessen Expressionsniveau ab und ist somit von Fall zu Fall zu beurteilen.

Verlust des neuen Methylierungsmusters wéhrend des kommerziellen Anbaus: Inwieweit ein etwai-

ger Verlust des neuen Methylierungsmusters sicherheitsrelevant sein kann, hangt vom jeweiligen
neu erzeugten Epiallel ab und ist somit von Fall zu Fall zu beurteilen.

Senkung/Erhéhung der Expression von Nicht-Zielgenen: Unbeabsichtigte Methylierungen kdénnen

zur Senkung oder Erhdéhung der Expression von Nicht-Zielgenen und somit zur Erzeugung neuer
Epiallele fiihren. Anderungen des Expressionsniveaus von Nicht-Zielgenen kénnen effektlos
bleiben, unerwinschte Wirkungen verursachen oder erwiinschte Auswirkungen haben. Inwieweit
Pflanzen mit unbeabsichtigten Epiallelen wahrend des Ziichtungsprozesses aussortiert beziehungs-
weise weiterverwendet werden, hangt ab von der Manifestation der Expressionsanderungen ab
sowie der Wahl der Selektionsmethoden. Unbeabsichtigte Methylierungen kdénnen auch spontan
auftreten (Manning et al. 2006, Cubas et al. 1999), mit Gewebekulturtechniken verbunden sein
(Rhee et al. 2010, Krizova et al. 2009) oder mittels Chemikalien ausgeldst werden (Fieldes et al.
2005). Neue unbeabsichtigte Epiallele treten deshalb bei anderen Zichtungsverfahren ebenfalls
auf.

Somaklonale Variationen: Die im Falle der stabilen Transformation und transienten Transfektion

auftretenden somaklonalen Variationen kénnen effektlos bleiben, unerwiinschte Wirkungen verur-
sachen oder erwlnschte Auswirkungen haben. Inwieweit Pflanzen mit somaklonalen Variationen
wahrend des Zichtungsprozesses aussortiert beziehungsweise weiterverwendet werden, héngt
unter anderem ab von der Wahl der Primartransformanten, der Manifestation der somaklonalen
Variationen sowie der Wahl der Selektionsmethoden. Somaklonale Variationen kdnnen auch bei
anderen Zichtungsverfahren auftreten, wie beispielsweise der In-vitro-Mutagenese. Beim Verfah-
ren der somaklonalen Selektion werden sie zudem gezielt zur Herstellung neuer Sorten verwendet
(Singh & Shetty 2011, Veilleux & Johnson 1998).
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3.4.7 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden®

Erkennung: Sorten aus dem RdDM-Verfahren weisen an vorbestimmten Stellen des Erbguts ein
neues Methylierungsmuster auf. Die Erkennung solcher Muster kénnte mit Methylierungs-spezifi-
schen PCR-basierten Methoden madglich sein (Lusser et al. 2011).

Identifikation: Die Identifikation von Sorten, die aus dem RdDM-Verfahren hervorgehen und frei
von extrazellulér eingefiihrten Sequenzen sind, ist gemdss Lusser et al. (2011) nicht mdéglich,
selbst wenn Vorwissen zum Produkt vorhanden ist. Der Grund liegt darin, dass es sehr schwierig
sei, zwischen natlrlich vorkommender Methylierung und technisch induzierter Methylierung zu

unterscheiden (Lusser et al. 2011).

3.4.8 Aspekte der GVO-Klassierung

Im Folgenden werden Aspekte diskutiert, die bei GVO-Klassierung von Sorten aus dem RdDM-
Verfahren eine Rolle spielen kdénnten, wenn die Sorten nachweisbar frei von den wahrend des
Zichtungsprozesses eingefiihrten Sequenzen sind. Die Diskussion erfolgt dabei separat fir die vier
Mdéglichkeiten, mit denen sich die RADM auslésen lasst: Transformation, transiente Transfektion
VIGS und Pfropfen (siehe Abschnitt 3.4.1.1).

Eine Diskussion der GVO-Klassierung von Sorten aus dem RdDM-Verfahren im Lichte der EU-
Richtlinie 2001/18/EG findet sich in NTWG (2011) und ZKBS (2012).

3.4.8.1 Induktion der RADM mittels Transformation

Wird die RADM mittels Transformation ausgeldst (Abschnitt 3.4.1.2), erfolgt am Schluss des Zich-
tungsprozesses eine Segregation der extrazellulér eingeflihrten genetischen Konstrukte. Die Null-
Segregante (in Bezug auf die eingefuhrten Konstrukte) wirkt dabei als Ausgangsmaterial fiir die
weitere Nutzung und Vermehrung. Damit stellt sich die Frage, ob Kreuzungsnachkommen einer
stabil transformierten Pflanze als GVO gelten, wenn sie frei vom urspringlich tranformierten
genetischem Material sind? Weder GTG noch FrSV geben hierzu eine konkrete Antwort. Ausserhalb
der Gentechnikgesetzgebung finden sich hingegen Bestimmungen, die auf die gestellte Frage ein-
gehen. Art. 9a Abs. 2 Vermehrungsmaterial-Veordnung halt dazu fest: Wird eine gentechnisch
veranderte Sorte zur Ziichtung verwendet, so gelten die davon abstammenden Sorten ebenfalls
als gentechnisch verandert, ausser wenn nachgewiesen ist, dass sie die gentechnische Verander-
ung nicht mehr enthalten. In Art. 2 Bst. d der Verordnung des EDI Uber gentechnisch veranderte
Lebensmittel (VGVL) steht hingegen, dass Organismen, die aus einer Kreuzung von GVO mit
einem anderen Organismus hervorgehen, als GVO gelten. Ein Bezug auf das Vorhandensein der
gentechnischen Veranderung wird hier nicht genommen.

Da weder GTG noch FrSV eine konkrete Antwort darauf geben, wie Null-Segreganten zu klassieren
sind, lasst sich fragen, wie die Null-Segreganten im Lichte von Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV zu
betrachten sein kénnten. Eine Frage, die dabei zu klaren sein kdénnte, ist, ob neu erzeugte Epiallele
im Sinne der FrSV rechtlich betrachtet eine Veranderung des genetischen Materials sind oder
nicht? Gemass Wortlaut von Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV spielen bei der Legaldefinition von GVO nicht
«genetische Veranderungen» eine Rolle, sondern «Veranderungen des genetischen Materials».
Wissenschaftlich betrachtet sind Epiallele keine genetischen, sondern epigenetische Verdanderung-
en; sie kdnnten aber als Veranderung des genetischen Materials angesehen werden. Inwieweit hier

aus rechtlicher Sicht Kléarungsbedarf besteht, bleibt zu prifen.

8 Mit Erkennung ist die Moglichkeit gemeint, die Existenz einer Verdnderung im genetischen Material einer
neuen Sorte festzustellen und zwar in Bezug auf eine geeignete Vergleichssorte. Mit Identifikation wiederum ist
die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte als Veran-
derung zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingefiihrt worden ist.
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Zu prifen sein kénnte auch, ob das mdgliche Auftreten von somaklonalen Variationen einen Ein-
fluss auf die GVO-Klassierung hat oder nicht. Bei stabil transformierten Pflanzen kann es wahrend
des Herstellungsprozesses zu somaklonalen Variation und damit zu unbeabsichtigten genetischen
Veranderungen kommen. Diese Veranderungen kénnen unabhdngig von den gentechnisch inse-
rierten Sequenzen weitervererbt werden und deshalb in den RdDM-Sorten noch vorhanden sein,
nachdem die gentechnisch inserierten Sequenzen ausgekreuzt worden sind. Die aus stabil trans-
formierten gentechnisch veranderten Pflanzen hervorgehenden RdDM-Sorten kdnnen somit
genetische Veranderungen aufweisen, die durch das gentechnische Verfahren ausgeldost worden
sind. Ob diese Sorten deshalb als GVO zu klassieren sind, ist zu kldren. Zu beachten sein kdnnte
bei dieser Klarung auch Anhang 1 Abs. 3 Bst. a FrSV. Dort wird festgehalten, dass die Mutagenese
kein gentechnisches Verfahren ist. Da somaklonale Variationen auch bei gewissen Anwendungen
der Mutagenese auftreten kénnen, gilt somit implizit, dass somaklonale Variationen an und fir sich
nicht als gentechnische Verdnderung gemdss FrSV gelten. Anhang 1 Abs. 3 FrSV hélt nun jedoch
des Weiteren fest, dass die Mutagenese dann ein gentechnisches Verfahren ist, wenn sie mit dem
Einsatz von GVO oder rekombinanten Nukleinsduren verbunden ist. Wird hier die somaklonale
Variation wiederum implizit mit gedacht, so stellt sich die Frage, ob RdDM-Sorten, die somaklonale
Variationen aufweisen, als GVO zu klassieren sind, weil das RdDM-Verfahren mit dem Einsatz von
GVO und rekombinanten Nukleinsduren verbunden ist.

Je nachdem wie die Antworten auf die oben aufgeworfenen Fragen beantwortet werden, sind
folgende Sichtweisen auf die GVO-Klassierung mdoglich: Aus einer Prozess-bezogegen Sichtweise
liesse sich argumentieren, dass die entstehenden Sorten als GVO zu klassieren sind, weil sie Ver-
anderungen am genetischen Material (neue Epialle und/oder somaklonale Variationen) aufweisen,
die auf eine gentechnische und somit nattirlicherweise nicht vorkommende Methode zuriickgehen.
Aus einer Produkt-bezogenen Perspektive wiederum liesse sich argumentieren, dass die Sorten
nicht als GVO zu klassieren sind, weil sie Verdnderungen am genetischen Material aufweisen, die

auch natirlicherweise oder bei nicht gentechnischen Ziichtungsverfahren erzeugt werden kénnen.

3.4.8.2 Induktion der RADM mittels transienter Transfektion

Wird die RdDM mittels transienter Transfektion ausgeldst (Abschnitt 3.4.1.2), so entsteht aus
einer aus Protoplasten oder Zellen regenerierten Pflanze die gewilinschte Sorte. Da es bei der
transienten Transfektion nicht zu einer stabilen Insertion der eingefiihrten Sequenzen kommt,
resultiert die Sorte somit aus einem Erbgut, in welches nie extrazelluldr eingefiihrte Sequenzen in-
seriert worden sind. Falls eine aus transfektierten Protoplasten oder Zellen regenerierte Pflanze als
GVO galte, wiirde sich wie unter 3.4.8.1 die Frage stellen, wie deren Nachkommen zu klassieren
sind. Hinsichtlich Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV kénnten bei der GVO-Klassierung der Nachkommen die
in Abschnitt 3.4.8.1 aufgeworfene Frage zu klaren sein, ob neue Epiallele im Sinne der FrSV eine

Veranderung am genetischen Material sind oder nicht.

3.4.8.3 Induktion der RdDM mittels VIGS

Wird die RADM mittels VIGS ausgel6st (Abschnitt 3.4.1.3), so ensteht aus den Nachkommen einer
Pflanze, die einen GVO enthélt, die gewlinschte Sorte. Anders als bei der Induktion mittels Trans-
formation resultiert die Sorte somit aus einem Erbgut, in welches nie extrazelluldr eingefiihrte
Sequenzen inseriert worden sind. Falls Pflanzen, die einen rekombinanten Virus enthalten, selbst
als GVO zu klassieren sind, wirde sich wie unter 3.4.8.1 die Frage stellen, wie Kreuzungsnach-

kommen zu klassieren sind. Falls VIGS-behandelte Pflanzen selbst nicht als GVO gelten, kann
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argumentiert werden, dass deren Nachkommen ein Kreuzungsprodukt aus nicht gentechnisch ver-
anderten Pflanzen sind und somit nicht als GVO zu klassieren sein kénnten.

Ob Nachkommen von Pflanzen, die rekombinante Viren enthielten, als GVO zu klassieren sind oder
nicht, wenn sie frei vom rekombinanten Virus sind, wird in der FrSV nicht konkret beantwortet.
Hinsichtlich Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV kénnten bei der GVO-Klassierung der Nachkommen die in Ab-
schnitt 3.4.8.1 aufgeworfene Frage zu klédren sein, ob neue Epiallele im Sinne der FrSV eine Veran-

derung am genetischen Material sind oder nicht.

3.4.8.4 Induktion der RdDM mittels Pfropfen

Wird die RADM mittels Pfropfen ausgeldst (Abschnitt 3.4.1.4), so ensteht aus den Nachkommen
eines gentechnisch nicht veranderten Reisers die gewlinschte Sorte. Wie bei der Auslésung der
RdDM mittels transienter Transfektion und VIGS resultiert die Sorte somit aus einem Erbgut, in
welches nie extrazelluldr eingeflihrte Sequenzen inseriert worden sind.

Falls eine Pfropfchimare rechtlich als eine Pflanze galte, ware der Reiser ein GVO, weshalb sich wie
unter 3.6.8.1 die Frage stellen wirde, wie Kreuzungsnachkommen zu klassieren sind. Galte die
Chimare hingegen als zwei Pflanzen, ware der Reiser kein GVO, weshalb auch seine Nachkommen
nicht als GVO zu klassieren sein kénnte.

Ob Nachkommen eines Reisers, der auf einen stabil transformierten Wurzelstock gepfropft ist, als
GVO zu klassieren sind oder nicht, wird in der FrSV nicht konkret beantwortet (vgl. Abschnitt
3.9.8). Hinsichtlich Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV kénnten bei der GVO-Klassierung der Nachkommen
wiederum die in Abschnitt 3.4.8.1 aufgeworfene Frage zu kldren sein, ob neue Epiallele im Sinne

der FrSV eine Veranderung am genetischen Material sind oder nicht.

3.5 Reverse Breeding (RB)

Reverse breeding (RB) ist ein Zilchtungsverfahren, das gentechnische Methoden nutzt, um die
meiotische Rekombination zu unterdricken, und so die Zichtung von F;-Hybriden erleichtert
(Dirks et al. 2009, 2003). Da die gentechnische Veréanderung im Endprodukt nicht mehr gebraucht
wird, kénnen aus dem Reverse Breeding F,-Hybride hervorgehen, die frei von extrazellular einge-
fihrten DNA-Sequenzen sind (Lusser et al. 2012, 2011, Chan 2010, Dirks et al. 2009, Wijnker &
de Jong 2008).

Das Reverse Breeding kann dem transgenic construct driven breeding zugerechnet werden (Lusser
& Rodriguez-Cerezo 2012).

3.5.1 Beschreibung der Technik

Das Verfahren des Reverse Breeding besteht aus einer Kombination aus gentechnischen Metho-
den, Techniken zur Herstellung doppelhaploider Pflanzen (DH-Technik), Gewebekulturtechniken
und herkémmlichen Kreuzungsverfahren.

Die gentechnischen Methoden werden dazu benutzt, um bei einer ausgewdahlten heterozygoten
Sorte die meiotische Rekombination zu unterdriicken. Erreicht werden kann dies, indem die Ex-
pression von solchen pflanzeneigenen Genen stillgelegt wird, die am meiotischen Rekombinations-
prozess beteiligt sind (Schaart & Visser 2009, COGEM 2006a). Fir die Stilllegung dieser Gene
stehen drei gentechnische Strategien zur Diskussion: Transformation, VIGS und Pfropfen (Dirks et
al. 2009). Welche der drei Strategien gegenwadrtig auch erprobt werden, kann anhand der

gesichteten Materialien nicht beantwortet werden.
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3.5.1.1 Unterdriickung der meiotischen Rekombination mittels Transformation

Diese Strategie beruht darauf, so genannte RNAi-Konstrukte stabil ins Erbgut der Pflanze einzu-

fiigen. Die RNAi-Konstrukte enthalten Sequenzen, die homolog zu Sequenzen des stillzulegenden

Gens sind, und lésen innerhalb der Pflanzenzellen den Prozess des posttranskriptionellen Gen-

Silencings (PTGS) aus. Die wichtigsten Zichtungsschritte sind in Abbildung 4 schematisch darge-

stellt und im Folgenden beschrieben (Lusser et al. 2011, Schaart & Visser 2009):

1. Auswahl der heterozygoten Pflanze, die reproduziert werden soll;

2. Transformation der ausgewahlten Pflanze mit RNAi-Konstrukt; dabei werden mehrere Primar-
transformanten hergestellt, die das RNAi-Konstrukt in unterschiedlichen Chromosomen inse-
riert haben.

3. Herstellung von haploiden Mikrosporen (unreife Pollenkdrner) von den Bliten der gentechnisch
veranderten Pflanzen;

4. Herstellung homozygoter Zellen durch die Verdoppelung des Erbguts der haploiden Mikrosporen
(durch den Einsatz der DH-Technik);

5. Herstellung homozygoter diploider Pflanzen aus den Mikrosporen (durch Gewebekulturtechnik);

6. Selektion derjenigen homozygot diploiden Pflanzen, die das RNAi-Konstrukte nicht enthalten;

7. Kreuzen derjenigen transgenfreien Pflanzen, die zusammen die urspringliche heterozygote

Pflanze rekonstruieren.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Reverse Breeding nach Wjinker & de Jong (2008). Die
fiktive Ausgangspflanze ist ein F1-Hybrid mit drei Chromosomenpaaren (2n=2x=6). Die meiotische
Rekombination wird unterdriickt, indem der F1-Hybrid mit einem RNAi-Konstrukt transformiert wird. Das
RNAi-Konstrukt flihrt zur Stilllegung eines der Gene, das flir das Crossing-over bendétigt wird. Die roten
Punkte reprasentieren die eingefiihrten RNAi-Konstrukte. Die achiasmatische Meiose fihrt zu Sporen, die
nicht rekombinante Chromosomen besitzen. Die meisten der entstehenden Sporen sind unausgeglichen
(nicht gezeigt), einige der Sporen sind ausgeglichen (mehrere Mdglichkeiten sind dargestellt). Aus den
ausgeglichenen Sporen werden doppelhaploide Pflanzen produziert. Unter den doppelhaploiden Pflanzen
koénnen diejenigen reziproken Genotypen (Elter 1 und Elter 2) ausgesucht werden, die das RNAi-
Konstrukt nicht mehr besitzen und nach Kreuzung den urspriinglichen F1-Hybrid ergeben. Elter 1 und
Elter 2 stammen von zwei unterschiedlichen Primartransformanten ab, die das RNAi-Konstrukt in
verschiedenen Chromosomen aufweisen. Bildquelle: Wijnker & de Jong (2008).
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3.5.1.2 Unterdriickung der meiotischen Rekombination mittels VIGS

Da RNAs mobile Signale sein kénnen und sich innerhalb der Pflanze ausbreiten kénnen (Molnar et
al. 2010), kdénnte eine Zlichtungsstrategie darin bestehen, die meiotische Rekombination mit Hilfe
rekombinanter Pflanzenviren, die ein entsprechendes RNAi-Konstrukt besitzen, zu unterdriicken.
Der Ansatz beruht dabei auf dem VIGS-Verfahren (Abschnitt 3.2). Nachkommen VIGS-behandelter
Pflanzen kénnen frei von rekombinanten Nukleinsduren sein, wenn ein Virus eingesetzt wird, der

nicht via Samen Ubertragen wird (Kanazawa et al. 2011a; siehe Abschnitt 3.2.1).

3.5.1.3 Unterdriickung der meiotischen Rekombination mittels Pfropfen

Da RNAi-Signale vom Wurzelstock in einen aufgepfropften Reiser transportiert werden kénnen
(siehe Abschnitt 3.10.5.2), besteht eine weitere Strategie des Reverse Breeding darin, Reiser auf
einen Wurzelstock zu pfropfen, der mit RNAi-Konstrukten transformiert worden ist. Durch den
Transport der RNAi-Signale kann in den Reisern die meiotische Rekombination unterdriickt wer-
den. Da die RNAi-Konstrukte nicht vom Wurzelstock in die generativen Teile des Reisers transpor-
tiert werden dirften (Abschnitt 3.9.5), sind die Kreuzungsnachkommen frei von extrazellular

eingeflihrten Sequenzen.

3.5.2 Anhwendung in der Pflanzenzucht

In der Literatur werden vor allem zwei mdégliche Anwendungen des Reverse Breeding diskutiert:
Herstellung von Fi-Hybriden fir die Landwirtschaft und Erzeugung von Chromosomen-Substitu-
tionslinien flr die weitere Zlchtung (Lusser et al. 2011, Chan 2010, Dirks et al. 2009, Wijnker &
de Jong 2008, Forster et al. 2007). Diese Anwendungen sind bei Pflanzenarten méglich, die nicht
mehr als 12 Chromosomen haben und bei denen die DH-Technik angewendet werden kann (Lusser
et al. 2011, Dirks et al. 2009).

Die wichtigste Anwendung des RB-Verfahrens besteht in der Erhaltung von Elite-Genotypen
beziehungsweise der Herstellung von Fi-Hybriden. Da sich mit dem Reverse Breeding fur jede
beliebige heterozygote Pflanze die homozygoten Eltern erzeugen lassen, wird es mdglich, auch
uncharakterisierte heterozygote Genotypen mit Eliteeigenschaften zu erhalten. Mit herkdmmlichen
Zichtungsmethoden ist dies kaum zu erreichen (Dirks et al. 2009, Wijnker & de Jong 2008). Das
Reverse Breeding erleichtert und beschleunigt die Ziichtung von Fi-Hybriden (Schaart & Visser
2009).

Neben der Herstellung von Fi-Hybriden kann das Reverse Breeding auch dazu benutzt werden,
Chromosomen-Substitutionslinien zu erzeugen. Diese Linien enthalten ein oder mehrere Chromo-
somen eines Elternteils im genetischen Hintergrund des anderen Elternteils. Durch Riickkreuzung
kdénne so beispielsweise Hybride entstehen, die fiir alle ausser einem Chromosom heterozygot sind
beziehungsweise die fiir alle ausser einem Chromosomen homozygot sind (Dirks et al. 2009).
Chromosomen-Substitutionslinien kdnnen flir die Zuordnung von Eigenschaften sowie die Ver-
besserung der Elternlinien genutzt werden (Lusser et al. 2011, Chan 2010, Wijnker & de Jong
2008).

In Zukunft kdnnte es des Weiteren mdglich werden, das Reverse Breeding mit dem Verfahren der

Zentromer-vermittelten Genomelimination zu kombinieren (Chan 2010; siehe Abschnitt 3.11.3).

3.5.3 Stand der Entwicklung
Das Reverse Breeding wurde 2003 erstmals beschrieben (Dirks et al. 2003). Die Machbarkeit an
der Modellpflanze Arabidopsis ist 2012 veroffentlicht worden (Wijnker et al. 2012). In der Literatur

werden die Strategie und mégliche Anwendungen des RB-Verfahrens diskutiert (Chan 2010, Dirks
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et al. 2009, Wijnker & de Jong 2008, Forster et al. 2007), konkrete Anwendungsbeispiele an
Kulturpflanzen finden sich gegenwaértig jedoch nicht.

Gemadss Schaart & Visser (2009) und COGEM (2006a) steckt das Reverse Breeding noch in der
Forschungsphase. Dem entspricht auch das Resultat einer im Jahr 2010 im Auftrag der EU-Kom-
mission durchgefiihrten Umfrage, in der Pflanzenzuchtfirmen angaben, das Reverse Breeding erst

im Forschungsstadium anzuwenden (Lusser et al. 2011).

3.5.4 Beabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

Das beabsichtigte Ziel des Reverse Breeding ist, aus heterozygoten Pflanzen komplementierende
homozygote Elternlinien herzustellen und dabei nicht-rekombinante Chromosomen in doppelhaplo-
iden Linien zu fixieren. Aus dem Verfahren hervorgehende homozygote Elternlinien, die frei von
extrazellular eingefiihrten Sequenzen sind, besitzen keine beabsichtigten Veranderungen in der
DNA-Sequenz. Die aus der Kreuzung der homozygoten Elternlinien resultierenden F;-Hybride
weisen im Vergleich zur Ausgangspflanze keine beabsichtigten genetischen Veranderungen auf.
Aus dem Reverse Breeding hervorgehende homozygote Elternlinien, die frei von extrazellulér ein-
gefiihrten Sequenzen sind, weisen im Vergleich zur heterozygoten Ausgangslinie keine neuen,
beabsichtigten Wirkungen auf. Die aus der Kreuzung der homozygoten Elternlinien resultierenden

Fi-Hybride sind hinsichtlich der beabsichtigten Wirkungen identisch mit der Ausgangslinie.

3.5.5 Unbeabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

In den aus dem Reverse Breeding hervorgehenden homozygoten Elternlinien und Fi-Hybriden, die
frei von extrazellular eingefiihrten Sequenzen sind, kdnnten folgende unbeabsichtigten Verdander-
ungen und Wirkungen auftreten:

Somaklonale Variationen: Wird die meiotische Rekombination mittels Transformation unterdrickt

(Abschnitt 3.5.1.1), so erfolgt ein In-vitro-Schritt, weshalb somaklonale Variationen auftreten
kdénnen. Somaklonale Variationen umfassen sowohl genetische wie auch epigenetische Verdnder-
ungen im Erbgut (Miguel & Marum 2011), kénnen bei allen aus In-vitro-Kulturen regenerierten
Pflanzen auftreten (Bairu et al. 2011) und sind bei der Transformation vielfach beschrieben
worden (z.B. Mori et al. 2007, Bubner et al. 2006, Goldman et al. 2004, Ellul et al. 2003, Heeres
et al. 2002, Labra et al. 2001, Sala et al. 2000, Arencibia et al. 1999, Bregitzer et al. 1998,
Veilleux & Johnson 1998). Zu den mdglichen genetischen Veranderungen, die in aus In-vitro-
Kulturen regenerierten Pflanzen beobachtet werden kénnen, gehéren Anderungen in der Chromo-
somenzahl und -struktur, Basensubstitutionen, Indels und die Aktivierung von transponierbaren
Elementen (z.B. Neelakandan & Wang 2012, Jiang et al. 2011, Jain 2001). Das Ausmass der Ver-
anderungen kann von einer Reihe von Faktoren abhdangen wie beispielsweise dem Genotypen, dem
In-vitro-System, der Genomgrdsse, dem Alter der Kultur und den Wachstumshormonen im Nahr-
medium (Bairu et al. 2011).

Gametoklonale Variationen: Werden aus kultivierten gametischen Geweben wie zum Beispiel

Mikrosporenkulturen haploide Pflanzen regeneriert, so kdnnen in diesen gametoklonale Variationen
auftreten (Sarkar et al. 2010, Forster et al. 2007, Huang 1996, Evans et al. 1984). Gametoklonale
Variationen umfassen sowohl genetische wie auch epigenetische Veranderungen im Erbgut (Sarkar
et al. 2010).

Methylierung von Nicht-Zielgenen: Das wahrend des Ziichtungsprozesses eingefiihrte RNAi-Kon-

strukt kdnnte nicht nur das Zielgen, sondern auch weitere homologe Sequenzen im Erbgut der
Pflanze stilllegen (Lusser et al. 2011). Da die RNA-Interferenz gelegentlich via RNA-dirigierte DNA-

Methylierung zu einem transkriptionellen Gen-Silencing fithren kann, kdnnte ein neu entstandenes
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Methylierungsmuster und somit auch der damit mdéglicherweise verbundene Phanotyp auf die
Folgegenerationen stabil weiter vererbt werden (Schaart & Visser 2009). Eine unbeabsichtigte
Methylierung kann zur Anderung der Expression von Nicht-Zielgenen fiihren.

Unvollstédndige Repression der meiotischen Rekombination: Es ist méglich, dass die Meiose nicht

vollsténdig unterdriickt wird (Lusser et al. 2011). Eine unvollsténdige Unterdrickung wirde dazu
fihren, dass Meiose und Rekombination unbeabsichtigt zu einem gewissen Masse stattfinden.

Meiose und Rekombination sind in Pflanzen natlrliche Prozesse.

3.5.6 Sicherheitsaspekte

Im Folgenden werden Aspekte aufgeflihrt, die bei der Bewertung der Sicherheit von Sorten aus
dem RB-Verfahren eine Rolle spielen kdnnten und zwar fir den Fall, dass die Sorten nachweisbar
frei von den wahrend des Ziichtungsprozesses extrazelluldr eingefiihrten DNA-Sequenzen sind. Es
wird kein Anspruch darauf erhoben, alle mdglichen und denkbaren sicherheitsrelevanten Aspekte
zu behandeln.

Somaklonale Variationen: Somaklonale Variationen sind in den Fallen zu berlcksichtigen, in denen

die meiotische Rekombination mittels Transformation unterdriickt wird (Abschnitt 3.5.1.1). Soma-
klonale Variationen kdnnen effektlos bleiben und erwiinschte Auswirkungen haben. Sie kénnen
auch unerwlnschte Wirkungen verursachen und deshalb sicherheitsrelevant sein. Somaklonale
Variationen kdénnen auch bei anderen Zichtungsverfahren auftreten, wie beispielsweise der In-
vitro-Mutagenese. Zudem werden sie beim Zuchtverfahren der somaklonalen Selektion gezielt zur
Herstellung neuer Sorten verwendet (Singh & Shetty 2011, Veilleux & Johnson 1998).

Gametoklonale Variationen: Gametoklonale Variationen kénnen effektlos bleiben, unerwiinschte

Wirkungen verursachen oder erwiinschte Auswirkungen haben. Sie treten auch bei der Haploiden-
zlichtung auf und zwar in den Fallen, in denen haploide Pflanzen aus Antheren- oder Mikrosporen-
kulturen erzeugt werden (Germana 2011b).

Senkung/Erhéhung der Expression von Nicht-Zielgenen: Unbeabsichtigte Methylierungen kdénnen

zur Senkung oder Erhdéhung der Expression von Nicht-Zielgenen und somit zur Erzeugung neuer
Epiallele fiihren. Anderungen des Expressionsniveaus von Nicht-Zielgenen kénnen effektlos blei-
ben, unerwinschte Wirkungen verursachen oder erwlnschte Auswirkungen haben. Unbeab-
sichtigte Methylierungen kdénnen auch spontan auftreten (Manning et al. 2006, Cubas et al. 1999),
mit Gewebekulturtechniken verbunden sein (Miguel & Marum 2011, Rhee et al. 2010, Krizova et
al. 2009) oder mittels Chemikalien ausgeldst werden (Fieldes et al. 2005). Neue unbeabsichtigte

Epiallele treten deshalb auch bei herkémmlichen Zichtungsverfahren auf.

3.5.7 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden®

Erkennung: Die beabsichtigten Endprodukte des RB-Verfahrens sind homozygote Elternlinien be-
ziehungsweise Fi-Hybride, die frei von extrazellular eingefiihrten DNA-Sequenzen sind. Da diese
Produkte keine beabsichtigten genetischen Verdanderungen aufweisen, kénnen sie nicht erkannt
werden.

Identifikation: Die beabsichtigten Endprodukte des RB-Verfahrens sind homozygote Elternlinien
beziehungsweise Fi-Hybride, die frei von extrazellular eingefihrten DNA-Sequenzen sind. Da diese

Produkte nicht von Sorten unterschieden werden kénnen, die aus der herkémmlichen Hybrid-

° Mit Erkennung ist die Moglichkeit gemeint, die Existenz einer Verdnderung im genetischen Material einer
neuen Sorte festzustellen und zwar in Bezug auf eine geeignete Vergleichssorte. Mit Identifikation wiederum ist
die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte als Veran-
derung zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingefiihrt worden ist.
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zlichtung stammen, kdénnen sie nicht als Produkte des RB-Verfahrens identifiziert werden (Lusser
et al. 2011, COGEM 2006a).

3.5.8 Aspekte der GVO-Klassierung

Im Folgenden werden Aspekte diskutiert, die bei GVO-Klassierung von Sorten aus dem RB-
Verfahren eine Rolle spielen kénnten und zwar fir den Fall, dass fir die Unterdriickung der meio-
tischen Rekombination mittels Transformation erfolgte (3.5.1.1) und die Sorten nachweisbar frei
von den wahrend des Ziichtungsprozesses extrazellulér eingefiihrten DNA-Sequenzen sind. Nicht
behandelt werden im Folgenden solche Aspekte, die eine Rolle spielen kdnnten, wenn die meio-
tischen Rekombination via VIGS (3.5.1.2) oder Pfropfen (3.5.1.3) unterdrickt wird.

Eine Diskussion der GVO-Klassierung von Sorten des Reverse Breeding im Lichte der EU-Richtlinie
2001/18/EG findet sich in NTWG (2011) und ZKBS (2012).

Wird die meiotische Rekombination mittels Transformation unterdriickt, sind die aus dem RB-Ver-
fahren resultierenden Sorten Kreuzungsnachkommen von Pflanzen, die aus transgenfreien
Mikrosporen der gentechnisch verdanderten Ausgangspflanze regeneriert worden sind. Wie solche
Sorten rechtlich zu klassieren sind, wird weder im GTG noch in der FrSV konkret beantwortet.

Im Hinblick auf Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV lassen sich die resultierenden Sorten sowohl aus einer
Prozess-bezogenen wie auch Produkt-bezogenen Sichtweise betrachten. Der Sachverhalt ist dabei
vergleichbar mit der Situation, die bei der GVO-Klassierung von Null-Segreganten besteht (vgl.
Abschnitte 3.4.8.1 und 3.6.8.1).

Aus einer Prozess-bezogenen Sichtweise ldsst sich dabei argumentieren, dass der Ziichtungs-
prozess ein gentechnisches Verfahren gemdss FrSV beinhaltet, weshalb die Sorten als GVO zu
klassieren seien. Gegen diese Sichtweise lasst sich einwenden, dass die Sorten im Vergleich zur
Ausgangspflanze keine beabsichtigten Verdnderungen an ihrem genetischen Material aufweisen,
weshalb der Tatbestand von Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV nicht erfillt sei. Dagegen wiederum liesse
sich anfiihren, dass die Sorten somaklonale Variationen und damit unbeabsichtigte genetische Ver-
anderungen aufweisen kénnen (3.5.4.2), die auf das gentechnische Verfahren zuriickgehen.

Aus einer Prozess-bezogenen Sichtweise lasst sich argumentieren, dass die resultierenden Sorten
nicht als GVO zu klassieren seien, weil sie auch durch herkdmmliche Ziichtungsverfahren wie die
Hybridziichtung erzeugt werden kénnen und keine Anderungen an ihrem genetischen Material auf-
wiesen, die nicht auch natlrlicherweise oder bei der Mutagenese entstehen kénnten.

Somaklonale Variationen werden weder im GTG noch in der FrSV explizit behandelt. Implizit kom-
men sie jedoch in Anhang 1 Abs. 3 Bst. a FrSV vor. Dort wird festgehalten, dass die Mutagenese
kein gentechnisches Verfahren ist. Da somaklonale Variationen auch bei gewissen Anwendungen
der Mutagenese auftreten kdénnen, gilt somit implizit, dass die Erzeugung somaklonaler Variatio-
nen an und flr sich nicht als gentechnische Verdnderung gemass FrSV gilt. Anhang 1 Abs. 3 FrSV
hadlt nun jedoch des Weiteren fest, dass die Mutagenese dann ein gentechnisches Verfahren ist,
wenn sie mit dem Einsatz von GVO oder rekombinanten Nukleinsduren verbunden ist. Wird hier
die somaklonale Variation wiederum implizit mit gedacht, so stellt sich die Frage, ob die Sorten
aus dem RB-Verfahren, die somaklonale Variationen aufweisen, als GVO zu klassieren sind, weil
das Verfahren mit dem Einsatz von GVO verbunden ist. Gemass erlduternden Bericht zur FrSV
(EDI 1997) kann der Ausdruck «mit dem Einsatz von GVO» so verstanden werden, dass die ein-
gesetzten Organismen bereits bei Beginn des Verfahrens gentechnisch verandert sind.

Da beim RB-Verfahren auch unbeabsichtigter Methylierungen und somit neue Epialle auftreten
konnten, stellt sich wie bei den somaklonalen Variationen die Frage, ob sie einen Einfluss auf die

GVO-Klassierung haben kénnten. Gemass Wortlaut von Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV spielen bei der
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Legaldefinition von GVO nicht «genetische Veranderungen» eine Rolle, sondern «Veranderungen
des genetischen Materials». Wissenschaftlich betrachtet sind Epiallele keine genetischen, sondern
epigenetische Veranderungen; sie konnten aber als Veranderung des genetischen Materials ange-

sehen werden (siehe dazu auch Abschnitt 3.4.8).

3.6 Beschleunigte Ziichtung

Die Beschleunigte Ziichtung ist ein Verfahren, das gentechnische Methoden dazu nutzt, den
Zichtungsprozess zu beschleunigen, indem eine Blihverfriihung (early flowering) induziert wird
(Schaart & Visser 2009). Da die gentechnische Veranderung im Endprodukt nicht mehr gebraucht
wird, kdnnen Sorten entstehen, die frei von extrazelluldr eingefiihrten Sequenzen sind (Le Roux et
al. 2012, Schaart & Visser 2009).

Das Verfahren wird auch als FastTrack-Zichtungssystem (Waltz 2012) oder High-Speed-
Zichtungstechnik (Flachowsky et al. 2011) bezeichnet.

3.6.1 Beschreibung der Technik

Das Verfahren der Beschleunigten Zichtung kombiniert gentechnische Methoden mit der her-
kdmmlichen Methode des Kreuzens zweier verschiedener Elterpflanzen. Die gentechnischen
Methoden werden dabei dazu genutzt, in einer ausgewdhlten Sorte eine frihzeitige Blite zu
induzieren. Die frih blihende Sorte wird dann mit einer anderen Sorte gekreuzt.

Die bei der Beschleunigten Ziichtung einkreuzbaren Gene kénnen zumindest theoretisch sowohl
aus dem primaren und sekunddren als auch tertiaren Genpool einer Sorte stammen. So kdnnen
nicht nur bestehende Sorten, Landsorten oder sexuell kompatible Wildarten als Genquelle wirken,
sondern auch nicht sexuell kompatiblen Arten. Letzteres ist auf zwei Wegen mdglich: Erstens
indem vor dem Start der Beschleunigten Ziichtung die gewiinschten Gene aus einer nicht
kreuzbaren Art via Brickenkreuzung in eine sexuell kompatible Art eingekreuzt werden. Zweitens
indem vor dem Start der Beschleunigten Ziichtung Gene aus dem tertidgren Genpool via embryo
rescue-Verfahren in den primaren Genpool transferiert werden.

Die Induktion der Bluhverfriihung kann entweder durch die Expression von gentechnisch einge-
fugten «Bliteninduktionsgenen» (z.B. BpMADS4) oder durch die Stilllegung endogener Gene (z.B.
TFL1) mittels der RNAi-Technik (Schaart & Visser 2009) erfolgen. Um die Expression beziehungs-
weise Stilllegung dieser Gene zu erreichen, werden gegenwartig vier verschiedene gentechnische
Strategien erprobt oder diskutiert: Transformation (z.B. Le Roux et al. 2012, Flachowsky et al.
2011), VIGS (Sasaki et al. 2011), VUGE (Yamagishi et al. 2011, Yamagishi & Yoshikawa 2011a/b)
und Pfropfen (Febres et al. 2011, Zhang et al. 2010a).

3.6.1.1 Induktion der Bliihverfriihung mittels Transformation

Diese Strategie beruht darauf, das Erbgut einer ausgewahlten Sorte entweder mit Expressions-
kassetten oder mit RNAi-Konstrukten stabil zu transformieren. RNAi-Konstrukte werden einge-
setzt, falls zur Blihverfrihung endogene Gene stillgelegt werden sollen. In den anderen Féllen
kommen Expressionskassetten zum Einsatz. Ist eine friihzeitig blihende gentechnisch veranderte
Pflanze erzeugt, wird sie in einem herkdmmlichen Zichtungsprogramm als Elter eingesetzt. Im
letzten Schritt des Verfahrens werden die eingefiihrten Konstrukte ausgekreuzt; das heisst, es
werden diejenigen Kreuzungsnachkommen ausgewahlt, welche zwar die eingekreuzte Eigenschaft

besitzen, nicht aber die Expressionskassetten beziehungsweise die RNAi-Konstrukte (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Vereinfachtes Zichtungsschema fiir den Fall, dass eine Blihverfriihung mittels stabiler
Transformation induziert wird, um eine gewinschte genetische Eigenschaft aus einer Wildart in eine
Elitesorte einzukreuzen (nach Flachowsky et al. 2009). Das Zlichtungsschema besteht im Wesentlichen
aus folgenden Schritten: (1) Die Pflanzensorte, in welche die gewlinschten genetischen Eigenschaften
eingekreuzt werden sollen, werden gentechnisch so verandert, dass sie friher als natlrlicherweise zur
Blite kommen. (2) Die gentechnisch veranderte Pflanzensorte wird mit der Sorte gekreuzt, welche die
gewliinschten genetischen Eigenschaften enthalt. (3) Die Nachkommen der Kreuzung (Filialgeneration 1,
F1) werden selektioniert, wobei diejenigen Individuen zur Weiterzucht ausgelesen werden, die sowohl die
gentechnisch eingefligten Gene filr das frihzeitige Blihen als auch die gewlinschten genetischen Eigen-
schaften enthalten. (4) Die selektionierten Fi-Pflanzen werden mit der gentechnisch nicht-veranderten
Elterpflanze gekreuzt, in welche die gewiinschten genetischen Eigenschaften eingekreuzt werden soll.
(5) Die Nachkommen der Pseudo-Riickkreuzung'® (backcross generation, BC;) werden selektioniert,
wobei wiederum diejenigen zur Weiterzucht ausgelesen werden, die sowohl die gentechnisch eingefligten
Gene fir das frihzeitige Blihen als auch die gewlinschten genetischen Eigenschaften enthalten. (6) Die
selektionierten BC;-Pflanzen werden wiederum mit der gentechnisch nicht-veranderten Elterpflanze
gekreuzt, in welche die gewilinschten genetischen Eigenschaften eingekreuzt werden soll. (7) Die
Pseudo-Rickkreuzung wird so oft wiederholt, bis die ungewiinschten genetischen Eigenschaften, die
durch die Kreuzung mit in das Erbgut eingebracht worden sind, schrittweise entfernt sind. (8) Sind die
ungewlnschten genetischen Eigenschaften eliminiert, werden schliesslich die Pflanzen selektioniert,
welche die gewiinschten genetischen Eigenschaften besitzen, nicht aber die gentechnisch eingefiigten
Konstrukte.

10 ba die F;-Nachkommen nicht mit einem ihrer Elternpaare riickgekreuzt werden, sondern mit der nicht-
gentechnisch veranderten Ausgangspflanze, geht es hier nicht um eine «echte» Riickkreuzung sondern um eine
Pseudo-Rickkreuzung.
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3.6.1.2 Induktion der Bliihverfriihung mittels VIGS und VUGE

Diese Strategie basiert darauf, den Ausléser fUr die Bluhverfrihung mit Hilfe rekombinanter
Pflanzenviren voriibergehend in die Pflanzenzellen einzuschleusen. Falls die Blihverfrihung via die
Stilllegung endogener Gene erfolgen soll, werden die viralen Vektoren mit hpRNA-Konstrukten
ausgestattet (VIGS; Abschnitt 3.2.1). In den anderen Fallen werden Expressionskassetten in den
Vektor eingebracht (VUGE, Abschnitt 3.11.8). Die VIGS- beziehungsweise VUGE-inokulierten
Pflanzen dienen schliesslich als Kreuzungspartner. Falls virale Vektoren eingesetzt werden, die
nicht via Samen Ubertragen werden, sind die Kreuzungsnachkommen frei von den extrazellular

eingeflihrten Sequenzen (Abschnitt 3.2.1).

3.6.1.3 Induktion der Bliihverfriihung mittels Pfropfen

Da Proteine und siRNAs vom Wurzelstock in den aufgepfropften Reiser transportiert werden kon-
nen (siehe dazu Abschnitt 3.10.5.2), besteht eine weitere Strategie der Beschleunigten Ziichtung
darin, Reiser auf einen Wurzelstock zu pfropfen, der mit Expressionskassetten oder RNAi-
Konstrukten transformiert worden ist. Durch den Transport der Proteine beziehungsweise siRNAs
soll in den Reisern eine Blihverfriihung ausgeldst werden. Die friih blihenden Reiser kdnnen dann
als Kreuzungspartner eingesetzt werden. Da kein genetisches Material vom Wurzelstock in die ge-
nerativen Teile der Reiser transportiert werden diirfte (Abschnitt 3.9.5), sind die Kreuzungsnach-

kommen frei von extrazellular eingefiihrten Sequenzen.

3.6.2 Mdgliche Anwendungen in der Pflanzenzucht

Die Beschleunigte Ziichtung ist insbesondere fir die Zliichtung neuer Obst- und Forstbaumsorten
von Interesse. Im Vergleich zur Sortenzichtung bei einjahrigen Pflanzen dauert die Erzeugung
neuer Sorten bei Baumen sehr lange. Da Obst- und Forstbdume erst spat zu ersten Blite kommen
und sehr lange Leben, kénnten bestimmte Eigenschaften mit der klassischen Kreuzungszichtung
erst nach vielen Jahrzehnten oder gar nicht in neuen Sorten realisiert werden (Flachowsky et al.
2011, Fladung 2011). Um beispielsweise eine neue Apfelsorte zu zlichten, die genetische Eigen-
schaften von Wildapfeln aufweisen soll, kdbnnen mehr als 50 Jahre Zichtungsarbeit notwendig sein
(Flachowsky et al. 2011). Indem das Verfahren der beschleunigten Zichtung dazu genutzt werden
kann, die vegetative Phase der Baume auf wenige Monate zu verkiirzen und somit die erste Blite
vorzuverschieben, kann im Zichtungsprozess Zeit eingespart werden.

Neben dem Einsatz bei der Ziichtung neuer Obst- und Forstbaumsorten wird die Beschleunigte
Zlchtung auch bei einjahrigen Pflanzen verwendet, um den Zlchtungsprozess abzukiirzen
(Yamagishi & Yoshikawa 2011a/b).

3.6.3 Stand der Entwicklung

Forschungsprojekte zu frih blihenden Baumen gab und/oder gibt es bei verschiedenen Arten,
dazu gehdéren Apfel (Le Roux et al. 2012, Flachowsky et al. 2011/2007/2006, Yamagishi et al.
2011, Trankner et al. 2010, Zhu et al. 2009, Kotada et al. 2006), Aspen (Weigel & Nilsson 1995),
Birne (Freiman et al. 2012, Matsuda et al. 2006), Bitterorange (Endo et al. 2005), Pappel
(Trankner et al. 2010, Zhang et al. 2010a, Bohlenius et al. 2006, Hsu et al. 2006), Pflaume
(Srinivasan et al. 2012), Kumquat (Duan et al. 2010) und Zitrusbdume (Cervera et al. 2009, Pena
et al. 2001). Forschungsprojekte bei einjdhrigen Pflanzen gibt es beispielsweise bei Soja
(Yamagishi & Yoshikawa 2011a/b) und Tabak (Lewis & Kernodle 2009).

Laut Schaart & Visser (2009) steckt das neue Zichtungsverfahren noch in der Forschungsphase,

weshalb kurzfristig nicht mit marktféahigen Produkten zu rechnen sein dirfte.
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3.6.4 Beabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

Bei Sorten aus der Beschleunigten Zichtung, die frei von extrazelluldr eingefiihrten Sequenzen
sind, besteht die beabsichtigte genetische Veranderung darin, ein oder mehrere Gene beziehungs-
weise ein oder mehrere QTLs von einer Sorte/Wildpflanze in eine andere Sorte einzukreuzen. Die
beabsichtigte Wirkung durch die Gene beziehungsweise QTLs bestimmt, die absichtlich eingekreuzt

werden.

3.6.5 Beabsichtigte/unbeabsichtigte Wirkungen

Bei Sorten aus der Beschleunigten Ziichtung, die frei von extrazelluldr eingefliihrten Sequenzen
sind, kénnen folgende unbeabsichtigten Veranderungen und Wirkungen auftreten:

Linkage drag: Wie bei jeder Kreuzung werden neben den beabsichtigten Genen zusatzlich noch
weitere DNA-Sequenzen aus dem Spendergenom mit eingekreuzt.

Somaklonale Variation: Wird die BllUhverfriihung mittels Transformation induziert, sind unbeab-

sichtigte genetische Verdanderungen mdoglich, da die Methode einen In-vitro-Schritt beinhaltet und
somit somaklonale Variationen auftreten kénnen. Somaklonale Variationen umfassen sowohl gene-
tische wie auch epigenetische Veranderungen im Erbgut, kénnen bei allen aus In-vitro-Kulturen
regenerierten Pflanzen auftreten (Bairu et al. 2011) und sind bei der Transformation vielfach
beobachtet worden (z.B. Mori et al. 2007, Bubner et al. 2006, Goldman et al. 2004, Ellul et al.
2003, Heeres et al. 2002, Labra et al. 2001, Sala et al. 2000, Arencibia et al. 1999, Bregitzer et al.
1998, Veilleux & Johnson 1998). Zu den mdglichen Veranderungen, die in aus In-vitro-Kulturen
regenerierten Pflanzen beobachtet werden kdnnen, gehéren Anderungen in der Chromosomenzahl
und -struktur, Basensubstitutionen, Indels, Aktivierung von transponierbaren Elementen und
Anderungen in der DNA-Methylierung (Neelakandan & Wang 2012, Jiang et al. 2011, Miguel &
Marum 2011, Jain 2001). Das Ausmass der Veranderungen kann von einer Reihe von Faktoren
abhangen wie beispielsweise dem Genotypen, dem In-vitro-System, der Genomgrdsse, dem Alter
der Kultur und den Wachstumshormonen im Nahrmedium (Bairu et al. 2011).

Methylierung der Zielsequenz: In den Fallen, in denen die Blihverfriihung durch das Stilllegen en-

dogener Gene induziert wird, ist es denkbar, dass die RNAi zu einer RNA-dirigierten DNA-
Methylierung der Zielsequenz fuhrt. Das dabei neu eingefliihrte Methylierungsmuster kann unter
Umstanden an die Nachkommen weitervererbt werden (Schaart & Visser 2009). Féande eine verer-
bliche DNA-Methylierung der Zielsequenz statt, konnten die Sorten einen frih blihenden Phanotyp

aufweisen.

Methylierung von Nicht-Zielsequenzen: In den Féllen, in denen die Blihverfrihung durch das Still-
legen endogener Gene induziert wird, ist es denkbar, dass die RNAi zu einer RNA-dirigierten DNA-
Methylierung von Nicht-Zielsequenzen fihrt. In den Fallen, in denen die Blihverfrihung mittels
Transformation erfolgt, kann es zudem durch den In-vitro-Kulturschritt zur Methylierung endoge-
ner Sequenzen kommen. Die neu eingefiihrten Methylierungsmuster kdnnen unter Umstanden an
die Nachkommen weitervererbt werden und zur Anderung der Expression von Nicht-Zielgenen
fuhren.

Pleiotrope Effekte: Die Produkte der eingekreuzten Gene beziehungsweise QTLs kdénnen einen

pleiotropen Effekt haben und somit unbeabsichtigt Merkmale der Empfangerpflanze beeinflussen,

die in keiner Beziehung zur beabsichtigten Wirkung stehen.

3.6.6 Sicherheitsaspekte
Im Folgenden werden Aspekte aufgeflihrt, die bei der Bewertung der Sicherheit von Sorten aus

der Beschleunigten Ziichtung eine Rolle spielen kdnnten und zwar flir den Fall, dass die Sorten
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nachweisbar frei von den wahrend des Ziichtungsprozesses extrazelluldr eingeflihrten DNA-Se-
quenzen sind. Es wird kein Anspruch darauf erhoben, alle mdglichen und denkbaren sicherheitsre-
levanten Aspekte zu behandeln.

Quelle der eingekreuzten Gene: Die bei der Beschleunigten Ziichtung einkreuzbaren Gene kdnnen

sowohl aus dem primaren und sekundaren als auch tertiaren Genpool einer Sorte stammen (siehe
Abschnitt 3.6.1). Hinsichtlich der Bewertung der Sicherheit der Genprodukte sind dabei zwei Falle
zu unterscheiden: (I) Die Gene beziehungsweise Genprodukte sind bereits Bestandteil der men-
schlichen und tierischen Ernéhrung und/oder Bestanteil des Agrardkosystems, indem die resultier-
ende Sorte angebaut werden soll. (II) Die Gene beziehungsweise Genprodukte sind bisher nicht
Bestandteil der menschlichen und tierischen Ernahrung und/oder Bestanteil des Agrardkosystems,
indem die resultierende Sorte angebaut werden soll. Wahrend im ersten Fall Erfahrungen zur
Sicherheit des neu gebildeten Proteins bestehen, fehlen diese Erfahrungen im zweiten Fall

Linkage drag: Die zusammen mit dem Zielgen eingekreuzten DNA-Sequenzen kdnnen effektlos
bleiben, erwilinschte Auswirkungen haben oder unerwilinschte Wirkungen zeigen. Da die Beschleu-
nigte Zichtung mehrere Rickkreuzungsschritte beinhalten kann, kann der /linkage drag wahrend
des Zichtungsprozesses weitgehend eliminiert werden. Inwieweit Pflanzen mit unerwinschtem /in-
kage drag wahrend des Zlchtungsprozesses aussortiert werden, hangt unter anderem auch ab
von der Manifestation des linkage drag sowie der Wahl der Selektionsmethoden. Der Co-Transfer
von DNA-Sequenzen, die an die Zielgene gekoppelt sind, ist ein Prozess, der auch mit der
herkédmmlichen Kreuzungsziichtung normalerweise einhergeht.

Somaklonale Variationen: Somaklonale Variationen sind in den Fallen zu berlicksichtigen, in denen

die Bluihverfrihung mittels Transformation erzielt wird (Abschnitt 3.6.1.1). Somaklonale Variation-
en kénnen effektlos bleiben und erwiinschte Auswirkungen haben. Sie kénnen auch unerwiinschte
Wirkungen verursachen und deshalb sicherheitsrelevant sein. Inwieweit Pflanzen mit somaklonalen
Variationen wahrend des Ziichtungsprozesses aussortiert beziehungsweise weiterverwendet
werden, hangt unter anderem ab von Wahl der Primartransformanten, der Manifestation der
somaklonalen Variationen sowie der Wahl der Selektionsmethoden. Da die Beschleunigte Ziichtung
mehrere Rlckkreuzungsschritte beinhalten kann, kdnnen Somaklonale Variationen wahrend des
Zuchtungsprozesses weitgehend eliminiert werden. Somaklonale Variationen kdnnen auch bei
anderen Zichtungsverfahren auftreten, wie beispielsweise der In-vitro-Mutagenese. Zudem
werden sie beim Zuchtverfahren der somaklonalen Selektion gezielt zur Herstellung neuer Sorten
verwendet (Singh & Shetty 2011, Veilleux & Johnson 1998).

Verdnderter Gehalt endogener Proteine und/oder endogener Metabolite: In den Fallen, in denen

die BlUhverfrihung via Transformation und/oder mittels RNAi-Konstrukten induziert wird, kann
eine unbeabsichtigte Methylierung von Nicht-Zielsequenzen und somit eine Anderungen in der
Expression von Nicht-Zielgenen erfolgen. Anderungen in der Genexpression kénnen zu einer er-
hohten Produktion bestimmter endogener Proteine und/oder Metabolite flihren, was ohne
Auswirkungen bleiben, unerwiinschte Wirkungen zeigen oder erwlinschte Folgen haben kann. In-
wieweit Pflanzen mit unbeabsichtigten Epiallelen wahrend des Zuchtungsprozesses aussortiert
oder weiterverwendet werden, hangt unter anderem ab von der Manifestation der Expressionsan-
derungen und der Wahl der Selektionsmethoden. Unbeabsichtigte Methylierungen kénnen auch
spontan auftreten (Manning et al. 2006, Cubas et al. 1999), mit Gewebekulturtechniken verbun-
den sein (Rhee et al. 2010, Krizova et al. 2009) oder mittels Chemikalien ausgelést werden
(Fieldes et al. 2005). Anderungen in der Expression endogener Gene kénnen durch Umwelteinflis-

se ausgelost werden (Dong et al. 2012, Fernandez et al. 2008, Joosen et al. 2006, Gulick et al.
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2005) und kommen auch bei herkémmlichen Ziichtungsverfahren vor (z.B. Swanson-Wagner et al.
2009/2006, Zhuang & Adams 2007, Wang et al. 2006b).

Pleiotrope Effekte: Ein pleiotroper Effekt kann ohne Auswirkungen bleiben, unerwiinschte Wirkun-

gen zeigen oder erwiinschte Folgen haben. Ob Pflanzen mit unerwlinschtem pleiotropen Effekt
wahrend des Zichtungsprozesses aussortiert oder weiterverwendet werden, hangt unter anderem
von der Manifestation des Effekts und der Wahl der Selektionsmethoden ab. Pleiotrope Effekte
treten auch bei herkdmmlichen Kreuzungsziichtungsverfahren und der Transgenese auf (z.B. Ra-
vel et al. 2009, Uauy et al. 2006, Ge et al. 2004, Gutierrez-Campos et al. 2001, Thompson et al.
1999).

Friih bltihender Phdnotyp: Sorten mit frih blihendem Ph&notyp kdénnten in den Féllen auftreten, in

denen die Blihverfrihung mittel RNAi-Konstrukten induziert wird und eine unbeabsichtigte Methy-
lierung der Zielsequenzen stattfindet. Frih bliihende Phanotypen kdénnen erkannt und aussortiert

werden.

3.6.7 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden'!

Erkennung: In den gesichteten Materialien sind keine Angaben zur Erkennung von Sorten aus der
Beschleunigten Zichtung gefunden worden. Da Sorten aus der Beschleunigten Zichtung neue,
eingekreuzte Gene aufweisen, dirften die Gene jedoch mit PCR-Methoden zu erkennen sein, falls
Vorwissen zu den eingekreuzten Genen vorliegt.

Identifikation: In den gesichteten Materialien sind keine Angaben zur Identifikation von Sorten aus
der Beschleunigten Zichtung gefunden worden. Da Sorten aus der Beschleunigten Zlichtung die
gleichen eingekreuzten Gene enthalten kénnen wie Sorten, die aus einer herkdmmlichen Kreuzung

stammen, dirfte eine eindeutige Identifizierung schwierig sein.

3.6.8 Aspekte der GVO-Klassierung

Im Folgenden werden Aspekte diskutiert, die bei GVO-Klassierung von Sorten aus der Beschleu-
nigten Ziichtung eine Rolle spielen kdénnten, wenn die Sorten nachweisbar frei von den wahrend
des Zichtungsprozesses eingefiihrten Sequenzen sind. Die Diskussion erfolgt flir folgende drei
Félle: (I) Induktion der Blihverfrihung mittels Transformation, (II) Induktion der Blihverfrihung
mittels virale Vektoren (VIGS/VUGE), und (III) Induktion der Bluhverfrihung mittels Pfropfen
(siehe dazu Abschnitt 3.6.1).

3.6.8.1 Induktion der Bliihverfrithung mittels Transformation

Wird die Blihverfriihung mittels Transformation ausgelést (Abschnitt 3.6.1.1), erfolgt am Schluss
des Zichtungsprozesses eine Segregation der extrazellular eingefiihrten genetischen Konstrukte.
Die Null-Segregante (in Bezug auf die eingefiihrten Konstrukte) wirkt dabei als Ausgangsmaterial
fir die weitere Nutzung und Vermehrung. Damit stellt sich die Frage, ob Kreuzungsnachkommen
einer stabil transformierten Pflanze als GVO gelten, wenn sie frei vom urspriinglich tranformierten
genetischem Material sind? Weder GTG noch FrSV geben hierzu eine konkrete Antwort. Ausserhalb
der Gentechnikgesetzgebung finden sich hingegen Bestimmungen, die auf die gestellte Frage ein-
gehen. Art. 9a Abs. 2 Vermehrungsmaterial-Veordnung halt dazu fest: Wird eine gentechnisch
veranderte Sorte zur Zichtung verwendet, so gelten die davon abstammenden Sorten ebenfalls

als gentechnisch verandert, ausser wenn nachgewiesen ist, dass sie die gentechnische Verander-

11 Mmit Erkennung ist die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer
neuen Sorte festzustellen und zwar in Bezug auf eine geeignete Vergleichssorte. Mit Identifikation wiederum ist
die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte als Veran-
derung zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingefiihrt worden ist.
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ung nicht mehr enthalten. In Art. 2 Bst. d der Verordnung des EDI (iber gentechnisch veranderte
Lebensmittel (VGVL) steht hingegen, dass Organismen, die aus einer Kreuzung von GVO mit
einem anderen Organismus hervorgehen, als GVO gelten. Ein Bezug auf das Vorhandensein der
gentechnischen Veranderung wird hier nicht genommen.

Da weder GTG noch FrSV eine konkrete Antwort darauf geben, wie Null-Segreganten zu klassieren
sind, lasst sich fragen, wie die Null-Segreganten im Lichte von Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV zu be-
trachten sein kdnnten. Da die Transformation gemass FrSV ein gentechnisches Verfahren ist, lasst
sich unter einer Prozess-bezogenen Sichtweise argumentieren, dass die entstehenden Sorten als
GVO zu klassieren sind, weil sie eine Veranderung am genetischen Material aufweisen, die auf eine
gentechnische und somit natlrlicherweise nicht vorkommende Methode zurilickgeht. Aus einer
Produkt-bezogenen Sichtweise wiederum kann argumentiert werden, dass die resultierenden Sor-
ten nicht als GVO zu klassieren sind, da die Verdanderung am genetischen Material auch unter
natlrlichen Bedingungen durch Kreuzung erzeugt werden kann.

Da bei der Induktion der Blihverfriihung mittels Transformation nicht auszuschliessen ist, dass die
resultierenden Sorten aufgrund somaklonaler Variationen (Abschnitt 3.6.4.2) auch unbeabsichtigte
Veranderungen in ihrem genetischen Material aufweisen, kénnte zu kldren sein, ob solche Veran-
derungen einen Einfluss auf die GVO-Klassierung haben oder nicht. Zu beachten sein kdnnte bei
dieser Klarung auch Anhang 1 Abs. 3 Bst. a FrSV. Dort wird festgehalten, dass die Mutagenese
kein gentechnisches Verfahren ist. Da somaklonale Variationen auch bei gewissen Anwendungen
der Mutagenese auftreten kdénnen, gilt somit implizit, dass die Erzeugung somaklonaler Variatio-
nen an und flr sich nicht als gentechnische Verdnderung gemass FrSV gilt. Anhang 1 Abs. 3 FrSV
hadlt nun jedoch des Weiteren fest, dass die Mutagenese dann ein gentechnisches Verfahren ist,
wenn sie mit dem Einsatz von GVO oder rekombinanten Nukleinsduren verbunden ist. Wird hier
die somaklonale Variation wiederum implizit mit gedacht, so stellt sich die Frage, ob die Sorten
aus der Beschleunigten Zichtung, die somaklonale Variationen aufweisen, als GVO zu klassieren
sind, weil das Verfahren mit dem Einsatz von GVO verbunden ist. Gemass erlauternden Bericht zur
FrSV (EDI 1997) kann der Ausdruck «mit dem Einsatz von GVO» so verstanden werden, dass die
eingesetzten Organismen bereits bei Beginn des Verfahrens gentechnisch verandert sind.

Da beim RB-Verfahren auch unbeabsichtigter Methylierungen und somit neue Epialle auftreten
kénnten, stellt sich wie bei den somaklonalen Variationen die Frage, ob sie einen Einfluss auf die
GVO-Klassierung haben kénnten. Gemass Wortlaut von Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV spielen bei der
Legaldefinition von GVO nicht «genetische Veranderungen» eine Rolle, sondern «Verdnderungen
des genetischen Materials». Wissenschaftlich betrachtet sind Epiallele keine genetischen, sondern
epigenetische Veranderungen; sie kénnten aber als Veranderung des genetischen Materials ange-

sehen werden (siehe dazu auch Abschnitt 3.4.8).

3.6.8.2 Induktion der Blihverfriihung mittels VIGS/VUGE

Wird die Bluhverfrihung mittels VIGS oder VUGE ausgeldst (Abschnitt 3.6.1.2), so ensteht aus
den Nachkommen einer Pflanze, die einen GVO enthalt, die gewlinschte Sorte. Anders als bei der
Induktion mittels Transformation resultiert die Sorte somit aus einem Erbgut, in welches nie
extrazellular eingefiihrte Sequenzen inseriert worden sind. Falls Pflanzen, die einen rekombinanten
Virus enthalten, selbst als GVO zu klassieren sind, wirde sich wie unter 3.6.8.1 die Frage stellen,
wie Kreuzungsnachkommen zu klassieren sind. Falls VIGS- oder VUGE-behandelte Pflanzen selbst
nicht als GVO gelten, kann argumentiert werden, dass deren Nachkommen ein Kreuzungsprodukt
aus nicht gentechnisch veranderten Pflanzen sind und somit nicht als GVO zu klassieren sein

sollten.
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Ob Nachkommen von Pflanzen, die rekombinante Viren enthielten, als GVO zu klassieren sind oder
nicht, wenn sie frei vom rekombinanten Virus sind, wird weder im GTG noch in der FrSV konkret
beantwortet. Hinsichtlich Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV kdénnten wiederum die im vorhergehenden Ab-

schnitt beschriebenen Prozess- und Produkt-bezogenen Sichtweisen zur Geltung kommen.

3.6.8.3 Induktion der Blihverfriihung mittels Pfropfen

Wird die Blihverfriihung mittels Pfropfen ausgelést (Abschnitt 3.6.1.3), so ensteht aus den Nach-
kommen eines gentechnisch nicht verdnderten Reisers die gewlinschte Sorte. Wie bei der Induk-
tion der BlUhverfrihung mittels VIGS oder VUGE resultiert die Sorte somit aus einem Erbgut, in
welches nie extrazelluldr eingeflihrte Sequenzen inseriert worden sind.

Falls eine Pfropfchimare rechtlich als eine Pflanze galte, ware der Reiser ein GVO, weshalb sich wie
unter 3.6.8.1 die Frage stellen wirde, wie Kreuzungsnachkommen zu klassieren sind. Galte die
Chimare hingegen als zwei Pflanzen, ware der Reiser kein GVO, weshalb auch seine Nachkommen
nicht als GVO zu klassieren wéren.

Ob Nachkommen eines Reisers, der auf einen stabil transformierten Wurzelstock gepfropft ist, als
GVO zu klassieren sind oder nicht, wird weder im GTG noch in der FrSV konkret beantwortet (vgl.
3.9.8). Hinsichtlich Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV kénnten bei der GVO-Klassierung der Nachkommen
wiederum die in Abschnitt 3.6.8.1 beschriebenen Prozess- und Produkt-bezogenen Sichtweisen

diskutiert werden.

3.7 Cisgenese

Die Cisgenese ist ein neues Konzept zur Transformation von Pflanzen. Im Gegensatz zur Trans-
genese, bei der Gene zwischen x-beliebigen Arten ausgetauscht werden, beinhaltet das Konzept
der Cisgenese, dass Pflanzen nur mit arteigenen Genen oder mit Genen von nah verwandten,
sexuell kompatiblen Arten transformiert werden (Holme et al. 2012, Lusser et al. 2012, Vanblaere
et al. 2011). Die transformierten Gene liegen dabei in ihrer natirlichen Orientierung vor, besitzen
ihre eigenen Introns und sind von ihren nativen Promotoren und Terminatoren flankiert (Holme et
al. 2012, Molesini et al. 2012, Lusser et al. 2011, Vanblaere et al. 2011, Prins & Kok 2010,
Schaart & Visser 2009, Schouten et al. 2006a/b). In Tabelle 2 sind die wesentlichen Unterschei-

dungsmerkmale zwischen der Transgenese und der Cisgenese dargestellt.

3.7.1 Beschreibung des Verfahrens

Bei der Cisgenese wird das Erbgut von Pflanzen mit einem oder mehreren Cisgenen transformiert.
Cisgene sind Gene aus dem natirlichen Genpool der zu transformierenden Pflanze, das heisst, sie
stammen entweder von der Art selbst oder von einer verwandten, kreuzungskompatiblen Art.
Cisgene werden aus einer Pflanzenzelle isoliert und dann unverandert in das Erbgut einer anderen
Pflanzenzelle eingefligt. Ein weiteres Merkmal von Cisgenen ist deshalb: Sie liegen in sense-
Orientierung vor, besitzen ihre Introns und sind von ihren Promotoren und Terminatoren flankiert
(Abbildung 6).

Cisgene werden mit den gleichen Gentransfermethoden in das Erbgut eingefligt, die bei der Her-
stellung gentechnisch veranderter Pflanzen Ublicherweise verwendet werden, wobei der Transfer
der Cisgene gegenwartig hauptsachlich mit Hilfe von Agrobakterien erfolgt. Neben den etablierten
Transformationsmethoden kdénnen auch die NRE-Techniken zur Herstellung cisgener Pflanzen
eingesetzt werden (siehe Abschnitte 3.10, 3.11.1 und 3.11.2).
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Tabelle 2: Transgenese und Cisgenese - zwei unterschiedliche Strategien zur Transformation
von Pflanzen (nach Molesini et al. 2012).

Transgenese Cisgenese
Quelle der kodierenden DNA- Alle Arten Dieselbe Art oder kreuzungs-
Sequenzen kompatible Art
Quelle der regulatorischen DNA- Alle Arten Dieselbe Art oder kreuzungs-

Sequenzen

Typ des genetischen Konstruktes

Orientierung der exprimierten

Sequenz

T-DNA Grenzsequenzen

Selektierbare Markergene

Neue Kombinationen von ko-
dierenden und regulatorischen

Sequenzen

Sense- oder antisense-Orientier-

ung, Haarnadel-Konstrukte

Linke und rechte Grenzsequenz-

en der Agrobakterium T-DNA

Marker vorhanden

kompatible Art
Perfekte Kopie des natlirlichen

Gens

Sense-Orientierung

Keine oder cisgene Marker

vorhanden

?: Ob cisgene Pflanzen die linken und rechten Grenzsequenzen der T-DNA enthalten dirfen oder nicht,
wird von den Akteuren unterschiedlich beantwortet (Lusser et al. 2011; siehe Abschnitt 3.7.1.1).

Da cisgene Pflanzen per Definition keine artfremden Gene enthalten sollen, muss ihre Herstellung
so erfolgen, dass sie entweder einen cisgenen Marker besitzen (Rosellini 2011) oder frei von Mar-
kergenen sind. Fir die Herstellung Marker-freier cisgener Pflanzen stehen unterschiedliche Stra-
tegien zur Verfiigung. Einerseits ist es maoglich, Pflanzen direkt ohne Markergen zu transformieren
(siehe Beispiele in Tuteja et al. 2012 und Manimaran et al. 2011). Andererseits gibt es ver-
schiedene Verfahren, Markergene aus transformierten Pflanzen zu entfernen (Ubersichten in
Tuteja et al. 2012, Manimaran et al. 2011, Upadhyaya et al. 2010, Darbani et al. 2007).

Chromosom

Chromosom

Exon - Terminator

Exon Intron Exon Intron

RNA Kodierende Seguenz

Protein

Abbildung 6: Struktur eines typischen Pflanzengens. Das Gen ist Teil eines Chromosoms und besteht
aus Promotor und Terminator, 5'- und 3'-nicht translatierten Regionen (UTR) sowie Exons und Introns.
Promotor und Terminator sind regulatorische Sequenzen. Die Exons kdnnen bei der Transkription fusio-
niert und dann in ein Protein translatiert werden. Abbildung nach Schaart & Visser (2009).
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3.7.1.1 Definitorische Aspekte

Die Cisgenese ist ein Konzept, das in der Literatur unterschiedlich definiert wird (siehe Prins & Kok
2010). Unabhangig von den jeweiligen Definitionen gibt es einige Aspekte, die es gegenwartig
weitgehend verhindern, auf eine «hieb- und stichfeste» Art und Weise festzulegen, was Cisgenese
ist (Prins & Kok 2010). Die Aspekte, die bei der Definition der Cisgenese zu einer «grauen Zone»
(Prins & Kok 2010) fihren kénnten, sind im Folgenden aufgefihrt.

Zeitpunkt der Definition: Unklar ist gegenwartig, an welchem Punkt des Prozesses die Definition

angewandt werden soll. Bezieht sich die Definition auf die beabsichtigte genetischen Veranderung
oder nur auf die Veranderung, die tatsachlich in der Pflanze stattgefunden hat (Prins & Kok 2010).

Kodonverdnderungen: Ist die Sequenz eines Cisgens bekannt, so ist es grundsatzlich mdglich, das

Cisgen synthetisch herzustellen und dabei die Sequenz an die Kodonvorlieben der zu transfor-
mierenden Pflanze anzupassen. Inwiefern synthetische Gene mit optimierten Kodons unter die
Definition der Cisgenese fallen oder nicht, ist unklar (Prins & Kok 2010).

Insertion partieller Cisgene: Bei der Transformation von Pflanzen mit Cisgenen ist es mdglich,

dass es neben der Insertion ganzer Cisgene auch zur Insertion von Bruchstiicken und zu Rearran-
gements kommt. Ob Pflanzen mit solchen Bruchstlicken und/oder Rearrangements als cisgen
gelten kénnen, ist unklar (Prins & Kok 2010).

Quelle der Cisgene: Was die Quelle der Cisgene betrifft, werden bei den unterschiedlichen Defini-

tionen der Cisgenese verschiedene Begriffe verwendet: Cisgene kénnen aus dem «natlrlichen
Genpool» einer Pflanze stammen oder aus dem «Genpool der Zichter» (breeder's gene pool) oder
von «kreuzbaren Arten» oder von «sexuell kompatiblen Arten». Zu kldren sein kdnnten dabei
folgende Fragen: Kénnen Gene, die sich allein via eine Briickenkreuzung in eine Pflanze einkreu-
zen lassen, als Cisgene eingesetzt werden? Kdnnen Gene, die sich allein via Weite Kreuzungen und
embryo-rescue-Verfahren in eine Pflanze Gbertragen lassen, als Cisgene verwendet werden? Hangt
die Antwort auf die beiden Fragen davon ab, ob die Gene bereits via Briickenkreuzung oder Weite
Kreuzung Ubertragen word sind und somit im Erbgut einer «direkt» kreuzbaren Art vorliegen?

Transfer von Organellen-Genen: Zusétzlich zum Erbgut des Zellkerns besitzen Pflanzen auch die

Organellen-Genome der Plastiden und Mitochondrien. Gene aus den Organellen-Genomen lassen
sich mit den etablierten Transformationstechniken ebenfalls transferieren. Inwiefern und in wel-
chen Féllen solche Gene als Cisgene definiert werden kénnten, bleibt zu diskutieren (Prins & Kok
2010). EFSA (2012a) betrachtet den Transfer von Organellen-Genen zwischen kreuzbaren -
sexuell kompatiblen - Pflanzenarten als Cisgenese, wenn die Gene in das gleiche Organell
integriert werden, aus dem sie stammen.

Insertion «iberfliissiger» Sequenzen: Mit den gangigen Transformationsmethoden kénnen zusam-

men mit den Cisgenen auch noch weitere Sequenzen ins Erbgut einer Pflanze inseriert werden. Zu
diesen Sequenzen kénnen folgende gehéren: Vektor-Rickgrat-Sequenzen (Gelvin 2003), Sequen-
zen aus dem chromosomalen Erbgut von Agrobakterien (Ulker et al. 2008), Grenzsequenzen der
T-DNA (Holme et al. 2012) synthetische Sequenzen (z.B. multiple Klonierungsstellen, die sich
innerhalb der T-DNA befinden; Holme et al. 2012) sowie Erkennungssequenzen von Rekombina-
sen, die bei bestimmten Methoden zur Entfernung von Markergenen im Erbgut der Pflanze zurlick-
bleiben kénnen (beim Cre/loxP-Rekombinationssystem bleibt eine einzelne /loxP-Sequenz zurlick;
z.B. Terada et al. 2010). In den Fallen, in denen Uberflissige Sequenzen nicht mit dem Cisgen
verlinkt sind, kénnen die Sequenzen via Segregation entfernt werden. Ist eine Segregation nicht
mdglich, verbleiben die Uberflissigen Sequenzen im Erbgut. Damit kann sich in gewissen Fallen
die Frage stellen, wie das Vorkommen uUberflissiger Sequenzen hinsichtlich der Definition der

Cisgenese zu beurteilen ist. Da es sich in den meisten Féllen um kurze Sequenzen handelt, diirften
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sich dazu im Erbgut der transformierten Pflanze homologe oder weitgehend homologe Sequenzen
finden lassen, weshalb die Sequenzen wiederum als arteigen betrachtet werden kdnnten.
Hinsichtlich der moglicherweise in cisgenen Pflanzen vorkommenden Uberflissigen Sequenzen wird
in der Literatur hauptsachlich das Vorkommen von Grenzsequenzen der T-DNA diskutiert. Dabei
wird zuweilen auch explizit zwischen «Cisgenese» und «Cisgenese mit T-DNA-Grenzsequenzen»
unterschieden (z.B. EFSA 2012a, NTWG 2011).

3.7.2 Modgliche Ahwendungen in der Pflanzenzucht

Die Cisgenese wird in der Pflanzenziichtung eingesetzt, um bestehende Sorten genetisch zu ver-
bessern. Da die Gene, die dabei benutzt werden, aus dem natlrlichen Genpool der Sorte
stammen, beruht die Cisgenese auf demselben genetischen Material, das auch bei der Kreuzungs-
zlichtung von sexuell kompatiblen Pflanzen verwendet wird. Im Vergleich zur Kreuzungsziichtung
bietet die Cisgenese jedoch den Vorteil, dass die gewiinschten Gene ohne linkage drag Ubertragen
werden kénnen (Lusser et al. 2012, Jacobsen & Schouten 2009). Die Cisgenese kann somit die
Zichtung beschleunigen, da die langwierige Ruckkreuzung zur Entfernung des linkage drag
entfallt. Diese Zeiteinsparung ist vor allem bei Kulturarten von Bedeutung, die vegetativ vermehrt
werden oder eine lange Generationszeit haben (Lusser et al. 2011, Schaart & Visser 2009). Zudem
kdonnte sie auch in den Fallen eine wichtige Rolle spielen, in denen Resistenzgene pyramidisiert
werden sollen (Lusser et al. 2011).

Zu den Eigenschaften, die mittels Cisgenese in einer Sorte verbessert werden kdnnten, gehdren
unter anderem: Erhéhung der Krankeitsresistenz, veranderte Pflanzenarchitektur und verbesserte
Futtermittelcharakteristika (Holme et al. 2012, Han et al. 2011, Vanblaere et al. 2011).

3.7.3 Stand der Entwicklung

Das Konzept der Cisgenese ist 2004 erstmals formuliert worden (Schaart 2004). Seither sind in
der Literatur vereinzelt cisgene Pflanzen beschrieben worden (Holme et al. 2012, Vanblaere et al.
2011). Zu den Kulturarten, bei denen die Cisgenese erprobt oder diskutiert wird, gehdéren Apfel
(Joshi et al. 2011, Vanblaere et al. 2011, Szanowski et al. 2009), Gerste (Holme et al. 2012),
Kartoffel (Park et al. 2009), Melone (Benjamin et al. 2009), Pappel (Han et al. 2011), Weinrebe
(Dhekney et al. 2011) und Weizen (Gadaleta et al. 2008).

In der EU werden gegenwdrtig mindestens drei cisgene Sorten in Freisetzungsversuchen getestet:
Schorf-resistente Apfel, Phytophtora-resistente Kartoffeln und Gerste mit verbesserter Phytase-
aktivitat (JRC 2012).

Lusser et al. (2011) gehen davon aus, dass erste cisgene Pflanze innerhalb der nachsten drei

Jahre kommerzialisiert werden kdnnten, falls sie rechtlich nicht als GVO klassiert werden.

3.7.4 Beabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen
Die beabsichtigte genetische Veranderung besteht darin, ein oder mehrere Cisgene in das Erbgut
einer Pflanze zu inserieren. Die beabsichtigte Wirkung in cisgenen Pflanzen wird durch das inse-

rierte Cisgen/die inserierten Cisgene bestimmt.

3.7.5 Unbeabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen
Zu den moglichen unbeabsichtigen Veréanderungen und Wirkungen der Cisgenese gehdren:

Insertionsmutationen: Mit den etablierten Transformationsmethoden ist es nicht mdéglich, Cisgene

an einen vorbestimmten Ort im Genom zu inserieren (Somers & Makarevitsch 2004). Da die Inser-
tion damit weitgehend zufallig erfolgt, kénnen Cisgene unabsichtlich in Sequenzbereiche von

aktiven Genen, Promotoren oder andere regulativen Elementen integrieren und somit Insertions-

Neue Pflanzenzuchtverfahren Dezember 2012 Seite 45 von 122



mutationen erzeugen (Prins & Kok 2010, Schaart & Visser 2009, Filipecki & Malepszy 2006,
Latham et al. 2006) Die Erzeugung mehrerer solcher Mutationen kann dann erfolgen, wenn bei der
Transformation gleichzeitig mehrere Cisgene oder Bruchstiicke davon an unabhdngigen Orten im
Erbgut inseriert werden (siehe dazu Filipecki & Malepszy 2006, Latham et al. 2006, Cellini et al.
2004). Insertionsmutationen kdnnten des Weiteren entstehen, weil der Prozess der Transfor-

mation transponierbare Elemente aktivieren kann (Wu et al. 2009, Bhatt et al. 1998).

Somaklonale Variationen: Beinhaltet die flr die Herstellung einer cisgenen Pflanze eingesetzte
Transformationstechnik einen In-vitro-Selektions- und Regenerationsschritt, so kann es im Erbgut
der transformierten Pflanze zu somaklonalen Variationen kommen. Somaklonale Variationen um-
fassen sowohl genetische wie auch epigenetische Veranderungen im Erbgut, kdnnen bei allen aus
In-vitro-Kulturen regenerierten Pflanzen auftreten (Bairu et al. 2011) und sind bei der
Transgenese vielfach beobachtet worden (z.B. Mori et al. 2007, Bubner et al. 2006, Goldman et al.
2004, Ellul et al. 2003, Heeres et al. 2002, Labra et al. 2004, Sala et al. 2000, Arencibia et al.
1999, Bregitzer et al. 1998, Veilleux & Johnson 1998). Zu den mdglichen Veranderungen, die in
aus In-vitro-Kulturen regenerierten Pflanzen beobachtet werden kénnen, gehéren Basensubstitu-
tionen, Anderungen in der Chromosomenzahl und -struktur, Indels und die Aktivierung von trans-
ponierbaren Elementen (Neelakandan & Wang 2012, Jiang et al. 2011, Jain 2001). Das Ausmass
der Veranderungen kann von einer Reihe von Faktoren abhdngen wie beispielsweise dem Geno-
typen, dem In-vitro-System, der Genomgrdsse, dem Alter der Kultur und den Wachstumshor-
monen im Nahrmedium (Bairu et al. 2011).

Integration von T-DNA-Grenzsequenzen: Werden Cisgene mit Hilfe von Agrobakterien in das Erb-

gut von Pflanzen eingeflihrt, erfolgt die Insertion via die T-DNA (Transfer DNA). Diese T-DNA
wiederum ist an ihren beiden Enden von den so genannten linken (LG) und rechten (RG) Grenzse-
quenzen flankiert, die fir die Insertion des Cisgens erforderlich sind. LG und RG sind maximal 25
Basenpaare lang (Gelvin 2003). Der T-DNA-Strang, der ins Erbgut der Pflanze inseriert wird,
enthalt normalerweise 21-22 Nukleotide der LG und 3 bis 4 Nukleotide der RG (EFSA 2012a,
Schaart & Visser 2009, Conner et al. 2007), wobei es wahrend der Insertion auch zu zufélligen De-
letionen von Nukleotiden der LG und RG kommen kann. So kann die RG im Insert oft ganzlich
fehlen und die inserierte LG auf zwei Nukleotide verkiirzt sein (Prins & Kok 2010).

Integration von Vektor-Rickgrat-Sequenzen: Werden fur die Transformation von Cisgenen Plasmi-

de als Vektoren eingesetzt, so kénnen Sequenzen des Vektor-Rickgrats ins Erbgut der Pflanze
integriert werden (Gelvin 2003, Kohli et al. 2003, Smith et al. 2001). Die Insertion von Vektor-
Rickgrat-Sequenzen wird insbesondere beim Gentransfer mit Hilfe von Agrobakterien oft beo-
bachtet (Kohli et al. 2010, Gelvin 2003), kann aber auch bei der Biolistik vorkommen (Kohli et al.
2003, Smith et al. 2001). Beim Gentransfer mit Hilfe von Agrobakterien kénnen die Vektor-
Rickgrat-Sequenzen sowohl verknipft mit der T-DNA als auch unverknipft, das heisst unabhangig
von der T-DNA, inserieren (Kohli et al. 2010, Permyakova et al. 2009). Zu den Kulturpflanzen-
arten, bei den die Insertion von Vektor-Rlickgrat-Sequenzen beobachtet worden ist, gehéren unter
anderem Baumwolle (Zhang et al. 2008), Erdbeere (Abdal-Aziz et al. 2006), Gerste (Holme et al.
2012, Lange et al. 2006), Kartoffel (Cullen et al. 2011, Petti et al. 2009), Reis (Kim et al. 2003),
Soja (Olhoft et al. 2004), Tabak (Kononov et al. 1997), Weinrebe (Gambino et al. 2009) und
Weizen (Wu et al. 2006).

Integration von chromosomalen Sequenzen der Agrobakterien: Werden Cisgene mit Hilfe von

Agrobakterien eingeflihrt, ist es nicht auszuschliessen, dass zusamen mit der T-DNA auch Se-
quenzen aus dem bakteriellen Chromosom in das Erbgut der transformierten Pflanze inseriert

werden (Zhao et al. 2009, Gelvin 2008, Ulker et al. 2008). Ob solche chromosomale Sequenzen
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auch unabhédngig von der T-DNA ins Erbgut der transformierten Pflanze inserieren kénnen, ist
nicht bekannt.

Positions- und Insertionseffekte: Der Ort der Insertion des Cisgens kann den Phanotyp einer cisge-

nen Pflanze via Insertionseffekte und/oder via Positionseffekte beeinflussen (Filipecki & Malepszy
2006). Insertionseffekte kdnnen einerseits aus den bereits oben beschriebenen Insertionsmutatio-
nen entstehen und beispielsweise im Gewinn oder Verlust von Funktionen resultieren (Filipecki &
Malepszy 2006). Andererseits kdnnen Insertionseffekte auftreten, wenn die inserierte DNA die Ex-
pression von endogenen Genen beeinflusst (Schaart & Visser 2009, Filipecki & Malepszy 2006,
Latham et al. 2006). Dies ist beispielsweise mdglich, wenn kodierende Sequenzen, die in der Um-
gebung des Insertionsortes liegen, unter den Einfluss des Promotors des Cisgens fallen (Filipecki &
Malepszy 2006). Positionseffekte wiederum kénnen die Expression des Cisgens beeinflussen
(Schaart & Visser 2009).

Effekte der Promotorsequenz: Auch wenn das Konzept der Cisgenese vorsieht, dass nur native

Promotoren eingesetzt werden, ist die Promotorsequenz eines Cisgens nicht unbedingt vorge-
geben. Der Grund liegt darin, dass Promotoren schwer zu charakterisieren sind und ihre Lange
nicht gut definiert ist (Schaart & Visser 2009). Wird bei der Cisgenese ein Promotorsequenz ausge-
wahlt, die nicht ausreichend lang ist, kann dies zu einem unbeabsichtigten Expressionsniveau des
Cisgens fluhren (Schaart & Visser 2009, Szanowski et al. 2009).

Bildung neuer offener Leserahmen: Durch die Insertion der extrazelluldr eingefihrten DNA-

Sequenzen kann es bei der Cisgenese unbeabsichtigt zur Bildung neuer offener Leserahmen kom-
men. Inserierte Sequenzen kdnnen Teil eine existierenden offenen Leserahmens werden und somit
zur Bildung chimarischer Transkripte fihren (Schaart & Visser 2009). Offene Leserahmen kdénnen
auch durch die Insertion von T-DNA-Grenzsequenzen entstehen (Prins & Kok 2010). Denkbar ist
des Weiteren, dass wahrend des Insertionsprozesses die Terminator-Sequenz des Cisgens verloren
gehen koénnte, wodurch ein verléngerter offener Leserahmen entsteht und read-through
Transkripte resultieren (Rosati et al. 2008).

Anderungen in der Methylierung endogener Sequenzen: Beinhaltet die fiir die Herstellung einer

cisgenen Pflanze eingesetzte Transformationstechnik einen In-vitro-Selektions- und Regenera-
tionsschritt, so kann es im Erbgut der transformierten Pflanze zu Anderungen in der Methylierung
endogener Sequenzen kommen (Miguel & Marum 2011). Wird dabei das Methylierungsmuster von
regulatorischen Regionen verandert, kann dies die Expression endogener Gene beeinflussen.

Pleiotrope Effekte: Das Produkt eines neu inseriertes Cisgens kann einen pleiotropen Effekt haben

und unbeabsichtigt Merkmale der Empfangerpflanze beeinflussen, die in keiner Beziehung zur

beabsichtigten Wirkung stehen.

3.7.6 Sicherheitsaspekte

Die Sicherheit der Cisgenese beziehungsweise von cisgenen Sorten ist ein Thema, das in der
Literatur breit diskutiert wird (EFSA 2012a, Durham et al. 2011, Prins & Kok 2010, Viswanath &
Strauss 2010, Jacobsen & Schouten 2009/2008/2007, Schaart & Visser 2009, Jacobsen & Karaba
2008, COGEM 2009b/2006b, Russel & Sparrow 2008, De Cock Buning et al. 2006, Giddings 2006,
Myskja 2006, Schouten et al. 2006a/b/c, Schubert & Williams 2006, Krens 2005).

Im Folgenden werden Aspekte aufgefiihrt, die bei der Bewertung der Sicherheit von cisgenen
Pflanzen eine Rolle spielen kdnnten und zwar fir den Fall, dass die Cisgene via etablierten Trans-
formationsmethoden eingefiihrt werden. Falls fir die Cisgenese NRE-Techniken eingesetzt werden,

kénnte die Darstellung der Sicherheitsaspekte anders ausfallen.
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Es wird kein Anspruch darauf erhoben, alle mdglichen und denkbaren sicherheitsrelevanten Aspek-
te zu behandeln.

Quelle des Cisgens/Sicherheit des Genproduktes: Hinsichtlich der Bewertung der Sicherheit des

Proteins, das vom einem Cisgen kodiert wird, lassen sich zwei Falle unterscheiden: (I) Das Cisgen
stammt aus einer Pflanze, die bereits Teil der menschlichen und tierischen Ernahrung ist und/oder
bereits Teil des Agrardkosystems ist, in welchem die cisgene Sorte angebaut werden soll; (II) Das
Cisgen stammt aus einer Pflanze, die bisher nicht Teil der menschlichen und tierischen Erndhrung
ist und/oder bisher nicht Teil des Agrartkosystems ist, in welchem die cisgene Sorte angebaut
werden soll. Wahrend im ersten Fall Erfahrungen zur Sicherheit des neu gebildeten Proteins be-
stehen, fehlen diese Erfahrungen im zweiten Fall (siehe dazu EFSA 2012a, Prins & Kok 2010).
Haben Expressionsprodukte von Cisgenen keine history of safe use dlrften sie anders zu bewerten
sein als Expressionsprodukte, die eine lange Historie in Bezug auf die sichere Verwendung haben.
Das gleiche gilt auch bei der herkémmlichen Introgressionsziichtung, bei der neue Gene aus Wild-
pflanzen in Kulturarten eingekreuzt werden (Lusser et al. 2011).

Bildung neuer unbeabsichtigter Proteine: Entstehen durch die Insertion der eingeflihrten DNA-

Sequenzen im Erbgut der Pflanze neue offene Leserahmen, so kann dies zur Bildung neue unbeab-
sichtigter Proteine fuhren. Die Wirkung dieser Proteine kann neutral, erwinscht oder unerwiinscht
sein. Ob Pflanzen, die unbeabsichtigt neue Proteine bilden, wadhrend des Ziichtunsprozesses
weiterverwendet beziehungsweise aussortiert werden, hangt unter anderem von der Auswahl der
Primartransformanten, der Wirkung der Proteine und der Wahl der Selektionsmethoden ab. Neue
offene Leserahmen und neue Proteine kénnen auch spontan durch transposable genetische Ele-
mente entstehen (z.B. Barbaglia et al. 2012, Elrouby & Bureau 2010, Zabala & Vodkin 2007, Wang
et al. 20064a, Jiang et al. 2004) und bei der klassischen Mutagenese erzeugt werden (z.B. indem
ein Stop-Codon in ein kodierendes Codon mutiert wird).

Gewinn/Verlust endogener Funktionen: Gewinn oder Verlust endogener Funktionen kénnen durch

Insertionsmutationen entstehen. Sie kédnnen ohne Wirkung bleiben, unerwiinschte Wirkungen ver-
ursachen oder erwiinschte Auswirkungen haben. Inwiefern Pflanzen mit unerwiinschtem Gewinn
oder Verlust von endogenen Funktionen wahrend des Zlchtungsprozesses weiterverwendet bezie-
hungsweise aussortiert werden, hangt unter anderem von der Auswahl der Primartransformanten,
der Manifestation des Gewinns/des Verlusts und der Wahl der Selektionsmethoden ab. Insertions-
mutationen kommen auch bei der Translokationsziichtung vor (Jacobsen & Schouten 2008) und
kdénnen durch Transposons ausgeldst werden — sei es spontan oder in Zichtungsverfahren wie der
somaklonalen Selektion, die Transposons aktivieren kann (Gao et al. 2009, Hirochika et al. 1996)

Expressionsniveau des Cisgens: Das Expressionsniveau eines Cisgens wird durch die Anzahl der

inserierten Cisgenkopien, durch Positionseffekte und die Wahl der Promotorsequenz beeinflusst.
Da das Niveau der Expression weder vorhersehbar noch exakt steuerbar ist, kann es nicht nur un-
beabsichtigt hoch oder tief sein, sondern es kénnte auch ausserhalb der Brandbreite zu liegen
kommen, die innerhalb der Art oder bei Artverwandten natirlicherweise gefunden wird (Prins &
Kok 2010). Ob das Expressionsniveau sicherheitsrelevant werden kann oder nicht, hangt von der
jeweils ins Erbgut eingefligten codierenden Sequenz des Cisgens ab sowie davon, ob das erzielte
Niveau beabsichtigt oder unbeabsichtigt ist. Transformierte Pflanzen, die ein unbeabsichtigt hohes
oder tiefes Expressionsniveau aufweisen, kénnen wahrend des Zichtungsprozesses aussortiert
werden.

Verénderter Gehalt endogener Proteine und/oder endogener Metabolite: Die Integration des Cis-

gens kann via Insertionseffekte die Expression endogener Gene beeinflussen, was wiederum dazu

fihren kann, dass es in einer cisgenen Pflanze zu einer erhdhten Produktion bestimmter endoge-
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ner Proteine und/oder Metabolite kommt. Der erhohte Gehalt an endogenen Proteinen und/oder
Metaboliten kann ohne Auswirkungen bleiben, unerwiinschte Wirkungen zeigen oder erwiinschte
Folgen haben. Anderungen in der Expression endogener Gene kénnen auch durch Umwelteinfliisse
ausgelost werden (z.B. Dong et al. 2012, Fernandez et al. 2008, Joosen et al. 2006, Gulick et al.
2005) und bei herkdmmlichen Zichtungsverfahren vorkommen (z.B. Swanson-Wagner et al.
2009/2006, zZzhuang & Adams 2007, Wang et al. 2006b). Wie verschiedenen Untersuchungen
zeigen, kdonnen sich die Expressionsprofile herkdmmlich gezlichteter Sorten der gleichen Pflanzen-
art starker unterscheiden als die Expressionsprofile einer Transformanten und ihrer Ausgangs-
pflanze (Ricroch et al. 2011).

Somaklonale Variationen: Somaklonale Variationen kénnen effektlos bleiben und erwlinschte Aus-

wirkungen haben. Sie kdénnen aber auch unerwlinschte Wirkungen verursachen und deshalb
sicherheitsrelevant sein. Inwieweit Pflanzen mit somaklonalen Variationen wahrend des Ziich-
tungsprozesses aussortiert beziehungsweise weiterverwendet werden, hangt unter anderem ab
von der Manifestation der somaklonalen Variationen und der Wahl der Selektionsmethoden. Soma-
klonale Variationen kénnen auch bei anderen Ziichtungsverfahren auftreten, wie beispielsweise
der In-vitro-Mutagenese. Zudem werden sie beim Zuchtverfahren der somaklonalen Selektion
gezielt zur Herstellung neuer Sorten verwendet (Singh & Shetty 2011, Veilleux & Johnson 1998).

Pleiotrope Effekte: Ein pleiotroper Effekt kann ohne Auswirkungen bleiben, unerwiinschte Wirkun-

gen zeigen oder erwiinschte Folgen haben kann. Ob Pflanzen mit unerwlnschtem pleiotropen
Effekt wahrend des Ziichtungsprozesses aussortiert oder weiterverwendet werden, hangt unter
anderem von der Manifestation der Effekte und der Wahl der Selektionsmethoden ab. Pleiotrope
Effekte treten auch bei herkémmlichen Kreuzungsziichtungsverfahren und der Transgenese auf
(z.B. Ravel et al. 2009, Uauy et al. 2006, Ge et al. 2004, Gutierrez-Campos et al. 2001, Thomp-
son et al. 1999).

3.7.7 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden'?

Erkennung: Falls die Sequenz und der Insertionsort des Cisgens bekannt sind, kénnen cisgene
Pflanzen mit PCR-Methoden erkannt werden. So ist es mdglich, Event-spezifische PCR-Primer
herzustellen und damit eine Erkennungsmethode zu entwickeln (Lusser et al. 2011).

Identifikation: Falls die Sequenz und der Insertionsort des Cisgens bekannt sind, kdnnen cisgene
Pflanzen mit PCR-Methoden identifiziert werden. So ist es mdglich, Event-spezifische PCR-Primer

herzustellen und damit eine Identifikationsmethode zu entwickeln (Lusser et al. 2011).

3.7.8 Aspekte der GVO-Klassierung

Im Folgenden werden Aspekte diskutiert, die bei der GVO-Klassierung von cisgenen Sorten eine
Rolle spielen kénnten und zwar flr den Fall, dass cisgene Sorten frei von artfremden Sequenzen
sind. Nicht behandelt wird die Frage, ob die im Abschnitt 3.7.1.1 beschriebene «graue Zone»
(Prins & Kok 2010), die bei der Definition der Cisgenese besteht, die unten gefiihrte Diskussion
beeinflussen kénnte.

Die Diskussion von Aspekten der GVO-Klassierung erfolgt im Lichte von Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV
und Anhang 1 Abs. 3 FrSV.

Eine Diskussion der GVO-Klassierung cisgener Sorten im Lichte der EU-Richtlinie 2001/18/EG
findet sich in NTWG (2011) und ZKBS (2012).

2 Mit Erkennung ist die Moglichkeit gemeint, die Existenz einer Verdnderung im genetischen Material einer
neuen Sorte festzustellen und zwar in Bezug auf eine geeignete Vergleichssorte. Mit Identifikation wiederum ist
die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte als Veran-
derung zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingefiihrt worden ist.
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3.7.8.1 Cisgene Pflanzen im Lichte von Art. 3. Abs. 1 Bst. d FrSV

Die Cisgenese kann unter einer Prozess-bezogenen wie auch unter einer Produkte-bezogenen
Sichtweise betrachtet werden. Unter eine Prozess-bezogenen Sichtweise ldsst sich argumentieren,
dass die Cisgenese auf Verfahren beruht, die gemass FrSV als gentechnische Verfahren gelten,
weshalb die resultierenden Sorten als GVO zu klassieren sind. Gentechnische Verfahren fihren in
diesem Sinne immer zu GVO, also auch dann wenn arteigene Gene, Promotoren und Terminatoren
verwendet werden. Unter einer Produkt-bezogenen Sichtweise wiederum lasst sich argumentieren,
dass cisgene Pflanzen keine GVO sein missen, da sie - zumindest theoretisch - auch durch
Kreuzung erzeugt werden konnten. In dieser Sichtweise fiihrt die Anwendung gentechnischer
Verfahren nicht zwingend zu GVO. Als Gegenargument kann hier eingewendet werden, dass es
aufgrund der zufalligen Insertion eines Cisgens kaum maoglich sein dirfte, mittels Kreuzung genau
dieselben Genotypen herzustellen wie bei der Cisgenese. Gegen dieses Gegenargument liesse sich
wiederum einwenden, dass sich auch unter nattrlichen Bedingungen der «Standort» von Genen im
Erbgut auf zufallige Weise andern kann (z.B. Lai et al. 2005, Lal & Hannah 2005).

Die Sichtweise, dass gentechnische Verfahren nicht zwingend zu GVO flihren missen, kdénnte
durch den erlduternden Bericht zur FrSV (EDI 1997) gestitzt werden, heisst es doch dort, dass

gentechnische Verfahren solche Verfahren sind, die in der Regel zu GVO fihren.

3.7.8.2 Anhang 1 Abs. 3 FrSV

Gemass FrSV gilt die Selbstklonierung nicht-pathogener Organismen nicht als gentechnisches Ver-
fahren. Da Pflanzen keine Pathogene sind und die Cisgenese den Kriterien der Selbstklonierung
entsprechen kann, ldsst sich argumentieren, dass die Cisgenese nicht zwingend ein gentechni-
sches Verfahren sein muss und cisgene Pflanzen somit unter Umstanden nicht als GVO zu
klassieren sein kénnten (siehe dazu ZKBS 2012, NTWG 2011).

3.8 Intragenese

Die Intragenese ist ein neues Konzept zur Transformation von Pflanzen. Im Gegensatz zur Trans-
genese, bei der Gene zwischen x-beliebigen Arten ausgetauscht werden, beinhaltet das Konzept
der Intragenese, dass Pflanzen nur mit arteigenen Genen oder mit Genen von nah verwandten,
sexuell kompatiblen Arten transformiert werden (Tabelle 3). Anders als bei der Cisgenese (Ab-
schnitt 3.7) ist es bei der Intragenese mdglich, das genetische Material vor der Transformation
neu zu kombinieren (Lusser et al. 2012/2011, Molesini et al. 2012, Rommens et al. 2011/2007,
Rommens 2010/2007, Schaart & Visser 2009). Zudem besteht bei der Intragenese der Transfor-
mationsvektor aus funktionalen DNA-Fragmenten, die aus dem Erbgut der zu verandernden Art
oder einer kreuzungskompatiblen Art stammen (Konzept des intragenen Vektors; Molesini et al.
2012, Rommens et al. 2011/2005, Conner et al. 2007, Rommens 2004).

3.8.1 Beschreibung des Verfahrens

Bei der Intragenese wird das Erbgut von Pflanzen mit einem oder mehreren Intragenen transfor-
miert. Intragene sind neu kombinierte genetische Konstrukte, deren DNA-Sequenzen entweder
von derselben Pflanzenart oder von einer verwandten, kreuzungskompatiblen Art stammen. Mdég-
liche Neukombinationen sind unter anderem die Entfernung der Introns, der Austausch von
Promotoren und Terminatoren, der Wechsel der Orientierung der kodierenden Sequenzen sowie

die Verwendung von Haarnadel-Konstrukten (Molesini et al. 2012).
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Intragene werden mit den gleichen Transformationsmethoden in das Erbgut einer Pflanze einge-
flgt, die bei der Herstellung transgener Pflanzen Ublicherweise verwendet werden, beispielsweise
mit biolistischen Verfahren oder mit Hilfe von Agrobakterien. Neben den etablierten Trans-
formationsmethoden kdnnen auch die NRE-Techniken fiir die Intragenese benutzt werden (siehe

Abschnitte 3.10, 3.11.1 und 3.11.2).

Tabelle 3: Transgenese und Intragenese - zwei unterschiedliche Strategien zur Trans-

formation von Pflanzen (nach Molesini et al. 2012, Rommens et al. 2011).

Transgenese Intragenese
Quelle der kodierenden DNA- Alle Arten Dieselbe Art oder kreuzungs-
Sequenzen kompatible Art
Quelle der regulatorischen DNA- Alle Arten Dieselbe Art oder kreuzungs-

Sequenzen

Typ des genetischen Konstruktes

Orientierung der exprimierten

Sequenz

T-DNA Grenzsequenzen

Neue Kombinationen von
kodierenden und regulatorischen

Sequenzen

Sense- oder antisense-
Orientierung, Haarnadel-

Konstrukte

Linke und rechte Grenzsequenz-

kompatible Art

Neue Kombinationen von
kodierenden und regulato-

rischen Sequenzen

Sense- oder antisense-
Orientierung, Haarnadel-
Konstrukte

Linke und rechte Rander der

en der Agrobakterium T-DNA Transfer-DNA stammen von der
Pflanze selbst oder von einer

kreuzungskompatibler Art*

Selektierbare Markergene Markergene vorhanden Entweder keine Markergene
vorhanden oder pflanzliche

Markergene vorhanden

*: siehe Konzept der P-DNA in Abschnitt 3.8.1.1

Da intragene Pflanzen per Definition keine artfremden Sequenzen enthalten sollen, muss ihre
Herstellung so erfolgen, dass sie entweder einen intragenen Marker besitzen (Rosellini 2011) oder
frei von Markergenen sind. Fur die Herstellung Marker-freier intragener Pflanzen stehen unter-
schiedliche Strategien zur Verfligung. Einerseits ist es mdglich, Pflanzen direkt ohne Markergen zu
transformieren (siehe Beispiele in Tuteja et al. 2012 und Manimaran et al. 2011). Andererseits gibt
es verschiedene Verfahren, Markergene aus transformierten Pflanzen zu entfernen (Ubersichten in
Tuteja et al. 2012, Manimaran et al. 2011, Upadhyaya et al. 2010, Darbani et al. 2007).

Mit den gangigen Transformationsmethoden kénnen zusammen mit den Intragenen auch noch
weitere Sequenzen ins Erbgut einer Pflanze inseriert werden. Zu diesen Sequenzen gehéren unter
anderem Grenzsequenzen der T-DNA und Vektor-Rickgrat-Sequenzen. Um zu vermeiden, dass
damit artfremde Sequenzen ins Erbgut einer intragenen Pflanze gelangen, haben Forschende das
Konzept der P-DNA beziehungsweise das Konzept des intragenen Vektors entwickelt (Rommens
2004, Rommens et al. 2004).
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3.8.1.1 P-DNA-Konzept

Werden Intragene mit Hilfe von Agrobakterien in Pflanzenzellen eingefiihrt, erfolgt die Insertion
via die T-DNA (Transfer DNA). Diese T-DNA ist an ihren beiden Enden von den so genannten
linken (LG) und rechten (RG) Grenzsequenzen flankiert, die fir die Insertion des Intragens
erforderlich sind. LG und RG sind maximal 25 Basenpaare lang (Gelvin 2003). Der T-DNA-Strang,
der ins Erbgut der Pflanze inseriert wird, enthdlt normalerweise 21-22 Nukleotide der LG und 3 bis
4 Nukleotide der RG (EFSA 2012a, Schaart & Visser 2009, Conner et al. 2007), wobei es wahrend
der Insertion auch zu zufalligen Deletionen von Nukleotiden der LG und RG kommen kann. So
kann die RG im Insert oft ganzlich fehlen und die inserierte LG auf zwei Nukleotide verkilrzt sein
(Prins & Kok 2010). Falls Sequenzen des LG und/oder RG zusammen mit dem Intragen ins Erbgut
einer Pflanze inseriert werden, besdsse die Pflanze artfremde Sequenzen, weshalb sie nicht mehr
unter die Definition der Intragenese fallen wiirde. Um dies zu verhindern, wird bei der Transfor-
mation anstelle der T-DNA P-DNA verwendet. P-DNA ist funktionell identisch mit der T-DNA. Ihre
LG und RG bestehen jedoch aus Sequenzen, die von der zu transformierenden Pflanze selbst oder
einer kreuzbaren Art stammen. Zur Herstellung von P-DNA werden hauptsachlich zwei Ansatze
verfolgt. (I) Der erste Ansatz besteht darin, im Erbgut einer Pflanze Sequenzbereiche zu suchen,
die soweit homolog mit den LG und RG der T-DNA von Agrobakterien sind, dass sie deren Funktion
Ubernehmen kénnen. Werden solche Sequenzen gefunden, kdnnen sie in der P-DNA als LG und RG
eingesetzt werden (Rommens et al. 2005/2004). (II) Der zweite Ansatz besteht darin, im Erbgut
einer Pflanze nach Sequenzbereichen zu suchen, die funktional die LG und RG der T-DNA ergeben,
wenn sie zusammengesetzt werden (Conner et al. 2007). Die P-DNA wird somit in silicio aus
pflanzeneigenen Sequenzen konstruiert. Im Falle des RG ist es des Weiteren mdglich einen dritten
Ansatz zu verfolgen: Da normalerweise nur die ersten 3 bis 4 Nukleotide des RG ins Erbgut der
Pflanze inseriert werden, lassen sich chimdrische P-DNAs herstellen, bei denen die ersten vier
Nukleotide des RG pflanzlichen Ursprungs sind und der Rest identisch mit der authentischen
Agrobakterien RG ist (Conner et al. 2007).

3.8.1.2 Konzept des intragenen Vektors

Da bei der Transformation von Intragenen neben den LG und RG der T-DNA noch weitere Sequen-
zen aus dem Vektor ins Erbgut der Pflanze mit inseriert werden kénnen, werden intragene Vek-
toren konstruiert, um die Insertion artfremder Sequenzen zu minimieren (Rommens et al. 2011,
Conner et al. 2007). Das Konzept des intragenen Vektors besteht dabei darin, im Erbgut einer zu
transformierenden Pflanze (oder einer sexuell kompatiblen Artverwandten) Sequenzen zu identifi-
zieren, die funktional identisch sind mit Vektorsequenzen. Werden solche Sequenzen gefunden,

kdnnen sie zur Konstruktion eines Vektors genutzt werden (Conner et al. 2007).

3.8.1.3 Definitorische Aspekte

Die Intragenese ist ein Konzept, das in der Literatur unterschiedlich definiert wird. Zu den
Aspekten, in den jeweiligen Definition verschieden oder nicht behandelt werden, gehéren
folgende:

Kodonverdnderungen: Ein Intragen lasst sich synthetisch herstellen, weshalb es mdéglich ist, seine

Sequenz an die Kodonvorlieben der zu transformierenden Pflanze anzupassen. Inwiefern synthe-
tische Gene mit optimierten Kodons unter die Definition der Intragenese fallen oder nicht, ist
unklar.

Quelle des eingefiigten genetischen Materials: Was die Quelle der Intragene betrifft, werden bei

den unterschiedlichen Definitionen der Intragenese verschiedene Begriffe verwendet: Die Sequen-

zen der intragenen Konstrukte kdénnen aus dem «natirlichen Genpool» einer Pflanze stammen
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oder aus dem «Genpool der Ziichter» (breeder's gene pool) oder von «kreuzbaren Arten» oder
von «sexuell kompatiblen Arten». Zu klaren sein kénnten dabei folgende Fragen: Kénnen Gene,
die sich allein via eine Brlickenkreuzung in eine Pflanze einkreuzen lassen, als Intragene einge-
setzt werden? Kdénnen Gene, die sich allein via Weite Kreuzungen und embryo-rescue-Verfahren in
eine Pflanze Ubertragen lassen, als Intragene verwendet werden? Hangt die Antwort auf die beiden
Fragen davon ab, ob die Gene bereits via Briickenkreuzung oder Weite Kreuzung Ubertragen word

sind und somit im Erbgut einer «direkt» kreuzbaren Art vorliegen?

3.8.2 Mdgliche Ahwendungen in der Pflanzenzucht

Die Intragenese kann in der Pflanzenziichtung eingesetzt werden, um bestehende Sorten gene-
tisch zu verbessern. Da sich das benutzte genetische Material vor der Transformation neu kombi-
nieren lasst, bietet das Verfahren unterschiedlichste Méglichkeiten. So ermdglicht die Intragenese
nicht nur die Expression neuer Gene, sondern auch die Stilllegung, die Uberexpression oder die
Anderung der Gewebeaktivitdt von endogenen Genen. Zu den Eigenschaften, die mittels Intrage-
nese erzeugt werden kdonnten, gehdren unter anderem: verbesserte Krankheitsresistenz, reduzier-
ter Allergengehalt, veranderte Starkezusammensetzung, erhdhte Vitaminmenge und verringerter

Ligningehalt (siehe Rommens 2007).

3.8.3 Stand der Entwicklung

Das Konzept der Intragenese ist 2004 erstmals formuliert worden (Rommens 2004, Rommens et
al. 2004). Seither sind fiir verschiedene Kulturarten P-DNAs entwickelt und vereinzelt intragene
Pflanzen hergestellt worden (Conner et al. 2007, Rommens et al. 2005). Gemass Rommens et al.
(2011) wird die Entwicklung intragener Pflanzen bei folgenden Kulturarten verfolgt: Apfel,
Kartoffel, Klee, Luzerne, Petunie, Pfeffer, Raps, Raygras, Reis, Susskartoffel und Tomate.

In der EU werden in zwei Freisetzungsversuchen Pflanzen getestet, die je nach Definition als intra-
gene Pflanzen bezeichnet werden kénnen: Schorf-resistente Apfel und Amylose-freie Kartoffeln
(JRC 2012, Lusser et al. 2011).

In den USA ist beim Landwirtschaftsministerium ein Antrag flir den kommerziellen Anbau von
intragenen Kartoffeln hangig, bei deren Verarbeitung zu Pommes und Chips weniger Acrylamid
entstehen soll (USDA 2012). Die intragene Kartoffel wird in der Literatur von Rommens et al.
(2008/2006) beschrieben.

3.8.4 Beabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen
Die beabsichtigte genetische Veranderung besteht darin, ein oder mehrere Intragene in das Erbgut
einer Pflanze zu inserieren. Die beabsichtigte Wirkung wird durch das inserierte Intragen/die

inserierten Intragene bestimmt.

3.8.5 Unbeabsichtigte Veranderungen und Wirkungen
Zu den moglichen unbeabsichtigen Veranderungen und Wirkungen der Intragenese gehéren:

Insertionsmutationen: Mit den etablierten Transformationsmethoden ist es nicht mdglich, Intra-

gene an einen vorbestimmten Ort im Genom zu inserieren (Somers & Makarevitsch 2004). Da die
Insertion damit weitgehend zuféllig erfolgt, kédnnen Intragene unabsichtlich in Sequenzbereiche
von aktiven Genen, Promotoren oder anderen funktionalen Elementen integrieren und somit
Insertionsmutationen erzeugen (Prins & Kok 2010, Schaart & Visser 2009, Filipecki & Malepszy
2006, Latham et al. 2006) Die Erzeugung mehrerer solcher Mutationen kann dann erfolgen, wenn
bei der Transformation gleichzeitig mehrere Intragene oder Bruchstiicke davon an unabhangigen

Orten im Erbgut inseriert werden (siehe dazu Filipecki & Malepszy 2006, Latham et al. 2006,
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Cellini et al. 2004). Insertionsmutationen kénnten des Weiteren entstehen, weil der Prozess der
Transformation transponierbare Elemente aktivieren kann (Wu et al. 2009, Bhatt et al. 1998).

Somaklonale Variationen: Beinhaltet die flir die Herstellung einer intragenenen Pflanze eingesetzte

Transformationstechnik einen In-vitro-Selektions- und Regenerationsschritt, so kann es im Erbgut
der transformierten Pflanze zu somaklonalen Variationen kommen. Somaklonale Variationen um-
fassen sowohl genetische wie auch epigenetische Veranderungen im Erbgut, kdnnen bei allen aus
In-vitro-Kulturen regenerierten Pflanzen auftreten (Bairu et al. 2011) und sind bei der Transge-
nese vielfach beobachtet worden (z.B. Mori et al. 2007, Bubner et al. 2006, Goldman et al. 2004,
Ellul et al. 2003, Heeres et al. 2002, Labra et al. 2001, Sala et al. 2000, Arencibia et al. 1999,
Bregitzer et al. 1998, Veilleux & Johnson 1998). Zu den mdglichen genetischen Verdnderungen,
die in aus In-vitro-Kulturen regenerierten Pflanzen beobachtet werden kénnen, gehdren Anderun-
gen in der Chromosomenzahl und -struktur, Basensubstitutionen, Indels und die Aktivierung von
transponierbaren Elementen (Neelakandan & Wang 2012, Jiang et al. 2011, Miguel & Marum 2011,
Jain 2001). Das Ausmass der Veranderungen kann von einer Reihe von Faktoren abhdangen wie
beispielsweise dem Genotypen, dem In-vitro-System, der Genomgrdsse, dem Alter der Kultur und
den Wachstumshormonen im Nahrmedium (Bairu et al. 2011).

Integration von P-DNA-Grenzsequenzen: Werden Intragene mit Hilfe von Agrobakterien in das

Erbgut von Pflanzen eingefiihrt, erfolgt die Insertion via die P-DNA (Abschnitt 3.8.1.1). Diese P-
DNA wiederum ist an ihren beiden Enden von den so genannten linken (LG) und rechten (RG)
Grenzsequenzen flankiert, die fir die Insertion des Intragens erforderlich sind. Teile dieser LG und
RG kénnen zusammen mit dem Intragen ins Erbgut der Pflanze integriert werden.

Integration von Vektor-Riickgrat-Sequenzen: Werden flr die Transformation von Intragenen Plas-

mide als Vektoren eingesetzt, so kénnen Sequenzen des Vektor-Rickgrats ins Erbgut der Pflanze
integriert werden (Gelvin 2003, Kohli et al. 2003, Smith et al. 2001). Die Insertion von Vektor-
Rickgrat-Sequenzen wird insbesondere beim Gentransfer mit Hilfe von Agrobakterien oft beo-
bachtet (Kohli et al. 2010, Gelvin 2003), kann aber auch bei der Biolistik vorkommen (Kohli et al.
2003, Smith et al. 2001). Beim Gentransfer mit Hilfe von Agrobakterien dirften die Vektor-
Rickgrat-Sequenzen sowohl verknipft mit der P-DNA als auch unverknipft, das heisst unabhangig
von der P-DNA, inserieren (Kohli et al. 2010, Permyakova et al. 2009). Zu den Kulturpflanzen-
arten, bei den die Insertion von Vektor-Rickgrat-Sequenzen beobachtet worden ist, gehéren unter
anderem Baumwolle (Zhang et al. 2008), Erdbeere (Abdal-Aziz et al. 2006), Gerste (Holme et al.
2012, Lange et al. 2006), Kartoffel (Cullen et al. 2011, Petti et al. 2009), Reis (Kim et al. 2003),
Soja (Olhoft et al. 2004), Tabak (Kononov et al. 1997), Weinrebe (Gambino et al. 2009) und
Weizen (Wu et al. 2006).

Integration von chromosomalen Sequenzen der Agrobakterien: Werden Intragene mit Hilfe von

Agrobakterien eingefiihrt, ist es nicht auszuschliessen, dass zusamen mit der P-DNA auch Sequen-
zen aus dem bakteriellen Chromosom in das Erbgut der transformierten Pflanze inseriert werden
(Zhao et al. 2009, Gelvin 2008, Ulker et al. 2008). Ob solche chromosomale Sequenzen auch un-
abhangig von der P-DNA ins Erbgut der transformierten Pflanze inserieren kdnnen, ist nicht
bekannt.

Positions- und Insertionseffekte: Der Ort der Insertion des Intragens kann den Phanotyp einer in-

tragenen Pflanze via Insertionseffekte und/oder via Positionseffekte beeinflussen (Filipecki &
Malepszy 2006). Insertionseffekte kdnnen einerseits aus Insertionsmutationen entstehen und bei-
spielsweise im Gewinn oder Verlust von Funktionen resultieren (Filipecki & Malepszy 2006).
Andererseits kdnnen Insertionseffekte auftreten, wenn die inserierte DNA die Expression von en-

dogenen Genen beeinflusst (Schaart & Visser 2009, Filipecki & Malepszy 2006, Latham et al.
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2006). Dies ist beispielsweise méglich, wenn kodierende Sequenzen, die in der Umgebung des In-
sertionsortes liegen, unter den Einfluss des Promotors des Intragens fallen (Filipecki & Malepszy
2006). Positionseffekte wiederum konnen die Expression des Intragens beeinflussen (Schaart &
Visser 2009).

Bildung neuer offener Leserahmen: Durch die Insertion der extrazellular eingefiihrten DNA-

Sequenzen kann es bei der Intragenese unbeabsichtigt zur Bildung neuer offener Leserahmen
kommen. Inserierte Sequenzen kdnnen Teil eine existierenden offenen Leserahmens werden und
somit zur Bildung chimarischer Transkripte fiihren (Schaart & Visser 2009). Offene Leserahmen
kdénnen auch durch die Insertion von P-DNA-Grenzsequenzen entstehen (Prins & Kok 2010).
Denkbar ist des Weiteren, dass wahrend des Insertionsprozesses die Terminator-Sequenz des In-
tragens verloren gehen kénnte, wodurch ein verldngerter offener Leserahmen entsteht und read-
through Transkripte resultieren (Rosati et al. 2008).

Anderungen in der Methylierung endogener Sequenzen: Beinhaltet die fiir die Herstellung einer in-

tragenen Pflanze eingesetzte Transformationstechnik einen In-vitro-Selektions- und Regenera-
tionsschritt, so kann es im Erbgut der transformierten Pflanze zu Anderungen in der Methylierung
endogener Sequenzen kommen (Miguel & Marum 2011). Wird dabei das Methylierungsmuster von
regulatorischen Regionen verandert, kann dies die Expression endogener Gene beeinflussen.

Pleiotrope Effekte: Das Produkt des neu inserierten Intragens kann einen pleiotropen Effekt haben

und unbeabsichtigt Merkmale der Empfangerpflanze beeinflussen, die in keiner Beziehung zur

beabsichtigten Wirkung stehen.

3.8.6 Sicherheitsaspekte

Im Folgenden werden Aspekte aufgeflihrt, die bei der Bewertung der Sicherheit von intragenen
Pflanzen eine Rolle spielen kdénnten und zwar fir den Fall, dass die Intragene via die etablierten
Transformationsmethoden eingefuhrt wird. Falls fiur die Intragenese NRE-Techniken eingesetzt
werden, kdnnte die Darstellung der Sicherheitsaspekte anders ausfallen.

Es wird kein Anspruch darauf erhoben, alle mdglichen und denkbaren sicherheitsrelevanten Aspek-
te zu behandeln.

Quelle des Intragens/Sicherheit des Genprodukts: Wird die Intragenese dazu benutzt, um eine

Sorte herzustellen, die ein neues Protein bildet, lassen sich hinsichtlich der Quelle des Intragens
zwei Falle unterscheiden: (I) Das Intragen stammt aus einer Pflanze, die bereits Teil der men-
schlichen und tierischen Ernahrung ist und/oder bereits Teil des Agrardokosystems ist, in welchem
die intragene Sorte angebaut werden soll; (II) Das Intragen stammt aus einer Pflanze, die bisher
nicht Teil der menschlichen und tierischen Erndhrung ist und/oder bisher nicht Teil des Agrardko-
systems ist, in welchem die intragene Sorte angebaut werden soll. Wahrend im ersten Fall
Erfahrung zur Sicherheit des neu gebildeten Proteins bestehen, fehlen diese Erfahrungen im
zweiten Fall.

Expressionsniveau des Intragens: Das Expressionsniveau von Intragenen wird durch die Anzahl

der inserierten Intragenkopien, durch Positionseffekte und die Wahl der Promotorsequenz beein-
flusst (Schaart & Visser 2009). Da das Niveau der Expression eines Intragens weder vorhersehbar
noch exakt steuerbar ist, kann es unbeabsichtigt hoch oder tief sein und auch ausserhalb der
Brandbreite zu liegen kommen, die innerhalb der Art oder bei Artverwandten natlrlicherweise ge-
funden wird (Schaart & Visser 2009). Ob das Expressionsniveau eines Intragens sicherheits-
relevant werden kann oder nicht, hangt von der jeweils transformierten codierenden Sequenz ab

sowie davon, ob das erzielte Niveau beabsichtigt oder unbeabsichtigt ist. Transformierte Pflanzen,
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die ein unbeabsichtigt hohes oder tiefes Expressionsniveau aufweisen, kénnen wahrend des Zicht-
ungsprozesses aussortiert werden.

Expressionsort des Intragens: Da bei der Intragenese kodierende und regulatorische Sequenzen

neu kombiniert werden kdnnen, ist es mdglich das Expressionsmuster der kodierenden Sequenz zu
andern. In Sorten mit veréandertem Expressionsmuster kann das Produkt eines Intragens somit in
Geweben einer Pflanze vorkommen, in denen es natirlicherweise nicht auftritt. Je nach Expressi-
onsort des Intragens werden neue Expositionssituationen mdglich, die unter Umstanden sicher-
heitsrelevant sein kdnnen.

Bildung neuer unbeabsichtigter Proteine: Entstehen durch die Insertion der eingefihrten DNA-

Sequenzen im Erbgut der Pflanze neue offene Leserahmen, so kann dies zur Bildung neue unbeab-
sichtigter Proteine fiihren. Die Wirkung dieser Proteine kann neutral, erwiinscht oder unerwiinscht
sein. Ob Pflanzen, die unbeabsichtigt neue Proteine bilden, wahrend des Zichtungsprozesses
weiterverwendet beziehungsweise aussortiert werden, hangt unter anderem von der Auswahl der
Primartransformanten, der Wirkung der Proteine und der Wahl der Selektionsmethoden ab. Neue
offene Leserahmen und neue Proteine kdnnen auch spontan durch transposable genetische
Elemente entstehen (z.B. Elrouby & Bureau 2010, Zabala & Vodkin 2007, Wang et al. 2006a, Jiang
et al. 2004) und bei der klassischen Mutagenese erzeugt werden (z.B. indem ein Stop-Codon in
ein kodierendes Codon mutiert wird).

Gewinn/Verlust endogener Funktionen: Gewinn oder Verlust endogener Funktionen kénnen durch

Insertionsmutationen entstehen. Sie kénnen ohne Wirkung bleiben, unerwliinschte Wirkungen ver-
ursachen oder erwiinschte Auswirkungen haben. Inwiefern Pflanzen mit unerwiinschtem Gewinn
oder Verlust von endogenen Funktionen wahrend des Ziichtungsprozesses weiterverwendet oder
aussortiert werden, hangt unter anderem von der Auswahl der Primartransformanten, der Mani-
festation des Gewinns/des Verlusts und der Wahl der Selektionsmethoden ab. Insertionsmutatio-
nen kommen auch bei der Translokationszlichtung vor (Jacobsen & Schouten 2008) und k&énnen
durch Transposons ausgelost werden - sei es spontan oder in Zilichtungsverfahren wie der soma-
klonalen Selektion, die Transposons aktivieren kann (Gao et al. 2009, Hirochika et al. 1996)

Verdnderter Gehalt endogener Proteine und/oder endogener Metabolite: Die Integration des Intra-

gens kann via Insertionseffekte die Expression endogener Gene beeinflussen, was wiederum dazu
fihren kann, dass es in einer intragenen Pflanze zu einer erhéhten Produktion bestimmter endoge-
ner Proteine und/oder Metabolite kommt. Der erhdhte Gehalt an endogenen Proteinen und/oder
Metaboliten kann ohne Auswirkungen bleiben, unerwiinschte Wirkungen zeigen oder erwiinschte
Folgen haben. Anderungen in der Expression endogener Gene kénnen auch durch Umwelteinflisse
ausgelost werden (z.B. Dong et al. 2012, Fernandez et al. 2008, Joosen et al. 2006, Gulick et al.
2005) und bei herkdmmlichen Ziichtungsverfahren vorkommen (z.B. Swanson-Wagner et al.
2009/2006, Zhuang & Adams 2007, Wang et al. 2006b). Wie verschiedenen Untersuchungen
zeigen, kdnnen sich die Expressionsprofile herkdmmlich geziichteter Sorten der gleichen Pflanzen-
art stdrker unterscheiden als die Expressionsprofile einer Transformanten und ihrer Ausgangs-
pflanze (Ricroch et al. 2011).

Somaklonale Variationen: Somaklonale Variationen kénnen effektlos bleiben und erwinschte Aus-

wirkungen haben. Sie kdénnen aber auch unerwlinschte Wirkungen verursachen und deshalb
sicherheitsrelevant sein. Inwieweit Pflanzen mit somaklonalen Variationen wahrend des Zich-
tungsprozesses aussortiert beziehungsweise weiterverwendet werden, hdngt unter anderem ab
von der Manifestation der somaklonalen Variationen sowie der Wahl der Selektionsmethoden.
Somaklonale Variationen kénnen auch bei anderen Zichtungsverfahren auftreten, wie beispiels-

weise der In-vitro-Mutagenese. Zudem werden sie beim Zuchtverfahren der somaklonalen
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Selektion gezielt zur Herstellung neuer Sorten verwendet (Singh & Shetty 2011, Veilleux &
Johnson 1998).

Pleiotrope Effekte: Ein pleiotroper Effekte kann ohne Auswirkungen bleiben, unerwiinschte Wirkun-

gen zeigen oder erwilinschte Folgen haben kann. Ob Pflanzen mit unerwilinschtem pleiotropen
Effekt wahrend des Zichtungsprozesses aussortiert oder weiterverwendet werden, hangt unter
anderem von der Manifestation der Effekte und der Wahl der Selektionsmethoden ab. Pleiotrope
Effekte treten auch bei herkémmlichen Kreuzungsziichtungsverfahren und der Transgenese auf
(z.B. Ravel et al. 2009, Uauy et al. 2006, Ge et al. 2004, Gutierrez-Campos et al. 2001, Thomp-
son et al. 1999).

3.8.7 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden'®

Erkennung: Falls die Sequenz und der Insertionsort des Intragens bekannt sind, kénnen intragene
Pflanzen mit PCR-Methoden erkannt werden (Lusser et al. 2011).

Identifikation: Falls die Sequenz und der Insertionsort des Intragens bekannt sind, kénnen intra-
gene Pflanzen mit PCR-Methoden identifiziert werden. So ist es mdglich, Event-spezifische PCR-

Primer herzustellen und damit eine Identifikationsmethode zu entwickeln (Lusser et al. 2011).

3.8.8 Aspekte der GVO-Klassierung

Die Intragenese beruht auf Verfahren, die geméss FrSV als gentechnische Verfahren gelten, und
fihrt zu Sorten, deren genetisches Material so verandert worden ist, wie es durch Kreuzung nicht
madglich ware. Sorten, die aus der Intragenese hervorgehen, dirften deshalb sowohl aus einer
Prozess-bezogenen wie auch aus einer Produkt-bezogenen Sichtweise als GVO zu klassieren sein.
Anders als die Cisgenese (siehe Abschnitt 7.7.8.2) dirfte die Intragenese die Kriterien der Selbst-
klonierung nicht erfiillen (NTWG 2011).

Eine Diskussion der GVO-Klassierung intragener Sorten im Lichte der EU-Richtlinie 2001/18/EG
findet sich in NTWG (2011) und ZKBS (2012).

3.9 Pfropfen

Pfropfen ist ein altes Verfahren und besteht im Wesentlichen darin, dass ein Zweig (Reiser) einer
Sorte mit einer Unterlage (Wurzelstock) einer anderen Sorte zusammengefligt wird. Wird die
Pfropftechnik mit der Gentechnik kombiniert, lasst sich dies auf drei verschiedene Arten tun
(Abbildung 7): (I) Pfropfen eines herkdmmlichen Reisers auf einen gentechnisch verdnderten
Wourzelstock; (II) Pfropfen eines gentechnisch veranderten Reisers auf einen herkémmlichen Wur-
zelstock, und (III) Pfropfen eines gentechnisch verdnderten Reisers auf einen gentechnisch ver-
anderten Wurzelstock.

In den folgenden Abschnitten wird ausschliesslich der Fall (I) behandelt. Er wird in der Pflanzen-
zucht am haufigsten verfolgt und ist flir die vorliegende Arbeit relevant, weil sich aus regulatori-
scher Sicht die Frage stellt, wie mit den Nachkommen und Produkten des Reisers umzugehen ist.
Fir den Fall (II) konnte in der Literatur nur ein einzelnes Beispiel gefunden werden (Bai et al.
2011), bei dem sich ebenfalls regulatorische Fragen stellen dirften. Dieses Beispiel betrifft das
RdDM-Verfahren (dargestellt in Abschnitt 3.4.1.4) und wird im Folgenden nicht behandelt. Eben-

13 mit Erkennung ist die Moglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer
neuen Sorte festzustellen und zwar in Bezug auf eine geeignete Vergleichssorte. Mit Identifikation wiederum ist
die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte als Veran-
derung zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingefiihrt worden ist.
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falls nicht behandelt wird der Fall (III), da sowohl die Chimare wie auch deren Nachkommen und
Produkte als GVO zu klassieren sind.

(0 (1N (1

Reiser GV-Reiser GV-Reiser
< |
: i

Wurzelstock GV-Wurzelstock

GV-Wurzelstock

Abbildung 7: Die drei moéglichen Arten von Chimadren, die bei der Kombination von Pfropftechnik und
Gentechnik entstehen kénnen; GV = gentechnisch verandert. Bildquelle: Schouten

3.9.1 Beschreibung des Verfahrens

Das Verfahren kombiniert die Pfropftechnik mit der Gentechnik. Dabei werden als erstes gentech-
nisch veranderte Wurzelstécke hergestellt. Dies geschieht, in dem eine Pflanze mittels klassischen
gentechnischen Methoden (z.B. mittels Agrobakterien oder Biolistik) transformiert wird. Aus der
transformierten Pflanze werden dann die Wurzelstécke isoliert beziehungsweise gewonnen.
Schliesslich werden auf die gentechnisch veranderten Wurzelstécke die Reiser gepfropft (Lusser et
al. 2011).

Bei der Herstellung der Wurzelstocke kénnen verschiedene Verfahren wie die Tansgenese, die
Cisgenese, die Intragenese oder die RNA-Interferenztechnik eingesetzt werden (Bai et al. 2011,
Kasai et al. 2011, Lusser et al. 2011).

3.9.2 Anwendungen in der Pflanzenzucht

Das herkdommliche Pfropfen kommt hauptsachlich bei Zier- und Obstbdaumen, Gemise und Blumen
zum Einsatz. Bei allen pfropfbaren Arten, die mittels gentechnischen Methoden transformierbar
sind, lassen sich Chimaren aus gentechnisch nicht verdnderten Reisern und gentechnisch veran-
derten Wurzelstécken herstellen.

Das Pfropfen von herkémmlichen Reisern auf gentechnisch veranderte Wurzelstécke kann in der
Pflanzenzucht hauptsachlich fiir die drei im Folgenden aufgefiihrten Zwecke angewandt werden
(Lusser et al. 2011, Schaart & Visser 2009):

1. Einsatz von Wurzelstécken mit neuen Eigenschaften: Wurzelstdcke werden so gentechnisch ver-
andert werden, dass sie gegen bodenbiirtige Krankheiten resistent sind oder verbesserte Durch-
wurzelungseigenschaften besitzen (z.B. Geier et al. 2008, Park et al. 2005, Escobar et al. 2002).
Beides kann den Ertrag der an den Reisern geernteten Produkte erhéhen.

2. Verdnderung der Eigenschaften des Reisers: Wurzelstécke werden so gentechnisch verdndert,
dass sie Proteine oder siRNAs bilden, die absichtlich in den Reiser transportiert werden und somit
die Eigenschaften des Reisers in erwiinschter Weise verandern (Kasai et al. 2011, Notaguchi et al.

2008, Dutt et al. 2007). Auf diesem Wege lassen sich neue Eigenschaften in eine Reihe genetisch
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unterschiedlicher Reiser einfiihren, ohne dass diese selbst gentechnisch veréandert werden miissen
(Lusser et al. 2011).

3. Hilfsmittel fiir anderer Ziichtungsverfahren: wie unter 2. werden die Wurzelstocke so verandert,
dass sie Proteine oder siRNAs bilden, die in den Reiser transportiert werden. Das Ziel ist dabei je-
doch nicht, im Reiser direkt kommerzielle Eigenschaften zu induzieren, sondern vielmehr die
Ermdglichung von Zichtungsverfahren wie zum Beispiel die Beschleunigte Zichtung (Febres et al.
2011, Zhang et al. 2010a; siehe Abschnitt 3.6), das Reverse Breeding (Dirks et al. 2009; siehe
Abschnitt 3.5) oder das RdDM (Bai et al. 2011; siehe Abschnitt 3.4).

Zusatzlich zu den genannten drei Anwendungszwecken wird neuerdings auch diskutiert, Wurzel-
stdécke mit transformierten Plastiden in der Pflanzenziichtung zu verwenden (Thyssen et al. 2012,
Stegemann et al. 2012). Da Chloroplasten aus dem Wurzelstock in den Reiser transportiert
werden kénnen, wird es moglich, transplastomische Wurzelstécke zu nutzen, um transformierte
Plastide in verschiedene Sorten einzubringen (Thyssen et al. 2012) oder um transplastomische
Sorten bei solchen Pflanzenarten zu zlichten, deren Plastide sich nicht transformieren lassen
(Stegemann et al. 2012). Da diese Anwendungen zu transplastomischen Sorten und damit zu GVO

fihren, werden sie im Folgenden nicht weiter behandelt.

3.9.3 Stand der Entwicklung

Das Potenzial, gentechnisch veranderten Wurzelstécken zur Verbesserung der Eigenschaften des
Reisers oder zur Ermdglichung anderer Ziichtungsverfahren einzusetzen, wird gegenwartig noch
weitgehend an Modellpflanzen untersucht. Kommerzialisierungen dirften bei diesen beiden An-
wendungsmaglichkeiten entsprechend erst langfristig zu erwarten sein.

Weit fortgeschrittener ist hingegen die Entwicklung von gentechnisch veranderten Wurzelstécken,
die resistent gegen Krankheiten sind oder verbesserte Durchwurzelungseigenschaften besitzen.
Entsprechende Chimaren werden bereits im Freiland getestet. In der EU zum Beispiel sind Frei-
setzungsversuche mit Apfel, Birne, Citrange, Orange und Weinrebe durchgefihrt worden (Lusser
et al. 2011). Des Weiteren findet sich in der Literatur eine Reihe von Publikationen zu
entsprechenden Projekten, hauptsachlich bei Apfel, Wassermelone und Weinrebe (Krastanova et
al. 2010, Smolka et al. 2010, Hemmer et al. 2009, Youk et al. 2009, Xu et al. 2009, Geier et al.
2008, Kim et al. 2008, Aguero et al. 2005, Gambino et al. 2005, Park et al. 2005, Vigne et al.
2004, Coutos-Thevenot et al. 2001, Zhu et al. 2001). Neben den genannten Arten
existieren/existierten auch Forschungsprojekte bei Gurke, Erbse, Kartoffel, Orange, Pflaume, Rose,
Tabak, Tomate und Walnuss (Ubersicht bei Lusser et al. 2011).

Gemass Lusser et al. (2011) kénnten Chimdren aus herkémmlichen Reisern und gentechnisch ver-

anderten Wurzelstdcken innerhalb der nachsten finf Jahre auf den Markt kommen.

3.9.4 Beabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

Wurzelstock: Die beabsichtigte genetische Veranderung besteht in der Insertion eines neuen gene-
tischen Konstruktes. Das genetische Konstrukt kann beispielsweise ein Transgen, ein Cisgen, ein
Intragen oder auch ein RNAi-Konstrukt sein. Die beabsichtigte Wirkung im Wurzelstock wird durch
den Promotor und die Gensequenzen des integrierten Konstruktes bestimmt.

Reiser: Der Reiser weist keine beabsichtigten genetischen Verdnderungen auf. Inwiefern in den
Reisern beabsichtigte Wirkungen vorkommen, hangt von der jeweiligen Anwendung ab (siehe
Abschnitt 3.9.2). Falls in den Reisern Wirkungen beabsichtigt sind, werden diese durch das in den

Wurzelstock eingefligte Konstrukt bestimmt. Werden keine Produkte, die mit der gentechnischen
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Veranderung des Wurzelstocks verbunden sind, in den Reiser transportiert, treten im Reiser weder

beabsichtigte noch unbeabsichtigte Wirkungen auf (Schaart & Visser 2009).

3.9.5 Unbeabsichtigte Veranderungen und Wirkungen

Wurzelstock: Da die Integration des neuen Konstruktes mittels gentechnischer Methoden erfolgt,
kann der Wurzelstock auch unbeabsichtigte genetische Veranderungen aufweisen, die mit dem
Transformationsprozess einhergehen (siehe dazu Filipecki & Malepszy 2006, Latham et al. 2006).
Unbeabsichtigte Wirkungen sind unter anderem mdoglich durch pleiotrope Effekte der integrierten
Konstrukte, durch Positionseffekte sowie durch somaklonale Variation (Filipecki & Malepszy 2006).
Reiser: Unbeabsichtigte genetische Verdnderungen koénnten eintreten, falls die genetischen
Konstrukte (oder Teile davon) aus dem Wurzelstock via «horizontalen Transfer» in den Reiser ge-
langen. Wie eine Untersuchung an transgenem Tabak zeigt, tauschen Reiser und Wurzelstock zwar
genetisches Material aus, aber nur in der unmittelbaren Umgebung der Pfropfstelle (Stegemann &
Bock 2009, Rusk 2009). Smolka et al. (2010) fanden bei Apfelpfropfen keine Hinweise darauf,
dass das Transgen aus dem Wurzelstock in den Reiser transportiert wird. Haroldsen et al. (2012a),
Lusser et al. (2011), Schaart & Visser (2009) und COGEM (2006a) gehen davon aus, dass ein
Gentransfer Uber weite Strecken und damit auch in reproduktive Zellen des Reisers unwahrschein-
lich ist". Unbeabsichtigte Wirkungen sind méglich, falls aus dem Wurzelstock solche Substanzen
ungewollt in den Reiser transportiert werden, die mit der gentechnischen Verdanderung verbunden
sind (Lusser et al. 2011, Schaart & Visser 2009, COGEM 2006a). Ob Proteine, Transkripte (mRNA)
oder siRNAs vom Wurzelstock in den Reiser verfrachtet werden, ist in verschiedenen Arbeiten
untersucht worden (z.B. Nagel et al. 2010, Smolka et al. 2010, Hemmer et al. 2009, Youk et al.
2009, Dutt et al. 2007, Kudo & Harada 2007, Tournier et al. 2006, Bortolotti et al. 2005, Gomez et
al. 2005, Hewezi et al. 2005, Ayre & Turgeon 2004, Kim et al. 2001, Ruiz-Medrano et al. 1999,
Golecki et al. 1998). Die Resultate dieser Untersuchungen sind teilweise inkonsistent, weshalb
davon auszugehen ist, dass der ungewollte Transport der Genprodukte abhangig ist von den
Eigenschaften der Transkripte beziehungsweise der exprimierten Proteine sowie deren Kompatibili-
tat mit der Translokationsmaschinerie der jeweiligen Pflanzenart (Nagel et al. 2010). Unbeab-
sichtigte Wirkungen in den Reisern kénnen divers sein und sich von Fall zu Fall unterscheiden
(Schaart & Visser 2009).

3.9.6 Sicherheitsaspekte

Welche Sicherheitsaspekte mit dem Pfropfen von herkémmlichen Reisern auf gentechnisch veran-
derte Wurzelstécke verbunden sind, hangt unter anderem von der jeweiligen Anwendung
(Abschnitt 3.9.2), von den in die Wurzelstdcke transferierten genetischen Konstrukte sowie von
der Kompatibilitdt der Produkte der genetischen Konstrukte mit der Translokationsmaschinerie der
jeweiligen Pflanzenart ab.

Falls die Chimaren freigesetzt oder in Verkehr gebracht werden, kommt es zu Interaktionen
zwischen dem gentechnisch veranderten Wurzelstock mit dem Boden und den darin vorkom-
menden Lebewesen. Abhdngig von der Art der gentechnischen Veranderung kénnen daraus Wir-
kungen auf die Bodenbiodiversitdt resultieren (Schaart & Visser 2009). Da weder Pollen noch

Samen des Reisers gentechnisch verdanderte Sequenzen enthalten, ist bei freigesetzten oder in

14 Gemass Liu et al. (2010b) deuten altere Untersuchungen darauf hin, dass Reiser genetisches Material von
Wurzelstocken aufnehmen und weitervererben kénnen. Die in diesen Untersuchungen beobachteten vererbten
Veranderungen dirften jedoch auf epigenetische Modifikationen zurickzuflihren sein (Haroldsen et al. 2012a).
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Verkehr gebrachten Chimdren ein Genfluss nur dann mdglich, falls sich am gentechnisch verédn-
derten Wurzelstock Wurzelschdsslinge®® bilden und diese zur Bliite gelangen (COGEM 2006a).

Falls die Wirkungen der gentechnischen Veranderung auf den Wurzelstock begrenzt sind, kann der
Reiser sowie dessen Produkte als gleich sicher bewertet werden wie Reiser der gleichen Pflanzen-
art, die auf herkdmmliche Wurzelstécke gepfropft worden sind.

Werden Proteine, Transkripte (mRNA) oder siRNAs, die mit der gentechnischen Veranderung des
Wurzelstockes verbunden sind, in den Reiser transportiert, kdnnen der Reiser sowie dessen Pro-
dukte einen veranderten Phanotyp aufweisen. Ob der veranderte Phdnotyp sicherheitsrelevante
Fragen hervorruft hat, ist von Fall zu Fall zu beurteilen.

In den Fallen, in denen der Wurzelstock mit RNAi-Konstrukten transformiert wird, kann dies zu
einer RNA-dirigierten DNA Methylierung im Reiser flihren. Der durch diese Methylierung ent-
stehende Phanotyp kann unter Umstanden an die Nachkommen weiter vererbt werden (Schaart &
Visser 2009).

3.9.7 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden?®

Erkennung: Eine Chimare aus einem herkémmlichem Reiser und einem gentechnisch veranderten
Wourzelstock lasst sich wie jede andere gentechnisch verédnderte Pflanze erkennen. Nachkommen
und Ernteprodukte des Reisers sind mit PCR-Methoden nicht erkennbar, da die DNA-Sequenz des
Reisers nicht verandert worden ist (Lusser et al. 2011).

Identifikation: Eine Chimare aus einem herkémmlichem Reiser und einem gentechnisch veran-
derten Wurzelstock lasst sich wie jede andere gentechnisch verdnderte Pflanze identifizieren.
Nachkommen und Ernteprodukte des Reisers sind mit PCR-Methoden nicht identifizierbar, da die

DNA-Sequenz des Reisers nicht verandert worden ist (Lusser et al. 2011).

3.9.8 Aspekte der GVO-Klassierung

Chimaren aus einem herkémmlichen Reiser und einem gentechnisch veranderten Wurzelstock
fallen in den Geltungsbereich der Gentechnikgesetzgebung, da der Wurzelstock gentechnisch
verandert ist. Beim Herstellen, Freisetzen und in Verkehrbringen von Chimdren gelten damit die
Bestimmungen der ESV beziehungsweise FrSV. Auch wenn klar ist, dass die Chimaren aus
regulatorischer Sicht als GVO zu behandeln sind, stellt sich die Frage wie der Reiser selbst sowie
Stecklinge und Samen, die von ihm gewonnen werden, als GVO zu klassieren sind oder nicht.

Eine Diskussion der GVO-Klassierung im Lichte der EU-Richtlinie 2001/18/EG findet sich in NTWG
(2011) und ZKBS (2012).

3.9.8.1 Reiser

Ob der Reiser gemass FrSV als GVO zu betrachten ist, kdonnte davon abhangen, ob die Pfropf-
chimdre rechtlich gesehen als eine Pflanze/Sorte oder zwei Pflanzen/Sorten gilt (COGEM 2006a).
Der Reiser an und fir sich weist im Vergleich zu Herkunftspflanze keine genetischen Verdnder-
ungen auf, die auf eine gentechnische Methode gemass Anhang 1 Abs. 1 FrSV zurlickgehen. Falls
eine Pfropfchimdre rechtlich als zwei Pflanzen/Sorten gilt, ware der Reiser an und fir sich somit
nicht als GVO gemass Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV zu klassieren. Galte die Chimare hingegen als eine

Pflanze/Sorte, kénnte auch der Reiser als GVO zu klassieren sein.

15 Wurzelschosslinge (auch Wurzelschosser genannt) kdnnen sich am Wurzelstock bilden, aber auch aus den
Wurzeln entstehen. Die Bildung von Wurzelschésslingen ist Arten-abhdngig.

16 Mit Erkennung ist die Moglichkeit gemeint, die Existenz einer Verdnderung im genetischen Material einer
neuen Sorte festzustellen und zwar in Bezug auf eine geeignete Vergleichssorte. Mit Identifikation wiederum ist
die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte als Veran-
derung zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingeflihrt worden ist.
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3.9.8.2 Stecklinge und Samen

Aus einer Chimare aus einem Reiser und einem gentechnisch veranderten Wurzelstock kdénnen
zwei Arten von Stecklingen und Samen gewonnen werden: Stecklinge und Samen aus Wurzel-
schdsslingen sowie Stecklinge und Samen aus dem Reiser. Im ersten Fall enthalten Stecklinge und
Samen die eingeflihrten genetischen Konstrukte in ihrem Erbgut, weshalb sie gemass Art. 3 Abs. 1
Bst. d FrSV als GVO zu klassieren sind. Inwiefern Stecklinge und Samen aus dem Reiser als GVO
zu klassieren sind, kdnnte wiederum von der Antwort auf die Frage abhdngen, ob die Pfropfchima-
re als eine Pflanze gilt oder zwei (siehe 3.9.8.1). Gdlte auch der Reiser als GVO, ware zu prifen,
ob Stecklinge und Samen als Nachkommen eines GVO ebenfalls als GVO zu klassieren waren. Falls
der Reiser nicht als GVO gilt, dirften auch seine Samen und Stecklinge im Sinne von Art. 3 Abs. 1
Bst. d FrSV nicht als GVO gelten, da sie keine Veranderungen an ihrem genetischen Material
aufweisen. Da die FrSV keine Bestimmungen dazu enthalt, wie Organismen, die von GVO
abstammen, zu klassieren sind, ist unklar, ob ein etwaiger GVO-Status des Reisers einen Einfluss
darauf hat, wie seine Stecklinge zu klassieren sind.

In den Fallen, in denen der Wurzelstock mit RNAi-Konstrukten transformiert wird, kann dies zu
einer RNA-dirigierten DNA Methylierung im Reiser flihren. Der durch solche Methylierungen ent-
stehende Phanotyp kann unter Umstdnden an die Nachkommen weiter vererbt werden. Damit
stellt sich die Frage, ob unbeabsichtigte Methylierungen einen Einfluss auf die GVO-Klassierung
haben kdénnten. Gemass Wortlaut von Art. 3 Abs. 1 Bst. d FrSV spielen bei der Legaldefinition von
GVO nicht «genetische Veranderungen» eine Rolle, sondern «Veranderungen des genetischen
Materials». Wissenschaftlich betrachtet sind Epiallele keine genetischen, sondern epigenetische
Veranderungen; sie kdnnten aber als Verdnderung des genetischen Materials angesehen werden
(siehe dazu auch Abschnitt 3.4.8).

3.10 Zinkfinger-Nukleasen-Technik

Die Zinkfinger-Nukleasen-Technik ist ein Zlchtungsverfahren, bei dem Zinkfinger-Nukleasen (ZFN)
dazu benutzt werden, um im Erbgut von Pflanzen Gene gezielt auszuschalten, Gene gezielt zu
korrigieren oder neue Gene an einem vorbestimmten Ort einzufiigen (Kim & Kim 2011, Weinthal
et al. 2010, Urnov et al. 2010). Die ZFN-Technik kann - je nach Anwendung - zu Sorten fiihren,
die frei von extrazelluldr eingeflihrten Sequenzen sind (Vainstein et al. 2011, Marton et al. 2010,
Puchta & Hohn 2010).

Wie die Meganukleasen- und TALEN-Techniken (Abschnitte 3.11.1 und 3.11.2) wird auch die ZFN-
Technik der targeted genetic modification (TagMo)-Technik (Kuzma & Kokotovich 2011) oder der

NRE-Technik (NRE = new restriction enzymes; Tzfira et al. 2012) zugeordnet.

3.10.1 Beschreibung des Verfahrens

Die ZFN-Technik beruht auf dem Einsatz von ZFN und der Ausnutzung des zelleigenen DNA-
Reparaturprozesses der Pflanzen (Porteus 2009).

ZFN sind synthetisch hergestellte Restriktionsenzyme und bestehen aus einer Fusion zwischen
einer kinstlichen Zinkfinger-Domé&ne und einer Nukleasen-Domdne. Die Zinkfinger-Domé&ne kann
dabei so hergestellt werden, dass sie eine bestimmte Stelle im Erbgut erkennt und dort an die
DNA bindet (Carroll et al. 2006, Durai et al. 2005, Porteus & Carroll 2005). Die Nuklease-Domane
schneidet einen Strang der doppelstréangigen DNA neben der Erkennungssequenz der Zinkfinger-

Doméne. In der ZFN-Technik werden jeweils zwei ZFN mit gegenlaufigen Erkennungssequenzen
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eingesetzt, so dass die beiden Strangschnitte zu einem Doppelstrangbruch zwischen den Erken-
nungssequenzen fihren. Dort, wo die ZFNs einen Doppelstrangbruch ins Erbgut eingefiigt haben,
beginnt der zelleigene Reparaturprozess. Die Reparatur des Doppelstrangbruchs erfolgt dabei
entweder durch nicht-homologe Verknipfung (non-homologous end joining, NHEJ) oder, falls ein
doppelstrangiges DNA-Molekil mit Homologie zu den beiden Seiten des Doppelstrangsbruches
vorhanden ist, durch homologe Rekombination (HR). Das NHEJ fuhrt an der Bruchstelle zur Substi-
tution, Insertion oder Deletion von Nukleotiden. Die HR wiederum hat zur Folge, dass es je nach
Reparaturmatrize an der Bruchstelle zum Austausch von bestimmten Nukleotiden oder zur Inser-
tionen einer neuen Nukleotidsequenz kommt.

Um ZFN nutzen zu kdénnen, missen die ZFN in Pflanzenzellen eingeschleust werden. Das Einsch-
leusen kann theoretisch entweder in Form von Proteinen, in Form von mRNA oder in Form von
DNA erfolgen. Praktisch ist der Weg via DNA bisher die einzige Einschleusungsform, deren Mach-
barkeit an Pflanzen in der Literatur beschrieben worden ist (siehe unten). Nach Angaben von
Lusser et al. (2011) und COGEM (2009a) wird der Weg via Proteine gegenwartig erprobt.

Um ZFN-kodierende Gene in Pflanzenzellen einzubringen, werden gegenwartig drei unterschied-
liche gentechnische Strategien angewandt: Transformation, transiente Transfektion und VUGE
(Tzfira et al. 2012, Mahfouz & Li 2011; Abbildung 8). Zudem koénnte es auch mdglich sein, die
Agroinfiltration fir den Transfer von ZFN-Genen zu nutzen (Mahfouz & Li 2011). Da ZFN als Hete-

rodimere wirken, missen jeweils zwei ZFN-Gene eingebracht werden (Lusser et al. 2011).

3.10.1.1 Transformation

Die ZFN-Gene kdnnen mit den Ublichen Transformationsmethoden wie zum Beispiel der Biolistik
oder dem Gentransfer mit Hilfe von Agrobakterien in das Erbgut von Pflanzen inseriert werden
(z.B. Even-Faitelson et al. 2011, Tovkach et al. 2009). In den transformierten Pflanzen kommt es
zu einer stabilen oder induzierbaren Expression und die resultierenden ZFN flihren am
vorbestimmten Ort des Genoms einen Doppelbruch ein. Am Ende des Prozesses koénnen die
eingeflihrten ZFN-Gene via Segregation entfernt werden, womit Sorten entstehen kénnen, die frei

von extrazellular eingefihrten Sequenzen sind.

3.10.1.2 Transiente Transfektion

Die ZFN-Gene kdnnen via transiente Transfektion voriibergehend in Protoplasten oder Zellsuspen-
sionen eingebracht werden (z.B. Cai et al. 2009, Townsend et al. 2009, Wright et al. 2005). In den
transfektierten Protoplasten beziehungsweise Zellen werden die ZFN-Gene exprimiert und die
produzierten ZFN flihren am vorbestimmten Ort des Genoms einen Doppelbruch ein. Da bei der
transienten Transfektion keine stabile Insertion ins Erbgut beabsichtigt wird, kénnen regenerierte

Pflanzen gewonnen werden, die frei von extrazellular eingefiihrten Sequenzen sind.

3.10.1.3 VUGE

Die ZFN-Gene kdénnen mit viralen Vektoren (VUGE-Verfahren, Abschnitt 3.11.8) voriibergehend in
Pflanzen eingefiihrt werden (Vainstein et al. 2011, Marton et al. 2010). In der infiltrierten Pflanze
breitet sich der rekombinante Virus aus, die ZFN-Gene werden exprimiert und die ZFN fihren am
vorbestimmten Ort des Genoms einen Doppelbruch ein. Je nach eingesetztem Virus lassen sich auf
drei Wegen Virus-freie Nachkommen gewinnen (Vainstein et al. 2011): (I) Regeneration von
mutiertem Gewebe und eventueller Eliminierung der Viren durch eine Meristemkultur; (II)

Vegetative Vermehrung von mutierten Seitentrieben und eventueller Eliminierung der Viren durch
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eine Meristemkultur, (III) Gewinnung Virus-freier Samen, falls sich aus mutierten Trieben Bliiten

bilden und der eingesetzte Virus nicht via Samen Ulbertragen wird.
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Selektion der genetischen Veranderung und
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Abbildung 8: Schematische Darstellung mdoglicher Strategien zum Einfihren von ZFN-kodierenden
Genen in Pflanzenzellen (nach Darstellung fir TALEN von Mahfouz & Li 2011). ZFN-Gene kdnnen
voribergehend in Zellen exprimiert werden, wenn sie in Plasmiden in Protoplasten oder Zellsuspensio-
nen transfektiert werden. Die transfektierten Zellen kdnnen regeneriert werden. Alternativ kann eine
voribergehende Expression auch erreicht werden, wenn die ZFN-Gene via Agroinfiltration in Blattzellen
gebracht werden. Die agroinfiltrierten Zellen kdnnen wiederum durch eine Gewebekultur regeneriert
werden. Falls es bei der Transfektion bzw. der Agroinfiltration nicht zur Insertion der ZFN-Gene ins Erb-
gut der Pflanzenzellen kommt, kénnen auf diesen Wegen Pflanzen regeneriert werden, die frei von ZFN-
Genen sind und allein die durch die ZFN induzierte genetische Veranderung aufweisen. Eine stabile
Expression der ZFN-Gene ist moglich, falls sie via Agrobakterien-basierenden Transfermethoden ins
Erbgut der Pflanze inseriert werden. In diesem Fall kdnnen Pflanzen ohne ZFN-Gene entstehen, wenn die
ZFN-Gene am Ende des Anderungsprozesses wieder ausgekreuzt werden. Die Verwendung von viralen
Vektoren (VUGE-Verfahren) bietet eine weitere Mdglichkeit, um ZFN-Gene in Pflanzenzellen einzu-
bringen. Ist der eingesetzte Virus nicht via Samen Ubertragbar, lassen sich Pflanzen auskeimen, die frei
vom viralen Vektor und damit auch frei von ZFN-Genen sind. Quelle der Bilder: Mahfouz & Li (2011).
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3.10.1.4 Agroinfiltration

Die ZFN-Gene kdnnten via Agroinfiltration (Abschnitt 3.1) voribergehend in Pflanzengewebe ein-
gefuhrt werden (Mahfouz & Li 2011). In den infiltrierten Geweben werden die ZFN-Gene exprimiert
und die produzierten ZFN flihren am vorbestimmten Ort des Genoms einen Doppelbruch ein.
Zellen des infiltrierten Gewebes kdnnen entnommen werden und in vitro zu Pflanzen regeneriert
werden. Da die Agroinfiltration ohne Insertion der eingefiihrten Sequenzen ablaufen kann, kénnen
regenerierte Pflanzen gewonnen werden, die frei von den extrazelluldr eingefliihrten Sequenzen
sind. Gegenwartig lassen sich in der Literatur keine Beispiele finden, in denen die ZFN-Gene via

Agroinfiltration in Pflanzenzellen eingeschleust worden sind.

3.10.2 Mdgliche Ahwendungen in der Pflanzenzucht

Die ZFN-Technik gilt - zusammen mit den anderen beiden NRE-Techniken (Abschnitte 3.11.1 und
3.11.2) - als besonders viel versprechendes neues Verfahren fir die Pflanzenziichtung, erméglicht
sie doch nicht nur die gezielte Genmutagenese durch NHEJ sondern auch das Gentargeting durch
HR (z.B. Curtin et al. 2012, Tzfira et al. 2012, Kim & Kim 2011).

Die ZFN-Technik kann in der Pflanzenzucht auf verschiedene Art und Weise angewendet werden.
Theoretisch sind die im Folgenden naher beschriebenen vier Varianten ZFN-1 bis ZFN-4 mdoglich
(Kim & Kim 2011, Urnov et al. 2010; siehe auch Abbildung 9). Gemass Lusser et al. (2011)
werden gegenwartig in der Praxis die Varianten ZFN-1, ZFN-2 und ZFN-3 angewandt.

ZFN-1 ZFN-2 ZFN-3 ZFN-4
BAAAE ZEEE AAAN AANA JAVAVAYAY

Genunterbrechung Genkorrektur Genaddition Gendeletion

Abbildung 9: Vereinfachte schematische Darstellung von ZFN-1, ZFN-2, ZFN-3 und ZFN-4. Zur naheren
Beschreibung der Varianten siehe Haupttext.

3.10.2.1 ZFN-1

Die ZFN beziehungsweise ZFN-Gene werden ohne Reparaturmatrize in die Pflanzenzellen einge-
fugt. Innerhalb der Zellen binden die ZFN an die DNA und fligen einen Doppelstrangbruch ein. Die
beiden Strdange werden durch das NHEJ wieder zusammengefiigt. Das Zusammenfligen der
Stréange erfolgt dabei so, dass es an der Bruch- beziehungsweise an der Verbindungsstelle zum
Austausch von Basen oder zu kurzen Deletionen oder Insertionen von Basen kommen kann
(Lusser et al. 2011). ZFN-1 ermdglicht die gezielte Genmutagenese (targeted gene mutagenesis,

TGM). Liegt die Bruchstelle innerhalb einer Protein-kodierenden Sequenz, so kdnnen die durch das
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NHE] eingefiihrten Mutationen zu einer Anderung des Leserahmens und damit zu einer
Trunkierung des Zielproteins fliihren (Kim & Kim 2011).

Die gezielte Genmutagenese bietet gegenliber der klassischen Mutagenese mit Chemikalien oder
Strahlen den sicherheitsrelevanten Vorteil, dass weniger unbeabsichtigte Veranderungen am

Erbgut erfolgen.

3.10.2.2 ZFN-2

Die ZFN beziehungsweise ZFN-Gene werden zusammen mit einer Reparaturmatrize in die Pflan-
zenzellen eingeflgt. Die Matrize ist einige Kilobasenpaare lang und abgesehen von den auszutau-
schenden Nukleotiden homolog zur chromosomalen Sequenz, in der die ZFN einen Doppelstrang-
bruch einflihren (Lusser et al. 2011). Die Reparatur der Bruchstelle erfolgt durch homologe
Rekombination zwischen den gebrochenen Genomsequenzen und der beigefiigten Matrize. ZFN-2
ermdoglicht das Gentargeting (gene targeting, GT) beziehungsweise das gezielte Korrigieren und

Editieren von Genen oder das gezielte Zerstéren von Genen (Kim & Kim 2011).

3.10.2.3 ZFN-3

Die ZFN beziehungsweise ZFN-Gene werden zusammen mit einem DNA-Strang in Pflanzenzellen
eingefligt. Der DNA-Strang ist mehrere Kilobasenpaare lang und seine Enden sind homolog zur
DNA-Sequenz, welche die Bruchstelle der ZFN flankieren. Die Reparatur der Bruchstelle erfolgt
durch homologe Rekombination zwischen den gebrochenen Genomsequenzen und den dazu homo-
logen Enden des beigefiigten DNA-Stranges. ZFN-3 ermdglicht das GT beziehungsweise die ge-
zielte Insertion eines oder mehrerer Gene ins Erbgut eine Pflanze sowie das gezielte Ausschalten
eines Gens (Kim & Kim 2011, Urnov et al. 2010). Die neu inserierten Gene kdnnen Cisgene, In-
tragene oder Transgene sein. Méglich ist auch die Insertion von RNAi-Konstrukten. Im Vergleich zu
den herkémmlichen Gentransfermethoden bietet ZFN-3 den Vorteil, dass die Insertion der Gene an
einem vorbestimmten Ort im Genom erfolgt und somit moégliche Nebenwirkungen des Gentrans-
fers wie Positionseffekte oder Insertionsmutationen vermindert oder vermieden werden kdnnen.
Mit ZFN-3 lasst sich neben der Insertion neuer Gene gleichzeitig auch eine Insertionsmutation an

einer vorbestimmten Stelle erzeugen.

3.10.2.4 ZFN-4

Zwei verschiedene ZFN-Heterodimere beziehungsweise die korrespondierenden ZFN-Gene werden
in Zellen eingefugt. Innerhalb der Zelle figen die ZFN zwei Doppelstrangbriiche ein, die dann
durch NHEJ verbunden werden. Liegen die beiden Doppelstrangbriiche auf demselben Chromosom,
gehen die genetischen Informationen zwischen den beiden Briichen verloren (Kim & Kim 2011,
Urnov et al. 2010). ZFN-4 ermdglicht somit die Entfernung von Genen aus dem Erbgut. Liegen die
beiden Briiche auf unterschiedlichen Chromosomen, kann es zu einer Translokation genetischer

Information kommen (Kim & Kim 2011).

3.10.3 Stand der Entwicklung

2005 ist in der Literatur zum ersten Mal berichtet worden, dass sich Modellpflanzen wie Tabak und
Arabidopsis mit der ZFN-Technik verandern lassen (Lloyd et al. 2005, Wright et al. 2005). Weitere
Untersuchungen an den beiden Modellpflanzen folgten, wobei gezeigt wurde, dass sowohl ZFN-1
wie ZFN-2 als auch ZFN-3 umsetzbar sind (Even-Faitelson et al. 2011, Osakabe et al. 2010, Zhang
et al. 2010b, De Pater et al. 2009, Tovkach et al. 2009, Townsend et al. 2009, Zeevi et al. 2008).
Verdéffentlichungen zu Anwendungen der ZFN-Technik bei Kulturpflanzenarten gibt es bei Mais
(Shukla et al. 2009), Soja (Curtin et al. 2011) und Petunie (Marton et al. 2010).
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In einer im Jahr 2010 im Auftrag der EU Kommission durchgefiihrten Umfrage bei Pflanzenzucht-
unternehmen gaben die befragten Firmen an, dass sie ZFN-1, ZFN-2 und ZFN-3 anwenden und
zwar bei der Ziichtung neuer Mais-, Raps- und Tomatensorten (Lusser et al. 2011).

Lusser et al. (2011) gehen davon aus, dass die ersten mit der ZFN-Technik geziichteten Sorten in
zwei bis drei Jahren auf den Markt kommen kdnnten - vorausgesetzt jedoch, dass die Sorten nicht

unter die Gentechnikgesetzgebung fallen.

3.10.4 Beabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

ZFN-1: Die beabsichtigte genetische Veranderung ist die Erzeugung einer Mutation an einer vorbe-
stimmten Stelle des Erbguts. Die beabsichtigte Wirkung hangt von der mutierten Sequenz ab.
ZFN-2: Die beabsichtigte genetische Verdnderung ist ein gezielter Basenaustausch in vor-
bestimmten Sequenzen des Erbguts. Die beabsichtigte Wirkung hangt davon ab, welche Basen an
welchen Sequenzen ausgetauscht werden.

ZFN-3: Die beabsichtigte genetische Veranderung ist die ortspezifische Insertion von Cisgenen, In-
tragenen, Transgenen oder RNAi-Konstrukten und gegebenenfalls die gleichzeitige Erzeugung
einer Insertionsmutation. Die beabsichtigte Wirkung hangt davon ab, welche Sequenzen ins Erbgut
inseriert werden, und gegebenenfalls auch davon, welche Insertionsmutation gleichzeitig erzeugt
wird.

ZFN-4: Die beabsichtigte genetische Veranderung ist die Deletion vorbestimmter endogener
Sequenzen. Die beabsichtigte Wirkung hangt davon ab, welche Sequenzen aus dem Erbgut

entfernt werden.

3.10.5 Unbeabsichtigte Verdanderungen und Wirkungen

Die beim ZFN-Verfahren mdéglichen unbeabsichtigten Verdnderungen und Wirkungen kénnen im
Rahmen des vorliegenden Projektes aus zeitlichen Grinden nicht behandelt werden. Die verschie-
denen Varianten, die beim ZFN-Verfahren anwendbar sind, dlrften sich hinsichtlich unbeab-
sichtigter Veranderungen und Wirkungen unterscheiden, weshalb sie separat behandelt werden
missten. Die verschiedenen mdglichen Varianten ergeben sich aus folgenden Griinden: Erstens
lassen sich ZFN als Proteine, als mRNA oder als DNA einfligen. Zweitens kann - falls ZFN in Form
von Genen eingefiihrt eine der drei Strategien Transformation, transiente Transfektion und VUGE
eingesetzt werden. Drittens sind die vier Varianten ZFN-1 bis ZFN-4 mdglich. Viertens lasst sich

ZFN-3 auch im Zusammenhang mit der Cisgenese und Intragenese darstellen.

3.10.6 Sicherheitsaspekte

Die Aspekte, die bei der Bewertung der Sicherheit des ZFN-Verfahrens eine Rolle spielen kénnten,
kdénnen im Rahmen des vorliegenden Projektes nicht behandelt werden. Die verschiedenen Varian-
ten, die beim ZFN-Verfahren anwendbar sind, dlrften sich hinsichtlich der relevanten Sicher-
heitsaspekte unterscheiden, weshalb sie separat behandelt werden missten. Siehe dazu auch
Abschnitt 3.10.5.

3.10.7 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden'’

ZFN-1 und ZFN-2: Falls Vorwissen zur veranderten Erbgutsequenz vorhanden ist, lassen sich ZFN-

1- und ZFN-2-Produkte mit DNA-basierten Nachweismethoden erkennen. Eine Identifikation hinge-

17 Mit Erkennung ist die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer
neuen Sorte festzustellen und zwar in Bezug auf eine geeignete Vergleichssorte. Mit Identifikation wiederum ist
die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material einer neuen Sorte als Veran-
derung zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingefiihrt worden ist.
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gen ist nach Lusser et al. (2011) nicht mdglich, da sich ZFN-1- und ZFN-2-Produkte auf molekula-
rer Ebene nicht unterscheiden lassen von Produkten, die aus der Mutationsziichtung stammen
oder natlrliche Mutationen aufweisen.

ZFN-3: Falls Vorwissen zur veranderten Erbgutsequenz vorhanden ist, lassen sich ZFN-3-Produkte
mit PCR-Methoden erkennen und identifizieren (Lusser et al. 2011).

ZFN-4: In den gesichteten Materialien sind keine Angaben zur Erkennung und Identifikation von
Sorten aus ZFN-4-Verfahren gefunden worden. Da die Sorten eine genetische Veranderung auf-
weisen, kdénnten sie mit PCR-Methoden erkannt werden, falls Vorwissen zu den Veranderungen

vorliegt.

3.10.8 Aspekte der GVO-Klassierung

Die Aspekte, die bei der GVO-Klassierung von Sorten aus dem ZFN-Verfahren eine Rolle spielen
kdénnten, kénnen im Rahmen des vorliegenden Projektes nicht behandelt werden. Die verschie-
denen Varianten, die beim ZFN-Verfahren anwendbar sind, dirften sich bei den Aspekten der
GVO-Klassierung unterscheiden, weshalb sie separat behandelt werden missten. Siehe dazu auch
Abschnitt 3.10.5.

3.11 Weitere neue Pflanzenzuchtverfahren

Im Laufe des vorliegenden Projektes sind neben den urspriinglich bekannten und oben beschriebe-
nen Pflanzenzuchtverfahren weitere neue Verfahren entdeckt worden, die ebenfalls regulatorische
Fragen aufwerfen dirften. Diese Verfahren werden in den folgenden Abschnitten kurz beschrieben.
Nicht behandelt wird im Folgenden das ebenfalls neue Verfahren der Minichromosomen-Technik.
Dieses Zuchtverfahren beruht darauf, Pflanzenzellen mit einem stabil vererbbaren extra
Chromosom auszustatten (Dhar et al. 2011, Birchler et al. 2010, Ananiev et al. 2009, Carlson et
al. 2007). Es wird angenommen, dass diese Technik und die daraus entstehenden Produkte unter

die Gentechnikgesetzgebung fallen.

3.11.1 TALEN-Technik

Die TALEN-Technik nutzt synthetische TALE-Nukleasen (TALEN), um im Erbgut von Pflanzen Gene
gezielt auszuschalten, Gene gezielt zu korrigieren oder neue Gene an einem vorbestimmten Ort
einzufigen (Mahfouz & Li 2011, Bogdanove & Voytas 2011). Die TALEN-Technik kann je nach
Anwendung zu Sorten fluhren, die frei von extrazellular eingefiihrten Sequenzen sind.

Wie die ZFN- und Meganukleasen-Techniken (Abschnitte 3.10 und 3.11.2) wird auch die TALEN-
Technik der targeted genetic modification (TagMo)-Technik (Kuzma & Kokotovich 2011) oder der
NRE-Technik (NRE = new restriction enzymes; Tzfira et al. 2012) zugeordnet.

Nicht zur TALEN-Technik gerechnet wird die Herstellung kiinstlicher TALE-Transkriptionsfaktoren,
die in der Zlchtung gentechnisch verdnderter Pflanzen eingesetzt werden kénnten (z.B. Morbitzer
et al. 2010).

3.11.1.1 Beschreibung des Verfahrens

Das Verfahren dirfte weitgehend identisch mit dem im Abschnitt 3.11.1 beschriebenen Verfahren
der ZFN-Technik sein mit der Ausnahme, dass nicht ZFN zum Einsatz kommen sondern TALEN.
TALEN sind synthetisch hergestellte Restriktionsenzyme und bestehen aus einer Fusion zwischen
einer kinstlichen DNA-Bindungsdomane von Transkriptionsaktivator-ahnlichen Effektoren (TALE)
und einer Nukleasen-Domdne des FokI-Proteins (Weber et al. 2011, Li et al. 2011). Die TALE-
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Domane kann dabei so designt werden, dass sie eine bestimmte Stelle im Erbgut erkennt und dort
an die DNA bindet (Weber et al. 2011).

3.11.1.2 Mégliche Anwendungen in der Pflanzenzucht
Die TALEN-Technik durfte in der Pflanzenzucht die gleichen Anwendungen mdglich machen wie die
ZFN-Technik (siehe Abschnitt 3.10.2).

3.11.1.3 Stand der Entwicklung

Die Mdglichkeit, die DNA-Bindungsdoméne von TALE-Proteinen zur Herstellung kinstlicher Restrik-
tionsenzyme zu nutzen, ist 2009 erstmals beschrieben worden (Boch et al. 2009, Moscou & Bog-
danove 2009). Seither haben mehrere Arbeitsgruppen kinstliche TALEN entwickelt (Cermak et al.
2011, Li et al. 2011, Mahfouz et al. 2011, Mussolino et al. 2011, Christian et al. 2010). Hinsicht-
lich méglicher Anwendungen bei Pflanzen ist gezeigt worden, dass TALEN in Tabakblattern eine
voribergehend zugefligte Zielsequenz schneiden kann (Mahfouz et al. 2011). Bei Reis und Arabi-
dopsis ist mittels TALEN eine NHEJ-vermittelte Mutagenese eines endogenen Gens erzielt worden
(Li et al. 2012, Cermak et al. 2011).

Inwieweit die TALEN-Technik bereits von Pflanzenzuchtunternehmen angewendet wird, kann an-

hand des in dieser Arbeit gesichteten Materials nicht beantwortet werden.

3.11.2 Meganukleasen-Technik

Bei der Meganukleasen-Technik werden neu gestaltete Homing Endonukleasen genutzt, um im
Erbgut von Pflanzen Gene gezielt auszuschalten, Gene gezielt zu korrigieren oder neue Gene an
einem vorbestimmten Ort einzufiigen (Gao et al. 2010). Die Meganukleasen-Technik kann je nach
Anwendung zu Sorten flhren, die frei von extrazellular eingefiihrten Sequenzen sind.

Wie die ZFN- und TALEN-Techniken (Abschnitte 3.10 und 3.11.1) wird auch die Meganukleasen-
Technik der targeted genetic modification (TagMo)-Technik (Kuzma & Kokotovich 2011) oder der

NRE-Technik (Tzfira et al. 2012; NRE = new restriction enzymes) zugerechnet.

3.11.2.1 Beschreibung des Verfahrens

Das Verfahren ist vergleichbar mit dem im Abschnitt 3.10.1 beschriebenen Verfahren der ZFN-
Technik mit der Ausnahme, dass nicht ZFN zum Einsatz kommen sondern Meganukleasen. Mega-
nukleasen sind neu designte Homing Endonukleasen (Puchta & Hohn 2010) und basieren meist auf

der I-Crel-Endonuklease aus den Chloroplasten von Chlamydomonas reinhardtii.

3.11.2.2 Mégliche Anwendungen in der Pflanzenzucht
Die Meganukleasen-Technik dlrfte in der Pflanzenzucht vergleichbare Anwendungen mdglich
machen wie die ZFN-Technik (siehe Abschnitt 3.10.2).

3.11.2.3 Stand der Entwicklung

Selten schneidende, unveranderte Endonukleasen sind bisher vereinzelt zur genetischen Verande-
rung von Pflanzen erprobt worden (Chilton & Que 2003, Tzfira et al. 2003, Salomon & Puchta
1998). Einer breiten Anwendung von Endonukleasen steht gegenwartig hauptsachlich entgegen,
dass es kaum gelingt, die Enzyme mit neuen DNA-Bindungsstellen auszustatten. Bisher findet sich
in der Literatur ein Beispiel flir die Anwendung einer neu gestalteten Endonuklease bei Pflanzen:
Gao et al. (2010) nutzten eine maodifizierte I-CreI-Nuklease zur gezielten Verdnderung einer endo-

genen Sequenz in Mais.
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3.11.3 Zentromer-vermittelte Genomelimination

Das Verfahren der Zentromer-vermittelten Genomelimination nutzt gentechnische Methoden dazu,
um Haploiden-Induktionslinien zu erzeugen, und ermdglicht damit die Herstellung doppelhaploider
Pflanzen (Ravi & Chan 2010). Da die gentechnische Veranderung im Endprodukt nicht mehr be-
noétigt wird, konnen Sorten entstehen, die frei von extrazellular eingefiihrten Nukleinsduren sind
(Chan 2010).

Die Zentromer-vermittelte Genomelimination kann dem chromosome engineering zugerechnet
werden (Chan 2010). Im Englischen wird das Verfahren auch als CCE-technique (centromere-

mediated chromosome elimination technique) bezeichnet (APHIS 2011e).

3.11.3.1 Beschreibung des Verfahrens

Die Zentromer-vermittelte Genomelimination ist vergleichbar mit dem Verfahren der in vivo Haplo-
ideninduktion, wie sie beispielsweise bei der Hybridmaiszlichtung praktiziert wird (Prigge et al.
2012).

Bei der Zentromer-vermittelten Genomelimination werden gentechnisch veranderte Haploiden-
Induktionslinien hergestellt (Chan 2010). Werden F;-Hybride mit diesen Induktionslinien gekreuzt,
entstehen unter anderem Nachkommen, die haploid sind und nur Chromosomen der F;-Hybride
enthalten. Aus den haploiden Pflanzen kénnen spontan oder nach Anwendung von Chromosomen-

satzverdoppelungsmethoden doppelhaploide Pflanzen entstehen (Abbildung 10).

3.11.3.2 Mégliche Anwendungen in der Pflanzenzucht

Die Zentromer-vermittelte Genomelimination bietet eine neue Mdéglichkeit, um doppelhaploide
Pflanzen herzustellen (Chan 2010, Copenhaver & Preuss 2010). Doppelhaploide Pflanzen spielen in
der Ziichtung eine wichtige Rolle, weil Eigenschaften fixiert werden kénnen, ohne dass Riickkreu-
zungen Uber mehrere Generationen vorgenommen werden miuissen (Germana 2011a, Ferrie &
Moéller 2011).

Da das Verfahren den Transfer von parentalen Chromosomen in ein maternales Zytoplasma er-
mdglicht, lassen sich auch Pflanzen mit zytoplasmatischer mannlicher Sterilitat erzeugen (Chan
2010). Zudem kdénnte mit der Zentromer-vermittelten Genomelimination bei polyploiden Pflanzen
die Ploidie halbiert werden. Diskutiert wird des Weiteren eine moégliche Kombination mit dem
Reverse breeding (Stower 2012, Wijnker et al. 2012).

3.11.3.3 Stand der Entwicklung

Die Zentromer-vermittelte Genomelimination ist 2010 erstmals an der Modellpflanze Arabidopsis
gezeigt worden (Ravi & Chan 2010). Seither werden das Konzept und mégliche Anwendungen des
Verfahrens diskutiert (Bhat 2011, Brownfield & Kéhler 2011, Segui-Simarro et al. 2011, Marimu-
thu et al. 2011, Chan 2010, Copenhaver & Preuss 2010). Anwendungen an Kulturpflanzen finden
sich in der Literatur bisher nicht. Ob das neue Verfahren von Pflanzenzuchtunternehmen bereits

eingesetzt wird, kann anhand der gesichteten Materialien nicht beantwortet werden.
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Abbildung 10: Vereinfachte Darstellung der Zentromer-vermittelten Genomelimination. Eine F;-Linie
wird mit einer gentechnisch verdnderten Haploiden-Induktionslinie gekreuzt. Nach der Befruchtung kon-
nen in den Nachkommen die Chromosomen der Induktionslinie (hellblau) wdhrend der zygotischen
Mitose in einem «Genomeliminierung» genannten Prozess verloren gehen. Ein gewisser Teil der Nach-
kommen kann deshalb haploid sein und nur Chromosomen der F;-Linie besitzen. Die haploiden Pflanzen
kénnen spontan in doppelhaploide Pflanzen konvertieren oder nach chemischer Behandlung in doppel-

haploide Pflanzen verwandelt werden, so dass am Schluss eine doppelhaploide Fi-Linie entsteht. Nach
Chan (2010).

3.11.4 Induzierte Hypomethylation

Beim Verfahren der induzierten Hypomethylation werden gentechnische Methoden dazu benutzt,
um in Pflanzen die Expression von DNA-Methyltransferasen oder anderen Regulatoren der DNA-
Methylierung zu senken und damit epiallelische Variationen zu erzeugen (King et al. 2010). Da die
gentechnische Veranderung im Endprodukt nicht mehr benétigt wird, kénnen Sorten entstehen,
die frei von extrazellular eingefiihrten Nukleinsauren sind.

Wie das RdDM-Verfahren (Abschnitt 3.4) kann die induzierte Hypomethylation auch dem epigene-

tic engineering oder dem transgenic construct driven breeding zugerechnet werden.

3.11.4.1 Beschreibung des Verfahrens

Die induzierte Hypomethylation beruht auf der vorlibergehenden Stilllegung von Genen, die fur
DNA-Methyltransferasen oder andere Regulatoren der DNA-Methylierung wie beispielsweise flr
den Chromatinremodellierungsfaktor DDM1 kodieren (King et al. 2010). Indem solche Gene in den
Pflanzen stillgelegt werden, &ndert sich an zufalligen Stellen des Erbguts das Methylierungsmuster.
Da das veranderte Muster an die Nachkommen weitervererbt werden kann, lassen sich Phanoty-

pen mit den gewlinschten Epiallelen selektionieren.
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Die Stilllegung der Gene kann mittels stabiler Transformation von RNAi-Konstrukten oder mittels
VIGS erfolgen. Wird die Strategie der stabilen Transformation angewendet, kénnen via Segre-
gation Sorten hergestellt werden, die das eingeflihrte RNAi-Konstrukt nicht mehr besitzen. Falls
VIGS zur Anwendung kommt, kénnen Nachkommen ohne RNAi-Konstrukt entstehen, wenn ein

viraler Vektor eingesetzt wird, der nicht via Samen lbertragen wird (siehe dazu Abschnitt 3.2.1).

3.11.4.2 Mégliche Anwendungen in der Pflanzenzucht

Mit der induzierten Hypomethylation kénnen in ausgewahlten Sorten so genannte Epiallele erzeugt
werden - das sind Allele, die zwar in ihrer DNA-Sequenz Ubereinstimmen, aber unterschiedlich
exprimiert sind. Da die epigenetische Vielfalt die phdnotypische Vielfalt und somit auch die Lei-

stung von Pflanzen beeinflusst, kénnte das Verfahren fiir die Pflanzenzlichtung interessant sein.

3.11.4.3 Stand der Entwicklung

Dass sich in Pflanzen epiallelische Variation mittels gentechnisch induzierter Hypomethylation
erzeugen lassen, ist im Jahr 2008 an ddm1-RNAi transgenen Ribsen gezeigt worden (Fujimoto et
al. 2008). Weitere Beispiele sind nicht bekannt. Das Verfahren diirfte deshalb noch weitgehend in

der Erprobungsphase stecken (King et al. 2010).

3.11.5 Gezielte Mutagenese mittels T-DNA

Die gezielte Mutagenese mittels T-DNA ist ein Gene-Targeting-Verfahren, das auf dem zelleigenen
Prozess der homologen Rekombination beruht. Erfolgt das Verfahren ohne exogene positive
Selektionsmarker, kann es als eine «saubere» Transformationstechnik bezeichnet werden, die zu
Sorten fihrt, welche vergleichbar mit Sorten aus der herkdmmlichen Mutationszichtung sind
(Saika & Toki 2011).

3.11.5.1 Beschreibung des Verfahrens

Das Ziel des Verfahrens ist, an einer vorbestimmten Sequenz des Erbguts gezielt eine oder mehre-
re Mutationen einzufiihren. Falls die vorbestimmte Sequenz ein Gen ist, ist das Resultat ein
Allelaustausch. Um die Mutationen einzufihren, wird als erstes eine DNA-Sequenz, die -
abgesehen von den auszutauschenden Nukleotiden - homolog zur Zielsequenz ist, in eine T-DNA
kloniert. Der Vektor mit der T-DNA wird dann in Agrobakterien gebracht und mit deren Hilfe in
Pflanzenzellen eingeschleust, wo es schliesslich zur homologen Rekombination zwischen der einge-
fihrten Sequenz und der endogenen Zielsequenz kommen kann (Saika et al. 2011, Endo et al.
2007). Die transformierten Zellen kénnen zu Pflanzen regeneriert werden, wobei jene selektioniert
werden, die ausschliesslich homologe Rekombinationen aufweisen. Regenerierte Pflanzen, in
denen neben der homologen Rekombination zusatzlich zuféllige Insertionen der T-DNA und/oder

unerwiinschte ektopische Rekombinationen stattfanden, werden aussortiert.

3.11.5.2 Mégliche Anwendungen in der Pflanzenzucht

Das Verfahren der gezielten Mutagenese mittels T-DNA kénnte in der Pflanzenzucht @hnliche An-
wendungen moglich machen wie das ODM-Verfahren (siehe Abschnitt 3.3), wobei im Vergleich zur
ODM mehrere Mutationen gleichzeitig, das heisst in einem einzelnen Schritt, eingefihrt werden

kénnen.

3.11.5.3 Stand der Entwicklung
Da bei der gezielten Mutagenese mittels T-DNA die Frequenz der homologen Rekombination tief

ist, finden sich in der Literatur nur wenige Beispiele, in denen das Verfahren erfolgreich angewen-

Neue Pflanzenzuchtverfahren Dezember 2012 Seite 72 von 122



det wurde (Molesini et al. 2012). Das Gene-Targeting ohne exogene Selektionsmarker ist bisher in
zwei Fallen bei Reis beschrieben worden (Saika et al. 2011, Endo et al. 2007). Im ersten Fall re-
sultierte ein herbizidtoleranter Reis (Endo et al. 2007), im zweiten Fall ein Reis, der mehr freies
Tryptophan bildet als Ublich (Saika et al. 2011, Saika & Toki 2011).

3.11.6 Gezielte chemische Mutagenese
Die gezielte chemische Mutagenese ist ein Verfahren, bei dem an Oligonukleotide gekoppelte
Mutagenzien in Pflanzenzellen eingefiihrt werden, um an vorbestimmten Stellen des Erbguts Muta-

tionen auszulésen.

3.11.6.1 Beschreibung des Verfahrens

Werden mutagene Substanzen an Oligonukleotide gekoppelt, so lassen sich mit diesen gezielt an
bestimmten Stellen des Erbgut Mutationen erzeugen (z.B. Benfield et al. 2008, Mezhevaya et al.
1999). Die Funktion der Oligos besteht dabei darin, die mutagene Substanz an die Zielsequenz zu

lenken.

3.11.6.2 Mégliche Anwendungen in der Pflanzenzucht
Mit der gezielten chemischen Mutagenese kdnnten in der Pflanzenzucht ahnliche Anwendungen
maoglich werden wie bei der ODM (siehe Abschnitt 3.3).

3.11.6.3 Stand der Entwicklung

Laut COGEM (2006a) dirften Oligonukleotide mit inkorporierten Mutagenzien in naher Zukunft in
der Pflanzenzichtung eingesetzt werden. Konkrete Beispiele von Anwendungen an Pflanzen
werden von COGEM (2006a) nicht genannt und auch in der Literatur konnten keine ent-

sprechenden Arbeiten gefunden werden.

3.11.7 Seed Production Technology

Die Seed Production Technology (SPT) ist ein Verfahren, das gentechnisch veranderte Erhaltungs-
Linien dazu nutzt, um mannlich-sterile Mutterlinien zu vermehren, die in der Produktion von
Hybridsaatgut eingesetzt werden kdénnen (USDA 2011). Im Endprodukt, dem Hybridsaatgut, sind
die gentechnischen Verdnderungen der Erhaltungs-Linie nicht mehr enthalten. Da die SPT keine
Entfahnung der Mutterlinien bedarf, lassen sich bei der Herstellung von Hybridsaatgut héhere Er-

trage und bessere Qualitaten erzielen.

3.11.7.1 Beschreibung des Verfahrens

Die SPT beruht auf dem Einsatz zweier unterschiedlicher Inzuchtlinien: einer mannlich sterilen
Mutterlinie und einer gentechnisch veranderten Erhaltungs-Linie, die denselben genetischen
Hintergrund hat wie die Mutterlinie. Die mannlich-sterile Mutterlinie wirkt bei der Produktion von
Hybridsaatgut als weiblicher Elter. Da sie mannlich-steril ist, kann sie sich nicht selber befruchten,
weshalb die normalerweise bei der Hybridsamenproduktion notwendige Entfahnung entfallt. Um
die mannlich-sterile Mutterlinie selbst vermehren zu kénnen, wird die gentechnisch veranderte Er-
haltungs-Linie eingesetzt. Diese Linie enthalt ein Konstrukt aus drei Genen: (I) ein Gen flr ein
mannliches Fertilitatsprotein, das in den Antheren exprimiert ist; (II) ein Alpha-Amylase-Gen, das
in den Pollenkdérnern aktiv ist; sowie (III) ein in den Samen aktives dsRed-Gen. Anders als die
mannlich sterile Mutterlinie kann die Erhaltungslinie Pollen bilden. Die Halfte der gebildeten Pollen
enthélt das eingeflihrte Genkonstrukt und ist unfruchtbar. Die andere Halfte der Pollen enthalt das

Genkonstrukt nicht und ist fruchtbar.
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Der Prozess der SPT besteht hauptsachlich aus drei Schritten: 1. Vermehrung der Erhaltungs-
Linie, 2. Vermehrung der mannlich-sterilen Mutterlinie, 3. Produktion des Hybridsaatguts, das in
den Verkauf gelangt.

Bei der Vermehrung der Erhaltungslinie wird diese mit sich selbst befruchtet. Die resultierenden
Samen sind entweder rot oder gelb, wobei nur die roten Samen das eingefihrte Genkonstrukt ent-
halten und fir die Vermehrung der mannlich-sterilen Mutterlinie ausgewdhlt werden. Die Sortie-
rung der roten und gelben Samen erfolgt dabei maschinell. Bei der Vermehrung der Mutterlinie
sorgen dann die nicht-transgenen Pollen der gentechnisch veréanderten Erhaltungslinie fir die Be-
stdubung. Die im Vermehrungsfeld gebildeten Samen kénnen wiederum maschinell nach gelben
und roten Samen sortiert werden. Die gelben, nicht-transgenen Samen werden schliesslich zusam-
men mit Samen einer mannlich-fertilen Elite-Inzuchtlinie in einem Vermehrungsfeld ausgesat. Die
Ernte dieses Feldes besteht aus den Samen, die als Hybridsaatgut in den Verkauf gelangen.

Die Angaben zur Beschreibung der SPT stammen aus USDA (2011) und Waltz (2012).

3.11.7.2 Mégliche Anwendungen in der Pflanzenzucht
Die SPT ist weniger ein Zuchtverfahren, als ein Verfahren, das die Produktion von Hybridsaatgut
effizienter macht. Die Effizienz wird gesteigert, weil die bei der Herstellung von Hybridsaatgut oft

notwendige Entfahnung der Mutterlinie wegfallt.

3.11.7.3 Stand der Entwicklung

In den USA kann die SPT bei Mais bereits praktiziert werden. Das US-Landwirtschaftsministerium
hat 2011 die Erhaltungs-Linie DP-32138-1 flir den Anbau freigegeben (Federal Register 2011). Bei
Reis ist die SPT in Entwicklung (Pioneer 2012).

3.11.8 Virus-unterstiitzte Genexpression

Die Virus-unterstitzte Genexpression (VUGE) ist ein Verfahren, in dem pflanzenvirale Vektoren
dazu benutzt werden, um in Pflanzen voriibergehend neu eingefiihrte Gene zu exprimieren. In der
Pflanzenziichtung wird das Verfahren seit neuem als Werkzeug eingesetzt, um Sorten zu ziichten
(Senthil-Kumar & Mysore 2011b), insbesondere im Zusammenhang mit der ZFN- und TALEN-
Technik (Mahfouz & Li 2011, Vainstein et al. 2011, Marton et al. 2010; siehe Abschnitte 3.10,
3.11.1 und 3.11.2), sowie der Beschleunigten Zichtung (Yamagishi et al. 2011, Yamagishi & Yo-
shikawa 2011a/b); siehe Abschnitt 3.6).

Das Verfahren dirfte weitgehend identisch mit dem im Abschnitt 3.2 beschriebenen VIGS sein mit
dem Unterschied, dass die viralen Vektoren bei der VUGE nicht RNAi-Konstrukte sondern Expres-

sionskassetten besitzen.

3.11.9 Transformation mit Wildtyp Agrobakterium rhizogenes

Die Transformation mit Wildtyp Agrobakterium rhizogenes ist ein Ziichtungsverfahren, das insbe-
sondere im Zier- und Medizinalpflanzenbereich eingesetzt wird (z.B. Majumdar et al. 2011, Gango-
padhyay et al. 2010, Christensen & Miiller 2009a/b, Christensen et al. 2009/2008, Zhou et al.
2009, Saxena et al. 2007, Mishiba et al. 2006). Bei der Transformation werden die T-DNA und
damit auch die ro/-Gene der Agrobakterien ins Erbgut der Pflanze inseriert. Die Insertion dieser
Gene kann den Phanotyp der regenerierten Pflanzen in einer gewlnschten Art und Weise verdn-
dern und beispielsweise zu kompakt wachsenden Sorten fihren. Inwieweit Sorten, die aus einer
Transformation mit Wildtyp Agrobakterien hervorgehen, als GVO zu betrachten sind, ist diskutier-
bar, da der Prozess auch natlrlicherweise auftritt (Debener & Winkelmann 2010, Christensen &
Miller 2009b, Mishiba et al. 2006).
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3.11.10 Methyltransferasen-Technik

Die Idee, mit synthetischen Methyltransferasen gezielt Epiallele in Pflanzen zu erzeugen, wird in
der Literatur erst diskutiert. Konkrete Anwendungsbeispiele finden sich gegenwartig nicht.
Synthetische Methyltransferasen, die eine gezielte Methylierung an einer vorbestimmten Sequenz
im Erbgut ermdglichen kdnnen, lassen sich erzeugen, indem eine Methyltransferasen-Domane mit
einer DNA-Bindungsdomane verknipft wird. Gegenwartig werden vor allem Zinkfinger als DNA-
Bindungsdomanen erprobt. Die Funktionalitdt von synthetischen Methyltransferasen ist sowohl in
vitro wie auch in vivo gezeigt worden (Smith et al. 2008, Li et al. 2007, Minczuk et al. 2006,
Carvin et al. 2003, McNamara et al. 2002, Xu & Bestor 1997).

Da neu erzeugte Methylierungsmuster stabil weiter vererbt werden kénnen, wéare die Anwesenheit
der Methyltransferasengene in den Pflanzen nur vorlibergehend fiir die Erzeugung der Epiallele
notwendig. Mit synthetischen Methyltransferasen liessen sich somit Sorten erzeugen, deren Erbgut

frei von extrazellulér eingefiihrten DNA-Sequenzen ist.

4. Synopsis von Kapitel 3

In der Fachliteratur lassen sich mindestens zwanzig Pflanzenzuchtverfahren identifizieren, bei
denen zu klaren sein kdénnte, wie die daraus hervorgehenden Sorten rechtlich zu regulieren sind.
Die zwanzig Verfahren sind in Tabelle 4 aufgelistet und kurz beschrieben. Die Auflistung tragt
dabei willkirliche, detaillierende und vereinfachende Ziige. Willkirlich ist teilweise die Namens-
gebung. Einige der Verfahren werden in der Literatur unterschiedlich bezeichnet, weshalb hinter
den in dieser Arbeit verwendeten Namen eine Auswahl stehen kann. Fiir das in diesem Bericht Oli-
gonukleotid-dirigierte Mutagenese (ODM) genannten Verfahren beispielsweise existieren mehr als
zehn verschiedene Namen (Lusser et al. 2011).

Detaillierend ist die Auflistung, weil sich einige der Verfahren auch gruppieren liessen. Ein Beispiel
sind die Meganukleasen-Technik, die TALEN-Technik und die Zinkfinger-Nukleasen-Technik. Alle
drei Verfahren basieren auf der Nutzung neuer Restriktionsenzyme (NRE), die vorbestimmte Se-
quenzen im Erbgut erkennen kdénnen und an diesen Stellen Doppelstrangbriiche in das Chromo-
som einfhren. In der Literatur werden diese drei Verfahren teilweise zusammenfassend als NRE-
Technik bezeichnet (Tzfira et al. 2012). Ein weiteres Beispiel sind das Reverse Breeding und die
Zentromer-vermittelte Genomelimination, die beide dem chromosome engineering zugerechnet
werden kdénnten (Chan 2010).

Vereinfachend ist die Auflistung, weil sie weitgehend unklar lasst, dass bei etlichen der zwanzig
Verfahren mehrere verschiedene Ansatze mdglich sind und entsprechend verschiedene Varianten
unterschieden werden kénnen. Die Namen der Verfahren sind in diesen Fallen als generische Be-
griffe aufzufassen. Ein Beispiel ist wiederum die ODM: Alle Varianten dieses Verfahrens beruhen
zwar auf dem Einsatz synthetischer Oligos, der Typus der eingesetzten Oligos kann sich aber
unterscheiden. Ein weiteres Beispiel sind die NRE-Techniken. Ihr gemeinsames Merkmal ist der
Einsatz neuer Restriktionsenzyme. Abhangig davon, wie die Enzyme in die Zellen gebracht werden
und ob sie alleine oder zusammen mit zusatzlichen genetischen Material eingeflihrt werden, sind in
der Anwendung mehrere verschiedene Varianten vorstellbar.

Vereinfachend ist die Auflistung in Tabelle 4 des Weiteren, weil sie verbirgt, dass sich einzelne der

Verfahren kombinieren lassen. Mdgliche Kombinationen sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 4: Auflistung und Kurzbeschreibung der 20 in der Literatur identifizierten Verfahren,
die einer rechtlichen Priifung zu unterziehen sein kénnten (alphabetische Reihenfolge).

Verfahren

Kurzbeschreibung

Agroinfiltration

Beschleunigte Zlchtung

Cisgenese

Gezielte chemische Mutagenese

Gezielte Mutagenese mittels T-DNA

Induzierte Hypomethylation

Intragenese

Meganukleasen-Technik

Methyltransferasen-Technik

Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese

Pfropfen

Reverse Breeding

RNA-dirigierte DNA-Methylierung (RdDM)

Seed Production Technology

TALEN-Technik

Transformation mit Wildtyp Agrobakterien

Virus-induziertes Gen-Silencing

Virus-unterstitzte Genexpression

Zentromer-vermittelte Genomelimination

Zinkfinger-Nukleasen-Technik

Neue Pflanzenzuchtverfahren

Nutzung von rekombinanten Agrobakterien, um in Geweben von
Pflanzen eine voribergehende Expression von Genen zu erreichen.

Induktion einer Bluhverfrihung, um die Kreuzungsziichtung zu
beschleunigen.

Transformation des Erbguts mit Genen, die von der gleichen Art
oder von einer sexuell kompatiblen Art stammen und die in ihrer
natlirlichen Orientierung vorliegen, ihre eigenen Introns besitzen
und von ihren nativen Promotoren und Terminatoren flankiert sind.

Nutzung von an Oligonukleotide gekoppelten chemischen
Mutagenzien, um an einer vorbestimmten Stelle des Erbguts
Mutationen auszuldsen.

Nutzung von T-DNA, um ein endogenes Pflanzengen durch
homologe Rekombination gezielt zu mutieren.

Senkung der Expression von DNA-Methyltransferasen oder anderer
Regulatoren der DNA-Methylierung, um epiallelische Variation zu
erzeugen.

Transformation des Erbguts mit DNA-Sequenzen, die von der
gleichen Art oder von einer sexuell kompatiblen Art stammen.

Nutzung synthetischer Meganukleasen, um im Genom Gene gezielt
auszuschalten, Gene gezielt zu korrigieren oder neue Gene an
einem vorbestimmten Ort einzufligen.

Nutzung synthetischer Methyltransferasen zur gezielten Methy-
lierung genomischer Sequenzabschnitte.

Nutzung synthetischer Oligonukleotide, um an einer definierten
Stelle des Erbguts spezifische Mutationen einzufligen.

Herstellung von Chimaren aus gentechnisch verdanderten
Wurzelstécken und nicht gentechnisch verdnderten Reisern.

Herstellung homozygoter Elternlinien aus heterozygoten Pflanzen
durch Unterdriickung der meiotischen Rekombination.

Gezielte Methylierung genomischer Sequenzabschnitte mittels
RNAi-Konstrukten.

Nutzung transgener Erhaltungs-Linien, um mannlich-sterile Mutter-
linien zu vermehren, die in der Produktion von Hybridsaatgut einge-
setzt werden kénnen

Nutzung synthetischer TALE-Nukleasen, um im Genom Gene gezielt
auszuschalten, Gene gezielt zu korrigieren oder neue Gene an
einem vorbestimmten Ort einzufligen.

Nutzung von Wildtyp Agrobakterium rhizogenes zur Herstellung
von transformierten Pflanzen.

Nutzung von rekombinanten Viren, um in Pflanzen eine voriber-
gehende Stilllegung von Genen zu erreichen.

Nutzung von rekombinanten Viren, um in Pflanzen eine voriber-
gehende Expression von Genen zu erreichen.

Erzeugung haploider Pflanzen mittels gentechnisch veranderten
Haploideninduktions-Linien.

Nutzung synthetischer Zinkfinger-Nukleasen, um im Genom Gene
gezielt auszuschalten, Gene gezielt zu korrigieren oder neue Gene
an einem vorbestimmten Ort einzuftigen.
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Die in der Tabelle 4 aufgelisteten zwanzig Verfahren sind im Kapitel 3 einzeln behandelt worden.
In den folgenden Abschnitten werden einige der dabei ermittelten Sachverhalte in einer Art Synop-
sis zusammenfassend aufgerollt. Als erstes werden die Verfahren in einer abstrahierenden Weise
beschrieben, indem eine Kategorisierung nach Art der Anwendung und nach Zweck der Nutzung
gentechnischer Methoden erfolgt (Abschnitt 4.1). Dann werden kurze Uberblicke iber den Stand
der Entwicklung (4.2) sowie die Erkennung und Identifikation der Sorten aus den neuen Verfahren
(4.3) gegeben. Schliesslich werden die Fragen und Aspekte resimiert, die bei der Sicher-
heitsbewertung (4.4) sowie der GVO-Klassierung der Sorten aus den neuen Verfahren (4.5) eine

Rolle spielen kénnten.

Tabelle 5: Theoretisch mogliche Kombinierbarkeit der 20 identifizierten Verfahren (ohne
Anspruch auf Vollstandigkeit).

Verfahren

Theoretisch mogliche Kombinierbarkeit mit

Agroinfiltration

Beschleunigte Ziichtung

Cisgenese

Gezielte chemische Mutagenese
Gezielte Mutagenese mittels T-DNA
Induzierte Hypomethylation

Intragenese

Meganukleasen-Technik

Methyltransferasen-Technik
Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese

Pfropfen

Reverse Breeding

RNA-dirigierte DNA-Methylierung
Seed Production Technology

TALEN-Technik

Transformation mit Wt Agrobakterien

Virus-induziertes Gen-Silencing

Virus-unterstltzte Genexpression

Zentromer-vermittelte Genomelimination

Zinkfinger-Nukleasen-Technik

Neue Pflanzenzuchtverfahren

Beschleunigte Zlichtung, Reverse Breeding, RNA-
dirigierte DNA-Methylierung

Pfropfen, Virus-induziertes Gen-Silencing, Virus-
unterstitzte Genexpression

Meganukleasen-, TALEN- und Zinkfinger-Nukleasen-
Technik, Pfropfen

Virus-induziertes Gen-Silencing

Meganukleasen-, TALEN- und Zinkfinger-Nukleasen-
Technik, Pfropfen

Cisgenese, Intragenese, Virus-unterstitzte
Genexpression

Virus-unterstiitzte Genexpression

Beschleunigte Zlichtung, Cisgenese, Intragenese,
Reverse Breeding, RNA-dirigierte DNA-Methylierung

Pfropfen, Virus-induziertes Gen-Silencing, Zentromer-
vermittelte Genomelimination

Pfropfen, Virus-induziertes Gen-Silencing

Cisgenese, Intragenese, Virus-unterstitzte Genex-
pression

Pfropfen

Beschleunigte Zlchtung, Reverse Breeding, RNA-diri-
gierte DNA-Methylierung

Beschleunigte Zlichtung, Meganukleasen-, TALEN- und
Zinkfinger-Nukleasen-Technik

Reverse Breeding

Agroinfiltration, Cisgenese, Intragenese, Virus-unter-
stiitzte Genexpression
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4.1 Kategorisierung der neuen Pflanzenzuchtverfahren

Ein gemeinsames Merkmal der zwanzig identifizierten Verfahren ist, dass sie alle einen Schritt ent-
halten, in dem von aussen genetisches Material - sei es in Form von DNA oder RNA, sei es in der
Léange von Oligonukleotiden oder in der Lange von Genen - in Pflanzenzellen eingeflihrt wird. Ein
weiteres gemeinsames Merkmal ist, dass die Verfahren zwar auf gentechnischen oder Gentechnik-
ahnlichen Methoden beruhen, diese Methoden aber auf eine ungewohnte Art und Weise nutzen.
Bislang flihrte der Einsatz gentechnischer Methoden in der Pflanzenzliichtung zu Sorten mit den
folgenden beiden Merkmalen: (I) Im Erbgut der Sorte ist von ausserhalb der Pflanze zugefiihrte
DNA inseriert und (II) die neu inserierte DNA stammt ganz oder teilweise von artfremden Organis-
men. Bei neunzehn der zwanzig identifizierten Verfahren kann der Einsatz gentechnischer oder
Gentechnik-@hnlicher Methoden hingegen in Sorten resultieren, die entweder nur das erste Merk-
mal (Insertion von ausserhalb zugefligter DNA) oder gar keines der beiden Merkmale aufweisen.
Die gemeinsame Besonderheit dieser Verfahren ist somit: Sie nutzen zwar gentechnische oder
Gentechnik-ahnliche Methoden, fihren aber zu Sorten, die frei von artfremder DNA sein kénnen.
Eines der Verfahren - die Transformation mit Wildtyp Agrobakterien - fihrt zwar zu Sorten mit
den beiden oben beschriebenen typischen Eigenschaften gentechnisch veranderter Sorten. Unge-
wohnt ist aber, dass das Verfahren nicht auf den klassischen Rekombinationstechniken beruht.

Die zwanzig identifizierten Verfahren lassen sich aufgrund gemeinsamer Merkmale kategorisieren,
wobei verschiedene Mdglichkeiten der Einteilung bestehen. Lusser & Rodriguez-Cerezo (2012) bei-
spielsweise teilen die Verfahren in folgende vier Gruppen ein: Cisgenese/Intragenese, Gezielte Mu-

tagenese, transgenic construct driven breeding und Andere (Tabelle 6).

Tabelle 6: Einteilung der 20 identifizierten Verfahren in vier Gruppen gemdss Lusser &
Rodriguez-Cerezo (2012).

Gruppe Verfahren

Gezielte Mutagenese e Gezielte chemische Mutagenese*
e Gezielte Mutagenese mittels T-DNA*
e Meganukleasen-Technik
e Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese
e TALEN-Technik*
¢ Zinkfinger-Nukleasen-Technik

Cisgenese/Intragenese e Cisgenese
e Intragenese
Transgenic construct driven breeding ¢ Beschleunigte Ziichtung
e Induzierte Hypomethylation*
e Methyltransferasen-Technik*
e Reverse Breeding
¢ RNA-dirigierte DNA-Methylierung
e Seed Production Technology*
e Zentromer-vermittelte Genomelimination*

Andere e Agroinfiltration
e Pfropfen
¢ Transformation mit Wildtyp Agrobakterien*
¢ VIGS
* VUGE

* Verfahren, die von Lusser & Rodriguez-Cerezo (2012) nicht behandelt worden sind und vom Autor den
vier Klassen zugeteilt werden.
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Schaart & Visser (2009) und Tait & Barker (2011) wiederum ordnen die Verfahren in vier Klassen:
Gentechnik als Werkzeug zur Erleichterung der Zichtung, Pfropfen von nicht-GVO-Material auf
GVO-Material, Gentechnik mit Material von der gleichen Art oder von sexuell-kompatiblen Arten

sowie Gentechnik als Werkzeug zur Erzeugung spezifische Mutationen (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Einteilung von 16 der 20 identifizierten Verfahren in vier Klassen gemass Schaart &
Visser (2009) und Tait & Barker (2011).

Klasse Verfahren
Klasse 1: Gentechnik als Werkzeug e Agroinfiltration
zur Erleichterung der Zichtung « Beschleunigte Ziichtung

e Reverse Breeding

e Seed Production Technology*

* VIGS

o VUGE*

e Zentromer-vermittelte Genomelimination*

Klasse 2: Pfropfen von nicht GVO- e Pfropfen
Material auf GVO-Material

Klasse 3: Gentechnische Veranderung » Cisgenese
mit Material von gleichen Art oder von « Intragenese
sexuell-kompatiblen Arten

Klasse 4: Gentechnik als Werkzeug e Gezielte chemische Mutagenese*
zur Erzeugung spezifischer Mutationen « Gezielte Mutagenese mittels T-DNA*
e Meganukleasen-Technik*
e Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese
e TALEN-Technik*
¢ Zinkfinger-Nukleasen-Technik

* Verfahren, die von Schaart & Visser (2009) und Tait & Barker (2011) nicht behandelt worden sind und
vom Autor den vier Klassen zugeteilt werden. Unklar ist, in welche Klasse die folgenden vier Verfahren
zugeteilt werden wiirden: Induzierte Hypomethylation, Methyltransferasen-Technik, RNA-dirigierte DNA-
Methylierung und Transformation mit Wildtyp Agrobakterien.

In den folgenden Abschnitten werden die zwanzig identifizierten Verfahren nach Art der Anwen-
dung gentechnischer Methoden sowie nach Zweck der Nutzung gentechnischer Methoden kategori-
siert. Die Kategorisierung nach Art der Anwendung gentechnischer Methoden dient als Basis flr
die Diskussion der Aspekte, die bei der GVO-Klassierung eine Rolle spielen (siehe Abschnitt 4.5).
Die Kategorisierung nach Zweck der Nutzung wiederum restimiert die in Kapitel 3 fir die einzelnen

Verfahren dargestellten mdéglichen Anwendungen in der Pflanzenzucht.

4.1.1 Kategorisierung nach der Art der Anwendung gentechnischer Methoden

4.1.1.1 Direkte Art der Anwendung gentechnischer Methoden
Das wahrend eines Schrittes des Ziichtungsverfahrens in Pflanzenzellen eingefiihrte genetische
Material ist im Endprodukt - in der Sorte — stabil integriert im Erbgut vorhanden®. Das eingefiihr-

te genetische Material kann in der Sorte entweder als neues Allel oder als neues Gen vorliegen.

18 Eine Ausnahme kénnen Markergene sein, die eingefiihrt wurden, um erfolgreich transformierte Zellen
selektionieren zu kénnen. Marker-freie Nachkommen von stabil transformierten Pflanzen lassen sich heute mit
verschiedenen Methoden erzeugen.
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4.1.1.2 Indirekte Art der Anwendung gentechnischer Methoden

Das wahrend eines Schrittes des Zichtungsverfahrens in Pflanzenzellen eingefligte genetische Ma-
terial ist im Endprodukt*® nicht mehr vorhanden. Der Einsatz der gentechnischen Methoden dient
hier dazu, eine bestimmte «Funktion» voribergehend in Pflanzen oder Pflanzenzellen einzubrin-
gen. Da die eingebrachte «Funktion» im Endprodukt nicht mehr gebraucht wird, ist auch das
urspriinglich eingefligte genetische Material nicht mehr notwendig. Je nach Verfahren kdnnen das
genetische Material und somit auch die «Funktion» mit einer oder mehreren der folgenden vier

aufgeflihrten Strategien eingebracht werden (Abbildung 11).

Stabile Transformation Transiente Transfektion Virale Vektoren Pfropfen

— : i I |

e /
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v \

=
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Abbildung 11: Vereinfachte Darstellung vier moglicher Strategien, mit denen sich genetisches Material
und somit auch die gewiinschte «Funktion» voriibergehend in Pflanzen, Pflanzenzellen oder Protoplasten
einflhren lassen. Nicht dargestellt ist die Strategie, das genetische Material via Agroinfiltration einzu-
fihren. Bildquellen: Pflanzen stammen aus NTWG (2011), Petrischalen aus Mahfouz & Li (2011), Spritze
aus Unver & Budack (2009), Plasmid von Magnus Manske, Wikipedia.

e Stabile Transformation: Das genetisches Material wird in Pflanzenzellen eingefiihrt und dort sta-
bil ins Erbgut integriert. Die beiden daflir am haufigsten eingesetzten Methoden sind die Biolistik
(Partikelbombardement) und der Gentransfer mit Hilfe von Agrobakterien. Durch Segregation
lassen sich wahrend des weiteren Zichtungsprozesses aus den stabil transformierten Pflanzen
Nachkommen gewinnen, die frei vom urspriinglich eingefiihrten genetischen Material sind.

e Transiente Transfektion: Das genetisches Material wird voriibergehend in Protoplasten oder Zell-
suspensionen eingeflihrt. Da das eingeflihrte genetische Material nicht stabil ins Erbgut integriert
wird?®®, kénnen aus den transfizierten Zellen oder Protoplasten Pflanzen regeneriert werden, die

frei vom urspriinglich eingefiihrten genetischen Material sind.

¥ bas Endprodukt des Verfahrens kann hier entweder eine Sorte sein oder auch eine Pflanze, die fir die
weitere Zlchtung verwendet hier.

20 1 Abhdngigkeit der eingesetzten Methode kann es in einem kleinen Teil der transfizierten Zellen zur stabilen
Transformation des Erbguts kommen. Wirden diese Zellen im Zlchtungsprozess weiter verwendet, konnte das
inserierte genetische Material durch Auskreuzung wieder entfernt werden.
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e Finsatz pflanzenviraler Vektoren: Das genetische Material wird mittels rekombinanter DNA- oder
RNA-Viren voriibergehend in Pflanzen eingeschleust, ohne das eine stabile Insertion ins Erbgut von
Keimzellen stattfindet. Pflanzen ohne das eingefiihrte genetische Material kbnnen gewonnen wer-
den, indem Virus-freie Nachkommen selektioniert werden?!.

e Einsatz stabil transformierter Wurzelstécke: Die in einem stabil transformierten Wurzelstock vor-
liegende «Funktion» wird in Form von Proteinen oder siRNAs in einen aufgepfropften Reiser trans-
portiert. Da das genetische Material nicht in die Keimzellen des Reisers verfrachtet wird, sind die
aus Samen und/oder Pollen gewonnenen Nachkommen des Reisers frei vom in den Wurzelstock
eingeflihrten genetischen Material.

Neben den vier genannten Strategien wird in der Literatur vereinzelt auch diskutiert, die «Funk-
tion» via Agroinfiltration in Pflanzen einzubringen. Werden dabei aus dem infiltrierten Gewebe
Zellen gewonnen und in vitro zu ganzen Pflanzen regeneriert, kbnnen Nachkommen erzeugt wer-

den, die frei von rekombinanten Agrobakterien und extrazelluldr eingefiihrten Sequenzen sind.

4.1.1.3 Kategorisierung nach Art der Anwendung gentechnischer Methoden

Tabelle 8 gibt fir die zwanzig identifizierten Verfahren die Art der Anwendung gentechnischer
Methoden wieder.

Zur Kategorie der Verfahren, die gentechnische Methoden auf eine direkte Art anwenden, werden
hier folgende gezahlt: Cisgenese, Gezielte Mutagenese mittels T-DNA, Intragenese, Transforma-
tion mit Wildtyp-Agrobakterien, Pfropfen sowie gewisse Varianten der drei NRE-Techniken (Tabelle
8). Mit der gezielten Mutagenese mittels DNA und gewissen NRE-Varianten werden somit auch
Verfahren der Gruppe zugerechnet, bei denen es zwischen den eingefiihrten Sequenzen und endo-
genen Sequenzen zu einer homologen Rekombination kommt. Inwiefern eine homologe Rekombi-
nation einer materiellen Insertion gleichkommt oder eher ein Ablesen und Kopieren darstellt, ist
diskutierbar.

Bei zwdlf der zwanzig identifizierten Verfahren werden gentechnische Methoden immer auf eine in-
direkte Art angewendet. Bei den drei NRE-Techniken wiederum sind Varianten mit indirekter

Nutzung mdglich (Tabelle 8).

4.1.2 Kategorisierung nach dem Zweck der Nutzung gentechnischer Methoden

Hinsichtlich des Zwecks der Nutzung gentechnischer Methoden lassen sich drei Kategorien aus-
machen: die Nutzung zur Erzeugung genetischer Variation, die Nutzung zur Erzeugung epigene-
tischer Variation und die Nutzung als Mittel zur Unterstiitzung herkdmmlicher Zliichtungsverfahren.
Tabelle 9 gibt die Zuordnung der zwanzig identifizierten Verfahren hinsichtlich des Zwecks der

Nutzung gentechnischer Methoden wieder.

4.1.2.1 Erzeugung genetischer Variation

Bei zehn der zwanzig identifizierten Verfahren besteht der Zweck darin, Pflanzen genetisch zu ver-
andern. Die Art der beabsichtigten Verdnderung ist dabei je nach Verfahren oder Verfahrens-
varianten verschieden. Unterscheiden lassen sich der Transfer von Genen, der Austausch von

Basen, die Erzeugung von Indels?? sowie die Entfernung von Genen.

21 pje Selektion kann mit unterschiedlichen Methoden erfolgen, wobei die Wahl der Methode davon abhangt,
wie die verwendete Pflanze sich fortpflanzt und ob der eingesetzte Virus via Samen Ubertragen werden kann
oder nicht. Bei vegetativ vermehrten Pflanzen kann die Elimination der Viren mit Techniken wie Thermothe-
rapie, Kryotherapie und Meristemkultur gelingen. Bei sexuell vermehrten Pflanzen kénnen die Samen weiter
verwendet werden, falls das eingesetzte Virus nicht oder nicht hundertprozentig via Samen Ubertragbar ist.

22 per Begriff «Indel» fasst Insertionen und Deletionen zusammen. Er wird hier fir die Falle verwendet, in
denen mit den neuen Verfahren kurze Insertionen und/oder kurze Deletion im Erbgut erzeugt werden kdnnen.
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Tabelle 8: Art der Anwendung gentechnischer Methoden bei den 20 identifizierten Verfahren
(ohne Unterteilung in Varianten und ohne Bericksichtigung mdglicher Kombinationen der Verfahren; in

alphabetischer Reihenfolge).

Verfahren Direkte Anwendung Indirekt Ahwendung
Agroinfiltration A
Beschleunigte Zlchtung sT, vV, P
Cisgenese

Gezielte chemische Mutagenese tT
Gezielte Mutagenese mittels T-DNA

Induzierte Hypomethylation sT, vV
Intragenese

Meganukleasen-Technik* sT, tT, vV, A
Methyltransferasen-Technik sT
Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese tT
Pfropfen

Reverse Breeding sT, vV, P
RNA-dirigierte DNA-Methylierung sT, tT, vV, P
Seed Production Technology sT
TALEN-Technik* sT, tT, vV, A
Transformation mit Wildtyp Agrobakterien

Virus-induziertes Gen-Silencing vV
Virus-unterstltzte Genexpression vV
Zentromer-vermittelte Genomelimination sT
Zinkfinger-Nukleasen-Technik* sT, tT, vV, A

Grau ausgeflllte Felder bedeuten, dass die Verfahren die Anwendungsart beinhalten. Bei den Verfahren,
die eine indirekte Anwendung beinhalten, ist jeweils mit Abklirzungen angegeben, welche Strategien an-
gewendet werden kénnten, um das genetische Material und somit auch die «Funktion» voriibergehend in
Pflanzenzellen, Protoplasten oder Pflanzen einzubringen. Die Abklirzungen bedeuten: A: Nutzung von
Agrobakterien; P: Pfropfen eines Reisers auf einen gentechnisch veranderten Wurzelstock; sT: stabile
Transformation; tT: transiente Transfektion; vV: Nutzung viraler Vektoren (VIGS und VUGE). Virale
Vektoren kdénnen auch zusammen mit Agrobakterien eingesetzt werden.

*. Die drei NRE-Techniken kdnnen je nach Variante der direkten oder indirekten Anwendungsart
zugeordnet werden.

e Gentransfer: Durch eine direkte Anwendung gentechnischer Methoden werden ein oder mehrere
neue exogene Gene stabil ins Erbgut von Pflanzen eingefligt. Dieser Transfer von Genen ist das
Ziel bei der Cis- und Intragenese, bei Varianten der NRE-Techniken sowie beim Pfropfen. Im Ver-
gleich zur bisher gewohnten Nutzung gentechnischer Methoden lassen sich folgende Unterschiede
festmachen: Bei der Cis- und Intragenese sind die transferierten Gene nicht artfremden Ur-
sprungs, sondern sie stammen von der gleichen Art oder von einer sexuell kompatiblen Art. Die

NRE-Techniken wiederum machen es mdglich, Gene gezielt an einem vorbestimmten Ort ins Erb-
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gut einzufligen. Die eingefiigten Gene kdnnen Trans-, Cis- oder Intragene sein. Beim Pfropfen
schliesslich sind die transferierten Gene nicht im Erbgut aller Zellen der Pflanze vorhanden, son-
dern nur in den Zellen des Wurzelstocks. Ungewohnt ist letztendlich auch der Gentransfer bei der
Transformation mit Wildtyp Agrobakterien, erfolgt hier doch der artenlibergreifende Gentransfer
ohne den Einsatz von Rekombinationstechniken.

e Basenaustausch: Der gezielte Austausch von Basen in einem endogenen Pflanzengen kann
sowohl durch direkte als auch indirekte Anwendung gentechnischer Methoden erfolgen. Eine
direkte Anwendung findet bei Varianten der NRE-Techniken und bei der gezielten Mutagenese
mittels T-DNA statt. Hier werden neue Allele mit der gewlinschten Basenabfolge in Pflanzenzellen
eingeflihrt und stabil ins Erbgut inseriert (Allelaustausch via homologe Rekombination). Bei der
Oligonukleotid-dirigierten Mutagenese erfolgt der Basenaustausch durch eine indirekte Anwen-
dung: Pflanzenzellen werden mit synthetischen Oligos transfiziert, ohne dass es zu einer Insertion
ins Erbgut kommt.

e Indels: Das Erzeugen von Indels an einem vorbestimmten Ort der Erbguts ist das Ziel bei
Varianten der NRE-Techniken. Die Indels werden dabei in der Regel durch eine indirekte An-
wendung gentechnischer Methoden erzeugt.

e Gendeletion: Das gezielte Entfernen von einem oder mehreren Genen aus dem Erbgut einer
Pflanze kann mit Varianten der NRE-Techniken erfolgen und zwar durch eine indirekte Anwendung

gentechnischer Methoden.

4.1.2.2 Erzeugung epigenetischer Variation

Drei der zwanzig Verfahren wenden gentechnische Methoden auf indirekte Art an, um im Erbgut
von Pflanzen so genannte Epiallele zu erzeugen. Epiallele sind Allele, die zwar in ihrer DNA-
Sequenz Ubereinstimmen, aber unterschiedlich exprimiert sind. Die Erzeugung der Epiallele erfolgt
bei allen drei neuen Verfahren durch eine Veranderung der DNA-Methylierung. Bei der Methyl-
transferasen-Technik und der RNA-dirigierten DNA-Methylierung findet eine gezielte Methylierung
vorbestimmter genomischer Sequenzabschnitte statt. Beim Verfahren der induzierten Hypomethy-

lation wiederum ist der Eingriff ungezielt.

4.1.2.3 Unterstltzung herkémmlicher Ziichtungsverfahren

Sieben der zwanzig Verfahren werden dazu benutzt, um herkémmliche Ziichtungsverfahren zu un-
terstiitzen. Die Anwendung gentechnischen Methoden erfolgt dabei auf indirekte Art.

Die Agroinfiltration, VIGS und die VUGE kénnen zur Selektion von Pflanzen mit gewlinschten
Eigenschaften eingesetzt werden. Eine genetische Veradnderung der Pflanzen wird nicht beab-
sichtigt.

Die Beschleunigte Zlchtung wird dazu eingesetzt, die Kreuzungsziichtung durch Induktion einer
BlUhverfrihung zeitlich abzuklrzen. Die in den resultierenden Sorten absichtlich erzeugte geneti-
sche Variation ist das Resultat einer Kreuzung.

Das Reverse Breeding dient dazu, fir ausgewdahlte heterozygote Pflanzen homozygote Elternlinien
herzustellen, und erleichtert damit die Ziichtung von Hybridsorten®3. Bei der Erzeugung der Eltern-
linien werden keine genetischen Verdanderungen beabsichtigt. Die bei der Zichtung der Hybrid-

sorten absichtlich erzeugte genetische Variation ist das Resultat einer Kreuzung.

23 Hybridsorten sind Sorten, die aus immer gleichen definierten Inzuchtlinien zusammengesetzt sind. Sie haben
den Vorteil, Uber die genetisch unterschiedlichen Eltern mit einem breiteren Repertoire verschiedener
genetischer Informationen ausgestattet zu sein, wodurch der genannte Heterosis-Effekt entsteht. Dieser Effekt
|asst Pflanzen grdsser und widerstandsfahiger werden.
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Tabelle 9: Zweck der Nutzung gentechnischer Methoden bei den 20 identifizierten Verfahren
(ohne Unterteilung in Varianten und ohne Berlicksichtigung méglicher Kombinationen der Verfahren).

Zweck der Nutzung

Erzeugung von Variation Hilfsmittel
epi-
genetisch genetisch
Gt Ba In Gd g z S K Hy HA

Verfahren

Agroinfiltration

Beschleunigte Zlichtung

Cisgenese

Gezielte chemische Mutagenese
Gezielte Mutagenese mittels T-DNA
Induzierte Hypomethylation
Intragenese
Meganukleasen-Technik*
Methyltransferasen-Technik
Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese
Pfropfen

Reverse Breeding

RNA-dirigierte DNA-Methylierung
Seed Production Technology
TALEN-Technik*

Transformation mit Wt Agrobakterien
Virus-induziertes Gen-Silencing
Virus-unterstitzte Genexpression
Zentromer-vermittelte Genomelimination

Zinkfinger-Nukleasen-Technik*

Grau ausgeflllte Felder bedeuten, dass die Verfahren den Nutzungszweck beinhalten. Abkdrzungen: Ba:
Gezielter Basenaustausch; g: gezielt; Gt: Gentransfer; Gd: gezielte Gendeletion; Ha: Verfahren unter-
stutzt die Haploidenzlichtung; Hy: Verfahren unterstitzt die Hybridziichtung; In: gezielte Erzeugung von
Indels; K: Verfahren unterstitzt die Kreuzungsziichtung; S: Verfahren dient der Selektion. Wt: Wildtyp;
z: zufallig.

Die Seed Production Technology ist keine eigentliche Zichtungsmethode, sondern vielmehr ein
Verfahren, um die Vermehrung von Hybridsaatgut zu erleichtern. Das Verfahren nutzt gentech-

nisch veranderte Erhaltungs-Linien, um mannlich-sterile Mutterlinien zu vermehren, die in der Pro-
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duktion von Hybridsaatgut eingesetzt werden kénnen. Im Endprodukt, dem Hybridsaatgut, sind
die gentechnischen Verdnderungen der Erhaltungs-Linie nicht mehr enthalten.

Das Verfahren der Zentromer-vermittelten Genomelimination unterstiitzt die Haploidenziichtung?,
indem es so genannte Haploideninduktionslinien bereitstellt. Der Zweck des Verfahrens ist eine

Anderung der Ploidie®®, eine genetische Verdnderung wird nicht beabsichtigt.

4.2 Stand der Entwicklung der neuen Verfahren

Neue Pflanzenzuchtverfahren werden in der Grundlagenforschung, in der angewandten Forschung
sowie in der Ziichtungsforschung entwickelt und schliesslich in Zichtungsprogrammen privater Fir-
men oder oOffentlicher Institutionen zur Herstellung neuer Sorten eingesetzt. Die Entwicklung lasst
sich grob in folgende Schritte unterteilen: Formulierung des Konzepts, Nachweis der Machbarkeit
an Modell- und Kulturpflanzenarten und Priifung der Anwendbarkeit in Zichtungsprogrammen.
Wie haufig die zwanzig identifizierten Verfahren in Zichtungsprogrammen tatsachlich zur Anwen-
dung kommen kdénnten, hdngt von zahlreichen Faktoren ab und ist im vorliegenden Bericht fiir die
einzelnen Verfahren nicht untersucht worden. Einer der Faktoren, der die Adoption der Verfahren
beeinflussen wird, ist die GVO-Klassierung der aus den Verfahren hervorgehenden Sorten, beein-
flusst sie doch die Hohe der Zulassungskosten und die Akzeptanz der Produkte in der Bevélkerung
(Lusser et al. 2011).

In Tabelle 10 ist fir die einzelnen der zwanzig identifizierten neuen Verfahren angegeben, ob sich
in der Fachliteratur Veroffentlichungen zum Nachweis der Machbarkeit an Kulturpflanzenarten
finden lassen, ob Anwendungen in Zichtungsprogrammen bekannt sind und ob in den kom-
menden finf Jahren in der EU mit der Lancierung erster Sorten zu rechnen ist oder nicht. Die
Angaben entsprechen einer Einschatzung und widerspiegeln die Resultate einer Literaturrecherche
sowie die Ergebnisse einer vom Joint Research Centre®® (JRC) im Jahr 2010 gemachten Umfrage
bei Pflanzenzlichtungsfirmen (Lusser et al. 2011).

Inwieweit die zwanzig identifizierten Verfahren auch in der Schweiz angewandt werden, ist bisher
nicht systematisch untersucht worden. Bekannt ist, dass Forschende hierzulande Agroinfiltration,
VIGS, Cisgenese (Vanblaere et al. 2011, Szanowski et al. 2009) und Beschleunigte Zichtung (Le

Roux et al. 2012, Flachowsky et al. 2011) anwenden beziehungsweise erproben.

4.3 Erkennung und Identifikation mit PCR-Methoden

Das Vorhandensein einer genetischen Veranderung in einer Pflanze lasst sich mit verschiedenen
Methoden testen. Der Test kann auf Ebene der DNA, der Proteine wie auch der Metabolite erfol-
gen, wobei die DNA das ideale Zielmolekl ist, um genetische Verédnderungen eindeutig erkennen
und identifizieren zu kénnen. Unter den DNA-basierten Testmethoden eignen sich wiederum PCR-
Methoden am besten. Wie alle DNA-basierten Nachweisverfahren kénnen PCR-Methoden jedoch
nur dann zweckmassig angewandt werden, wenn zumindest minimale Informationen Uber die

nachzuweisende DNA-Sequenz vorliegen.

24 Bei der Haploidenziichtung werden aus heterozygoten Kreuzungsnachkommen homozygote Inzuchtlinien
hergestellt und zwar durch die Erzeugung von Doppelhaploiden.

25 ploidie bzw. Ploidiegrad ist die Zahl der in den Zellen eines Organismus vorhandenen Chromosomensatze.
26 Das JRC ist eine Generaldirektion der EU-Kommission. Ihre Au__fgabe ist es, wissenschaftlich-technische
Unterstitzung fur die Konzeption, Entwicklung, Umsetzung und Uberprifung der EU-Politik zu leisten.
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Tabelle 10: Stand der Entwicklung der neuen Verfahren: Angaben zum Vorhandensein des
Machbarkeitsnachweises an Kulturarten in der Fachliteratur und zu Anwendungen in Zucht-
programmen sowie eine Einschiatzung der Moéglichkeit, dass erste Sorten in der EU bis 2017
auf den Markt kommen (ohne Beriicksichtigung von Varianten und Kombinationen).

Machbarkeits- | Anwendungen in Kommerzielle
nachweis an Zuchtprogram- Lancierung von
Kulturarten in men von Firmen | Sorten bis 2017

der Literatur oder o6ffentlichen moglich*
vorhanden Anstalten

Verfahren bekannt
Agroinfiltration ja ja ja
Beschleunigte Ziichtung ja ja eher nicht
Cisgenese ja ja ja
Gezielte chemische Mutagenese nein nein eher nicht
Gezielte Mutagenese via T-DNA ja nein eher nicht
Induzierte Hypomethylation ja nein eher nicht
Intragenese ja ja ja
Meganukleasen-Technik ja ja ja
Methyltransferasen-Technik nein nein eher nicht
Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese ja ja ja
Pfropfen ja ja ja
Reverse Breeding nein ja eher nicht
RNA-dirigierte DNA-Methylierung ja ja eher nicht
Seed Production Technology nein ja jaxx*
TALEN-Technik nein nein eher nicht
Transformation mit Wt Agrobakterien ja ja ja
Virus-induziertes Gen-Silencing ja ja ja
Virus-unterstitzte Genexpression ja ja ja
Zentromer-vermittelte Genomelimination nein nein eher nicht
Zinkfinger-Nukleasen-Technik ja ja ja

*. Einschatzung fir den Fall, dass die jeweiligen Sorten nicht als GVO klassiert werden. Im Falle einer
GVO-Klassierung verzdgert sich die Lancierung aufgrund der Bewilligungsverfahren. **: In den USA ist
2011 die Maislinie DP-32138-1 fir den Anbau bewilligt worden (Federal register 2011). Wt: Wildtyp.

Ob die aus den neuen Verfahren hervorgehenden Sorten mit PCR-Methoden erkenn- und identifi-
zierbar sind, ist fur die zwanzig neuen Verfahren im Einzelnen zu prifen. Eine Erkennung der
Sorten dirfte in all denjenigen Fallen mdéglich, in denen die neuen Verfahren zu einer Veranderung
im genetischen Material der Sorte fiihren (genetische und epigenetische Variation) und Informatio-
nen zu dieser Verdnderung vorliegen. Eine eindeutige Identifizierung der Sorten hingegen dirfte
nur in den Fallen moglich sein, in denen die neuen Verfahren zu einem Gentransfer fiihren und In-

formationen zu den transferierten Sequenzen vorhanden sind. Ohne Vorwissen Uber die erzeugte
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Verdnderung im genetischen Material ist es kaum mdglich, die Sorten mit PCR-Methoden als

Produkt eines der neuen Verfahren zu identifizieren.

Tabelle 11: Einschatzung der Erkenn- und Identifizierbarkeit von Sorten aus den 20 neuen
Verfahren mit PCR-Methoden in Abhangigkeit davon, ob Vorwissen zur genetischen
Veranderung in der Sorte vorliegt oder nicht (ohne Berlicksichtigung der Kombinierbarkeit der
Verfahren).

Erkennung? ist méglich Identifizierung® ist méglich

mit ohne mit ohne
Verfahren Vorwissen® Vorwissen® Vorwissen® Vorwissen?
Agroinfiltration* nein nein nein nein
Beschleunigte Zliichtung** ja nein nein nein
Cisgenese* ja nein® ja nein
Gezielte chemische Mutagenese** ja nein nein nein
Gezielte Mutagenese via T-DNA** ja nein ja/neinf nein
Induzierte Hypomethylation** ja nein nein nein
Intragenese* ja nein® ja nein
Meganukleasen-Technik** ja nein® ja/neinf nein
Methyltransferasen-Technik** ja nein nein nein
Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese* ja nein nein nein
Pfropfen*? nein nein nein nein
Reverse Breeding* nein nein nein nein
RNA-dirigierte DNA-Methylierung* ja nein nein nein
Seed Production Technology**" nein nein nein nein
TALEN-Technik** ja i ja/nein nein
Transformation mit Wt Agrobakterien** ja nein® ja nein
Virus-induziertes Gen-Silencing** nein nein nein nein
Virus-unterstlitzte Genexpression** nein nein nein nein
Zentromer-vermittelte Genomelimination* nein nein nein nein
Zinkfinger-Nukleasen-Technik* ja nein® ja/neinf nein

*. Angaben entsprechen der Meinung von Mitgliedern des ENGL (siehe Haupttext); **:. Angaben
beruhen auf einer ersten Einschatzung und sind durch Fachleute zu Gberprifen.

a: Mit Erkennung ist die Moglichkeit gemeint, die Existenz einer Veranderung im genetischen Material
eines Organismus festzustellen und zwar in Bezug auf einen geeigneten Komparator; b: Mit Identifizier-
ung ist die Mdglichkeit gemeint, die Existenz einer Verdanderung im genetischen Material als Veranderung
zu erkennen, die absichtlich durch ein bestimmtes Verfahren eingefiihrt worden ist.; c: Mit Vorwissen
bedeutet, dass Informationen zur genetischen Veranderung vorliegen; d: Ohne Vorwissen bedeutet,
dass keine Informationen zur genetischen Verdnderungen vorliegen; e: Situation ist fallweise vergleich-
bar mit der bereits heute bestehenden Herausforderung, unbekannte GVO nachzuweisen; f: Moglichkeit
der Identifizierung ist abhdngig davon, welche Variante des Verfahrens durchgeflihrt wird und/oder in
welchem Umfang an einem einzelnen Locus genetische Veranderungen eingefiihrt worden sind; g: Die
Angaben gelten fiir den Reiser einer Chimaren aus einem gentechnisch verdnderten Wurzelstock und
einem nicht gentechnisch veranderten Reiser; h: Die Angaben gelten fiir das aus dem Verfahren resul-
tierende Hybridsaatgut.
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Eine Einschatzung zur Erkennbar- und Identifizierbarkeit von Sorten aus den zwanzig identifizier-
ten Verfahren mittels PCR-Methoden ist in Tabelle 11 wiedergegeben. Bei sechs der zwanzig
Verfahren widerspiegelt die Einschatzung die Meinung von Mitgliedern des European Network of
GMO Laboratories (ENGL)?, die im Auftrag des JRC acht der neuen Verfahren unter die Lupe ge-
nommen haben (Lusser et al. 2011). Bei den restlichen Verfahren beruht die Einschatzung auf der
Meinung des Autors, weshalb sie von Fachleuten zu Uberprifen ist. Wie aus den Angaben der Ta-
belle 11 hervorgeht, dirfte es bei der Mehrheit der Verfahren nicht mdglich sein, die resultieren-
den Sorten mit PCR-Methoden eindeutig als Produkt des Verfahrens zu erkennen und somit klar
von herkdmmlich gezlichteten Sorten zu unterscheiden. Inwiefern in diesen Fallen andere Nach-
weismethoden oder eine Kombination von Methoden fir die Erkennung und Identifikation verflig-

bar sind oder entwickelt werden kdnnten, bleibt zu prifen (Broeders et al. 2012).

4.4 Sicherheitsaspekte

Ob eine neu geziichtete Sorte unbeabsichtigte Eigenschaften aufweist, welche in unerwiinschter
Weise auf Mensch, Tier oder Umwelt einwirken kénnten, hangt von ihrem Phanotyp ab und kann
nur von Fall zu Fall beurteilt werden. Ob eine neu gezilichtete Sorten wiederum ein Risiko flr
Mensch, Tier und Umwelt darstellt, hdngt nicht allein von den Eigenschaften einer Sorte ab, son-
dern auch von Expositionsfaktoren wie zum Beispiel dem Ausmass, mit welchem eine Sorte ange-
baut wird, oder der Konsummenge. Ob ein etwaiges Risiko schliesslich als tragbar eingestuft wird
oder nicht, hangt von gesellschaftlichen Wertvorstellungen und den Schutzzielen ab.

Wie die Sicherheit von Sorten aus den neuen Verfahren zu beurteilen ist, wird in der Literatur von
verschiedenen AutorInnen diskutiert. In Tabelle 12 finden sich Funde von Berichten und Verdéffent-
lichungen, in denen die Sicherheit der neuen Verfahren ein Thema ist. Da bei der Mehrheit der
neuen Verfahren keine konkreten Daten zur Sicherheit einzelner neuer Phanotype vorliegen, fallt
der Fokus der Diskussionen meistens auf die Frage, wie die Sicherheit im Vergleich zu herk6mm-
lichen Zuchtverfahren und zur Transgenese einzustufen ist. Ein zentraler Aspekt dieser Diskussion
ist das mogliche Auftreten von unbeabsichtigten Wirkungen. Bisher wenig diskutiert wird die bei
Verfahren mit indirekter Anwendung gentechnischer Methoden auftretende Frage, wie zuverldssig

sich die Abwesenheit extrazelluldr eingeflihrter Sequenzen nachweisen lasst.

4.4.1 Unbeabsichtigte Wirkungen

In Kapitel 3 sind fir neun der zwanzig identifizierten Verfahren jeweils Aspekte aufgefiihrt, die bei
der Bewertung der Sicherheit der einzelnen Verfahren beziehungsweise der jeweils daraus hervor-
gehenden Sorten eine Rolle spielen konnten. Der Blick, der dabei auf die Verfahren geworfen wird,
ist Prozess-bezogen: Fiir die einzelnen Verfahren wird auf eine von konkreten Eigenschaften ab-
strahierende Weise dargestellt, ob und wie der jeweilige Zliichtungsprozess in den resultierenden
Sorten zu unbeabsichtigten Wirkungen fiihren kann. Unbeabsichtigte Wirkungen kdénnen neutral,
erwlinscht oder unerwiinscht sein. Da sie in Sorten auch Eigenschaften auslésen kénnen, welche in
unerwiinschter Weise auf Mensch, Tier und Umwelt einwirken kdnnten, ist die Identifizierung
mdglicher Prozesse, die zu unbeabsichtigten Wirkungen fiihren kénnen, ein Schritt, um die Sicher-

heit eines Verfahrens bewerten zu kénnen.

27 Das ENGL ist eine von der EU-Kommission eingerichtete ExpertInnengruppe, die das Ziel verfolgt, GVO-
Nachweisverfahren zu harmonisieren und zu standardisieren. Zudem unterstlitzt das ENGL auch das am JRC
eingerichtete GVO-Referenzlabor der EU.
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Unbeabsichtigte Wirkungen kénnen durch verschiedenste Prozesse ausgelést werden und treten
bei allen Ziichtungsverfahren auf. Einzelne Ziichtungsverfahren kénnen sich dabei in der Art der
Prozesse unterscheiden. Fir die ausgewdhlten neuen Verfahren wird in Kapitel 3 jeweils darge-
stellt, ob die identifizierten Prozesse auch bei anderen Ziichtungsverfahren vorkommen. Damit
lasst sich beantworten, ob die Prozesse spezifisch fir das jeweilige Verfahren sind oder nicht, und

es wird eine erste Basis gelegt, um die neuen Verfahren mit anderen Verfahren zu vergleichen.

Tabelle 12: Funde von Verdffentlichungen, in denen Sicherheitsaspekte der neuen Verfahren
diskutiert werden (ohne Anspruch auf Vollstandigkeit).

Verfahren Literaturfunde zu Sicherheitsaspekten

Agroinfiltration Lusser et al. 2011, Schaart & Visser 2009, COGEM 2006a

Beschleunigte Ziichtung Schaart & Visser 2009

Cisgenese EFSA 2012a, Lusser et al. 2011, Prins & Kok 2010,
Jacobsen & Schouten 2009/2008/2007, Schaart & Visser
2009, Kok et al. 2008, Russel & Sparrow 2008, COGEM
2006b, De Cock Buning et al. 2006, Giddings 2006, Myskja
2006, Schouten et al. 2006a/b/c, Schubert & Williams

2006, Krens 2005
Gezielte chemische Mutagenese -—--

Gezielte Mutagenese mittels T-DNA ----

Induzierte Hypomethylation

Intragenese

Meganukleasen-Technik
Methyltransferasen-Technik

Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese

Pfropfen

Lusser et al. 2011, Schaart & Visser 2009, Russel &
Sparrow 2008, Rommens 2007, Rommens et al. 2007

EFSA 2012b*

Lusser et al. 2011, Breyer et al. 2009, Schaart & Visser
2009, COGEM 20064,

Hemmer et al. 2009, Schaart & Visser 2009, Youk et al.
2009, COGEM 20064, Yi et al. 2006, Vigne et al. 2004

Reverse Breeding
RNA-dirigierte DNA-Methylierung
Seed Production Technology

TALEN-Technik

Transformation mit Wildtyp Agrobakterien

Virus-induziertes Gen-Silencing

Virus-unterstitzte Genexpression

Lusser et al. 2011, Schaart & Visser 2009, COGEM 2006a
Lusser et al. 2011, COGEM 2006a

USDA 2011

EFSA 2012b*

Schaart & Visser 2009, HSE 2005, Robertson 2004
Tourino et al. 2008, HSE 2007/2005

Zentromer-vermittelte Genomelimination -——

Zinkfinger-Nukleasen-Technik EFSA 2012b*,Lusser et al. 2011, COGEM 2009a

*: Diskussion derjenigen Variante der NRE-Verfahren, die zur Insertion neuer Gene fihrt.

Um auf eine vergleichende Art und Weise die Sicherheit der neuen Verfahren beurteilen zu kon-
nen, dirfte es notwendig sein, auch die Anzahl der mdglicherweise beteiligten Prozesse, die
Haufigkeit mit der die einzelnen Prozesse eintreten sowie die Schwere der jeweils mdglichen

Folgen in den Vergleich mit einzubeziehen. Ob dieses Vorgehen mdoglich ist, bleibt zu klaren.
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Ob in einer Sorte, die kommerzialisiert werden soll, unerwiinschte Wirkungen auftreten, hangt
nicht allein von den Prozessen ab, die wdhrend der Zichtung zu unbeabsichtigten Wirkungen
fihren koénnen, sondern auch von den AnwenderInnen und somit von ihrem Wissen, ihrer Erfah-
rung und ihrer Sorgfalt.

ZuchterInnen nehmen auf verschiedene Weise Einfluss auf das Auftreten unbeabsichtigter Wirkun-
gen. Bei Verfahren beispielsweise, die eine Transformation beinhalten, kénnen sie durch das
Design des genetischen Konstruktes, die Wahl der Transformationsmethode sowie die Auswahl der
Primartransformanten beeinflussen, in welchem Umfang unbeabsichtigte Wirkungen eintreten. Un-
abhangig vom jeweiligen Zichtungsverfahren dirfte die Selektion von Sortenkandidaten der
wichtigste Schritt sein, um Pflanzen mit unerwlinschten Wirkungen auszusortieren. Da aus allen
Zichtungsverfahren Sorten hervorgehen kénnen, die unbeabsichtigte und unerwartete Effekte
haben, werden neu geziichtete Sorten routinemassig in einem Selektionsprozess auf unerwiinsch-
te Wirkungen Uberprift. Welche Merkmale und Eigenschaften einer Sorte dabei mit welchen
Methoden wie genau untersucht werden, hangt einerseits von der jeweiligen Pflanzenart und der
Sorgfalt der ZichterInnen ab. Andererseits kann hier auch der Staat Einfluss nehmen, indem er
Vorgaben macht oder Vorschriften erlasst, wie die Selektion und somit die Prifung neuer Sorten
durchgefuhrt werden soll.

Wie der Selektionsprozess Einfluss auf die Sicherheit der Sorten aus den neuen Verfahren nehmen

kann, ist im vorliegenden Bericht teilweise erwahnt, aber nicht systematisch untersucht worden.

4.4.2 Nachweis der Abwesenheit extrazelluldr eingefiihrter Sequenzen

Bei Verfahren, die gentechnische Methoden auf indirekte Art anwenden (Abschnitt 4.1.1.2), sollen
als Endprodukt Sorten entstehen, die frei von den wahrend des Prozesses von aussen eingefiihrten
Sequenzen sind. Bevor solche Sorten versuchsweise in die Umwelt freigesetzt oder in Verkehr ge-
bracht wird, sollte vorsorglich nachgewiesen werden, dass sie komplett frei vom eingeflhrten
genetischen Material sind (Schaart & Visser 2009). Um diesen Nachweis zu erbringen, stehen ver-
schiedene Methoden wie PCR und Southern-Blot zur Verfigung. Mit welcher Zuverlassigkeit sich
mit den verfligbaren Methoden der Nachweis erbringen lasst, wird hier nicht untersucht, weshalb
die Frage abzuklaren bleibt.

Wie in Abschnitt 4.1.1.2 dargestellt, kdonnen bei der indirekten Anwendung gentechnischer Metho-
den unterschiedliche Strategien verfolgt werden, um das genetische Material voriibergehend in
Pflanzen oder Pflanzenzellen einzubringen. Je nach angewandter Strategie erfolgt die «Entfern-
ung» des eingefiihrten genetischen Materials auf unterschiedliche Weise. Wie zuverldssig sich
dabei jeweils das eingefiihrte genetische Material entfernen lasst, wird hier nicht untersucht,
weshalb die Frage abzuklaren bleibt. Je nach angewandter Strategie ist zudem der Nachweis der
Abwesenheit des extrazelluldr eingeflihrten genetischen Materials unterschiedlich zu fiihren. Im
Folgenden wird eine Einschatzung gegeben, welche Sequenzen jeweils bertcksichtigt werden
sollten; der genaue Sachverhalt bleibt abzuklaren.

Transformation: Bei der Transformation werden von aussen eingeflihrte Sequenzen stabil ins Erb-
gut einer Pflanze inseriert. Neben der gewlinschten Insertion kédnnen - in Abhangigkeit der einge-
setzten Transformationsmethode - weitere Sequenzen ins Erbgut der Pflanze integriert werden.
Diese «lberflissigen» Sequenzen kdnnen dabei mit dem gewlnschten Insert verlinkt oder sein
oder nicht. Bei Nachkommen transformierter Pflanzen kdénnte es somit nicht nur notwendig sein,
die Abwesenheit aller intakten Kopien des inserierten Transgens nachzuweisen, sondern auch das

Fehlen weiterer Sequenzen zu bestdtigen. Dazu kénnen gehdren: Sequenzen aus dem Rickgrat

Neue Pflanzenzuchtverfahren Dezember 2012 Seite 90 von 122



des Vektors (Gelvin 2003), Sequenzen aus der chromosomalen DNA von Agrobakterien (Ulker et
al. 2008), sowie Sequenzen unvollstédndig inserierter Transgene.

Transiente Transfektion: Bei der transienten Transfektion werden definierte Sequenzen voriiberge-

hend in Zellsuspensionen oder Protoplasten eingeflihrt. Eine Insertion dieser Sequenzen ins Erbgut
der Pflanze ist nicht beabsichtigt, kann aber je nach Transfektionsverfahren nicht ganzlich ausge-
schlossen werden. Regenerierte Pflanzen oder deren Nachkommen sollten auf die Abwesenheit der
eingeflihrten Sequenzen getestet werden.

Pfropfen: Aufgrund der verfiigbaren Daten wird davon ausgegangen, dass ein Transfer von geneti-
schem Material aus dem Erbgut eines Wurzelstockes in den Reiser unwahrscheinlich ist (Haroldsen
et al. 2012a, Lusser et al. 2011, Schaart & Visser 2009, COGEM 2006a). Damit kénnte die Not-
wendigkeit entfallen, Nachkommen des Reises auf die Abwesenheit der im Erbgut des Wurzel-
stocks neu inserierten Sequenzen zu testen.

Einsatz viraler Vektoren: Bei VIGS und VUGE werden definierte Sequenzen voribergehend in

Pflanzen eingefiihrt. Eine Insertion dieser Sequenzen ins Erbgut der Pflanze ist nicht beabsichtigt,
kann aber - insbesondere wenn die viralen Vektoren via Agroinokulation oder Agroinfektion einge-
schleust werden - nicht génzlich ausgeschlossen werden. Nachkommen von Pflanzen, die mit
viralen Vektoren behandelt worden sind, sollten deshalb auf die Abwesenheit rekombinanter Viren
und Vektorsequenzen getestet werden (Schaart & Visser 2009). Falls virale Vektoren via Agroino-
kulation oder Agroinfektion in Pflanzen eingebracht werden, sind die Nachkommen der behandel-
ten Pflanzen zusatzlich auf die Abwesenheit rekombinanter Bakterien, chromosomaler DNA der
Agrobakterien sowie von T-DNA-Sequenzen zu testen (Schaart & Visser 2009).

Agroinfiltration: Bei der Agroinfiltration werden definierte Sequenzen mit Hilfe von Agrobakterien
voriibergehend in Pflanzen eingeflihrt. Eine Insertion dieser Sequenzen ins Erbgut der Pflanze ist
zwar nicht beabsichtigt, sie kann aber vorkommen. Nachkommen agroinfiltrierter Pflanzen sollten
auf die Abwesenheit von rekombinanten Bakterien, von chromosomaler DNA der Agrobakterien so-
wie von T-DNA-Sequenzen getestet werden (Schaart & Visser 2009). Im Falle der Agroinokulation
und Agroinfektion sind die Nachkommen zudem auf die Abwesenheit rekombinanter Viren zu

testen (siehe oben).

4.5 Aspekte der GVO-Klassierung

Ob die aus den zwanzig beschriebenen Verfahren hervorgehenden Sorten nach geltendem Recht
als GVO zu klassieren sind oder nicht, wird flir jedes Verfahren unter Berlicksichtigung méglicher
Varianten und Kombinationen einzeln zu prifen sein. Fir neun der beschriebenen Verfahren sind
in Kapitel 3 jeweils Aspekte diskutiert worden, die bei der GVO-Klassierung der Sorten aus den
Verfahren eine Rolle spielen kdnnten. Im Folgenden werden diese Aspekte resiimiert und zwar im

Zusammenhang mit der Art der Anwendung gentechnischer Methoden (siehe Abschnitt 4.1.).

4.5.1 Direkte Art der Anwendung gentechnischer Methoden

Organismen, die von aussen eingefiihrtes genetisches Material stabil in ihr Erbgut integriert haben,
werden nach geltendem Recht in der Regel als GVO klassiert. Eine Ausnahme von dieser Regel
sind nicht pathogene Organismen, die aus dem Verfahren der Selbstklonierung entstehen (Anh. 1
Abs. 3 Frsv)%,

28 Die Schweizer Gesetzgebung weicht bei der Regulierung der Selbstklonierung von der EU-Gesetzgebung ab:
In der EU werden selbstklonierte Organismen bei Freisetzungsversuchen und beim Inverkehrbringen wie GVO
reguliert, in der Schweiz hingegen wie nicht-GVO.
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Neue Verfahren wie die Cisgenese und Varianten der NRE-Technik kdnnen den Kriterien der
Selbstklonierung entsprechen, weshalb sich die Frage stellt, ob die aus diesen Verfahren hervor-
gehenden Sorten in bestimmten Fallen aus dem Geltungsbereichs des GTG fallen kénnen oder
nicht?

Eine &hnliche Situation findet sich bei der gezielten Mutagenese mittels T-DNA sowie Varianten der
NRE-Technik: Hier ist das von aussen zugefiihrte genetische Material im Erbgut der resultierenden
Sorten zwar vorhanden, es fiihrt aber nicht zur Insertion eines neuen Gens sondern zu einem
Allelaustausch. Die resultierende Veranderung am genetischen Material ist somit der Austausch
von einer oder mehreren Basen. Da diese Verdnderung auch spontan erfolgen oder durch das
nicht gentechnische Verfahren der Mutagenese erzeugt werden kann, ist zu klaren, was flr die
GVO-Klassierung entscheidend sein soll: Ist es der Aspekt der Insertion von Nukleinsdauren ins
Erbgut des Organismus? Oder ist es der Aspekt, dass die Veranderungen am genetischen Material
Mutationen sind? Zu kldaren kénnte dabei auch die Frage sein, ob die Anzahl der in einer bestimm-
ten endogenen Sequenz ausgetauschten Basen entscheidend fiir die GVO-Klassierung sein kann
oder nicht?

Beim Pfropfen ist zu klaren, ob Nachkommen eines Reisers, der auf einen gentechnisch verander-
ten Wurzelstock gepfropft wurde, als GVO zu klassieren sind oder nicht.

Beim Verfahren der Transformation mit Wildtyp Agrobakterien entstehen zwar Sorten, die artfrem-
de Gene in ihrem Erbgut aufweisen, da aber die Kriterien von Anhang 1 Abs. 1 Bst. a und b nicht
erflllt sein dirften, bleibt zu klaren, ob es sich um ein gentechnisches Verfahren im Sinne der
FrSV handelt oder nicht.

4.5.2 Indirekte Art der Anwendung gentechnischer Methoden

Werden gentechnische Methoden auf eine indirekte Art angewendet, kdnnen aus den Verfahren
Sorten hervorgehen, die frei von extrazellular eingefihrtem genetischem Material sind (siehe Ab-
schnitt 4.1.1.2). Ob solche Sorten nach geltendem Recht als GVO gelten kénnen oder nicht, ist
sowohl aus einer Prozess-bezogenen als auch einer Produkt-bezogenen Perspektive zu betrachten
sowie in Hinsicht auf Anhang 1 Absatz 3 FrSV zu prifen. In Abhangigkeit von den im Abschnitt 2.2
dargestellten vier mdglichen indirekten Anwendungen gentechnischer Methoden stellen sich dabei
konkret folgende finf Fragen:

(I) Gelten Kreuzungsnachkommen einer stabil transformierten Pflanze als GVO, wenn sie frei vom
urspriinglich transformierten genetischen Material sind? (II) Gelten Nachkommen von Pflanzen, die
sich aus transfizierten Zellen regeneriert haben, als GVO, wenn sie das urspriinglich transfizierte
genetische Material nicht mehr enthalten? (III) Gelten Nachkommen von Pflanzen, die in etlichen
ihrer Zellen rekombinante Viren enthielten, als GVO, wenn sie frei vom rekombinanten Virus sind?
(IV) Gelten Nachkommen eines Reisers, der auf einen stabil transformierten Wurzelstock gepfropft
ist, als GVO? (V) Spielt es bei der Beantwortung der ersten vier Fragen eine Rolle, ob die
Nachkommen andere Veranderungen als Insertionen extrazellularer Nukleinsduren in ihrem
genetischen Material aufweisen, die auf die Anwendung gentechnischer Methoden zurickgehen?
Weder GTG noch FrSV geben auf diese Fragen eine explizite Antwort®.

Aus einer streng Prozess-bezogenen Perspektive kann argumentiert werden, dass es im Sinne des

29 pusserhalb der Gentechnikgesetzgebung finden sich zumindest fiir die Frage (I) Antworten. Artikel 9a Absatz
2 Vermehrungsmaterial-Verordnung halt dazu folgendes fest: Wird eine gentechnisch verdnderte Sorte zur
Zlichtung verwendet, so gelten die davon abstammenden Sorten ebenfalls als gentechnisch verandert, ausser
wenn nachgewiesen ist, dass sie die gentechnische Veranderung nicht mehr enthalten. In Artikel 2 Buchstabe d
der Verordnung der EDI Uber gentechnisch veranderte Lebensmittel (VGVL) steht, dass Organismen, die aus
einer Kreuzung von GVO mit einem anderen Organismus hervorgehen, als GVO gelten. Ein Bezug auf das
Vorhandensein der gentechnischen Veranderung wird hier nicht genommen.
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verfahrenbasierten Konzeptes der Gentechnikgesetzgebung sei, Pflanzensorten immer dann als
GVO zu klassieren, wenn bei ihrer Zliichtung gentechnische Methoden angewendet werden. Die
Fragen (I) bis (IV) waren in diesem Sinn immer zu bejahen und Frage (V) zu verneinen. Da nach
GVO-Legaldefinition jedoch nur solche Sorten als GVO klassiert werden kodnnen, die eine
Veranderung an ihrem genetischen Material aufweisen, dirfte die streng Prozess-bezogene
Argumentation nicht zutreffen. Aus einer weniger streng Prozess-bezogenen Perspektive lasst sich
argumentieren, dass Frage (V) zu bejahen ist und deshalb die Fragen (I) bis (IV) immer dann auch
bejaht werden kénnen, wenn irgendeine Veranderung am genetischen Material vorliegt, die auf
eine gentechnische und somit natirlicherweise nicht vorkommende Methode zurlickgeht.

Aus einer Produkt-bezogenen Perspektive lasst sich argumentieren, dass eine Anwendung gen-
technischer Methoden dann aufhort der regulative Bezugspunkt zu sein, wenn sie im Endprodukt
zu einer Veranderung am genetischen Material flhrt, die auch natirlicherweise vorkommen kann.
Die Frage (V) ware zu bejahen und in Hinsicht auf die Beantwortung der Fragen (I) bis (IV) galte
es im Einzelnen zu prifen, ob die mit den neuen Verfahren am genetischen Material erzeugbaren
Veranderungen auch natlrlicherweise vorkommen kdénnen oder nicht.

Ob die aus einer indirekten Art der Anwendung gentechnischer Methoden hervorgehenden Sorten
als GVO gelten kdnnen, ist auch in Hinsicht auf Anhang 1 Absatz 3 FrSV zu prifen. Dort sind
diejenigen Verfahren aufgefihrt, die in der Regel nicht zu GVO fihren. Dazu gehdéren unter ande-
rem die Mutagenese und Verfahren, die zu einer Anderung der Ploidie fiihren. Indem die FrSV
diese Verfahren als nicht gentechnische deklariert, konkretisiert sie gleichzeitig, welche Anderun-
gen am genetischen Material im Sinne der Gentechnikgesetzgebung als nicht gentechnische
Verdanderungen gelten kénnen. Dazu gehdren die mit einigen der neuen Verfahren erzeugbaren
Basenaustauschmutationen, Indels, Gendeletionen und Haploidisierungen. Nach Anhang 1 Absatz
3 FrSV gilt nun jedoch auch, dass die genannten Veranderungen dann zu einem GVO flihren, wenn
die entsprechenden Verfahren «mit dem Einsatz von rekombinanten Nukleinsduremolekiilen oder
von GVO verbunden sind». Wie dies ausgelegt werden kdnnte, wird im Folgenden an einem
Beispiel diskutiert.

Bei gewissen Varianten der NRE-Techniken werden Restriktionsenzyme als Gene, also in Form von
DNA, in die Pflanzen eingeflihrt. In der Zelle werden die Gene exprimiert, die entstehenden Re-
striktionsenzyme schneiden das Erbgut an der vorbestimmten Stelle entzwei und die Zelle
repariert die Bruchstelle, wodurch dort Indels entstehen. Das Einflihren der Gene kann dabei mit
stabiler Transformation, mit transienter Transfektion oder mit pflanzenviralen Vektoren erfolgen.
Bei der stabilen Transformation entsteht zu Beginn des Verfahrens ein GVO. Ist das Verfahren
somit im Sinne der FrSV «mit dem Einsatz von GVO» verbunden und die resultierende Sorte als
GVO zu klassieren, auch wenn sie die urspriinglich eingesetzten Gene nicht mehr besitzt? Gemass
dem erlauternden Bericht zur FrSV (EDI 1997) kann der Ausdruck «mit dem Einsatz von GVO ver-
bunden» so verstanden werden, dass der Organismus bei Beginn des Verfahrens gentechnisch
verandert ist. Diese Auslegung kdénnte flir den Fall, dass die Gene der Restriktionsenzyme mittels
stabiler Transformation eingebracht werden zutreffen. Wie sieht dies fiur den Fall aus, in dem die
Gene via transiente Transfektion eingeflihrt werden? Hier stellt sich die Frage, ob Pflanzen, die aus
transfizierten Zellen regenerieren, rechtlich als GVO gelten. Gelten sie als GVO, wird wiederum der
Ausdruck «mit dem Einsatz von GVO» bedeutend. Gelten sie nicht als GVO, stellt sich als nachstes
die Frage, was «mit dem Einsatz rekombinanter Nukleinsdurenmolekiilen» gemeint sein kdnnte.
Gemass erldauterndem Bericht zur FrSV (EDI 1997) sind rekombinante Nukleinsduren gentechnisch
veranderte DNA-Abschnitte. Da die transient eingefiihrten Gene als rekombinante Nukleinsduren

gelten kdénnen, ist zu diskutieren, wie der Ausdruck «mit dem Einsatz» auszulegen ist. Kann die
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Auslegung davon abhédngen, ob die rekombinanten Nukleinsduren die Verdnderung am genetisch-
en Material unmittelbar oder mittelbar erzeugen? Im Falle der NRE-Technik erfolgt die Erzeugung
mittelbar via die Expression der Gene.

Neben der stabilen Transformation und transienten Transfektion kdnnen die Gene bei der NRE-
Technik auch mit viralen Vektoren in Pflanzen eingefiihrt werden. Obwohl die viralen Vektoren
GVO sind, durfte hier der Ausdruck «mit dem Einsatz von GVO» keine Wirkung zeigen, da die
Pflanze selbst zu Beginn des Verfahrens nicht gentechnisch verédndert ist®®. Ob der Ausdruck «mit
dem Einsatz rekombinanter Nukleinsaurenmolekiilen» zur Geltung kommen kénnte, ist zu klaren.
Wie aus den obigen Darstellungen hervorgeht, kann es bei Verfahren, in denen es zur Erzeugung
von Basenaustauschmutationen, Indels, und Gendeletionen kommt, zu einer Sache der Auslegung
werden, ob die resultierenden Sorten auch dann als GVO zu gelten haben, wenn sie das urspriing-
lich eingeflihrte genetische Material nicht mehr besitzen. Inwiefern dies auch bei Verfahren zutrifft,
in denen Epiallele® erzeugt werden oder wéhrend denen es zu unbeabsichtigten somaklonalen
Variationen®? kommen kann, ist zu priifen. Zu kldren diirfte auch sein, ob folgende Begriffe und
Ausdriicke rechtlich zu konkretisieren sind: «genetisches Material», «rekombinante Nukleinsdauren-

molekile», «mit dem Einsatz von GVO», «mit dem Einsatz von rekombinanten Nukleinsduren».

5. Regulatorische Aspekte

In den folgenden Abschnitten werden Aspekte dargestellt und Fragen aufgeworfen, die bei der Re-
gulierung der Sorten aus den neuen Verfahren eine Rolle spielen beziehungsweise zu beantworten
sein kénnten. Der Fokus liegt dabei auf der Gentechnikgesetzgebung. Inwiefern die neuen Verfah-
ren im Geltungsbereich der Lebensmittel- und Landwirtschaftsgesetzgebung Fragen aufwerfen

werden, wird nicht oder nur am Rande angesprochen®3,

5.1 Biosicherheit

Neu geziichtete Pflanzensorten dirfen in der Schweiz nur dann in die Umwelt freigesetzt oder in
Verkehr gebracht werden, wenn sie den Menschen, die Tiere oder die Umwelt nicht gefahrden und
die biologische Vielfalt und deren nachhaltige Nutzung nicht beeintrachtigen (Art. 6 GTG, Art. 29a
USG). Diese Norm gilt unabhangig davon, ob eine Sorte rechtlich als GVO klassiert wird oder nicht.
Abhéangig von der GVO-Klassierung sind hingegen die Intensitat der staatlichen Aufsicht und die zu
erfillenden Sicherheitsanforderungen. Bei nicht als GVO klassierten Sorten haben Hersteller und
Importeure in Eigenverantwortung daflir zu sorgen, dass beim Umgang mit den Sorten Gefdhrd-
ungen und Beeintrachtigungen der Schutzgiter vermieden werden. Der Staat kann dabei die Ein-
haltung der Sorgfaltspflicht (Art. 6 FrSV) und die Wahrnehmung der Selbstkontrolle (Art. 4 FrSV)

30 Eine Pflanze, in deren Gewebe ein rekombinantes Virus eingefihrt wird, fallt zwar unter die Gentechnikge-
setzgebung, diirfte aber selber nicht als GVO gelten, sondern als Pflanze, die einen GVO enthalt.

31 Kénnen neue Epiallele im Sinne der Gentechnikgesetzgebung eine Veranderung am genetischen Material
sein?

32 somaklonale Variationen sind Veranderungen am genetischen Material, die bei In-vitro-Kulturen von Zellen,
Kalli oder Organen auftreten kdnnen. Bei der stabilen Transformation und der transienten Transfektion kénnen
sich in der Zellkultur solche somaklonalen Variationen ereignen.

33 Nicht behandelt wird beispielsweise die Frage, ob Sorten aus den neuen Verfahren gemass Verordnung tber
die biologische Landwirtschaft und die Kennzeichnung biologisch produzierter Erzeugnisse und Lebensmittel
(Bio-Verordnung) im Biolandbau eingesetzt werden dirften oder nicht. Inwiefern die neuen Verfahren gemass
privater Richtlinien im Biolandbau einsetzbar bzw. nicht einsetzbar sind, ist eine Frage, die auch innerhalb des
Biolandbaus diskutiert wird (z.B. Messmer 2011, Haring 2009, Lammerts van Bueren et al. 2008/2007).
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prifen. Bei als GVO klassierten Sorten hingegen obliegt das Vermeiden von Gefdhrdungen und
Beeintréchtigungen der Schutzgiiter einer strengen staatlichen Aufsicht: Freisetzungsversuche und
das Inverkehrbringen unterstehen der Bewilligungspflicht (Art. 11 und 12 GTG), wobei hohe Anfor-
derungen and die Sicherheit der Sorten gestellt werden3*.

Das geltende Recht sieht sowohl fir den Umgang mit nicht-GVO wie auch den Umgang mit GVO
Ausnahmen vor: Bei Sorten, die nicht als GVO gelten, kann der Umgang als bewilligungspflichtig
erklart werden (Art. 29f USG, Art. 160 LwG). Bei GVO-Sorten wiederum sind Vereinfachungen der
Bewilligungspflicht oder Ausnahmen davon madglich (Art. 14 GTG).

Ob und wie eine Pflanzensorte auf die Schutzgiter einwirkt, hangt von ihren Eigenschaften, der
Art der Nutzung sowie dem Ausmass der Nutzung ab und lasst sich nur in einer Einzelfallpriifung
feststellen. Ob eine etwaige Einwirkung zu einer Beeintrachtigung oder Gefahrdung der Schutz-
guter fuhrt, hangt wiederum davon ab, welche Zustdnde der Schutzgiter als wiinschenswert fest-
gelegt sind, und ist ebenfalls im Einzelfall zu bewerten. Hinsichtlich der neuen Verfahren stellt sich
die Frage, wer die Einzelfallpriifung und -bewertung vornimmt? Ist es je nach Verfahren gerecht-
fertigt, dass Priifung und Bewertung einer strengen staatlichen Aufsicht obliegen? Oder ist es je
nach Verfahren angemessen, Prifung und Bewertung der Eigenverantwortung der Hersteller und

Importeure zu unterstellen?

5.2 Schutz der Wahlfreiheit

Das GTG schreibt vor, dass durch den Umgang mit GVO die Wahlfreiheit der KonsumentInnen
nicht beeintrachtigt werden darf (Art. 7 GTG). Sichergestellt wird die Wahlfreiheit unter anderem
durch die Kennzeichnungsvorschriften (Art. 17 GTG). Sie sollen gewahrleisten, dass KonsumentIn-
nen eine autonome und sachkundige Produktauswahl treffen kénnen. Um dies zu ermdéglichen, hat
der Gesetzgeber sowohl gentechnisch verdanderte Organismen, die in Verkehr gebracht werden,
unter die Kennzeichnungspflicht gestellt, wie auch Erzeugnisse, die aus diesen Organismen
gewonnen werden (Art. 3 Abs. 2 GTG), und zwar unabhdangig davon, ob die DNA der Organismen
in den Erzeugnissen noch erkennbar ist oder nicht*®,

Wie die neuen Pflanzenzichtungsverfahren und insbesondere die aus ihnen hervorgehenden
Sorten in Hinsicht auf das Ermdglichen der Wahlfreiheit zu handhaben sind, hangt nach geltendem
Recht davon ab, ob die entstehenden Sorten als GVO klassiert werden oder nicht.

Wird entschieden, die Sorten eines der neuen Verfahren als GVO zu klassieren, so sind diese
Sorten beim Inverkehrbringen als GVO zu kennzeichnen. Die Pflicht zur Kennzeichnung besteht
auch fur die aus den Sorten gewonnenen Lebens- und Futtermittel. Da die Sorten und die daraus
erzeugten Produkte zu kennzeichnen sind, sind die Wahlfreiheit der KonsumentInnen (Lebens-
mittel) wie auch die Wahlfreiheit der LandwirtInnen (Saatgut, Futtermittel) erméglicht. Wahrend
die Wahlfreiheit ermdglicht bleibt, kdnnen sich in gewissen Fallen neue Herausforderungen beim
Vollzug ergeben. Ob die Kennzeichnungspflicht eingehalten wird, prifen die Behdrden Ublicher-
weise, indem sie Proben auf das Vorhandensein von GVO testen. Falls die Sorten aus den neuen
Verfahren und somit auch die aus ihnen gewonnenen Erzeugnisse stofflich nicht eindeutig als GVO

identifizierbar sind (Abschnitt 4.3), kénnen die Behdrden bei ihren Kontrollen keine Tests durch-

34 Dass beim Umgang mit gentechnisch veranderten Sorten strenge Sicherheitsstandards eingehalten werden
miussen, die weit Uber denen fir herkdmmliche Sorten liegen, hat zur Folge, dass sich die Zulassungskosten
massiv erhohen. In der EU beispielsweise kostet die Registrierung einer herkémmlichen Sorte im Sortenkatalog
einige 10'000 Franken, die Kosten flir die Bewilligung einer neuen gentechnisch veranderten Pflanze hingegen
liegen laut Schatzungen bei finf bis zehn Millionen Franken.

35 Die Frsv verlangt flr Produkte, die «aus GVO hergestellt» sind, keine Kennzeichnung (Art. 10 FrSV). Anderes
gilt im Futtermittel- und im Lebensmittelbereich.
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fihren, sondern allein schriftliche Unterlagen heranziehen. Da der Agrarhandel international ist,
wird eine liickenlose Uberpriifung schwierig.

Wird entschieden, die Sorten eines der neuen Verfahren nicht als GVO zu klassieren, so fallen sie
auch nicht unter die Kennzeichnungspflicht. Neue Herausforderungen fir den Vollzug ergeben sich
nicht. Da die Sorten und die daraus erzeugten Produkte nicht zu kennzeichnen sind, steht jedoch
zur Diskussion, ob die Wahlfreiheit beeintrachtigt wird, wenn die Anwendungen der Gentechnik im
Zichtungsprozess flir KonsumentInnen und LandwirtInnen unsichtbar bleiben?

Mit der Entwicklung der neuen Zuchtverfahren stellt sich im Bereich Saat- und Pflanzgut somit
eine Frage, die bisher vor allem im Lebensmittelbereich zu anhaltenden politischen Diskussionen
fuhrt: Wie umfassend soll die Prozesskennzeichnung sein?

Das GTG schreibt keine umfassende Prozesskennzeichnung vor; kennzeichnungspflichtig sind
allein GVO und daraus gewonnene Erzeugnisse, nicht aber Produkte, die mit Hilfe von GVO oder
daraus gewonnenen Erzeugnissen hergestellt werden. Ob die Reichweite der Prozesskenn-
zeichnung wegen den neuen Zuchtverfahren neu zu verhandeln ist, bleibt zu diskutieren.

Ein weiterer Aspekt, der im Hinblick auf die neuen Verfahren Beachtung verdienen kdnnte, ist die
so genannte Negativdeklaration. Gemass GTG kann der Bundesrat regeln, dass Organismen, die
nicht gentechnisch verandert sind, als solche gekennzeichnet werden (Art. 17 Abs. 5 GTG). Im
Lebensmittelbereich findet sich in der Verordnung Uber gentechnisch veranderte Lebensmittel
(VGVL) eine entsprechende Regelung dazu (Art. 7 Abs. 8 VGVL). Sie ist auf das Bedlirfnis von
KonsumentInnen ausgerichtet, die bei ihrer Ernahrung GVO in jeglicher Hinsicht vermeiden wollen.
Ob im Hinblick auf die neuen Pflanzenzuchtverfahren eine entsprechende Regelung auch im Saat-

und Pflanzgutbereich zweckmassig ware, bleibt zu diskutieren.

5.3 Schutz der Produktion ohne gentechnisch verdnderte Organismen

Nach Art. 7 GTG darf mit GVO nur so umgegangen werden, dass sie die Produktion von Erzeugnis-
sen ohne GVO nicht beeintrachtigen. Ob diese materielle Norm bei den aus den neuen Verfahren
hervorgehenden Sorten einzuhalten ist, hédngt davon ab, ob die Sorten als GVO klassiert werden
oder nicht. Werden sie als GVO klassiert, misste beim Umgang mit ihnen dafiir gesorgt werden,
dass keine Vermischungen mit Erzeugnissen ohne GVO eintreten, die Gber den Kennzeichnungs-
schwellenwerten von Saatgut, Lebens- und Futtermittel liegen. In den Féllen, in denen die aus den
neuen Verfahren hervorgehenden Sorten nicht eindeutig als GVO identifizierbar sind (Abschnitt

4.3), wirde sich die Frage stellen, wie die Einhaltung der Norm zu kontrollieren ist.

5.4 Achtung der Wiirde der Kreatur

Gestultzt auf Artikel 120 Absatz 2 der Bundesverfassung schreibt das GTG vor, dass bei Tieren und
Pflanzen durch gentechnische Veranderung des Erbmaterials die Wiirde der Kreatur nicht miss-
achtet werden darf (Art. 8 GTG). Das GTG verlangt somit, dass nicht nur bei Tieren, sondern auch
bei Pflanzen die Wiirde der Kreatur geachtet wird.

Ungeachtet dessen, dass die Wirde der Kreatur bei Pflanze in der Praxis kaum beeintrachtigt
werden dirfte, stellt sich aus regulatorischer Sicht die Frage, wie die neuen Pflanzenzuchtver-
fahren und die aus ihnen entstehenden Sorten in Hinsicht auf die Achtung der Wirde der Kreatur

zu handhaben sind?
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Die Tatigkeit, bei der die Wiirde der Kreatur bei Pflanzen missachtet werden kdénnte, ist die gen-
technische Veranderung des Erbguts im geschlossenen System?®®. Hier stellt sich nun die Frage,
was unter gentechnischer Veranderung zu verstehen ist: Ist damit allein die Insertion von einge-
filhrtem genetischem Material ins Erbgut gemeint? Oder kénnen auch andere Anderungen im
Erbgut als gentechnische Veranderung gelten, wenn sie mittels gentechnischer Methoden erzeugt
worden sind? Im ersten Fall ware die Wirde der Pflanze immer dann zu achten, wenn bei der
Anwendung der neuen Verfahren eine Pflanze mit neu inserierten Genen entsteht - sei es als
Endprodukt oder in einem Zwischenschritt des Verfahrens. Im zweiten Fall misste die Wirde der
Pflanze bei allen Sorten geachtet werden, bei denen mit den neuen Verfahren Verdanderungen im
genetischen Material hervorgerufen werden.

In der FrSV richten sich die formellen Anforderungen zur Achtung der Wiirde der Kreatur an den
Umgang mit GVO. Bei Gesuchen zum Freisetzen und Inverkehrbringen von gentechnisch verdnder-
ten Pflanzen ist demnach in einer Interessenabwagung darzulegen, dass durch die gentechnische
Veranderung die Wirde der Kreatur nicht missachtet worden ist (Art. 19 Abs. 2 Bst. f FrSV bzw.
Art. 28 Art. 2 Bst. f FrSV). Diese Anforderung misste in den Féllen eingehalten werden, in denen

die Sorten aus den neuen Verfahren rechtlich als GVO klassiert werden.

5.5 Erkennung und Identifikation von Sorten aus den neuen Verfahren

Die Verfligbarkeit von Testmethoden, mit denen sich GVO erkennen und identifizieren lassen,
spielt eine wichtige Rolle beim Vollzug der Gentechnikgesetzgebung. Testmethoden sind notwen-
dig, um bewilligtes und unbewilligtes Material zu unterscheiden oder die Einhaltung der Kennzeich-
nungspflicht zu Gberpriifen. Eine gentechnisch veranderte Pflanze wird in der Schweiz nur dann fir
Freisetzungsversuche und das Inverkehrbringen bewilligt, wenn eine Nachweismethode fiir die
Pflanze zur Verfligung steht (Art. 19 Abs. 2 Bst. b FrSV bzw. Art. 28 Abs. 2 Bst. a FrSV). Fir den
Vollzug der Gentechnikgesetzgebung entstiinden in den Féllen neue Herausforderungen, in denen
die Sorten aus den neuen Verfahren rechtlich als GVO klassiert werden, die eindeutige Identifizie-

rung der Sorten aber nicht mdglich ist (siehe dazu Abschnitt 4.3).

5.6 Internationale Handelsbeziehungen

Die Schweiz flhrt Pflanzensorten und daraus hergestellte Produkte sowohl ein als auch aus. Ob
sich bei der Ein- und Ausfuhr von Sorten aus den neuen Pflanzenzuchtverfahren auch neue regula-
torische Fragen ergeben werden, diirfte davon abhdngen, wie die Sorten in den einzelnen Landern
reguliert werden und ob die jeweiligen Regulierungen sich von der hiesigen Regulierung unter-
scheiden.

Welche Ansatze zur Regulierung der neuen Verfahren international verfolgt werden, ist in der vor-
liegenden Arbeit nicht untersucht worden. Bekannt ist, dass die regulatorischen Fragen in ver-
schiedenen Landern von den zustandigen Behdrden und Kommissionen diskutiert werden (Lusser
& Rodriguez-Cerezo 2012, ZKBS 2012, ACRE 2011, NTWG 2011, COGEM 2010/2009a/2009b/
2006a, BAC 2007) und auch in der Literatur ein Thema sind (z.B. Halford 2012, Haroldsen et al.
2012b, Le Roux et al. 2012, Lusser et al. 2012, Wackernagel 2012, Waltz 2012, Durham et al.
2011, Kuzma & Kokotovich 2011, Tait & Barker 2011, Prins & Kok 2010, Breyer et al. 2009, Chri-
stensen & Miiller 2009b, Russel & Sparrow 2008). In den USA hat das Landwirtschaftsministerium

36 wer mit gentechnisch veranderten Pflanzen im geschlossenen System umgeht, muss gemass Art. 5 Abs. 3
ESV vor dem Umgang mittels Interessensabwagung nach Art. 8 GTG sicherstellen, dass die Wirde der Kreatur
nicht missachtet wird.
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(USDA) einen Entscheid zur Regulierung der ODM (APHIS 2004) und der Zentromer-vermittelten
Genomelimination (APHIS 2011e) sowie Einzelfallentscheide zu bestimmten Sorten aus der Cisge-
nese (APHIS 2012a/b), Meganukleasen-Technik (APHIS 2011a), der Beschleunigten Zichtung
(APHIS 2011b/c), der Seed Production Technology (Waltz 2012), der ZFN-Technik (APHIS 2012b,
2010), der epigenetischen Zichtung (APHIS 2012g) sowie auch zu gewissen Anwendungen der
Transgenese (APHIS 2012d/e/f, 2011d, Ledford 2011, Waltz 2011a) gefallt. Die US-Umweltschutz-
agentur (EPA) plant zudem, die Regulierung von cisgenen Pflanzen zu dndern (Reardon 2011,
Waltz 2011b).

Die EU ist im Agrarbereich der wichtigste Handelspartner der Schweiz, weshalb der Bund die Stra-
tegie verfolgt, technische Handelshemmnisse zu vermeiden und die bestmdgliche Harmonisierung
mit dem EU-Recht zu erreichen. Aufgrund der Bedeutung der EU wird im Folgenden kurz darge-
stellt, wie die EU-Kommission bisher auf die Entwicklung der neuen Pflanzenzuchtverfahren rea-

giert hat.

5.6.1 Abklidrungen der EU-Kommission

In der EU sind bisher keine Entscheidungen zur Regulierung der neuen Pflanzenzuchtverfahren ge-
troffen worden. Die EU-Kommission hat jedoch auf die Entwicklung reagiert und insbesondere zu
folgenden Verfahren Abklarungen eingeleitet: Agroinfiltration, Cisgenese, Intragenese, Oligo-
nukleotid-dirigierte Mutagenese, Pfropfen, RNA-dirigierte DNA-Methylierung, Reverse Breeding und
Zinkfinger-Nukleasen-Technik. Die dazu eingeleiteten Abklarungen sind:

e Im Oktober 2007 richtete die EU-Kommission auf Antrag der flr die Richtlinie 2001/18/EG zu-
standigen Behérden der EU-Lander die New Techniques Working Group (NTWG) ein. Die NTWG
Uberprifte die ausgewdhlten neuen Verfahren im Kontext der EU-Gentechnikgesetzgebung. Sie
klarte dabei, ob die Verfahren zu genetischen Veranderungen flihren und, falls ja, die resultieren-
den Organismen unter den Geltungsbereich der Gentechnikgesetzgebung fallen sollen oder nicht.
Der Schlussbericht der NTWG liegt seit Dezember 2011 vor (NTWG 2011).

e Im Jahr 2010 fUhrte das JRC Institute for Prospective Technological Studies (IPTS) in Zusam-
menarbeit mit dem JRC Institute for Health and Consumer Protection (IHCP) im Auftrag der EU-
Kommission eine Studie zu den ausgewdhlten neuen Pflanzenzuchtverfahren durch. Im Fokus der
Mitte 2011 verdffentlichten Studie (Lusser et al. 2011) sind folgende Aspekte: der Stand der For-
schung zu den neuen Verfahren, der Stand der Anwendungen im Zlichtungssektor, das Potenzial
fur die Entwicklung kommerzieller Sorten und die Herausforderungen beim Nachweis von Sorten
aus den neuen Verfahren.

e Im Februar 2011 beauftragte die EU-Kommission die EU-Lebensmittelsicherheitsbehdrde (EFSA),
die neuen Pflanzenzuchtverfahren unter die Lupe zu nehmen. Die EFSA soll dabei untersuchen,
welche Risiken die einzelnen Verfahren flir Menschen, Tiere und die Umwelt darstellen kdnnten
und zwar unabhangig davon, ob die Produkte der neuen Verfahren unter die Gentechnikgesetzge-
bung fallen oder nicht. Zudem soll die EFSA kladren, ob durch die neuen Verfahren ein Bedarf
besteht, neue Leitlinien fiir die Risikoabschdtzung zu erlassen oder Anderungen in den bestehen-
den Leitlinien vorzunehmen. Bisher hat die EFSA eine Meinung zur Cisgenese und Intragenese
(EFSA 2012a) sowie eine Meinung zu einer der Varianten der NRE-Techniken veréffentlicht (EFSA
2012b).

e Im September 2011 fihrte das JRC den Workshop «Comparative Situation of New Plant Breeding
Techniques» durch, an dem Fachleute und Behérdenvertreter die Ansatze zur Regulierung der

neuen Pflanzenzuchtverfahren in verschiedenen Landern wie Australien, Argentinien, Japan, Kana-
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da, Sidafrika und EU diskutierten. Ein Bericht zum Workshop ist 2012 verdéffentlicht worden
(Lusser & Rodriguez-Cerezo 2012).

5.7 Weitere Aspekte

Im Folgenden werden zwei weitere Aspekte geschildert, die bei der Regulierung der neuen Ver-

fahren zu bericksichtigen sein kénnten.

5.7.1 Wiederholte Ahwendung von Verfahren an derselben Pflanze

Mit dem ODM und Varianten der NRE-Techniken lassen sich an vorbestimmten Stellen des Erbguts
gezielt Mutationen einflihren. Bei der Entscheidung, wie diese Verfahren beziehungsweise die da-
raus hervorgehenden Sorten zu regulieren sind, kénnte folgende Besonderheit zu berlcksichtigen
sein: Theoretisch ist es mit den genannten Verfahren mdglich, in aufeinander folgenden Zyklen
vollsténdig neue Sequenzen ins Erbgut einzufliigen und so beispielsweise ein endogenes Gen um-
fassend zu andern oder vor ein bisher nicht exprimiertes Gen einen Promotor zu stellen. Damit
schwindet die klare Unterscheidung zwischen dem Erzeugen einer Mutation und dem Einfiihren
eines neuen Gens.

Gegenwartig ist eine aufeinander folgende Anwendung der Verfahren an der gleichen Pflanze kaum

praktizierbar, da die Effizienz der ODM und der NRE-Techniken gering ist.

5.7.2 Uberpriifung der Abwesenheit extrazellulidr eingefiihrter DNA

Aus Verfahren, in denen gentechnischer Methoden indirekt angewendet werden, kénnen Sorten
hervorgehen, die frei von extrazellular eingefihrtem genetischen Material sind. Aus regulatorischer
Sicht kann hier die Frage gestellt werden, wer mit welchen Methoden vor einem Freisetzungs-
versuch beziehungsweise vor dem Inverkehrbringen einer Sorte die Abwesenheit des extrazellular
eingeflihrten genetischen Materials nachweist. Soll der Nachweis der Sorgfaltspflicht und der
Selbstkontrolle des Herstellers oder der staatlichen Kontrolle unterliegen? Falls die Hersteller den
Nachweis in Eigenverantwortung erbringen sollen, soll der Staat dann die Mdéglichkeit haben, die

Einhaltung der Sorgfaltspflicht und der Selbstkontrolle zu Giberprifen?
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