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Max-Planck-Institute for Plant Breeding Research
- 03.06.2019
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Giovanni Stanchi, 1645 - 1672
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Fazit: Menschen verandern
- Pflanzen seit dem Beginn
des Ackerbaus vor ca.

10.000 Jahren '

MUTATION und SELEKTION



Meilensteine der Pflanzenziichtung

2010 2000
Genomische Markergestiitzte Ziichtung
Genomeditierung Selektion (Smart Breeding)
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Mendelsche Regeln [ 3 ]

Mendelsche Regeln

®-® Zuckerriibe Roggen

Bei Kreuzungsversuchen mit Erbsen eoew
stellte Gregor Mendel GesetzméBigkeiten %’ https://ww
der Vererbung fest. Sie sind auch heute w.die-
noch Basis jeder Pflanzenziichtung. :

1750 1.000 v. Chr. ‘*) Rilge pflanzenzu

echter.de/p
Emmer, Lein, Weizen, Mais, flanzenzue

Einkom 5;% Gerste Hirse % - ch tUﬂg /inn
’ - % ﬁ ‘ ovationen/
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Struktur des Vortrags

EE———— ———

= Ein bisschen Wissenschaft muss sein
~ =Praktische Beispiele

* Der politische Teil



1993-2003 10 Jahre von Entdeckung ZU
Erkenntnls |

Salzproduktionstatte, bei Alicante
Heimat von Francisco Mojica Haloferax mediteranei e Francisco Mojica, Alicante
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1993-2003 10 Jahre von Entdeckung zu
| Erkenntnis 2 bahnbrechende Arbeiten von Francisco Mojica =~

= . e ————— = = = - — ——— e — = e

Clustered Regularly InterSpaced Palindromic Repeats

Features of the sequences most similar to CRISPR spacers from Methanothermobacter thermoautotrop

Activity

om ORF31 YM100 No licable cttctagcaagagacattgacgatatacacaagtac
PECETEEEY e e rrv e e e rinetd
cttctagcaagagacattgacgatatacacaagtac
ORF31 WM 100 Unknown aagcgccgggoagacageacacatacaagacttcacaa
PERTERTLREEE e e vl
aagcgccgggcagacagcacacatacaagacttcacaa
ORF31 YM100 Unknown titcacgatgactctgttgagttcategtattctttec
(AR RN AR NN RNRRRRRER A
tttcacgatgactctgttgagttecategtattettcee
WM 100 Tail protein tgatgttgggaaggtttggccatctgaatgatttga
(RN RN AR RN RN RN RN
tgatgttgggaaggtttggecatetgaatgatttga
WM 2 Pseudomurein endoisopeptidase aatattgaaacgttcaaggacatgttgaagaggtatg
(NN R RN RN R RN R AR RN
aatattgaaacgttcaaggacatgttgaagaggtatyg
ORF6 ‘M2 Unknown agtatgtgcagtatcctctctatgtecectteatte
PEREETEY R R e R et e e bt b
agtatgtgcagtatcctetctatgtecccttcatte
M2 Unknown aacttcacagaaaagcctccatggagcaagtgetet
TRPLEVEERY e b e e et
aacttcacagaaaagecctecatggagecaggtgetec
103 bp 3’ from ORF6 Not applicable gattttgacggtgagtacaatctctgetgtecagaactyg
PEREEVEERE PRERRE e e e el
gattttgacgetgagtacaatctctgetgtcagaactg
ORF17 YM2 Unknown ccggteecttgacgggaaaatctacagggccacaatag
FETUEYTEREE TR e b r ek and
ccggtecttgatgggaaaatctacagggeccacaatag

“RISPR-spacer sequence (top line) and best-match homologous sequence (bottom line).

Mojica und Rodriguez-VaIe'ria, Mojica et al., J Mol Evo 2005
Mol Biol 1993 £



CRISPR/Cas ist Teil eines Immunsystems
von Bakter‘len Clustered Regularly InterSpaced Palindromic Repeafs

Bakterie

lchBlnEmFleserVIr

A WP UsUndFresseDjch

AV
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CRISPR/Cas ist Teil eines Immunsystems
von Bakter‘len Clustered Regularly InterSpaced Palindromic Repeafs

Bakterie

. lchBlnEmFleserVIrus
ZANY/ NV /s X/ ANV /o N/
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CRISPR/Cas ist Teil eines Immunsystems
von .Ba kt erien Clustered Regularly InterSpaced Palindromic Repeats

Erfolgreiche
Abwehr einer
viralen
Attacke

Mehr
Erkennungsse
quenzen
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Das 1ist hier alles sehr veréinfacht...

— = - - — . s Sk o DT e A

Hier kann man mehr Detalls erfahren
Kurzer Film der MPG:
“https://vimeo.com/166052013

Langer Vortrag mit vielen Grundlagen von Dr. Franz K.Iebl, Uni Erlangen Nirnberg
https://www.youtube.com/watch?v=HNE2VpihHlo

Bei der Gelegenh.eit: dieser Vortrag kann hier heruntergeladen werden:

https://www.mpipz.mpg.de/10883/turck '

15


https://vimeo.com/166052013
https://www.youtube.com/watch?v=HNE2Vp1hHlo
https://www.mpipz.mpg.de/10883/turck

Brackwasser, Militir und Joghurt

o - - o

Québec City

XY Vilnius

Chicago o e Boston Wageningen o
: Wirzburg
Paris °
Dangé-Saint-Romain & @ o s

Discovery of CRISPR ° 2008 Programming CRISPR Reconstituting CRISPR
in a distant organism
Feng Zha ng GRISPR is an adaptive © 2008 CRISPR targets DNA _ i
immune system Studying CRISPR in vitro

© 2010 Caso is guided by crRNAs and
Experimental evidence creates double-stranded breaks Genome editing in
that CRISPR confers mammalian cells

adaptive immunity o 2010 Discovery of tracrRNA

Lander, Cell 164, 18-28 (2016)

http://www.cell.com/cell/pdf/So092-8674(15)01705-5.pdf

Emmanuelle
Charpentier

.

Virginijus Siksnys

Jorg Vogel‘
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CRISPR/Cas Erkldrung mit Vorwissen

CRISPR/Cas9
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Warum der Hype?
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Von Mehltau befallener Weizen

i

Bis zu 25% Ertragsausfall durch Mehltau bei
Weizen und Gerste

| Eme Losung

Kann Totalausfall der Ernte bedeuten




Genetik ist besser als Chemie

Mehltauresistenz der Gerste durch
mlo Allele g o

Mo mio

BUschges et al. Cell, 1997

— - - ——— : et F L e ey

Athiopische Landrassen aus
Sammlungen von ca. 1930

KUnstliche Erzeugung durch |
Mutagenesezuchtung seit 1942,
viele unabhangige Allele

Weit verbreitet in
Sommergerstensorten ab ca. 1960

Resistenz ungebrochen seit fast 60
Jahren!



Was ist Mutagenese Ziichtung?

Strahlungszuchtung

‘Chromosom in der Pflanze

Deletionen

unerwinschte Mutationen gewunschte Mutation

Resultat:
R' Genetisch veranderter Organismus (GVO)

c/o Prof. Sascha
Laubinger
Uni Osnabrick




Durch Mutagenese Zuchtung manupulierte Pflanzen sind
heute allgegenwertig in landwirtschaftlichen und
gartenbaulichen Erzeugnissen

X e - = ——— s — = S,

Mutant variety database:
https://mvd.iaea.org/

Getreide

s

FTER

Mutationsziichtung:
Anzahl der registierten Pflanzensorten: 3301 / Anzahl Pflanzenarten: 224
Quelle: FAD, IAEA (Internationale Atomenergiebehdrde (Stand: Mai 2019) Grafik: www.transgen.de

BEFORE &
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Die grine Revolution hat eine genetische, eine
chemische und eine techische Komponente ‘

= — = —_— - = - —— - — - el T T

Rubrik Okolandbau

a Lana cammer

| Nordrhein-Westfalen




Visualizing Economics  Visit www.visualizingeconomics.com
Making the Invisible Hand Visible  to view more examples

Population Growth over the Last 500 Years
China, India, Africa, Latin America, Western Europe, and United States

1,400,000,000+ High-yield

Grains
Developed

1,200,000,000-
Four-Field
Crop Rotation
1,000,000,000- introduced in

Great Britain

200.000.000- China develops

' ' faster maturing
varieties of
grains for use in
600.000.000- Doyble-Cropping

Latin America

400,000,000 - Ny 3 Western Europe

United States

200,000,000+

7'00 1750 1800 1850 1900 1950

Source: Angus Maddison, University of Groningen

M ‘Wheat output — million tonnes
100

Wheat yield — tonnes per hectare 0
.U

1950/51 1960/61

Source; India's Farm Ministry, 200812008 yield not av

1970071

ailabla

1l

1980/81

2000/01

REUTERS

Reiters graphic/Claine More




Zuriick zu Mehltau und mlo

Funktioni_ert mlo Resistenz auch auflderhalb der Gerste?
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MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT
ressemittel Ung von 2006

UBER UNS | FORSCHUNG | NEWSROOM | KARRIERE | INTERNATIONAL

seite > Newsroom Universeller Resistenzmechanismus bei Pflanzen entdeckt

Unlverseller Re51stenzmechamsmus bei Pflanzen ©
entdeckt o

Anlagen fiir eine natiirliche Mehltauresistenz bei der Modellpflanze Arabidopsis entdeckt

Atmio12 MLO basierte Resistenz gegen
Mehltau ist universell

Consonni et al. Nat Géen, 2006

Atmlo2/6 Almilo2/12




Viele Pflanzen haben mehrere
MLO Gene |

LS 4 nt = 2 i

Je mehr Gene, desto schwieriger ist es alle zufallig durch
Mutagenese zu treffen



In Deutschland (2015)

Bl Gerste B Weizen

Weizen und Gerste 51nd nahe
Verwandte...

sSS = - ——— - = —— — — = = =— TP

.. dann sollte es doch einfach sein, Mehltau reS|stenten
Welzen ZU erzeugen?



Weizen: aus drei macht eins...

= S — - S n —

Emmerund

Hartweizen Dinkel und

Weichweizen

% { = %?';

Einkorn  Wilder Ganseful’-
Spelzweizen gras

Bild von der Webseite der MPIPZ Wissenschaftsscheune, mehr Info unter
http://www.wissenschaftsscheune.de/station/evolution-des-weizens/

A Genom
B Genom
D Genom

30



Drei_Genome-= dreifache Redundanz

———— = - —

| Genome A =TaMLO A
Genome B=TaMLO B
Genome C=TaMLO D




Mehltauresistenz durch mlo 1m Weizen auf
der Ochsentour

S = — = - e e —char

Prof. Ralph Panstruga und AnJa Remstadtler : _ Chemlsche Mutagen se

u_.

Sommerweizenpopulation _
(Zusammenarbeit mit Pflanzenforschungsinstut ir
Rothamsted) l

Genomische DNA von 2020 M2 Pflanzen

Suche nach induzierten Mutationen in 3

Prof. Ralph Panstruga, RWTH Aachen 2 MLO Genen l
,In China hat man schon vor zwei Jahren ; ,
resistente Weizensorten generiert. Aber Kombination der Allele durch mehrfache

dort gab es einen transgenen Ansatz.
Und der ist hier in Europa nicht

gewinscht.” ' Acevedo-Garcia et al. Plant Biotechnol.J, 2017

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/pbi.12631/abstract

Kreuzung und Ruckkreuzung
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Mehltauresistenz aus China ..

LETTERS

nature
biotechnology

nature biotechnology VOLUME 32 NUMBER 9 SEPTEMBER 2014

Simultaneous editing of three homoeoalleles in

hexaploid bread wheat confers heritable resistance
to powdery mildew

Yanpeng Wang!3, Xi Cheng??3, Qiwei Shan!, Yi Zhang!, Jinxing Liu!, Caixia Gao! & Jin-Long Qiu?

1State Key Laboratory of Plant Cell and Chromosome Engineering, Institute of Genetics and Developmental Biology, Chinese Academy of

Sciences, Beijing, China. 2State Key Laboratory of Plant Genomics, Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing, China.

33



... auf der Uberhohispur

TaMLO A
TaMLO B
TaMLO D

Alle drei Gene konnten
in einem Rutsch ediert
werden

Wang et al. Nature Biotech (2014)

34



Beistand fur Pflanzen im Rustungswettlauf mit
Bakterien | 2

Ernteausfall durch bakterielle Infektion '
Xanthomonas und Pseudomonas Stamme

35



Weitere bahnbrechende Ergebnisse aus offentlich
finanzierter Grundlagenforschung...

Zucker*_

—— = - = = - —— o~ — -

Zucker-
transporter

Trans- | Prof. Ulla Bonas -

kripte

Pflanzen-
zelle

36



Was sind TALE Faktoren und wie schalten
Bakterien damit pflanzliche Gene an?

— z = - —— E e — — B S e -

Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) | - Citrus sinensis (sisse Orange)
v PthA Protein o WGsIoB#)  Citrus LOB1 =
— ‘\ — i Anfilligkeitsgen

TALE repeats = Lrlftf‘s.kr'Pt'O”; EBE: Effektor

DNA Erkennung ke st LS Bindungselement

hals fir PthA4

37



Veranderung der TALE Bindingsstellen
durch CRISPR 1n Zitrus

——— X ==

4 verschiedene CRISPR/CAS Mutanten Anfélligiigitstest nach Tropf-e;inf‘ektion mit
T e il Xanthomonas

pthA4 EBE
(:TTGCCC(:TTTCTCTATATAAACCCCgggTST1 AACTTTGTTTCAACTAAAGCA

TGG:S2

S§3: GGA
S4: GGA

85:GGA

(b)  pCas9/CsLOB1sgRNA

sgRNA Scafold |[TTTTT

S1 AGAGATATATTTGGGGAAAACGG
S2 GAAAAGGAAAGAGATATATTTGG
S3 AAAGGGGTTTATATAGAGAAAGG
S4 GAAACAAAGTTCAAGGCAAAAGG

S5 GTTTATATAGAGAAAGGAAAAGG
PAM

pthA4 EBE
CCCTTTTGCCTTGAACTTTGT TTCAACTA

$2-6 GTCATTCTTGCCTT

43wy

$§2.12 GTCATTCTTGCCTTTTCCTTTCT

Peng et al,,
Plant Biotech
Journal (2017)

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.
1111/pbi.12733/full
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Rustungswettlauf zwischen Xanthomonas Bakterien un

@ Mutation
Bakterie

Pflanzen

Mutation

Pflanze .
Mutation

Pflanze

Pflanze




Viele naturliche Resistenzgene sind
»G@aln-of-function® Allele

— = = : e : Tt lgeers

Landrasse Elitesorte
Losung 1 Losung 2
Einkreuzen CRISPR/CAS
5-8 Generationen, Prazises Einfigen
yi Einkreuzenund des Resistenzgen
o, Rickkreuzen ~aus der Landrasse
e Jede Generation der orthologen
Kaum Ertrag  Viel Ertrag aber muss bonitiert Position im Genom
aber kein werden der Elitesorte

Resistenzgen  Resistenzgen

~,Cisgen" statt ,Transgen™

Bilder von der Webseite der Wissenschaftsscheune i



Wie bekommt man das Cisgen
ins Genom?
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Prazisionseditierung CRISPR/CAS in
Version 2.0

CRISPR/Cas9

H.I"HE‘:

fl [ vt 'fo'”'f
& [ ‘\’
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/’-— Repair dsDNA \,—
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_'GEn-EditiePUng mit Vorlage
ist in Pflanzen noch im
Entwicklungsstadium

_—



ALS Herbizidresistenz als Helfer im
Labor

ALS Locus in Reis Editierungskonstrukt

sgRNA1 sgRNA2

GGGTATAGGTGCAATGGGAGG
CCTATGATCCCAAGTGGGGGCGC SgRNAl CAS9 SgRNAZ

N 2 \\ resistenter
Editierter ALS Locus in Reis A '; Reis

SUI’\ Et al |\/|O|€CU|aI’ Plant 2016 http://www.cell.com/molecular-plant/abstract/S1674-2052(16)00002-2



Herbizidresistenz durch Mutation des ALS

Gens

Wirkweise von Herbiziden und

Resistenzerzeugung

Herbizid Betroffener
Syntheseweg

Glyphosat
aromatischer

Aminosduren

Synthese von
Glutamin

Glufosinat

Sulfonyle

Aminosiuren

Zielenzym

b-Enol-Pyruvyl-
shikimat-3-phosphat
(EPSP)-5Synthase

Glutaminsynthetase

Acetolactat-
Synthase

Methode fiar
Resistenz

der EPSP-Synthase
2. Einfihrung des
Resistenzgens aroA

1. Uberexpression
der
Glutaminsynthetase

2. Einflihrung der

oder pat

Einflihrung des
als-Resistenzgens

Real Stories. RealYield.

REAL STORIES LIBERTYLINK®

LibertyLink Bayer

Freitag, 6. Oktober 2017 manager lounge + ABO + SHOP - NEWSLETTER & Login

-

UBER UNS DAS MAGAZIN K(_lPF'E QRIS POLITIK  FINANZEN  IMMOBILIEN ~ KARRIERE  LIFESTVLE  VIDEQ Q

Home « Unternehmen « Bayer + Bayer trennt sich wegen Monsanto-Deal von Saatgut-Marke LibertyLink

Bayer muss sich
von Saatgut-Marke trennen



Herbizidresistenz durch Mutation des ALS
Gens

Wirkweise von Herbiziden und
Resistenzerzeugung

Herbizid Betroffener Zielenzym Methode far
Syntheseweg Resistenz

Glyphosat ' b-Enol-Pyruvyl- 1. Uberexpression
aromatischer shikimat-3-ph der EPSP-Synthase

Aminosduren (EPSP)-5Synthase 2. Einflihrung des
stenzgens aroA

Produkte

Produktibersicht
Produktneuheiten
i . . . Zulassungen
Glufosinat ' von Glutaminsynthetase | 1. Uberexpression Kuturen

- . Clearfield®

G | utamin d er EcoKanister

Glutaminsyntheta Frsorgung
Stickstofi-Management
2. Einflihrung der
stenzgene bar
oder pat

Sulfonyle Sy Acetolactat- Einfhrung c
i Synthase als-Resistenzgens

Aminosduren




Herbizidresistenz durch

Gens

Mutation des ALS

Wirkweise von Herbiziden und

Resistenzerzeugung

Herbizid Betroffener

Syntheseweg

Glyphosat Syntl

aromatischer

Aminosduren

Synthese von
Glutamin

Glufosinat

Sulfonyle Synth

Aminosduren

Zielenzym

5-Enol-Pyruvyl-

shikimat-3-phosphat
(EPSP)-5Synthase

Glutaminsynthetase

Acetolactat-
Synthase

Methode fiar
Resistenz

1. Uberexpression
der EPSP-Synthase
2. Einflihrung des
Resistenzgens aroA

1. Uberexpression

der
Glutaminsynthetase
2. Einflihrung der
Resistenzgene bar
oder pat

Einflihrung des
als-Resistenzgens

[8)4

Sulfonyl Herbizide und Resistenzen

1.) Urspriungliches Patent DuPont
vor 30 Jahren

2.) inzwischen ca. 31 Derivate
verschiedener Firmen, alle
Inhibitoren des ALS Gens

3.) Meistverwendete
Herbizidklasse weltweit

4.) Weltweit mehr als 100
Sulfonyl Resistente ,Un“krauter

http://www.weedscience.org/Mutations/MutationDisplayAll.as
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 Auch die editierten Pflanzen
waren einmal transgene
Pflanzen - muss das sein?’?

s - — = —_— —
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Wann ist eine transgene Pflanze (k)eine
transgene Pflanze? CRISPR/Cas 3.0

ax; i ——— 4z = ——— s — = S,

ALS Genedit

Casg-sgRNA
Komplex

/N

DNA Oligonukleotid als
Rekombinationsvorlage

- WT-ALS R-ALS
Behandlung mit Sulfonyl Herbizid




CRISR/Cas 3.0 war eilne
Entwicklung findiger
Forscher, um

- Gentechnikregulierungen zu
umgehen bzw. Kritik zu
entkraftigen

Aber irgendwie hat der Europaische Gerichtshof die Lage eher noch
komplizierter gemacht?



Prozess versus Produkt basierte
Regulierung

= a . - V— E — i —— = — -— = =

1990: Regulatorische Direktive unterscheidet zwischen
konventionellen Methoden (inkl. chemisch induzierter
Mutagenese) und Methoden, die rekombinante DNA
verwenden (GMO).

2013: European Academies Science Advisory Council (EASACQ)
Bericht, in dem dafir pladiert wurde, zu einer produktbasierten
Kategorisierung zu wechseln

2015: ESAC Empfehlung, Geneditierte Pflanzen ohne Fremd-

DNA nicht zu regulieren
2015: Offener Brief der (NGOs), Geneditierte Pflanzen als GMO

zu regulieren und die Regulierung zu verscharfen.
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Die legale Situation: Auszuge aus Nature
Editorial Februar 2017

e ——

Germans attach great value to public dialogue. So on 14 February,
the Leopoldina, Germany’s national science academy, hosted a debate
on the issue. Officials from the federal environment ministry and
its office for nature protection spoke passionately in favour of ever-

Legal limbo

Furopeis dragging its feet on gene-editing

greater regulation, whereas the agriculture ministry and the office for
consumer protection and food safety disagreed.

The debate might never have taken place if the European Union itself
had been able to decide on the issue. But ﬁt is habitually paralysed when-

ever genetic modification is discussed. Two years ago the European
Commission requested all member states to hold back on eiving the
all-clear on gene editing while it considered its options.

rules and scientists should push the issue.

ECJ Entscheidung nicht vor 2018 erwartet
Deutschland hat sich jetzt doch wieder dahinter
gehangt mit der eigenen Entscheidung

O — Bl B Editierte Pflanzen ohne
-European scientists are
competing with countries such as the United States, where gene-edited B B Fremd DNA werden
pbroducts are not considered equivalent to GM products, at least for now. I erstmal nicht als GMO
reguliert =




% *
* *
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25 7: 2018 EUGH Urtell zu GVO und Gentechnlk
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Foto: Gerichtshof der Europdischen Union



TheScientist

EXPLORING LIFE, INSPIRING INNOVATION

NEWS

OPINION
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NEWS - 14 MAY 2019

Russia joins in global gene-editing bonanza

A USSL7-billion programme aims to develop 30 gene-edited plant and animal varieties in the

next decade.

Olga Dobrovidova

M >
R PDF version

RELATED ARTICLES

CRISPR plants now subject to tough
GM laws in European Union

Russian science chases escape from
mediocrity

Australian gene-editing rules adopt
‘middle ground’

SUBJECTS

rresearch.  Credit: Bloomberg/Getty
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Japanische Forscher schlagen folgende
legale Rahmenbedingungen vor

[Stringent]) [Permissive)

Line 4 Line 2 Line 1
1 1

1 1
— Deletion Leaky or mull Gain-of-function
MNHEL- it mutations mutations
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mutations mutations

Insertion

Short \  Gain-of-function |
sequence ] miutations
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Subject to regulations

Ara k| and ISh“, Tl’endS in Plant SCience(ZO:LS) http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1360138515000291?via%3Dihub
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SCiel'lCC Home News Journals Topics Careers

Login | My accou

Gene-edited foods are safe, Japanese panel concludes

By Dennis Normile | Mar. 19,

Japan will allow gene-edited foodstuffs to be sold to consumers without safety evaluations as
long as the techniques involved meet certain criteria, if recommendations agreed on by an
advisory panel yesterday are adopted by the Ministry of Health, Labour and Welfare. This would
open the door to using CRISPR and other techniques on plants and animals intended for human

consumption in the country.
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nature
Australian gene-editing rules adopt ‘middle
ground’

ulations allow

animals without g

Smriti Mallapaty

Get the mo:

niment appr

important scicnee storics of the day, frec in your inbox.

n plants and

RELATED ARTICLES

CRISPR plants now subject to tough
GM laws in European Union

European court suggests relaved gene-
editing rules

Gene-edited CRISPR mushroom
cscapes US regulation

Gene editing in legal limbo in Europe

SUBJECTS

Genetics Government

FEED YOUR i
NEED TO TRAVEL
FLY TO 4T CITIES ON SALE|

ALL-IN FARE FROM

*155°
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