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NEUE ZUCHTUNGSVERFAHREN

Zebrachip-Krankheit bei Kartoffeln

CRISPR/Cas9 fur Resistenz gegen

Zebrachip-Krankheit bei Kartoffeln

Kartoffeln werden in Gber 160 Lan-
dern angebaut und gelten nach Weizen,
Mais und Reis als viertwichtigstes Grund-
nahrungsmittel fir die Weltbevolkerung.
Entsprechend bedeutsam ist der Schutz der
Kartoffelkulturen vor Pflanzenkrankheiten.
Eine davon ist die 1994 erstmals in Mexiko
beobachtete Zebrachip-Krankheit, die sich
inzwischen in verschiedene Lander ausge-
breitet hat und vor allem in den USA und in
Kanada grosse Schaden anrichtet.

Ausgel6st von Candidatus liberibac-
ter Bakterien, flhrt sie zum Absterben der
Blatter und Triebe bis hin zum Tod der
Pflanze. Durch die Einlagerung von pflanzli-
chen Abwehrsubstanzen in den Knollen
ergibt sich nach dem Braten oder Frittieren
ein charakteristisches Zebramuster, das der
Krankheit ihren Namen verleiht. Zudem wer-
den die Knollen bitter und kénnen so nicht
mehr vermarktet werden. Wirtschaftliche
Schaden entstehen durch hohe Ertragsein-
bussen und die Kosten fir die Vorbeugung
der Krankheit. Diese erfolgt zumeist mit
Hilfe von Insektiziden, welche die Blattflohe
als Ubertrager der Bakterien bekdampfen.

Klassische Zlchtungsansatze, um die
Resistenz von Kartoffeln gegen die Erreger
zu steigern, waren bisher wenig erfolgreich.
Ein Problem dabei ist auch, dass Ziich-
tungsprogramme bei Kartoffeln aufgrund
ihrer komplizierten Genetik lange Zeitraume
erfordern. Ein Forschungsteam von der
Texas A&M University um Kranthi K. Man-
dadi hat jetzt die Genomeditierung mittels
CRISPR/Cas9 eingesetzt, um Kartoffeln wi-
derstandsfahiger gegen die Zebrachip-
Krankheit zu machen. Sie wahlten dafur
StNPR3 als Ziel aus. Man weiss, dass eng
verwandte NPR3-Gene an der Regulierung

der pflanzlichen Krankheitsabwehr beteiligt
sind und eine hemmende Wirkung auf ver-
schiedene Mechanismen ausiben. Entspre-
chend konnte in Arabidopsis- und in Kakao-
pflanzen gezeigt werden, dass eine redu-
zierte NPR3-Aktivitdat mit einer gesteigerten
Krankheitsresistenz einher geht.

Tatsachlich fihrte auch in Kartoffeln
die Ausschaltung von StNPR3 durch
Genomeditierung zu einer Aktivierung ver-
schiedener Abwehrmechanismen. Dadurch
waren die Pflanzen besser auf einen Bakte-
rienbefall vorbereitet und konnten die Ver-
mehrung der Erreger einddmmen. Die infi-
zierten Pflanzen zeigten daher deutlich re-
duzierte Symptome an Blattern und Knollen,
ihr Wachstum war sonst unverandert. Ob
sich die genomeditierten Kartoffeln mit ih-
rer aktiveren Krankheitsabwehr auch im
praktischen Anbau bewé&hren oder ob sich
die permanent aktivierten Schutzmechanis-
men auch nachteilig auswirken kénnen,
mussen jetzt Feldversuche zeigen.

Genomeditierung ist zu einem wichti-
gen Werkzeug der Resistenzzichtung ge-
worden. Die EU-SAGE Datenbank verzeich-
net Ende Juni 2024 183 Forschungspro-
jekte dazu, an Uber 30 Pflanzenarten vom
Apfel bis zum Weizen. Dabei geht es um Re-
sistenz gegen Viren, Bakterien und Pilze,
aber auch gegen Insekten und Wirmer.

Quellen: Manikandan Ramasamy et al. 2024, Ge-
nome editing of NPR3 confers potato resistance
to Candidatus Liberibacter spp., Plant Biotechno-
logy Journal (in print, doi:10.1111/pbi.14378-y);
Gritta Schrader 2014, Candidatus Liberibacter so-
lanacearum — eine neue Gefahr fiir den Kartoffel-
und Tomatenanbau?, Journal fir Kulturpflanzen
66:169-174; Zebra-Chip-Krankheit bei Kartoffeln
erstmals in der EU, Agrar heute, 21.06.2017; EU-
SAGE Datenbank (globale Ubersicht zu Projekten
mit genomeditierten Nutzpflanzen).
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BIOTECHNOLOGIE

RNA als vielfaltiges Werkzeug fur

Gesundheit und Pflanzenschutz

Die mRNA (Boten-RNA) hat eine zent-
rale Bedeutung fir Organismen bei der
Ubertragung der genetischen Information
aus dem Genom und bei ihrer Umsetzung in
funktionelle Proteine. Auch bei vielen ande-
ren Lebensprozessen spielt RNA eine wich-
tige Rolle. Trotz dieser universellen Funk-
tion war RNA der breiten Offentlichkeit bis-
her kaum bekannt. Das anderte sich schlag-
artig mit der atemberaubend schnellen Ent-
wicklung der mRNA-basierten Corona-Impf-
stoffe, die das Potenzial von RNA als Werk-
zeug ins allgemeine Bewusstsein gertickt
hat. Nur kurze Zeit spater, 2023, wurden die
ungarische Forscherin Katalin Kariké und
der US-Amerikaner Drew Weissman fur ihre
grundlegenden Arbeiten zur Nutzbarma-
chung von mRNA fiir die Medizin mit dem
Nobelpreis ausgezeichnet. Damit standen
praktische Anwendungen von RNA, die auf-
grund technischer Schwierigkeiten lange ein
Schattendasein gefristet hatten, plotzlich im
Rampenlicht. Ganze Forschungszweige er-
halten so Aufwind.

Die Schweizer Akademie der Natur-
wissenschaften SCNAT gibt in einem
neuen, im Juni 2024 prasentierten Bericht
einen Uberblick zu den vielfaltigen Anwen-
dungsbereichen fur RNA. Er wurde mit Un-
terstltzung des Bundesamts fir Umwelt
BAFU von Expertinnen und Experten der
SCNAT erstellt. In dem Bericht werden die
biologischen Grundlagen vorgestellt sowie
verschiedene Anwendungsbereiche fir RNA
aus Medizin und Landwirtschaft mit prakti-
schen Beispielen erlautert. Aber auch mogli-
che zuklnftige Entwicklungen und techni-
sche Herausforderungen werden behandelt.
Eine allgemein verstandliche Kurzfassung
des Berichts rundet das Angebot ab. In ei-
nem online verfugbaren Webinar vom
28. Juni 2024 diskutieren zudem die Fach-
personen Aline Koch (Universitat Regens-

burg) und Klaus Eyer (Universitat Aarhus)
zum Thema «RNA-Technologien: Wie veran-
dern sie Medizin und Pflanzenschutz?».

Die Eigenschaft von mRNA, als Mat-
rize die Produktion bestimmter Proteine im
Korper anzuregen, kann bei ihrer Verwen-
dung als Impfstoff gegen Infektionskrank-
heiten wie Covid-19 genutzt werden. Die Er-
zeugung von Proteinfragmenten des Krank-
heitserregers stimuliert dabei das Immun-
system und bereitet es so auf eine wirk-
same Abwehr einer Infektion vor. Gegen be-
stimmte Arten von Krebszellen kann das
Immunsystem mit mRNA-Impfstoffen eben-
falls aktiviert werden. Auch ein Ersatz feh-
lender Korperproteine, zum Beispiel eines
Wachstumsfaktors fir Blutgefasse, kann
durch extern zugefiihrte mRNA erfolgen.

Kurze, von aussen zugefiihrte RNA-
Fragmente konnen auch eingesetzt werden,
um in der Medizin die Auspragung geneti-
scher Eigenschaften, z. B. eines krankhaft
veranderten Gens, zu blockieren. Medika-
mente mit diesem Wirkmechanismus sind
bereits verfligbar, z. B. gegen die ATTR-
Amyloidose. Dieser Ansatz eroffnet ein wei-
teres Einsatzgebiet fir RNAs im Pflanzen-
schutz. Durch Behandlung mit RNA-Sprays
lassen sich lebenswichtige Gene von Scha-
dinsekten wie dem Kartoffelkafer oder von
Krankheitserregern wie Pilzen abschalten,
um diese unter Kontrolle zu bringen.

Der SCNAT-Bericht flihrt noch zahlrei-
che weitere Anwendungsbereiche fir RNA
auf, wie die Aptamere, die gezielt an andere
Molekile binden und sie beeinflussen kon-
nen. Eine technische Herausforderung ist
immer noch, die instabilen RNA-Molekdle an
ihren Wirkort zu bringen. Die Entwicklung
neuer Anwendungsbereiche und die Verbes-
serung der Verfahren schreiten zligig voran.

Quellen: Michael Kiimin et al. 2024, RNA-Tech-
nologien: Wirkmechanismen, Anwendungen und
Verabreichungsformen. Swiss Academies Re-
ports 19 (1); RNA-Technologien verdndern Medi-
zin und Landwirtschaft, SCNAT Medienmittei-
lung, 25.06.2024; Auf der Erfolgsspur: RNA-Tech-
nologien in der Medizin und der Landwirtschaft,
Kurzversion des SCNAT-Berichts mir Beispielen.
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Vanilleschoten - die Nachfrage nach alter-
nativen Quellen fiir das Aroma ist hoch

NACHHALTIGKEIT

Enzym-Design erleichtert biobasierte

Produktion von Vanillin

Vanille gilt als der weltweit belieb-
teste Aroma- und Riechstoff. Tausende von
Produkten, von Glace Uber Schokolade, Ge-
back, Getranken bis hin zu Parfums enthal-
ten das warme, charakteristische Aroma.
Allerdings sind Anbau, Ernte und Verarbei-
tung von Vanillepflanzen sehr aufwandig.
Echte Vanille aus Vanilleschoten gehort da-
her zu den teuersten Gewdrzen Uberhaupt
und das Angebot am Weltmarkt ist sehr be-
grenzt. Weniger als 1 Prozent des weltweit
verwendeten Vanille-Aromas stammt tat-
sachlich aus echten Vanilleschoten. Ein
Grossteil des Bedarfs wird durch chemisch
synthetisiertes Vanillin gedeckt, vor allem
aus petrochemischen Grundstoffen.

Zunehmend werden naturliche Vanil-
learomen auch aus alternativen Quellen,
zum Beispiel durch Fermentation von
pflanzlichen Substanzen mit Hilfe von spe-
ziellen Mikroorganismen, gewonnen. Das
dabei entstehende Vanillin kann dann aus
der Nahrbrihe isoliert werden. Eine biokata-
lytische Produktion von Vanillin ohne Betei-
ligung lebender Mikroorganismen war bis-
her unwirtschaftlich, weil das dafir verant-
wortliche Pflanzenenzym VpVAN nur eine
sehr niedrige Aktivitat aufweist und Kaska-
denreaktionen mit mehreren verfligbaren
technischen Enzymen sehr aufwandig sind.

Japanische Forschende um Toshiki
Furuya von der Universitat Tokyo zeigen
jetzt erstmals, wie mit Hilfe von Enzym-
Design ein neuartiges Protein entwickelt
werden kann, das Vanillin in einem nachhal-
tigen biokatalytischen Prozess direkt aus
Ferulasdure erzeugt. Dieser Ausgangsstoff
kann in grossen Mengen preiswert aus
pflanzlichen Nebenstromen, zum Beispiel
aus Reiskleie, hergestellt werden.

Als Ausgangspunkt verwendeten die
Forschenden das Enzym Ado, das urspring-
lich aus Thermothelomyces thermophila -
Pilzen isoliert wurde. Es kann Vanillin aus
bestimmten Chemikalien erzeugen, aber
nicht aus der gut verfigbaren Ferulasaure.
Mit Hilfe von Computermodellen der Pro-
teinstruktur entwickelten die Forschenden
eine Strategie, wie das Enzym so angepasst
werden konnte, dass es auch Ferulasaure
erkennen kann. Sie priften verschiedene
Varianten durch gentechnische Verande-
rung des Ado-Gens und Aktivitatstests in
E. coli-Bakterien. Es stellte sich heraus,
dass durch den gezielten Austausch von
drei Aminosauren an der Bindestelle von
Ado ein neues Enzym entsteht, das wie er-
hofft Ferulasaure binden und dann zu Vanil-
lin umwandeln kann. Dabei kann das neue
Enzym entweder isoliert und gereinigt ver-
wendet werden, oder es konnen E. coli-Bak-
terien, die das Enzym produzieren, als Ganz-
zell-Biokatalysatoren eingesetzt werden.

Das funktioniert mit hoher Effizienz:
in nur einem Schritt bei Raumtemperatur
und ohne weitere Zutaten. Der neu entwi-
ckelte einfache, nachhaltige und leicht ska-
lierbare Prozess konnte zur Grundlage fir
Vanillinproduktion aus nachwachsenden
Rohstoffen werden. Die Forschenden zei-
gen, dass ihr neues Enzym auch Neben-
strome der Papierindustrie zu wertvollen Bi-
ochemikalien umwandeln kann. Eine gross-
technische Anwendung wird aktuell zusam-
men mit einem Industriepartner ausgelotet.

Quellen: Shizuka Fujimaki et al. 2024, Engineer-
ing a coenzyme-independent dioxygenase for
one-step production of vanillin from ferulic acid,
Applied and Environmental Microbiology Vol. 90,
in press (doi:10.1128/aem.00233-24); Bioengi-
neered Enzyme Creates Natural Vanillin from
Plants in One Step, Tokyo University of Science,
16.05.2024.
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ERNAHRUNG

Produktion von humanen Milch-

oligosacchariden (HMOs) in Pflanzen

Muttermilch enthalt eine einzigartige
Kombination von Nahr- und Wirkstoffen und
versorgt den Saugling mit allem, was er
braucht. Nach Milchzucker und Fetten als
Energielieferanten stellt eine Gruppe von
verzweigten Zuckermolekulen, die HMOs
(humane Milch-Oligosaccharide), mit etwa
10 bis 15 Gramm pro Liter Muttermilch den
drittwichtigsten Bestandteil dar. HMOs sind
resistent gegen Verdauung im oberen
Magen-Darm-Bereich und erreichen so un-
verandert den unteren Verdauungstrakt.
Dort dienen sie nutzlichen Mikroorganismen
der Darmflora als Nahrung. Ein ausgewoge-
nes Mikrobiom im Darm tragt zu Gesund-
heit und guter Entwicklung von Karper, Hirn
und Immunsystem bei. Auch kognitive Fa-
higkeiten werden gefordert.

Aufgrund der gesundheitsfordernden
Eigenschaften werden HMOs zunehmend
auch Sauglingsnahrungsprodukten zugege-
ben, um eine vollstandige Ernahrung sicher-
zustellen. Allerdings ist die Herstellung von
HMOs aufwandig. Eine chemische Synthese
ist moglich, aber sehr teuer. Daher hat sich
die biotechnologische Produktion einzelner
HMOs durch genetisch angepasste Mikroor-
ganismen in Bioreaktoren etabliert. So kon-
nen allerdings nur etwa finf der 200 be-
kannten HMOs hergestellt werden.

Ein grosses Forschungsteam von der
kalifornischen Berkeley-Universitat um Pat-
rick M. Shih zeigt jetzt, dass auch genetisch

modifizierte Pflanzen als effiziente biologi-
sche Fabriken fir HMOs eingesetzt werden
konnen. Dabei machen sich die Forschen-
den zunutze, das Pflanzen von Natur aus
Uber einen effizienten Kohlenhydratstoff-
wechsel verfigen. Durch voribergehende
(«transiente») Expression verschiedener
spezialisierter Biosynthese-Gene aus ande-
ren Organismen loteten sie das Spektrum
der moglichen HMO-Produktion in Nicotiana
benthamiana-Pflanzen aus, einer im Labor
besonders einfach handhabbaren Tabak-
Art. Anschliessend erzeugten sie Pflanzen,
bei denen die externen Stoffwechselgene
stabil im Genom integriert wurden.

Tatsachlich konnten die Forschenden
so eine Vielfalt von HMOs aus allen bekann-
ten Klassen, mit einem potenziell breiteren
Gesundheitsnutzen, in guter Ausbeute er-
zeugen sowie grossere Molekile, als dass
dies bei der biotechnologischen Produktion
mit Mikroorganismen maglich ist. Okonomi-
sche Analysen zeigen, dass eine HMO-
Produktion in Pflanzen wirtschaftlicher sein
konnte als die bisherigen Verfahren. Das
konnte eine breitere Anwendung in der
Ernahrung ermaoglichen.

Quellen: Collin R. Barnum et al. 2024, Engineered
plants provide a photosynthetic platform for the
production of diverse human milk oligosaccha-
rides, Nature Food 5:480-490; Huayi Hu & Hao
Du 2024, A comprehensive framework for the
production of plant-based molecules, Nature
Food (News & Views) 5:461-462; Can engi-
neered plants help make baby formula as nutri-
tious as breast milk?, Berkeley News, 13.06.2024.
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