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1. Einleitung

Seit vor 35 Jahren mit dem Triton-Raps erstmals eine Herbizid-resistente (HR-) Sorte auf den
Markt kam, sind weltweit bei mehr als achtzehn Kulturarten HR-Sorten lanciert worden. Eine
breite Anwendung finden diese Anbausysteme seit 1996, als mit der Glyphosat-resistenten Soja
die ersten HR-Sorten auf die Felder kamen, die resistent gegen ein Totalherbizid sind. Die ak-
tuellen agrarékonomischen und -politischen Rahmenbedingungen machen die Entwicklung von
HR-Systemen weiterhin attraktiv und Saatgutfirmen haben entsprechende Produkte in der Pipe-
line.

Wiéhrend die Nutzung von HR-Sorten der Landwirtschaft Vorteile bringen kann, kann sie fir
Natur und Umwelt negative Folgen haben. Aus Sicht des Natur- und Umweltschutzes sind HR-
Sorten kritisch zu beurteilen, weil 1) ihre Nutzung mit der Anwendung von Herbiziden einhergeht
und die Pflanzengifte unerwiinschte Auswirkungen auf die biologische Vielfalt haben kénnen, 2)
weil HR-Kulturpflanzen sich verbreiten und zum Unkraut werden kénnten, und 3) weil HR-Pflan-
zen ihre Resistenzgene gegebenenfalls an kreuzbare Wildarten weitergeben kénnen.

In der Schweiz kénnen gegenwartig allein HR-Sorten aus herkdmmlicher Zichtung kommerziell
genutzt werden. HR-Sorten aus gentechnischer Zichtung hingegen diirfen wegen des geltenden
GVO-Moratoriums nicht fiir den Anbau zugelassen werden.

Derzeit erhaltlich in der Schweiz sind eine Tribenuron-resistente Sonnenblume sowie Zucker-
riben mit Resistenz gegen Foramsulfuron und Thiencarbazon. Da in der EU anerkanntes Saatgut
in die Schweiz eingefiihrt und hier vertrieben werden darf und aufgrund der bestehenden Herbi-
zidzulassungen durften auch folgende HR-Systeme hierzulande verkehrsfdhig sein: Mais mit
Cycloxydim-Resistenz sowie Raps und Sonnenblume mit Imazomax-Resistenz.

Bis vor kurzem standen fir die Entwicklung von HR-Sorten herkémmliche Zichtungsverfahren
sowie gentechnische Methoden zur Verfligung. Neu kénnen heute auch Verfahren der Genom-
editierung daflr eingesetzt werden. Diese Verfahren gelten insbesondere deshalb als interessant
fir die Firmen, weil sie die Herstellung von transgenfreien HR-Sorten vereinfachen und beschleu-
nigen kdnnten.

Fir das Bundesamt fiir Umwelt ist es wichtig, friihzeitig Gber die Entwicklung transgenfreier HR-
Sorten mittels Genomeditierung informiert zu sein. Diese Informationen sind im Rahmen einer
Literaturrecherche gesammelt und im vorliegenden Bericht aufgearbeitet worden. Der Bericht
beschreibt, welche Mechanismen bei Pflanzen zu einer Herbizidresistenz fihren konnen und was
Uber die genetischen Verdnderungen, die diesen Mechanismen zu Grunde liegen, bekannt ist.
Zudem diskutiert der Bericht, welche dieser genetischen Verdnderungen nutzbar sein kénnten,

um mittels Verfahren der Genomeditierung transgenfreie HR-Sorten zu entwickeln.

1.1 Aufbau des Berichts

Kapitel 2 stellt kurz das im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Herbizid-Klassifizie-
rungssystem vor. Kapitel 3 beschreibt die HR-Mechanismen sowie die Typen von genetischen
Verénderungen, die zu einer Herbizidresistenz fihren kénnen. Zudem fasst Kapitel 3 die geneti-
schen Verdnderungen zusammen, die in der wissenschaftlichen Literatur sowie in Patentschriften

mit einer Herbizidresistenz in Verbindung gebracht werden. Kapitel 4 beleuchtet schliesslich



unterschiedliche Aspekte, die bei der Herstellung von HR-Sorten mit Verfahren der Genom-
editierung eine Rolle spielen. Dabei wird insbesondere diskutiert bei welchen Gruppen herbizi-
der Wirkstoffe es moglich sein kdnnte, mit Genomeditierung transgenfreie HR-Sorten herzu-
stellen.

Am Ende des Berichts findet sich ein Anhang. Er fasst die Rechercheresultate zusammen und bil-
det die Basis flr die Kapitel 3 und 4. Da die wichtigen Informationen in Kapitel 3 und 4 vorlie-
gen, ist das Lesen des Anhangs nicht zwingend notwendig.

Der Anhang beschreibt fiir die behandelten Wirkstoffgruppen jeweils kurz folgende Aspekte:
den Mechanismus der Wirkstoffe, die Mechanismen der Resistenzen, die genetische Basis fiir die
Resistenzmechanismen, die Vorhaben zur Zichtung resistenter Sorten und die Anwendbarkeit

von Verfahren der Genomeditierung fur die Ziichtung solcher Sorten.

2. Herbizide und Wirkstoffgruppen

Weltweit gibt es mehr als 300 herbizide Wirkstoffe. Sie lassen sich nach verschiedenen Kriterien
klassieren — etwa nach ihrem Wirkmechanismus, dem Zeitpunkt ihrer Anwendung, der Art ihrer
Anwendung oder ihrer Selektivitdt. Das fur die vorliegende Arbeit entscheidende Kriterium ist
der Wirkmechanismus beziehungsweise der molekulare Wirkort (das Zielprotein) der Wirkstoffe.
Von den drei Klassifizierungssystemen, die sich hierzu finden lassen, wurde dasjenige des
Herbicide Resistance Action Committee (HRAC) gewdhlt (Menne & Koécher 2012). Dieses
Komitee ist eine Interessengemeinschaft der Industrie. Es unterteilt die Wirkstoffe nach Art des
Mechanismus in insgesamt 23 Wirkstoffgruppen, die mit Buchstaben gekennzeichnet sind. Die
Wirkstoffe der einzelnen Gruppen werden im HRAC-System zudem noch - aufgrund ihrer
Struktur — unterschiedlichen chemischen Familien zugeordnet. Tabelle 1 zeigt, welche 23 HRAC-
Wirkstoffgruppen es gibt und wie gross jeweils die Anzahl der chemischen Familien und Wirk-
stoffe ist. Zudem fihrt die Tabelle fir jede Gruppe Beispiele von Wirkstoffen auf. Detailliertere
Darstellungen des HRAC-Systems finden sich auf Wikipedia' oder beim Komitee selbst?.

In der vorliegenden Arbeit werden die drei HRAC-Gruppe C1, C2 und C3 als eine Gruppe be-
handelt. Diese Vereinfachung erfolgte, weil die Wirkstoffe der drei Gruppen das gleiche Protein
hemmen und sich allein in der Stelle unterscheiden, an der sie an dieses Protein binden.

Die Entwicklung neuer Herbizide ist seit langerem ein Gebiet, das arm an Innovationen ist. Zwar
kommen immer wieder neue Wirkstoffe auf den Markt, aber die Entwicklung eines neuartigen
Wirkmechanismus ist seit langerem nicht mehr gelungen (Westwood et 2018). Fachleute gehen
davon aus, dass erst nach 2025 mit der Lancierung eines Wirkstoffes mit neuem Wirkmechanis-

mus gerechnet werden kann (Kraehmer et al. 2014, Tschuy & Wirth 2015).

1 https://de.wikipedia.org/wiki/Herbicide_Resistance_Action_Committee
2 https://hracglobal.com/tools/world-of-herbicides-map
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Tabelle 1
HRAC-Wirkstoffgruppen, Anzahl chemische Familien und Wirkstoffe und Beispiele

HRAC- Anzahl

Nr  Wirkstoffgruppe Familien =~ Wirkstoffe =~ Wirkstoffe (Beispiele)

A ACC-Hemmer 3 21 Cycloxydim, Sethoxydim

B ALS-Hemmer 5 57 Imazamox

C1 PSll-Hemmer 6 28 Atrazin, Metamitron

C2 PSll-Hemmer 3 24 Dimefuron, Liniron

C3  PSll-Hemmer 3 6 Bentazon, Bromoxynil

D PSI-Hemmer 1 2 Diquat, Paraquat

E PPO-Hemmer 8 31 Butafenacil

F1 PDS-Hemmer 1 7 Fluridon, Norflurazon

F2  HPPD-Hemmer 4 13 Isoxaflutol, Mesotrion

F3  Bleichmittel mit unbekanntem Wirkort 2 2 Aclonifen, Amitrol

F4  DOXPS-Hemmer 1 1 Clomazon
EPSPS-Hemmer 1 2 Gluphosat, Sulfosat

H GS-Hemmer 1 2 Bialaphos, Glufosinat

| DHP-Hemmer 1 1 Asulam

K1  Mikrotubuli-Hemmer 5 16 Butralin, Thiazopyr

K2  Mikrotubuliorganisations-Hemmer 1 3 Barban, Carbetamid

K3  VLCFA-Synthese-Hemmer 5 26 Butachlor, Flufenacet

L Zellulosesynthese-Hemmer 4 6 Dichlobenil, Isoxaben

M Entkoppler 1 3 Dinoseb, Dinoterb

N Lipidsynthese-Hemmer 4 20 Bensulid

O Synthetische Auxine 5 25 2,4-D, Dicamba

P Auxintransport-Hemmer 2 2 Diflufenzopyr, Naptalam

Z Unbekannter Wirkort 3 20 Dazomet, Metam

ACC: Acetyl-CoA-Carboxylase; ALS: Acetolactate-Synthase; DHP: Dihydropteroat-Synthase; DOXPS: Desoxyxylu-
losephosphatsynthase; EPSPS: 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase; GS: Glutaminsynthetase; HPPD: 4-Hy-
droxyphenylpyruvat-Dioxygenase; PDS: Phytoen-Desaturase; PPO: Protoporphyrinogen-Oxidase; PSI: Photosys-
tem I; PSII: Photosystem Il; VLCFA: very long chain fatty acids

3. Resistenzmechanismen und ihre genetische Basis

3.1 Resistenzmechanismen

Herbizidresistenzen lassen sich — nach dem molekularen Ort, an dem sie fungieren — in zwei
Arten unterteilen: Wirkortresistenzen (target site resistance, TSR) und Nicht-Wirkortresistenzen
(non-target site resistance, NTSR) (Délye 2013, Délye et al. 2015). Bei beiden Arten sind mehre
Mechanismen bekannt, die zur Ausprégung der Resistenz flihren kénnen (Tabelle 2). Den Resis-
tenzarten entsprechend werden sie in TS- und NTS-Mechanismen unterteilt. Die Herbizidresis-
tenz einer einzelnen Pflanze kann entweder auf TS-, NTS- oder einer Kombination der Mechanis-

men beruhen.



Tabelle 2
Mechanismen von Wirkort- und Nicht-Wirkortresistenz

Resistenzart Resistenzmechanismen
Wirkortresistenz Bildung eines unempfindlichen Zielproteins
(target site resistance; TSR) Vervielfachung des Gens des Zielproteins

Uberexpression des Gens des Zielproteins
Nicht-Wirkortresistenz Abbau des Wirkstoffes in ungiftige Metaboliten
(non-target site resistance; NTSR) Verringerte Aufnahme des Wirkstoffes

Sequestrierung/Separierung des Wirkstoffes

Schneller Gewebstod/schnelle Entlaubung

Kompensation giftiger Nebenprodukte

3.1.1 Target Site-Mechanismen

TS-Mechanismen sind die Resistenzmechanismen, die am Wirkort der Herbizide fungieren. Sie
basieren auf Anderungen im Zielprotein der herbiziden Wirkstoffe und kénnen qualitativer und/
oder quantitativer Natur sein. Es sind drei TS-Mechanismen bekannt. Der wichtigste ist qualitati-
ver Natur und beruht darauf, dass Pflanzen eine neue Version des Zielproteins bilden, die
unempfindlich gegen den herbiziden Wirkstoff ist und gleichzeitig funktionsfahig bleibt. Die
beiden anderen TS-Mechanismen sind quantitativer Natur und fussen darauf, dass die Pflanzen
die Produktion des Zielproteins — durch Vervielfachung oder Uberexpression des korrespondie-

renden Gens — erhdhen und dadurch den herbiziden Wirkstoff ,verdinnen”.

3.1.2 Non-Target Site-Mechanismen

NTS-Mechanismen umfassen diejenigen Resistenzmechanismen, die nicht am Wirkort der Herbi-
zide fungieren. Sie fiihren in der Regel dazu, dass die Menge der Herbizide, die das Zielprotein
erreicht, stark verringert wird. Der wichtigste NTS-Mechanismus besteht darin, dass Pflanzen die
herbiziden Wirkstoffe in ungiftige Molekile umwandeln. Diese Entgiftung, die auch metaboli-
sche Resistenz genannt wird, ist in den meisten Féllen das Resultat eines Prozesses, an dem
mehrere Proteine und auch Mikro-RNAs beteiligt sind (Délye 2013). Zu den Proteinen, die invol-
viert sein kdnnen, gehéren Cytochrome P450, Glutathion-S-Transferasen, Glycosyltransferasen,
ABC Transporter, Esterasen, Hydrolasen und Transkriptionsfaktoren (Délye 2013). Neben der
Entgiftung besitzen Pflanzen weitere NTS-Mechanismen (Délye 2013, Délye et al. 2015): Sie
kénnen die Menge der Wirkstoffe, die absorbiert werden, senken, oder die absorbierten Gifte
von den Zielproteinen separieren — zum Beispiel durch Sequestrierung in Vakuolen. Zudem
existieren NTS-Mechanismen, mit denen Pflanzen nicht die Menge der Herbizide verringern,
sondern die Menge giftiger Produkte der Herbizide. PSI-Hemmer zum Beispiel fihren zu Bildung
giftiger Sauerstoffspezies und Pflanzen kénnen sich davor schiitzen, indem sie Antioxidantien

bilden.



Auch wenn NTS-Resistenzen auf einem einzelnen Gen beruhen kénnen, sind sie in der Regel
eine polygenetische Eigenschaft, die sowohl qualitativer und als auch quantitativer Natur ist und
an deren Auspragung cis- und trans-regulatorische sowie epigenetische Elemente beteiligt sein
kénnen (Powles & Yu 2010, Délye 2013, Délye et al. 2015, Ghanizadeh & Harrington 2017, Mar-
kus et al. 2018).

3.2 Genetische Basis

Die genetischen Verédnderungen im Erbgut von Pflanzen, die zur Entwicklung von Herbizidresis-
tenz fihren oder beitragen kdnnen, lassen sich in zwei Typen unterteilen (Délye et al. 2015). Der
eine Typ hat Folgen qualitativer Natur und umfasst Verdnderungen in Protein-codierenden
Sequenzen. Diese Veranderungen bewirken eine Modifikation in der dreidimensionalen Struktur
eines Proteins, die zur Abnahme der Empfindlichkeit gegenliber einem Herbizid fiihrt. Ein
Beispiel sind Punktmutationen in Genen, die fir Zielproteine der herbiziden Wirkstoffe codieren:
Sie kénnen Aminosaurensubstitutionen evozieren, die die Herbizid-Bindungsstelle eines Zielpro-
teins derart verandern, dass die Affinitat fir den herbiziden Wirkstoff sinkt und eine TS-Resistenz
resultiert. Ein weiteres Beispiel: Aminosduresubstitutionen an der aktiven Stelle eines metabo-
lischen Enzyms kénnen den Abbau eines Herbizids verbessern (NTS-Resistenz).

Der zweite Typ von genetischen Verdnderungen, die mit Herbizidresistenz verbunden sind, hat
Folgen quantitativer Natur und umfasst Veranderungen in cis- und trans-regulatorischen Elemen-
ten sowie Kopienzahlvariationen (Délye et al. 2015). Die Herbizidresistenz kommt hier durch Mo-
difikationen in der Expression einzelner oder mehrerer Gene zu Stande. Ein Beispiel sind Muta-
tionen in der Promotorsequenz von Genen, die fir Zielproteine der herbiziden Wirkstoffe codie-
ren: Sie kdnnen zu einer Uberproduktion des Zielproteins fiihren, dadurch die Hemmwirkung der
Herbizide kompensieren und somit eine TS-Resistenz ausl&sen. Ein weiteres Beispiel: Mutationen
in der Promotorsequenz von Genen, die fir Transkriptionsfaktoren codieren, kénnen eine Uber-
produktion metabolischer Enzyme verursachen und dadurch die Basis flr eine NTS-Resistenz bil-
den.

Die genetischen Verdnderungen, die mit einer Herbizidresistenz in Verbindung gebracht werden
und im Rahmen der vorliegenden Arbeit in der wissenschaftlichen Literatur sowie in Patentschrif-
ten ermittelt worden sind, sind — abgesehen von zwei Ausnahmen — ausschliesslich vom qualitati-
ven Typ. Die beiden Ausnahmen sind: Eine zwdlf Basenpaar lange Insertion im Promotor eines
epsps-Gens, die mit einer verringerten Empfindlichkeit gegeniiber Glyphosat in Verbindung ge-
bracht steht (Zhang et al. 2018a), und Indels im vorangestellten offenen Leseraster (UORF) des
Enzyms LsGGP2, die mit einer Paraquat-Resistenz korrelieren (Zhang et al. 2018b). Die ermittel-
ten qualitativen genetischen Verdnderungen betreffen — wiederum abgesehen von zwei Ausnah-
men — ausschliesslich Gene, die fiir Zielproteine der Herbizide codieren. Die beiden Ausnahmen
sind: Aminosdurensubstitutionen in den Entgiftungsenzymen Glutathion-S-Transferase und UDP-
Glycosyltransferase gelten als mdgliche Ursache fir eine Resistenz gegen ACC-Hemmer (Pan et
al. 2016a). Die genetischen Veranderungen in den Zielproteingenen sind — abgesehen von einer
Ausnahme - alles Punktmutationen, die im Zielprotein an einer oder zwei Stellen zum Austausch
einer Aminosaure flhren. Die Ausnahme ist: Eine Deletion der Aminosdure Glycin an der Posi-

tion 210 der Protoporphyrinogen-Oxidase kann eine Resistenz gegen PPO-Hemmer verleihen
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(Patzold et al. 2006, Gressel & Levy 2006). Die Aminosdurensubstitutionen in Zielproteinen, die

mit einer Herbizidresistenz in Verbindung gebracht werden, sind in Tabelle 3 wiedergegeben.

Tabelle 3
Aminosdurensubstitutionen in Zielproteinen herbizider Wirkstoffe, die mit einer Her-
bizidresistenz in Verbindung gebracht werden.

Wirkstoffgruppe Zielprotein Aminosaurensubstitutionen

ACC-Hemmer ACC lle-1781-Leu/Val/Arg/Thr, Trp-1999-Cys/Leu/Ser, Trp-2027-Cys, lle-
2041-Asn/Val, Asp-2078-Gly, Cys-2088-Arg, Gly-2096-Ala/Ser

ALS-Hemmer ALS Ala-122-Thr/Val/Tyr/Ser/Asn, Pro-197-Thr/His/Arg/Leu/GlIn/Ala/lle/
Ser/Asn, Ala-205-Val/Phe, Asp-376-Glu, Arg-377-His, Trp-574-Leu/
Gly/Met/Arg, Ser-653-Thr/Asn/lle, Gly-654-Glu/Asp

EPSPS-Hemmer EPSPS Gly-101-Ala, Gly-101-Ala + Gly-144-Asn, Thr-102-lle/Ser, Thr-102-
lle + Pro-106-Ser/Met/Ala, Pro-106-Ala/Leu/Ser/Thr

GS-Hemmer GS x-207-Gly, Gly-245-Ser/Cys/Arg, His-249-Tyr, Arg-295-Lys, Glu-
297-Ala, Arg-332-Lys

HPPD-Hemmer HPPD Pro-215-Leu, Gly-336-Glu/lle/Trp

Mikrotubuli-Hemmer  a-Tubulin Leu-125-Met, Leu-136-Phe, Val-202-Phe, Thr-239-lle, Arg-243-Met/
Lys, Met-268-Thr

PDS-Hemmer PDS Arg-304-Ser/Cys/His, Glu-425-Asp, Leu-498-Val

PPO-Hemmer PPO Arg-98-Leu/Gly/Met, Ser-305-Leu + Tyr-426-Met

PSll-Hemmer D1 Leu-218-Val, Val-219-lle, Ala-251-Val, Phe-255-lle, Ser-264-Gly/Thr,
Asn-266-Thr, Phe-274-Val

Synthetische Auxine  1AA16 Gly-Asp

ZS-Hemmer CESA Ser-377-Phe, Arg-806-Lys, Thr-942-lle, Gly-988-Asp/Ser, Gly-
1009-Asp

Quellen: siehe Referenzen im Anhang. Abkiirzungen: ACC: Acetyl-CoA-Carboxylase; ALS: Acetolactate-Syn-
thase; CESA: Cellulose Synthase A; EPSPS: 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase; GS: Glutamin-
synthetase; HPPD: 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase; PDS: Phytoen-Desaturase; PPO: Protoporphyrinogen-
Oxidase; PSIl: Photosystem II; ZS: Zellulosesynthese.

3.3 Epigenetische Basis

Das Ermitteln von Epiallelen, die zur Auspragung einer Herbizidresistenz fiihren oder beitragen
kénnen, war nicht Aufgabe der vorliegenden Arbeit. Nichtsdestotrotz sei hier kurz erwédhnt, dass
Resistenzmechanismen neben einer genetischen auch eine epigenetische Basis haben kénnen
(Markus et al. 2018). So kann beispielsweise eine erhdhte Methylierung derjenigen Region des
epsps-Gens, die die Translationsinitiationsstelle umspannt, mit einer Glyphosat-Resistenz in Ver-

bindung gebracht werden (Margaritopoulou et al. 2018).



4. Genomeditierung und Herbizid-resistente Pflanzen

4.1 Moégliche DNA-Veranderungen und Herbizidresistenz

4.1.1 Punktmutationen

Wie die Zichtung mit chemischer Mutagenese zeigt, lassen sich durch die Erzeugung zufalliger
Punktmutationen HR-Sorten herstellen; derzeit sind Sorten mit Resistenzen gegen ACC-, ALS-
und PSll-Hemmer auf dem Markt erhaltlich. Mit den Werkzeugen der Genomeditierung ist es
nun mdglich geworden, Punktmutationen an vorbestimmten Orten im Erbgut zu erzeugen
(Baltes et al. 2017). Die Herstellung kann dabei so erfolgen, dass Pflanzen ohne artfremde Gene
entstehen kdnnen. Damit eréffnet sich in der Ziichtung die Méglichkeit, Punktmutationen, die
mit Herbizidresistenz in Verbindung stehen, gezielt zu kreieren und fir die Herstellung
transgenfreier HR-Sorten zu nutzen. Die derzeit dafiir in Frage kommenden Mutationen befinden
sich fast ausnahmslos in Genen, die fiir Zielproteine von Herbiziden codieren. Die Wirkstoffgrup-
pen, bei denen Resistenzmutationen bekannt sind, sind ACC-, ALS-, HPPD-, EPSPS-, GS-, PDS-,
PPO-, PSII-, ZS- und Mikrotubuli-Hemmer sowie synthetische Auxine (siche Abschnitt 3.2 und
Anhang). Bei ACC-, ALS- und EPSPS-Hemmern finden sich in der Literatur Arbeiten, in denen die
Herstellung von HR-Kulturpflanzen mittels gezielt erzeugter Punktmutationen beschrieben ist
(Abschnitt 4.5). Bei den ALS-Hemmern sind zwei Produkte bereits marktreif: der SU-Raps von
Cibus, der in Nordamerika kommerziell erhaltlich ist (Cibus 2018a/b), und der Clearfield-Raps
CLB-1 von BASF, der in Kanada fiir den Anbau bewilligt ist (CFIA 2014). Wie die Aussichten fir
die Herstellung von punktmutierten HR-Pflanzen bei den einzelnen Wirkstoffgruppen sind, wird

im Abschnitt 4.4 naher beschrieben.

4.1.2 Indels

Genomeditierungsverfahren machen es méglich, an vorbestimmten Stellen des Erbgut Indels zu
erzeugen (Baltes et al. 2017). Die Herstellung kann dabei so erfolgen, dass Pflanzen ohne art-
fremde Gene entstehen. Gegenwaértig sind keine Indels bekannt, die bei Kulturarten zu einer
kommerziell verwertbaren Herbizidresistenz fihren. Die HR-Sorten, die auf dem Markt sind, be-
ruhen entweder auf Punktmutationen oder auf Insertionen. Da Indels in Protein-codierenden Re-
gionen in der Regel zu Loss-of-function-Mutationen fihren, bieten sich die Gene, die fir die Ziel-
proteine der Herbizide codieren, nicht als Angriffsziel an; Knockouts dieses Gene wiirden die
gleiche Wirkung hervorrufen wie die Herbizide.

Auch wenn die Erzeugung von Indels gegenwirtig bei der Herstellung von HR-Sorten kaum eine
Rolle spielen diirfte, ist ein zukinftiger Beitrag nicht auszuschliessen. Da Herbizidresistenz auch
eine quantitative Eigenschaft sein kann, kénnten cis- und trans-regulatorische Elemente Kandida-
ten flr Indels werden (siehe Abschnitt 4.1.6). Félle, in denen Indels in Promotoren oder vorange-
stellten offenen Leserastern (UORFs) mit Herbizidresistenz in Verbindung gebracht werden, sind
kirzlich beschrieben worden (Zhang et al. 2018a/b). Denkbar ist auch, dass Gene fiir Transport-
proteine von Herbiziden identifiziert werden, deren Ausschalten zu einem NTSR-Mechanismus
fahrt (Li et al. 2013).



4.1.3 Insertion

Mit den Verfahren der Genomeditierung ist es bei Pflanzen méglich geworden, Herbizidresis-
tenzgene an einem vorbestimmten Ort ins Erbgut zu inserieren. Im Vergleich zur herkémmlichen
Gentechnik bietet die gezielte Insertion im Wesentlichen zwei Vorteile: Zum einen kénnen bei
der Transformation ,safe harbors” gewéhlt werden. Das sind Orte im Erbgut, bei denen eine zu-
verldssige Expression der inserierten Gene zu erwarten ist (Baltes et al. 2017). Zum anderen er-
leichtert die Genomeditierung das Stapeln von Herbizidresistenzgenen, was die Herstellung von
mehrfachresistenten Sorten beschleunigen kdnnte. Die gezielte Insertion von Herbizidresistenz-
genen drfte vor allem fiir Konzerne interessant sein, die bei ,cash crops” transgene HR-Sorten
entwickeln. Bei Soja, Mais und Baumwolle finden sich in der Literatur denn auch entsprechende
Arbeiten (Shukla et al. 2009, Ainley et al. 2013, D'Halluin et al. 2013, Bonawitz et al. 2018, Ver-
kest et al. 2018).

Neben der Herstellung transgener HR-Pflanzen kénnten gezielte Insertionen auch bei der Ent-
wicklung cis- und intragener HR-Pflanzen zum Einsatz kommen. So zum Beispiel in Féllen, in de-
nen neben gezielten Punktmutationen zusatzlich eine Uberproduktion des verdnderten Proteins
notwendig ist, um ein kommerziell verwertbares Resistenzniveau zu erreichen. Eine Uberproduk-
tion kdénnte dabei auf zwei Wegen erreichbar sein: Indem mehrere Kopien des mutierten Gens
inseriert werden (cisgene Variante) oder indem vor das mutierte Gen ein starker, nativer Promo-

tor eingesetzt wird (intragene Variante).

4.1.4 Inversionen, Translokationen und groBe Deletionen

Mit den Werkzeugen der Genomeditierung wird es erstmals mdglich, gezielt Translokationen,
Inversionen und/oder groBBe Deletionen zu erzeugen und dadurch das Erbgut nach Plan umzu-
gestalten (Puchta 2017, Scheben et al. 2017, Kumlehn et al. 2018). Die Umgestaltung soll dabei
machbar sein, ohne dass artfremde Gene im Erbgut der Pflanzen zuriickbleiben (Kumlehn et al.
2018). Fur die Neuerzeugung einer Herbizidresistenz ist die Technik kaum geeignet. |hr Einsatz
kénnte jedoch nitzlich sein, wenn es darum geht, in Wildpflanzen bestehende Herbizidresisten-
zen in Kulturpflanzen einzukreuzen. Da es ndmlich méglich wird, Gene aneinander zu koppeln
oder unerwiinschte Genkopplungen aufzuheben, dirfte sich der natiirliche Genpool einer

Pflanze einfacher und schneller nutzen lassen (Puchta 2017, Kumlehn et al. 2018).

4.1.5 Multiplexing

Mit den Genomeditierungsverfahren, insbesondere mit den CRIPSR-Werkzeugen, ist es moglich,
das Erbgut gleichzeitig an zwei oder mehr Orten gezielt zu verdndern. Dieses Multiplexing
gelingt vor allem beim Erzeugung von Indels, ist beispielsweise aber auch mit Baseneditierungs-
verfahren maoglich (Shimatani et al. 2017/2018). Bei der Herstellung einer Herbizidresistenz kann
das Multiplexing in verschiedenen Féllen hilfreich sein: wenn fir die Resistenz zwei oder mehr
Veranderungen in einem Gen notwendig sind; wenn ein Resistenzallel rezessiv vererbt wird;
wenn mehrere Isoformen eines Gens zu verdndern sind; und wenn — bei polyploiden Pflanzen —
mehrere homeologe Gene zu veréndern sind. Des Weiteren kdnnte es mdglich sein, in einem
Schritt eine mehrfachresistente Pflanze zu erzeugen, indem gleichzeitig die Zielproteingene ver-

schiedener Wirkstoffgruppen veréndert werden (siehe Abschnitt 4.2).



4.1.6 Genetische Verdnderungen in cis- und trans-regulatorischen Elementen

Der regulatorische Teil des Erbguts von Pflanzen gilt als vielversprechendes Ziel, wenn es darum
geht, mittels Genomeditierung neue Sorten zu erzeugen (Wolters & Puchta 2018). Dies kénnte
auch fir die Erzeugung von HR-Sorten gelten — und zwar in den Féllen, in denen die Auspra-
gung der Herbizidresistenz eine quantitative Komponente hat. Einer der méglichen Falle findet
sich beispielsweise bei der Herstellung von Glyphosat-resistenten Pflanzen: Durch die Erzeugung
bestimmter Mutationen im epsps-Gen lasst sich zwar die Unempfindlichkeit gegeniiber Glypho-
sat steigern, aber eine kommerziell verwertbare Resistenz wird unter Umsténden erst dann er-
zielt, wenn die mutierte EPSPS zusétzlich Giberproduziert wird (Hummell et al. 2018, Ortega et al.
2018, Sammons et al. 2018; sieche Abschnitt 4.4.3).

Voraussetzung fir die Nutzung des regulatorischen Teils des Erbguts ist, dass Verdnderungen in
cis- oder trans-regulatorischen Elementen bekannt sind, die mit einer Herbizidresistenz in Ver-
bindung stehen. Bisher ist dies kaum der Fall. Im Laufe der vorliegenden Arbeit sind nur zwei
derartige Verdnderungen ermittelt worden (siehe Abschnitt 3.2): Indels im uORF des Enzyms
LsGGP2, die mit einer Paraquat-Resistenz korrelieren (Zhang et al. 2018b), und eine kurze Inser-
tion im Promotor eines epsps-Gens, die mit einer Glyphosat-Resistenz in Verbindung gebracht
wird (Zhang et al. 2018a).

Falls die Verfahren der Genomeditierung dazu benutzt werden, um in cis- oder trans-regulatori-
schen Elementen gezielt Indels und Punktmutationen zu erzeugen, kénnen dabei transgenfreie
Pflanzen resultieren. Zhang & Voytas (2018) zum Beispiel gehen davon aus, dass gezielte Muta-
tionen in UORFs den Einsatz starker, artfremder Promotoren ersetzen kdnnte, wenn es darum
geht, ein natives Gen Uberzuexprimieren.

Neben der Erzeugung von Indels und Punktmutationen bietet die Genomeditierung noch eine
weitere Mdglichkeit, um den regulatorischen Teil des Erbguts zu nutzen: den gezielten Aus-
tausch von Promotoren (Shi et al. 2017). Bei der Herstellung Glyphosat-resistenter Pflanzen bei-
spielsweise kénnte es damit moglich werden, den Promotor eines mutierten epsps-Gens gezielt
durch einen stirkeren zu ersetzen und damit die notwendige Uberproduktion der Glyphosat-un-
empfindlichen EPSPS zu erzielen. Falls dabei ein nativer Promotor zum Einsatz kdme, entstande

keine transgene sondern eine intragene Pflanze.

4.1.7 Extrachromosomale zirkuldre DNA

Bei Humanzellen ist klrzlich eine neue Variante der CRISPR-Technik entwickelt worden, mit der
sich innerhalb von Zellen aus vorbestimmten Genloci extrachromosomale zirkulare DNA-Moleki-
le (eczDNA) bilden lassen (Maller et al. 2018). Falls diese CRISPR-C genannte Technik auch bei
Pflanzenzellen funktioniert, kénnte sie in Zukunft eine neue Mdglichkeit bieten, Herbizidresistenz
zu erzeugen. Das Konzept dazu: Eine Uberproduktion der Zielenzyme von Herbiziden herbeifiih-
ren, indem die entsprechenden Gene auf eczDNAs vervielfacht werden. In der Natur wird dieses
Konzept bereits umgesetzt. Bei einer Glyphosat-resistenten Wildart finden sich mehrere Kopien

des epsps-Gens auf eczDNAs (Koo et al. 2018).



4.1.8 Verdnderungen im Chloroplastengenom

In den weitaus meisten Fallen liegen die Gene, die fir die Erzeugung von Herbizidresistenz zu
verandern sind, im Kerngenom. Dass es auch Ausnahmen geben kann, zeigt das psbA-Gen. Es
enthalt die Anleitung fiir D1, dem Zielprotein der PSll-Hemmer, und befindet sich im Erbgut der
Chloroplasten. Ob sich das Chloroplastengenom mit den géngigen Genomeditierungsverfahren
gezielt verdndern |&sst, ist derzeit unklar. In der Literatur finden sich keine entsprechenden Ar-
beiten (Fichtner et al. 2014, Piatek et al. 2018). Da in Chloroplasten die homologe Rekom-
bination vorherrscht, kdnnte eine gezielte Verdnderung jedoch auch mit anderen Methoden ge-
lingen. Avila et al. (2016) beschreiben ein Verfahren, mit dem es mdglich sein soll, in Chloro-
plasten gezielt Punktmutationen einzufligen, ohne dass weitere Spuren des Eingriffs zurlickblei-

ben.

4.1.9 Epiallele

Durch Weiterentwicklungen der Werkzeuge der Genomeditierung dirfte es in Zukunft méglich
werden, das Epigenom von Kulturpflanzen gezielt zu verdndern (Puchta 2016, Springer &
Schmitz 2017, Khan et al. 2018). Bei der Modellpflanze Arabidopsis ist bereits gezeigt worden,
dass die gezielte Erzeugung von Epiallelen technisch gelingen kann (Gallego-Bartolomé et al.
2018). Da epigenetische Mechanismen an der Auspragung von Herbizidresistenz beteiligt sein
kénnen (Markus et al. 2018, Margaritopoulou et al. 2018), ist es nicht auszuschliessen, dass in
Zukunft bei der Erzeugung von HR-Sorten auch Verfahren der Epigenomeditierung eine Rolle
spielen. Neben der Entwicklung der entsprechenden Techniken missten auch Epiallele identifi-

ziert werden, die Resistenz verleihen und stabil vererbt werden (siehe auch Abschnitt 3.3).

4.1.10 Gene Drives

Genomeditierungsverfahren, insbesondere die CRISPR-basierten Werkzeuge, ricken Anwendun-
gen von Gene Drive erstmals in den Bereich des technisch Mdglichen. Bei der Herstellung von
HR-Sorten diirften Gene Drives kaum eine Rolle spielen. Erwdhnenswert ist jedoch, dass dartiber
diskutiert wird, resistente Wildpflanzen mittels Gene Drives wieder empfindlich auf Herbizide zu
machen (Esvelt et al. 2014, Neve 2018, Marshall & Akbari 2018), was die Nutzbarkeit von HR-
Systemen verldngern kdnnte. Laut Westwood et al. (2018) sind Gene Drives eines der moglichen
Mittel, um dem Szenario zu begegnen, wonach Herbizide und HR-Sorten um das Jahr 2050

wegen der steigenden Anzahl resistenter Wildpflanzen nutzlos werden.

4.2 Kreuz- und Mehrfachresistenzen

Kulturpflanzen kénnen gleichzeitig gegen Wirkstoffe aus unterschiedlichen chemischen Familien
resistent sein. Dabei kann entweder eine Kreuz- oder eine Mehrfachresistenz vorliegen. Von
Kreuzresistenz ist die Rede, wenn ein einzelner Resistenzmechanismus zur Unempfindlichkeit
gegen Wirkstoffen unterschiedlicher Familien fuhrt. In der Regel gehéren die Wirkstoffe dabei
derselben Wirkstoffgruppe an. Eine Mehrfachresistenz hingegen basiert auf zwei oder mehr Re-
sistenzmechanismen und bewirkt, dass Kulturpflanzen gleichzeitig gegen Herbizide unterschied-

licher Wirkstoffgruppen resistent sind.
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4.2.1 Kreuzresistenz

Wie bei herkdmmlicher Mutagenese und Gentechnik kdnnen auch bei der Genomeditierung HR-
Sorten entstehen, die eine Kreuzresistenz aufweisen. Ein Beispiel ist der SU-Raps der Firma
Cibus. Er ist resistent gegen ALS-Hemmer aus den beiden chemischen Familien der Imidazolino-
ne und Sulfonylharnstoffe (CFIA 2013).

4.2.2 Mehrfachresistenz

Mit Genomeditierungsverfahren lassen sich auf unterschiedliche Weise Pflanzen mit mehrfacher
Herbizidresistenz herstellen. So ist es beispielsweise mdglich, in bereits kommerzialisierten HR-
Sorten eine zusatzliche Resistenz zu erzeugen — etwa indem ein neues Resistenzgen inseriert
oder ein natives Gen gezielt mutiert wird. Mehrfachresistenz l3sst sich auch erschaffen, indem
zwei oder mehr Resistenzgene gleichzeitig gezielt inseriert werden. Dieses Stapeln von Resis-
tenzgenen kdnnte vor allem fir Firmen interessant sein, die bei ,cash crops” transgene HR-Sor-
ten entwickeln (siehe auch Abschnitt 4.1.3).

Auch ein transgenfreie Herstellungsweise von Mehrfachresistenz ist méglich: Indem zwei oder
mehr Gene, die flr Zielproteine unterschiedlicher Herbizide codieren, gleichzeitig oder nachein-
ander gezielt mutiert werden, kénnen mehrfachresistente Pflanzen entstehen, die frei von Trans-
genen sind. Die argentinische Firma Bioheuris zum Beispiel hat eine transgenfreie Soja in Ent-
wicklung, die Resistenzmechanismen gegen Herbizide aus drei unterschiedlichen Wirkstoffgrup-
pen besitzen soll. Welche Wirkstoffgruppen dies sind und wie genau die dreifachresistente Soja
hergestellt wurde, geht aus den gesichteten Unterlagen nicht hervor. Laut Medienberichten soll
die Soja, die von den zustandigen argentinischen Behdrden als Nicht-GVO eingestuft wurde, im
Jahr 2022 auf den Markt kommen (XX).

4.3 Resistenzmechanismen

Mit den Verfahren der Genomeditierung lassen sich sowohl TS- wie auch NTS-Resistenzmecha-
nismen erzeugen. Voraussetzung ist, dass entsprechende Genomsequenzen bekannt sind. Die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten genetischen Verédnderungen, die mit Herbizidre-
sistenz in Verbindung gebracht werden und als Kandidaten fir die Entwicklung transgenfreier
HR-Pflanzen in Frage kommen, betreffen — abgesehen von drei Ausnahmen — ausschliesslich TS-
Mechanismen. Die drei Ausnahmen sind: Aminosdurensubstitutionen in den Entgiftungsenzymen
Glutathion-S-Transferase und UDP-Glycosyltransferase gelten als mdgliche Ursache fir eine Re-
sistenz gegen ACC-Hemmer (Pan et al. 2016a) und Indels im uORF des Enzyms LsGGP2, die zu
einer gesteigerten Produktion von Ascorbinsédure fihren, stehen mit einer Resistenz gegen den
PSI-Hemmer Paraquat in Verbindung (Zhang et al. 2018b). Ob diese genetischen Veranderungen
fur die Erzeugung Herbizid-resistenter Kulturpflanzen genutzt werden kénnten, bleibt offen. Da
NTS-Mechanismen derzeit intensiv erforscht werden, ist davon auszugehen, dass in Zukunft mehr
genetische Veranderungen bekannt werden, die fir die Genomeditierung nutzbar sein kénnten.
Als mégliche Kandidaten gehandelt werden beispielsweise Anderungen in Genen, die fiir Cyto-
chrom P450 Monoxygenasen codieren (Gao & Jiang 2018), und Anderungen in der Promotorse-

quenz der microRNA mir397 (Mangrauthia et al. 2017).
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Die ermittelten genetischen Verdnderungen, die TS-Mechanismen betreffen, sind — abgesehen
von einer Ausnahme — vom qualitativen Typ. Die Ausnahme ist eine zwdlf Basenpaar lange Inser-
tion im Promotor eines epsps-Gens, die mit einer verringerten Empfindlichkeit gegeniiber Gly-
phosat in Verbindung gebracht wird (Zhang et al. 2018a). Die restlichen Verdnderungen finden
sich alle in Genen fir Zielproteine von Herbiziden und bewirken, dass die Zielproteine unemp-
findlich gegentiiber den entsprechenden Pflanzengiften werden (siehe Abschnitt 3.2). Wie in Ta-
belle 3 dargestellt, sind bei elf Wirkstoffgruppen solche qualitativen Verédnderungen ermittelt
worden. Ob sie genutzt werden kdnnen, um HR-Sorten zu erzeugen, wird im folgenden Ab-
schnitt ndher diskutiert. In Féllen, in denen die qualitativen Veranderungen zu einer Funktions-
einbusse im Zielprotein fihren, kdnnte es notwendig sein, zusétzlich einen quantitativen TS-

Mechanismus zu erzeugen, der zu einer Uberproduktion des Zielproteins fiihrt.

4.4 Wirkstoffgruppen-spezifische Resistenzen

Bei zwolf Wirkstoffgruppen sind im Laufe der vorliegenden Arbeit Mutationen ermittelt worden,
die in der Literatur oder in Patentschriften mit einer jeweiligen Herbizidresistenz in Verbindung
gebracht werden. Bei zehn dieser Gruppen betreffen diese Mutationen nur Gene, die fir das
jeweilige Zielprotein der Wirkstoffe codieren. Sie kdnnten also entsprechend fir die Erzeugung
eines TS-Mechanismus nutzbar sein. Bei der Gruppe der PSI-Hemmer vermitteln die identifizier-
ten Mutationen einen NTS-Mechanismus. Die ACC-Hemmer sind die einzige Wirkstoffgruppe,
bei der sowohl| TS- wie auch NTSR-Mutationen ermittelt worden sind. Im Folgenden werden die

zwolf Gruppen kurz einzeln behandelt.

4.4.1 ACC-Hemmer

ACC-Hemmer wirken giftig auf Pflanzen, weil sie die Aktivitdt der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC
oder ACCase) blockieren und damit ein Enzym hemmen, das fir die Synthese von Fettsduren
unerlasslich ist. Da Mutationen im acc-Gen bekannt sind, die zu einer TS-Resistenz fuhren kén-
nen (Tabelle 3 und Abschnitt 5.1 im Anhang), sind ACC-codierende Gene potenzielle Ziele, um
mit Verfahren der Genomeditierung transgenfreie HR-Pflanzen herzustellen (Endo & Toki 2013,
Gao & Jiang 2018). In der Literatur findet sich gegenwaértig eine entsprechende Arbeit. Li et al.
(2018a) haben bei Reis eine Resistenz gegen ACC-Hemmer erzeugt, indem sie mit CRISPR eine
Mutation ins acc-Gen einflihrten, die aus einem Raygras bekannt ist.

Da die Nutzung von TSR-Mutationen in herkdmmlichen Zichtungsprogrammen bei Reis (BASF
2018), Mais (Vanéetoviee et al. 2014), Weizen (Hopkins 2017) und Kolbenhirse (Darmency et al.
2017) zur Kommerzialisierung von HR-Sorten gefihrt hat, ist anzunehmen, dass sich auch via Ge-
nomeditierung Resistenzen erzeugen lassen, die kommerziell verwertbar sind.

Neben den TSR-Mutationen sind auch zwei NTSR-Mutationen bekannt, die mit einer Resistenz
gegen ACC-Hemmer in Verbindung stehen: Aminosédurensubstitutionen in den beiden Enzymen
Glutathion-S-Transferase und UDP-Glycosyltransferase sollen eine Entgiftung ermdglichen (Pan
et al. 2016a). Ob diese NTSR-Mutationen Kandidaten fir die Herstellung transgenfreier HR-Sor-
ten nutzbar sind, bleibt jedoch offen.

Zu nennen ist schliesslich noch die miRNA mir397. Da bekannt ist, dass ihre Uberproduktion die
Empfindlichkeit gegenliber dem ACC-Hemmer Fenoxaprop-P-ethyl senken kann, gehen Man-
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grauthia et al. (2017) davon aus, dass regulatorische Sequenzen von mir397 gute Kandidaten

sind, um mittel Genomeditierung Herbizidresistenz zu erzeugen.

4.4.2 ALS-Hemmer

ALS-Hemmer wirken giftig auf Pflanzen, weil sie die Acetolactate-Synthase (ALS) blockieren und
dadurch die Bildung der Aminoséuren Valin, Leucin und Isoleucin unterbinden. Da Mutationen
im als-Gen bekannt sind, die zu einer TS-Resistenz fihren kénnen (Tabelle 3 und Abschnitt 5.2
im Anhang), sind ALS-codierende Gene potenzielle Ziele, um mit Verfahren der Genomeditie-
rung transgenfreie HR-Pflanzen herzustellen (Endo & Toki 2013, Gao & Jiang 2018). Bei Raps
sind entsprechende Sorten bereits bis zur Marktreife entwickelt worden: Der SU-Raps von Cibus,
der in Nordamerika kommerziell erhéltlich ist (Cibus 2018a/b), und der Clearfield-Raps CLB-1
von BASF, der in Kanada fur den Anbau bewilligt ist (CFIA 2014). Bei anderen Kulturarten finden
sich entsprechende Arbeiten in der Literatur: bei Mais (Svitashev et al. 2015/2016), Reis (Endo et
al. 2007, Sun et al. 2016, Butt et al. 2017, Shimatani et al. 2017/2018, Li et al. 2018c), Soja (Li et
al. 2015), Weizen (Ran et al. 2018), Kartoffel (Butler et al. 2016) und Wassermelone (Tian et al.
2018). Ob in diesen Arbeiten jeweils ein Resistenzniveau erreicht wurde, das ausreichend fir
eine kommerzielle Verwertung ist, wurde hier nicht untersucht. Dass sich mit der Erzeugung von
TSR-Mutationen kommerziell verwertbare Resistenzen gegen ALS-Hemmer erzielen lassen,
zeigen nicht nur die editierten Rapssorten von BASF und Cibus sondern auch die erfolgreiche
Nutzung von TSR-Mutationen in herkdmmlichen Ziichtungsprogrammen: Bei Raps, Reis, Mais,
Gerste, Linsen, Weizen, Sorghum, Hartweizen, Sareptasenf, Sonnenblume und Zuckerriibe sind

Sorten mit Resistenz gegen ALS-Hemmer lanciert worden.

4.4.3 EPSPS-Hemmer

Der EPSPS-Hemmer Glyphosat wirkt giftig auf Pflanzen, weil er die 5-Enolpyruvylshikimat-3-
Phosphat-Synthase (EPSPS) blockiert und dadurch die Bildung von aromatischen Aminosauren
unterbindet. Da Mutationen im epsps-Gen bekannt sind, die mit einer TS-Resistenz in Verbin-
dung stehen (siehe Tabelle 3 und Abschnitt 5.10 im Anhang), sind epsps-Gene potenzielle Ziele,
um mit Verfahren der Genomeditierung transgenfreie HR-Pflanzen herzustellen (Abdallah et al.
2015, Huang et al. 2016, Gao & Jiang 2018, Aramrak et al. 2018, Dong et al. 2019). In der
Literatur finden sich gegenwaértig entsprechende Arbeiten bei Flachs (Sauer et al. 2016), Maniok
(Hummel et al. 2018) und Reis (Wang et al. 2015, Li et al. 2016a). Als vielversprechend gilt
derzeit, Pflanzen mit den Doppelmutationen TIPS oder TIPA auszustatten, von denen bekannt
ist, dass sie eine hohe Resistenz bringen. TIPS fihrt in der EPSPS zu den beiden Aminoséuren-
substitutionen Thr-102-lle und Pro-106-Ser und TIPA resultiert in Thr-102-lle und Pro-106-Ala
(Sauer et al. 2016, Li et al. 2016a, Hummel et al. 2018). Ob die damit erzielbare Glyphosat-Resis-
tenz auch kommerziell verwertbar ist, ohne weitere Verédnderungen zu erzeugen, ist jedoch
fraglich. Die bekannten Resistenzmutationen sind meist mit Funktionseinbussen der EPSPS ver-
bunden und die bisherigen Erfahrungen mit TIPS und TIPA deuten darauf hin, dass zuséatzlich zu
den Punktmutationen auch eine Uberproduktion der mutierten EPSPS notwendig sein diirfte, um
eine robuste Glyphosat-Resistenz zu erzeugen (Ortega et al. 2018, Hummel et al. 2018,

Sammons et al. 2018, Dong et al. 2019). Fir die Notwendigkeit einer Uberproduktion spricht
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auch das Beispiel des GA21-Mais. Dieser transgene Mais, den Monsanto Ende der 1990er auf
den Markt brachte, bildet eine Mais-eigene EPSPS mit TIPS. Die Robustheit seiner Glyphosat-
Resistenz kommt jedoch nur dadurch zu Stande, dass Monsanto das korrespondierende epsps-
Gen gemeinsam mit einem starken Promotor sowie in dreifacher Kopie ins Erbgut inserierte.
Kirzlich wurde bei einer Wildart eine 12-Basenpaar lange Insertion im Promotor eines epsps-
Gens entdeckt, die eine Uberexpression ausldst und deshalb mit einer Glyphosat-Resistenz in
Verbindung steht (Zhang et al. 2018a). Ob dies ein Vorbild sein kann, um bei Kulturpflanzen eine
Uberproduktion Glyphosat-unempfindlicher EPSPS zu erzielen, bleibt unklar.

Corteva Agriscience testet derzeit EPSPS-Varianten auf ihre Funktionalitét, die zusétzlich zu TIPS
oder TIPA weitere, kiinstlich erzeugte Mutationen aufweisen (Dong et al. 2018/2019). Falls sich
geeignete Mutationen finden lassen, kdnnten sie mittels Genomeditierung gezielt im Erbgut von

Pflanzen erzeugt werden.

4.4.4 GS-Hemmer

Die beiden GS-Hemmer Glufosinat und Bialaphos wirken giftig auf Pflanzen, weil sie die Gluta-
minsynthetase (GS) hemmen - ein Enzym, das Ammonium auf Glutamat Ubertrégt und dadurch
Glutamin bildet. Durch die Hemmung reichert sich in den Blattern Ammonium an, Glutamin und
andere Aminoséuren hingegen fehlen. Als Folge bilden sich Chlorosen und die Pflanzen sterben
ab. Da Mutationen in gs-Genen bekannt sind, die mit einer TS-Resistenz gegen Glufosinat in
Verbindung stehen (siehe Tabelle 3 und Abschnitt 5.11 im Anhang), gelten gs-Gene als mégli-
ches Ziel, um mittels Verfahren der Genomeditierung transgenfreie Glufosinat-resistente Pflan-
zen zu erzeugen (James et al. 2018a/b, Gao & Jiang 2018). Offen ist dabei jedoch, ob die Erzeu-
gung einer TSR-Mutation im gs-Gen geniigt, um eine kommerziell verwertbare Resistenz zu er-
reichen. Laut James et al. (2018a/b) ist vielmehr davon auszugehen, dass eine robuste Resistenz
nur dann erzielt werden kann, wenn zusatzlich eine Uberproduktion der Glufosinat-unempfind-
lichen GS erfolgt. In der Literatur finden sich derzeit keine Arbeiten zur Herstellung transgen-

freier Glufosinat-resistenter Pflanzen mittels Genomeditierung.

4.4.5 HPPD-Hemmer

HPPD-Hemmer sind giftig fir sensitive Pflanzen, weil sie die Aktivitat der 4-Hydroxyphenylpyru-
vat-Dioxygenase (HPPD) blockieren und dadurch dazu fiihren, dass die Pflanzen weder Plastoqui-
non noch Carotinoide bilden kénnen. Da mehrere Patentschriften Mutationen in hppd-Genen
beschreiben, die mit einer TS-Resistenz in Verbindung stehen (Boudec et al. 2001, Busch et al.
2011, Hawkes et al. 2012, Pasternak et al. 2017, Gao & Jiang 2018), kénnten hppd-Gene ein
mogliches Ziel sein, um via Genomeditierung transgenfreie HR-Pflanzen zu erzeugen. Entspre-
chende Arbeiten finden sich in der Literatur bisher jedoch nicht (Abschnitt 5.7 im Anhang).

Ob die gezielte Erzeugung von TSR-Mutationen in hppd-Genen ausreicht, um eine kommerziell
verwertbare Resistenz zu erzielen, bleibt unklar. Da TSR-Mutationen die katalytische Aktivitat der
HPPD schmalern dirften und Mutagenese-Studien darauf hindeuten, dass einzelne Mutationen
noch keine ausreichende Resistenz verleihen (Kaundun et al. 2017), ist anzunehmen, dass zusatz-
lich eine Uberproduktion der unempfindlichen HPPD notwendig sein kénnte. Fiir diese Annahme

spricht auch das Beispiel der SYHTOH2-Soja von Syngenta, die unter anderem resistent gegen
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den HPPD-Hemmer Mesotrion ist. Um diese Resistenz zu erzeugen, musste nicht nur das Gen fur
eine unempfindliche HPPD aus Hafer lbertragen werden, sondern auch mehrere regulatorische

Elemente, die fir eine Uberexpression des transferierten hppd-Gens sorgen.

4.4.6 Mikrotubuli-Hemmer

Mikrotubili-Hemmer wirken giftig auf Pflanzen, weil sie an deren Tubulin binden, dadurch die Po-
lymersisierung der Mikrotubuli unterbrechen und so schliesslich die Teilung und Dehnung der
Zellen stoppen. Mikrotubuli sind aus a- und B-Tubulin aufgebaut sind. Im «-Tubulin sind acht Po-
sitionen bekannt, an denen Aminosédurensubstitutionen dazu fihren kénnen, dass die Empfind-
lichkeit gegeniber einzelnen Mikrotubuli-Hemmern sinkt (Tabelle 3 und Abschnitt 5.13 im An-
hang). Da TSR-Mutationen bekannt sind, sind die Gene fir «a-Tubulin Kandidaten fiir die Herstel-
lung transgenfreier HR-Pflanzen mittels Genomeditierung (Endo & Toki 2013). Dass die Resistenz
— anders als bei den TS-Mechanismen bei den anderen Wirkstoffgruppen — rezessiv vererbt ist
(Powles & Yu 2010), sollte kein Hindernis sein, da sich mit Verfahren der Genomeditierung Ho-
mozygotie herstellen lasst. Ob sich in Kulturpflanzen durch das gezielte Mutieren des «-Tubulin-
gens eine Resistenz erzeugen lasst, die kommerziell verwertbar ist, kann hier nicht abschliessend
beantwortet werden. In der Literatur finden sich gegenwaértig keine entsprechenden Arbeiten.
Gegen eine Verwertbarkeit spricht, dass TSR-Mutationen im «-Tubulingen die Funktion des
Tubulins einschrénken und Fitnesseinbussen auslésen kénnen (Darmency et al. 2011/2017, Chu
et al. 2018). Bei Kolbenhirse fihrte das Einkreuzen eines mutierten a-Tubulingens aus einer
Wildart zwar zu einer erhdhten Resistenz gegenliber Mikrotubili-Hemmern aus der Familie der
Dinitroaniline, aber die Erhéhung war zu niedrig, um Unkrduter ausreichend bekampfen zu kén-

nen, weshalb eine Kommerzialisierung ausblieb (Darmency et al. 2017).

4.4.7 PDS-Hemmer

PDS-Hemmer wirken giftig auf Pflanzen, weil sie an die Phytoen-Desaturase (PDS) binden und
dadurch die Biosynthese von Carotenoiden blockieren. Da Mutationen im pds-Gen bekannt
sind, die mit einer TS-Resistenz in Verbindung stehen (Tabelle 3 und Abschnitt 5.6 im Anhang),
gelten pds-Gene als mogliche Ziele, um via Genomeditierung transgenfreie HR-Pflanzen zu er-
zeugen (Brausemann et al. 2017, Gao & Jiang 2018). In der Literatur finden sich gegenwértig je-
doch keine entsprechenden Arbeiten.

Brausemann et al. (2017) nennen insbesondere die Bindungsstelle des PDS-Hemmers Norflura-
zon als méglichen Ort, an dem gezielte Punktmutationen zu einer Herbizidresistenz fihren kénn-
ten. Diese Bindungsstelle liegt an der Position Arg-304 der PDS und bei der Grundnessel ist be-
kannt, dass Substitutionen des Arginins zu Serin, Cystein oder Histidin zu einer Resistenz fihren
kénnen (Michel et al. 2004, Benoit & Les 2013). Zudem liberleben Arabidopsis-Pflanzen, die eine
PDS-Version mit Arg-304 Mutationen bilden, eine Behandlung mit Norflurazon (Arias et al. 2006).
Unklar ist jedoch, wie sich Mutationen an der Position Arg-304 auf die Aktivitdt der PDS auswir-
ken (Koschmieder et al. 2017, Brausemann et al. 2017). Falls die Mutationen die Aktivitat schma-

lern, kdnnte dies einer kommerziellen Verwertung der Herbizidresistenz entgegenstehen.

15



4.4.8 PPO-Hemmer

PPO-Hemmer wirken giftig auf Pflanzen, weil sie die Aktivitat der Protoporphyrinogen-Oxidase
(PPO) blockieren und dadurch eine Akkumulation des photoaktiven Protoporphyrinogen IX ver-
ursachen (Green & Owen 2011). Da Mutationen in ppo-Genen bekannt sind, die mit einer TS-
Resistenz in Verbindung stehen (Tabelle 3 und Abschnitt 5.5 im Anhang), gelten PPO-codieren-
de Gene als potenzielle Ziele, um bei Kulturpflanzen mit Genomeditierung transgenfreie HR-Sor-
ten zu erzeugen (Endo & Toki 2013, Gao & Jiang 2018). Entsprechende Zlichtungsvorhaben fin-
den sich in der Literatur jedoch nicht. Bei Arabidopsis hingegen beschreiben zwei Publikationen,
wie die gezielte Erzeugung zweier Punktmutationen im ppo-Gen zu einer Resistenz gegen den
PPO-Hemmer Butafenacil fihrt (de Pater et al. 2013/2018). Die Resistenz diente dabei als Selek-
tionssystem, um die Machbarkeit neuer Verfahren der Genomeditierung priifen zu kénnen.
Pflanzen besitzen in der Regel zwei Isoformen der PPO, wobei die eine in den Mitochondrien
und die andere in den Chloroplasten wirkt. Um eine Resistenz zu erzeugen, dirfte es notwendig
sein, beide Isoformen gezielt zu verdndern. Da die TSR-Mutationen dazu tendieren, die Funktion
der PPO zu schmélern (Li et al. 2003), ist es denkbar, dass zusatzlich zur Erzeugung der Mutatio-
nen eine Uberproduktion der mutierten PPO notwendig sein kénnte, um ein kommerziell ver-

wertbares Resistenzniveau zu erreichen.

4.4.9 PSI-Hemmer

Die beiden PSI-Hemmer Paraquat und Diquat wirken giftig auf Pflanzen, weil sie im Photosystem
| (PSI) als Elektronenfanger fungieren und dadurch einen Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies
ausldsen, was zum Tod der Pflanzenzellen fihrt. Da PSI-Hemmer kein Zielprotein haben, kénnen
nur NTSR-Mutationen Kandidaten sein, um mittels Genomeditierung transgenfreie HR-Pflanzen
zu erzeugen. Ein moglicher Kandidat ist der vorangestellte offene Leseraster (UORF) des Enzyms
LsGGP2. Bei Kopfsalat wurde kirzlich mit CRISPR gezeigt, dass Indels in diesem uORF die Pro-
duktion von Ascorbinsdure ankurbeln und dadurch die Empfindlichkeit gegeniliber oxidativem
Stress und Paraquat senken kénnen (Zhang et al. 2018b). Ob sich damit bei Kopfsalat oder ande-

ren Kulturarten eine kommerziell verwertbare Resistenz erzeugen lasst, bleibt unklar.

4.4.10 PSlI-Hemmer

PSll-Hemmer wirken giftig auf Pflanzen, weil sie in Chloroplasten an das D1-Protein des Photo-
system Il (PSll)-Komplexes binden und damit nicht nur die Photosynthese hemmen, sondern
auch den Elektronentransport blockieren. Die Transportblockade fiihrt zur Bildung reaktiver Mo-
lekile, die die Pflanzen schliesslich zum Absterben bringen. Da Aminosaurensubstitutionen be-
kannt sind, die das D1-Protein unempfindlich fir PSIl-Hemmer machen (Tabelle 3 und Abschnitt
5.3 im Anhang), kénnte es mdglich sein, mit Genomeditierungsverfahren transgenfreie Pflanzen
zu erzeugen, die resistent gegen PSll-Hemmer sind. Anders als bei den anderen Wirkstoffgrup-
pen missten die Resistenzmutationen jedoch nicht im Kerngenom, sondern im Erbgut der Chlo-
roplasten erzeugt werden. Dort findet sich ndmlich das psbA-Gen, das fiir das D1-Protein
codiert. Ob sich das Chloroplastengenom mit den géngigen Genomeditierungsverfahren gezielt
verandern l&sst, ist derzeit unklar. In der Literatur finden sich keine entsprechenden Arbeiten

(Piatek et al. 2018; siehe Abschnitt 4.1.8). Von einer Arbeitsgruppe in Kanada ist jedoch bekannt,
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dass mit CRISPR Kichererbsen erzeugen will, die gegen den PSll-Hemmer Metribuzin resistent
sind (Saskpulse 2018). Offen bleibt auch, ob sich TSR-Mutationen im psbA-Gen erzeugen lassen,
die zu einer ausreichend hohen Resistenz fiihren, ohne das Ertragsniveau zu senken. Von der
Aminoséurensubstitution Ser-264-Gly beispielsweise ist bekannt, dass sie zwar eine hohe Re-
sistenz bringt, gleichzeitig aber auch substanzielle Fitnesskosten verursacht (Powles & Yu 2010,

Darmeny et al. 2017).

4.4.11 Synthetische Auxine

Synthetische Auxine haben eine dhnliche Aktivitat wie das pflanzeneigene Hormon Indol-3-Essig-
sdure. Anders als die pflanzeneigenen Auxine bringen sie jedoch das Wachstum sensitiver Pflan-
zen durcheinander und lassen sie wachsen, ,bis sie tot sind”. Wie diese Wirkung im Detail ab-
l&uft, ist nicht genau bekannt (Figueiredo et al. 2018). In der Literatur wird der Wirkmechanismus
als ,komplex” bewertet (Goggin et al. 2018). Die Wirkorte der verschiedenen synthetischen
Auxine kdnnen sich unterscheiden und bestehen aus einem grofBBen Komplex von Auxin-binden-
den Proteinen, transkriptionellen Repressoren und Aktivatoren, Ubiquitin-verwandten Proteinen
und Proteasomen (Dinesh et al. 2016, Goggin et al. 2018).

Im Laufe der vorliegenden Arbeit sind keine Vorhaben entdeckt worden, bei denen durch geziel-
te oder ungezielte Mutagenese versucht wurde, in Kulturarten eine TS-Resistenz gegen synthe-
tische Auxine zu erzeugen. Ob sich Sorten mit einer TS-Resistenz via Mutagenese Uberhaupt er-
zeugen lassen, wird unterschiedlich beurteilt. Endo & Toki (2013) stufen diese Strategie als pro-
blematisch ein, weil synthetische Auxine einen komplexen Wirkmechanismus haben und ver-
schiedene Auxin-Rezeptoren unterschiedlich auf unterschiedliche Auxin-Herbizide reagieren.
Gleason et al. (2011) hingegen halten es fir moglich, bei Kulturarten mittels TILLING Mutationen
in den Enzymen des Auxin-Rezeptor-Signalisierungs-Komplexes zu identifizieren, die Herbizidre-
sistenz verleihen. Identifizierte Mutationen kdnnten dann auch mit Verfahren der Genomeditie-
rung erzeugt werden.

Eine Gly-Asp-Substitution im Auxin-Corezeptor IAA16 ist derzeit die einzige aus Wildarten be-
kannte Mutation, die zu einer TS-Resistenz gegen synthetische Auxine fihrt. Ob sie bei Kulturar-
ten fir die Herstellung von HR-Sorten nutzbar ist, bleibt offen. In der Wildart, in der sie entdeckt

wurde, ist sie mit Fitnesseinbussen verbunden (LeClere et al. 2018).

4.4.12 Zellulosesynthese-Hemmer

ZS-Hemmer sind giftig fir Pflanzen, weil sie die Produktion von Zellulose und dadurch die Bil-
dung der Zellwénde unterbinden. Wie die einzelnen Wirkstoffe genau fungieren, ist Gegenstand
der Forschung. Nach Stand des Wissens haben sie im komplexen Syntheseweg der Zellulose un-
terschiedliche molekulare Wirkungsorte, wobei sie die Synthese entweder direkt oder indirekt
hemmen kénnen (Brabham et al. 2014, Tateno et al. 2016). Einer der Wirkungsorte kénnen
Cellulose Synthase A (CESA)-Enzyme sein.

In den gesichteten Unterlagen sind keine Mutionen dokumentiert, die Kulturpflanzen eine TS-Re-
sistenz gegen ZS-Hemmer verleihen. Auch bei Wildpflanzen sind keine TSR-Mutationen bekannt
(Heap 2018). Bei Arabidopsis hingegen sind Punktmutationen in cesa-Genen beschrieben, die

die Modellpflanze unempfindlich gegen gewisse ZS-Hemmer machen. Ob diese Punktmutatio-
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nen nutzbar sind, um in Kulturpflanzen eine kommerziell verwertbare Herbizidresistenz zu erzeu-
gen, bleibt jedoch unklar. In der Literatur finden sich keine ensprechenden Arbeiten. Bei Arabi-
dopsis sind die Punktmutationen — zumindest in einigen Fallen — mit Fitnesseinbussen verbunden
(Brabham et al. 2014, Tateno et al. 2016).

4.5 Genomeditierte HR-Kulturpflanzen

Im Laufe der vorliegenden Arbeit sind in der wissenschaftlichen Literatur 18 Veréffentlichungen
gefunden worden, in denen die Herstellung von punktmutierten HR-Kulturpflanzen mit Verfahren
der Genomeditierung beschrieben wird. Tabelle 4 gibt diese Veréffentlichungen wieder. Drei-
zehn der publizierten Arbeiten handeln von Resistenzen gegen ALS-Hemmer, vier Arbeiten
befassen sich mit der Erzeugung von Glyphosat-Resistenz und bei einer der Arbeiten geht es um
Resistenz gegen ACC-Hemmer.

Wie bereits weiter oben erwdhnt sind bei Raps bereits punktmutierte HR-Sorten bis zur Markt-
reife entwickelt worden: Der SU-Raps von Cibus ist in Nordamerika kommerziell erhaltlich (Cibus
2018a/b), und der Clearfield-Raps CLB-1 von BASF ist in Kanada fiir den Anbau bewilligt (CFIA
2014).

Tabelle 4
Veroéffentlichte Arbeiten zur Herstellung von HR-Kulturpflanzen mittels gezielter
Mutagenese

Kulturpflanze Erzeugte Veranderung Wirkstoffgruppe  Verfahren Quelle
Flachs EPSPS mit Thr-102-lle + Pro-106-Ala  EPSPS-Hemmer  CRISPR Sauer et al. 2016
Kartoffel ALS mit Trp-574-Leu, Ser-653-Thr ALS-Hemmer CRISPR/TALEN  Butler et al. 2016
Mais ALS mit Pro-165-Ser ALS-Hemmer CRISPR Svitashev et al. 2015/2016
Maniok EPSPS mit Thr-102-lle + Pro-106-Ala  EPSPS-Hemmer  CRISPR Hummel et al. 2018
Raps ALS mit Trp-574-Leu ALS-Hemmer ODM Gocal et al. 2015
Reis ACC mit Cys-2088-Arg ACC-Hemmer CRISPR Lietal 2018a
ALS mit Ala-122-Val ALS-Hemmer CRISPR Shimatani et al. 2017/2018
ALS mit Trp-574-Leu+Ser-653-lle ALS-Hemmer T-DNA-Mut. Endo et al. 2007
ALS mit Trp-574-Leu+Ser-653-lle ALS-Hemmer CRISPR Sun et al. 2016, Butt et al.

2017, Li et al. 2018¢

ALS mit Trp-574-Leu+Ser-653-lle ALS-Hemmer TALEN Li et al. 2016b

EPSPS mit Pro-106-Leu EPSPS-Hemmer  TALEN Wang et al. 2015

EPSPS mit Thr-102-lle + Pro-106-Ser ~ EPSPS-Hemmer  CRISPR Li et al. 2016a
Soja ALS mit Pro-197-Ser ALS-Hemmer CRISPR Li et al. 2015
Wassermelone  ALS mit Pro-197-Ser ALS-Hemmer CRISPR Tian et al. 2018

ACC: Acetyl-CoA-Carboxylase; ALS: Acetolactate-Synthase; EPSPS: 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase.
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Von den Firmen Calyxt, Cibus und Bioheuris ist bekannt, dass sie Verfahren der Genomeditie-
rung einsetzen, um transgenfreie sie HR-Sorten herzustellen. Gegen welche Wirkstoffgruppen
dabei Resistenzen entwickelt werden, bleibt jedoch meist unbekannt. Calyxt arbeitet laut Fir-
menwebseite bei Raps, Soja, Weizen und Luzermne an der Entwicklung von HR-Sorten und will
erste Produkte ab 2024 auf den Markt zu bringen. Cibus entwickelt Herbizidresistenz bei Raps,
Reis, Mais, Flachs, Weizen und Kartoffeln. Und Bioheuris will bei Soja, Sorghum und Weizen HR-

Sorten herstellen.

19



5. Anhang

5.1 HRAC-Gruppe A: ACC-Hemmer

Die HRAC-Gruppe A enthalt die ACC-Hemmer. Mitte der 1970er sind erstmals Vertreter dieser
Wirkstoffgruppe auf den Markt gekommen. Heute enthalt die Gruppe 21 Substanzen, die aus ei-
ner der folgenden drei chemischen Familien stammen (Heap 2018): Cyclohexandione (DIM),
Phenylpyrazoline (DEN) und Aryloxyphenoxypropionate (FOP). Herbizide mit ACC-Hemmern wir-
ken in der Regel nicht bei dikotyledonen Pflanzen.

Wirkmechanismus

Wirkstoffe der HRAC-Gruppe A hemmen die Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC oder ACCase). Mit
diesem Enzym bilden Pflanzen aus Acetyl-CoA und Kohlenstoffdioxid Malonyl-CoA und somit
eine Substanz, die fir die Synthese von Fettsduren unerlasslich ist. Ohne Lipide kénnen Pflanzen

die Zellmembrane nicht aufbauen und sterben ab.

Resistenzmechanismen

Bei 48 Wildarten sind Félle bekannt, in denen Pflanzen eine Resistenz gegen ACC-Hemmer ent-
wickelt haben (Heap 2018). Ursache fiir die Unempfindlichkeit kénnen TS- und/oder NTS-Mecha-
nismen sein (Kaundun et al. 2014, Vrbni¢anin et al. 2017).

Die NTS-Félle beruhen meistens auf der Fahigkeit der Pflanzen, die FOP-, DIM- oder DEN-
Wirkstoffe in ungiftige Substanzen zu verstoffwechseln (Kaundun et al. 2014, Vrbnicanin et al.
2017). Zumindest in einem Fall werden dabei Aminosédurensubstitutionen in den beiden Enzy-
men Glutathion-S-Transferases und UDP-Glycosyltransferase als Ursache fir die Resistenz dis-
kutiert (Pan et al. 2016a). In einem weiteren NTS-Fall ist ein Mechanismus entdeckt worden, der
auf einer microRNA (miRNA) beruht: Eine erhdhte Produktion der miRNA mir397 fihrt zu einer
verminderten Bildung von Laccase, was wiederum die Empfindlichkeit gegeniiber dem ACC-

Hemmer Fenoxaprop-P-ethyl senkt (Pan et al. 2016b/2017).

Tabelle 5:
Aminosdurensubstitutionen in der ACC, die mit einer Resistenz gegen ACC-Hemmer
in Verbindung gebracht werden.

lle-1781-Leu/Val/Arg/Thr Asp-2078-Gly
Trp-1999-Cys/Leu/Ser Cys-2088-Arg
Trp-2027-Cys Gly-2096-Ala/Ser

lle-2041-Asn/Val

Quellen: Vrbni¢anin et al. (2017), Kaundun (2014) und Beckie & Tardiff (2012).

Die genetische Basis flir TS-Resistenzen sind Mutationen im acc-Gen, die an einer der folgenden
sieben Positionen der ACC zum Austausch einer Aminsoadure fihren: 1781, 1999, 2027, 2041,
2078, 2088 und 2096 (Tabelle 5; Powles & Yu 2010, Beckie & Tardiff 2012, Kaundun 2014, Vrb-
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ni¢anin et al. 2017). Bisher sind vierzehn allelische Varianten des Gens bekannt, die die Empfind-
lichkeit gegeniiber ACC-Hemmern verringern (Barrantes-Santamaria et al. 2018). Bei einem der
bekannten TS-Falle geht die Resistenz auf eine Vervielfachung des acc-Gens zuriick (Laforest et
al. 2018).

Resistenzziichtung

Sorten mit einer Resistenz gegen ACC-Hemmern gelten vor allem bei einkeimblattrigen Kulturar-
ten als interessant (Kaundun 2014). Die bisherigen Strategien bei der Entwicklung entsprechen-
der Pflanzen beruhen vorwiegend auf Selektion, Einkreuzung und/oder Erzeugung von Mutatio-
nen im acc-Gen, die eine Resistenz gegen ACC-Hemmer vermitteln (Tabelle 6). Zumindest bei
Reis, Mais, Weizen und Kolbenhirse hat die Nutzung solcher Mutationen zur Kommerzialisierung
von HR-Sorten gefiihrt. In Europa bieten der Konzern BASF und seine Partner Cycloxydim-resis-
tente Maissorten an (Markenname DUO System; Vanéetoviee et al. 2014). In den USA hat BASF
Sethoxydim-resistente Sorten von Sissmais (Poast Protected) sowie Quizalofop-resistente Reis-
sorten (Provisia) im Angebot (BASF 2018). Limagrain hat in den USA kirzlich Quizalofop-resisten-
te Weizensorten (Coaxium) lanciert (Hopkins 2017). Und in China sind Sethoxydim-resistente Kol-

benhirsensorten auf dem Markt (Darmency et al. 2017).

Tabelle 6:
Vorhaben zur Ziichtung von Pflanzen mit Resistenz gegen ACC-Hemmer.

Pflanze Genetische Basis Herbizid Verfahren Quelle
Bermudagras unbekannt (NTSR-Mechanismus) Sethoxydim Selektion Grimshaw et al. 2014
Flechtstrausgras Native ACC mit lle-1781-Leu Sethoxydim In-Vitro Selektion ~ Heckart et al. 2016
Kolbenhirse Borstenhirse-ACC mit lle-1781-Leu Sethoxydim Einkreuzung Darmency et al. 2017
Mais Native ACC mit lle-1781-Leu Sethoxydim In-Vitro Selektion  Parker et al. 1990
AAD-1 aus S. herbicidovorans Quizalofop Transgenese Herman et al. 2010
Papsalum-Gras  Native ACC mit lle-1781-Leu Sethoxydim In-Vitro Selektion  Heckart et al. 2010
Reis Native ACC mit lle-1781-Leu Cycloxydim In-Vitro Selektion ~ Mankin et al. 2011
Native ACC mit Trp-2027-Cys Quizalofop Mutagenese Mankin et al. 2012
Native ACC mit Cys-2088-Arg Haloxyfop CRISPR Li et al. 2018a
Native ACC mit Gly-2096-Ser Quizalofop AZ-Mutagenese Hinga et al. 2011
Uberexpression miR397 Fenoxaprop Transgenese Pan et al. 2017
Sorghum Mohrenhirse-ACC mit Trp-2027-Cys  Fluazifop Einkreuzung Tuinstra & Al-Khatib
2017
Weizen Native ACC mit Ala-2004-Val Quizalofop EMS-Mutagenese  Ostlie et al. 2012

EMS: Ethylmethansulfonat;

Der Einsatz der Gentechnik hat bisher allein bei Mais in einer kommerziellen Resistenz gegen
ACC-Hemmer resultiert (Duke 2014). Das Gen, das dabei genutzt wird, ist aad-1 aus Sphingobi-

um herbicidovorans. Es codiert fir eine Dioxygenase, die neben 2,4-D auch ACC-Hemmer wie
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Quizalofop entgiften kann (Wright et al. 2010). Maissorten mit diesem Gen werden in den USA
und Kanada von Corteva Agriscience unter dem Markennamen Enlist vermarktet.

Bei Reis ist kiirzlich gezeigt worden, dass die Uberexpression der miRNA miR397 die Empfind-
lichkeit gegenliber dem ACC-Hemmer Fenaxoprop-P-ethyl senken kann (Pan et al. 2017).

Genomeditierung und Resistenz gegen ACC-Hemmer

Mutationen im acc-Gen, die zu einer TS-Resistenz gegen ACC-Hemmer fihren kénnen, sind be-
kannt (Tabelle 5). Laut Endo & Toki (2013) und Gao & Jiang (2018) sind ACC-codierende Gene
denn auch potenzielle Ziele, um mit Genomeditierung transgenfreie HR-Sorten zu erzeugen. In
der Literatur findet sich gegenwértig eine entsprechende Arbeit. Li et al. (2018a) haben bei Reis
eine Resistenz gegen ACC-Hemmer erzeugt, indem sie mit CRISPR eine Mutation ins acc-Gen
einflihrten, die aus einem Raygras bekannt ist.

Da die Nutzung von TSR-Mutationen in herkdmmlichen Zichtungsprogrammen bei Reis (BASF
2018), Mais (Vaneetovie et al. 2014), Weizen (Hopkins 2017) und Kolbenhirse (Darmenc et al.
2017) zur Kommerzialisierung von HR-Sorten gefiihrt hat, ist anzunehmen, dass sich auch via Ge-
nomeditierung Resistenzen erzeugen lassen, die ausreichend hoch fir eine kommerzielle Verwer-
tung sind.

Neben den TSR-Mutationen sind auch zwei NTSR-Mutationen bekannt, die mit einer Resistenz
gegen ACC-Hemmer in Verbindung stehen: Aminosédurensubstitutionen in den beiden Enzymen
Glutathion-S-Transferase und UDP-Glycosyltransferase sollen eine Entgiftung erméglichen (Pan
et al. 2016a). Ob diese NTSR-Mutationen Kandidaten fir die Herstellung transgenfreier HR-
Sorten sind, bleibt jedoch offen.

Zu nennen ist schliesslich noch die miRNA mir397. Da bekannt ist, dass ihre Uberproduktion die
Empfindlichkeit gegenliber dem ACC-Hemmer Fenoxaprop-P-ethyl senken kann, gehen Man-
grauthia et al. (2017) davon aus, dass regulatorische Sequenzen von mir397 gute Kandidaten

sind, um mittel Genomeditierung Herbizidresistenz zu erzeugen.

5.2 HRAC-Gruppe B: ALS-Hemmer

Die HRAC-Gruppe B besteht aus den ALS-Hemmern und enthalt 57 unterschiedliche Wirkstoffe
(Heap 2018). Diese Stoffe kdnnen einer der folgenden fiinf chemischen Familien zugeordnet
werden: den Imidazolinen (IMI), den Sulfonylharnstoffen (SU), den Triazolopyrimidinen (TP), den
Pyrimidinylthiobenzoaten (PB) oder den Sulfonylaminocarbonyl-Triazolinonen (SCT). ALS-Hem-
mer kamen in den friihen 1980er erstmals auf den Markt. Heute haben sie einen Marktanteil von

rund 16 Prozent und sind nach Glyphosat die am haufigsten verkauften Herbizide (Peters & Strek
2018).

Wirkmechanismus
Die Wirkstoffe der HRAC-Gruppe B wirken giftig auf Pflanzen, indem sie die Acetolactate-Syn-
thase (ALS) hemmen. Dieses Enzym ist an der Bildung der Aminosauren Valin, Leucin und Iso-

leucin beteiligt.
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Resistenzmechanismen

Bei 160 Wildarten sind Félle bekannt, in denen Pflanzen resistent gegen ALS-Inhibitoren gewor-
den sind (Heap 2018). Die am héaufigten beobachtete Ursache fiir die Resistenz sind Mutationen
im Zielprotein der Herbizide (Powles & Yu 2010, Yu & Powles 2014). Mindestens 28 Aminosau-
rensubstitutionen an acht Stellen des als-Gens sind in verschiedenen Wildarten als Ursache fir
die Resistenz identifiziert worden (Tabelle 7; Tranel et al. 2018). Je nach Ort und Art der Substi-
tution sind Mono- oder Kreuzresistenzen zu beobachten. Die Asp-376-Glu Mutation zum Beispiel
verleiht Resistenz gegen Wirkstoffe aus allen fiinf chemischen Familien der ALS-Hemmer. Trp-
574-Gly sorgt in der Regel fir Resistenz gegen SU-, IMI-, PB- und TB-Wirkstoffe. Ser-653-Thr
wiederum wirkt allein bei IMI-Wirkstoffen und Pro-197-Ser ist hauptséchlich gegen Wirkstoffe der
Familie der SU wirksam (Tranel et al. 2018).

Neben den TS-Resistenzfallen sind bei Wildarten auch Falle bekannt, in denen NTS-Mechanis-
men allein oder in Kombination mit TS-Mechanismen die Empfindlichkeit gegeniiber ALS-Inhibi-
toren senken (Yu & Powles 2014). Am hé&ufigsten sind dabei Entgiftungsmechanismen die Ur-
sache fur die Resistenz. Zu den Enzymen, die an den NTS-Mechanismen beteiligt sind, gehdren
P450 Monoxygenasen, Glutathion-S-Transferasen, Glycosyltransferasen und ABC-Transporter (Yu
& Powles 2014, Liu et al. 2018)

Tabelle 7
Aminosdurensubstitutionen in der ALS, die mit einer Resistenz gegen ALS-
Hemmer in Verbindung gebracht werden.

Ala-122-Thr/Val/Tyr/Ser/Asn Arg-377-His
Pro-197-Thr/His/Arg/Leu/GlIn/Ala/lle/Ser/Asn Trp-574-Leu/Gly/Met/Arg
Ala-205-Val/Phe Ser-653-Thr/Asn/lle
Asp-376-Glu Gly-654-Glu/Asp

Quelle: Tranel et al. (2018).

Resistenzziichtung

Programme zur Ziichtung von Sorten, die resistent gegen ALS-Hemmer sind, gibt es bei mehre-
ren Kulturarten. Sie beruhen auf der Nutzung pflanzlicher Genen, die fiir eine Herbizid-
unempfindliche ALS codieren. Solche Gene werden einerseits mit gentechnischen Methoden in
Pflanzen transferiert. Bei Flachs, Nelke, Soja, Mais und Baumwolle sind entsprechende Sorten fiir
den Anbau zugelassen worden (ISAAA 2019). Andererseits werden solche Gene auch einge-
kreuzt oder durch chemische Mutagenese und Verfahren der Genomeditierung direkt in den
Pflanzen erzeugt (Tabelle 8). Bei mehreren Kulturarten sind entsprechende Sorten lanciert
worden. BASF hat bei Raps, Reis, Mais, Gerste, Linsen, Weizen, Hartweizen, Sonnenblume und
Sareptasenf Imidazoline-resistente Sorten (Marke Clearfield) entwickelt. DuPont Pioneer hat bei
Soja (BOLT und STS), Sonnenblume (ExpreessSun) und Sorghum (Inzen) Sorten hergestellt, die
gegen Sulfonylharnstoffe resistent sind. Bayer CropScience und KWS wiederum lancieren derzeit
die Conviso-Zuckerriibe. Zu nennen bleibt der Sulfonylharnstoff-resistente Raps der Firma Cibus,

die weltweit erste kommerzialisierte Pflanze, die mit Genomeditierung hergestellt worden ist.
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Tabelle 8

Vorhaben zur Herstellung von ALS-Hemmer-resistenten Pflanzen mittels gezielter
oder ungezielter Mutagenese

Pflanze Substitution Wirkstoff- Verfahren Quelle
familie
Gerste Ser-653-Asn IMI AZ-Mutagenese Lee et al. 2011
Hartweizen Ser-653-Asn IMI EMS-Mutagenese  Health Canada 2007
Kartoffel Trp-574-Leu, Ser-653-Thr IMI CRISPR/TALEN Butler et al. 2016
Linse n.b. IMI EMS-Mutagenese  Slinkard et al. 2007
Mais Ala-122-Thr IMI EMS-Mutagenese  Tan et al. 2005
Pro-165-Ser SU CRISPR Svitashev et al. 2015/2016
Trp-574-Leu IMI + SU In Vitro Selektion Tan et al. 2005
Ser-653-Asn IMI In Vitro Selektion Tan et al. 2005
Raps Ala-122-Thr+Ser-653-Asp IMI ODM CFIA 2014
Trp-574-Leu IMI + SU ODM BCH 2016, CFIA 2013
Trp-574-Leu IMI + SU EMS-Mutagenese  Hu etal. 2017
Ser-653-Asn IMI Mutagenese Tan et al. 2005
Reis Ala-122-Thr IMI NA-Mutagenese Livore et al. 2011
Ala-122-Val IMI CRISPR Shimatani et al. 2017/2018
Trp-574-Leu+Ser-653-lle PB T-DNA-Mutagenese  Endo et al. 2007
Trp-574-Leu+Ser-653-lle PB CRISPR/TALEN Butt et al. 2017, Li et al.
2016b/2018c
Ser-653-Asp IMI EMS-Mutagenese  Croughan 2002
Gly-654-Glu IMI EMS-Mutagenese  Croughan 1998
Sareptasenf Ser-653-Asn IMI EMS-Mutagenese
Soja Pro-197-Ser SU EMS-Mutagenese  Sebastian et al. 1989
Pro-197-Ser SuU CRISPR Li et al. 2015
Pro-197-Ser+Trp-574-Leu SuU EMS-Mutagenese  Walter et al. 2014
Sonnenblume Ala-122-Thr IMI EMS-Mutagenese  Sala et al. 2008
Ala-205-Val IMI Selektion Tan et al. 2005
Pro-197-Leu SU Einkreuzung Kaya 2015
Sorghum Val-560-lle+Trp-574-Leu IMI+SU Einkreuzung Tuinstra & Al-Khatib 2008
Ala-122-Thr IMI EMS-Mutagenese  Uriarte et al. 2014
Tritordeum Ser-627-Asn IMI EMS-Mutagenese  Rodriguez-Suérez et al. 2009
Wassermelone Pro-197-Ser SU CRISPR Tian et al. 2018
Weizen Ala-122-Thr IMI NA-Mutagenese Li et al. 2008
Ser-653-Asn IMI ZFN Ran et al. 2018
Zuckerrohr Ser-627-Asn IMI EMS-Mutagenese  Koetle et al. 2018
Zuckerriibe Trp-574-xx SCT+SU In Vitro Selektion Hain et al. 2012

EMS: Ethylmethansulfonat; IMI: Imidazoline; NA: Natriumazid; PB: Pyrimidinylthiobenzoate; SCT: Sulfonylami-

nocarbonyl-Triazolinonen; SU: Sulfonylharnstoffe.

24



Genomeditierung und Resistenz gegen ALS-Hemmer

Da Mutationen im als-Gen bekannt sind, die zu einer TS-Resistenz fiihren kénnen (Tabelle 7) sind
ALS-codierende Gene potenzielle Ziele, um mit Verfahren der Genomeditierung transgenfreie
HR-Pflanzen herzustellen (Endo & Toki 2013, Gao & Jiang 2018). Bei Raps sind entsprechende
Sorten bereits bis zur Marktreife entwickelt worden: Der SU-Raps von Cibus, der in Nordamerika
kommerziell erhaltlich ist (Cibus 2018a/b), und der Clearfield-Raps CLB-1 von BASF, der in Kana-
da fur den Anbau bewilligt ist (CFIA 2014). Bei Mais, Reis, Soja, Weizen und Wassermelone
finden sich entsprechende Arbeiten in der Literatur (Tabelle 8). Ob in diesen Arbeiten jeweils ein
Resistenzniveau erreicht wurde, das ausreichend hoch fir eine kommerzielle Verwertung ist,
wurde hier nicht untersucht. Dass sich mit der Erzeugung von TSR-Mutationen kommerziell
verwertbare Resistenzen gegen ALS-Hemmer erzielen lassen, zeigen jedoch nicht nur die editier-
ten Rapssorten von BASF und Cibus sondern auch die erfolgreiche Nutzung von TSR-Mutationen

in herkdmmlichen Ziichtungsprogrammen (siehe oben).

5.3 HRAC-Gruppen C1, C2 und C3: PSlI-Hemmer

Die HRAC-Gruppen C1, C2 und C3 bestehen aus Wirkstoffen, welche das Photosystem Il hem-
men. Die Gruppe C1 enthélt 28 Wirkstoffe aus sechs chemischen Familien (Triazine, Triazinone,
Triazolinone, Uracile, Pyridazinone und Phenylcarbamate; Heap 2018). Die Gruppe C2 hat 24
Mitglieder, die aus den chemischen Familien der Amide oder Harnstoffe stammen (Heap 2018).
Und bei der Gruppe C3 sind es sechs verschiedene Wirkstoffe, die den chemischen Familien der

Nitrile, Phenylpyridazine oder Benzothiadiazinone zugeordnet werden kénnen (Heap 2018).

Wirkmechanismus

Die Wirkstoffe der HRAC-Gruppen C1, C2 und C3 wirken giftig auf Pflanzen, weil sie in Chloro-
plasten an das D1-Protein des Photosystem Il (PSll)-Komplexes binden und damit nicht nur die
Photosynthese hemmen, sondern auch den Elektronentransport blockieren. Die Transportblo-
ckade fahrt zur Bildung reaktiver Molekiile, die die Pflanzen schliesslich zum Absterben bringen.
Die Wirkstoffe der drei Gruppen C1, C2 und C3 unterscheiden sich insofern in ihrer Aktion, als
sie an verschiedene Stellen des D1-Proteins binden (Vrbni¢anin et al. 2017, Sardrood & Golta-

peh 2018).

Resistenzmechanismen

Bei mehreren Wildarten sind Falle, in denen Resistenzen gegen PSll-Hemmer aufgreten sind: Bei
74 Wildarten gegen Wirkstoffe der Gruppe C1, bei 29 Arten gegen Wirkstoffe der Gruppe C2
und bei vier Arten gegen Wirkstoffe der Gruppe C3 (Heap et al. 2018). Die Grundlage fir die
Resistenzen kénnen sowohl TS- wie auch NTS-Mechanismen sein (Vrbnicanin et al. 2017). Bei
den TS-Mechanismen sind mehrere Aminosdurensubstitutionen im D1-Protein als Ursache be-

kannt (Tabelle 9).
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Tabelle 9
Aminosdurensubstitutionen im D1-Protein, die mit einer Resistenz gegen PSll-Hemmer
in Verbindung gebracht werden.

Aminosaurensubstitution  PSll-Hemmer Quelle

Leu-218-Val Metribuzin, Metanitron Thiel & Varrelmann 2014

Val-219-lle DCMU, Metribuzin, Propanil Mengistu et al. 2000, Pedroso et al. 2016

Ala-251-Val Metamitron Mechant et al. 2008

Phe-255-Ile Hexazinon Perez-Jones et al. 2009

Ser-264-Gly/Thr Atrazin, Diuron, Metamitron, Ashworth et al. 2016
Metribuzin

Asn-266-Thr Bromoxynil, Hexazinon, Metribuzin,  Park & Mallory-Smith 2006
Terbacil

Phe-274-Val Atrazin, Diuron Lu et al. 2019

Resistenzziichtung

Um Kulturpflanzen mit einer Resistenz gegen PSll-Hemmer herzustellen, sind bisher sowohl her-
kédmmliche als auch gentechnische Methoden eingesetzt worden (Tabelle 10). Gentechnische
Methoden kamen zum Einsatz, um ein Gen aus Klebsiella pneumoniae zu transferieren, das fir
eine Nitrilase codiert. Dieses Enzym kann in den Pflanzen den PSll-Hemmer Bromoxynil ab-
bauen. Bei Raps und Baumwolle flihrte dieser Transfer zur Lancierung kommerzieller Sorten, die
heute aber nicht mehr auf dem Markt erhaltlich sind (Duke 2014).

In herkémmlichen Zichtungsprogrammen wurde mittels Mutagenese-Verfahren sowie Introgres-
sionen versucht, HR-Sorten zu entwicklen. Bei Raps gelang dabei die Herstellung kommerzieller
Sorten — und zwar durch das Einkreuzen eines Gens aus Rubsen, das fir ein D1-Protein mit der
Aminosaurensubstitution Ser-264-Gly codiert (Berversdorf et al. 1980). Da die Herbizidresistenz
mit Ernteeinbussen verbunden ist, kamen die Sorten jedoch nur beschrénkt zum Einsatz. Heute
sind sie nur noch in Australien auf dem Markt (Beckert & Dessaux 2016) — unter anderem auch in
Kombinantion mit einer transgenen Glyphosatresistenz. Bei der Kolbenhirse wurde ebenfalls ein
Gen fir ein D1-Protein mit Ser-264-Gly eingekreuzt. Hier kam die resultierenden Pflanzen wegen

den wiederum auftretenden Ernteeinbussen nie als Sorte auf den Markt (Darmeny et al. 2017).

Genomeditierung und Resistenz gegen PSlI-Hemmer

Da Aminosaurensubstitutionen bekannt sind, die das D1-Protein unempfindlich fir PSIl-Hemmer
machen (Tabelle 9), kénnte es mdglich sein, mit Genomeditierungsverfahren transgenfreie Pflan-
zen zu erzeugen, die resistent gegen PSll-Hemmer sind. Anders als bei den anderen Wirkstoft-
gruppen missten die Resistenzmutationen jedoch nicht im Kerngenom, sondern im Erbgut der
Chloroplasten erzeugt werden. Dort findet sich ndmlich das psbA-Gen, das fiir das D1-Protein
codiert. Ob sich das Chloroplastengenom mit den géngigen Genomeditierungsverfahren gezielt
verandern l&sst, ist derzeit unklar. In der Literatur finden sich keine entsprechenden Arbeiten
(Piatek et al. 2018; siehe Abschnitt 4.1.8). Von einer Gruppe in Kanada ist jedoch bekannt, dass

sie mit CRISPR Kichererbsen erzeugen will, die gegen den PSIl-Hemmer Metribuzin resistent sind
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(Saskpulse 2018). Offen bleibt zudem, ob sich TSR-Mutationen im psbA-Gen erzeugen lassen,
die zu einer ausreichend hohen Resistenz fiihren, ohne das Ertragsniveau zu senken. Von der
Aminoséurensubstitution Ser-264-Gly beispielsweise ist bekannt, dass sie zwar eine hohe Resis-
tenz bringt, gleichzeitig aber auch substanzielle Fitnesskosten verursacht (siehe oben; Powles &
Yu 2010, Darmeny et al. 2017).

Tabelle 10
Vorhaben zur Zichtung von Kulturpflanzen mit Resistenz gegen PSIl-Hemmer.

Pflanze Basis der Resistenz Wirkstoff Verfahren Quelle

Baumwolle Nitrilase von K. pneumoniae Bromoxynil Transgenese Duke 2014

Blaue Lupine Native P450-Monoxygenase Metribuzin NA-Mutagenese Pan et al. 2012

Gerste Natives D1 mit Ser-264-Gly Atrazin CMP Rios et al. 2003

Kolbenhirse Borstenhirse D1 mit Ser-264-Gly  Atrazin Einkreuzung Darmency et al. 2017

Linse Natives D1 mit Ala-251-Thr Metribuzin Mutagenese McMurray et al. 2018

Raps Ribsen D1 mit Ser-264-Gly Atrazin Einkreuzung Beversdorf et al. 1980
Nitrilase von K. pneumoniae Bromoxynil Transgenese Duke 2014

Weizen nicht bekannt Bentazon Co60-Mutagenese Kim et al. 2007

CMP: Chloroplast-Mutator Plants; Co60: Cobalt-60; NA: Natriumazid;

5.4 HRAC-Gruppe D: PSI-Hemmer

Hemmer der Photosynthese | bilden die HRAC-Gruppe D. Mitglieder dieser Gruppe sind die
beiden aus der chemischen Familie der Bipyridine stammenden Wirkstoffe Diquat und Paraquat

(Heap 2018). Beide wirken weitgehend unselektiv, das heisst auf die meisten Pflanzenarten.

Wirkmechanismus
Paraquat und Diquat wirken als Elektronenfdnger im Photosystem |. Die entstehenden Radikale
geben ihre lGberschissigen Elektronen an Sauerstoffmolekile weiter, wodurch reaktive Sauer-

stoffspezies (ROS) entstehen, die zum Tod der Pflanzenzellen fihren.

Resistenzmechanismen

Bei 32 Wildarten sind Félle bekannt, in denen Pflanzen eine Resistenz gegen Bipyridine entwic-
kelt haben (Heap 2018). Die Resistenzen werden in der Regel auf eine verringerte Translokation
und Sequestration der Herbizide zuriickgefiihrt sowie auf antioxidative Enzyme, die die Menge
der ROS verringern (Hawkes 2014, Brunhaor & Hanson 2017, Moretti & Hanson 2017, Tahmasebi
et al. 2018). Die genetische Basis der Resistenzen bei Wildpflanzen ist nicht bekannt.

Bei Arabidopsis sind mehrere Paraquat-resistente Mutanten bekannt, wie beispielsweise pst1
rcd1, par2, atpdr11, rmv1 und pgr2 (Tsugane et al. 1999, Ahlfors et al. 2004, Chen et al. 2009,
Fujita et al. 2012, Xi et al. 2012, Dong et al. 2016). Die Mutationen betreffen entweder Trans-

portproteine oder Enzyme, deren Aktivitét zu einer Verringerung der ROS-Menge fiihrt.
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Resistenzziichtung

Beispiele fiir die Herstellung von Paraquat-resistenten Kulturarten gibt es bei Tabak, Reis und
Kopfsalat. Bei Tabak erfolgte die Herstellung mittels Transgenese und zwar durch den Transfer
von Genen, die entweder fiir Transportproteine codieren oder fiir Enzyme, die die ROS-Menge
verringern (Aono et al. 1995, Kwon et al. 2002, Jo et al. 2004). Bei Reis wiederum beruhte die Er-
zeugung der Paraquat-Resistenz auf chemischer Mutagenese (Shih et al. 2018) oder der RNAI-
Technik (Li et al. 2013). Das RNAi-Konstrukt, das Li et al. (2013) einsetzten, zielt auf die Still-
legung eines Proteins, das beim Transport von Paraquat einer Rolle spielt. Bei Kopfsalat ist kiirz-
lich mit CRISPR/Cas9 die Sequenz des vorangestellten offenen Leserasters (UORF) des Enzyms
LsGGP2 verdndert worden, um die Translation dessen mRNA zu modulieren. LsGGP2 ist an der
Bildung von Ascorbinsaure beteiligt und die Veranderung seines uORFs fihrt dazu, dass Kopfsa-
lat mehr oxidativen Stress vertragt und unempfindlicher auf Paraquat reagiert (Zhang et al.
2018b).

Es wurden keine Hinweise auf eine Kommerzialisierung von Sorten mit Resistenz gegen PSI-

Hemmer gefunden.

Genomeditierung und Resistenz gegen PSI-Hemmer

Da PSI-Hemmer kein Zielprotein haben, kénnen nur NTSR-Mutationen Kandidaten sein, um mit-
tels Genomeditierung transgenfreie HR-Pflanzen zu erzeugen. Ein moglicher Kandidat ist der
oben erwadhnte vorangestellte offene Leseraster (WUORF) des Enzyms LsGGP2. Ob sich damit bei
Kopfsalat oder anderen Kulturarten ein kommerziell verwertbares Resistenzniveau erzeugen
liesse, ist jedoch unklar. Ob sich unter den bei Arabidopsis bekannten Paraquat-resistenten Mu-

tanten weitere Kandidaten finden lassen, bleibt offen.

5.5 HRAC-Gruppe E: PPO-Hemmer

Die HRAC-Gruppe E enthalt die PPO-Hemmer und besteht gegenwartig aus 31 Mitgliedern. Die
Wirkstoffe der Gruppe kénnen neun chemischen Familien zugeordnet werden: den Triazinonen,
Oxadiazolen, Thiadiazolen, Triazolinonen, Phenylpyrazolen, Oxazolidinedionen, Pyrimidindionen
oder den N-Phenylphthalimiden. Drei der Wirkstoffe sind keiner chemischen Familie zugeordnet

(Heap 2018).

Wirkmechanismus

Die Wirkstoffe der Gruppe E hemmen die Protoporphyrinogen-Oxidase (PPO). Dieses Enzym,
das flr Pflanzen essentiell ist, oxidiert Protoporphyrinogen IX zu Protoporphyrin IX und kataly-
siert damit den letzten gemeinsamen Reaktionsschritt in den Stoffwechselwegen, die zur Bildung
von Ham und Chlorophyll fihren. PPO-hemmende Wirkstoffe flhren zu einer Akkumulation von
Protoporphyrinogen IX. Da diese Substanz photoaktiv ist, kommt es zur Bildung einer giftigen
Menge an Singulett-Sauerstoff und weiteren oxidativen Chemikalien, was letztendlich zum Tod
der Pflanze fihrt (Green & Owen 2011).
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Resistenzmechanismen

Bei 13 Wildarten sind Falle bekannt, in denen Pflanzen eine Resistenz gegen PPO-Hemmer ent-
wickelt haben (Heap 2018). Ursache fiir die Resistenzen sind je nach Fall TS- oder NTS-Mechanis-
men (Dayan et al. 2014, Varanasi et al. 2018). Die genetische Basis der NTS-Mechanismen ist
nicht bekannt.

Die bekannte genetische Basis der Resistenzfélle mit TS-Mechanismus sind Mutationen im ppo-
Gen, die zu Aminosaurensubstitutionen an der Position 98 der PPO oder zur Deletion der Ami-
noséure Glycin an der Position 210 fihren (Giacomini et al. 2017, Salas et al. 2016, Rousonelos
et al. 2012, Patzold et al. 2006, Gressel & Levy 2006; siche Tabelle 11). Syngenta hat laut einem
Patent insgesamt 18 Aminos&urensubstitutionen innerhalb der PPO identifiziert, die eine Resis-
tenz gegen PPO-Hemmer verleihen sollen (Volrath et al. 1999). Hervorzuheben ist dabei eine
Doppelmutation, die zu den Substitutionen Ser-305-Leu und Tyr-426-Met fiihrt. Arabidopsis-

Pflanzen mit dieser Doppelmutation sind resistent gegen Butafenacil (Hanin et al. 2001).

Tabelle 11
Anderungen in der Aminos3urensequenz der PPO, die mit einer Resistenz gegen PPO-
Hemmer in Verbindung gebracht werden.

Anderungen in der PPO Quelle

Arg-98-Leu/Gly/Met Rousonelos et al. 2012, Giacomini et al. 2017
Gly-210 Deletion Patzold et al. 2006, Salas et al. 2016
Ser-305-Leu + Tyr-426-Met Hanin et al. 2001

Resistenzziichtung

Die Erzeugung von Pflanzen mit einer Resistenz gegen PPO-Hemmer ist bei verschiedenen Kul-
turarten, wie beispielsweise Reis, Mais, Soja, Tabak und Tomate, verfolgt worden (Li & Nicholl
2005). Die wesentliche Strategie bestand dabei darin, Pflanzen mit Genen auszurlsten, die fir
eine Herbizid-unempfindliche PPO codieren. Neben ppo-Genen aus Bakterien kam dabei insbe-
sondere ein doppelt mutiertes ppo-Gen (Ser-305-Leu + Tyr-426-Met) aus Arabidopsis zum Ein-
satz (Li & Nicholl 2005). Syngenta entwickelte mit diesem Arabidopsis-Gen bei Reis, Mais und
Tomate resistente Pflanzen. Auch wenn fir diese Pflanzen bereits der Handelsname Acuron vor-
lag (Li et al. 2003), wurden sie nicht als Sorten auf den Markt gebracht (Green & Owen 2011).
Auch aus den anderen Ziichtungsvorhaben resultierten keine kommerziellen Sorten mit Resistenz

gegen PPO-Hemmer.

Genomeditierung und Resistenz gegen PPO-Hemmer

Mutationen im ppo-Gen, die zu einer TS-Resistenz gegen PPO-Hemmer fiihren kénnen, sind be-
kannt. Laut Endo & Toki (2013) und Gao & Jiang (2018) sind ppo-codierende Gene denn auch
potenzielle Ziele, um mit Genomeditierung transgenfreie HR-Sorten zu erzeugen. Hinweise auf

entsprechende Ziichtungsvorhaben finden sich aber nicht.
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Pflanzen besitzen in der Regel zwei Isoformen der PPO, wobei die eine in den Mitochondrien
und die andere in den Chloroplasten wirkt. In den Fallen, in denen zwei unterschiedliche ppo-
Gene vorliegen, ist davon auszugehen, dass beide mutiert werden mussten, um eine Resistenz
zu erzeugen (Patzold et al. 2006). Da zudem die Resistenzmutationen dazu tendieren, die
Funktion der PPO zu schmélern (Li et al. 2003), ist es denkbar, dass zusétzlich zur Erzeugung der
Mutationen eine Erhéhung der Genexpression notwendig sein kénnte, um Feldresistenz zu er-
zeugen.

Bei Arabidopsis sind mit ZFN und CRISPR die PPO-Doppelmutation Ser-305-Leu/Tyr-426-Met er-
zeugt worden, was die Modellpflanze resistent gegen Butafenacil macht (de Pater et al.
2013/2018). Die Resistenz diente dabei als Selektionssystem, um die Machbarkeit neuer Verfah-

ren der Genomeditierung priifen zu kénnen.

5.6 HRAC-Gruppe F1: PDS-Hemmer

PDS-hemmende Wirkstoffe bilden die HRAC-Gruppe F1. Die ersten Herbizide mit PDS-Hem-
mern kamen zu Beginn der 1970er auf den Markt. Heut gehéren sieben Wirkstoffe zur Gruppe
F1 (Heap 2018). Sie stammen aus den beiden chemischen Familien der Pyridazinone und Pyridi-
necarboxamides oder sind keiner chemischen Familie zugeordnet. Da PDS-Hemmer Pflanzen

zum Ausbleichen bringen, werden sie auch als Bleichmittel bezeichnet.

Wirkmechanismus

Wirkstoffe der Gruppe F1 hemmen die Phytoen-Desaturase (PDS), ein Enzym, das an der Biosyn-
these von Carotenoiden beteiligt ist. Die PDS ist in den Chloroplasten aktiv und fiihrt dort zur
Dehydrogenierung von Phytoen. Ohne funktionierende PDS fehlen den Pflanzen Carotinoide,
was zur Folge hat, dass auch das UV-Schutzschild fehlt. Die Folge: In den Chlorplasten werden

die Membrane und das Chlorophyll zerstért, weshalb die Pflanzen ausbleichen und absterben.

Resistenzmechanismen

Vier Wildarten haben bisher eine Resistenz gegen PDS-hemmende Herbizide entwickelt (Heap
2018). In zwei dieser Arten ist der Mechanismus unbekannt (Heap 2018, Dang et al. 2018). Bei
den beiden anderen Arten gelten Mutationen im pds-Gen als Ursache fiir die Resistenz. Eine
Substitution des Arginins zu Serin, Cystein oder Histidin an der Stelle 304 der PDS kann Resis-
tenz gegen Fluridon verleihen, einem PDS-Hemmer, der keiner chemischen Familie zugeordnet
ist (Michel et al. 2004, Benoit & Les 2013). An der Resistenz gegenlber Diflufenican und Picoli-
nafen, den beiden PDS-Hemmern aus der chemischen Familie der Pyridincarbonsdureamide,
kénnen die Substitunionen Glu-425-Asp und Leu-498-Val beteiligt sein (Dang et al. 2018/2019).

Die Firma SePro beschreibt in einem Patentantrag weitere Aminosdurensubstitutionen in einer
pflanzlichen PDS, die resistent gegen PDS-hemmende Herbizide machen soll (Michel et al.
2011).
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Tabelle 12
Aminosduren-Substitutionen in der PDS, die mit einer Resistenz gegen PDS-hem-
mende Herbizide in Verbindung gebracht werden.

Aminosauren-Substitution Quelle

Arg-304-Ser/Cys/His Michel et al. 2004, Puri et al. 2007, Benoit & Les 2013
Glu-425-Asp Dang et al. 2019

Leu-498-Val Dang et al. 2018

Resistenzziichtung

In der Literatur finden sich ein paar wenige Vorhaben, bei denen mit gentechnischen Methoden
versucht worden ist, Kulturpflanzen mit einer Resistenz gegen PDS-hemmende Herbizide zu er-
zeugen. Dabei sind sowohl TS- wie auch NTS-Mechanismen erprobt worden. Keines der Vor-
haben fihrte zur einer Kommerzialisierung von HR-Sorten.

Die TS-Mechanismen beruhten auf dem Einsatz von pds-Genen, die Pflanzen unempfindlich fir
Norflurazon machen. Die Gene, die dazu ins Erbgut von Pflanzen transferiert worden sind, stam-
men aus Bakterien (Misawa et al. 1993) oder Cyanobakterien (Wagner et al. 2002). Zudem wurde
auch ein mutiertes pds-Gen (Arg-303-Ser/Cys/His) aus der Grundnessel als méglicher Kandidat
fir die Herstellung von HR-Pflanzen diskutiert (Arias et al. 2005/2006). Syngenta beschreibt in
einer Patentschrift mehrere bakterielle pds-Gene, die eine Resistenz gegen PDS-Hemmer verlei-
hen sollen (Que et al. 2013).

Ein NTS-Mechanismus wurde bei Reis und Kartoffel getestet, indem die Pflanzen mit einem

P450-Gen aus dem Menschen transformiert worden sind (Kawahigashi et al. 2005, Inui et al.
1999).

Genomeditierung und Resistenz gegen PDS-Hemmer

Da Mutationen im pds-Gen bekannt sind, die mit einer Herbizidresistenz in Verbindung stehen,
gelten pds-Gene als mogliche Ziele, um via Genomeditierung transgenfreie HR-Pflanzen zu er-
zeugen (Brausemann et al. 2017, Gao & Jiang 2018). In der Literatur finden sich gegenwértig je-
doch keine entsprechenden Arbeiten.

Brausemann et al. (2017) nennen insbesondere die Bindungsstelle des PDS-Hemmers Norflura-
zon als méglichen Ort, an dem gezielte Punktmutationen zu einer Herbizidresistenz fihren kénn-
ten. Diese Bindungsstelle liegt an der Position Arg-304 der PDS. Wie oben beschrieben ist bei
der Grundnessel bekannt, dass an dieser Position Substitutionen des Arginins zu Serin, Cystein
oder Histidin zu einer Resistenz fiihren kénnen. Von Arabidopsis wiederum weiss man, dass Indi-
viduen, die eine PDS-Version mit Arg-304 Mutationen bilden, eine Behandlung mit Norflurazon
Uberleben kénnen (Arias et al. 2006). Unklar ist jedoch, wie sich Mutationen an der Position Arg-
304 auf die Aktivitat der PDS auswirken (Koschmieder et al. 2017, Brausemann et al. 2017). Falls
die Mutationen die Aktivitdt schmélern, kdnnte dies einer kommerziellen Verwertung der Herbi-

zidresistenz entgegenstehen.
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In der Literatur finden sich mehrere Arbeiten, in denen mit Genomeditierungsverfahren Indels in
pds-Genen erzeugt wurden — so zum Beispiel bei Banane (Kaur et al. 2018, Naim et al. 2018),
Maniok (Odipio et al. 2017) oder Weinreibe (Nakajima et al. 2017). Diese Arbeiten haben jedoch
nichts mit der Entwicklung von Herbizidresistenz zu tun. Da das Ausschalten des pds-Gens in
einem (gut sichtbaren) Albino- und Zwergphénotyp resultiert, dienen pds-Gene als Ziele in

Studien, in denen die Machbarkeit von Genomeditierungsverfahren getestet wird.

5.7 HRAC-Gruppe F2: HPPD-Hemmer

Die HRAC-Gruppe F2 besteht aus den HPPD-Hemmern. Diese Wirkstoffe werden wegen ihrer
bleichenden Wirkung wie die Mitglieder der HRAC-Gruppen F1, F3 und F4 auch als Bleichmittel
bezeichnet. Ihre Vermarktung begann in den 1990er Jahre (Santucci et al. 2017) und heute gibt
es dreizehn verschiedene Wirkstoffe, die in Herbiziden als HPPD-Hemmer wirken (Heap 2018).
Diese Wirkstoffe stammen aus den drei folgenden chemischen Gruppen: Pyrazole, Triketone und

Isoxazole.

Wirkmechanismus

HPPD-Hemmer hemmen die Aktivitat des Enzyms 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (HPPD),
was dazu flhrt, dass Pflanzen kein Homogentisat und somit weder Plastoquinon noch Carotino-
ide bilden kénnen. Ohne Carotinoide wiederum bricht das UV-Schutzschild in den Blattern zu-
sammen: UV-Strahlen dringen ungehindert zu den Chloroplasten, zerstéren den griinen Blatt-

farbstoff (bleaching) und téten die Pflanze letztlich ab, weil die Photosynthese ausféllt.

Resistenzmechanismen

Zwei Wildarten haben bisher eine Resistenz gegen HPPD-hemmende Herbizide entwickelt (Heap
2018). Die Resistenzen basieren dabei auf NTS-Mechanismen oder einer Kombination von TS-
und NTS-Mechanismen und sind polygener Natur. Als Mechanismen diskutiert werden haupt-
sachlich eine verstarkte Verstoffwechselung der Herbizide durch verschiedene P450-Monoxyge-
nasen und eine erhéhte hppd-Genexpression (Nakka et al. 2017, Kohlhase et al. 2018, Klpper et
al. 2018, Oliveira et al. 2018a/b). Die genetische Basis der Resistenzmechanismen ist nicht be-
kannt.

Wahrend bei Wildarten bisher keine Resistenzmutationen identifiziert worden sind, sind bei Kul-
turarten Mutationen beschrieben, welche die HPPD weniger empfindlich gegeniiber HPPD-
hemmenden Herbiziden machen sollen. Die Beschreibungen dieser Mutationen finden sich in
Patentantrdgen von Syngenta (Hawkes et al. 2012), BASF (Pasternak et al. 2017) und Bayer
CropScience (Busch et al. 2011, Boudec et al. 2001). Zu den darin beschriebenen Mutationen
gehdren beispielsweise die Substitutionen Pro-215-Leu, Gly-336-Glu, Gly-336-lle und Gly-336-
Trp, die eine erhdhte Resistenz gegeniliber HPPD-hemmenden Wirkstoffen aus der Gruppe der
Isoxazole verleihen sollen. Bei Arabidopsis soll es eine Mutation im hppd-Gen geben, die das
Kraut resistent gegeniber Isoxazol- und Triketon-HPPD-Hemmern machen. Beschrieben sind

auch Félle, in denen zwei Mutationen im hppd-Gen zu einer erhdhten Resistenz fihren. Bei
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Gerste beispielsweise soll das gleichzeitige Auftreten der beiden Substitionen Leu-320-His und

Pro-321-Ala die Empfindlichkeit gegentliber HPPD-Hemmern verringern.

Resistenzziichtung

Es sind mehrere Vorhaben bekannt, bei denen die Transgenese zum Einsatz kam, um Kulturarten
mit einer Resistenz gegen HPPD-Hemmer zu erzeugen. Die Strategien beruhen dabei hauptséch-
lich auf der Uberexpression bakterieller HPPDs oder dem Transfer mutierter hppd-Gene von
Pflanzen (Matringe et al. 2005). Bayer CropScience hat bei Soja und Baumwolle Sorten entwi-
ckelt, die durch die Uberexpression eines mutierten hppd-Gens aus Pseudomonas fluores-
cens unempfindlich auf Behandlungen mit dem Wirkstoff Isoxaflutol reagieren (Matringe et al.
2005). Zudem hat der Konzern gemeinsam mit Syngenta Sojasorten erzeugt, die durch den
Transfer eines mutierten hppd-Gens aus Hafer resistent gegen Mesotrion sind (Hawkes et al.
2010). DuPont Pioneer arbeitet an der Herstellung von Sojasorten, die resistent gegen die drei
HPPD-Hemmer Mesotrion, Isoxaflutol und Tembotrion sind. Die genetische Basis dazu ist ein
chimarisches Gen, das aus Sequenzen der hppd-Gene von Mais und Soja besteht (Siehl et al.
2014).

DuPont Pioneer setzt neben der Transgenese auch herkdmmliche Verfahren ein, um in Soja die
Empfindlichkeit gegen HPPD-Hemmern zu verringern. So beschreibt der Konzern in einem Pa-
tentantrag QTLs im Sojagenom, die Resistenz gegen Mesotrion und/oder Isoxaflutol verleihen
sollen (Bogner et al. 2018).

Die Firma RiceTec wiederum halt in einem Patentantrag fest, wie sie mittels chemischer Mutage-
nese Reispflanzen erzeugt hat, deren Resistenz gegenliber Mesotrion erhéht ist (Hinga et al.
2018). Da die Resistenz dabei nicht auf eine Mutation im hppd-Gen zuriickgeht, dirfte sie durch

ein NTS-Mechanismus verursacht sein.

Genomeditierung und Resistenz gegen HPPD-Hemmer

Da mehrere Patentschriften Mutationen in hppd-Genen beschreiben, die mit einer TS-Resistenz
in Verbindung stehen, kénnten hppd-Gene ein mdgliches Ziel sein, um via Genomeditierung
transgenfreie HR-Pflanzen zu erzeugen. Entsprechende Arbeiten finden sich in der Literatur
bisher jedoch nicht.

Ob die gezielte Erzeugung von TSR-Mutationen in hppd-Genen ausreicht, um ein kommerziell
verwertbares Resistenzniveau zu erzielen, bleibt fraglich. Da TSR-Mutationen die katalytische
Aktivitat der HPPD schmalern diirften und Mutagenese-Studien darauf hindeuten, dass einzelne
Mutationen noch keine ausreichende Resistenz verleihen (Kaundun et al. 2017), ist anzunehmen,
dass zusatzlich eine Uberproduktion der unempfindlichen HPPD notwendig sein kénnte. Fir
diese Annahme spricht auch das Beispiel der SYHTOH2-Soja von Syngenta, die unter anderem
resistent gegen den HPPD-Hemmer Mesotrion ist. Um diese Resistenz zu erzeugen, musste nicht
nur das Gen flr eine unempfindliche HPPD aus Hafer libertragen werden, sondern auch mehrere
regulatorische Elemente, die fiir eine Uberexpression des transferierten hppd-Gens sorgen.

In der Literatur findet sich eine Arbeit, in der Mitarbeitende von Bayer CropScience beschreiben,
wie sie mit Genomeditierung im Erbgut von Baumwolle Resistenzgene gegen HPPD-Hemmer

und Glyphosat stapeln (D'Halluin et al. 2013).
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5.8 HRAC-Gruppe F3: Bleichmittel mit unbekanntem Angriffspunkt

Die HRAC-Gruppe F3 enthdlt die Hemmer der Carotinoid-Biosynthese, deren Angriffspunkt
unbekannt ist. Derzeit besteht sie aus zwei Wirkstoffen: Aclonifen aus der chemischen Familie
der Diphenylether und Amitrol aus der Familie der Triazole (Heap 2018). Wie die Wirkstoffe der
HRAC-Gruppen F1, F2 und F4 werden Aclonifen und Amitrol auch als Bleichmittel bezeichnet.
Der Wirkmechanismus der beiden Substanzen ist nicht bekannt (Vencill et al. 2012). Bei sechs
Wildarten sind Resistenzen gegen Amitrol dokumentiert (Heap 2018). Die Mechanismen, die
dabei zur Unempfindlichkeit gegeniiber Amitrol fiihren, sind jedoch nicht bekannt. Da die gene-
tische Basis fir die Resistenzen unerforscht ist und keine Zichtungsvorhaben gefunden wurden,
die das Ziel verfolgen, Aclonifen- oder Amitrol-resistente Kulturpflanzen zu erzeugen, erhélt die

HRAC-Gruppe F3 hier keine weitere Aufmerksamkeit.

5.9 HRAC-Gruppe F4: DOXPS-Hemmer

Die HRAC-Gruppe F4 enthalt einen Wirkstoff: Clomazon. Er gehdrt zur chemischen Familie der
Isoxazolidinone und wird — wie die Stoffe der HRAC-Gruppen F1, F2 und F3 - zu den Bleichmit-
teln gezahlt. Clomazon wird innerhalb von Pflanzen zur 5-Ketoclomazon metabolisiert, das wie-
derum die Desoxyxylulosephosphatsynthase (DOXPS) hemmt — eine Schliisselkomponente der
Isoprenoid-Synthese in den Plastiden. Da ohne Isoprenoide auch keine Carotinoide gebildet
werden, fihrt die Hemmung der DOXPS dazu, dass in den Blattern der UV-Schutz fehlt und die
Pflanzen absterben. Bei zwei Wildarten sind bisher Resistenzfille gegen Clomazon dokumentiert
(Heap 2018). Als Ursache stehen NTS-Mechanismen zur Diskussion (Yasuor et al. 2008). Da die
genetische Basis der Resistenzen unbekannt ist und keine Ziichtungsvorhaben gefunden wurden,
die das Ziel verfolgen, Clomazon-resistente Kulturpflanzen zu erzeugen, erhalt die HRAC-Gruppe

F4 hier keine weitere Aufmerksamkeit.

5.10 HRAC-Gruppe G: EPSPS-Hemmer

Die HRAC-Gruppe G besteht aus den EPSPS-Hemmern und enthalt zwei Mitglieder: die beiden
aus der chemischen Familie der Glycine stammenden Wirkstoffe Glyphosat und Glyphosat-
trimesium (Heap 2018). Letzterer wird auch Sulfosat genannt. Beide Wirkstoffe wirken auf fast
alle Pflanzen toxisch und sind deshalb so genannte Totalherbizide. Glyphosat wird seit Anfang
der 1970er verkauft und ist heute das weltweit am h&aufigsten eingesetzte Herbizid (Duke 2018)

Wirkmechanismus

Glyphosat hemmt die 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase (EPSPS), ein Enzym, das in
Chloroplasten von Pflanzen aus Shikimat-3-Phosphat (S3P) und Phosphoenolpyruvat (PEP) 5-
Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat (EPSP) bildet. Durch die Hemmung der EPSPS blockiert Glypho-

34



sat den Shikimatweg, mit dem Pflanzen aromatische Aminoséduren produzieren. Ohne aromati-

sche Aminosauren stirbt die Pflanze ab.

Resistenzmechanismen

Bei 43 Wildarten sind Félle bekannt, in denen Pflanzen resistent gegen Glyphosat geworden sind
(Heap 2018). Fur die Ausbildungen der Resistenzen sind sowohl TS- wie auch NTS-Mechanismen
verantwortlich, wobei in einigen Féllen auch Kombinationen von Mechanismen zusammenwirken
(Sammons & Gaines 2014, Heap & Duke 2018, Vrbnicanin et al. 2017). Die TS-Mechanismen
beruhen auf Mutationen im epsps-Gen, welche die EPSPS Glyphosat-unempfindlich machen
(Gaines & Heap 2018, Heap & Duke 2018), auf einer Uberexpression des epsps-Gens (Dinelli et
al. 2006, Zhang et al. 2018) und/oder auf einer Vervielfachungen des epsps-Gen (Powles 2010,
Heap & Duke 2018). Die NTS-Mechanismen, die zu Glyphosat-Resistenz flihren oder an deren
Ausbildung beteiligt sein kdnnen, sind die verringerte Aufnahme und/oder Translokation von
Glyphosat, die Absonderung des Wirkstoffs in Vakuolen oder die Entgiftung (Sammons & Gaines
2014, Vrbnicanin et al. 2017, Heap & Duke 2018). Bei den TS-Mechanismen gibt es Falle, bei de-
nen die genetische Basis bekannt ist: Eine moderate Glyphosat-Resistenz verleihen Punktmuta-
tionen im epsps-Gen, die an der Position 106 der EPSPS dazu fiihren, dass Prolin mit Serin,
Alanin, Theronin oder Leucin ausgetauscht wird (Vrbnicanin et al. 2017; Heap & Duke 2018, Ta-
belle 13). Auch eine Punkmutation, die zu einer EPSPS mit Thr-102-Ser fuhrt, ist als Ursache fir
Glyphosat-Resistenz bekannt (Li et al. 2018b). Eine starke Resistenz resultiert aus der so genann-
ten TIPS-Doppelmutation, die zu den beiden Aminosédurensubstitutionen Thr-102-lle und Pro-
106-Ser fihrt (Yu et al. 2015). In einem weiteren Fall wird eine 12-Basenpaar lange Insertion im
Promotor des epsps-Gens mit einer verringerten Empfindlichkeit gegeniiber Glyphosat in Ver-
bindung gebracht (Zhang et al. 2018a).

Tabelle 13
Beispiele von Aminosdurensubstitutionen in der EPSPS, die mit einer Resistenz
gegen Glyphosat in Verbindung gebracht werden.

Aminosaurensubstitution(en) in der EPSPS Quelle

Gly-101-Ala Eichholtz et al. 2001

Gly-101-Ala + Gly-144-Asn Eichholtz et al. 1994

Thr-102-1le/Ser Alibhai et al. 2010, Li et al. 2018b

Thr-102-lle + Pro-106-Ser/Met/Ala LeBrun et al. 1992, Alibhai et al. 2010, Gocal et al. 2012,
Chen et al. 2015, Yu et al. 2015

Pro-106-Ala/Leu/Ser/Thr Sammons & Gaines 2014

Neben den Resistenzmutationen bei Wildpflanzen sind auch bei Kulturpflanzen Mutationen be-
kannt, die Glyphosat-Resistenz verleihen (Tabelle 13). Tian et al. (2013) beschreiben beispiels-
weise eine mittels DNA-Shuffling erzeugte Doppelmutation (Thr-101-Ala und Ala-187-Thr) im
epsps-Gen von Apfel, die die Pflanzen Glyphosat-resistent macht. Eine ebenfalls mit DNA-
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Shuffling hergestellte Glyphosat-unempfindliche EPSPS von Weinrebe weist sieben Aminosau-
rensubstitutionen auf (Tian et al. 2015a). Weitere Resistenzmutationen im epsps-Gen finden sich
in Patenantrdgen von Firmen wie Corteva Agriscience (Dong et al. 2018), Syngenta (Watts & Ga-
nesan 2017), Keygene (Bundock 2017), Cibus (Gocal et al. 2012) und Monsanto (heute Bayer;
Alibhai et al. 2010, Eichholtz et al. 1994/2001, LeBrun et al. 1992).

Resistenzziichtung

Die Herstellung Glyphosat-resistenter Pflanzen ist bei zahlreichen Kulturarten erprobt worden,
insbesondere mittels Transgenese. Bei Raps, Mais, Soja, Luzerne, Zuckerriilbe und Baumwolle ha-
ben diese Bemihungen zur Lancierung kommerzieller Sorten gefiihrt. Die Erzeugung der Resis-
tenz gelang dabei durch den Transfer von Genen, die fiir Glyphosat-unempfindliche EPSPS co-
dieren, und/oder durch den Transfer von Genen, deren Produkte Glyphosat abbauen (Dill 2005,
Green 2009, Green & Owen 2011, Duke 2014, ISAAA 2019). Zu den ersteren gehdren das cp4-
epsps-Gen aus Agrobacterium tumefaciens, das grg23-epsps-Gen aus Arthrobacter globiformis
sowie das epsps-Gen aus Mais, das die TIPS-Mutation trégt. Die transferierten Entgiftungsgene
sind gat4601 oder gat4621 aus Bacillus licheniformis sowie goxv247 aus Ochrobactrum anthropi
(ISAAA 2018).

Ohne den Einsatz der Gentechnik gelang die Entwicklung von Glyphosat-resistenten Sorten des
Weissen Weidelgrases (Baldwin et al. 2012). Diese Sorten besitzen ein epsps-Gen mit Mutatio-
nen an den Positionen 25 und 274 (Samudio et al. 2011).

Bei Flachs, Reis, Maniok, Weizen und Paprika sind Vorhaben bekannt, in denen versucht wird,
mit herkdmmlicher Mutagenese und/oder Genomeditierung transgenfreie, Glyphosat-resistente

Pflanzen herzustellen (Tabelle 14).

Tabelle 14
Vorhaben zur Herstellung transgenfreier Glyphosat-resistenter Pflanzen mit Mutatio-
nen im epsps-Gen

Pflanze EPSPS-Verdnderung Verfahren Quelle
Flachs TIPA CRISPR Sauer et al. 2016
Maniok TIPA CRISPR Hummel et al. 2018
Paprika TIPS Intragenese/PCR-Mutagenese Ortega et al. 2018
Reis Pro-106-Leu Mutagenese Zhou et al. 2006
Pro-106-Leu TALEN Wang et al. 2015
TIPS CRISPR Li et al. 2016a
Weizen Leu-239-Phe Mutagenese Aramrak et al. 2018
Weidelgras Doppelmutation Selektion Samudio et al. 2011

EMS: Ethylmethansulfonat; PCR: Polymerasenkettenreaktion; TIPA: Thr-102-lle + Pro-106-Ala; TIPS: Thr-102-lle
+ Pro-106-Ser.
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Genomeditierung und Resistenz gegen Glyphosat

Da Mutationen im epsps-Gen bekannt sind, die mit einer TS-Resistenz in Verbindung stehen
(Tabelle 13), sind epsps-Gene potenzielle Ziele, um mit Verfahren der Genomeditierung trans-
genfreie HR-Pflanzen herzustellen (Abdallah et al. 2015, Huang et al. 2016, Gao & Jiang 2018,
Aramrak et al. 2018, Dong et al. 2019). In der Literatur finden sich gegenwértig entsprechende
Arbeiten bei Flachs (Sauer et al. 2016), Maniok (Hummel et al. 2018) und Reis (Wang et al. 2015,
Li et al. 2016a). Am vielversprechendsten gilt derzeit, Pflanzen mit den Doppelmutationen TIPS
oder TIPA auszustatten, von denen bekannt ist, dass sie eine hohe Resistenz bringen. TIPS fihrt
in der EPSPS zu den beiden Aminos&urensubstitutionen Thr-102-lle und Pro-106-Ser und TIPA
resultiert in Thr-102-lle und Pro-106-Ala (Sauer et al. 2016, Li et al. 2016a, Hummel et al. 2018).
Ob die damit erzielbare Glyphosat-Resistenz auch kommerziell verwertbar ist, ist jedoch fraglich.
Die bekannten Resistenzmutationen sind meist mit Funktionseinbussen der EPSPS verbunden
und die bisherigen Erfahrungen mit TIPS und TIPA deuten darauf hin, dass zusétzlich zu den
Punktmutationen auch eine Uberproduktion der mutierten EPSPS notwendig sein diirfte, um
eine robuste Glyphosat-Resistenz zu erzeugen (Ortega et al. 2018, Hummel et al. 2018,
Sammons et al. 2018, Dong et al. 2019). Fir die Notwendigkeit einer Uberproduktion spricht
auch das Beispiel des GA21-Mais. Dieser transgene Mais, den Monsanto Ende der 1990er auf
den Markt brachte, bildet eine Mais-eigene EPSPS mit TIPS. Die Robustheit seiner Glyphosat-
Resistenz kommt jedoch nur dadurch zu Stande, dass Monsanto das korrespondierende epsps-
Gen gemeinsam mit einem starken Promotor sowie in dreifacher Kopie ins Erbgut inserierte.

Ob die weiter oben beschriebene 12-Basenpaar lange Insertion im Promotor eines epsps-Gens
ein Vorbild sein kann, um auch bei Kulturpflanzen eine Uberproduktion Glyphosat-unempfind-
licher EPSPS zu erzielen, bleibt unklar.

Corteva Agriscience testet derzeit EPSPS-Varianten auf ihre Funktionalitét, die zusétzlich zu TIPS
oder TIPA weitere, kiinstlich erzeugte Mutationen aufweisen (Dong et al. 2018/2019). Falls sich
geeignete Mutationen finden lassen, kénnten sie mittels Genomeditierung gezielt im Erbgut von

Pflanzen erzeugt werden.

5.11 HRAC-Gruppe H: GS-Hemmer

Die HRAC-Gruppe H enthalt die beiden Wirkstoffe Glufosinat und Bialaphos. Beide GS-Hemmer
gehdren der chemischen Familie der Phosphinsauren an. Sie wirken auf fast alle Pflanzen toxisch
und sind so genannte Breitbandherbizide. Die beiden Stoffe dhneln in ihrem Aufbau der Amino-
sdure Glutamat und werden deshalb auch als aminosdureantagonistische Herbizide bezeichnet.

Die Vermarktung von Glufosinat begann Anfang der 1980er.

Wirkmechanismus

Glufosinat und Bialaphos hemmen die Glutaminsynthetase (GS). Die GS ist ein Enzym, das Am-
monium auf Glutamat Ubertragt und dadurch Glutamin bildet. Durch die Hemmung reichert sich
in den Blattern Ammonium an, Glutamin und andere Aminos&duren hingegen fehlen. Als Folge

bilden sich Chlorosen und die Pflanzen sterben ab.
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Resistenzmechanismen

Vier Wildarten haben bisher eine Resistenz gegen Glufosinat-haltige Herbizide entwickelt (Heap
2018). Die wenigen dazu vorhandenen Daten zeigen, dass sowohl TS- wie auch NTS-Mechanis-
men involviert sein kénnen (Avila-Garcia & Mallory-Smith 2011, Avila-Garcia et al. 2012, Jalaludin
et al. 2017). Im Fall des TS-Mechanismus ist die genetische Basis bekannt: Eine Asp-171-Asn
Substitution im gs-Gen macht, dass die GS Glufosinat-unempfindlich wird (Avila-Garcia et al.
2012). Im Fall des NTS-Mechanismus wird eine verringerte Translokation als Ursache fiir die Re-
sistenz vermutet (Avila-Garcia & Mallory-Smith 2011).

Neben der Asp-171-Asn Substitution aus Wildpflanzen sind auch kiinstlich erzeugte Veranderun-
gen in der GS von Kulturarten bekannt, die zu einer Resistenz gegen Glufosinat fihren kénnen

(Tabelle 15).

Tabelle 15
Aminosdurensubstitutionen in der GS von Kulturpflanzen, die mit einer Glufosinat-
Resistenz in Verbindung gebracht werden.

Aminos&urensubstitution in der GS Quelle

x-207-Gly Goodman et al. 1990
Gly-245-Ser/Cys/Arg Goodman et al. 1990
His-249-Tyr Pornprom et al. 2009
Arg-295-Lys Tian et al. 2015b
Glu-297-Ala Clemente & Marquez 1999
Arg-332-Lys Goodman et al. 1990
Resistenzziichtung

Die bisherigen Vorhaben zur Ziichtung von Glufosinat-resistenten Kulturarten basieren auf gen-
technischen Methoden. Dabei werden sowohl bakterielle Gene als auch mutierte pflanzliche
Gene genutzt. Im ersten Fall werden das pat-Gen aus Streptomyces viridochromogenes und das
bar-Gen aus Streptomyces hygroscopicus eingesetzt. Beide Gene codieren fiir eine Phosphino-
thricin N-Acetyltransferase (PAT), ein Enzym, das Glufosinat durch Acetylierung inaktiviert und
damit entgiftet. Es gibt eine ganze Reihe von Kulturarten, die mit diesen Genen transformiert
worden sind. Das bar-Gen wird dabei hdufig auch als Selektionsmarker eingesetzt (Duke 2014).
Bei Mais, Raps, Soja und Baumwolle sind Glufosinat-resistente Sorten heute unter dem Marken-
namen LibertyLink auf dem Markt (CropLife 2018). Bei Reis, Riibsen, Chicorée und Zuckerriibe
bestehen zudem Anbauzulassungen (ISAAA 2019).

Die zweite Strategie zur Herstellung von HR-Sorten beruht auf der Uberexpression pflanzlicher
Gene, die derart mutiert sind, dass sie fiir eine Glufosinat-unempfindlichere GS kodieren (Tian et
al. 2015b, James et al. 2018a/b). Diese Strategie hat bisher nicht zur Lancierung von Glufosinat-

resistenten Sorten gefihrt.
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Genomeditierung und Resistenz gegen Glufosinat

Da Mutationen in gs-Genen bekannt sind, die mit einer Resistenz gegen Glufosinat in Verbin-
dung stehen (Tabelle 15), gelten gs-Gene als mégliches Ziel, um mittels Verfahren der Genom-
editierung transgenfreie Glufosinat-resistente Pflanzen zu erzeugen (James et al. 2018a/b, Gao &
Jiang 2018). Offen bleibt jedoch, ob die Erzeugung einer TSR-Mutation im gs-Gen genligt, um
ein kommerziell verwertbares Resistenzniveau zu erreichen. Laut James et al. (2018a/b) ist davon
auszugehen, dass ein ausreichend hohes Resistenzniveau nur dann erzielt werden kann, wenn
zusétzlich eine Uberproduktion der Glufosinat-unempfindlichen GS erfolgt. In der Literatur finden
sich derzeit keine Arbeiten zur Herstellung transgenfreier Glufosinat-resistenter Pflanzen mittels

Genomeditierung.

5.12 HRAC-Gruppe I: DHPS-Hemmer

Die HRAC-Gruppe | enthélt ein einzelnes Mitglied: Asulam, ein Wirkstoff aus der
chemischen Familie der Carbamate (Heap 2018). Herbizide mit Asulam wirken selektiv und
werden vor allem gegen Farne und Ampfer eingesetzt. Die giftige Wirkung basiert dabei
auf einer Hemmung der Dihydropteroat-Synthase (DHPS), einem Enzym, das beim Folsaure-
Stoffwechsel von Pflanzen eine Rolle spielt. Da keine Wildarten mit Asulam-Resistenz be-
kannt sind (Heap 2018) und neben den gentechnischen Versuchen mit einem bakteriellen
DHPS-Gen namens sull aus den 1990er (Guerineau et al. 1990, Cole 1994, Surov et al.
1998) keine weiteren Vorhaben zur Resistenzziichtungen bekannt sind, erhélt die HRAC-

Gruppe | hier keine weitere Aufmerksamkeit.

5.13 HRAC-Gruppe K1: Mikrotubuli-Hemmer

Mikrotubuli-Hemmer bilden die HRAC-Gruppe K1. Gegenwértig enthalt die Gruppe 16 Wirkstof-
fe, die aus insgesamt fiinf chemischen Familien stammen (Benzamide, Benzoesduren, Dinitroan-

iline, Phosphoramidate und Pyridine; Heap 2018).

Wirkmechanismus

Wirkstoffe der HRAC-Gruppe K1 binden an Tubulindimere von Pflanzen und unterbrechen da-
durch das Mikrotubuli-Wachstum. Mikrotubuli sind Polymere, die aus Heterodimeren von a- und
B-Tubulin aufgebaut sind. Sie spielen fiir Pflanzen eine wichtige Rolle, weil sie an essentiellen zel-
lularen Prozesses beteiligt sind, so zum Beispiel an der Mitose, der Zellteilung und dem vesikula-

rem Transport.

Resistenzmechanismen

Es sind 12 Wildarten bekannt, bei denen Pflanzen eine Resistenz gegen Mikrotubuli-Hemmer
entwickelt haben. In der Mehrheit der Félle richtet sich die Resistenz gegen Wirkstoffe aus der
Familie der Dinitroaniline, insbesondere gegen Trifluralin (Heap 2018). Fir die Entwicklung der
Resistenzen werden sowohl TS- wie auch NTS-Mechanismen verantwortlich gemacht (Chen et al.

2018a, Powles & Yu 2010). Die bei Dinitroanilin-Resistenzen bisher aufgedeckten TS-Mechanis-
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men beruhen auf Mutationen im a-Tubulin-Gen. Diese Mutationen fiihren jeweils zu Aminosau-
rensubstitutionen und sind in Tabelle 16 aufgelistet. Ein Teil dieser Mutationen kann auch Kreuz-
resistenz gegen Mikrotubuli-Hemmer aus den Familien der Pyridine, Benzoesduren und Phos-
phoramidate verleihen (Beckie & Tardiff 2012). Bemerkenswert ist, dass die durch Mutationen im
a-Tubulin-Gen bewirkten Resistenzen rezessiv vererbt werden und deshalb nur homozygote Indi-
viduen die Behandlung mit Herbiziden tberleben (Powles & Yu 2010).

Neben den beschriebenen Mutationen im a-Tubulin-Gen findet sich in der Literatur ein Beispiel,
bei dem die Resistenz auf eine Anderung im B-Tubulin-Gen zuriickgeht: Pflanzen der Tabakart
Nicotiana plumbaginifolia wiesen nach einer Behandlung mit Gammastrahlen eine Aminosauren-
substitution im B-Tubulin auf und konnten deshalb erhéhte Mengen an Mikrotubuli-Hemmern
Uberleben (Yemets et al. 2008b).

Tabelle 16
Aminosdurensubstitutionen im a-Tubulin, die mit einer Resistenz gegen Dinitroanilin-
Herbizide in Verbindung gebracht werden.

Aminosaurensubstitution(en) Quelle

Leu-125-Met Hashim et al. 2012

Leu-136-Phe Délye et al. 2004, Hashim et al. 2012

Val-202-Phe Hashim et al. 2012, Chen et al. 2018b

Thr-239-lle Anthony et al. 1998, Délye et al. 2004, Chen et al. 2018b
Arg-243-Met/Lys Chu et al. 2018, Chen et al. 2018a

Met-268-Thr Yamamoto et al. 1998

Resistenzziichtung

Mutierte a-Tubulin-Gene, die Resistenz gegen Dinitroanilin-Herbizide verleihen, gelten als gute
Kandidaten, um HT-Pflanzen zu erzeugen (Darmency et al. 2011). Entsprechende Vorhaben fin-
den sich jedoch nur wenige. Bei Mais wurde mit herkémmlicher Selektion sowie mit Transforma-
tion eines mutierten a-Tubulin-Gens (Thr-239-lle) aus Eleusine indica versucht, Resistenz gegen
Dinitroanilin-Herbizide zu erzeugen (Anthony et al. 1998, Anthony & Hussey 1999, Landi et al.
1999). Bei Reis findet sich ein Beispiel, bei dem Forschende das Erbgut der Pflanze mit einem
mutierten a-Tubulin-Gen (Arg-243-Met oder Arg-243-Lys) aus dem Ray-Gras transformierten, um
eine Resistenz gegen Trifluralin herzustellen (Chu et al. 2018). Bei Kolbenhirse wiederum wurde
ein a-Tubulin-Gen mit der Thr-239-lle Substitution aus der Griinen Borstenhirse eingekreuzt
(Wang et al. 1996, Darmency et al. 2011). Soweit aus den gesichteten Unterlagen hervorgeht,
flhrte bisher keines der beschriebenen Vorhaben zu einer Kommerzialisierung von HR-Sorten.
Das a-Tubulin-Gen mit der Thr-239-lle Mutation aus Eleusine indica wurde bei Soja, Flachs, Ta-
bak und Fingerhirse auch als Selektionsmarker fiir die Herstellung transgener Pflanzen getestet
(Yemets et al. 2008a/b).
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Genomeditierung und Resistenz gegen Mikrotubuli-Hemmer

Im a-Tubulin sind acht Positionen bekannt, an denen Aminosaurensubstitutionen dazu fihren
kénnen, dass die Empfindlichkeit gegeniiber einzelnen Mikrotubuli-Hemmern sinkt. Da TSR-Mu-
tationen bekannt sind, sind die Gene fir a-Tubulin Kandidaten fir die Herstellung transgenfreier
HR-Pflanzen mittels Genomeditierung (Endo & Toki 2013). Dass die Resistenz — anders als bei
den TS-Mechanismen anderer Wirkstoffgruppen — rezessiv vererbt ist (Powles & Yu 2010), sollte
kein Hindernis sein, da sich mit Verfahren der Genomeditierung Homozygotie herstellen l&sst.
Ob sich in Kulturpflanzen durch das gezielte Mutieren des a-Tubulingens eine Resistenz erzeu-
gen lasst, die kommerziell verwertbar ist, kann hier nicht abschliessend beantwortet werden. In
der Literatur finden sich gegenwaértig keine entsprechenden Arbeiten. Gegen eine Verwertbar-
keit spricht, dass TSR-Mutationen im a-Tubulingen die Funktion des Tubulins einschrénken und
zu Fitnesseinbussen flihren kénnen (Darmency et al. 2011/2017, Chu et al. 2018). Bei Kolbenhir-
se flhrte das Einkreuzen eines mutierten a-Tubulingens aus einer Wildart zwar zu einer erhéhten
Resistenz gegenlber Mikrotubili-Hemmern aus der Familie der Dinitroaniline, aber die Erhéhung
war zu niedrig, um Unkréuter ausreichend bekdmpfen zu kénnen, weshalb eine Kommerzialisie-

rung ausblieb (Darmency et al. 2017).

5.14 HRAC-Gruppe K2: Mikrotubuliorganisations-Hemmer

Die drei Mikrotubuliorganisations-Hemmer Carbetamid, Chlorpropham und Propham bilden die
HRAC-Gruppe K2 (Heap 2018). Alle drei Wirkstoffe stammen aus der chemischen Familie der
Carbamate. Sie wirken giftig auf Pflanzen, weil sie die Organisation von Mikrotubuli inhibieren
(Rao 2015, Vencill et al. 2012). Bei Wildarten ist bisher ein Fall mit Resistenz gegen Mikrotubuli-
organisations-Hemmer dokumentiert (Heap 2018). Da der Resistenzmechanismus unbekannt ist
und keine Zichtungsvorhaben gefunden worden sind, die Sorten mit Resistenz gegen Mikrotu-
buliorganisations-Hemmer zum Ziel haben, erhalt die HRAC-Gruppe K2 hier keine weitere Auf-

merksamkeit.

5.15 HRAC-Gruppe K3: VLCFA-Synthese-Hemmer

Die HRAC-Gruppe K3 enthélt die Inhibitoren der VLCFA-Synthese und besteht aus 26 Wirkstof-
fen, die einer der folgenden finf chemischen Familien zugeordnet werden kénnen: Acetamide,
Chloroacetamide, Oxyacetamide, Phosphordithioate und Tetrazolinone (Heap 2018). Die Wirk-
stoffe der Gruppe k3 wirken giftig auf sensitive Pflanzen, indem sie an Elongasen wie beispiels-
weise die 3-Ketoacyl-Coa-Synthase binden und dadurch die Synthese sehr langkettiger Fett-
sduren (VLCFA, very long chain fatty acids) hemmen (Busi 2014, Strom et al. 2018). Bei funf
Wildarten sind bisher Resistenzfille dokumentiert (Heap 2018). Uber die den Resistenzen zu
Grunde liegenden Mechanismen ist jedoch wenig bekannt; die Daten deuten auf NTS-Mechanis-
men hin, insbesondere auf Entgiftungsmechanismen (Busi et al. 2014, Dicker et al. 2016, Busi et
al. 2018a, Strom et al. 2018). Da die genetische Basis fir die Resisrtenzen unbekannt ist und im

Laufe dieser Arbeit keine Vorhaben zur Zichtung von Kulturpflanzen mit Resistenz gegen
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VLCFA-Synthese-Hemmern entdeckt wurden, findet die HRAC-Gruppe K3 hier keine weitere

Aufmerksamkeit.

5.16 HRAC-Gruppe L: Zellulosesynthese-Hemmer

Die HRAC-Gruppe L besteht aus den Zellulosesynthese-Hemmern und enthalt derzeit sechs
Wirkstoffe, die aus einer der vier folgenden chemischen Familien stammen: Nitrile, Alkylazine,
Benzamide, und Triazolocarbonsaureamide (Heap 2018). Zur Gruppe L gehért auch Quinclorac.
Dieser Wirkstoff entfacht bei Monokotyledonen eine hemmende Wirkung auf die Zellwandbil-
dung. Da er wegen seiner Ahnlichkeit zu Auxin das Wachstum von Pflanzen negativ beeinflusst,

wird er auch als Mitglied der HRAC-Gruppe O gefiihrt (siehe unten).

Wirkmechanismus

Wirkstoffe der Gruppe L sind giftig fiir Pflanzen, weil sie die Produktion von Zellulose und damit
die Bildung der Zellwdnde unterbinden. Wie die einzelnen Zellulosesynthese-Hemmer genau
wirken, ist Gegenstand der Forschung. Nach Stand des Wissens haben sie im komplexen Synthe-
seweg der Zellulose unterschiedliche molekulare Wirkungsorte, wobei sie die Synthese entweder
direkt oder indirekt hemmen kdénnen (Brabham et al. 2014, Tateno et al. 2016). Einer der

Wirkungsorte kénnen Cellulose Synthase A (CESA)-Enzyme sein.

Resistenzmechanismen

Bei drei Wildarten sind bisher Falle bekannt, in denen Pflanzen eine Resistenz gegen Zellulose-
synthese-Hemmer entwickelt haben (Heap 2018). In allen Féllen handelt es sich dabei um eine
Resistenz gegen den Wirkstoff Quinclorac (Heap 2018). Diese Resistenzen werden unter der
HRAC-Gruppe O behandelt (siehe unten).

Bei Arabidopsis sind mit EMS-Mutagenese Aminosaurensubstitutionen in CESA-Enzymen er-
zeugt worden, die dazu fiihren, dass die Pflanzen resistent gegen die Wirkstoffe Isoxaben oder
Fluxopam sind (Scheible et al. 2001, Desprez et al. 2002, Harris et al. 2012, Tateno et al. 2016,
Shim et al. 2018).

Resistenzziichtung
Im Laufe dieser Arbeit sind keine Zichtungsvorhaben gefunden worden, die das Ziel verfolgen,

Kulturpflanzen mit Resistenz gegen Zellulosesynthese-Hemmern zu entwickeln.

Genomeditierung und Resistenz gegen Zellulosesynthese-Hemmer

Bei Wild- und Kulturpflanzen scheinen keine Allele bekannt zu sein, die zur einer Resistenz ge-
gen Zellulosesynthese-Hemmer fiihren kénnten. Bei Arabidopsis hingegen sind Punktmutationen
in cesa-Genen dokumentiert, die die Modellpflanze unempfindlich gegen gewisse Zellulose-
synthese-Hemmer machen. Ob diese Punktmutationen Kandidaten fir die Erzeugung von
transgenfreien HR-Sorten mittels Genomeditierung sind, ist unklar. Bei Arabidopsis sind sie —
zumindest in einigen Fallen — mit FitnesseinbuBBen verbunden (Brabham et al. 2014, Tateno et
al. 2016).
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In der Literatur sind keine Verdffentlichungen gefunden worden, in denen die Erzeugung von

Resistenzen gegen Zellulosesynthese-Hemmer mittels Genomeditierung ein Thema ist.

5.17 HRAC-Gruppe M: Entkoppler

Die drei Wirkstoffe Dinoseb, Dinoterb und DNOC bilden die HRAC-Gruppe M. Sie stammen alle
aus der chemischen Familie der Dinitrophenole. lhre giftige Wirkung auf Pflanzen beruht darauf,
dass sie die oxidative Phosphorylierung entkoppeln. Da die Entkoppler nicht mehr ldnger kom-
merziell genutzt werden (Dayan et al. 2015), keine Resistenzen bei Wildarten bekannt sind (Heap
2018) und keine Beispiele fiir Resistenzziichtungen gefunden worden sind, erhélt die HRAC-

Gruppe M hier keine weitere Aufmerksamkeit.

5.18 HRAC-Gruppe N: Hemmer der Lipidsynthese

Wirkstoffe, die als Hemmer der Lipidsynthese fungieren, bilden die HRAC-Gruppe N. Derzeit
enthalt diese Gruppe 20 Mitglieder aus vier chemischen Familien (Benzofurane, Chlorcarbon-
sduren, Phosphordithioate und Thiocarbamate; Heap 2018). Wie die Wirkstoffe der HRAC-
Gruppe A hemmen auch die Mitglieder Gruppe N die Lipid-Biosynthese. Anders als bei der
Gruppe A ist der molekulare Wirkungsort jedoch nicht die ACC. Der genaue Wirkmechanismus
bzw. Wirkungsort der Gruppe N-Wirkstoffe ist nicht bekannt (Sardrood & Goltapeh 2018). Bei
zehn Wildarten gibt es Falle, in denen Pflanzen eine Resistenz gegen Wirkstoffe der HRAC-
Gruppe N entwickelt haben (Heap 2018). Weder die zu Grunde liegenden Mechanismen noch
deren genetische Basis sind genau bekannt. Je nach Wirkstoff und Wildart stehen eine Erhéhung
der Gibberellin-Menge oder eine metabolische Resistenz durch P450- und/oder GST-Enzyme zur
Diskussion (Beckie & Tardiff 2012, Busi & Powles 2013, Busi 2014). Da die Resistenz-
mechanismen und ihre genetische Basis unbekannt sind und neben den gentechnischen
Versuchen mit einem bakteriellen Dehydrogenase-Gen aus den 1990er (Buchanan-Wollaston et
al. 1992) keine weiteren Vorhaben zur Resistenzziichtungen gefunden wurden, erhélt die HRAC-

Gruppe N hier keine weitere Aufmerksamkeit.

5.19 HRAC-Gruppe O: Synthetische Auxine

Synthetische Auxine sind selektiv wirkende Herbizide. Sie bilden die HRAC-Gruppe O. Der &l-
teste und bekannteste Wirkstoff aus dieser Gruppe ist die Dichlorphenoxyessigséure (2,4-D); sie
wurde bereits 1945 auf den Markt gebracht (Busi et al. 2018b). Heute sind 25 synthetische Au-
xine als Herbizide erhéltlich (Heap 2018). Sie kommen aus insgesamt sieben chemischen Fami-
lien: Aryl-Picolinate, Benzoesdure, Chinolincarbonsduren, Phenoxycarbonsduren, Pyridincar-

boxylate und Pyridyloxycarboxylate (Busi et al. 2018b).
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Wirkmechanismus

Synthetische Auxine haben eine dhnliche Aktivitat wie das pflanzeneigene Hormon Indol-3-Essig-
sdure. Anders als die pflanzeneigenen Auxine bringen sie jedoch das Wachstum sensitiver
Pflanzen durcheinander und lassen sie wachsen, «bis sie tot sind». Wie diese Wirkung im Detail
ablauft, ist nicht genau bekannt (Figueiredo et al. 2018). In der Literatur wird der Wirkmechanis-
mus als «<komplex» bewertet (Goggin et al. 2018). Die Wirkungsorte der verschiedenen synthet-
ischen Auxine kénnen sich unterscheiden und bestehen aus einem groBBen Komplex von Auxin-
bindenden Proteinen, transkriptionellen Repressoren und Aktivatoren, Ubiquitin-verwandten

Proteinen und Proteasomen (Dinesh et al. 2016, Goggin et al. 2018).

Resistenzmechanismen

Bei 38 Wildarten sind Resistenzen gegeniiber synthetischen Auxinen bekannt (Heap 2018). Die
zu Grunde liegenden Mechanismen scheinen sich je nach Wirkstoff, Wildart oder auch Wildart-
population zu unterscheiden (Busi et al. 2018b, Goggin et al. 2018). Dem komplexen Wirkmech-
anismus der synthetischen Auxine entsprechend (siehe oben) werden in den meisten Fallen NTS-
Mechanismen fiir die Resistenz verantwortlich gemacht, wie beispielsweise verringerte Aufnahme
der Herbizide durch die Blatter oder veranderte Translokation (Busi et al. 2018b, Goggin et al.
2018). Kurzlich ist erstmals ein TS-Mechanismus identifiziert worden: Eine Mutation des Auxin-
Corezeptors IAA16 kann Resistenz gegen die synthetischen Auxine Dicamba, 2,4-D, und
Fluroxypyr verleihen (LeClere et al. 2018). Die Mutation besteht aus einem Wechsel von GG zu
AA innerhalb einer hoch konservierten Region des iaa16-Gens und resultiert im Enzym in einer
Glycin zu Asparagin-Substitution (LeClere et al. 2018).

Bei Arabidopsis sind verschiedene Mutanten erzeugt worden, die weniger empfindlich auf syn-
thetische Auxine reagieren (z.B. Walsh et al. 2006, Gleason et al. 2011, Prigge et al. 2016). Die
Mutationen betreffen dabei vor allem Gene, die fir Komponenten des Auxin-Rezeptor-Signali-
sierungs-Komplexes codieren. Dow Agrosciences besitzt ein Patent auf die verdnderten Auxin-
Rezeptoren AFB4, AFB5 und SGT1b (Walsh et al. 2010).

Resistenzziichtung

Die Erzeugung von Pflanzen mit einer Resistenz gegen synthetische Auxine ist bei verschiedenen
Kulturarten, wie beispielsweise Raps, Mais, Soja, Ribse, Rettich und Baumwolle, verfolgt wor-
den. Zum Einsatz kamen dabei sowohl herkémmliche wie auch gentechnische Verfahren.

Die mittels Gentechnik erzeugten Resistenzen beruhen auf einem NTS-Mechanismus. Die Gene,
die dabei eingesetzt wurden, sind aad-1, aad-12 und dmo. Sie stammen aus Bakterien und co-
dieren fur Enzyme, die 2,4-D (AAD-1 und AAD-12) und Dicamba (DMO) in ungiftige Metabolite
umwandeln kénnen (Behrens et al. 2007, Wright et al. 2010). Bayer/Monsanto verfligt Gber An-
bauzulassungen fir Dicamba-resistente Sorten von Soja, Mais und Baumwolle. Corteva Agri-
science hat unter dem Markennamen Enlist Soja-, Mais- und Baumwollsorten im Angebot, die re-
sistent gegen 2,4-D sind (ISAAA 2019).

Bei Raps, Ribse und Rettich gibt es Ziichtungsvorhaben, in denen Resistenzen aus wilden Brassi-
ca-Arten via Einkreuzung oder Embryo-Rescue-Verfahren in die Kulturart eingfihrt werden (Mithi-
la & Hall 2013, Jugulam et al. 2014/2015, Dillon et al. 2016; siehe Tabelle 17). Bei Rotklee wird
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daran gearbeitet, via natlrliche Selektion 2,4-D resistente Sorten zu entwickeln (Munoz et al.
2015, Quesenberry et al. 2015).

Tabelle 17
Vorhaben zur Herstellung von Kulturpflanzen mit Resistenz gegen synthetische Auxine

Pflanze Genetische Basis Wirkstoff ~ Verfahren Quelle
Baumwolle aad-12 Gen von D. acidovorans 2,4-D Transgenese Dow 2013
dmo-Gen von S. maltophilia Dicamba Transgenese Monsanto 2012
Garten-Rettich  Resistenzgen(e) aus Acker-Rettich MCPA Einkreuzung Jugulam et al. 2014
Mais aad-1 Gen von S. herbicidovorans 2,4-D Transgenese Wright et al. 2010
aad-1 Gen von S. herbicidovorans 2,4-D ZFN-Transgenese Ainley et al 2013
dmo-Gen von S. maltophilia Dicamba Transgenese Monsanto 2015
Raps Resistenzgen(e) aus Acker-Rettich 2,4-D Embryo-Rescue  Dillon et al. 2016
Resistenzgen(e) aus Acker-Senf Dicamba Embryo-Rescue  Jugulam et al. 2015
Rotklee Resistenzgen(e) aus Rotklee 2,4-D Selektion Munoz et al. 2015
Ribse Resistenzgen(e) aus Acker-Senf Dicamba Embryo-Rescue Mithila & Hall 2013
Soja aad-12 Gen von D. acidovorans 2,4-D Transgenese Wright et al. 2010
dmo-Gen von S. maltophilia Dicamba Transgenese Behrens et al. 2007

Genomeditierung und Resistenz gegen synthetische Auxine

Im Laufe der vorliegenden Arbeit sind keine Vorhaben entdeckt worden, bei denen durch geziel-
te oder ungezielte Mutagenese versucht wurde, in Kulturarten eine TS-Resistenz gegen synthe-
tische Auxine zu erzeugen. Ob sich Sorten mit einer TS-Resistenz via Mutagenese lberhaupt er-
zeugen lassen, wird unterschiedlich beurteilt. Endo & Toki (2013) stufen diese Strategie als pro-
blematisch ein, weil synthetische Auxine einen komplexen Wirkmechanismus haben und ver-
schiedene Auxin-Rezeptoren unterschiedlich auf unterschiedliche Auxin-Herbizide reagieren.
Gleason et al. (2011) hingegen halten es fir moglich, bei Kulturarten mittels TILLING Mutationen
in den Enzymen des Auxin-Rezeptor-Signalisierungs-Komplexes zu identifizieren, die Herbizidre-
sistenz verleihen. Identifizierte Mutationen kénnten dann auch mit ortspezifischer Mutagenese
erzeugt werden.

Die weiter oben beschriebene Gly-Asp-Substitution im Auxin-Corezeptor |AA16 ist derzeit die
einzige aus Wildarten bekannte Mutation, die zu einer Resistenz gegen synthetische Auxine
fihrt. Ob sie bei Kulturarten fir die Herstellung von HR-Sorten nutzbar ist, bleibt offen. In der
Wildart, in der sie entdeckt wurde, ist sie mit FitnesseinbuBen verbunden (LeClere et al. 2018).

In der Literatur finden sich zwei Verdffentlichungen zu Genomeditierungsverfahren und Resistenz
gegen synthetische Auxine. Beide stammen von Mitarbeitenden von Dow AgroSciences (heute
Corteva Agriscience) und beschreiben Versuche, in denen bei Soja und Mais Strategien erprobt
werden, um mit ZFN mehrere Transgene an einem einzelnen Ort des Pflanzenerbguts zu stapeln

(Ainley et al. 2013, Bonawitz et al. 2018). Eines der dabei jeweils gestapelten Gene ist aad-1 aus
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Sphingobium herbicidovorans, das fiir ein Enzym codiert, mit dem Pflanzen 2,4-D entgiften

konnen.

5.20 HRAC Gruppe P: Auxintransport-Hemmer

Die HRAC-Gruppe P besteht aus den Auxintransport-Hemmern und enthélt zwei Wirkstoffe:
Naptalam aus der chemichen Familie der Phtalamate und Diflufenzopyr aus der Familie der
Semicarbazone (Heap 2018). Beide Wirkstoffe hemmen in Pflanzen den Transport von Indol-3-
Essigsdure, einem natirlich vorkommenden Auxin. Diese Hemmung verursacht eine Akkumula-
tion von Auxin im Meristem und bringt dadurch die Auxinbalance durcheinander, was dem
Wachstum der Pflanzen schadet (Grossmann 2010). Duke (2012) gibt ABCB-Proteine als Wir-
kungsorte von Naptalam und Diflufenzopyr an. Da bei Wildarten keine Resistenzfille bekannt
sind (Heap 2018) und keine Vorhaben zur Zichtung Naptalam- oder Diflufenzopyr-resistenter

Kulturpflanzen gefunden wurden, erhélt die HRAC-Gruppe P hier keine weitere Aufmerksamkeit.

5.21 HRAC-Gruppe Z: Unbekannter Wirkmechanismus

In der Gruppe Z fasst das HRAC-Komitee die Wirkstoffe zusammen, deren Wirkmechanismus
bzw. molekularer Wirkungsort unbekannt ist. Heap (2018) ordnet der Gruppe 20 Wirkstoffe zu.
Die chemischen Familien, aus denen diese Stoffe stammen, sind Arylaminopropionsaure, Pyrazo-
lium und Organoarsen sowie Andere. Der Gruppe Z wird bis anhin auch Cinmethylin zugeord-
net. Neue Untersuchungen haben den Wirkmechanismus jedoch geliiftet. Demnach bindet Cin-
methylin an eine Acyl-ACP-Thioesterase, wodurch die Synthese von Fettsduren gehemmt wird
(Campe et al. 2018). Heap (2018) listet sechs Wildarten auf, bei denen Pflanzen resistent gegen
Wirkstoffe aus der Gruppe Z geworden sind. Die Resistenzmechanismen sind in der Regel je-
doch unbekannt oder nicht verdffentlicht. Eine Ausnahme findet sich bei einer Resistenz gegen
den Wirkstoff Difenzoquat, bei der eine P450-vermittelte Entgiftung als Mechanismus vermutet
wird (Keith et al. 2015). Da die Resistenzmechanismen und deren genetische Basis unbekannt
sind und keine Vorhaben zur Ziichtung resistenter Kulturpflanzen gefunden wurden, erhélt die

HRAC-Gruppe Z hier keine weitere Aufmerksamkeit.
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