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Chromosome Engineering

Von Genen zu Chromosomen:
Pflanzenzuchtung mit CRISPR-CAS
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Using the CRISPR-Cas system, it has been possible to introduce dif-
ferent kinds of mutations in single or multiple genes for trait improve-
ment in crops. Last year, for the first time, the CRISPR-Cas-mediated
induction of different kinds of targeted heritable chromosomal rear-
rangements has been achieved in plants. This novel application has
the potential to revolutionize plant breeding as genetic exchange and
linkage drag are now becoming controllable in a targeted manner.
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B Schon von Anbeginn der Zeit hat die
Menschheit Pflanzen mit gewiinschten
Eigenschaften selektiert und geziichtet. Hier-
bei wurde meist auf reichen Ertrag und guten
Geschmack geachtet. Andere wichtige gene-
tische Eigenschaften, wie Stresstoleranz und
Anfidlligkeit gegen Krankheiten riickten
dabei aber in den Hintergrund oder gingen
ganz verloren [1]. Leider sind die Grenzen
der herkommlichen Ziichtung erreicht, sol-
che Merkmale wieder in unsere Kulturpflan-
zen einzubringen. So ist die Verbesserung
von Nutzpflanzen durch herkdmmliche Ziich-
tungsmethoden eingeschrankt. Dies liegt
einerseits an der geringen genetischen Viel-
falt der modernen Kultursorten, anderseits
an der gemeinsamen Vererbung von
gewiinschten mit unerwiinschten Merkma-
len durch die Genkopplungen bei Kreuzun-
gen. Bei Kulturpflanzen konnen bereits seit
einigen Jahren einzelne Eigenschaften mit
der molekularen Schere CRISPR-Cas (clus-
tered regularly interspaced short palindromic
repeats-CRISPR-associated protein) verbessert
werden [2]. Die durch die Cas-Nuklease indu-
zierten Doppelstrangbriiche (DSB) werden
im Anschluss iber homologe Rekombination
(HR) oder die fehlerhafte nicht homologe
Endverkniipfung (NHE]) repariert, wobei die
DSB in somatischen Zellen vorwiegend tiber
NHE] repariert werden [3]. Bei einzelnen
DSB kommt es dabei vor allem zu kleineren
Insertionen oder Deletionen an der Bruch-
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stelle, sodass hierdurch offene Leserahmen
zerstort werden konnen. Werden jedoch zeit-
gleich zwei DSB induziert, kann es zu chro-
mosomalen Veranderungen kommen, wie
Deletionen, Inversionen oder Translokatio-
nen (Abb. 1, [4]). Durch die einfache Hand-
habung und das vielfdltige Anwendungs-

spektrum des CRISPR-Cas-Systems haben
sich in den letzten Jahren immer wieder neue
Ansitze zur Genomverdanderung bei Pflanzen
ergeben [5].

Induktion chromosomaler
Veranderungen mittels CRISPR-Cas

Natiirliche chromosomale Veranderungen
spielen eine wichtige Rolle in der Anpassung
und Artenbildung von Pflanzen. So tragen sie
beispielsweise zur Ausbildung genetischer
Barrieren bei, da in der Meiose der geneti-
sche Austausch zwischen elterlichen Chro-
mosomen in solchen Bereichen unterbunden
ist [4]. Dieser fehlende genetische Austausch
stellt aber gerade in Bezug auf die herkomm-
liche Pflanzenziichtung ein groBes Problem
dar, da sich diese Bereiche liber groBe Teile
der Chromosomen erstrecken und somit
wichtige Merkmale fiir die Ziichtung nicht
geniitzt werden konnen [6]. Folglich ist es
von groBem Interesse, solche Bereiche wie-
der fiir die meiotische Rekombination und
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A Abb. 1: Gene Editing versus Chromosome Engineering. Beim Gene Editing werden einzelne
Doppenstrangbriiche (DSB) innerhalb von Genen induziert, infolgedessen es bei ihrer Reparatur
zu kleinen Veranderungen (Insertionen bzw. Deletionen) am Bruch kommt, welche zum Funktions-
verlust der genetischen Information flihren kénnen. Beim Chromosome Engineering werden meh-
rere DSB gleichzeitig entweder auf demselben oder auf unterschiedlichen Chromosomen indu-
ziert, infolgedessen es zu chromosomalen Umstrukturierungen kommt. NHEJ: nicht homologe

Endverknipfung.
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A Abb. 2: Bedeutung von Inversionen fiir die Pflanzenzucht. Invertierte
Bereiche sind fiir den genetischen Austausch {ber Crossover (CO) zwi-
schen elterlichen Chromosomen nicht zuganglich. Uber die gezielte
Induktion von Inversionen kénnen nun bisher genetisch nicht zu tren-
nende Merkmale einzeln fiir die Ziichtung zugénglich gemacht werden,
sodass sie unabhéngig voneinander vererbt werden. Ebenso kdnnen

chromosomale Bereiche invertiert und so attraktive Merkmale mit-

einander genetisch gekoppelt werden.

somit den genetischen Austausch zuganglich
zu machen (Abb. 2). Dariiber hinaus ist der
genetische Austausch nur dann fiir die Ziich-
tung nutzbar, wenn die Gene fiir wiinschens-
werte und nachteilige Merkmale nicht nah
beieinander auf ein und demselben Chromo-
som liegen. Ist dies der Fall, sind die Gene
genetisch gekoppelt und beide Merkmale
werden immer gemeinsam an Nachkommen
vererbt. Dank CRISPR-Cas ist es nun mog-
lich, gezielte Verdnderungen auf der Chro-
mosomenebene zu induzieren, um diese
raumliche Nédhe aufzuheben.

Kiirzlich konnte erstmals in der Modell-
pflanze Arabidopsis thaliana gezeigt werden,
dass sich mithilfe des CRISPR-Cas9-Systems
chromosomale Veranderungen tatsachlich
im Mbp-Bereich induzieren und Pflanzen, die
diese chromosomalen Verdanderungen stabil
tragen, erzeugen lassen. Kleine Inversionen
im kbp-Bereich konnten zuvor bereits erfolg-
reich in Pflanzen induziert werden [7]. Diese
erste Untersuchung zeigte, dass chromoso-
male Verdanderungen im Gegensatz zu einfa-
chen Mutationen nur sehr selten vererbt
werden. Um die Effizienz zu steigern, wurde
deshalb die sehr potente Cas9-Nuklease aus
Staphylococcus aureus (SaCas9) unter der
Expression eines eizellspezifischen Promo-
tors verwendet, um so fiir eine effiziente Ver-
erbung der Verdnderungen zu sorgen. Eben-

so wurde ein bulk screening-Verfahren ange-
wandt, um dann so die relativ seltenen Chro-
mosomenveranderungen optimal in einer
groBeren Zahl von Nachkommen zu detektie-
ren. Uberraschenderweise wurde bei dieser
Studie auch festgestellt, dass bei den Inver-
sionen die Bruchenden meist ohne Verlust
von Basen perfekt miteinander ligiert wur-
den. Die wohl bekannteste natiirliche Inver-
sion in A. thaliana ist die parazentrische
Inversion des hk4S, welche sich auf Chromo-
som 4 befindet. Dabei handelt es sich um
einen heterochromatischen Bereich mit der
GroBe von 1,17 Mbp, der vor ca. 4.000 Jahren
entstanden ist und u. a. im Okotyp Columbia
vorkommt. Eine Reihe an anderen Okotypen,
wie beispielsweise Landsberg, tragt das
Chromosom noch unverandert im Original-
zustand. Deshalb ist auch ein genetischer
Austausch zwischen diesen beiden Okotypen
in diesem Bereich wahrend der Meiose nicht
mehr moglich. Mit der neu etablierten Tech-
nologie konnte diese natiirliche Inversion in
A. thaliana jetzt wieder revertiert werden. So
konnten dann zum ersten Mal iiberhaupt
genetische Austausche zwischen den beiden
Okotypen in diesem Chromosomenbereich
erhalten werden [8]. Zusatzlich zu diesen
Erfolgen ist es bereits gelungen, die erste
chromosomale Verdnderung in einer Kultur-
pflanze zu induzieren. C. Schwartz et al.

A Abb. 3: Bedeutung von Translokationen fiir die Pflanzenzucht. Merk-
male, die auf einem Chromosom nah beieinanderliegen, werden mit
sehr hoher Wahrscheinlichkeit gemeinsam vererbt. Uber die Induktion
von reziproken Translokationen kénnen diese Merkmale gezielt gene-
tisch voneinander getrennt werden. Ebenso ist auch eine Neukopplung
von attraktiven Merkmalen mdglich.

konnten hier erfolgreich eine 75,5 Mbp groBe
Inversion in einer Maissorte revertieren, wel-
che ungefihr ein Drittel des gesamten Chro-
mosoms 2 umfasst [9]. Diese Region ist damit
auch wieder fiir den genetischen Austausch
bei Kreuzungen zuganglich.

Neben Inversionen spielen bei der Genom-
evolution auch Translokationen eine wichti-
ge Rolle, die ebenso zur Einschrankung des
genetischen Austauschs in Pflanzen und zur
Spezifikation beitragen [4, 10]. Zudem sind
sie ein wichtiges Werkzeug, um die geneti-
sche Kopplung von Genen zu regulieren,
wodurch sie besonders interessant fiir die
Pflanzenziichtung sind. So ist es auf der
einen Seite moglich, unerwiinschte geneti-
sche Kopplungen aufzuheben, aber auf der
anderen Seite eben auch Gene zu koppeln,
die gemeinsam vererbt werden sollen
(Abb. 3). Auch bei Translokationen konnte
dank CRISPR-Cas kiirzlich ein Meilenstein
erreicht werden. N. Beying et al. konnten
erstmals in Pflanzen vererbbare, reziproke
Translokationen zwischen heterologen Chro-
mosomen im Mbp-Bereich induzieren [10].
Hierbei wurde ein dhnlicher Ansatz wie bei
der Reversion der Inversion verwendet. Die
Autoren konnten so reziproke Chromoso-
menarmaustausche zwischen Chromosom 1
und 2 sowie 1 und 5 erzielen, die auch beide
vererbt wurden.
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Fazit

Mit den hier beschriebenen Studien wur-
de eine neue Ebene der Anwendung von
CRISPR-Cas fiir die Pflanzenziichtung,
aber auch die Grundlagenforschung
erreicht. Die hier vorgestellten Fortschrit-
te werfen natiirlich noch weitreichendere
Fragen auf, was in Zukunft machbar, aber
eben fiir die Pflanzenziichtung sinnvoll
ist. So scheint es nun im Bereich des Mog-
lichen, dass wir mit dieser Technologie
nicht nur die Anzahl der Chromosomen in
Pflanzenspezies dndern, sondern auch
durch globale Chromosomen-
restrukturierungen neue Spezies erhalten
konnen [11].
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