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ten. Werden zwei Doppelstrangbrüche 
(DSBs) gleichzeitig auf demselben oder auf 
verschiedenen Chromosomen erzeugt, kön-
nen so durch zelleigene DNA-Reparaturme-
chanismen chromosomale Umstrukturierun-
gen entstehen, wie Inversionen oder Trans-
lokationen. So war es schon möglich, chro-
mosomale Umstrukturierungen in Mega-
basen-Größe nicht nur in der Modellpfl anze 
Arabidopsis thaliana, sondern auch in Nutz-
pfl anzen, wie Mais und Reis, gezielt einzu-
führen [1–5]. Diese Technik ermöglicht die 
Manipulation von Genkopplungen sowie die 
Beeinfl ussung der meiotischen Rekombina-
tion, welche Grundlage für den genetischen 
Austausch ist [1, 5, 6]. 

Natürliche chromosomale 
Umstrukturierungen
Chromosomale Umstrukturierungen spielen 
eine entscheidende Rolle in der Evolution 
von Pfl anzen und gehen oft mit einer Reduk-
tion der Fertilität bei Kreuzung mit der Aus-
gangsart einher. Dies liegt daran, dass die 
Anlagerung zwischen Wildtyp- und umstruk-
turierten Chromosomen während der Meiose 
gestört ist. Durch massive Auswirkungen auf 
die Fertilität zwischen Pfl anzen mit unter-
schiedlichen Chromosomenzahlen können 
sie sogar zur Bildung neuer Arten beitragen. 
Zum Beispiel ist in der diploiden Modell-
pfl anze A. thaliana die gesamte genetische 
Information auf fünf Chromosomenpaare 
(10 Chromosomen) aufgeteilt. Die nahever-
wandte Art A. lyrata besitzt hingegen wie die 
mutmaßliche gemeinsame Vorläuferart acht 
Chromosomenpaare (16 Chromosomen). Die 
evolutionäre Reduktion der Chromosomen-
zahl bei A. thaliana kam durch eine Reihe 
von Chromosomenfusionen zustande, bei 
denen Teile verschiedener Chromosomen 
miteinander verschmolzen [7]. 

Die Chromosome Engineering-
Technik
Mithilfe von CRISPR/Cas-basiertem Chromo-
some Engineering können große Umstruktu-
rierungen gezielt an der gewünschten Stelle 
ins Genom eingebracht werden [6]. Um eine 
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ó Die stetige Weiterentwicklung von 
Anwendungsmöglichkeiten des CRISPR/Cas-
Systems hat dazu geführt, dass bis vor Kur-

zem unerreichbare genomische Veränderun-
gen mithilfe der Chromosome Engineering-
Technik in Pfl anzen induziert werden konn-

Gentechnik 

Gerichtete Veränderung der 
Chromosomenzahl bei Pfl anzen 

˚ Abb. 1: Durch die simultane CRISPR/Cas-vermittelte Induktion zweier DNA-Doppelstrang-
brüche auf den Chromosomen 1 und 3 konnten reziproke Translokationen erzeugt werden, 
wodurch sukzessiv die beiden Arme von Chromosom 3 auf Chromosom 1 übertragen wurden. 
Hierdurch entstanden ein verlängertes Fusionschromosom sowie ein Minichromosom, welches 
während der meiotischen Segregation verloren ging. Die resultierende Reduktion der 
Chromosomenzahl konnte auch mikroskopisch bestätigt werden.
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Vergleich zu den entsprechenden Chromoso-
menbereichen der Kontrolle eine verringerte 
Rekombinationsrate auf, was auf eine Beein-
trächtigung der Chromosomenpaarung in 
den veränderten Bereichen hinweist. Der 
beobachtete Anstieg der Rekombinations-
häufi gkeit in Richtung der Chromosomenen-
den könnte durch einen Kompensationsme-
chanismus verursacht worden sein, um 
sicherzustellen, dass wenigstens ein für die 
korrekte Segregation der Chromatiden erfor-
derlicher genetischer Austausch stattfi ndet. 
Die induzierte Veränderung des Rekombina-
tionsmusters eröffnet neue Möglichkeiten in 
der Manipulation des genetischen Austau-
sches in der Pfl anzenzüchtung.

Ausblick
Mithilfe der vorgestellten Chromosome Engi-
neering-Methode konnte erstmals die Chro-
mosomenzahl bei einer Modellpfl anze auf 
vorher defi nierte Weise verändert werden. 
Dies sollte nun auch bei Nutzpfl anzen mög-
lich sein, da große chromosomale Umstruk-

bessere Vererbbarkeit der Genomverände-
rung zu erreichen, wird die Cas-Nuklease mit 
einem in der frühen Embryoentwicklung 
aktivem Promotor, wie einem Eizellpromotor, 
kombiniert. Außerdem sollten die ausge-
wählten Zielsequenzen vor Beginn des Expe-
riments bezüglich der Schnitteffi zienz der 
Nuklease untersucht werden [6].  Mithilfe 
dieser Werkzeuge konnten 2020 zum ersten 
Mal auch Megabasen-große Inversionen und 
Translokationen in ein Pfl anzengenom ein-
gebracht werden [1, 2]. 

Chromosomenzahl verändern mit 
CRISPR/Cas
Die Veränderung der Chromosomenzahl in 
A. thaliana wurde nun durch Anwendung des 
bereits etablierten Protokolls [6] durch zwei 
aufeinanderfolgende End-zu-End-Transloka-
tionen erreicht. Diese Strategie erforderte die 
konsekutive Einführung zweier Chromoso-
menarm-Fusionen in Form reziproker Trans-
lokationen zwischen beiden Armen von 
Chromosom 3 und den Enden eines bzw. 
zweier Empfängerchromosomen. So konnten 
jeweils zwei DSBs gleichzeitig an den Gren-
zen des Kerncentromers von Chromosom 3 
sowie nahe der Telomerenden des jeweiligen 
Empfängerchromosoms induziert werden. 
Die Reduktion der Chromosomenzahl wurde 
auf zwei unterschiedliche Arten erreicht. In 
einer der beiden produzierten Linien wurden 
Chromosom 1 und 3 fusioniert. Dazu wurde 
zunächst der kurze Arm von Chromosom 3 
auf den langen Arm von Chromosom 1 über-
tragen, wodurch ein telozentrisches und ver-
längertes Chromosom entstanden. Im zwei-
ten Schritt wurde der verbliebene Arm des 
telozentrischen Chromosoms auf den kurzen 
Arm von Chromosom 1 übertragen, was zur 
Generierung eines sehr großen Fusionschro-
mosoms (∼ 55 Mb) führte (Abb. 1). Ander-
seits konnte auch eine 8-Chromosomen-Linie 
durch Übertragung des kurzen Arms von 
Chromosom 3 auf den langen Arm von Chro-
mosom 5 und anschließend des verbliebenen 
langen Arms von Chromosom 3 auf Chromo-
som 1 erreicht werden [8]. Als Nebenprodukt 
beider Ansätze sollte ein Minichromosom 
gebildet werden, das aus dem funktionellen 
Centromer von Chromosom 3 und zwei kur-
zen Telomer-Enden der Translokationspart-
ner bestehen sollte. Aufgrund seiner gerin-
gen Größe und des Fehlens essenzieller gene-
tischer Information wurde jedoch erwartet, 
dass es in der Folgegeneration verloren 
gehen würde, was in PCR-Untersuchungen 
bestätigt wurde. Interessanterweise ergaben 

phänotypische und transkriptionelle Analy-
sen der beiden Linien keine Unterschiede im 
Vergleich zu Wildtyp-Pfl anzen. Dies deutet 
darauf hin, dass Pfl anzen gegenüber indu-
zierten Karyotypänderungen äußerst robust 
sind. Die Auswirkung der Chromosomenfu-
sionen auf die Fertilität der Mutanten im 
Vergleich zu Wildtyp-Pfl anzen wurde unter-
sucht, indem die Anzahl der Samen pro Scho-
te bestimmt wurde. In beiden 8-Chromoso-
men-Linien unterschied sich die Gesamtzahl 
der Samen nicht signifi kant von Wildtyp-
Pfl anzen; sie waren also vollständig fertil. 
Nach einer Kreuzung der homozygoten 
Mutanten mit dem Wildtyp wiesen die Nach-
kommen allerdings eine um mehr als 60 % 
verringerte Fertilität auf, was auf die verrin-
gerte Kompatibilität von Fusions- und Wild-
typ-Chromosomen während der Meiose 
zurückgeführt werden kann (Abb. 2A). 
Zusätzlich waren die Rekombinationsmuster 
in und um die fusionierten Chromosomenar-
me stark verändert (Abb. 2B). In beiden ana-
lysierten Linien wiesen die Fusionsstellen im 

˚ Abb. 2: Konsequenzen der Chromosomenfusion auf Fertilität und Rekombination. A, Eine 
Kreuzung der 8-Chromosomen-Linie mit Wildtyp-Pfl anzen resultierte in einer Reduktion der Fer-
tilität, was auf die verringerte Kompatibilität der Chromosomen während der Meiose zurückge-
führt werden kann. B, Im meiotischen Rekombinationsmuster zeigte sich eine Verschiebung der 
Rekom bi nationsrate von den Fusionsstellen hin zu den Telomeren.
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Umstrukturierungsereignisse aus der Evolu-
tion von Genomen nachzuahmen, Karyoty-
pen von Vorläuferarten zu rekonstruieren 
oder die Minimal- und Maximallänge von 
Chromosomen zu erforschen.  ó
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turierungen bereits in Reis und Mais erzielt 
werden konnten [1–5]. 

Eine künstlich induzierte Chromosomen-
zahlerhöhung wurde in Pfl anzen kürzlich 
bereits durch eine andere, nicht CRISPR/Cas-
basierte Methode erreicht [9]. Dafür wurde 
ein zusätzliches synthetisches Centromer auf 
Chromosom 4 von Mais integriert. Durch 
zufällige Chromosomenbrüche während der 
Segregation entstand eine Mais-Linie mit 
22 statt 20 Chromosomen (Abb. 3). Eine 
Untersuchung der Pfl anzen ergab keine phä-
notypischen Abweichungen oder Wachs-
tumsdefekte. Durch die Kombination dieses 
Ansatzes mit CRISPR/Cas-vermitteltem Chro-
mosome Engineering sollte es nun auch mög-
lich sein, Chromosomen gerichtet zu teilen. 
Gezielte Änderungen der Chromosomenzahl 
könnten neue Strategien in der Pfl anzen-
züchtung ermöglichen, um genetische Kopp-
lungsgruppen völlig neu zu defi nieren oder 
sogar genetische Barrieren aufzubauen. So 
könnte man langfristig das Auskreuzen von 
Kulturpfl anzen mit nahe verwandten Wildar-
ten verhindern. Aber auch andere hochinte-
ressante Fragen könnten nun beantwortet 
werden: So sollte es jetzt möglich sein, 

˚ Abb. 3: Durch die Integration eines syn-
thetischen Centromers konnte in Mais ein 
dizentrisches Chromosom erzeugt werden. 
Durch zufällige Brüche während der Segre-
gation konnte so eine Erhöhung der Chro-
mosomenzahl erzielt werden.
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