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Das Genom einer Nutzpflanze

Das Genom: Das gesamte genetische Material eines Organismus

Eine diploide Nutzpflanze hat ca. 30.000 Gene
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Die GroRe der Kerngenome variiert zwischen 400 Mill. und 16 Mrd. Nukleotiden

Gene bestehen aus (protein)codierender Sequenz und regulatorischen Sequenzen

(Promoter, Introns, Enhancer, Silencer, 3° und 5° UTR)
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Transkriptionsfaktoren als Schliisselgene fir die Evolution und fe=es
zlchterische Verbesserung von Nutzpflanzen

Der Transkriptionsfaktor reguliert die Genaktivitat eines
anderen Gens

Promotor Leserahmen
Der Promotor entscheidet, wann und wo ein Gen = - =
angeschaltet wird
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Genome Editing
- Gene Editing:
Veranderung regulatorischer und codierender Bereiche, Genaustausch

- Epigenome Editing:
DNA Methylierung, Histone Modifikation

- Chromosome Editing:
Austausch und Deletion ganzer Chromosomenbereiche

Prof. Dr. C. Jung, Lehrstuhl fir Pflanzenziichtung, Universitat Kiel



Transgene / Nicht-Transgene Anwendungen
des Genome Editing

Transgen: Nicht-Transgen:
» Austausch von Genen oder » Erzeugung von Mutationen
Genabschnitten > Deletion von Genen

» Einbringen von Fremdgenen in > Deletion von
bestimmte Chromosomenregionen Chromosomenabschnitten

—zU unterscheiden von GVO/GMO
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Genome Editing B

 Zinc finger protein (DNA binding

ZFN domain) fused with a catalytic
nuclease domain
 1st engineered endonucleases used to
edit genes
TALEN » TAL effector (DNA binding domain)

fused with a catalytic nuclease
domain

 easier to engineer than ZFNs

» (Cas9 is the nuclease protein that cuts
the DNA

(—)  The site specificity comes from the
e, guide RNA, which can be designed

and synthesized easily

CRISPR-Cas9

Voytas and Gao, PLoS Biol, 2014
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Anwendungen in Pflanzenzlchtung und -
Produktion

» Gene transkriptionell verandern oder ausschalten
(CRISPR/CRISPRI)

» Seguenzen ersetzen, neue Gene einfiihren
Promotor Region
Gesamtes Gen

» Etablierung des CRISPR/Cas9 Verteidigungssystems in
Pflanzen: Resistenz gegen Pflanzenviren

» Chromosomenveranderungen
» Epigenetische Veranderungen

» Genetic drift (,gene drive*): Verdrangung von Allelen in
nattrlichen Populationen von Schaderregern

Prof. Dr. C. Jung, Lehrstuhl fir Pflanzenziichtung, Universitat Kiel



Das CRISPRi (CRISPR interference) Pz
Gen Repressionssystem

» CRISPR/dCas-sgRNA system:
dCas9 = deaktivierte Cas9 Nuclease (Mutationen D10A, H840A)

m Mismatched sgRNA extension
@ Perfectly matched sgRNA extension

100

sgRNA 30 nt ——]
25 nt —}
5 10 15 20 25 30 35 40

3 - UCUGGCGAUUUGACUUUCAAAARAAAUGUUUAACUCAATUA - &
rrrrrerrrrrnrrrrrnrninl
5 - AAGCGTACCCACGACCGCTAAACTCGAAAGTTACCAAAGGETGGTCCEGCTECCET - 37
Trrrrnni trnrrererrrerrrrnnrnntnl
3 - TTCCATGGGTCTGGCGATTTGACTTTCAATGGTTTCCACCAGGCGACGGCA —- B

PAM DNA target

[T

50 F

25 30 40
Length of base-pairing region (bp)

Normalized repression activity (%)

(Larson et al. Nature Protocols volume 8, pages 2180-2196 (2013)

seed region = recognition site (12nt) used by dCas9

base pairing region:
<20nt — weniger Repression
20-40 nt — keine Steigerung der Repression
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@—E‘ZT“
Nutzung des CRISPR Systems zur

Immunisierung gegen Virusbefall

Nicotiana benthamiana, Arabidopsis

Resistenz gegen
e cucumber mosaic virus (CMV)
 tobacco mosaic virus (TMV) ANAVVAVAMAM

e |eaf curl Kokhran virus

Virus mit
RNA-Genom
WWW  WWW,
Kern
] T
sgRNA mit Homologie
Z?Jr Virus RNA X '\/V\/\/\/\/\I/\\l/\ll\/w\/\/\/\l

Cas9 Gen
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Resistenz gegen Schaderreger y:

Verénderung eines Zielproteins
Nicht-Wirtsresistenz

Beispiele: oah
. ' ' _ athogen
e e s Membranproen, ™

« Citrus greening, Zitrusfriichte .\/\
* Virusresistenz, Gurken

Gene fir Anfalligkeit

Effektor

Mutagenese *

Zielprotein
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Herbizidtoleranz

3-Enolpyruvylshikimat-5-phosphat-Synthase (EPSPS)-Inhibitoren [Glyphosat]

Acetolactat-Synthase (ALS)-Inhibitoren
Acetohydroxyséauresynthase (AHAS)-Inhibitoren
Glutaminsynthetase Inhibitor [Glufosinat, BASTA]

Kern

Gen fur ,,Anfalligkeit*
(Ligand, Zielprotein) «— Herbizid

Mutagenese i%
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Metabolic engineering foem

Uberproduktion erwiinschter Inhaltsstoffe (Metabolite):
* benzylisoquinoline alkaloids (opium poppy)
e y-aminobutyric acid (tomato)

Entfernen negativer Inhaltsstoffe:
e Glucosinolate
* Phytinsaure

Enzymgen

Mutagenese *
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Entfernen negativ wirksamer (unerwutinschter)
Genomabschnitte nach Artbastardierung

* Raphanus-Introgressionen in Raps
e P. procumbens-Introgression in

Zuckerriben
» Agropyron-Introgression in Weizen

,Chromosome engineering“ =)

Wheat, 1B1R
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Epigenome Editing

A Transcriptional Regulation B Histone Residue Modification
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Figure 1. CRISPR/dCas9-Based
Applications to Study and Manipulate the
Epigenome

For a Figure360 author presentation of Figure 1,
see the figure legend at hitps://dol.org/10.101&/].
stemn.2017.09.006#mmc2.

Main applications of the CRISPR/dCas9 system to
study and manipulate the epigenome are based on
the feasibility to allocate chromatin modifiers and
fluorescent molecules in a very precise way. This
includes the targeted reposition of transcriptional
regulators (A), histone modifiers (B), enzymes
responsible for changes in the DNA methylation
(C), chromatin-interacting ncRNAs (D), and fluo-
rescent molecules (E). (Gray dotted-boxes can be
replaced with the colored boxes corresponding to
reported examples of chromatin modifiers and
fluorescent molecules). HDM, histone demethy-
lase; HMT, histone methyltransferase; HAT, his-
tone acetyltransferase; HDAC, histone deacyety-
lase; HUbq, histone ubiquitin ligase; DNMT, DNA
methyltransferase; TET, ten-eleven translocation
enzymes. Ac, acetylation; Me, methylation; Ub,
ubiquitination.

E—i 1) Pulecio et al. (2017) Cell Stem Cell 21, 431-447

Prof. Dr. C. Jung, Lehrstuhl fir Pflanzenziichtung, Universitét Kiel
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Gene Drive

» Ausloschen ganzer Populationen:

Malaria-Mucken, resistente Unkrauter

&
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McFarlane et al. (2018) Trends in Biotechnology 36, 130-133
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Veranderung agronomischer Merkmale durch Geninaktivierung (1)

Crop Target gene Function Technique References
Apple PDS Biosynthesis of chlorophyli CRISPR/Cas9 Nishitani et al. 2016
Barley HvPM19 ABA-inducible plasma membrane protein CRISPR/Cas9 Lawrenson et al. 2015
Corn ZmIPK Antinutritional phytic acid biosynthesis CRISPR/Cas9 Liang et al. 2014
Corn LIG1, Ms26, Branching, male fertility, and acetolactate CRISPR/Casd Svitashev et al. 2015
and Ms45 synthase
Corn ARGOS8 Drought tolerance CRISPR/Cas9 Shi et al. 2016
ZmPDS, ZmIPK1A, |, . . .. S . )
Corn ZmIPK, ZmMRP4 Antinutritional phytic acid biosynthesis TALENS Liang et al. 2014
Com  |ZmAgol8 and DFR [N VA interference and related pathways and o p opp/cacq Char et al. 2017
oxidation-reduction process
Cotton HPPD, EPSPS Herbicide resistance CRISPR/Cas9 D'Halluin et al. 2013
Cucumber |elF4E Virus resistance CRISPR/Cas9 ggfg drasekaran et al.
Orange |CsPDS Biosynthesis of chlorophyll CRISPR/Cas9 Jia et al. 2014
Petunia |PDS Biosynthesis of chlorophyll CRISPR/Cas9 Zhang et al. 2016
Poplar potPDS Biosynthesis of chlorophyll CRISPR/Cas9 Fan et al. 2015
Poplar 4CL1, 4CL2 Lignin and flavonoid synthesis CRISPR/Cas9 Zhou et al. 2015
Potato StIAA2 Petiole hyponasty and shoot morphogenesis CRISPR/Cas9 Wang et al. 2015
Potato Vinv Sucrose breakdown to glucose and fructose TALENS Clasen et al. 2016
Rapeseed BnALC Silique Shatter Resistance CRISPR/Cas9 Braatz et al. 2017
Rapeseed gggt&; BnCLv2, Multilocular Siliques CRISPR/Cas9 Yang et al. 2017

Jung et al. (2018) Plant Breeding 137:1-9. https://doi.org/10.1111/pbr.12526

Prof. Dr. C. Jung, Lehrstuhl fir Pflanzenziichtung, Universitat Kiel

(modified)
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Verdnderung agronomischer Merkmale durch Geninaktivierung (2)

Prof. Dr. C. Jung, Lehrstuhl fir Pflanzenziichtung, Universitat Kiel

Crop Target gene Function Technique References
: Synthesis of chlorophyll b and regulate shoot :
Rice CAQO1, LAZY1 Lo . CRISPR/Cas9 |Miao et al. 2013
gravitropism, control tiller angle
Rice 82;2\%H2 Biosynthesis of chlorophyll and aroma CRISPR/Cas9 [Shanetal. 2013
Rice OsSWEET Plant disease susceptibility genes CRISPR/Cas9 |Jiang et al. 2013
Rice OsWaxy Amylose synthesis CRISPR/Cas9 |Maetal. 2015
Rice OsBEL Herbicide resistance CRISPR/Cas9 [Xuetal. 2014
Rice CSA Male sterility CRISPR/Cas9 |Lietal. 2016b
Rice OsERF922 Blast resistance CRISPR/Cas9 |Wang et al. 2016
Rice IC;r’L\lla DEP1,GS3, Yield related genes CRISPR/Cas9 |Lietal. 2016a
Rice OsSWEET14 Bacterial blight resistance TALENS Lietal 2012
Rice OsPDS, OsBEL [Carotene biosynthesis and regulation of transcription |CRISPR-Cpfl [Xu et al.2017
Rice OsAnn3 Cold tolerance CRISPR/Cas9 [Shenetal. 2017
Soybean |GmPDS Chlorophyll pigment synthesis CRISPR/Cas9 [Duetal. 2016
Soybean |Glyma07914530 |Glucosyltransferase CRISPR/Cas9 |Jacobs et al. 2015
Soybean Eﬁg;ig and High oleic acid, low linoleic acid TALENS Haun et al. 2014
Sugarcane CAOMT Cell wall composition (production of bioethanol) TALENS Jung et al 2016
Tobacco |NtPDS Biosynthesis of chlorophyll CRISPR/Cas9 |Gao etal. 2014
Tobacco |NtPDR6 Plant development CRISPR/Cas9 |Upadhyay et al. 2013
Tobacco Virus resistance CRISPR/Cas9 |Alietal. 2016
18
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Verdnderung agronomischer Merkmale durch Geninaktivierung (3)

Crop  [Target gene Function Technique  |References

Tomato |SIAGO7 Leaf development CRISPR/Cas9 Brooks et al. 2014

Tomato [RIN Fruit ripening CRISPR/Cas9 |Ito et al. 2015

Tomato [SIPDS, SIPIF4 B_losynthes_ls of chlorophyll and Auxin CRISPR/Cas9 [Changtian et al. 2016
biosynthesis

Tomato PROCERA Gibberellic acid metabolism TALENS Loretal. 2014

Wheat [TaMLO homologs Powdery mildew resistance CRISPR/Cas9 |Wang et al. 2014

Wheat [INOX, PDS Inositol oxygenase and phytoene desaturase genes |CRISPR/Cas9 [Upadhyay et al. 2013

Wheat [TaDREB2, TAERF3 E;;ﬁar;sm”se’ ethylene signaling and response o, <o p/casg Kim et al. 2018

Verdanderung agronomischer Merkmale durch Einbau eines Fremdgens

Crop [Target gene Function Technique  |References

Rice ALS Herbicide resistance CRISPR/Cas9 [Endo et al. 2016
Tomato |ANT1 Anthocyanin biosynthesis CRISPR/Cas9 [Cermak et al. 2015
Corn ALS1, ALS2, PAT Herbicide resistance CRISPR/Cas9 |Svitashev et al. 2015
Corn ARGOS8 Drought tolerance CRISPR/Cas9 |Shi et al. 2016
Soybean |DD43 Hygromycin phosphotransferase CRISPR/Cas9 |Li et al. 2015
Soybean |ALS1 Herbicide resistance CRISPR/Cas9 |Li et al. 2015

Cotton |HPPD, EPSPS Herbicide resistance Meganuclease |D'Halluine et al. 2013
Flax EPSPS Herbicide resistance CRISPR/Cas9 [Sauer et al. 2016
Rice EPSPS Herbicide resistance CRISPR/Cas9 |Li et al. 2016

Prof. Dr. C. Jung, Lehrstuhl fir Pflanzenziichtung, Universitat Kiel
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Eigenschaften, die durch das Zusammenwirken vieler Gene beeinflusst werden
(quantitative Merkmale), und die bereits durch genome editing veréndert worden sind.

/\

), Merkmalswert

|
N

Ertragsmerkmale

Frucht-/Samengroiie
Pflanzen-Architektur

BllUhzeitpunkt

Schotenplatzfestigkeit, Schotenarchitektur
Stresstoleranz (Trockenheit, Kalte)
Samenreife, Platzfestigkeit

Domestikation heutiger Wildpflanzen in
wenigen Schritten

I
T

]

' NH |
\

Gen fur

Transkriptionsfaktor

,\ N

Merkmalswert

Kandidatengene:
e SPL-Transkriptionsfaktoren
 MADS-Box-Transkriptionsfaktoren
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Problem der Anwendung von Genome Editing: -

die meisten Nutzpflanzen sind polyploid !

» die meisten Nutzpflanzen besitzen mehrere Gene mit gleicher Funktion:
sie lassen sich gleichzeitig ausschalten, aber die Zlichtung gestaltet sich
schwierig (Erzeugung von knockout Elite-Genpools oder markergestitzte
Ruckkreuzung aufgrund komplexer Spaltung ist nétig)

» GVO Gesetzgebung: bei Verwendung von Agrobakterien: es lassen sich haufig
Vektorfragmente in der Pflanze nachweisen

» Umgehen der GVO Gesetzgebung (nach dem EuGH Urteil nur aul3erhalb
Europas!)

- Verwendung von Agrobakterien-freier Transformation (PEG, protoplasts)
- Verwendung von Transgen-freien Techniken (Ribonucleoproteine: Cas9-Protein,
SgRNA)

21
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Genom-Organisation in Nutzpflanzen:

Polyploidie

potato 2x; 4x

wheat 4x (durum wheat)
6x (bread wheat)

rapeseed 4x
guinoa 4x
cotton 4x

strawberry 2x, 4x, 5x, 6x, 8%, 10x

Prof. Dr. C. Jung, Lehrstuhl fir Pflanzenziichtung, Universitat Kiel

Brassica nigra
’r n=8

Brassica caringta}/ B \1 Brassica juncea
H_HFK.V &*k_'!_ n=18
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n=9 T+ S F .
Brassica oleracea N, Brassicarapa

Brassica napus

https://en.wikipedia.org/wiki/Triangle_of_U
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FTi regulation: knowledge transfer from model plants (Arabidopsis)

Arabidopsis thaliana - Brassica napus
(cold-responsive ecotypes) (winter—type cultivars)
Flowering
FRI f¢----  [oPresson FRI1| |FRI2|[FRI3| |FRI4
Vo Y TR
&’ I/’/ &.”\\\I/\‘*\
) 3% FLc)FLc)FLc] [Frc)(Fe [I;_C [ﬁ_c FLC|[FLC
_/?\- \ \ o’ ] \\\\ l'I | I
\ J_ NN J_/’ I I R I )’
Flowering PUED A -~ S "L g T —.
FT J---- integrator FT || FT || FT || FT|{ FT |l FT

¢ signal

- — - Hypothetical interaction
% _I Inhibition and/or degradation

== Activation and/or stabilization
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Plant Breeding
Kiel

Gleichzeitiges Ausschalten mehrerer Gene

verschiedene Gene mit verschiedenen sgRNAs ausschalten (multiplexing)

Genl Gen 2 Gen 3
I I |
v Gen 1 Gen 2° Gen 3°
s o | 3¢

sehr ahnliche Gene (Paraloge) mit einer sgRNA ausschalten

Gen 1A Gen 1B Gen 1C
S __
Gen 1A Gen 1B° Gen 1C¢
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Die erhohte transkriptionelle Aktivitat durch CRISPR-Cas9 Mutagenese fiihrt zu Prze=n
verbesserter Resistenz gegen Durrestress bei Mais unter Feldbedingungen

Integration eines neuen Promotors (GOS2

PRO) stromaufwarts des ARGOS8 Gens Ersetzen des nativen Promoters ARGOSE1
Methode: homology-directed DNA repair durch den GOS2 PRO Promotor
(a N S 0.20-
GOS2 promoter insertion =
cTS1 GOS2 promoter swap § o1
— [ ARGOS8 PRO S.UTR| s | CTs3 CTS2 g "
B [ @ ———————J arcosspro  [JJ5-UtR | cos |—— E 0.10
g o
=
[1°]
-m:ﬂ g ‘-Im [ T g 005+
Template DNA »---' \
Template DNA I\___/I 0.00 _
HDR ‘ ‘ WT  Hete Homo
HDR
—| ARGossPrO | | Gos2prO | | s |— Relative Expression von
052 PRO | IIicns ARGOSS in Blattern gemessen
mit gRT-PCR.
particle bombardement Cas9, sgRNA, PMI,
ODP2 and WUS Genomic sequence upstream of the ARGOS8 coding region in
! @ ARGOS8-v1 three genome-edited variants.
Selektion Von T2 Pflanzen mit ZUfaIIigen ————— CTCAA Ciziiﬁ\i;;:.[sCCATGAGCE CTGGCGCGCG GGTCCGGLGE GGUGGTCTGT GAGGGCAAAT TTATATAGGT CTAGTGGGTA CCCGGCTACG
DNA Insertionen GATAGATATG ATGCTGCACT GCACATTGGC TATATCTGAG GCTCCTGCGC GCGCCTTGGC CAGGTGTCTG TCATGCGGGC GATGCCGCAGGAAGAGGA--
M R A M P Q E E E
l ARGOS8-v2
1 GOS2 5°-UTR
EXpreSSIOn ————— CTCAA CAACCAAGTT TCCATGGTAC GGATAGATAT GATGCTGCAC TGCACATTGG CTATATCTGA GGCTCCTGCG CGCGCCTTGG CCAGGTGTCT
l GTCATGCGGG CGATGCCGCA GGAAGAGGAA —
. M RA MPQ EEE
Ruckkreuzung
ARGOS8-v3
l L S c€Is1
Fl_Hybriden ---AAATAAA GAGTTACTTC TCTAAGCACT CGLCTGGCGCG CGGGTCCGGC GGGGCGGTCT GTGAGGGCAA ATTTATATAG GTCTAGTGGG TACCCGGCTA
CGGATAGATA TGATGCTGCA CTGCACATTG GCTATATCTG AGGCTCCTGC GCGCGCCTTG GCCAGGTGTC TGTCATGCGG GCGATGCCGC AGGAAGAG—
l M R A M P Q E E
Feldanbau Shi J, et al (2016) Plant Biotechnology Journal 15: 207-216. doi:10.1111/pbi.12603
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Gezielte Inaktivierung von drei Genen fiir Mehltau-Anfalligkeit in o=
Weizen durch genome editing 0 N

drei Gene (Homoeoallele) des MILDEW-RESISTANCE LOCUS (TaMLO)

Genredundanz hat bisher die Selektion von resistenten Pflanzen in nattrlichen
Populationen verhindert

TALEN-and CRISPR-Cas9 induzierte Mutationen aller drei TaMLO Gene in ein
und derselben Pflanze — vererbbare Mehltau-Resistenz mit einem breiten
Rassenspektrum C

TO-1 A1; TCGCTGCTGCTCGCCGTCACT s v e v v eusvass
T0-2 A1: TCGUTGCTGCTCGCCGETcacgoagga. . .aatcto
TO-3 A1:

B1: TCsCTs

LTATGCATCTCCCA —19
SATATGCATCTCCCA -3

i SGGATATGCATCTCCCA —32
"'I"'_E(:'['LIG(I{][—f‘]‘qat‘:q:‘.agqa focccatot cCGGEATATGCATCTOCGA +141

D1: TCSCTEC EUYA .t v u s o ... JGEATATGCATCTCCGR —11/481
To-4 D1: TosoTEo g.....atctcCGEGATATGCATCTCCGA =5

To-5 D1: TCGCTGEC T'SFTCCC\.CT Ju(.. ..... 2atctcCGGGATATGCATCTCCGA -5
T0-6 A1: TCECTGOTGOTCGCCGTCacge ...2atctcCGEGATATGCATCTCCCA —B
TCGCTGCTGCTCGCCGTcacgcay . »2abcteCGGGATATGCATCTCCCA -3
TCGECTGECTGCTCGCCGTcacgcagga. « - -atctcCGGEGATATGCATCTCCCA -4
TCGCTGCTGCTCGCCGTracgeaggac. aat ot eCGGGATATGCATCTCCCA —2
To-7 D1: TCGCTGCTGOTCGCCGETgacgcaggac. .2atctcCGEGATATGCATCTCCGRA —2
T0-8 A1: TCECTGUTGCTCGCCETCacgcad. ... .. . EeteCGGGATATGCATCTCCCA —7
TCGCTGLCTGCTCGCCGTcacgeagg. .« caatctcCGGGATATGCATCTCCCA -3
B1: TCGCTECTGCTCGCCGTgacgcany. . feccatot COGGEEATATGCATCTCCGA —2/4113

T0-9 A1; TCGCTGCTGCTCECCGT cacy. . toteCGGGATATGCATCTCCCA —10

D1: TCGCTGCTGCTCGCCGTgaACTCATTAT , v u . . ctcCEEGATATGCATCTCCGA =5
TCGCTGCTGCTCECCETgacgcaggac. « « - totcCGGGATATGCATCTCCGA —4 Blatt-Phanotypen nach Infektion von WT und mlo Mutanten 7

TCGCT! SCTCGCCGTgacgcaggac, aatctcCGGGEATATGCATCTCCGA —2

TGCTCGCCGTCACT. v o v .. o - . .CLCCGGGATATGCATCTCCCA —11 Tage nach Inokulation der isolierten Blatter mit Blumeria
SCTCGCCGEToacy. . . /gacccaat ot cCGGGATATGCATCTCOCA —3/461 graminis

o CATCTCCGA —29 )

;CTCGCCGTRACTE. « . . . . . . AtCtcCGEGATATGCATCTCCCA —8

TO-13 A1: T CTCGCCGTcacgeagga. . « .. - CLeCGGGATATGCATCTCCCA —B

T0-14 A1; TCGCTGCCGCTCGCCGTRacge. . . . . . .aatctcCGEGATATGCATCTCCCA —7

TO-15 Al: TCACTGCCOETCECCETCACTCE . v v v v v v v« » « COGGGATATGCATCTCCCE —11

TALEN-induzierte mutante TaMLO Allele

T0-10 A1: TCSCT
TO-11 A1: TCECTGC

D1: TCsCT
To-12 A1: TCsCT

Wang, Y., et al. (2014). "Simultaneous editing of three homoeoalleles in
hexaploid bread wheat confers heritable resistance to powdery mildew."
Nat Biotech 32(9): 947-951.
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Gene replacement by intron targeting confers glyphosate resistance in rice @—

A natural double aa substitution (T1021 + P106S; TIPS) in the conserved motif of the EPSPS-gene leads to
resistance to glyphosate in goosegrass

no spontaneous or induced TIPS double mutations have been reported in cultivated crops (low probability of
two simultaneous nucleotide substitutions.

several SgRNAs, targeting introns 1 and 2 of OSEPSPS — replace the endogenous exon 2 with a new exon
containing the TIPS substitutions

Two approaches: gene insertion and gene replacement

the entire sequence (1.6 kb) between the two C3 sites in the donor was inserted into the targeted
chromosomal C3 site

TIPS mutations in the TO population were transmitted to the next generation,
although only in the heterozygous TIPS state

assessed the glyphosate resistance of the TO and T1 plants

heterozygous TIPS mutant plants had normal phenotypes with no symptoms of
damage, plants carrying homozygous TIPS mutation could not survive,

e

Endogenous EPSPS locus -
Donor: tactaa
wt. tactaa

e DSB1 DsSB 2 TO-RPI: tactaa L1
TIPS tactaaata 129
Donor fragment \_-_\ TO-RP4: tactaaata i
tactaaata

TO-RP6: tactaaata
Repaired by NHEJ pathway l tactaaata
TO-RP7: tactaaata

tactaaata saerssaans -
TO-RPS; tactaaatatac
tactaaatatac

F-1’ E]- TO-RP10: tactaaata

tactaaat

Gene replacement Ties

Li J, et al. (2016) Gene replacements and insertions in rice by intron targeting using CRISPR-Cas9. Nature Plants 2:16139 27
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Erzeugung von Olraps mit erhéhter Schotenplatzfestigkeit (1)

Problem:

» Rapsschoten platzen vor oder wahrend der Ernte

e Bis zu 25% Vorernteverluste

Plant Breeding
Kiel

Janina Braatz

1,100 bp

............

BnaA.ALC.a  ACGCCGCTT-GTGCAGCCGCTGAAACT
BnaC.ALC.a  ACGCCGCTT-GTGCAGTCGCTGAAACT

B ACGCCGC---GTGCAGCCGCTGAAACT
i 'ﬁ| | ﬂf\u‘. nafl, "o
B n aA AL C.a .'I I'. _Iﬂill || III h ﬂ' \ Jﬂ(l II | '.l f'u'l '.. I|I I| Jﬁ; IU|I \ f\ J'I ||.I|' I'.
ACC———————- TGCAGCCGCTGAAACT

BnaC.ALC.a

ACGCCGCTT--TGCAGTCGCTGAAACT
| I.'ﬁ'\ fh'l |I II"-I "fV' II'. II|'lII |Iﬁ'| Ilnl Ulﬁ\a'lnl'\ .n"\.'lﬁl'. I|I III _.l"\,'lﬁl'. III"II ﬁ‘ |'n'- .}'n't

Ay

C,

Allele

A21 -2 bp

A3, '7 bp

CZ! +1 bp

CS! -1 bp
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Gleichzeitige Mutagenese
8 von 4 BnALC Homoeoallelen

pedicel valves

\_-a/
Bl

replum

[ exon
== bHLH domain
I CRISPR-Cas9 target site Braatz, J., et al. (2017)
— intron
4.7 kb intron in A homoeolog
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Erzeugung von Olraps mit erhéhter Schotenplatzfestigkeit (2) %—

» gleichzeitiges Ausschalten von 4 ALC Genen

» die T2 Nachkommen spalten nach Mendel 3:1 fiir das Transgen
» die Schoten sind platzfester

wm (]

w =

m aleTs

O Haydn

peak tensile force (N)

o - L]

3-4 4-5 58
siligue length (em)

Ty Ta Haydn

alc mutants

- Transgene genotypes
genic transgenic testd teste
CZCZ C2C3 C3C3 CZCZ C2C3 C3C3 C2C2 C2C3 C3C3

alc genotypes

27 9 3 4 0 3 14 2 1 6 3
27 9 0 2.25 4.25 2.25 4.25 9 4.25 2.25 4.25 2.25 8.52

Braatz, J., et al. (2017) 29
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Plant Breeding
Kiel

» SNP not allowed at positions 1-5 (1-8?, 1-10?, 1-127?)

Putative Off-Target Effects

BnaA ALC a CCGCTTGTGCAGCCGCTGAAACT
BnaC.ALC.a CCGCTTGTGCAGTCGCTGAAACT Janina Braatz
BnaC04g13390D CCGCTTGTGCAGTCTCTGAAACT

Non-coding region on chr. C02 CCGCTTTTGCAGCCGCAGAAAGA

Figure 2. Alignment of the CRISPR-Cas9 target sequences from
BnaA.ALC.a and BnaC.ALC.a in comparison to two potential off-
target sites identified in the reference genome of Darmor-bzh by
a BLAST search. The protospacer-adjacent motifs (PAM) are
underlined. SNPs are highlighted in red.

Braatz et al. 2017

» PCR: no editing in two additional off-targets

30
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Plant Breeding
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Zusammenfassung

» Die Anwendung von Genome Editing durch Knock-out ist flr polygene
Eigenschaften begrenzt

» Genome Editing wird aber die Methode der Wahl sein zur Steuerung von
Genregulation (Veranderung von Promotoren, Transkriptionsfaktoren,
Genfunktionsanderung)

» Transgen-freies Genome Editing ist die erstrebenswerte Alternative fur die
Zukunft (schnelle Domestikation von Wildformen erschliel3t neue
Nahrungsquellen, beschleunigte Evolution zur Krankheitsbekampfung,
Qualitatsverbesserung)

31
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Ausblick — Herausforderungen der Zukunft

|. Probleme

» Globale Erwarmung (Temperatur, Versalzung,
Wassermangel, Uberschwemmungen, Unwetter)

» Umweltverschmutzung
» Einschleppen fremder Arten durch Globalisierung
» Verlust von genetischer Vielfalt (Artenvielfalt)

» Nicht-nachhaltige Landwirtschaft (Monokultur,
Fruchtwechsel/Bodenkultur, Tierhaltung)

» Welterndhrung

32
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Ausblick — Herausforderungen der Zukunft

Il. Neue Techniken / Erkenntnisse

» Gerichtete Evolution (genetische Modifikation,
Lenkung der Artenvielfalt)

» Synthetische Biologie (neue, kinstliche Organismen)

» Mensch, Tier und Pflanze als Metaorganismus
(Auflosung des Individuums, neues
Okologieverstandnis)
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Ausblick — Herausforderungen der Zukunft

I11. Handlungskonzepte / Entscheidungshilfe fur
Gentechnik

Wir brauchen neue ethische Vereinbarungen (religios,
sakular, politisch):

Was ist unser Menschenbild?
Wie sehen wir unseren Planeten?
Wie wollen wir in 200 Jahren leben?

» Es geht nicht mehr um technische Entscheidungen, sondern
um Grundsatzentscheidungen
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