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Methoden zur gezielten Veranderung
zlichterisch wichtiger Gene

Pflanzenziichtung fihrt zu genetischen Veranderungen von Pflanzen, damit sie
ertragreicher und resistenter gegen Pathogene werden.

Zuchtung ist Selektion und bedeutet "Einengung der genetischer Vielfalt in eine
bestimmte Richtung"

Auf der Suche nach neuen nitzlichen Genen, muss dem Ziichter eine moglichst
breite genetische Basis zur Verfligung stehen.

Er kann auf Wild- und Landsorten zuriickgreifen und durch Kreuzungen immer
wieder neue genetische Variation erzeugen.

Pflanzenziichtung schrénkt also einerseits die genetische Vielfalt ein, ist aber
gleichzeitig an der Erhaltung der genetischen Vielfalt interessiert, die ihr als Genpool
dient.
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Bedeutung von Mutationen fir die Evolution und
Domestikation sowie die Ziichtung von Kulturpflanzen

Tassels

Ears

Mais Teosinte

Dieses Wildgras wachst noch heute in einigen Gebieten
Mexikos. Teosinte sieht vollig anders aus als unsere
heutigen Maispflanzen.

Mais ist aus dem Wildgras Teosinte domestiziert worden.

Die Samenkdrner bei Teosinte fallen aus ihren
Schalen, sobald sie reif sind.

Die Maiskdrner sitzen sehr fest an einer
zentralen Spindel und haben die Fahigkeit, sich
selbst auszusaen, verloren.

e —

Teosinte  Zwischenformen Mais

Maispflanzen.

des Gens verstarkt.

einzigen Genes so anders aussieht als Teosinte.

Bedeutung von Mutationen fir die Evolution und
Domestikation sowie die Ziichtung von Kulturpflanzen

Das Maisgen ,teosinte branched 1 (tb1)” unterdriickt das Wachstum der unteren Seitentriebe bei

Das Gen gehort zu einem Genpool, der wéahrend der Kultivierung von Mais maRgeblich fir die Architektur
der heutigen Pflanze verantwortlich ist. Ein Transposon sitzt in dem Promoter von tb1, wo es die Aktivitdt

Ein Transposon ist also dafiir verantwortlich, dass unser heutiger Mais durch die Veranderung eines
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Methoden zur Erhohung der genetischen Variation

Kombination existierender Variation durch Kreuzung von
verschiedenen Linien, Varietdten, Landrassen etc.

Bestrahlung
— UV Licht (nur beim Pollen)
— Roéntgenstrahlung
— Gammastrahlung
— Schnelle Neutronen

Chemische Mutagenese
- EMS
— Colchicin

Insertionsmutagenese

Genom Editing

Chemische Mutagenese

Ethyl methanesulphonate (EMS)
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EMS-Mutagenese bei Zuckerriiben: M; Generation

Kontrolle

Wachstumsretardierung
Albinos

Veranderte Epidermis
Néahrstoffaufnahme
BlUhzeitpunkt

Agrobacterium tumefaciens kann
Pflanzen genetisch modifizieren

Chromosom
Agrobacterium
tumefaciens

Transformierte
Pflanzenzelle

Quelle: Taiz & Zeiger, Plant Physiology
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Agrobacterium tumefaciens kann
Pflanzen genetisch modifizieren

T-DNA Transfer im Detail
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A. tumefaciens Blatt-Transformation

are pieces of

1 leaf
0e®
l , remove
- - = add bacteria
- = Agrobacteria
selection &
shoot induction

shoots occur
within 3 weeks




Insertions-Mutagenese

T-DNA, Transposon
Insertion

‘Selbstungen

> €« >
Homozygote Mutante

Reverser Ansatz: Phanotypischer Ansatz:

e Sequenzierung von sehr vielen Mutanten ¢ Erkennung einer Mutante
¢ Identifizierung einer Mutation im Gen ¢ Auffinden des mutierten Gens

Prazise Genomveranderungen

(A)

Meganucleases 5’ s TCATGCGATCTAATAGGGATAA | CAGGGTAATCACTCAGTCCATA s 3/
3w AGTACGCTAGATTATCCC [TATTGTCCCATTAGTGAGTCAGGTAT s 5’

5’ TCATGCGATCTAACATCGGTAGCTGGACATACACTCAGTCCATA e 3’
ZFNS 3’ e AGTACGCTAGATTGT CATCGACCTGTATGTGAGTCAGGTAT e 5’

Fokl

) Fokl

' e TCAT(:CGATCTAACATCGGTAGCTGGACATACACTCAGTC CATA mm—3
TALENS 3’ s AGTACGCTAGATTGTAGCCATCGACCTGTATCTCACTCACCTAT e 57

-~ WA

PAM

RuvC

D]
©) C?TGCGATCTAACATCGGTIAGC?'O
CRISPR 5/ s © ACATACACTCAGTCCATA mems 3
3 m— 4, TGCGATCTAACATCGGT AGCY - TGTATGTGAGTCAGGTAT s 5°
¥ ACGCTAGATTGTAGCCA|TCG

HNH

ZFN - Zinc Finger Nucleases Zhu et al. (2018) Trends in Plant Science, 22:38-52

TALEN : Transcription Activator-Like Effector Nucleases

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
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. [E=
DNA Reparaturmechanismen

+donor? no yes  yes

e

Non-homologous end-joining (NHEJ) Homology directed repair (HR)

—— =
Gene Disruption Gene Correction DNA Insertion

. [E=
ZFN Editing

‘(T-,Iédztgﬁ)e C TGCCTTCTCN\GTCRTGF-OCM\CTDCT@'GGGGCC‘-\M GTTGAGTCGGTCARACAAGAT TGCTTGGETC

TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCTGTGGGEECCATA:
[ TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCTGTGGGECCAT)
TGCCTTCTCARGTCATGAGCAACTCCTGTG ATA,
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCTGTGOGGOCA: 3 3
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCT GTGGGG CCATAT
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCT GTGGGGCCATA.
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTOCT GTGGGGCCATA
TGCCTTCTCARGTCATGAGCAACTCCT GETGGEGCCATA
TGC
TGCCTTCTCARG : CATGAGCAACTCCT GTGGGGCCATA,
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCT GTGGGEGCCATA:
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCA ACTCCT GTGGGECCATAT
;FN’1 2- TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCTGTGGGGCCATA
induced TGCCTTCTC ARGTCATGAGCAACTCCT GTGGGGCCA:
deletions | TGCCTTCTCAAGTCATGAGCARCTCCTGT AT
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCTGT AT
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCT GTGGGG CCATA.
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCT GTGGGG CCATA.
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCTGTGGGGCCATA
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCT GTGGGGCCATA
TOCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCTGTGOGGCCATA:
TGCCTTCTCARGTCATGAGCAACTCCTGTGGGG CCATAT
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCT GTGGGGCCATA
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCTGTGGGGCCATA
TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCTGTGGEECCATA
TGCCTTCTCARGTCATGAGCAACTCCTGTGGGECCATAT
TECCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCT GTGGGG CCATA.
TECCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCT GTGGGG CCATA.

CAGRACTGET TGAGTC GETCAARCARGAT TG TTGECT

AGAACTGGET TEGAGTCGETCARACAAGATTGC TTGECT

CAGAACTGGT TGAGTCGGTCAAACARGATTGC TTGGCTC
+GAACTGGT TGAGTC GGTCARACARGATTGC TTGGCTC
AGAACTGET TGAGTCGGTCAAACARGATTGC TTGECTC
AACTGGT TGAGTC GETCARRCARGATTGC TTEGET

AACTGGT TOAGTCGETCARACARGATTGC TTGECT

CAGAACTGGTTGAGT CGETCAAACARGATTGCTTGGC TC
GAGTCGGTCARACARGATTGC TTGGCTC
AACTGGT TGAGTCGGTCAARCARGATTGC TTGGCTC
TGAGTCGGTCAARCAAGATTGC TTGGCTC
TGAGTCGGTCARRCARGATTGC TTGECTC
AACTGGT TGAGTCGGTCARRCARGATTGC TTGEETC
AGAACTGET TGAGTC GETCARACAAGATTGE TTGECTC
TGAGTCGGTCAAACAAGATTGC TIGGCTC
TGAGTCGGTCAAACARGATTGC TTGGCTC
TGAGTCGGTCARACARGATTGC TTGGCT

TGAGTCGGTCARACARGATTGE TTGGCT

AACTGGT TGAGTCGGTCARRCARGATTGC TTGGCT

AGAACTGGT TGAGTCGGTCAARCARGATTGC TTGGCTC
iGAACTGGT TGAGTCGGTCAAACARGATTGC TTGECTC
AGAACTGET TGAGTCGGTCAARCARGATTGC TTGGCTC
ARCTGGT TGAGTCGGTCAARCARGATTGC TTGGCTIC
:GAACTGGT TGAGTCGGTCARACARGATTGE TTGECTE
AGAACTGET TGAGTCGETCARACAAGATTGE TTGECT

AGAACTGGT TGAGTCGGTCARACARGATTGC TTGGCTC
AGAACTGGT TGAGTCGGTCAARCARGATTGC TTGGCTC
CAGAACTGET TGAGTCGGTCAARCARGATTGC TTGECTC

‘_ZFN'12' TGOCTTCTCARGTCATGAGCAACTCCT GTGGESE 2aATATCCCAGAACTGGT TEAGTCGETCARACAAGATTGCTTS
_lﬂdUQed TGCCTTCTCAAGTCATGAGCAACTCCT GTGGGG CCATALcoc TCCCAGAACTGGT TGAGTCGETCAAACAAGATTGCTTG
insertions

Shukla et al. 2009 (Nature 459, 437-441)
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Prokaryotische Abwehrsysteme

" Phage

Bhue phage

??

Magking  Mutatian ®
Phage Injection blocked
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Blue phage

CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic repeat

Ein nger Seewasser enlfhah Westra etal. 2012, The CRISPRs, they are a-changin': how prokaryotes
ca. 10° Bakteriophagen! generate adaptive immunity. Annu. Rev. Genet. 46:311-38

CRISPR

1‘. Viral DI PAM Protospacel
MR AN \\ SLELRRLELEL RV BLELVELEL LR SRR RVEVVEVEL L BLVEVEL B LB RV LRV S

1. Acquisition

* ==y Spacer Spacer 2.CRISPR RNA
Pre-crRN ry ry Y blogenesis

" 3. Interference
- .

K
CIRNAf i ? S Viral DNA
AN AN AN AN AN AN A \Y}W RN AN i i

AN
OtOSPace!

A VLG LT VAL BISERER A A AR,
h
\ \ J

Repeats: 20 — 50 bp lang

Cas: CRISPR-associated gene

PAM: protospacer adjascent motif
NGG in Streptococcus pyogenes

Sorek R, Lawrence CM, Wiedenheft B 2013. CRISPR-mediated adaptive
immune systems in bacteria and archaea Annu. Rev. Biochem. 82:237-66
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CRISPR Type Il

b Typel crRNA-guided survelllance

Foreign DNA

-

&
oIl ==

RNase Il

cas gene CRISPR

tracrRNA crRNA biogenesis ?

L: Leader Sequenz (Promotor)

Sorek R, Lawrence CM, Wiedenheft B 2013. CRISPR-mediated adaptive

immune systems in bacteria and archaea Annu. Rev. Biochem. 82:237-66

Fusion von crRNA und tracrRNA

protospacer

target DNA

\

\SJIHHIHIHHIHIH ”””HMDT :.

crRNA

——— tracrRNA

crRNA-tracrRNA chimera

single guided RNA (sgRNA)

Jinek M, Chylinski K, Fonfara I, Hauer M, Doudna JA, Charpentier E 2012.
Aprogrammable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial

immunity. Science 337:816-821.
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CRISPR/Cas9

£

Nuclease-induced
double-strand break

NHEJ

e

Deleliuns[
5" -G/A
1T

Donar
template

[S— HDR
Variable length
indels +
| E—1
Precise insertion or modification
NHEJ: Non Homologous End Joining
HDR: Homology Directed Repair
Niharika Sashidhar 21
‘ :_‘:."P:"!'i
Mutationsanalyse
<
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el — | PCR Amplifizierung des Zielgens
ey ——
| Se—
—— ———
d : ] [———
l Digestion of Mismatched Duplexes
Denaturation & PaI'II'IEa"I!lJ ) —
E 3§ s & y 1 4 S —
[is '] = } E - ')
Possible re-annealing products .
Mit T7 Endonuklease oder Cel 1,
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G Editing in Nicoti
a
Myl PAM
TTTCTGCCGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAATTCA..,
. > B “- ) 'w“l"
Primer F =» = U
*= Primer R
Infiltrate Agrobactena Extract genomic PCR-amplify across Clone PCR products Seguence
carrying Cas9 and sgRNA  DNA and digest the target site
expression constructs with Miyl
into Nicotiana benthamiana leat
b c Myl PAM
1 2 3 4 PDS AATGCCCH GTTAATTTGAGAG-T-CC
4 -
sgRNA I s = e i _5
Casd bp HO3 ARTGCCCH GTTAAT. T -7
700 BO3  ARTGCCCH TGTT TAAT! T-CC TC -6
CO3  RATGCCC GTTAATTT == T-CC -5
500 G02 ARTGCCCCAARTTGGACTTGTTTCTGCCGTTAATTTGAGA C -1
400 GOl AATGCCC! GTTAATTTGAGA~-T-CCi -1
E03 ARTGCCCCAARTTGGACTTGTTTCTGCCGTTAATTTGAGAGTT GAGGTC +1 T
300 RO1  AATACCOCARRTTRAACTTGTTIOTGOCATTAATTTAAGA - - A~COARGATAATTCAGCTTATOTTTRAAGOTCAAGATE =1 T>1
co2 TTAATTTGAGAG -TACCARGOTA 41 A
Mlyl-digested
genomic DMNA
Nekrasov et al. (2013) Nat Biotechnol 31:691-693

Chromosomale Deletion

A B Lane 1 2 3 4
sgRNAT - + - +

sgRNAZ2 . 4+ - 4

Cas9 + + + +

50bp .
Targeti /2 FrimerR

Target 1 PAM Target 2 PAM
PFDS TTCTGO GT -~ CCANGG AGTCA TTGCAMMGGAATT
ml TTCTGCCGTTAATTT: ARAGGAATT -T6
m2 TTCTGCCGTITAATTTGAGAGT: IT -70
m3 TTCTGCCH T ARBAGGAATT -70 +1 T

Nekrasov et al. (2013) Nat Biotechnol 31:691-693

3/27/2019
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Ribonukleinpartikel (RNP) aus sgRNA und Cas9
konnen ohne stabile Transformation editieren

Gene gun

RE_+ .
M Mut col cil
= 0= 0= 0=

Mutarit identif
PCRRE and sequencing

1 week

Proscplast transfection
RNP

Yin et al. Nature Plants 3, 2017

Andere Anwendungen mit Cas9

i RBP
Activity T - (@
p 0 ok
= 1y — L Activity
4 Guide i Guide T i1l
f THLRRRIRRTRInrnigait SQRNA ALERERREE iRyl SQRNARNA
m “aplamer
w T, T
: dCas9 P ~ dCas9
d;main domain modifiers proteins Deaminases

NH.
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Histone Adenosine Cytidine

Durch die Inaktivierung der katalytischen Domanen bleibt nur noch die DNA-Bindungsaktivitat, die flr
die Rekrutierung anderer enzymatischer Funktionen benutzt werden kann.
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Ausblick

- Das CRISPR/Cas9 System erlaubt ein zielgerichtetes Schneiden von DNA mithilfe von
einer kleinen nichtkodierenden RNA und einer Nuklease. Das fiihrt zu einer
Genmodifizierung durch Reparaturmechanismen.

- Die CRISPR/Cas9 Technologie hat enormes Potential als Genom-Editing Werkzeug fur
die angewandte und die Grundlagenforschung.

- ZFN und TALEN waren auch moglich, aber beide Methoden sind sehr
arbeitsaufwandig und schwer zu etablieren!

- Nutzpflanzen verandert durch CRISPR/Cas9 waren bis letzten Sommer nicht als GMO
zu bewerten, wenn keine stabile Transformation durchgefiihrt wurde.
Durch das Urteil des EuGH mussen Pflanzen mit durch Genom-Editing induzierte
Mutationen als GMO bewertet werden.
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Praktikum
VCI 2019

DNA Isolierung
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Gewebeernte

Metallkugeln sollten in
jedem Tube vorhanden
sein

Gewebehomogenisierung

Homogenisierung
im Bead Ruptor

Zugabe von Puffer
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Spin Saulen basierte DNA-Isolierung
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http://en.wikipedia.org/wiki/Spin_column-
based_nucleic_acid_purification

A solid phase extraction method to
quickly purify nucleic acids. This
method relies on the fact that
nucleic acid will bind to the solid
phase of silica under certain
conditions.

Spin Saulen basierte DNA-Isolierung
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Lyse - The cells of a sample crushed with a lysis procedure.

Filtrate — The lysate is filtrated through a column, which binds also DNA
Bind - A buffer solution together with ethanol is added that force the binding of nucleic acids to the spin
column. A centrifuge is used to spin the solution through the silica gel membrane of the spin column. With

the right buffer composition the nucleic acids will bind to the membrane.

Wash - The flow-through is removed and a wash buffer is added to the column. After centrifugation only

the nucleic acid should be left on the silica gel.

Elute - The elution buffer removes the nucleic acid from the membrane and it is collected from the bottom

of the column.

http://en.wikipedia.org/wiki/Spin_column-
based_nucleic_acid_purification
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