
3/27/2019

1

Dr. Siegbert Melzer

Institut für Pflanzenzüchtung

Universität Kiel

Plant Breeding 
Institute 

Faculty of Agricultural and Nutritional Sciences

Methoden zur gezielten Veränderung 
züchterisch wichtiger Gene 

Methoden zur gezielten Veränderung 
züchterisch wichtiger Gene 

Pflanzenzüchtung führt zu genetischen Veränderungen von Pflanzen, damit sie 
ertragreicher und resistenter gegen Pathogene werden.

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

Auf der Suche nach neuen nützlichen Genen, muss dem Züchter eine möglichst 
breite genetische Basis zur Verfügung stehen. 
Er kann auf Wild‐ und Landsorten zurückgreifen und durch Kreuzungen immer 
wieder neue genetische Variation erzeugen. 

Pflanzenzüchtung schränkt 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 für die Evolution und 
Domestikation sowie die Züchtung von Kulturpflanzen

Teosinte      Zwischenformen             Mais

Teosinte Mais

Mais ist aus dem Wildgras Teosinte domestiziert worden. 
Dieses Wildgras wächst noch heute in einigen Gebieten 
Mexikos. Teosinte sieht völlig anders aus als unsere 
heutigen Maispflanzen. 

Die Samenkörner bei Teosinte fallen aus ihren 
Schalen, sobald sie reif sind. 
Die Maiskörner sitzen sehr fest an einer 
zentralen Spindel und haben die Fähigkeit, sich 
selbst auszusäen, verloren. 

Das Maisgen „teosinte branched 1 (tb1)“ unterdrückt das Wachstum der unteren Seitentriebe bei 
Maispflanzen. 
Das Gen gehört zu einem Genpool, der während der Kultivierung von Mais maßgeblich für die Architektur 
der heutigen Pflanze verantwortlich ist. Ein Transposon sitzt in dem  Promoter von tb1, wo es die Aktivität 
des Gens verstärkt. 
Ein Transposon ist also dafür verantwortlich, dass unser heutiger Mais durch die Veränderung eines 
einzigen Genes so anders aussieht als Teosinte. 

Bedeutung von Mutationen für die Evolution und 
Domestikation sowie die Züchtung von Kulturpflanzen
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Methoden zur Erhöhung der genetischen Variation

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

Bestrahlung

– UV Licht (nur beim Pollen)

– Röntgenstrahlung

– Gammastrahlung

– Schnelle Neutronen 

Chemische Mutagenese

– EMS

– Colchicin

Insertionsmutagenese

Genom Editing

Chemische Mutagenese
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• Wachstumsretardierung
• Albinos
• Veränderte Epidermis
• Nährstoffaufnahme
• Blühzeitpunkt

Kontrolle

LD 50

EMS‐Mutagenese bei Zuckerrüben: M1 Generation

Agrobacterium tumefaciens kann 
Pflanzen genetisch modifizieren 

Chromosom

Tumor

T-DNA

T-DNA

Chromosom

Ti Plasmid

Agrobacterium
tumefaciens Transformierte

Pflanzenzelle

Nukleus

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

cut pieces of
leaf

add
Agrobacteria

remove
bacteria

selection & 
shoot induction

shoots occur
within 3 weeks

1 cm

Floral Dip Methode für Arabidopsis thaliana
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Insertions‐Mutagenese

Phänotypischer Ansatz:Reverser Ansatz:

• Sequenzierung von sehr vielen Mutanten
• Identifizierung einer Mutation im Gen

• Erkennung einer Mutante 
• Auffinden des mutierten Gens

Homozygote Mutante

Selbstungen

T-DNA, Transposon 
Insertion 

Gen

ZFN : Zinc Finger Nucleases

TALEN : Transcription Activator‐Like Effector Nucleases

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

Präzise Genomveränderungen
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Non‐homologous end‐joining (NHEJ) Homology  directed repair (HR)

DNA Reparaturmechanismen

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

ZFN Editing
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Westra etal. 2012. The CRISPRs, they are a-changin’: how prokaryotes 
generate adaptive immunity. Annu. Rev. Genet. 46:311–38

Prokaryotische Abwehrsysteme

Ein Liter Seewasser enthält 
ca. 109 Bakteriophagen! 

CRISPR: clustered regularly interspaced short palindromic repeat

Repeats: 20 – 50 bp lang
Cas: CRISPR‐associated gene
PAM: protospacer adjascent motif
NGG in Streptococcus pyogenes

CRISPR

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 II

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

L: Leader Sequenz (Promotor)

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.

Fusion von crRNA und tracrRNA

single guided RNA (sgRNA)
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Cas9
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NHEJ: Non Homologous End Joining
HDR:   Homology Directed Repair

CRISPR/Cas9

Niharika Sashidhar

22

PCR Amplifizierung des Zielgens

Isolierung von DNA

Mit T7 Endonuklease oder Cel 1 

Mutationsanalyse
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Genom‐Editing in Nicotiana

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

Chromosomale Deletion

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



3/27/2019

13

Ribonukleinpartikel (RNP) aus sgRNA und Cas9 
können ohne stabile Transformation editieren

Yin et al. Nature Plants 3, 2017

Andere Anwendungen mit Cas9

Durch die Inaktivierung der katalytischen Domänen bleibt nur noch die DNA‐Bindungsaktivität, die für 
die Rekrutierung anderer enzymatischer Funktionen benutzt werden kann.
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Veröffentlichungen
2016 2017

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

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

‐ ZFN und TALEN wären auch möglich, aber beide Methoden sind sehr 
arbeitsaufwändig und schwer zu etablieren!

‐ Nutzpflanzen verändert durch CRISPR/Cas9 waren bis letzten Sommer nicht als GMO 
zu bewerten, wenn keine stabile Transformation durchgeführt wurde. 
Durch das Urteil des  EuGH müssen Pflanzen mit durch Genom‐Editing induzierte 
Mutationen als GMO bewertet werden.

Ausblick
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Praktikum
VCI 2019

DNA Isolierung

1000 µl

Pipetten und Spitzen

1000 µl
20 µl

1000 µl
200 µl
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Gewebeernte

Metallkugeln sollten in 
jedem Tube vorhanden 
sein

Gewebehomogenisierung

Homogenisierung
im Bead Ruptor

Zugabe von Puffer
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http://en.wikipedia.org/wiki/Spin_column‐
based_nucleic_acid_purification

Spin Säulen basierte DNA‐Isolierung

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. 

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

• 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.

Spin Säulen basierte DNA‐Isolierung


