Waldverjiingung I Forstpflanzenziichtung

Genom-Editierung in B&dumen

Durch neueste Techniken der Genom-Editierung konnen Pflanzen zielgerichtet verdndert und reproduziert werden, die
von Nachkommen aus der Kreuzungsziichtung nicht zu unterscheiden sind. Der Forschungsschwerpunkt flr diese
neuen Methoden liegt bislang auf Kulturpflanzen zur Nahrungsmittelproduktion. Im Thiinen-Institut f(ir Forstgenetik in
GroBhansdorf wird allerdings daran gearbeitet, die Genom-Editierung auf Baumarten zu tibertragen und damit die
Techniken von morgen auch fir die Forstpflanzenziichtung zu etablieren.
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In Zeiten des fortschreitenden Klima-
wandels steht auch die Forstpflanzen-
ziichtung vor dringenden Herausforde-
rungen. Viele einheimische Baumarten
geraten durch Wetterextreme mit hohen
Temperaturen und ausgedehnten regen-
armen Perioden in grofle Schwierigkeiten.
Zudem siedeln sich neuartige Schadorga-
nismen (Insekten, Pilze, Bakterien) in Mit-
teleuropa an, die unsere einheimischen
Baumarten in ihrer Existenz bedrohen.
Allerdings ist die Resistenzziichtung auf-
grund der langen Generationszeiten von
Baumen in ihren Moglichkeiten begrenzt,
schnell auf die durch den Klimawan-
del verursachten Gefahren zu reagieren.
Gleichzeitig ist der Fortschritt im Bereich
der DNA-Entschliisselung
rung) von tierischem und pflanzlichem
Erbgut (Genom) rasant. Obwohl die Se-
quenzierung von Biumen aufgrund der

(Sequenzie-

groflen, komplexen Genome besondere
Schwierigkeiten birgt, sind mittlerweile
zahlreiche Baumgenome entschliisselt.
Unter Baumarten mit wirtschaftlichem
Interesse in Europa sind hier zu nennen:
Populus trichocarpa (Westliche Balsam-
pappel; entschliisselt 2006 [1]), Malus do-
mestica ,,Golden Delicious® (Kulturapfel;
2010 [2]), Eucalyptus grandis (2011 [3]),
Picea abies (Gemeine Fichte; 2013 [4]),
Picea glauca (WeifSfichte; 2013 [5]), Pinus
taeda (Weihrauchkiefer; 2014 [6]) und
Betula pendula (Hingebirke; 2017 [7]).
Die Verfiigbarkeit der genomischen DNA-
Sequenz ist die unverzichtbare Grundlage
fiir die Methoden der Genom-Editierung
in Baumen.

Genscheren arbeiten zielgenau

Eine Genom-Editierung ist die zielgerich-
tete Verdnderung genetischer Informa-
tionen mithilfe sogenannter Genscheren.
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Die bekannteste Genschere heifst ,,Cas9“
und findet Anwendung in der Technik
,CRISPR/Cas9¢. ,CRISPR*“ steht fiir
,»Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats“, ein in Bakte-
rien vorkommendes Immunsystem zum
Schutz vor Viren. Die ,,Cas9“ ist eine
Endonuklease, also ein Enzym, das DNA
zerschneiden kann. Sie wird mithilfe eines
RNA-Molekiils, der sogenannten ,,Gui-
de-RNA“, an eine gewiinschte Stelle im
Genom geleitet. Dort schneidet die Endo-
nuklease aber nicht wahllos, sondern an
einer vorher genau definierten Stelle. Die
Guide-RNA dient hierbei als Schablone.
Nachdem die DNA geschnitten wurde,
wird das natiirliche Reparaturprogramm
der Zelle angeschaltet mit dem Ziel, die
zerschnittene DNA wieder zusammen-
zufiigen. Hierbei konnen aber Fehler
passieren: An der Schnittstelle werden
entweder einzelne DNA-Bausteine (Nuk-
leotide) zusitzlich eingebaut oder es
gehen welche verloren. Diese Fehler in
der DNA-Sequenz werden als Mutatio-
nen bezeichnet. Lotst die Guide-RNA die
Endonuklease Cas9 zu einer DNA-Re-
gion, die ein Gen verschlisselt (kodiert),
und wird diese Region geschnitten und
anschliefSend fehlerhaft repariert, mutiert
das Gen. Je nach Mutation kann das Gen
daraufhin seine Funktion verlieren: Ein
,Gen-Knockout“ ist entstanden.

Neben Genen, die direkt fiir die Aus-
pragung bestimmter Merkmale verant-
wortlich sind, bieten Gene, die an der
Kontrolle von Zellprozessen (Transkrip-
tionsfaktoren) beteiligt sind, weitere
interessante Moglichkeiten der Anwen-
dung der Genom-Editierung. Transkrip-
tionsfaktoren regulieren die Aktivitdt
von Genen und bestimmen so, wann, wie
stark und in welchem Gewebe sie zur
Auspriagung gelangen. Wenn Mutationen
in Transkriptionsfaktoren platziert wer-

Schneller Uberblick

e Genscheren wie CRISPR/Cas9 funktio-
nieren auch in Bdumen

e Die Genscheren fligen zielgerichtet
Mutationen ein, die Gene in ihrer Aus-
pragung stilllegen oder stérken

e Genomeditierte Pflanzen sind nicht von
Pflanzen aus der Kreuzungsziichtung zu
unterscheiden

den, die die Ausprigung von bestimmten
kodierenden Genen hemmen, wirkt auch
diese Herunterregulation nicht mehr.
Die kodierenden Gene koénnen dadurch
im Gegensatz zu ausgeschalteten Genen
zu einer starkeren Ausprigung gebracht
werden.

Die Genom-Editierung unterscheidet
sich grundlegend von allen bisher ange-
konventionellen Methoden,
die eine Hemmung der Genausprigung

wendeten,

zum Ziel haben. Gene kommen zur Aus-
pragung, indem die genomische DNA in
eine RNA ibersetzt wird und die RNA
schliefflich in eine Aminosiurenkette,
die dann zu einem Protein gefaltet wird.
Transgene Ansdtze waren dafiir konzi-
piert die RNA abzufangen, bevor sie zu
einem Protein iibersetzt werden kann. Die
Genom-Editierung setzt hingegen direkt
an der DNA an.

Eine DNA-Verinderung rufen auch die
Methoden der Mutagenese hervor, bei
denen mit Chemikalien oder nach UV-
oder Rontgenbestrahlung zufillige Muta-
tionen in Pflanzenzellen entstehen. Es ist
dabei nicht moglich, Verinderungen in
der DNA zielgerichtet vorzunehmen. Das
CRISPR/Cas9-System ermoglicht es zum
ersten Mal, gewiinschte Gene gezielt an-
zusteuern und ein- oder auszuschalten [8].
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CCACAGATG-CGCTGE
CCACAGATG-CGCTGE

ATCTTCCTT -CACAGG
ATCTTCCTT -CACAGG

Unverinderte
Linie
Editierte Linie A

2
CCACAGATGTCGCTGE ATCTTCCTTTCACAGG
CCACAGATGTCGLTGE ATCTTCCTT -CACAGG

s
CCACAGATGTCGCTGG & ATCTTCCTTTCACAGG
CCACAGATGGCGCTGE ATCTTCCTT -CACAGG

Editierte Linie B

Abb. 1: Editierte Genregionen in den fiinf Zielgenen aus der Bliihzeitpunkit-Regulation. Die
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50C1 50C1-Paralog 1 50C1-Paralog 2 AGLE.1 AGLE.2

ATCTTCCTTCACAGG TGAGT TCAA-GGGLGE TGTGTTTAA-GGGLGGE
ATCTTCCTTCACAGG TGAGTTCAA-GGGCGE TGTGTTTAA-GGGCGE s
g
ATCTTCCTTCACAGG TGAGT TCAAAGGGLGE TGTGTT= ===~~~ CGG En
ATCTTCCTTCACAGG TGAGT TCAAAGGGLGE JGTGTTTAA- -GGCGG |
=
ATCTTCCTTCACAGS TGAGTTCAANGGGCGE — TGTGTTTAAAGGGEGE S
T
ATCTTCCTTCACAGG TGAGT TCAAAGGGL GG TGTGTGTA- -GGACGG é,

Cas9-Nuklease setzt drei Nukleotide vor einer Signalsequenz (,,PAM-Sequenz®, tiirkis) einen
Schnitt in die DNA. Durch feblerhafte Reparatur entstanden vor allem hier Mutationen, aber

auch im nabheren Umfeld der Schnittstelle. Abgebildet sind jeweils zwei zusammengehirige

Sequenzen der zwei diploiden Allele, wovon eins von jedem Elternteil stammt. Die editierten

Bereiche sind rot markiert. Kasten 1: An der Schnittstelle konnen einzelne Nukleotide einge-

fiigt werden, entweder die gleichen in beiden Allelen (homozygote Insertion, oben) oder zwei

unterschiedliche (heterozygote Insertion, unten). Kasten 2: Monoallelische Mutationen treten

auf, wenn nur ein Allel editiert wurde und das andere Allel unverdindert bleibt. Kasten 3:

Auch gréflere Sequenzabschnitte konnen geloscht (Deletion), aber auch eingefiigt werden.

Aus dem
Immunsystem von Bakterien

Die CRISPR/Cas9-Technik basiert auf
1980er-Jah-

ren. 1987 wurde der zugrunde liegende

Erkenntnissen aus den

Mechanismus in Bakterien entdeckt,
wobei seine Funktion damals noch un-
bekannt war. Erst mit der Entdeckung
der Cas9-Nuklease im Jahr 2005 wurde
das CRISPR/Cas9-System mit der Im-
munabwehr von Bakterien gegen Viren
in Verbindung gebracht. SchliefSlich ge-
lang 2012 Wissenschaftlern in den USA
der Durchbruch, indem sie das System
umprogrammierten und auch in pflanz-
lichen und tierischen Zellen zur Anwen-
dung bringen konnten. Seitdem wurde
das CRISPR/Cas9-System immer weiter
verfeinert und steht heute, nur wenige
Jahre spiter, fiir die Genom-Editierung
in vielen Organismen aus dem Pflanzen-
und Tierreich fiir eine praxisreife An-
wendung zur Verfugung.

Als weitere Methoden der Genom-
Editierung sind Oligonukleotid-gerich-
tete Mutagenese, Zinkfinger-Nukleasen
und TALEN zu nennen [9]. Bei Zinkfin-
ger-Nukleasen und TALEN handelt es
sich, wie bei Cas9, um Endonukleasen,
die an einer festgelegten Stelle des Erb-
guts einen DNA-Schnitt einfiigen [10].
Auch hierbei kommt es durch fehler-
hafte Reparaturen der Schnittstellen zu
Mutationen.

Genom-Editierung
in Baumen seit 2015

Im Jahr 2015 wurden die ersten Publika-
tionen zur Genom-Editierung in Biumen
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veroffentlicht. Hierfiir wurde mit hoher
Effizienz ein Gen (Phytoen-Desaturase
PDS) gezielt ausgeschaltet, was in der
Folge zu weiflen Pflanzen (Albinos) fihrt
[10]. In Deutschland wurden die ersten
CRISPR/Cas9-Versuche an Biumen 2016
am Thiinen-Institut fiir Forstgenetik,
GrofShansdorf, durchgefiihrt. Als Modell-
organismus diente hierfiir die molekular-
biologisch gut erforschte Hybridpappel
Populus x canescens (Graupappel). Im
ersten Ansatz sollten hier zeitgleich funf
Gene ausgeschaltet werden, deren Funk-
tionen in der Blithzeitpunkt-Regulation
gut bekannt sind. Im Rahmen einer Dok-
torarbeit wurde aber ihre Bedeutung fiir
die Biomassebildung in Pappeln erforscht.
Die gesteigerte Auspriagung dieser Gene
fithrte zu einem deutlich verminderten
Pflanzenwachstum [11]. Uber Genom-
Editierung sollten gezielt Mutationen in
die fiinf ausgewihlten Gene -eingefiigt

werden, sodass sie ihre Funktion verlie-
ren. Das Ziel war, dadurch eine gestei-
gerte Holzbildung zu erreichen. Tatsich-
lich gelang es in diesem ersten Ansatz,
vier der funf Gene gleichzeitig zu editieren
(Abb. 1). Die abschliefende Auswertung
der Wachstumsparameter steht noch aus.

Fur einen zweiten Ansatz wurden vier
Gene ausgewihlt, deren Proteine als Re-
zeptoren auf der Zelloberfliche fungie-
ren, mit denen der Kontakt zu Pilzen von
der Pflanze erkannt wird. Thre Bedeutung
wird in der Interaktion zwischen der Pap-
pel und Pilzen vermutet. Das ist von Inte-
resse, da Mykorrhiza-Pilze forderlich fiir
das Baumwachstum sind, wiahrend Pilze
der Gattung Melampsora den Pappelrost
auslosen, der erhebliche Schadbilder zur
Folge haben kann.

Genom-Editierung ohne DNA

Ein neues, innovatives Projekt, das zur-
zeit am Thiinen-Institut fiir Forstgenetik
in GrofShansdorf bearbeitet wird, verfolgt
ein in Baumen weltweit einzigartiges Ziel:
die Genom-Editierung ohne Einfithrung
von ,,Fremd-DNA¥. In der Praxis wurden
bisher fiir die Auspriagung der Endonuk-
lease Cas9 das hierfur kodierende Gen
sowie die Sequenz fur die Guide-RNA in
das Pflanzengenom eingebaut. Daraufhin
produzierte die Pflanzenzelle von sich aus
das Cas9-Enzym sowie die Guide-RNA
als Schneideschablone. Hierbei handelt es
sich um klassisch transgene Pflanzen, da
fremde DNA-Abschnitte verwendet wur-
den (Abb. 2).

In dem neuen Projekt ,,aProPop* wird
die Endonuklease, beladen mit der Gui-
de-RNA, als intaktes und funktionsfahiges

Transgenes DNA-freies
Genome Editing Genome Editing

Einbau fremder DNA in das Pflanzengenom

Kein Einbau fremder
DNA in das
Pflanzengenom

Indirekter Knockout
durch ,,Abfangen” der
RMNA eines Gens

Direkter Knockout durch Mutation des Zielgens

GVO nach Gentechnik-Gesetz

CRISPR/Cas9: GVO nach
Gentechnik-Gesetz
TALEN: kein GVO

Etablierte Technik In Baumgn wgltwent
einzigartig
Abb. 2: Biotechnologische Methoden im Vergleich
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Abb. 3: Genomeditierte Pappeln, in denen das Gen PDS ausgeschaltet ist, produzieren kein
Chlorophyll und sind daber weifSbleibende Albinos (links). Nicht-editierte Pappeln entwickeln
sich im gleichen Zeitraum (zwei Monate) in der Gewebekultur zu kleinen, griin gefirbten

Pflanzen (rechts).

Protein in die Pflanzenzellen Ubertragen.
Die Integration fremder Erbinformation
in die DNA der Pflanze wird damit aus-
geschlossen. Durch den DNA-Schnitt der
Endonuklease soll das Zielgen in seiner
Sequenz veriandert werden. Kurze Zeit
spater wird die Endonuklease und die
Guide-RNA von zelleigenen Mechanis-
men restlos abgebaut. Am Ende werden
genomeditierte Zellen erhalten, die al-
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lerdings nicht im herkommlichen Sinne
transgen sind, da sie keine Fremd-DNA
(Transgene) enthalten. Die hieraus rege-
nerierten, genomeditierten Pflanzen sind
nicht mehr von Pflanzen zu unterschei-
den, die natiirlicherweise mutiert oder
durch Kreuzungsziichtung entstanden
sind. Dieses Forschungsprojekt, gefor-
dert vom Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung, hat im Sommer 2018 be-
gonnen und lduft zwei Jahre. Als Zielgen
wurde die gleiche wie in [12] beschrie-
bene Phytoen-Desaturase ausgewihlt, die
an der Bildung des griinen Blattfarbstoffs
Chlorophyll beteiligt ist. Genomeditierte
Pflanzen lassen sich besonders einfach er-
kennen: Sie sind Albinos (Abb. 3). Nach
Etablierung der Methode ldsst sich die
Guide-RNA einfach gegen eine andere
Schneideschablone austauschen, sodass
auch andere Gene als Zielgene editiert
werden konnen.

Folgerungen

Nach der anfinglichen Entwicklung der
Genom-Editierung fur Kulturpflanzen
mit kiirzeren Generationszeiten wurde
gezeigt, dass CRISPR/Cas9 auch in Pap-
peln funktioniert. In Kombination mit
Fortschritten in Sequenzierungstechniken
fiir Baum-Genome bieten die Methoden
zur Genom-Editierung grofse Potenziale
fur die Forstpflanzenziichtung, insbe-
sondere im Hinblick auf die dringenden
Herausforderungen des Klimawandels.
Die praktische Anwendung genomedi-
tierter Biume wird von den juristischen
Aspekten abhingen, deren Klirung an-
steht. Im Urteil des Europdischen Ge-
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richtshofs (EuGH) vom 25. Juli 2018
wurde die Genom-Editierung unter die
gleichen Richtlinien wie konventionelle
gentechnische Verfahren gestellt. Momen-
tan steht dies aber nicht im Einklang mit
dem giiltigen deutschen Gentechnikge-
setz (GenTG). Obwohl die Endprodukte
der Genom-Editierung von Pflanzen aus
konventionellen =~ Mutageneseverfahren
(z. B. radioaktive Bestrahlung) oder der
Kreuzungsziichtung nicht zu unterschei-
den sind, handelt es sich um gentechni-
sche Organismen, weil eine Nukleinsdure
in die Pflanzenzelle eingebracht wurde.
Methoden wie TALEN, bei denen nur ein
Protein zur Genom-Editierung in Pflan-
zenzellen eingeschleust wird, sind derzeit
von den Regelungen des GenTG nicht ab-
gedeckt. Obwohl die juristischen Fragen
derzeit nicht abschliefend geklirt sind,
konnen Forstpflanzenziichtung und Ge-
nom-Editierung dennoch Hand in Hand
arbeiten. Die molekularbiologische Pflan-
zenforschung kann durch Funktions-
analysen und Modellversuche Kandida-
tengene fur gezielte Kreuzungsziichtung
bereitstellen und damit das Zichtungsziel
schneller erreichen.

Mogliche Anwendungsfelder sind zahl-
reich vorhanden: Das Eschentriebsterben
zeigt eindrucksvoll, dass Schadorganis-
men den Bestand ganzer Baumarten ge-
fahrden konnen. Eine genetisch induzierte
Toleranz gegen den Erreger wiirde die
Esche vor dem Aussterben bewahren.
Kommerzielles Potenzial bieten genom-
editierte Pappeln und Weiden mit erhoh-
tem Ertrag, die fur Kurzumtriebsplanta-
gen zur Produktion von nachwachsenden
Rohstoffen genutzt werden konnten. Fer-
ner konnen Pappeln mit der nétigen ,,ge-
netischen Ausstattung® verwendet wer-
den, um Schadstoffe aus kontaminierten
Boden herauszulosen [13].

Dr. T. Briigmann,
tobias.bruegmann@thuenen.de,
forscht als wissenschaftlicher
Mitarbeiter am Thiinen-Institut fiir
Forstgenetik im Bereich Genom-
Editierung in Bdumen. PD Dr. Mat-
thias Fladung ist stellvertretender
Institutsleiter des Instituts.

www.forstpraxis.de



