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Neue biotechnologische Methoden für Gehölze 

TOBIAS BRÜGMANN, VIRGINIA ZAHN, ALEXANDER FENDEL, STEFAN ZEBBEDIES, ALICE-JEANNINE SIEVERS, DIRK 

BECKER, MATTHIAS FLADUNG  

 

Als neue biotechnologische Methoden werden Verfahren zur gezielten Veränderung des Erbguts 

zusammengefasst, die durch Zinkfinger-Nukleasen, transcription activator-like endonucleases (TALENs) und 

CRISPR/Cas erreicht werden („Genomeditierung“, BOCH et al. 2009; JINEK et al. 2012; SHUKLA et al. 2009). Für die 

jüngste dieser Methoden wurden im Jahr 2020 Emmanuelle Charpentier und Jennifer A. Doudna mit dem 

Chemie-Nobelpreis ausgezeichnet. Sie haben maßgeblich die Genschere CRISPR/Cas9 entwickelt, mit der sich das 

Erbgut von Mikroorganismen, Pilzen, Pflanzen und Tieren schnell, günstig und präzise verändern lässt. 

Genomeditierungen ermöglichen das zielgenaue Ausschalten (Knockout) von Genen auf DNA-Ebene. Damit sind 

sie ein Fortschritt im Vergleich zu vorherigen Methoden, wie beispielsweise die RNA-Interferenz, die auf 

posttranskriptioneller Ebene eine, häufig unvollständige, Herunterregulation von Genexpressionen bewirkte. 

Gen-Knockouts werden zur Aufklärung von Genfunktionen verwendet, indem daraus resultierende, 

phänotypische Veränderungen analysiert werden. Aufgrund der einfachen Umsetzbarkeit und großen 

Zielgenauigkeit bei der genetischen Bearbeitung bietet die CRISPR/Cas-Technologie der Pflanzenforschung 

vielversprechende Perspektiven. 

Die drängenden Herausforderungen des Klimawandels sind durch extrem trockene Sommer in der Landschaft 

unübersehbar: Nur 21% der Waldbäume in Deutschland weisen keine geschädigte Krone auf (BMEL 2022) auf. 

Um die genetische Grundlage der Trockenstresstoleranz in Bäumen zu erforschen, ist die Übertragung der 

Genomeditierungstechniken auf Waldbäume ein Werkzeug mit großem Potenzial. Durch gezielte genetische 

Veränderungen bei anpassungsrelevanten Genen kann deren Einfluss auf die Trockenstresstoleranz und den 

dahinterstehenden physiologischen Prozessen ermittelt werden. Die Erkenntnisse können in der 

Forstpflanzenzüchtung berücksichtigt werden, z. B. bei der Auswahl von geeignetem Vermehrungsmaterial.  

Für Pappeln, insbesondere Aspenhybriden der Gattung Populus, die etablierte Modellorganismen in der 

biotechnologischen Forschung sind, stehen zahlreiche molekulare Werkzeuge und Genomsequenzen zur 

Verfügung, die CRISPR/Cas-Genomeditierungen ermöglichen. In Aspen und deren Hybriden wurden in der 

Vergangenheit bereits sehr effizient CRISPR/Cas9-vermittelte Gen-Knockouts ausgelöst, um deren physiologische 

Funktion aufzuklären (FLADUNG 2021; MÜLLER et al. 2020; BRUEGMANN et al. 2019). Grundlage der zielgenauen 

Wirkung der Cas9-Nuklease ist die Verwendung einer der Zielsequenz entsprechenden RNA (sgRNA), die die 

Nuklease an genau die Stelle des Erbguts führt, an der die DNA geschnitten werden soll. Durch den Schnitt 

entsteht ein DNA-Doppelstrangbruch. Nach Aktivierung des zelleigenen Reparatursystems wird die geschnittene 

DNA wieder zusammengefügt, wobei allerdings Fehler passieren können und somit Mutationen entstehen 

(zumeist Insertion oder Deletion von einzelnen Basenpaaren am vorgesehenen Genort). Anhand 

unterschiedlicher Editierungseffizienzen wurden Kriterien für das jeweils passende sgRNA-Design aufgestellt 

(BRUEGMANN et al. 2019). Da Cas9 für einige Gene nicht geeignet ist, wurden am Institut 2022 Genomeditierungen 

mit einer anderen Cas-Nuklease (Cas12a, ehemals als Cpf1 bezeichnet) in P. × canescens durchgeführt, wobei 

spezielle Editierungsmuster identifiziert wurden. Weitergehende, darauf aufbauende Techniken rücken 

zunehmend in den Fokus. Beispielsweise wird im BMEL-/FNR-Forschungsprojekt „TreeEdit“ die 

Funktionsfähigkeit von Methoden zum präzisen Einbau bzw. Austausch von Sequenzen durch Homologie-

abhängige Reparaturmechanismen untersucht. 

Die Forschungsarbeiten sind begleitet von wichtigen Aspekten der Sicherheits- und Risikoforschung. Daher 

werden genomeditierte Pflanzen auf unbeabsichtigte Editierungen, sogenannte Off-Target-Effekte, untersucht 

und Protokolle zum Nachweis von Genomeditierungen erarbeitet. Nach bisherigen Erkenntnissen anhand von 

DNA-Sequenzierungen infrage kommender Genorte sind zielspezifische Genomeditierungsansätze sehr exakt, 

sodass Off-Target-Effekte äußerst selten auftreten.  
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In einem abgeschlossenen Projekt zur DNA-freien Genomeditierung wurden spezielle Methoden untersucht, die 

auf rekombinanten Proteinen als Ribonukleotidprotein-Komplexe (RNPs) basieren. Der Einbau von artfremder 

Erbinformation wird auf diesem Wege grundsätzlich ausgeschlossen (BRÜGMANN und FLADUNG 2019). Die RNPs 

wurden erfolgreich in unterschiedliche Zelltypen von Pappeln (P. ×canescens und P. tremula × P. tremuloides) 

und Modellorganismen wie Tabak (Nicotiana tabacum) eingeschleust. Der Nachweis einer Genomeditierung 

durch RNPs steht noch aus.  

Ein weiterer Ansatz hinsichtlich Biosicherheitsaspekten ist die Verwendung von Nickasen anstelle von Nukleasen. 

Nickasen lösen DNA-Einzelstrangbrüche aus, die im Gegensatz zu von Nukleasen ausgelösten DNA-

Doppelstrangbrüchen mit deutlich höherer Wahrscheinlichkeit fehlerfrei repariert werden (FAUSER et al. 2014). 

Eine Genomeditierung wird nur dann ausgelöst, wenn zwei Nickasen an gegensätzlichen DNA-Einzelsträngen in 

definiertem Abstand zueinander platziert werden (RAN et al. 2013). Weil nur beim Zusammentreffen der beiden 

Zielregionen eine Editierung auftritt und gleich zwei sgRNAs zur Zieldeterminierung über die Editierung 

entscheiden, sind Off-Target-Editierungen technisch praktisch ausgeschlossen. Die Nickase-vermittelten 

Editierungen führten zu Deletionen größerer DNA-Bereiche zwischen den beiden sgRNA-Sequenzen, was mit 

klassischen, Cas9-vermittelten Editierungen nicht erreicht wurde.  

Während Genomeditierungen in Pappeln (P. ×canescens, P. tremula, P. tremula × P. tremuloides) effizient 

funktionieren, wurden Genomeditierungstechniken in europäischen Waldbaumarten im engeren Sinne bislang 

nicht getestet. Im laufenden Projekt „TreeEdit“ werden Forschungen zur Editierung der Rotbuche (Fagus 

sylvatica) angestrengt. Dabei werden drei, zur Etablierung grundlegende Schritte durchgeführt: in vitro-

Kultivierung, genetische Transformation und CRISPR/Cas-Editierung. Die in vitro-Kultivierung hat erste Erfolge 

gezeigt, sodass Pflanzenmaterial für die genetische Transformation und die nachgeschaltete Editierung zur 

Verfügung steht. Außerdem wird anhand bestehender in vitro-Kulturen die Editierbarkeit von Gemeiner Esche 

(Fraxinus excelsior), Stieleiche (Quercus robur) und dem Chinesischen Götterbaum (Ailanthus altissima) geprüft.  
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