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Was ist ein Gen und wie funktioniert es?

Chromosomen sind Tréiger der Erbinformation

= in jeder einzelnen Zelle vorhanden
= DNA = Schrift mit 4 verschiedenen Buchstaben

= ein hoheres Lebewesen hat z.B. ca. 30 tausend Gene

Produkte der Gene sind Proteine
= Strukturproteine (Muskeln, Nerven etc.)

= Enzymproteine (Katalysatoren fiir biochemische Prozesse)

RNA ...AUGCCACAGGCCAUGCCA...

Aminosaure
-kette

Protein
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Natiirliche genetische Veranderungen

Vier grundlegende Prinzipien

= Rekombination mitterlicher und vaterlicher Erbinformation in den Nachkommen
» kleine Fehler beim Kopieren der DNA (Zellteilung)

= kleine Deletionen und Insertionen bei zellularen DNA-Reparaturen

= Chromosomenteile, ganze Chromosomen und Chromosomensatze

Der Austausch von Erbinformationen findet auf folgenden Ebenen statt
= innerhalb der gleichen Art
= zwischen verwandten Arten

= zwischen nicht verwandten Organismen

Diese Vorgdinge
= erfolgen zufillig (bzgl. der Stelle im Genom und der sich ergebenden DNA-Sequenz)
= sind nicht vorhersagbar und nicht riickholbar

= essentielle Grundlage von Evolution, Domestikation und konventioneller Pflanzenziichtung
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Domestikation von Kulturpflanzen und Pflanzenziichtung

= beruht auf drastischen genetischen Veranderungen
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Gentechnik bei Pflanzen

Agrobakterien-vermittelte Transformation

= die Geniibertragung durch
Agrobakterien in Pflanzenzellen _
ist ein natiirlicher Prozess

= anstelle der bakteriellen Gene

konnen beliebige Gene der
Wabhl iibertragen werden

& vir genes

= aus einer gentechnisch Ti-plasmid

veranderten Zelle wird eine
ganze Pflanze regeneriert

Transport channel Nucleus

Mitochondrion
Chleroplast

Gelvin et al. 2005, Nature
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Zielsequenz-spezifische Mutagenese mittels Designer-Endonukleasen

(Genome engineering)

Meganucleases ZFNs
18 nt : 21 nt l
'TI ~9nt
(TALENS N CRISPR/Cas System
PAM Motiv
Cas9
I I ; l ng:NA'E"

\ ' ~ 15 nt ' ~ 15 nt ' )
20 nt '

(+ PAM Motiv)

ZFNs Zinc-Finger Nucleases

TALENs Transcription Activator-Like Effector Nucleases

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

Cas CRISPR-associated, RNA-guided Endonuclease Puchta and Fauser (2014) The Plant Journal
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TAL-Effektoren von Xanthomonas-Arten

DNA-Bindecdomaine

N I ] WC

CGTCATCGCCAAGCTGG
c 1 » °© c 26T AGCGGTTCGATCEC
c G
c B ol
Aanatiches 7E
Pflanzenzelle "_,.- e
Xanthomonas

mod. after Nino-Liu et al. 2006
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TAL-Effektoren von Xanthomonas-Arten

DNA-Bindecormaine

Nl 5 i i i 8 B & 0 &8 B 06 0 I B §0 8 I mc
c AT C G C C A
G T A G C G G T

c G T AGCTGGT CACTTAGT CG®GTT CGCTAT
GTAGGCA T CGACCGTGAATTCGTCCAGGATA
Cc
c B q
f\am.\‘\che Zielg

Vier verschiedene Bausteine: E OE =m =
Spezifisch gebundene Nukleotide: A T G C

DNA-Bindedomanen konnen fiir jede beliebige genomische Zielsquenz
designt werden; dafiir codierende DNA kann generiert und in einem
beliebigen Organismus exprimiert werden

Boch et al., Science 2009
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Zielsequenz-spezifische Mutagenese mittels Designer-Endonukleasen

N-

..cttacctCA
..gaatggacGT

> -

pflanzliches Zielgen

DSB
..cttacctCATCGCCAAGCTGGCACCcttgtt caagcgGACAGCAATACCGAATGGaagtg
.. gaatggaGTAGCGGTTCGACCGTGGGAacaa gttcgcCTGTCGTTATGGCTTACCTttcac

Reparatur via non-homologous end-joining

fehlerfrei
...cttacctCATCGCCAAGCTGGCACCcttgttcaagcgGACAGCAATACCGAATGGaagtdg
..gaatggaGTAGCGGTTCGACCGTGGgaacaagttcgcCTGTCGTTATGGCTTACCTtEttcac

fehlerhaft
...cttacctCATCGCCAAGCTGGCACCcttgtt-aagcgGACAGCAATACCGAATGG a gtg-..
.. gaatggaGTAGCGGTTCGACCGTGGgaacaa-ttcgcCTGTCGTTATGGCTTACCttcac.-..

jede beliebige Stelle in der Erbinformation kann gezielt mutiert werden,
kleine Modifikationen sind von 'natiirlichen' genetischen Veranderungen nicht unterscheidbar

LEIBNIZ INSTITUTE OF PLANT GENETICS AND CROP PLANT RESEARCH



Konzept zur Methodenentwicklung bei Gerste

Green Fluorescent Protein (GFP) wird als Modellgen verwendet
Die TALENs werden wahrend der Pflanzenregeneration aus unreifen Pollen exprimiert

Fluoreszenz

Transformation mit
Agrobakterien
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TALEN-vermittelte Mutagenese bei Gerste

Auswahl eines geeigneten
Zielmotivs im GFP-Gen

(

TALEN-codierende Sequenz

(

Plasmide zur Transformation

(

Transformation
GFP-transgener Gerste

Maia Gurushidze, Gotz Hensel, Stefan Hiekel, Sindy Schedel, Andrea Miiller, Ingrid Otto

>synthetic gfp full protein coding seq

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAA
ACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTT
CATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTGACCTACGGCGTGCAGT
GCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAG ACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTC
CAGGAC  Liiiieieciiusomas 2 (b, 3P TACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCG
ACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTCAAGGRLATCGACTTCAAGCGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAG
CTGGAGTACAACTACAACAGCCACAAGGTERALSP ~"""""""""""""=S%  CATCAAGGTGAAC
TTCAAGACCCGCCACAACATCGAGGACGGC! GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCAT
CGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCC
AACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGA
GCTGTACAAGGGATCCCATCACCACCATCACCATAAAGACGAACTCTAG

Agrobakterium mit Plasmid Agrobakterium mit Plasmid
fiir linke TALEN-Einheit fiir rechte TALEN-Einheit
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Deletionen und Insertionen in TALEN-exprimierenden Planzen

GFR-WT

48/1a
49/3a
49/3b
43/3a
56/1a
48/1b
49/3¢
53/3a
39/4a
49/3e
49/3fF
49/3g
49/3h
53/3b
53/3¢
53/3d
53/3e
53/3f
7/1a

56/1b
7/1e

7/1d

56/1c
58/4a
58/4b
58/4c
58/4d
39/4¢
39/4d
39/4e
39/4f
39/4g
56/1d
39/4h
39741
56/1e
56/1fF
56/1g
43/3b
43/3c¢
48/1¢c
48/1d
43/3d
48/1e
58/4e

Hannes Trautwein, Maia Gurushidze

AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA

AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGA----—======—-=—~ CTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGA--———==—======= CTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG---~-~---~~ CAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA

AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG----CGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG----CGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG----CGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG----CGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG----CGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG----CGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG----GACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA

AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAG---—=========~ CTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG-----=-=-=====-~, AGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG-CATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGBCGACACCCTGGTGAACCGCATCGABLTR -~~~ =~~~ =m = mmmmrmm e c e r e r e e e AGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGG--TCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGA----~-====—-=--—~ CTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCAGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA-----— CGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG---—=========== GAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG-~-----========~ GAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG------==-====-=~ GAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
e g o L TEAGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG-----~-~ ACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG-----~-~ ACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGG---CGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGA---~-=============——————— CTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGBRCAAC ===~ == === mmmrm e r e m e mm e m————— TTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGG -~ —======= === === e e TGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGA---------~ CTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG-------~ CTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAGGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG---TCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGBGCGACACCCTGG-~-==============—=————m— CGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCACATCGAGCTGAAGG-—==-========—=——=—=——————————————= CACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG-~——==========——mm e mm e m e CACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCBAGCTGAAG-—~——=======—— = TACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG-~~============ === ————————m e TACAACTACAAGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA

AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG-----==-=========—=—=-—- GEACACCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGG--TCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA

AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG-~--ACGACTTCAAGGAG--===========—=m—mmm e e TACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG--~AGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGC------==-~ CGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGBGCGACACCCTGBTGAACCG----========= === m—m——m— e m e CGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGA---=========== ACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATA

AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG™ A“r""::“n“AA::'cCA€GA6TTCAAGGAGGACGG6AA€ATC€TGGGG€ACAAGCTGGAGTACAACTACAAGAG
AGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCA L CATCE nﬁAAGAfeeTGGGGGAGAAGGTG@AGTAeAAGTAGAA
AGTTCAAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGTACAACT #ACTTCAAGGAGGACGGCAAC

ACARAC

Elale)

e Y N N alialey!
CaATCG

CTTAARRCTCE

ATTTCCATCCRA
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-4/fs
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-15

-1/fs
-49/fs
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-8/+=1/fs




Prazise Genom-Editierung mit Desigher-Endonukleasen

N

-.-cttacctCATCGCCAAGCTGGCACCcttggEcaagchACAGCAATACCGAATGGaagtg...
...aatggaGTAGCGGTTCGACCGTGGGA

aca ttcgcCTGTCGTTATGGCTTACCTtEttcac...
pflanzliches Zielgen m

N

DSB
..cttacctCATCGCCAAGCTGGCACCcttgtt caagcgGACAGCAATACCGAATGGaagtdg
...aatggaGTAGCGGTTCGACCGTGGGAacaa gttcgcCTGTCGTTATGGCTTACCtEttcac

Reparatur Homologe Rekombination
..cttacctCATCGCCAAGCTGGCACCcttgttcaagcgGACAGCAATACCGAATGGaagtg---
...aatggaGTAGCGGTTCGACCGTGGGAacaagttcgcCTGTCGTTATGGCTTACCTtTtCcac
...cttacctCATCGCCAAGCTGGCACCcttgttcaagcgGACAGCAATACCGAA
...aatggaGTAGCGGTTCGACCGTGGgaacaagttcgcCTGTCGTTATGGCTT
ReparaturvorlagevomS

TGGaagtg...
ACCttcac..
chwesterchromatid oder homologen Chromosom
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Prazise Genom-Editierung mit Desigher-Endonukleasen

...cttacctCAT
...gaatggaGTA

2] (9}

pflanzliches Zielgen

DSB
..cttacctCATCGCCAAGCTGGCACCcttgtt caagcgGACAGCAATACCGAATGGaagtdg
...aatggaGTAGCGGTTCGACCGTGGGAacaa gttcgcCTGTCGTTATGGCTTACCtEttcac

Reparatur Homologe Rekombination
cttacctCATCGCCAAGCTGGCACCcttgGAGAagcgGACAGCAATACCGAATGGaagtag
gaatggaGTAGCGGTTCGACCGTGGGAacctcttcgec CTGTCGTTATGGCTTACCTttcac

...cttacctCATC CCAAGCTGGCACCcttgGAGAagcgGACAGCAATACCGAATGGaagtg
..gaatggaGTAG GGTTCGACC TGGgaacctcttcgcCTGTCGTTATGGCTTACCTttcac

Optionen: Korrektur, Insertion, Eliminierung, Austausch jeder
beliebigen Zielsequenz mit jeder Sequenz der Wahl
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Anwendungsmaoglichkeiten

Zielsequenz-spezifische Mutagenese

Erforschung von Genfunktionen

Herstellung funktioneller Varianten eines Gens

Modifikation von Anfilligkeitsfaktoren fiir virale und pilzliche Pflanzenkrankheiten

Verhinderung der Biosynthese unerwiinschter Substanzen (Toxine, Allergene)

Prdizise Editierung der Erbinformation
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