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2.1 Einführung

Nach aktuellen Schätzungen der UN könnte die Weltbevölkerung im Jahre 2030 bereits 8,5 
Milliarden Menschen betragen (United Nations, 2022). Um die Lebensmittelversorgung 
auch zukünftig gewährleisten zu können, ist eine erhebliche Produktionssteigerung in der 
Landwirtschaft erforderlich (van Dijk et al., 2021). Allerdings sind die Steigerungsmöglich-
keiten der Ernteerträge derzeit begrenzt: Einerseits ist die Verfügbarkeit von neuen Acker-
flächen limitiert (Lan et al., 2023); andererseits ist die Ernte auf den bestehenden Anbau-
flächen durch die Auswirkungen des Klimawandels, z. B. in Form von Dürren, gefährdet 
(Rezaei et al., 2023).1

Eine Möglichkeit, höhere Erträge auf den bestehenden Ackerflächen zu erzielen, besteht in 
der genetischen Optimierung von Nutzpflanzen („crop improvement“) durch Selektion (Aus-
lese) von für den Menschen vorteilhaften Merkmalen oder das Einbringen neuer verbesserter 
Eigenschaften in die Pflanzen-DNA. Einerseits kann dies durch die Anwendung konventio-
neller Züchtungsmethoden, wie z. B. Bestrahlung, erreicht werden. Hierbei entstehen viele 
DNA-Veränderungen, sogenannte Mutationen, an zufälligen Stellen im Genom2 und so kön-
nen durch Zufall verbesserte Eigenschaften erzeugt werden. Anderseits können auch vorher 
definierte Mutationen gezielt mithilfe zielspezifisch programmierbarer DNA-Endonukleasen3 
in die Pflanzen-DNA eingebracht werden. Mithilfe von DNA-Endonukleasen kann in beiden 
DNA-Strängen der DNA-Doppelhelix4 ein Bruch (Doppelstrangbruch, DSB) erzeugt werden. 
Die anschließende DNA-Reparatur durch zelleigene Reparaturmechanismen erfolgt nicht 
immer fehlerfrei, wodurch die genetische Information an einer bestimmten Stelle verändert 
werden kann. Die prominenteste und am meisten verwendete programmierbare Endonukle-
ase ist Teil des sogenannten Clustered-regularly-interspaced-short-palindromic-Repeats 
(CRISPR)-/CRISPR-associated-Protein(Cas)-Systems, das spätestens seit der Auszeichnung 
seiner Entdeckerinnen Emmanuelle Charpentier und Jennifer Doudna mit dem Nobelpreis 
für Chemie 2020 in den Fokus der Öffentlichkeit rückte.

1  Für weitere Informationen siehe Handlungsempfehlungen, Kap. 1 und Niggli, Kap. 6.

2  Das Genom ist die Gesamtheit der Erbinformation eines Individuums. 

3  DNA-Endonukleasen können DNA spalten.

4   Die DNA hat die Form einer Doppelhelix und besteht aus zwei verdrillten Einzelsträngen, die durch Wasserstoffbrücken zwischen den Basen Adenin und Thymin bzw. 
 Cytosin und Guanin verbunden sind.
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Aufgrund der Vielseitigkeit und einfachen Anwendung des CRISPR/Cas-Systems wird es in-
zwischen routinemäßig und weltweit in Laboren eingesetzt, um DNA gezielt zu verändern. 

2.2 Geschichte der Genomeditierung in Pflanzen 

Die klassische Pflanzenzüchtung beruht auf Mutationen und der Selektion der daraus ent-
standenen erwünschten Pflanzeneigenschaften. Pflanzen mit vorteilhaften Merkmalen 
können miteinander gekreuzt werden, um verbesserte Sorten zu erhalten. Bei einer Kreu-
zung werden alle Eigenschaften der beiden Elternpflanzen neu kombiniert. Um nur die ver-
besserten Merkmale zu erhalten und nachteilige Eigenschaften möglichst nicht weiter-
zuvererben, müssen mehrere Kreuzungs- und Selektionsrunden durchgeführt werden. Seit 
Anbeginn der Landwirtschaft wurden auf diese Art viele der uns heute bekannten Nutz-
pflanzen erzeugt (Breseghello/Coelho, 2013: 8277 ff.).

Während zunächst natürlich entstandene Mutationen (ausgelöst z. B. durch die Sonnen-
strahlung) für die Züchtung verbesserter Kulturpflanzen genutzt wurden, kam im 20. Jahr-
hundert eine neue Technik hinzu, um Mutationen künstlich zu erzeugen: die Mutagenese.5 
Bei der ungerichteten Mutagenese wird durch Bestrahlung oder Einsatz von Chemikalien 
die Mutationsrate in der gesamten Pflanze erhöht, sodass viele Mutationen an zufälligen 
Positionen in der DNA gleichzeitig auftreten. Dabei können zufällig für den Menschen vor-
teilhafte Eigenschaften entstehen und diese Pflanzen für weitere Züchtungsschritte aus-
gewählt werden. Der Nachteil der sogenannten klassischen Mutagenese ist allerdings, 
dass neben erwünschten Veränderungen auch Tausende weiterer Veränderungen im Ge-
nom entstehen, die negative Auswirkungen auf Wachstum oder Ertrag haben können. Um 
vorteilhafte von unvorteilhaften Merkmalen zu trennen, müssen viele Rückkreuzungsver-
suche erfolgen, die mehrere Jahre dauern können. Es kann sogar unmöglich sein, diese 
Eigenschaften getrennt voneinander zu vererben, wenn die betroffenen Gene auf dem 
Chromosom nah beieinanderliegen. Solche sogenannten Genkopplungen werden nur sel-
ten auf natürliche Weise wieder aufgehoben. 

Studien in den frühen Neunzigerjahren zeigten, dass man durch eine hochspezifische 
 Endonuklease aus Hefe auch in pflanzlichen und tierischen Zellen DSB induzieren und so 
 genetische Information verändern kann (Puchta et al., 1993; Rouet et al., 1994). Die Möglich-
keit der gezielten DNA-Veränderung in vorher definierten Zielregionen (Genomeditierung) 
kam dann mit der Entwicklung programmierbarer DNA-Endonukleasen auf. Zunächst wur-
den die Zinkfingernukleasen (ZFNs) (Kim et al., 1996) und danach die Transkriptionsaktivator-
ähnlichen Effektornukleasen (TALENs) entwickelt (Boch et al., 2009; Urnov et al., 2010). ZFNs 
verfügen über eine DNA-Bindungsdomäne,6 die zur Bindung einer spezifischen Ziel-DNA- 
Sequenz dient, und eine Nuklease, die die DNA an der Zielstelle spaltet. TALENs bestehen 
ebenfalls aus einer DNA-Bindungsdomäne und einer Nukleasedomäne; ihre DNA-Bindungs-
domäne ist jedoch spezifischer für potenzielle Zielsequenzen als die der ZFNs. Bei beiden 
Werkzeugen ist die Zielprogrammierung zeit- und kostenintensiv. Als 2012 das CRISPR/Cas-

5  Unter Mutagenese versteht man den Prozess, Mutationen im Erbgut zu erzeugen.

6  Domänen sind Proteinbereiche mit spezifischen Funktionen, z. B. DNA-Bindungsdomänen, die spezifische DNA-Sequenzen erkennen und binden.
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System entdeckt wurde, hat es ZFNs und TALENs schnell als Standardwerkzeug in vielen 
Laboren ersetzt, da es einfacher programmiert werden kann und die Herstellung deutlich 
günstiger ist. Das CRISPR/Cas-System besteht in seiner für das Labor modifizierten Form 
aus einer Cas-Nuklease mit zwei Domänen, die jeweils einen der beiden DNA-Stränge 
schneiden können, und einer sogenannten „guide RNA“,7 die an die gewünschte Zielsequenz 
bindet und dadurch die Nuklease an die Zielstelle führt, in der daraufhin ein  DSB erzeugt 
wird (Jinek et al., 2012). Zur Programmierung der Nuklease muss nur ein kurzer Sequenz-
abschnitt der „guide RNA“ durch eine zielspezifische Sequenz ausgetauscht werden.

2.3 Funktionsweise des CRISPR/Cas-Systems 

Das natürliche CRISPR/Cas-System dient Bakterien und Archaeen8 als adaptive Immunant-
wort gegen Vireninfektionen. Im Laufe einer Infektion werden Teile der viralen DNA in das 
Bakteriengenom eingebaut und bei einem erneuten Virenangriff als eine Art „Gedächtnis“ 
genutzt, um die fremde DNA zu erkennen und mithilfe von Cas-Nukleasen zu zerschneiden, 
was zum Abbau der Viren-DNA führt und den Angriff verhindert. Die Forschungsgruppen 
um Doudna, Charpentier und Siksnys erkannten 2012, dass man dieses System im Labor 
anpassen kann, um gezielt an fast jeder beliebigen Stelle im Genom einen DSB zu erzeugen 
(Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012). Hierfür muss nur der kurze DNA-Sequenz abschnitt, 
der normalerweise der  Erkennung der fremden DNA dient, gegen eine beliebige Ziel-
sequenz ausgetauscht werden, um die Cas-Nuklease an die gewünschte Stelle in der DNA 
zu führen. Dieser variable Sequenzabschnitt ist Teil der „guide RNA“. Zusätzlich muss sich 
in der Nähe der Ziel sequenz eine bestimmte Erkennungssequenz, das „protospacer adja-
cent motif“ (PAM),  befinden, die notwendig für die Aktivierung der Nuklease-Aktivität ist. 
Die PAM-Sequenz findet sich nur in der Ziel-DNA, damit das Cas-Protein nicht die eigene 
bakterielle DNA schneidet. Da immer eine PAM-Sequenz neben der Zielsequenz vorhanden 
sein muss, schränkt dies die Wahl der möglichen Editing-Ziele ein.

Es existieren viele verschiedene natürliche CRISPR/Cas-Systeme, allerdings unterschei-
den sich die Editierungseffizienzen der unterschiedlichen Systeme abhängig vom Ziel-
organismus sehr stark. Dies liegt u. a. an unterschiedlichen Temperaturoptima, die bei 
den  meisten Cas-Nukleasen bei 37 °C liegen, während Pflanzen meist bei Temperaturen 
zwischen 20 und 25 °C kultiviert werden (Malzahn et al., 2019). Aufgrund dessen wurden für 
den Einsatz in Pflanzen optimierte Cas-Varianten entwickelt, die im Vergleich zu den 
 natürlichen Systemen auch bei den niedrigeren Kultivierungstemperaturen von Pflanzen 
eine hohe Schnitteffizienz aufweisen (Schindele/Puchta, 2020: 118 ff.; Grützner et al., 2021; 
Schindele et al., 2023). 
 

7   „Leit-RNA“; RNA ist wie DNA eine Nukleinsäure, tritt aber meistens einsträngig auf. RNAs erfüllen wichtige Funktionen, z. B. sind sie an der Umsetzung der durch die DNA 
codierten Geninformation in Proteine beteiligt. Siehe für weitere Informationen zu RNA Fehse et al. (2022).

8  Archaeen bilden eine der drei Domänen der Lebewesen. Bakterien und Archaeen werden zu den Prokaryoten zusammengefasst, die keinen Zellkern besitzen.
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2.4 Techniken der Genomeditierung 

2.4.1 Erzeugung verbesserter Nutzpflanzen
Verbesserte Nutzpflanzen werden normalerweise in zwei Schritten erzeugt: Zunächst 
muss die gewünschte Veränderung, z. B. ein Gen, durch Transformation9 in die Pflanzen-
zellen eingebracht werden und oft folgt darauf ein Regenerationsschritt, in dem sich aus 
den modifizierten Zellen in Gewebekultur10 wieder vollständige Pflanzen entwickeln, die in 
jeder Zelle die gewünschte DNA-Veränderung tragen. Viele Pflanzenarten können bisher 
aber noch nicht effizient transformiert und regeneriert werden.

Mittels Transformation werden die für das jeweilige Experiment benötigten CRISPR/ Cas-
Komponenten oft als Transfer-DNA (T-DNA) mithilfe des Bodenbakteriums Agrobacterium, 
das natürlicherweise Pflanzen infizieren kann, in die Pflanzenzellen eingebracht. Alter-
nativ können als Träger auch Plasmide, kleine ringförmige DNA-Moleküle oder Ribonukleo-
protein-Komplexe, bestehend aus der „guide RNA“ und dem Cas-Protein, verwendet wer-
den. Während die T-DNA und die Plasmid-DNA normalerweise stabil ins Genom integriert 
werden, ist dies bei der Verwendung von Ribonukleoproteinen nicht der Fall: Da keine 
fremde DNA eingebracht wird, kann diese auch nicht in der Ziel-DNA zurückbleiben. Die so 
mutierten, aber transgenfreien11 Pflanzen sollten deshalb gegenüber klassischen transge-
nen Pflanzen sowohl für die behördliche Zulassung (siehe Dederer, Kap. 3) als auch bei der 
Akzeptanz bei Konsumenten und Konsumentinnen deutliche Vorteile haben. Um die Effi-
zienz der Transformation zu erhöhen, können auch virale DNA-Moleküle als Träger der ge-
wünschten Modifikation verwendet werden. Aufgrund ihrer natürlichen Fähigkeit, effizient 
in Pflanzenzellen einzudringen und ihr genetisches Material schnell freizusetzen, sind 
Pflanzenviren attraktive Werkzeuge für den Transport und die Vermehrung der CRISPR/
Cas-Bestandteile in der Pflanze (C. Zhang et al., 2022).

Um die geringe Regenerationseffizienz vieler Nutzpflanzen zu umgehen, hat es sich be-
währt, Gene, die an der Kontrolle von Pflanzenwachstum und -entwicklung beteiligt sind, 
gleichzeitig mit den CRISPR/Cas-Komponenten in die Pflanze einzubringen und diese so zu 
verändern, dass sie dauerhaft aktiv sind. Ein Beispiel für ein solches Zielgen ist Wuschel2, 
das eine wichtige Rolle in der Initiierung der somatischen12 Embryobildung in Gewebekultur 
spielt. So konnte beispielsweise durch die gleichzeitige Transformation mit Wuschel2 nicht 
nur die Transformationseffizienz, sondern auch die Häufigkeit der Genomeditierung in 
Sorghumhirse erhöht werden (Che et al., 2022).

Ein zur Generierung verbesserter Nutzpflanzen wichtiger Vorteil des CRISPR/Cas-Systems 
ist u. a., dass nicht nur ein, sondern auch mehrere DSB gleichzeitig erzeugt werden können. 
Somit können mehrere Zielstellen gleichzeitig angesteuert werden. Dies kann z. B. vorteil-
haft sein, wenn mehrere agronomisch interessante Merkmale gleichzeitig verbessert wer-

9  Transformation meint die genetische Veränderung einer Zelle durch Aufnahme oder Einbringung fremder DNA.

10   Pflanzen können sich aus einzelnen Zellen oder Pflanzenteilen neu entwickeln und sich so ungeschlechtlich vermehren. In einer Gewebekultur können sich unter sterilen 
Bedingungen und mithilfe spezieller Nährmedien so wieder vollständige Pflanzen entwickeln.

11  Ein Transgen ist ein Gen einer anderen Spezies, das mit gentechnischen Verfahren in das Erbgut eines Organismus eingebracht wurde.

12  Somatische Zellen sind alle Körperzellen mit Ausnahme der Geschlechtszellen.
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den sollen. Die Anwendbarkeit dieses sogenannten Multiplexing wurde 2018 zum ersten Mal 
von Zsögön et al. eindrucksvoll demonstriert, die innerhalb von nur einer Generation eine 
mit unserer Kulturtomate verwandte wilde Tomate durch die simultane Editierung sechs 
sogenannter Domestizierungsgene, also Gene, die z. B. für erhöhte Ernte erträge sorgen, 
domestizieren konnten (Zsögön et al., 2018). 

Seit der Etablierung des CRISPR/Cas-Systems als Werkzeug zur gezielten DSB-Induktion 
wurden CRISPR/Cas-basierte Anwendungen ständig weiterentwickelt, um die DNA immer 
effizienter zu modifizieren. Heutzutage kann das Pflanzengenom auf eine Weise modifi-
ziert werden, die vor einigen Jahren noch unvorstellbar war. In den folgenden Abschnitten 
werden einige dieser Methoden vorgestellt.

2.4.2 Base-Editing
Die Technik des Base-Editing (Komor et al., 2016; siehe Abb. 1) beruht auf der Verwendung 
einer modifizierten Cas-Nuklease, um gezielt einzelne DNA-Bausteine (Nukleotide) gegen-
einander auszutauschen, also eine sogenannte Punktmutation zu erzeugen. Das veränder-
te Cas-Protein kann die Zielsequenz mithilfe der „guide RNA“ nur noch spezifisch binden 
und einen der beiden Stränge schneiden, aber keinen DSB mehr erzeugen. Das Cas-Protein 
ist mit einer sogenannten Deaminase kombiniert, die Basen chemisch verändern und so-
mit in andere Basen umwandeln kann. Es gibt zwei Hauptarten von Base-Editoren, Cytosin-
Base-Editoren (CBE) und Adenin-Base-Editoren (ABE). CBE nutzen eine Cytidin- Deaminase, 
um das Cytidin (C), das normalerweise eine Basenpaarung mit Guanosin (G) eingeht, 
in   Uracil (U) umzuwandeln. Im Laufe der DNA-Reparatur wird dieses durch Thymidin (T) 
 ersetzt, das eine Basenpaarung mit Adenosin (A) eingeht. Somit kommt es zu einer Ände-
rung des Basenpaars C-G zu T-A. ABE verwenden hingegen eine Adenosin-Deaminase, die 
eine Umwandlung von Adenosin (A) in Inosin (I) verursacht. Im Rahmen der DNA-Reparatur 
wird dieses durch Guanosin (G) ersetzt. In der Folge wird also das Basenpaar A-T in G-C 
 umgewandelt. Die Editierung kann nur innerhalb eines bestimmten Editierungsfensters 
von einigen Basenpaaren erfolgen, wobei in diesem Bereich jedes vorhandene Cytidin 
(CBE) bzw. Adenosin (ABE) umgewandelt werden kann.

Da viele Krankheiten auf Punktmutationen beruhen, hat Base-Editing großes Potenzial in 
der Humanmedizin (Porto et al., 2020). Aber auch in der Pflanzenzucht ist diese Technik 
von großer Bedeutung, da z. B. viele Herbizidresistenzen auf einzelnen Punktmutationen 
beruhen. So konnte beispielsweise Weizen durch Base-Editing des Acetolactat-Synthase-
Gens resistent gegen mehrere Herbizide gemacht werden, deren Wirkung darauf beruht, 
die Herstellung wichtiger Aminosäuren durch die Acetolactat-Synthase zu verhindern 
(R.  Zhang et al., 2019). Auch können Qualität oder Geschmack von Kulturpflanzen durch 
Base-Editing verbessert werden. So wurde beispielsweise in einer Erdbeersorte durch 
Einführung einer Punktmutation der Zuckergehalt deutlich erhöht (Xing et al., 2020).

2. Pflanzengenom-Editierungstechniken für eine nachhaltigere Landwirtschaft
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Abbildung 1: Übersicht über den Mechanismus des Base-Editing

Das veränderte Cas-Protein kann die Zielsequenz (grün) mithilfe der „guide RNA“ noch spezifisch binden, aber schneidet nur 
den Strang, der nicht editiert werden soll (rotes Dreieck). Dies erhöht die Wahrscheinlichkeit, dass der geschnittene Strang 
von den zelleigenen DNA-Reparaturmechanismen als defekt erkannt wird und nach Vorlage des zuvor editierten nicht ge-
schnittenen DNA-Strangs „repariert“ wird. Somit enthalten nach der Reparatur beide Stränge die modifizierte DNA. Das Cas-
Protein ist mit einer Deaminase kombiniert, die Punktmutationen erzeugen kann. Die Editierung kann nur innerhalb eines 
bestimmten Editierungsfensters von einigen Basenpaaren (orange) erfolgen, wobei in diesem Bereich jedes vorhandene 
 Cytidin (CBE) bzw. Adenosin (ABE) umgewandelt werden kann. 

2.4.3 Prime-Editing

Prime-Editing ist eine weitere Technik, die es ermöglicht, gewünschte DNA-Veränderungen 
gezielt ins Genom einzubringen (Anzalone et al., 2019; siehe Abb. 2). Dies können nicht nur 
wie beim Base-Editing einzelne Basen, sondern auch größere Deletionen oder Inser tionen 
sein. Auch bei dieser Anwendung wird eine modifizierte Cas-Nuklease verwendet. Hierbei 
wird die Nuklease so modifiziert, dass nur noch ein Strang geschnitten wird (Nickase). 
 Zusätzlich wird eine modifizierte „guide RNA“ („prime editing guide RNA“) verwendet, die 
nicht nur die Zielspezifität des CRISPR/Cas-Systems vermittelt, sondern auch die geneti-
sche Information für die gewünschte DNA-Veränderung trägt. Der dritte Bestandteil des 
Systems ist eine Reverse Transkriptase, die RNA in DNA umschreiben kann und so die ge-
wünschte DNA-Veränderung, die auf der „prime editing guide RNA“ liegt, auch in die Ziel-
stelle einfügt. Im Rahmen der zelleigenen DNA-Reparatur kann der nicht editierte Strang 
nach Vorlage des zuvor editierten Strangs „repariert“ werden. Somit enthalten nach der 
Reparatur beide Stränge die modifizierte DNA.

Prime-Editing wird in Pflanzen bisher noch selten angewendet, da die Effizienz in pflanzli-
chen Zellen deutlich geringer als in tierischen Zellen ausfällt und sich diese zwischen ver-
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schiedenen Pflanzenarten und Zielsequenzen stark unterscheidet (Vats et al., 2024). Wenn 
die Technik in Zukunft aber für den Einsatz in Pflanzen optimiert werden kann, hat sie großes 
Potenzial, eine wichtige Rolle im „crop improvement“ zu spielen, da weitreichendere Ver-
änderungen erzielt werden können als mit der Base-Editing-Methode.

Abbildung 2: Übersicht über den Mechanismus des Prime-Editing

Es wird eine modifizierte Cas-Nuklease verwendet, die die Zielsequenz (grün) mithilfe der „guide RNA“ noch spezifisch  binden 
kann, aber nur noch einen Strang schneidet (rotes Dreieck). Zusätzlich wird eine modifizierte „guide RNA“ („prime editing 
guide RNA“/„pegRNA“) verwendet, die nicht nur die Zielspezifität des CRISPR/Cas-Systems vermittelt, sondern auch die 
 genetische Information für die gewünschte DNA-Veränderung (z. B. größere Insertionen oder Deletionen) trägt (lila). 

2.4.4 Gene-Targeting

Mittels der Gene-Targeting-Technik können gezielt Gene verändert werden. Dabei können 
nicht nur Punktmutationen, sondern auch größere Sequenzänderungen erreicht oder kom-
plett neue Gene in das Genom eingebracht werden. Die Methode beruht auf dem DNA- 
Reparaturmechanismus der homologen Rekombination (HR), der sequenzidentische, also 
homologe, DNA-Sequenzen im Genom gegeneinander austauschen kann (siehe Abb. 3). 
Um ein neues Gen oder eine Genveränderung mithilfe der HR an einer vorher festgelegten 
Position in das Pflanzengenom einzubringen, muss die gewünschte Modifikation an beiden 
Seiten von DNA-Sequenzen flankiert sein, die identisch zu der genomischen DNA-Sequenz 
sind, in die die Modifikation integriert werden soll (Puchta et al., 1996). Dieser DNA- Abschnitt 
ist Teil des sogenannten Donor-Templates, das zusammen mit der Cas-Nuklease in den 
Zielorganismus eingebracht wird, sodass es während der DNA-Reparatur des durch Cas 
 induzierten DSB als Reparaturvorlage für die HR zur Verfügung steht. 



24

In Pflanzen stellt Gene-Targeting derzeit keine effiziente Editierungsmethode dar, weil die 
HR nicht der dominante DNA-Reparaturmechanismus in somatischen Pflanzenzellen ist 
(Puchta, 2005). Trotzdem konnten mit dieser Technik beispielsweise eine Herbizidresis-
tenz in Pflanzen eingebracht werden (Sauer et al., 2016) und die Ernteerträge in Mais erhöht 
werden (Shi et al., 2017).

2.4.5 Chromosome-Engineering
In der Pflanzenzüchtung steht nicht nur die Veränderung einzelner Eigenschaften, sondern 
ebenso die Kombination vorteilhafter Eigenschaften im Fokus. Normalerweise wird wäh-
rend der geschlechtlichen Fortpflanzung genetische Information zwischen den elterlichen 
Chromosomen ausgetauscht, was in den Nachkommen zur Neukombination von Eigen-
schaften führen kann. Dies ist aber nicht möglich, wenn die Gene nahe beieinander auf ei-
nem Chromosom liegen, also genetisch gekoppelt sind, oder wenn die Gene im Vergleich 
zum Kreuzungspartner in einem invertierten Bereich eines Chromosoms liegen. Natürliche 
Inversionen treten bei Kulturpflanzen relativ häufig auf. Daher wäre es für Züchter/-innen 
von großem Interesse, durch chromosomale Umstrukturierungen Austausche zwischen 
gekoppelten Genen zu ermöglichen oder natürliche Inversionen gezielt umzukehren, um in 
den Nachkommen dann erwünschte Eigenschaften kombinieren zu können. Für diese Art 
der Genomveränderung wurde die CRISPR/Cas-vermittelte Chromosome-Engineering-
Technik in Pflanzen entwickelt (Rönspies et al., 2021). Mithilfe des CRISPR/Cas-Systems 
und zweier „guide RNAs“ können zwei DSB gleichzeitig ins Genom eingeführt werden. In 
somatischen Pflanzenzellen werden diese DSB hauptsächlich durch die „Nichthomologe 
Endverknüpfung“ (NHEJ) repariert (siehe Abb. 3). Wenn die DSB auf demselben Chromo-
som eingebracht werden, können im Laufe einer fehlerhaften DNA-Reparatur Inversionen 
oder Deletionen, also der Verlust des herausgeschnittenen DNA-Abschnitts, entstehen. 
Wenn die DSB auf zwei unterschiedlichen Chromosomen eingebracht werden, können 
Translokationen entstehen, bei denen sich die abgetrennten Chromosomenteile am jeweils 
anderen Chromosom anlagern und so die genetisch gekoppelten Gene räumlich voneinan-
der getrennt und damit entkoppelt werden.

In Pflanzen wurde diese Technik bereits mehrfach angewendet, um neuartige chromoso-
male Umstrukturierungen zu erzeugen. Die erste gerichtete chromosomale Translokation 
in Pflanzen wurde 2020 erzeugt (Beying et al., 2020). Kurz darauf konnte zum ersten Mal 
eine natürlicherweise vor ca. 5.000 Jahren entstandene Inversion in Arabidopsis mittels 
Chromosome-Engineering umgekehrt und für genetische Austausche wieder zugänglich 
gemacht werden (Schmidt et al., 2020). Gezielte Inversionen wurden auch schon in Mais 
(Schwartz et al., 2020) und Reis erreicht (Lu et al., 2021). Die Technik kann aber auch ver-
wendet werden, um große chromosomale Inversionen künstlich ins Pflanzengenom einzu-
bringen. Hierbei wurde fast das gesamte Chromosom 2 von Arabidopsis invertiert, wobei 
ein Chromosomenabschnitt von etwa 17 Millionen Basen fast vollständig dem genetischen 
Austausch entzogen werden konnte (Rönspies et al., 2022a). Somit ist es nun möglich, 
durch Chromosome-Engineering die Vererbung in Pflanzen auf verschiedene Weisen zu 
beeinflussen.
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Abbildung 3: Reparatur von DSB

 
 

DSB können entweder mittels des NHEJ-Reparaturwegs oder via HR repariert werden. Die Positionen der CRISPR/Cas- 
vermittelten Strangbrüche sind mit roten Dreiecken dargestellt. Links: Im Laufe der Reparatur mittels NHEJ wird entweder die 
originale DNA-Sequenz wiederhergestellt oder es entstehen kleinere Veränderungen (Verlust oder Einfügen weniger  Basen; 
 siehe gelbe Box). Rechts: Für die DSB-Reparatur mittels HR wird eine homologe Reparaturvorlage benötigt. Um eine Genver-
änderung (pink) mithilfe der HR an einer vorher festgelegten Position in das Pflanzengenom einzubringen, muss die gewünschte 
Modifikation an beiden Seiten von DNA-Sequenzen flankiert sein, die identisch zu der genomischen DNA- Sequenz sind, in die die 
Modifikation integriert werden soll (grün). Die homologen DNA-Sequenzen können dann gegenein ander ausgetauscht werden.

2.5 Risiken und Limitierungen 

Ein wichtiger Faktor für eine erfolgreiche Genomeditierung ist die Transformierbarkeit und 
Regenerierbarkeit der entsprechenden Pflanzenart. Hier kann es gerade bei einzelnen Kul-
tursorten der gleichen Pflanzenspezies zu großen Unterschieden kommen.

Unabhängig davon, welche Pflanzenart genetisch modifiziert werden soll, ist es weiterhin 
wichtig, dass die jeweiligen Zielsequenzen mit hoher Effizienz durch die Cas-Nuklease 
 geschnitten werden. Größere chromosomale Umstrukturierungen, wie Inversionen und Trans-
lokationen, können oft nur mit geringer Effizienz von unter 1 % induziert werden  (Rönspies et 
al., 2022b). Die Effizienz, mit der die jeweiligen Zielsequenzen durch die  Cas-Nuklease 
 geschnitten werden, sollte daher vor Beginn des eigentlichen Experiments in einem Vorver-
such ermittelt werden.

Auch die Wahl einer effizient schneidenden Cas-Nuklease spielt für die jeweilige Anwen-
dung eine wichtige Rolle. Inzwischen wird das Cas12a-System aus Lachnospiraceae 
 bacterium häufig für die Genomeditierung verwendet, nachdem das Enzym für die Verwen-
dung in Pflanzen optimiert wurde (Schindele/Puchta, 2020: 1118 ff.; Schindele et al., 2023).
Bei CRISPR/Cas-vermittelten Experimenten können Off-Targets auftreten. Dabei werden 
der Zielsequenz ähnliche DNA-Abschnitte im Genom ebenfalls geschnitten. Dies kann un-
erwünschte zusätzliche Mutationen oder chromosomale Umstrukturierungen verursachen. 
Der Grund für das Auftreten von Off-Target-Effekten ist, dass Cas-Nukleasen auch nicht 
perfekt zur „guide RNA“ passende Sequenzen als Ziel akzeptieren können, abhängig davon, 
an welcher Stelle der „guide RNA“/DNA-Paarung diese Abweichungen auftreten und wie 
viele Abweichungen vorhanden sind. Um die Wahrscheinlichkeit von Off-Target-Effekten 
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sehr gering zu halten, können mithilfe computerbasierter Methoden die Zielsequenzen so 
gewählt werden, dass eine Bindung von ähnlichen Sequenzen durch die Cas-Nuklease un-
wahrscheinlich ist (Schindele et al., 2020). Generell treten mit hoher Wahrscheinlichkeit 
deutlich weniger Off-Targets als z. B. unerwünschte strahlungsinduzierte Mutationen auf 
und diese lassen sich mithilfe moderner Sequenzierungstechniken zuverlässig identifizie-
ren, woraufhin sie, ebenso wie durch klassische Mutagenese entstandene unerwünschte 
Mutationen, durch Rückkreuzungen wieder eliminiert werden können.

2.6 Fazit 

Da konventionelle Züchtungsmethoden nur begrenzt die Ernteerträge auf den bestehenden 
Ackerflächen werden weiter erhöhen können, haben neue Ansätze wie die Genom editierung 
großes Potenzial, angesichts des Klimawandels und einer stetig wachsenden Erdbevölke-
rung die Nahrungsmittelversorgung weiterhin gewährleisten zu können. Insbesondere das 
CRISPR/Cas-System hat sich als ein effizientes Werkzeug etabliert, mit dem das Genom von 
Nutzpflanzen zielgenau und schnell verändert werden kann. Hierbei können sowohl kleine 
Modifikationen von wenigen Basenpaaren eingeführt werden als auch Gene sowie deren Po-
sition und Reihenfolge verändert werden. Hierdurch können neue Gen-Kopplungsgruppen 
gebildet oder bestehende aufgelöst werden, um die Vererbung von Genen zu steuern. Außer-
dem kann durch Einführung von großen chromosomalen Umstrukturierungen mittels Chro-
mosome-Engineering der genetische Austausch beeinflusst werden.
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