Neue Strategien zur Erzeugung von haploiden Kulturpflanzen durch Verfahren der
Genomeliminierung

New strategies for the development of haploid crop plants via genome elimination

Frank Dunemann

Julius Kiihn-Institut (JKI), Institut fir ZGchtungsforschung an gartenbaulichen Kulturen,
Erwin-Baur-Str. 27, 06484 Quedlinburg

E-Mail: frank.dunemann@julius-kuehn.de
DOI 10.5073/jka.2017.457.007

Zusammenfassung

Die fiir eine Hybridsortenziichtung erforderlichen genetisch homogenen Elternlinien, deren genetische Kom-
bination die erwilinschten Hybridgenotypen ergibt, werden gegenwartig durch zeitintensive erzwungene
Selbstbefruchtung (Inzucht) oder alternativ durch In-vitro-Techniken wie z.B. Mikrosporenkultur erstellt. Fir die
meisten Nutzpflanzen, darunter auch die Kulturmohre (Daucus carota), ist eine brauchbare In-vitro-Haploidi-
sierungstechnologie nicht vorhanden oder nur fiir eine begrenzte Auswahl von Genotypen nutzbar. Neuere
wissenschaftliche Erkenntnisse bei der Modellpflanze Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) haben gezeigt,
dass der Prozess der Chromosomeneliminierung genetisch induzier- und steuerbar ist. Hierzu wird das Histon-
Protein CENH3 aus der Zentromerregion der Chromosomen genetisch so verdndert, dass nach Kreuzung zweier
Pflanzen der Chromosomensatz des modifizierten Elters im Verlauf der Embryonalentwicklung eliminiert wird.
So genannte Inducer-Genotypen mit modifiziertem CENH3 werden als Kreuzungselter mit dem Ziel verwendet,
den Chromosomensatz des modifizierten Elters zu eliminieren. Um diese neue Haploidentechnik der Zentromer-
vermittelten Genomeliminierung fiir die Méhren-Hybridziichtung zu entwickeln, wurden zunéchst das CENH3-
Gen der Méhre und einer weit entfernt verwandten Art, dem Ginseng (Panax giseng) kloniert. Zur Induktion
von Knockout-Mutationen innerhalb des Mohren-CENH3-Gens wurde die Genome Editing-Technologie CRISPR/
Cas9 eingesetzt. Ein auf Agrobacterium rhizogenes basierendes Ko-Transformationssystem wird eingesetzt, um
eine Komplementation des mutierten Méhren-CENH3-Gens durch das artfremde Ginseng-Gen zu erreichen.
Regenerierte TO-Pflanzen werden als Kreuzungselter eingesetzt, mit dem Ziel (doppel)haploide Genotypen zu
generieren. Bei der alternativen Ein-Schritt’-Methode werden mittels CRISPR/Cas9 verschiedene zielgerichtete
Mutationen im nativen M&hren-CENH3-Gen induziert, die nicht letal sein diirfen, letztlich aber zu der erwiinsch-
ten Eigenschaft der Haploiden-Induktion fiihren sollen.
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Abstract

The generation of haploids is one of the most powerful means to accelerate the plant breeding process. In
most crop species, an efficient haploid technology is not yet available or only applicable to a limited set of
genotypes. Based on recent results published for Arabidopsis thaliana, manipulating the centromeres of the
chromosomes has been proposed as universal novel method for the production of haploid plants. By this way,
haploids can be generated through manual cross-fertilizations after manipulating a single centromere protein,
the centromere-specific histone H3 variant CENH3, in one of the parents designated as ‘haploid inducer’ Crosses
with haploid inducer genotypes result in karyotypically unstable embryo cells, which have lost one of the par-
ent-specific chromosome sets. To lay a first foundation of a putative alternative haploidization strategy based
on centromere-mediated genome elimination in cultivated carrots, functional CENH3 genes of several Daucus
species and ginseng (Panax ginseng) were cloned and cytogenetically analyzed. Since our aim was to knock-
out and complement the endogenous carrot CENH3, a co-transformation of a CRISPR/Cas9-based carrot CENH3
knockout construct together with the ginseng CENH3 gene was performed by using a wild type Agrobacterium
rhizogenes strain. Molecular analyses of regenerated hairy roots and carrot plants have shown that CRISPR/Cas9-
based modifications within the carrot CENH3 gene have been achieved in some transgenic lines, and that the
over-expressed ginseng CENH3 gene is functionally active. Additionally, ‘one-step’ approaches based on target-
ed induction of mutations within the endogenous CENH3 gene through CRISPR/Cas9 are tested for their use to
develop carrot haploid inducer genotypes.
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Einleitung

Die Erzeugung von Haploiden ist eine der wirksamsten Methoden, um den Ziichtungsprozess zu
beschleunigen. Traditionell werden die insbesondere fiir die F,-Hybridsortenziichtung benétigten
genetisch homogenen (homozygoten) Elternlinien durch Selbstbefruchtung - bei Fremdbefruch-
tern auch als Inzucht bekannt - erstellt. Dieser Prozess erfordert oft sechs, sieben oder sogar acht
Generationen, was jedoch insbesondere bei zweijahrigen Pflanzenarten wie z. B. der Mohre oder
der Zuckerriibe ausgesprochen zeitaufwendig ist. Als eine Alternative zur herkdmmlichen Inzucht-
linien-Herstellung wird die Erzeugung von doppelt-haploiden Pflanzen (DH-Linien) angesehen,
deren Genom auf nur einem elterlichen Chromosomensatz basiert. Durch eine Verdoppelung des
zunachst haploiden Genoms, welche durch eine Kolchizinbehandlung induziert werden kann, oft
aber auch spontan erfolgt, konnen reinerbige DH-Linien hergestellt werden. Im Verlauf der letz-
ten Jahrzehnte wurden eine Reihe von In-vitro-Techniken entwickelt und in der Pflanzenziichtung
eingesetzt, wie z. B. die Antheren-und Mikrosporenkultur oder aber die Nutzung der Entstehung
Haploider aus mitterlichen Gameten durch Kultur von Samenanlagen und Eizellen. Eine Ubersicht
zu dieser Thematik ist z. B. bei DunweLL et al. (2010) zu finden. Da die Méglichkeiten der Regeneration
von haploiden Pflanzen sehr stark von der jeweiligen Pflanzenart und dartiber hinaus auch oft vom
Genotyp beeinflusst werden, sind reine In-vitro-Methoden meist nicht sehr effektiv. Eine in situ-In-
duktion von Haploiden mitterlicher Herkunft kann in manchen Féllen auch durch Bestdaubung mit
bestrahltem Pollen der gleichen Spezies erfolgen. Murovec und BoHanec (2012) listen eine Reihe von
Arten auf, darunter auch die Zierpflanzen Nelken, Rosen und Petunien, bei denen, meist unter Zu-
hilfenahme von in-vitro-basierten,embryo rescue’-Techniken, die Erzeugung Haploider erfolgreich
war. Mais (Zea mays) stellt insofern eine Besonderheit dar, dass hier auch intra-spezifische Kreu-
zungen mit speziellen Induktor-Genotypen zu maternalen Haploiden fiihren. Insbesondere soge-
nannte,Inducer-Linien’ welche vom Mais-Genotyp ,Stock 6’ abgeleitet wurden, haben bei Mais die
moderne DH-Linien-basierte Hybridziichtung erst méglich gemacht (Pricee und MELCHINGER, 2012).
Weite Kreuzungen’ zwischen verschiedenen Arten einer Gattung haben sich vor allem bei einigen
Getreidearten als eine sehr effektive Methode der Haploidengewinnung erwiesen. Seit langerem
ist bekannt, dass bei Kreuzung verwandter Arten eine spontane Eliminierung eines kompletten el-
terlichen Chromosomensatzes erfolgen kann. Ein Bespiel hierfir ist die Kreuzung der Kulturgers-
te (Hordeum vulgare) mit der Wildart H. bulbosum, die auch unter dem Namen ,Bulbosum-Technik’
bekannt ist. Neuere wissenschaftliche Arbeiten haben gezeigt, dass bei der Gerste die genetische
Steuerung der uniparentalen Chromosomeneliminierung unter maf3geblicher Beteiligung des His-
ton-Proteins CENH3 aus der Zentromerregion der Chromosomen erfolgt (Sanei et al., 2011). Eine sehr
ausfiihrliche aktuelle Ubersicht liber die verschiedenen Méglichkeiten der Haploidenentstehung
als Folge von Chromosomeneliminierungen ist bei IsHi et al. (2016) zu finden.

Die Bedeutung des Zentromers fiir die Genomeliminierung

Das Zentromer ist ein unerldsslicher Bestandteil eines jeden eukaryotischen Chromosoms. Es han-
delt sich dabei um die Region eines Chromosoms, welche die Schwesterchromatiden zusammen-
hélt und in der Meta- bzw. Anaphase der Mitose und Meiose als Ansatzpunkt fir die Spindelfasern
dient. Urspriinglich bezeichnete man als Zentromer den Bereich der primdren Konstriktion (Ein-
schniirungsstelle) eines Metaphase-Chromosoms. An Proteinkomplexen des Zentromers (Kine-
tochor) setzen die Mikrotubuli-Fasern des Spindelapparates an, die die Schwesterchromatiden zu
den entgegengesetzten Zellpolen ziehen. Der Verlust des Zentromers fiihrt in der Regel zur Inak-
tivierung des Chromosoms und schlielich auch zu dessen Verlust (Wang et al., 2009). Die Verpa-
ckung der DNA innerhalb eukaryotischer Zellkerne erfolgt unter Beteiligung verschiedener Histon-
Proteine, darunter auch das Histon H3. Das als kanonisches Histon H3 bezeichnete Protein ist als
Grundbaustein der Nukleosomen ein Hauptbestandteil des Chromatins. In den Nukleosomen der
Zentromerregion ist das kanonische H3 durch eine spezielle Variante, dem zentromerischen Histon
H3 (engl. CENH3) ersetzt. CENH3 ist typisch fir funktionale Zentromere, d. h. es ist ma3geblich am
Andocken des Spindelfaserapparates an das Kinetochor beteiligt. Die hierbei ablaufenden Prozesse
sind zum Teil noch unerforscht.



CENH3 ist ein universelles Protein, welches in allen Eukaryonten vorkommt. Trotz erheblicher Unter-
schiede in Lange und Sequenz zeigt das CENH3-Protein einen erheblichen Grad an Konservierung
hinsichtlich seiner Struktur und Funktion. Insbesondere die C-terminale Histon-Faltungsdomane
(HFD) ist bei hoheren Pflanzen hochgradig konserviert. Insbesondere die als CATD bezeichnete Re-
gion der HFD scheint fiir die Erkennungsreaktionen zwischen Kinetochor und Spindelfasern eine
besondere Rolle zu spielen. Ein Ausschalten der CENH3-Expression oder auch starke Uberexpressi-
on fiihrt zu schwerwiegenden Stérungen beim Andocken des Spindelfaserapparates und damit zu
erheblichen Problemen bei der Zellteilung bis hin zu massiven Wuchsstérungen oder gar Letalitat
(WarTs et al., 2016).

Die genetische Kontrolle der CENH3-Bildung erfolgt in vielen Féllen, so z. B. bei Arabidopsis thali-
ana, Reis (Oryza sativa) oder Mais, aber auch in Drosophila, Hefe (Saccharomyces) und auch beim
Menschen durch ein einziges (single copy) CENH3-Gen (WarTs et al., 2016). Ausnahmen sind einige
Leguminosen und Brassica-Arten. Wahrend der letzten zehn Jahre wurde das CENH3-Gen in etwa ei-
nem Dutzend Pflanzenarten identifiziert und kloniert, darunter auch in der Kulturméhre (DunemanN
et al,, 2014) und der entfernt verwandten Art Panax ginseng (DunemanN, unverdff.). Ein Vergleich der
CENH3-Proteinsequenzen von Daucus carota, drei Daucus-Wildarten und dem Echten Ginseng ist in
Abbildung 1 dargestellt. Bei fast identischer Proteinlange unterscheidet sich der Ginseng von der
M®ohre an mehr als 30 Positionen in der Aminosduresequenz, und dies vor allem im hypervariablen
N-terminalen Bereich des CENH3-Proteins.
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Abb. 1 Vergleich der CENH3-Proteinsequenzen von vier Daucus-Arten und Ginseng (Panax ginseng)
Fig.1 Multiple sequence alignment of CENH3 proteins of four Daucus species and ginseng (Panax ginseng)

Als erste Pflanzenforscher konnten Ravi und CHan (2010) am Modellsystem A. thaliana zeigen, dass
gezielte genetische Veranderungen des CENH3-Gens und damit des CENH3-Proteins zur Produktion
von Haploiden genutzt werden kénnen. Zuerst wurden homozygote letale CENH3-Knockout-Mutan-
ten hergestellt, welche anschlieBend mit artifiziellen Arabidopsis CENH3-Konstrukten transformiert
wurden, die u. a. mit einer zusatzlichen Green-Fluorescent-Protein-Sequenz als ,tail“ versehen wor-
den waren. Mit diesen CENH3-Konstrukten konnte nicht nur die Mutation komplementiert werden,
sondern es wurden nach Kreuzung mit A. thaliana-Wildtypen in der F.-Nachkommenschaft auch bis
zu 30 % haploide Pflanzen aufgefunden. Etwas spater konnte von der gleichen Arbeitsgruppe ge-
zeigt werden, dass durchaus auch native artfremde CENH3-Gene mit gewisser Sequenz-Homologie
flr die Komplementation der Null-Mutanten und die Induktion von Haploiden verwendet werden
kdnnen (Maxeshwari et al., 2015). Interessanterweise waren es immer die Chromosomensatze des
genetisch modifizierten Elters, welche eliminiert wurden, wéhrend die ,Wildtyp“-Chromosomen er-
halten blieben. Obwohl die genauen Mechanismen der uniparentalen Genomeliminierung bis heu-
te nicht vollstéandig geklart sind, wurde die CENH3-basierte Haploideninduktions-Methode als eine
bahnbrechende biotechnologische Entdeckung mit groBer Bedeutung fiir die Pflanzenziichtung
angesehen und als innovative Alternative zu herkdmmlichen Haploiden-Verfahren propagiert (Co-
mal, 2014). Aufgrund des universellen CENH3-Wirkungsmechanismus wird angenommen, dass auch
bei anderen (Kultur)Pflanzen Uber diesen Weg entsprechende Erfolge erreicht werden kénnten. Ein
Schema fiir den Ablauf der uniparentalen Genomeliminierung ist in Abbildung 2 dargestellt.



Mittlerweile konzentrieren sich die CENH3-Forschungen vor allem auf eine etwas andere Strategie,
die man als ,Ein-Schritt” (,One-Step”)-Methode bezeichnen kdnnte. Hierbei werden keine kiinstli-
chen oder artfremden CENH3-Gene fiir die Wiederherstellung von Mutanten eingesetzt, sondern es
wird versucht, geringfligige Sequenzveranderungen im nativen CENH3-Gen zu induzieren und fir
den Effekt der Haploideninduktion nutzbar zu machen. Diese Mutationen diirfen nicht letal sein, sie
sollen aber ausreichen, um nach Kreuzung mit Wildtypen zum erwiinschten Effekt zu fiihren, d. h.
also Haploide zu generieren. Es werden durch die CENH3-Mutationen in den Induktions-Genotypen
sozusagen ,schwache” Zentromere (weak centromers) geschaffen, die ebenfalls - woméglich auf-
grund der fehlenden vollstandigen Kompatibilitat mit den Spindelfasern — zum Prozess der Genom-
eliminierung flihren kénnen. So konnte kirzlich gezeigt werden, dass einzelne Punktmutationen,
die mittels der TILLING-Technik innerhalb der CATD-Region von CENH3 induziert wurden, zur Induk-
tion von Haploiden bei A. thaliana fiihrten (Karimi-AsHTivani et al., 2015). Punktmutationen im zentro-
merischen CENH3-Gen kénnten heutzutage neben der eher zufélligen Mutagenese wie z. B. der TIL-
LING-Methode auch gezielter durch moderne Verfahren des Genome Editing erreicht werden. Auch
hier wiirde am Ende die Kreuzung von mutierten mit nicht-mutierten Genotypen zur uniparentalen
Genomeliminierung fiihren. Als Genome Editing-Techniken stehen verschiedene Technologien zur
Verfligung, die alle auf Sequenz-spezifischen Nukleasen beruhen, wie Meganukleasen, Zink-Fin-
ger-Nukleasen, Transcription-Activator-Like-Effector-Nucleases (TALENs) und ganz besonders die
CRISPR/Cas9-Technologie. Eine gute Ubersicht lber aktuelle Genome Editing-Techniken geben
PucHta und Fauser (2014) oder Serink et al. (2015).

Stand und Perspektiven der CENH3-basierten Genomeliminierung am Beispiel Mohre

Am Institut fir Zichtungsforschung an gartenbaulichen Kulturen des Julius Kiihn-Instituts in Qued-
linburg wird seit einiger Zeit die Frage untersucht, ob die bei der Modellpflanze A. thaliana ent-
wickelte Zentromer-basierte uniparentale Genomeliminierung auch bei einer gemusebaulichen
Leitkultur wie der Mohre moglich ist. Die Mohre bietet sich fir diese Forschungen aus verschie-
denen Griinden an. Zum einen hat sie mit einer jahrlichen Produktion von 37 Mio. t auf 1,5 Mio. ha
Anbauflache weltweit (FAOSTAT, 2015) eine groRe wirtschaftliche Bedeutung. Andererseits wird im
kommerziellen Erwerbsanbau fast nur noch F,-Hybridsaatgut verwendet. Die fiir die Hybridsorten-
zlichtung erforderlichen Elternlinien werden gegenwaértig vorwiegend durch die sehr zeitintensive
Inzucht oder bei groBen, international tatigen Gemiseziichtungsfirmen auch durch Mikrosporen-
kultur erstellt. Letztere ist bei der Mohre jedoch wenig effizient oder nur fiir eine begrenzte Aus-
wahl von Genotypen nutzbar. So genannte,Inducer’-Linien mit modifiziertem CENH3 kénnten als
Kreuzungselter mit dem Ziel verwendet werden, den Chromosomensatz des modifizierten Elters zu
eliminieren.

Um die Grundlagen fiir ein alternatives Verfahren zur Haploiden-Gewinnung bei Méhren durch uni-
parentale Genomeliminierung zu schaffen, wurden zunachst auf Basis von Daucus-Transkriptom-
daten funktionell aktive CENH3-Gene aus Kultursorten der Méhre und drei entfernt verwandten
Daucus-Wildarten PCR-gestiitzt kloniert. Vergleiche der abgeleiteten Proteinsequenzen mit CENH3-
Sequenzen verschiedener anderer Pflanzenarten legten nahe, dass es sich bei den klonierten Dau-
cus-Genen um authentische CENH3-Gene handelte. Zum funktionellen Nachweis wurden Chromo-
somen-Praparate und isolierte Zellkerne zytogenetisch mit Hilfe von polyklonalen Antikorpern fir
Mo&hren-CENH3 per Immunofluoreszenz-Farbung analysiert. Die Lokalisierung der CENH3-Proteine
ausschlie3lich im Zentromerbereich der Chromosomen wurde bestatigt (Dunemann et al., 2014).

Im Folgenden wurde aus Ginseng (Panax ginseng), einer verwandtschaftlich weit entfernten Art
aus der Familie Araliaceae (Ordnung Doldenblitlerartige — Apiales), ebenfalls das entsprechende
CENH3-Gen isoliert und flr Transformationsexperimente in einen bindren pflanzlichen Expressi-
onsvektor kloniert. Vor dem Hintergrund der vorgeschlagenen Strategie zur Haploiden-Induktion
wurde angestrebt, eine Komplementation des nativen Mohren-CENH3-Gens durch ein artfrem-
des homologes Gen zu erreichen. Mit Hilfe einer auf dem Agrobacterium rhizogenes-Wildstamm
15834 beruhenden Ko-Transformation, bei der das Ginseng-CENH3 PgCENH3 zusammen mit einem
CRISPR/Cas9-Konstrukt fiir ein putatives ,knockout” des Méhren-CENH3-Gens verwendet wurde,



konnten transgene Hairy-root-Linien erzeugt werden.

Durch Sequenzierung, HRM (high resolution melting)-Schmelzkurven-Analytik und hochauflésen-
de Polyacrylamid-Gelelektrophorese am LICOR-Sequenziergerat konnten molekulare Modifikatio-
nen (Mutationen) innerhalb der M&hren-CENH3-Sequenz nachgewiesen werden, die offensichtlich
in einigen Fallen zu einem deutlich reduzierten Wurzel- und Pflanzenwachstum fiihrten. Das mit
Hilfe eines doppelten 355-Promotors tiberexprimierte Ginseng-CENH3-Gen war in diesen Linien an-
scheinend funktionell voll aktiv.

Das verwendete Hairy-root-System hat sich fiir die vorliegenden Fragestellungen zur CENH3-Funk-
tion als ein ideales Testsystem erwiesen. Bereits wenige Wochen nach Wurzelregeneration, die in
der Regel an den kultivierten Mohrenexplantaten nach zwei Wochen Kulturdauer einsetzte, erfolg-
ten erste zytogenetische Analysen der Mitosen von Wurzelspitzenzellen. Auch DNA-Isolierungen
wurden zu diesem Zeitpunkt fiir erste PCR-Analysen und HRM-Analysen am Real-Time PCR-Gerat
vorgenommen.
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Abb. 2 Genomeliminierung infolge von genetischer Veranderung des zentromerischen Histons H3 (CENH3);
Comal (2014), modifiziert

Fig. 2 Genome elimination by genetic manipulation of centromeric histone H3 (CENH3); Comal (2014), modified



Uber eine vergleichsweise kurze Kallusphase wurden innerhalb von etwa drei Monaten somatische
Embryonen und Pflanzen regeneriert. Nach erfolgter Vernalisation im Gewachshaus wurden die TO-
Pflanzen fiir Kreuzungsexperimente zur Gewinnung von Saatgut der T1-Generation herangezogen.
Die ersten T1-Samlinge werden gegenwartig zytogenetisch und mit Hilfe von molekularen Markern
auf das Vorliegen putativ haploider bzw. doppel-haploider Samlinge analysiert. Wahrend zytogene-
tische Analysen der TO-Pflanzen mittel Doppel-lmmunofluoreszenzfarbung zeigten, dass in den re-
generierten Pflanzen wohl noch beide CENH3-Gene aktiv sind, ergab sich bislang bei den Pflanzen
der ndchsten Generation noch kein einheitliches Bild.

Parallel zu den beschriebenen Arbeiten zur Komplementaion des mutierten nativen Mohren-
CENH3-Gens wurden auch erste Versuche zur Etablierung einer One-Step-Methode durchgefiihrt.
Hierzu wurde die M&hren-CENH3-Sequenz auf das Vorliegen von geeigneten CRISPR/Cas9-Target-
Sites analysiert. Verschiedene putativ geeignete Targets wurden fiir die Klonierung entsprechen-
der sgRNA-Konstrukte auf Basis des pDECas9 Vector-Systems (Fauser et al., 2014) verwendet. Fur
die Transformationen wurde ebenfalls das Hairy-root-System genutzt. Bislang wurden drei verschie-
dene Targets in Einzeltransformations-Experimenten getestet. Insbesondere mit dem Konstrukt fir
die Targetregion ,4' konnten Mutationen im CENH3-Gen induziert werden, welche sich in einigen
Hairy-root-Linien signifikant negativ auf die Ausbildung von CENH3-Protein auswirkte (Sprink, UN-
keL, BubaHN und Dunemann, in Vorbereitung). In diesem Jahr sollen auch bis zu drei Konstrukte fir
verschiedene CENH3-Targets in Ko-Transformationsexperimenten gleichzeitig eingesetzt werden.

Bei den beschriebenen Arbeiten zur Modifikation des CENH3-Gens bei M6hren wurden bislang aus-
schlie3lich gentechnische Verfahren eingesetzt. Es ist allerdings davon auszugehen, dass generativ
erstellte haploide Nachkommen in den meisten Fallen kein(e) Transgen(e) mehr aufweisen. Mit Hil-
fe der CRISPR/Cas9-Technologie sind aber mittlerweile auch Gentechnik-freie Ansatze realisierbar.
Insbesondere Protoplasten-Kulturen der Mohre sollen daher in Kiirze fiir Versuche genutzt werden,
mittels transienter Expression des Cas9-Proteins funktionell partiell aktive CENH3-Genvarianten
herzustellen. Erganzend sollen neuartige Verfahren zur vektorfreien (DNA-freien) Genmodifikation
auf der Basis von Mohrenprotoplasten untersucht werden.
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