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Zielsetzung:

Der Einfluss des Klimawandels auf unsere Kulturpflanzen ist besonders dramatisch, da
Pflanzen am Anfang unserer Nahrungskette fir Futter- und Lebensmittel stehen. ,Er-
tragssicherung“ und damit die richtige Sortenwahl ist das wichtigste Kriterium dem Risi-
kofaktor ,Klimastress® begegnen zu kénnen. Zwar gibt es schon heute bei allen Fruchtar-
ten trockentolerantere Typen, jedoch ohne die Qualitat und Hochstertrage aktueller Kul-
tursorten erreichen zu kénnen. Da Sorten aus Israel, Spanien und ltalien per se nicht in
unsere Anbaugebiete passen, ist eine innovative Basis-Zlichtung gefordert und damit
Sorten, die im Durchschnitt der Jahre mit sicheren und hohen Ertragen bei bester Quali-
tat punkten kénnen.

Unsere Kulturpflanzen stellen sich mit Hilfe ihrer genetisch vererbten Eigenschaften un-
terstitzt durch innovative Zichtungsmethoden den Extremereignissen des Klimas. Im
vorliegenden Forschungsansatz sollen deshalb exakt die Gene, die in der Abwehrreakti-
on der Gerste auf ,Klimastress” eine entscheidende Rolle spielen, identifiziert, analysiert
und innovativen Zichtungsprogrammen zur Verfigung gestellt werden. Fir den Pra-
xiseinsatz werden flr diese Gene entsprechende Selektionsmarker fur die Analyse gene-
tischer Ressourcen (Genbank, Zuchtgarten, div. Genpools) und insbesondere aber flr
die Selektion von stresstolerantem Zuchtmaterial entwickelt.

Der vorliegende Forschungsansatz bedient sich neuester, molekulargenetischer Untersu-
chungsmethoden. Er ist die Grundlage fur die Entwicklung eines Ubergreifenden DNA-
Tests zur Erfassung der Gene, die von der Pflanze zur Reaktion auf den Klimawandel
bendtigt werden. Er erméglicht die gezielte Bereitstellung von stresstoleranten Sorten fur
die Landwirtschaft ohne Ertrags- und Qualitatseinbuf3en eingehen zu muissen.




Versuchsaufbau, Material und Methoden

holtzZentum Miinchen. Bild 1: Anzucht der Versuchslinien in Erdréhren /0,8m hoch). Bild
2: Messung der Chloropylifluoreszenz in den Bléttern. Bild 3: spezifisches Bewé&sse-
rungssystem in den einzelnen Anzuchtréhren.

Phénomics:

In Kooperation mit mehreren Arbeitsgruppen des HelmholtzZentums Munchen und der
TUM konnten im Sonnensimulator-Versuch ,V105“ in Neuherberg ausgewahlte Gersten
Uber den gesamten Vegetationsverlauf von der Keimung bis zur Abreife unter streng kon-
trollierten und realitdtsnahen Klimabedingungen geprift werden. Der Sonnensimulator
besteht aus 4 identischen Klimakammern und konnte das Licht- und Klimaspektrum im
Tages- und Jahresverlauf realitdtsnah nachbilden. Wahrend zwei Kammern den natrli-
chen Klimaverlauf simulierten, wurden zwei weitere Klimakammern mit zusatzlichem UV-
Strahlungsstress gefahren. Die Bewasserung fir den Trockenstress in jeder der 4 Kam-
mern war Blockweise mit 6 Prifgliedern steuerbar.

Versuchsaufbau Klimakammer

Normale Belichtung + UV Stress Normale Belichtung + UV Stress

Exp.Kammerl Exp.Kammer2 Exp.Kammer3 Exp.Kammer4

3 Prufglieder:
Faktor 1: Genotyp Faktor 2: Faktor 3:

[ 'Pz24727 O Bodenfeuchte normal Normal-Licht

Bl Barke . Bodenfeuchte trocken tUV-Stress
- Mutb519 HelmholtzZentrum miinchen
Deutsches Forschungszentrum fir Gesundheit und Umwelt

Abb. 2: Belegung der 4 baugleichen Klimakammern: Wéhrend die linke Hélfte jeder
Kammern (weil3e Punkte) als Kontrollbehandlung diente, wurde die rechte Hélfte (braune
Punkte) zum Zeitpunkt der ,Kornfiillungsphase® einem 12-tdgigen Trockenstress mit an-
schlieBender Wiederbewésserung unterzogen.




Durch den gewahlten Versuchsaufbau konnte in jeder der 4 Klimakammern die ,Trocken-
stressvariante“ Uber einen Zeitraum von 12 Tagen zur ,Kornfullungsphase® jeweils im
direkten Vergleich zur ,normal bewasserten Variante® bei allen Genotypen gleichzeitig
gepruft werden.

Pflanzenmaterial:

Fir den vorgestellten Versuch wurden die Sommergersten: Barke, LfL24727 und
Mut6519 ausgewahilt:

Barke: 2z Sommerbraugerste (Sz. Breun) und Referenzsorte deutscher Genom-Projekte.
Genom- und Chromosomenkarten sind verfugbar, sie ist anfallig gegenuber nichtparasi-
tarer Blattverbraunung.

LfL24727: 2z Sommerbraugerste, ein LfL-Zuchtstamm mit verfugbaren Genomdaten, sie
hat nachgewiesene Resistenz/Toleranz gegeniber abiotischem Stress und Ramularia.
Mut6519: 2z Sommerbraugerste, sie ist sehr frih in Blite und Abreife, ein argentinischer
Zuchtstamm mit nachgewiesener Resistenz/Toleranz gegeniber Salz- und Trocken-
stress. Fur alle 3 Genotypen liegen an der LfL entsprechende Kartierungspopulationen
(DH-Populationen) vor.

Genomics:

Kurze Einfuhrung: Der Genomanalyse/IPZ1b ist es in den letzten Jahren gelungen die
Expressions- und Transkriptomanalyse als festen Bestandteil der Markerentwicklung zu
etablieren (GABI-, DFG- und Ministeriumsprojekte). Der Vorteil der Expressionsanalyse
zeigt sich in der speziellen und alleinigen Analyse der ,aktiven® Gene einer Pflanze. Die
Gesamtheit aller aktiven Gene wird hierbei als ,Transkriptom® bezeichnet. Bei der Trans-
kriptomanalyse wird anstelle von DNA entsprechend mit mRNA als Ausgangssubstrat flr
die molekularen Analysen gearbeitet. Das Transkriptom der Pflanzen wird entscheidend
durch aulere Einfliisse wie Hitze, Licht, Tageslange aber auch durch Stress beeinflusst:
Der Befall von Weizen durch den pilzlichen Schaderreger ,Fusarium® induziert dessen
Verteidigungsgene, wahrend die Vermalzung der Gerste in der Malzerei die Gene fur die
Keimung im Gerstenkorn induziert. Die Pflanze reagieret somit auf die Induktion von au-
Ben mit einem speziellen Genexpressionsmuster (in den genannten Beispielen waren
dies ,Fusarium-Befall“ bzw. ,Temperatur- und Feuchtigkeitsverlaufe® in der Malzerei).
Der Vergleich aller exprimierten, aktiven Gene am Beispiel ,Fusarium befallener Weizen*
mit einem ,nicht induzierten Weizen® zeigt dann all die Gene auf, welche von der unter-
suchten Weizenpflanze speziell zu ihrer Verteidigung gegen Fusarium bendtigt werden,
sie werden auch als ,Kandidatengene“ bezeichnet. Uber weitere Analysen und DNA-
Sequenzierungen kénnen anschlielRend einfach zu handelnde Selektionsmarker fir
Zichtungsprogramme entwickelt werden. Da nur 5-10% des Erbmaterials der Pflanze
auch tatsachlich Genen entspricht, bedeutet die Transkriptom- oder Expressionsanalyse
eine enorme Effizienzsteigerung der Genomanalyse und Innovation fur die Zuchtungsfor-
schung.

Projektansatz: Die Abfrage des Status Quo des Transkriptoms im vorliegenden Projekt
erfolgte zunachst tGber einen DNA-Chip. Unter Anwendung des ,Barley 44k DNA-Arrays*®
der Fa. Agilent konnten parallel ca. 40.000 ,bekannte“ Genfragmente der Gerste auf de-
ren Expression abgefragt werden. Die Analyse ,neuer®, unbekannter Gene und Tran-
skriptionsfaktoren wurden dann Uber ,New-Generation-Sequencing“-Techniken (NGS)
namlich der ,454“-Sequenzierung der Fa. Roche und der ,Solexa“-Sequenzierung der Fa.
lllumina durchgeflhrt. Diese erfassen bis zu 400.000 Gensequenzen bzw. 10 Mio. Reads
pro Durchgang. Die Ansatze zur vergleichenden Transkriptomanalyse im vorliegenden
Projekt sahen wie folgt aus: Die ausgewahlten Versuchsgersten Barke, LfL-24727 und
Mut6519 wurden sowohl einem ,normalen” Vegetationsverlauf als auch einem realisti-
schen ,Trockenstress zur Kornflllungsphase® Uber 12 Tage ausgesetzt (Abb.2). Zu defi-
nierten Zeitpunkten (Abb. 3) wurde dann von allen Gerstengenotypen parallel das Gen-
muster bezlglich Zeitpunkt und Stressvariante analysiert und herausgearbeitet, welche
Gene in der Trockenstressvariante bendétigt bzw. induziert wurden.




Probenahmezeitpunkte
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Alle Beprobungszeitpunkte je Genotyp waren abhéngig vom Entwicklungsstadium

O Agilent44 K DNA-Array Analysisund Roche-454-DNA Sequenzierung

O llumina-Solexa Tief-Sequenzierung (jew.10 Mio reads/Genotyp und VVariante)

Genomanalyse - IPZLE

Abb. 3: Darstellung der Probenahmezeitpunkte flir die 3 Gerstengenotypen Barke,
LfL24727 und Mut6519. Die Zeitpunkte der durchgefiihrten Expressionsanalysen sind
blau markiert.

Bioinformatics:

Die aufwandige bioinformatische Auswertung des Versuches wurde in Zusammenarbeit
mit dem Max Planck-Institut fir molekulare Pflanzenphysiologie in Golm/Potsdam in Zu-
sammenarbeit mit Prof. Bjorn Usedal, Dr. B. Kersten und Dr. Marc Lohse durchgefiihrt.
Die bereinigten Genexpressionslisten der Sequenzinformationen aller Pflanzen, Zeitpunk-
te, Behandlungen und Wiederholungen zeigten alle Gene samt Expressionsprofile (Ex-
pressionslevel jeden einzelnen Gens) zum jeweiligen Entwicklungsstadium der unter-
suchten Pflanzen an. Zunachst wurden aus den einzelnen Sequenzfragmenten Gene mit
einem moglichst langen Leseraster (contigs) gebildet. Sequenzvergleiche mit internatio-
nalen Datenbanken (TIGR, NCBI, GABI) ermoglichten die Identifikation und Zuordnung
dieser Gene. Der Vergleich der verfligbaren Sequenzinformation eines Genes zwischen
den Sorten fihrte zu Allelvarianten und selektierbaren Polymorphismen. Auf jeder dieser
Ebenen konnten Genvariante und Haufigkeit eines Gens bestimmt und ein entsprechen-
des Expressionsprofil abgeleitet werden. Damit ist fur jeden Probenahmezeitpunkt Gber-
prifbar, ob und wann das entsprechende Gen in welcher Kopienzahl bei welcher Pflanze
abgelesen wird — eine wertvolle Ressource auch fur weitere Fragestellungen!

Folgende ,vergleichende Expressionsprofile“ wurden bereits bearbeitet:

12 Tage Trockenstress <> Normalbewasserung
(bei Tages/-Normallicht)

Barke < LfL <& Mut6519
Zeitpunkte T3, T4, T5, T6, T7, T8

Proben aus dem Rainout Shelter sind
fur 2012,13 geplant




Auswertung:

Alle auffalligen und speziell induzierten oder herunter regulierten Gene wurden erfasst
und ihre jeweilige Aktivitat quantitativ bestimmt. Die Funktion und Vernetzung mit ande-
ren Stoffwechselwegen wurde u.a. Uber Datenbank- und Literaturrecherchen sowie
MapMan-Analysen (siehe Abb. 5-7) dargestellt und identifiziert. Uber Sequenzanalysen
und Resequenzierungen bei ausgewahlten Sorten wurden erste Haplotypenmuster be-
stimmt und PCR-Reaktionen fir eine MAS sowie Aussagen zur genetischen Diversitat
dieser Allele abgeleitet.

Abkiirzungen/Glossar:
ABA: Phytohormon Abscisinsaure

cDNA (copy DNA): In DNA umgeschriebene Boten- oder mRNA.

DNA-Array Technik: Bereits bekannte Gene werden in Form von kurzen Genfragmenten auf einen
Filter/DNA-Chip gespottet. Auf diesen werden fluoreszenz-markierter RNA-Proben (cDNA) ge-
geben, welche an die Genfragmente spezifisch anhybridisieren kdnnen. Die Auswertung der In-
tensitat der Fluoreszenz je Genfragment gibt Auskunft Uber den Expressionslevel des Gens.

DH (Doppel-Haploide): Aus Antheren oder Mikrosporen erzeugte reinerbige Gerstenlinien.
EST (Expressed Sequence Tag): Ein sequenziertes Stlick cDNA

Expressionsprofil: Erfassung der Aktivitdt von Genen in unterschiedlichen Geweben/Zeitpunkten
oder Genotypen.

Haplotypen: Beschreibung der vorliegenden/vorkommenden Allelformen eines Gens; i.d.R. auf der
Basis von SNPs.

MAS: Marker Assisted Selection.
nt: Abklrzung fir Nukleotide = DNA Bausteine

Oligonukleotide: Nukleotidsequenz bestehend aus ca. 10 bis 100 Basen langen, synthetisch her-
gestellten Einzelstrang-DNA-Einheiten

SA: Salicyl-Acid, Salicylsdure

SNP (Single Nucleotid Polymorphism): Einzelner Basenaustausch im Vergleich von Gensequen-
zen eines Gens oder DNA-Fragments.

Transkriptom: Gesamtheit aller aktiven (=exprimierten) Gene einer Pflanze im untersuchten Ge-
webe und zum untersuchten Zeitpunkt.

Ergebnisse:

Klimakammerversuch:

Zusammen mit den Kooperationspartnern des HelmholtzZentrums konnten im Klimaver-
such ,V105“ alle 4 Kammern mit den 3 ausgewahlten Gerstengenotypen Barke, LfL27727
und Mut6519 jeweils stadienspezifisch flr die Expressionsanalysen beprobt werden.
Wahrend des Versuchsverlaufes wurden phanotypische Daten erhoben und Klimakam-
merdaten aufgezeichnet.

DNA-Array:

Eingesetzt wurde der ,Barley 44k DNA-Array® der Fa. Agilent. Jeder der eingesetzten
DNA Chips enthalt 4x40.000 Positionen mit jeweils genspezifischen DNA-Sequenzen zu
40.000 Genen. Sie sind in Form von spezifischen 60nt-Oligos (60 Nukleotid lange Oligo-
nukletide) auf dem DNA-Chip abgebildet. Die hierfur eingesetzten Gensequenzen wurden
aus Datenbankeintragen (TIGR, NCBI usw.) abgeleitet und reprasentieren das Gersten-
genom. Es ist jedoch kein DNA-Chip der exklusiv stressassoziierte Gene enthalt. Die
Versuchsdurchflihrung erfolgte in Zusammenarbeit mit Fr. Dr. C. Wagner vom IMGM im
Grunderzentrum Minchen. Je haufiger ein Gen exprimiert und abgelesen wird, desto
haufiger kann es an die 60nt lange, komplementare Oligosequenz andocken (hybridisie-
ren). Die Expressionsdaten der regulierten Gene wurden in das MapMan-Tool (Usedal et
al. 2005) des Max Planck-Instituts/Golm eingelesen und pro Zeitpunkt und Genotyp dar-
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gestellt. Ergebnisse hierzu sind am Beispiel Barke (Abb. 4a-4c) dargestellt. Die Zuord-
nung der unter zunehmendem Wassermangel exprimierten Gene zu den entsprechenden
Stoffwechselwegen war somit erfolgreich.

Barke, T5 (Trocken — Bewadssert)

MapManWeb showing: drought stress Barke
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Abb. 4a: Auszug der MapMan Analyse am Beispiele der Sorte ,Barke® zum Zeitpunkt T5
(Screenshot) unter Anwendung der DNA-Chip-Technologie. Im Versuch exprimierte Ge-
ne konnten spezifischen Stoffwechselwegen zugeordnet werden, in der Abbildung sind
beispielhaft Photosynthese und Calvin Cyclus ausgewahlt. Jedes Kastchen steht hierbei
fur ein spezifisches Gen im jeweils gezeigten Stoffwechselweg der Pflanze. Blaue Kast-
chen reprasentieren hoch- rot markierte Kastchen herunter regulierte Gene. Fur weitere
Stoffwechselwege bis hin zum Sekundarstoffwechsel der Pflanze als auch zu Transkripti-
onsfaktoren liegen entsprechende weitere Analysen vor. Weitere Erklarungen siehe Text.




Barke, T7 (Trocken — Bewadssert)

MapManWeb showing: drought stress Barke
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Abb. 4b: MapMan Analyse der Sorte ,Barke“ zum Zeitpunkt T7.

Barke, T8 (Trocken — Bewassert)

MapManWeb showing: drought stress Barke
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Abb. 4c: MapMan Analyse der Sorte ,Barke“ zum Zeitpunkt T8.




MapMan-Analyse Tool:

Das Programm wurde ursprtinglich fir A. thaliana entwickelt und ermoglicht erstmalig die sichtbare
Darstellung des Expressionslevels aller wichtigen Gene eines Stoffwechselweges im vorliegenden
Versuch. Jedes Kastchen/Gen der Abb. 4a-4c¢ in der MapMan-Auswertung ist animiert und mit wei-
teren Informationen und Sequenzen zum jeweiligen Gen hinterlegt, es reprasentiert jeweils ein
spezifisches Gen eines Stoffwechselweges (die Position ist in allen Abbildungen fix). Die Farbe der
Kastchen symbolisiert hierbei die Starke der Genexpression dieses Kandidatengens bezliglich
Trockenstresses. Je dunkelblauer das Kastchen eingefarbt ist, desto starker ist das Gen unter Tro-
ckenstress im Vergleich zur Bewasserten Kontrolle exprimiert. Grau bis weil} zeigt, dass dieses
Gen kaum/keinen Unterschied in seiner Genregulation zeigt und die Intensitat der Rotfarbung
zeigt, wie stark das Gen unter Trockenstress im Vergleich zur bewasserten Kontrolle herunter re-
guliert wird.

Zusammenfassend lasst die MapMan-Analyse deutlich erkennen, wie zum Zeitpunkt T5 (6 Tage
,ohne Bewasserung®) bereits viele Gene herunter reguliert werden, nach 12 Tagen Trockenheit
(T7) ist das komplette Ausschalten (rot markierten Gene) ganzer Stoffwechselwege bei der Sorte
.Barke” zu beobachten. Doch bereits am ersten Tag nach der Wiederbewasserung (T8) werden
Photosynthese und Energiestoffwechsel erkennbar hochgefahren und die Syntheseleistungen er-
neut aufgenommen (die jeweiligen Zeitpunkte sind in Abb. 3 zusammengestellt).

Wahrend die MapMan-Darstellung einen sehr guten Eindruck dartuber vermitteln konnte, bei wel-
chem Genotyp zu welchem Zeitpunkt welche Stoffwechselwege auffallig reguliert waren, so konnte
Uber die VENN-Diagramm Darstellung (Abb. 5) ein Uberblick tber die Anzahl der betroffenen und
differentiell regulierten Gene wiedergegeben werden. Blau gekennzeichnet sind die hochregulier-
ten- rot gekennzeichnet die herunter regulierten Gene, welche zum Zeitpunkt T7 im Vergleich der
jeweiligen Sorte von , Trockenstress® und ,Bewassert“ deutlich auffallig reguliert waren.

Signifikant unterschiedlich regulierte
Gene unter Trockenstress

Zeitpunkt T7
Barke 12 Tage Trockenstress Barke
46 4 Stunden nach Bewasserung 139
398 24 225 75
126 142
LfL Mutant LfL 41 Mutant
477 163 182 334
Hochreguliert Heruterreguliert '

Abb. 5: Anzahl der beziiglich Trockenstress signifikant hoch- bzw. herunter regulierten Gene. Je
nach Schnittmenge kénnen die Kandidatengene einem oder allen 3 Genotypen zugeordnet wer-
den.

Kandidatengene:

Aufbauend auf den bislang erreichten Ergebnissen und unter Einbeziehung der in der Literatur als
.stressreguliert” beschriebenen Genen, konnte eine Vielzahl an deutlich differentiell regulierten
,Kandidatengenen* fir die weiteren Analysen herausgearbeitet werden. Besonderer Augenmerk
sollte hierbei auf die ,sinnvolle® Verknlpfung der einzelnen Kandidatengene in logisch zusammen-
hangenden und gemeinsam regulierten Stoffwechselwegen gelegt werden (u.a. Comadran,J. et al.
2008; Vaahtera,L. et al. 2011).

Die Kandidatengenanalyse wurde im Projekt fir eine breite Anzahl an Genen erfolgreich durchge-
fuhrt. Das jeweilige Kandidatengen wurde hierfur im ausgewahlten Gersten-Genpool resequenziert
und bezuglich seiner vorhandenen Allele untersucht. Sequenzunterschiede wurden dann mit inter-
nationalen Gendatenbankeintragen abgeglichen (BLAST-Analysen) und das Haplotyp-Muster (sie-
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he auch Beispiel in Abb. 6) in eine eigene Genpool-Dokumentation niedergelegt. Auf Basis dieser
Daten konnten erste allelspezifische Marker flr sich anschlieRende Assoziationsstudien und Ziich-
tungsprogramme entwickelt werden, bzw. befinden sich im derzeit laufenden Folgeprojekt in Arbeit
(Tab. 1).

Tabelle 1: Ubersicht zur Kandidatengenanalyse unter Trockenstress bei Gerste

Projektpunkte: Anzahl
assemblierter Genfragmente 36.000
SNPs in den assemblierten Genfragmenten 12.860
Anzahl der Gene mit signifikannten Unterscheiden im Expressions-
level (trocken vs. bewassert) 2.800
Anzahl der Gene mit signifikannten Unterscheiden im Expressions-
level (trocken vs. bew.) + bekannten SNPs 640
Fir weiterflUhrende Analysen ausgewahlte Kandidatengene 252
Resequenziert (Barke, Mut6519, LfL24727) 90
Haplotypenanalyse (an 15 Gersten)

— bereits erste Marker fuir die Testung in der Praxis verfluigbar 50

Der Programm-Arbeitsschritt ,Kandidatengene“ bringt zwei wichtige Vorteile: Uber die Sequenzva-
riationen und die hieraus entwickelten SNP-Marker kann zum einen eine entsprechende Genkar-
tierung im Gerstengenom und damit der genetischer Einfluss dieses Genortes auf das Zucht-
merkmal berechnet und bestimmt werden. Zum anderen sollten sich Gen und Marker hierbei als
zuchtungsrelevant erweisen, dann kénnen diese Marker umgehend als allelspezifische SNP-
Marker in eine schnelle und zielgerichtete MAS flr den Praxiseinsatz umgesetzt werden.

Im Folgenden sollen drei Beispiele zur oben beschriebenen Kandidatengenanalyse die Vorge-
hensweise erlautern:

Drei Beispiele zur Kandidatengenanalyse:
Kandidatengen: ,,NADP-malic enzyme*

Haplotyp des Gerstengens: NADP malic enzyme (TA34549_. 4513)

IEIEE“ ﬂéﬂ E ciorcoc EII“E I-2I i“E“I“S
GGG

1_HVB-1B_B_HVB-1B_F
1_HVB-1B_L_HVB-1B_F
1_HVE-1B_M_HVB-1B_F

G GGG
HVB1BF_Hiberna D05.ab1 G G GG G GGG G G

HYB1BF_Grace_F07.ab1 G G GGG
HVE1BF_Primadonna_DO07.ab1 G G G G G G GGG TTT G G- G GD
HVB1BF_ Stephanie F0B.ab1 G G GGTGTGGG " TT G 60
HVB1BF _CNE145 HO8.ab1 G| G G GGTGTGGG G 50
HVE1BF_Sunshine_B07.ab1 G G G GGTGTGGG GTTT G 60
HVB1BF_Veriikale H06.ab1 G G G GGTGTGGG GTT G Lilt]
HVB1BF_Esterel F06.ab1 G G G GGTGTGGG GTTT G B0
HVB1BF_NFCTripple_HO7.ab1 G| G G GGTGTGGG G T| G 60
HVB1BF_Morex_B06.ab1 G| G GGTGTGGG GTTT G 60
HVB1BF _Ludmilla_D06.ab1 G| G GGHGEGGG GTT G 60

Abb. 6: Haplotyp des trockenstress-induzierten Gens ,NADP-malic enzyme*. Die Resequenzierung
dieses Gens bei 14 ausgewéhlten Gerstensorten zeigt das Vorkommen von 2 Allelgruppen an.
SNP1(G/T) konnte bei 130bp, SNP2 (T/C) bei 175bp nachgewiesen werden.

»,NADP-malic enzyme® ist ein Kandidatengen fur Trocken- und Kaltestress und konnte u.a. im Blatt
nachgewiesen werden. Das Enzym katalysiert die oxidative Decarboxylierung von L-Malat und
produziert Pyruvat, CO, und NADPH. Dem vorgestellten Enzym wird wegen seiner Genregulation
Uber die Phytohormone Abscisinsaure (ABA) und Salicylsdure (SA) eine wichtige Rolle zur Ver-
meidung von Trockenstress in der Pflanze zugeschrieben. Die herausgearbeiteten SNPs (SNP1:
T/C, SNP2: G/T) kdnnen sowohl fur die Kartierung des Gens als auch als Selektionsmarker in
Zichtungsprogrammen eingesetzt werden. In noch ausstehenden Assoziationsstudien muss nun
gezeigt werden, welches dieser Allele einen Selektionsvorteil der Pflanze im Sinne des Zichters
unter Trockenstressbedingungen mitbringt.




Kandidatengen: ,,NCED“ (9-cis-Epoxycarotenoid Dioxygenase)

Ein weiteres Schllisselenzym flir die Reaktion auf Trockenstress bei Pflanzen stellt NCED fir die
Synthese von Abscisinsdure (ABA) dar. Abscisinsaure ist ein essentielles Phytohormon und regelt
in unterschiedlichen Stufen die Pflanzenentwicklung. Eine Vielzahl stress-induzierbarer Kandida-
tengene besitzen deshalb Erkennungs-Sequenzen die durch ABA bzw. durch ABA-regulierte Tran-
skriptionsfaktoren induziert werden. Eine grof3e Anzahl an Untersuchungen belegen die zentrale
Rolle der ABA-gesteuerten Reaktion auf abiotischen Stress (Abb. 7).

Abscisinsaure/ABA und Trockenstress

] Trﬁc-ke_ﬁheitl-

I ABA-Biosynthese I

NCED
{Abscissinsaure)

Aktivierungvon
Signaltransduktionswegen

SchlieRungder
Spaltoffnungen

Férderungdes
Wurzelwachstums

\ /

Osmotische Anpassung Bildungvon zellschiitzenden
{Prolin, Glycine-Betain) Proteinen (LEA, HSP)

! !

Anpassung der Pflanze an den Wassermangel

Abb 7: Ubersicht der Abscisinsaure-Wirkung (ABA) zur Anpassung der Pflanze an Wassermangel.
Die Abbildung ist stark vereinfacht, da ein vielfaches an Enzymen, Transkriptionsfaktoren und
Transportproteinen an der Regulation und Feinsteuerung beteiligt sind.

Abscisinsaure ist damit ein enorm wichtiges abiotisches Stresshormon - seiner Synthese wird des-
halb eine ganz besondere Rolle bezuglich Trockenstress und Genregulation zugewiesen. Die Ver-
fugbarkeit von ABA wird auf zwei Wegen sichergestellt: ABA kann enzymatisch im Gewebe neu
hergestellt oder aber in einer glycosilierten inaktiven Form gespeichert und durch Abspaltung des
Zuckerrestes durch die B-Glucosidase ,BG1“ (Lee et al. 2006) sehr schnell verfigbar gemacht
werden. ,BG1“ wiederum wird schnell und effek-
tiv durch Wasserentzug aktiviert.
In der Neu-Synthese von ABA spielt das Enzym
NCED (9-cis-Epoxycarotenoid Dioxygenase) eine
zentrale Schlisselrolle und wird als Kandidaten-
gen im vorliegenden Versuchsansatz intensiv
analysiert.
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Im vorliegenden Versuch zeigte der

Expressionslevel des Genes fir die NCED Expressionsanalyse
NCED Uber DNA-Array- und qRT-

PCR-Analysen im Verlauf der 3 Zeit- S °

punkte (T5, T6 und T8) bei ,LFL- w4

24727 einen deutlich friheren und £ 3 mBarke
starkeren Expressionslevel an, als bei % - LfL
der Sorte ,Barke” (Abb. 9). Der NCED- 2 ] = Mut
Level geht dann kontinuierlich zurtick, =

um dann wieder auf den Normallevel @ 0

abzusinken, der fir ein normales Ent- -1 15 17 1S
wicklungswachstum notwendig ist. 2

Barke reagiert hier Zeitversetzt. Zum

Zeitpunkt T8, dem ersten Tag der Wie- Abbildung 9: Relative Genexpression von
derbewésserung, wird wieder ein niedri- ~ NCED, einem Schlisselenzym der ABA-

ger, stressfreier NCED-Pegel erreicht. Biosynthese zu den Zeitounkten T5, T7 und T8.

Gezeigt ist die Genexpressionsverdnderung im
Vergleich zur bewésserten Kontrolle.

Kandidatengen: ,,Prolin5C-Synthase“

Prolin gilt als Biomarker flr Trockenstress in der Pflanze und konnte ebenfalls im Blattgewebe
nachgewiesen werden. Untersuchungen im Bereich der Prolin-Biosynthese ergaben im Vergleich
zur NCED ein ahnliches Bild (Abb. 10). Bei LfL24727 und Mut6519 wird deutlich schneller als bei
Barke Uber die eingeleitete Genexpression der P5C-Synthase in Richtung Prolin-Produktion in der
Pflanze reagiert. Nach Wiederbewasserung wird die Produktion von Prolin und damit der P5C-
Synthase umgehend eingestellt.

Prolin-Biosythese:
P5C-Synthase Expressionsanalyse

3,5
3
2,5
2
1e mBarke
L LL24727
mMutes519
0,5 +
o
0.8 Abb. 10: Relative Genexpres-
. sion der P5C-Synthase, einem
LS Enzym des Prolinstoffwechsels
5 Tage trocken 12 Tage trocken 1Taqg
wiederbewdsserung aus G/Utamat.

Kurzzusammenfassung der beispielhaft genannten 3 Kandidatengene: Sowohl fir das NADP-malic
enzyme, die NCE-Dioxygenase als auch flir die P5C-Synthase konnten flr anstehende Assoziati-
onsstudien bereits entsprechende Selektionsmarker entwickelt werden.

Generell: Es konnte gezeigt werden, dass die Expressionsdaten des vorliegenden Versuchsansat-
zes trockenstress regulierte Kandidaten- und Schllisselgene fir die relevanten Stoffwechselwege
anzeigen. In weiteren Schritten werden diese und oben genannte Gene und Genorte (Tab.1) mit
Hilfe von Assoziationsstudien an diversem Sortenmaterial z. B. im Rainout-Shelter (Abb. 77) und
weiteren Umwelten auf ihren Einfluss auf Trockenstress zur Steigerung der Ertragssicherheit tber-
pruft.
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Abb. 11: Rainout-Shelter der LfL. Ein
ausgewdéhltes Gerstensortiment von
hoher genetischer Diversitat wird unter
JFeldbedingungen*” auf ihre Reaktion
auf Trockenstress gepriift

Zusammenfassung

Neue Techniken der Genomanalyse erméglichen, einer Momentaufnahme oder einem Blitzlicht
gleich, die synchrone Analyse aller aktiven Gene eines Gewebes, um sie dann mit einer zweiten
Aufnahme vergleichen zu kénnen. Wird das Transkriptom (Gesamtheit aller exprimierten Gene)
einer unter Trockenstress belasteten Pflanze mit dem Transkriptom einer gut bewasserten Kon-
trollpflanze verglichen, so kdnnen all die Gene erfasst werden, die unter dem Faktor ,Trocken-
stress” eine zlichtungsrelevante Rolle spielen. Herkunft, Funktion und genetische Diversitat dieser
Gene lassen sich nach weiteren Analysen nutzen, um sie dann gezielt in markergestitzte Zich-
tungsprogramme einsetzten zu kénnen.

Im vorgestellten Projekt konnten basierend auf einem Klimakammerversuch am Helmholtz-
Zentrum Muanchen ein Trockenstressversuch zum Zeitpunkt der Kornflllungsphase durchgefuhrt
werden. Dieser Zeitpunkt ist insbesondere fur die Kornausbildung und damit fur Ertrag und Korn-
qualitat von hochster Bedeutung.

Im Versuch wurden das Transkriptom der ausgewahlten Gersten ,Barke®, ,LfL24727“ und
.,Mut6519% zu definierten Zeitpunkten jeweils unter Stress und Normalbedingungen in unabhangi-
gen Wiederholungen analysiert.

Pro Zeitpunkt und Variante konnten hierbei jeweils 36.000 Genfragmente der Gerste mit Uber
12.000 SNP-Markerpositionen erfasst und analysiert werden. Zum agronomisch sehr wichtigen
Zeitpunkt der Kornflllungsphase zeigten hierbei 2.800 Genfragmente ein Trockenstress spezifi-
sches Reaktionsmuster. Sie konnten mit Hilfe von ,MapMan*® jeweils speziellen Stoffwechselwegen
mit Verbindung zu Trockenstress zugeordnet werden. Insbesondere fielen 252 dieser Gene durch
ihr auffalliges Reaktionsmuster zum Zeitpunkt ,Trockenstress® auf. Von 50 dieser Gene konnten
bereits deren Allele iber Sequenzanalysen an weiteren 15 ausgewahlten Gerstensorten analysiert
und deren genetische Diversitat (Haplotypen) beschrieben werden. Fur jeden Haplotyp dieser 50
Gene liegen bereits entsprechende SNP-Marker u.a. fur die noch ausstehend Assoziationsstudien
mit Daten aus dem LfL-Rainout-Shelter vor. Die Marker kénnen aber auch schon Uber einen
schnellen SNP-Chip Ansatz in die erste Praxisprifung Ubertragen werden.

Die Arbeiten werden in einem Folgeprojekt weitergefluhrt.

Kooperationen

IPZ2b/AG: Dr. M. Herz, G. Reichenberger.

Helmholtz-Zentrum Minchen: A. Albert, B. Winkler, Werner, D. Ernst.

VertisAG: Dr. F. Thimmler

IMGM-Laboratories: Dr. C. Wagner

GATC-Biotec

Bioinformatik des Max-Planck Instituts flr molekulare Pflanzenphysiologie in Golm/Potsdam:
Prof. B. Usedal, Dr. B. Kersten, Dr. M. Lohse, S. Kleel3en
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