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1 Zusammenfassung 

Erhöhte Temperaturen und Trockenstress sind unmittelbar mit der globalen Klimaerwärmung 

korreliert und haben zu Umweltveränderungen geführt die u. a. zu Sterilität und somit zu er-

heblichen Ertragseinbußen bei Wild- und Nutzpflanzen führen. Hierbei hat sich gezeigt, dass 

Blütenorgan- und Gametenbildung besonders stressanfällig sind. Bereits kurze Hochtempe-

raturepisoden für wenige Tage - wie sie auch in Bayern immer häufiger vorkommen - führen 

zu Pollensterilität und damit zu vermindertem Kornansatz.  

Dieses Teilprojekt hat sich daher mit den agrarisch wichtigen Nutzpflanzen Mais und Weizen 

beschäftigt und zunächst untersucht, welche Pollenentwicklungsphasen besonders kritisch 

für kurze Hitzestress-Perioden über zwei bis drei Tage sind. Es konnte gezeigt werden, dass 

die Meiose- und Tetradenstadien besonders empfindlich sind. Mit physiologischen Metho-

den, Hochdurchsatzsequenzierung (RNA-seq) und Metabolit-Analysen konnte anschließend 

u. a. gezeigt werden, dass bayerische Weizensorten im Vergleich zu australischen Sorten 

auf Hitzestress überreagieren und bei Mais der Zucker- und Lipidhaushalt während der Pol-

lenentwicklung bei Hitzestress verändert wird. Hierdurch können Pollen nicht mehr keinem 

und sind steril. Genregulatoren wurden identifiziert die eine Rolle beim Übergang der jeweili-

gen Entwicklungsphasen spielen könnten sowie Hitzestress-regulierte Gene kontrollieren. 

Mehrere Gene für Transkriptionsfaktoren wurden für das sogenannte Genomeditierung aus-

gewählt. Die genauen Funktionen der selektierten Gene konnten in der Projektlaufzeit nicht 

mehr untersucht werden.  

2 Einführung 

2.1 Hintergrund 

Die globale Erderwärmung hat einen großen Einfluss auf die Umwelt und führt zu Verände-

rungen der Ökosysteme und zu neuen Herausforderungen zur Sicherung der Welternährung. 

Insbesondere zunehmende Trockenheit und Hitze stellen zwei abiotische Hauptfaktoren dar, 

die einen stark limitierenden Einfluss auf den Ertrag von Nutzpflanzen und die Verbreitung 

von Wildpflanzen haben. Hitzestress beeinträchtigt hierbei die Samenbildung und somit die 

Fortpflanzung und den Ertrag von Pflanzen [1 - 5]. So wurde z. B. für kommerzielle Weizenli-

nien gezeigt, dass kurze Hochtemperaturepisoden (KHTs) für 1 – 2 Tage bei 35 °C oder 3 – 

5 Tage bei > 30 °C bereits zur Ertragsverlusten von bis zu 50 % führen können [6] und damit 

einen großen Einfluss auf die Produktion und die Produktivität von Getreidearten haben. 

Durch die globale Erwärmung und die zunehmenden Wetterextreme werden KHTs weiter 

deutlich zunehmen. Die Verbesserung der Hitze-Toleranz ist daher weltweit ein primäres Ziel 

zur Verbesserung von Nutzpflanzen. Morphologische Untersuchungen haben gezeigt, dass 

KHTs insbesondere während der Pollenbildung kritisch für den Samenansatz sind und zu 

signifikanten Ertragsverlusten bei Getreide führen können. Bisher war der Aspekt von KHTs 

auf die Pollenentwicklung, der zur Pollensterilität bei Gräsern führt, molekular und physiolo-

gisch kaum bis gar nicht untersucht [7, 8]. 
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2.2 Stand der Wissenschaft und Technik 

Molekulare Ergebnisse aus zahlreichen Hitzestressstudien insbesondere mit Blättern haben 

gezeigt, dass Pflanzen sehr vielfältig und komplex auf Hitzestress antworten und hierbei 

mehrere tausend Gene reguliert werden. Durch epigenetische Faktoren können Anpassun-

gen bzw. Veränderungen sogar in die nächste Generation übertragen werden [9]. Die pflanz-

lichen Schutzmechanismen bestehen dann u. a. in dem Anschalten von Genen für Hitzeant-

wort-assoziierte miRNAs, Signalmolekülen, Transkriptionsfaktoren und Hitzestressproteinen 

(HSPs) sowie Antioxidantien-produzierenden Enzymen [2, 3, 10]. Dies führt u. a. zur Einstel-

lung von Wachstumsprozessen durch die Unterdrückung von Antworten des Pflanzenhor-

mons Auxin [11]. Die molekulare KHT-Antwort während der Pollenentwicklung ist jedoch 

kaum verstanden und nur bei der Modellpflanze Arabidopsis untersucht [12, 13]. KHT-tole-

rante Mutanten wurden zwar auch bei Weizen bereits identifiziert, die Identität der molekula-

ren Schalter war jedoch zu Projektbeginn unbekannt [14]. Diese Ergebnisse zeigen aber 

grundsätzlich, dass Mutationen einzelner Gene zu Hitze-Toleranz führen können und solche 

Mutanten auch durch Genomeditierung bei Nutzpflanzen erzeugt werden können. 

2.3 Eigene Vorarbeiten 

Bei Vorversuchen im Gewächshaus wurde auch bei Mais festgestellt, dass Pollensterilität 

insbesondere im Sommer mit hohen Temperaturen (bis 35 °C) und besonders niedriger Luft-

feuchtigkeit (unter 20 %) korreliert. Eine Korrelation mit der Bodenfeuchte ist weniger ausge-

prägt. Um den Zusammenhang von Pollensterilität und KHTs untersuchen zu können, wur-

den im Rahmen des Neubaus der Biologie an der Universität Regensburg ein voll klimatisier-

tes Gewächshaus und zwei Klimakammern gebaut, die es jetzt erstmalig erlaubten, parallel 

unter ganz kontrollierten Bedingungen KHT-Experimente durchzuführen und anschließend 

den Hitzestress-Effekt auf die Pollenentwicklung zu untersuchen. Zytologische und physiolo-

gische Methoden zur Untersuchung der kritischen Stadien der Pollenentwicklung wurden im 

Labor ebenso etabliert [15, 16] wie die Methodik der Genomeditierung bei Mais.  

3 Zielsetzung 

Ziel des Forschungsvorhabens war es daher, bei den Nutzpflanzen Weizen und Mais in drei 

Arbeitspaketen . . . 

1.) die kritischen Phasen zu identifizieren, bei denen unter KHT-Bedingungen aber guter 

Wasserversorgung Pollensterilität auftritt; hierbei sollte mit zytologischen und physio-

logischen Methoden die Pollenbildung mit und ohne KHTs bei Hitze-sensitiven und –

toleranten Genotypen vergleichen werden;  

2.) mit Hochdurchsatzsequenzierung über RNA-seq Gene zu identifizieren, die bei ver-

schiedenen Genotypen in den kritischen Phasen während der KHTs unterschiedlich 

reguliert werden und mit Hitze-Toleranz/-Sensitivität korreliert sind; 
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3.) zur Funktionsanalyse sollen bei Mais Kandidatengene für Genomeditierung ausge-

wählt und gezielt mutiert werden, um so deren Funktion bei der Hitzestressantwort 

von sich entwickelnden Maispollen untersuchen zu können. Ggf. sollen Mutationen 

der entsprechenden Gene aus einer Weizenmutantenkollektion über TILLING identifi-

ziert und charakterisiert werden.  

Im Berichtszeitraum wurden alle Arbeitspakete bearbeitet. Die Arbeitspakete zu 1.) und 2.) 

wurden für Mais im Berichtszeitraum abgeschlossen. Während es bei Mais gelungen war mit 

einer neuen nicht-destruktiven Methode synchrone Pollenentwicklungsstadien zu isolieren, 

ist dies für Weizen nicht gelungen. Das Arbeitspaket 3.) wurde im Berichtszeitraum begon-

nen, die genaue Funktionsanalyse der selektierten Gene wird noch zwei bis drei Jahre dau-

ern. 

4 Ergebnisse und Diskussion 

4.1 Bestimmung der kritischen KHT-Phasen der Pollenentwicklung 

4.1.1 Bestimmung der Pollenentwicklungsphasen bei Mais 

Um die jeweiligen Pollenentwicklungsstadien identifizieren zu können, war es zunächst not-

wendig eine Methode zu entwickeln, die es ermöglicht die jeweiligen Stadien zu erkennen 

ohne dabei die Pflanzen zerstören zu müssen. Vorherige Berichte haben gezeigt, dass die 

Entwicklung sehr synchron erfolgt und es bei Mais eine eindeutige Korrelation zwischen An-

theren- und Pollenentwicklung gibt [17]. Da die Antheren von Hüllblättern umgeben sind, war 

es jedoch nicht möglich die Antherenlänge zu messen ohne den männlichen Blütenstand zu 

entfernen. Wir haben daher die sog. Leaf Collar Methode entwickelt, die es ermöglicht syn-

chrone Pollenentwicklungsstadien zu isolieren ohne die Pflanzen zu zerstören [18]. Die Me-

thode basiert darauf vegetative Entwicklungsstadien als Merkmal mit den jeweiligen Pollen-

entwicklungsstadien zu korrelieren. Mit der sog. Leaf Collar Methode konnte im Rahmen des 

Forschungsvorhabens bei der Mais Inzuchtlinie B73 die Dauer der jeweiligen Pollenentwick-

lungsstadien von Pollenmutterzellen vor Meiose bis zum reifen dreizelligen Pollen genau be-

stimmt werden. Antheren und Tassellänge sowie die jeweiligen vegetativen Entwicklungssta-

dien wurden korreliert (Abbildung 1). Die Identifizierung Stadien-spezifischer Gene (siehe un-

ten) zeigte die hohe Reproduzierbarkeit der Methode, die 2017 publiziert wurde [18].  

Vorhergehende Studien die eine Korrelation zwischen Antherenlänge und Pollenentwicklung 

gezeigt hatten [17], wurden so durch unsere Untersuchungen bestätigt (Abbildung 2A und 

2B). Darüber hinaus konnten wir mit der oben beschriebenen Methode [18] die jeweiligen 

Pollenstadien identifizieren, stark anreichern (i.d.R. jeweils >90 %) und isolieren (Abbildung 

2C-2E). Die jeweilig isolierten Pollenfraktionen zeigten 5 – 20 % Verunreinigungen von i.d.R. 

früheren Entwicklungsstadien, da sich einige Blüten etwas später entwickelten. Abbildung 2E 

zeigt schematisch den Zusammenhang von Pollenentwicklungsstadien und vegetativen Ent-

wicklungsstadien. Auf Konferenzen wurde uns bereits bestätigt, dass diese Methode für viele 

Fragestellungen bei Mais sehr hilfreich ist. 
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Abbildung 1: Bestimmung der Maisentwicklung mit der sog. Leaf Collar Methode. A. Leaf 

collar (“Blattkragen”)-Strukturen an der Basis von Mais-Blättern. B. Entwickungsstadien und 

die jeweilige Pflanzenhöhe bei der Inzuchtlinie B73. C. Vegetative Entwicklungsstadien (V-

Stadien) nach Abendroth et al. [19]. Angabe von Tagen nach der Aussaat. *Signifikante Un-

terschiede zum jeweiligen vorhergehenden Entwicklungsstadium (P<0.001). Fehlerbalken 

zeigen die Standardabweichung SD (n = 5 Pflanzen für jedes V-Stadium) bei mindestens 5 

unabhängigen Experimenten. 

 

 

Abbildung 2: Pollen-Entwicklungsstadien der Mais-Inzuchtlinie B73. A. Stadien in Bezug zur 

Antherenlänge, B. Tasselgröße und C. vegetativer Entwicklung (V-Stadien, s.o.). D. Isolierte 

Tetradenstadien bei V12; Balken = 10µm. E. Bei V14 werden uni- und bizelluläre Pollen iso-

liert, Balken = 50µm. *Signifikante Unterschiede zum jeweiligen vorhergehenden Entwick-

lungsstadium (P<0.001). Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung SD (n = 5 Pflanzen 

für jedes V-Stadium) bei mindestens 5 unabhängigen Experimenten. F Zusammenfassung 

von Pollenentwicklungsstadien und vegetativen Entwicklungsstadien (V-Stadien) nach 

Abendroth et al. [19]. 
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4.1.2 Meiose-/ Tetradenstadien sind bei Mais besonders hitzeempfindlich 

Pollen entwickeln sich in Antheren. Daher wurden Antheren von Hitze-gestressten Pflanzen 

und den jeweiligen Kontrollen isoliert und verglichen. Es zeigte sich, dass moderater Hitze-

stress bei Mais keinen sichtbaren Einfluss auf die Antherenentwicklung hat (Abbildung 3A). 

Querschnitte von Antheren zeigten jedoch, dass Hitzestress einen Einfluss auf die Pollenent-

wicklung innerhalb der Antheren hat und die Pollen schlechter an den sog. Loculenwänden 

haften (Abbildung 3B-3E). Interessant war die Beobachtung, dass die männlichen Blüten-

stände (Tassels) nach Hitzestress größer waren (Abbildung 3F und 3G) und sich schneller 

entwickeln. Vermutlich teilen sich die Zellen bei höheren Temperaturen schneller.  

 

 

Abbildung 3: Hitzestress beeinflusst die Pollenentwicklung bei Mais. A. Antherenlänge wird 

durch Hitzestress nicht beeinflusst. B. Antherenstruktur von Kontrollpflanzen. C. Antheren 

nach Hitzestress enthalten defekte Pollen. D. Vergrößerung von B. E. Vergrößerung von C. 

F. Nach Hitzestress ist die Tassellänge vergrößert. G. Das Tasselmeristem ist nach Hitze-

stress ebenfalls vergrößert. Daten als ± SDs gezeigt. n = 75 – 100. 

 

Nachdem wir mit der oben beschriebenen nicht-destruktiven und schonenden Leaf Collor 

Methode die jeweiligen Pollenentwicklungsstadien sehr gut bestimmen konnten, wurde mo-

derater Hitzestress für jeweils 48 Stunden gegeben. Hierbei zeigte sich, dass die Mais Pol-

lenentwicklung insbesondere in den Phasen von Meiose und im Tetradenstadium besonders 

hitzeempfindlich sind (Abbildung 4).  

Anschließend haben wir untersucht ob Pollen von Hitze-gestressten Pflanzen sich unter opti-

malen Bedingungen weiterentwickelt und ggf. keimt. Während die Pollenkeimungsrate bei 

Kontrollpflanzen in vitro ~80 % beträgt, ist diese bei Kontrollpollen auf etwa ~20 % reduziert 

(Abbildung 5A-5C). Da die in vitro Pollenkeimungsexperimente die in vivo Situation nicht ge-

nau wiedergeben, wurden zusätzlich in vivo Experimente an Papillenhaarzellen von Narben-

fäden bei Maiskolben gemacht. Durch eine Anilinblau-Färbung wurden Pollenschläuche 

sichtbar gemacht. Hierbei bestätigten sich die in vitro Ergebnisse und nur wenige Pollenkör-

ner keimten auf den Haarzellen (Abbildung 5D-5E). 
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Abbildung 4: Hitzestress hat einen starken Einfluss auf die Bildung von Tetraden nach Mei-

ose. A. und B. Lichtfeld-mikroskopische Aufnahmen von Tetradenstadien ohne (links) und 

nach moderatem Hitzestress (rechts). C. und D. zeigen die jeweiligen Aufnahmen nach 

DAPI-Färbung zur Visualisierung von DNA und RNA-Gehalten. Die Morphologie und Intensi-

tät der DAPI-Färbung ist nach Hitzestress verändert. 

 
Abbildung 5:  Hitzestress während des Tetradenstadiums beeinflusst die weitere Pollenent-

wicklung und -keimung bei Mais. A. In vitro Pollen-Keimungsexperiment mit Pollen von Kon-

trollpflanzen und B. von Hitze-gestressten Pflanzen. Pfeile zeigen nicht-gekeimte oder ge-

platzte Pollenkörner. C. Prozent in vitro gekeimter Pollen von Kontroll- und Hitze-gestresster 

Pflanzen. D. Anilinblau-Färbung von Kontroll- und E. Hitze-gestressten Pollen bei der Kei-

mung auf Papillenhaarzellen von Maiskolben. F. Kontroll-Maiskolben (NS) wurden mit Pollen 

von Kontroll- (NS) und Hitze-gestressten Pflanzen (HS) polliniert. Daten zeigen die mittlere 

SD. n = 400 – 500. Größenbalken = 100 μm. 
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Da Blütenstände von Mais Millionen von Pollenkörnern bilden, sollte eine Reduzierung der 

Pollenkeimungsrate auf 20 % immer noch genügend befruchtungsfähige Pollenschläuche bil-

den. Maiskolben von Kontrollpflanzen wurden daher mit Pollen von Kontrollpflanzen und sol-

chen, die während des Tetradenstadiums Hitze-gestresst wurden, bestäubt. Hierbei zeigte 

sich eine dramatische Reduzierung des Kornansatzes und damit des Ertrags (Abbildung 5F). 

Die Ziele für Arbeitspakete 4.1.1 und 4.1.2 sind somit erreicht und abgeschlossen. 

4.1.3 Bestimmung der kritischen Pollenentwicklungsphasen bei Weizen 

In 2016 haben wir verschiedene genetisch sehr gut auf Trockenstress charakterisierte aust-

ralische Weizenlinien aus Adelaide erhalten und getestet. Hierbei zeigte sich, dass keine der 

Linien besonders empfänglich für moderaten Hitzestress für 2 Tage war (Abbildung 6 zeigt 

als Beispiel Messungen zur Transpirationsrate als Indikator für eine Hitzestressreaktion und 

den jeweiligen Phänotyp der Pflanzen). Wir konnten auch keine wie bei Mais gefunden Än-

derungen in der Pollenentwicklung finden und schließen daher aus unseren Daten, dass die 

Weizenlinien aus Australien vermutlich bzgl. Pollenentwicklung sehr unempfindlich auf Hitze-

stress reagieren und diese Eigenschaft seit der Entwicklung aus Europäischen Sorten unbe-

wusst in Züchtungsprogramme eingeflossen ist.  

 

Abbildung 6: Die Transpirationsrate bleibt bei moderatem Hitzestress für zwei Tage bei 

Australischen Sommerweizensorten nahezu konstant. Physiologische und phänotypische Ef-

fekte auf die Sorten Kukri (A-C), Drysdale (D-F), Gladius (G-I) und RAC875 (J-L) sind ge-

zeigt. Grüne und rote Boxplots zeigen das Mittel aus Hitze-gestressten Pflanzen und Kon-

trollpflanzen. Blaue gestrichelte Balken zeigen jeweils die 50% Transpirationsrate der Kon-

trollpflanzen. 15-20 Pflanzen wurden jeweils untersucht.  

 

Daher wurden anschließend bayerische/europäische Weizenlinien von verschiedenen loka-

len Weizenzüchtern bezogen und getestet. Im Vergleich zu Kontrollpflanzen wurden die 

Temperaturen wie bei den australischen Linien von 21 °C/18 °C (Tag/Nacht) auf 35 °C/30 °C 

(Tag/Nacht) erhöht. Im Vergleich zu den australischen Linien zeigten alle in Bayern verwen-

deten Weizenlinien eine große Hitzeempfindlichkeit. Verschiedene Parameter wie Gasaus-

tauschraten, Transpirationsrate und das Schließen der Stomata wurde gemessen. So konn-

ten wir z. B. einen starken Abfall in der Photosynthese- und Transpirationsrate bei allen in 

Bayern eingesetzten europäischen Linien beobachten. Zwei Tage nach moderatem Hitze-
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stress sahen die Pflanzen zudem gelblicher und verwelkter aus (Abbildung 7). Diese Arbei-

ten wurden teilweise im Rahmen der Bachelor-Arbeit von Anna Weigert durchgeführt, die in 

2017 erfolgreich beendet wurde und von Andrew Egesa im Rahmen seiner Master-Arbeit un-

ter der Anleitung von Dr. Kevin Begcy fortgesetzt. In einer Spezialausgabe des Open Ac-

cess-Journals Agronomy, welches die beiden BayKlimaFit Teilprojektleiter Prof. Dr. Thomas 

Dresselhaus (TP4) und Prof. Dr. Ralph Hückelhoven (TP10) unter dem Titel „Biotic and abio-

tic stress responses in crop plants“ herausgegeben haben [20], wurde der Vergleich der 

Australischen und Bayerischen/Europäischen Sommerweizenlinien anschließend publiziert 

[21]. 

 

Abbildung 7: Moderater Hitzestress ändert die Transpirationsrate bei bayerischen/europäi-

schen Sommerweizensorten dramatisch. Physiologische und phänotypische Effekte bei den 

Sorten Epos (A-C), Cornetto (D-F), Granny (G-I) and Chamsin (J-L) sind gezeigt. Grüne und 

rote Boxplots zeigen das Mittel aus Hitze-gestressten Pflanzen und Kontrollpflanzen. Blaue 

gestrichelte Balken zeigen jeweils die 50% Transpirationsrate der Kontrollpflanzen. 15 - 20 

Pflanzen wurden jeweils untersucht. 

 

In der Zusammenfassung zeigen unsere Ergebnisse, dass die australischen Weizensorten 

gegenüber den bayerischen/europäischen Sorten eine wesentlich geringere Anfälligkeit ge-

genüber Hitzestress zeigen und es erst nach länger andauernden Hitzestressperioden zu 

Schäden kommt. Tabelle1 (im Anhang) gibt einen Überblick über die verwendeten Sommer-

weizensorten. In zukünftigen vergleichenden Experimenten sollte anschließend herausgefun-

den werden, welche Gene hierfür verantwortlich ist. Leider ist es uns bisher nicht gelungen 

nach Testen zahlreicher Parameter eine Methode zu entwickeln, mit der - ähnlich wie bei der 

Leaf Collor Methode bei Mais - die Pollenstadien vorhergesagt werden können ohne die 

Pflanzen zu zerstören um die Blütenstände im unreifen Stadium zu isolieren. Daher haben 

wir in ersten Versuchen nur die Lebensfähigkeit und den Stärkegehalt von reifen Pollenkör-

nern nach Hitzestress sowie die Expression von Hitzestressgenen untersucht. Hierbei konn-

ten wir zeigen, dass sich die Expression der HSF A Gene bei den australischen Weizensor-

ten nach Hitzestress nur gering verändert, während die bayerischen/europäischen Sorten 

überreagieren und insbesondere Hitzestressfaktoren der Klasse HSF A abschalten oder sehr 

stark anschalten [21]. Dies führt vermutlich wiederum dazu, dass zahlreiche über HSF A-re-

gulierte Gene ebenfalls fehlreguliert werden. Als Konsequenz enthalten die Pollenkörner der 

bayerischen/europäischen Sorten nach Hitzestress signifikant weniger Stärke und sind weni-

ger lebensfähig (Abbildung 8). Die Sorte Epos ist besonders anfällig und somit bestens für 

weitere Untersuchungen geeignet. 
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Abbildung 8: Pollen-Lebensfähigkeit in australischen A.–D. und europäischen Sommer-

weizensorten E.–H. bei Kontroll- und unter Hitze-Stressbedingungen. Die jeweils getes-

teten Sorten sind angezeigt. Pollen wurde von Antheren freigesetzt und mit I2-IK ange-

färbt. I. Vergleich der Pollenlebensfähigkeit in Prozent getesteter Pollen. 

 

Auch wenn wir mit der Charakterisierung der Sommerweizensorten deutlich vorangekommen 

sind, fehlt nach wie vor eine Methode synchrone Pollenentwicklungsstadien identifizieren zu 

können. Daher wurden die anschließenden molekularbiologischen Analysen RNA-seq Analy-

sen primär bei Mais durchgeführt. 

Die Ziele für Arbeitspaket 4.1.3 sind somit teilweise erreicht; z. Z. sehen wir nur die Möglich-

keit mit Einzelzell-Untersuchungen Genexpressionsunterschiede in verschiedenen Pollenent-

wicklungsstadien zu bestimmen. Auch hierfür muss die genaue Methodik noch etabliert wer-

den, was im Rahmen der Projektlaufzeit nicht möglich war. 

4.2 RNA-seq zur Identifizierung von Hitzestress-Genen bei Mais 

Bei Mais wurden nach der oben beschriebenen Methode von Begcy und Dresselhaus [18] 

von sechs Entwicklungsstadien und reifem Pollen mit und ohne Hitzestress Zellen gesam-

melt und sortiert, RNA extrahiert und nach der Erzeugung von sog. Libraries jeweils über 30 
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Millionen Sequenzen auf einer Illumina-Platform (Hiseq 2000; KFB Regensburg) ermittelt. 

Darüber hinaus wurden reife Pollen isoliert, nachdem ein vorübergehender Hitzestress 

durchgeführt worden war. Zum Mapping der Gene wurden die RNA-seq Daten an die BayKli-

maFit-assoziierte Bioinformatik-Gruppe von Prof. Dr. Klaus Mayer (Helmholtz-Zentrum Mün-

chen) weitergeleitet. Darüber hinaus hat der für das Projekt eingestellte Wissenschaftler, Dr. 

Kevin Begcy, durch diese Kooperation und weitere eigene Analysen sehr viele bioinformati-

sche Programme erlernt und konnte die meisten Analysen anschließend selbständig durch-

führen. 

 

 

Abbildung 9: Energie- und Lipidstoffwechselwege sind bei Hitzestress im Tetradenstadium 

der Pollenentwicklung besonders betroffen. Zwei zentrale Stoffwechselwege (A. Glykolyse 

und B. Lipidbiosynthese) sind beispielshaft aufgezeigt. Rote Pfeile zeigen Gene für herunter-

regulierte Enzyme an und hochregulierte Gene sind in rot dargestellt. C.-F. Metabolitanaly-

sen zeigen, dass Konzentrationen von Saccharose und deren Monosaccharide erhöht sind, 

während Pyruvat-Gehalte erniedrigt sind. G. und H. Fettsäureanalysen zeigen eine Erhö-

hung von ungesättigten Fettsäuren, während Gehalte an gesättigten Fettsäuren erniedrigt 

sind. 
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Bei Mais wurden so über 300 Gene identifiziert, die bei der Pollenentwicklung differentiell ex-

primiert werden (sog. DEGs). Insbesondere wurden regulatorische Gene und Gene für En-

zyme in metabolischen Wegen gefunden (letztere entsprechen etwa 40 % der DEGs). Ge-

rade der Primär- und Energiestoffwechsel wie Glykolyse (Abbildung 9A) und TCA-Zyklus 

scheinen besonders betroffen, sowie Biosynthesewege für Lipide (Abbildung 9B). So konn-

ten wir beispielsweise zeigen, dass das Gen für eine ADP-Glukose Pyrophosphorylase 

(GRMZM2G027955), ein Schlüsselenzym der Stärkebiosynthese, stark herunterreguliert 

wird. Dies wird bestätigt durch Pollenfärbungen, die u. a. zeigen, dass diese weniger Stärke 

enthalten (nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu wird ein Invertase-Gen (GRMZM2G089836) 

stark hochreguliert, wodurch es zu einer Anhäufung von Glukose und Fruktose kommen 

sollte. In Kooperation mit Prof. Dr. Wolfram Weckwerth (Universität Wien) haben wir dann 

untersucht, ob sich die Metabolitzusammensetzung von Pollen mit und ohne Hitzestress mit 

den identifizierten DEGs korrelieren lässt, um die genauen Ursachen für die Pollensterilität 

zu finden bzw. zu bestätigen. Abbildung 9C-9F zeigen, dass die Gehalte dieser Zucker deut-

lich erhöht sind, während das Endprodukt der Glykolyse, Pyruvat, erniedrigt ist und daher 

vermutlich weniger Energie im TCA-Zyklus hergestellt werden kann. Die DEG-Analysen 

konnten somit sehr gut mit der Metabolitzusammensetzung korreliert werden. Auch die Lipid-

zusammensetzung sollte nach DEG-Analysen verändert bzw. erniedrigt sein. Die Untersu-

chungen zeigten eine Erhöhung von ungesättigten Fettsäuren, während gesättigte Fettsäu-

ren erniedrigt waren. Bei Hitze sollte die Membranzusammensetzung genau anders herum 

verändert sein. In der Summe reichen diese dramatischen Änderungen im Stärke-, Zucker- 

und Energiehaushalt bei gleichzeitig veränderter Membranzusammensetzung sicher aus, um 

Pollenkeimung und Pollenschlauchwachstum zu verringern, wodurch schließlich keine Sper-

mazellen im Eiapparat freigesetzt werden und es zu Sterilität kommt (Abbildung 10). 

 
 

Abbildung 10: Das Modell zeigt, dass Hitzestress in Pollen zu einer Reduzierung des Stär-

kegehaltes führt, während gleichzeitig durch die stärker exprimierte Invertase freie Zucker-

spiegel von Hexosen und deren Phosphate erhöht sind. In der Summe führt dies zu Energie-

mangel. Ebenfalls erhöht sind ungesättigte Fettsäuren, während gesättigte Fettsäuren er-

niedrigt sind. Zusammen führen diese Veränderungen zu Problemen bei Pollenkeimung und 

Pollenschlauchwachstum, und damit zu Sterilität.   

Die Ziele für Arbeitspaket 4.2 wurden somit erreicht und um Metabolitanalysen in Koopera-

tion mit Prof. W. Weckwerth erweitert. 
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4.3 Funktionsanalysen von Hitzestress-Kandidaten-Genen 

Bei den oben beschriebenen Genexpressionsanalysen haben wir u. a. herausgefunden, 

dass beim Übergang der jeweiligen Pollenstadien Mitglieder bestimmter Genfamilien die 

z. B. für WRKY- und MADS-Box-Transkriptionsfaktoren (TFs) kodieren stark reguliert sind 

und teilweise ganz spezifisch in bestimmten Stadien exprimiert sind. Darüber hinaus haben 

wir untersucht, welche putative TF-Bindungsstellen in den über 300 durch Hitzestress regu-

lierten DEGs vorkommen, um Kandidaten für weitergehende Analysen zu selektieren. Abbil-

dung 11 zeigt, dass etwa die Hälfte der DEGs G-Boxen in ihren Promotoren besitzen. Bei 

Reis wurde neulich gezeigt, dass G-Boxen insbesondere von bZIP, bHLH und NAC TFs ge-

bunden werden, die Blattalterungsprozesse regulieren [22]. Sowohl ZmNAC86 und Zmb-

ZIP62 gehören zu den stark hochregulierten TFs nach Hitzestress und zählen somit zu den 

Kandidatengenen für weitergehende Funktionsanalysen. Am stärksten sind Gene für sog. 

MYB TFs nach Hitzestress hochreguliert (ZmMYB22, ZmMYB40, ZmMYBR52 und 

ZmMYBR95). MYB TF-Bindungsstellen wie Myb2 und CT-reiche Elemente wurden ebenfalls 

in oben beschriebenen DEGs gefunden (siehe auch Abbildung 11). 

 

 

Abbildung 11: Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren in Promotoren von über 300 Hitze-

stress-regulierten DEGs. Die jeweiligen Bindungsstellen in hoch- bzw. herunterregulierten 

Genen sind in absoluten Zahlen gezeigt. Etwa 50 % der DEGs enthalten sog. G-Boxen.  

 

Funktionsanalysen von fünf selektierten MADS- und MYB-TFs wurden inzwischen begon-

nen. Diese Analysen sollen jetzt insbesondere im Rahmen der Promotionsarbeit von Xingli Li 

unter der Anleitung von Dr. Kevin Begcy durchgeführt werden. Für zwei MADS-Box Gene 

wurden bereits CRISPR/cas-Genkonstrukte hergestellt um die Genfunktion(en) auszuschal-

ten und die genaue Funktion dieser Gene herausfinden zu können. Das Ausschalten von 

Genen bei Mais durch Genomeditierung mit dem CRISPR/Cas-System [23] wurden in den 

vergangen zwei Jahren in Regensburg etabliert. Die Herstellung der Pflanzen und die detail-

lierten Analysen werden noch zwei bis drei Jahre in Anspruch nehmen und gehen deutlich 

über die Projektlaufzeit hinaus.   

In der Summe wurde auch das Arbeitspaket 4.3 mit der Selektion von Hitzestress-Kandida-

tengenen und der Initiierung von Genom-editierten Maispflanzen erfolgreich bearbeitet. 
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Mai 2017.  
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6 Vernetzungen 

 Prof. Dr. Peter Langridge (ACPFG Adelaide, Australien): Hitze-/Trockenstressexperte; 

Unterstützung bei der Projektplanung und Bereitstellung von australischen Weizenlinien; 

 Bayerische Weizenzüchter (Saatzucht Bauer GmbH und Secobra Saatzucht GmbH): 

Bereitstellung lokaler Weizenlinien für Hitzestressexperimente;  

 Prof. Dr. Klaus X. Mayer (Helmholtz-Zentrum München): Unterstützung bei bioinformati-

sche Analysen; 

 Prof. Dr. Wolfram Weckwerth (Universität Wien): metabolomische Analysen; 

 Prof. Dr. Ralph Hückelhoven: gemeinsame Herausgabe einer Spezialausgabe in Agro-

nomy und eines Buches zum Thema „Biotic and abiotic stress responses in crop plants“.   

7 Geplante oder bestehende Industriebeteiligung 

Siehe unter 6. (Vernetzungen): nach dem Austesten sehr gut auf Trockenstress geprüfter 

australischer Weizenlinien wurden anschließend lokale bayerische Linien der Firmen 

Saatzucht Bauer GmbH in Obertraubling und Secobra Saatzucht GmbH in Moosburg an der 

Isar getestet.  
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8 Ausführliche Zusammenfassung 

Erhöhte Temperaturen und Trockenstress sind unmittelbar mit der globalen Klimaerwärmung 

korreliert und führen zu Umweltveränderungen, zu denen auch z. T. erhebliche Ertragseinbu-

ßen bei Wild- und Nutzpflanzen zählen. Hierbei hat sich gezeigt, dass reproduktive Entwick-

lungsprozesse bei Pflanzen wie die Blütenorgan- und Gametenbildung wesentlich anfälliger 

sind als vegetative Entwicklungsvorgänge. Hitze- und Trockenstress führt insbesondere zu 

Pollensterilität, zu ausgetrocknetem Narbengewebe auf dem die Pollenkörner nicht keimen 

können, dem Pseudo-Ansatz steriler Samen und der Bildung kleiner Körner nach erfolgrei-

cher Befruchtung. Mit Abstand am sensitivsten für kurze Hochtemperaturepisoden (KHTs) für 

wenige Tage, die auch in Bayern besonders Klima-relevant sind, ist vermutlich die Pollenbil-

dung. Dieses Teilprojekt beschäftigte sich daher mit den agrarisch wichtigen Nutzpflanzen 

Mais und Weizen und untersuchte zunächst welche Pollenentwicklungsphasen besonders 

kritisch für KHTs sind und zu sterilem Pollen führen. Durch Hochdurchsatzsequenzierung 

(RNA-seq) sollten Gene identifiziert und funktionell durch Genomeditierung und Mutan-

tenanalysen auf veränderte KHT-Toleranz untersucht werden. Mit diesem Projekt sollte un-

ser (molekulares) Verständnis über die Hitzestress-verursachte Pollensterilität verbessert 

werden mit dem langfristigen Ziel Hitzestresstolerante Nutz- und Wildpflanzen selektieren zu 

können und den Genpool zu verbessern. 

Mit Dr. Kevin Begcy konnte ein Wissenschaftler aus den USA für das Forschungsvorhaben 

gewonnen werden, der bereits über umfangreiche Erfahrungen auf dem Gebiet der Hitzes-

tressforschung an Getreiden (Reis und Weizen) verfügt und über diese Thematik promoviert 

hat. Experimentell konnte anhand der sog. Leaf Collar-Methode bei Mais zunächst festge-

stellt werden, in welchem Entwicklungsstadium sich Pollen der Inzuchtlinie B73 jeweils befin-

det. Diese Methode wurde in 2017 publiziert und ein allgemeiner Übersichtsartikel zu Hitze-

stress bei Getreide in 2018. 

Durch moderaten Hitzestress für 2 Tage bei 35°C wurden anschließend Pflanzengruppen zu 

unterschiedlichen Pollenentwicklungsstadien gestresst und der Effekt physiologisch unter-

sucht. Hierbei haben sich Meiose- und Tetradenstadien bei Mais als besonders hitzeemp-

findlich erwiesen. Von mehreren Pollen-Entwicklungsstadien ohne Hitzestress und nach Hit-

zestress wurden jeweils Zellen gesammelt, sortiert und RNA-seq Analysen durchgeführt. 

Zum Mapping der Gene wurden die erzeugten RNA-seq Daten an die BayKlimaFit-assozi-

ierte Bioinformatik-Gruppe am Helmholtz-Zentrum München weitergeleitet. Analysen zeigen, 

dass von über 300 Hitzestress-regulierten Genen insbesondere solche aus dem Energie- 

und Lipidstoffwechsel betroffen sind. Darüber hinaus wurden Stadien-spezifische und Hitze-

Stress-korrelierte Genregulatoren identifiziert, deren Funktion mit und ohne Hitzestress jetzt 

durch Geneditierung untersucht werden soll.  

Bei Weizen konnte keine Methode etabliert werden, die es erlaubt synchrone Pollenentwick-

lungsstadien für molekulare Untersuchungen zu isolieren. Im Vergleich zwischen australi-

schen Hitzestress-angepassten und bayerischen/europäischen Sommerweizensorten konnte 

aber gezeigt werden, dass die europäischen Sorten auf Hitzestress überreagieren und hier 

großes Potential für die Entwicklung angepasster Hochleistungssorten besteht. Diese Unter-

suchungen wurden 2018 in einer Spezialausgabe der Fachzeitschrift Agronomy publiziert, 



 

18 

die gemeinsam von den Teilprojektleitern Prof. Dr. Thomas Dresselhaus und Prof. Dr. Ralph 

Hückelhoven herausgegeben wurde.    

In der Summe wurden alle geplanten Projektziele bei Mais erreicht und mit den durchgeführ-

ten Metabolituntersuchungen zusätzliche und ergänzende Experimente durchgeführt. Bei 

Weizen konnten aufgrund der Probleme bei oben beschriebener Methode nicht alle geplan-

ten Experimente durchgeführt werden. Für Funktionsanalyen wurden daher ausschließlich 

Mais-Gene selektiert. 

9 Ausblick 

Wie oben beschrieben wurden die Ziele der jeweiligen Arbeitspakete fast alle erreicht. Insge-

samt kann das Projekt jedoch nur als Einstieg in die Untersuchungen zum molekularen Ver-

ständnis über die Mechanismen zum Einfluss von kurzen Hochtemperaturepisoden auf die 

Pollensterilität bei Nutzpflanzen, insbesondere auf Getreide wie Weizen und Mais, gesehen 

werden. Da Funktionsanalysen der jetzt identifizierten Gene bei Weizen und Mais wird sich 

noch über mehrere Jahre hinziehen, bis Strategien für die Pflanzenzucht entwickelt werden 

können. Um Hitzestress-tolerante Sorten basierend auf Wissen zu erzeugen, ist noch erheb-

licher Forschungs- und Entwicklungsaufwand notwendig. 

Herr Dr. Kevin Begcy ist mittlerweile auf eine Professur an die University of Florida in Gai-

nesville berufen worden und wird die Stelle zum 1. Februar 2019 antreten. Da er an der Uni-

versität Regensburg den Status eines Gastwissenschaftlers genießen wird und wir den Dok-

toranden Xingli Li in Regensburg gemeinsam weiterbetreuen, werden Funktionsanalysen ei-

niger selektierter Gene noch mindestens über zwei Jahre weiter durchgeführt werden. Auch 

ist geplant langfristig zu kooperieren. Herr Begcy wird primär an Hitzestress bei Weizen und 

Reis arbeiten, während der Partner in Regensburg sich auf Mais fokussieren möchte. Zur 

Fortführung des Projekts müssen weitere Fördermittel beantragt werden. Durch den recht er-

folgreichen Einstieg in diese hochaktuelle Forschungsthematik sind wir optimistisch, dass 

dies gelingt.     
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Abkürzungsverzeichnis 

o Anthese:  Blütenentfaltung, Blühen 

o BCP:  zwei-zellige Mikrosporen nach der ersten Pollenmitoseteilung 

o CRISPR/cas:  Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat and  

 Cas9-Endonuklease Editierungssystem zur gezielten Einführung von 

 Mutationen 

o DAPI:  4′,6-Diamidin-2-Phenylindol, ein Fluoreszenzfarbstoff für DNA 

o DEG:  differentiell exprimiertes Gen 

o FDA:  Fluoresceindiacetate, ein Lebendfarbstoff 

o HSP:  Hitzestress-Protein 

o I2K:  Methylencyclobutan, ein Aufhellungsmittel zur besseren Kontrastierung 

o KHTs:   kurze Hochtemperaturepisoden 

o PMCs:  Pollenmutterzellen vor der Meiose 

o RNA-seq:  Hochdurchsatz-Sequenzierung von RNA, insbesondere mRNA 

o SD:  Standardabweichung 

o TCA-Zyklus:  Krebs-Zyklus, der zentrale Stoffwechselweg bei Eukaryonten 

o TCP:  dreizelliger reifer Pollen  

o UCP:  einzellige Mikrosporen nach der Meiose 

o Tassel:  männlicher Blütenstand bei Mais 

o TILLING:  Methode um zufällige Mutationen in Genomen zu identifizieren  

 (Targeted Induced Local Lesions In Genomes) 

o TF:  Transkriptionsfaktor (Genregulator) 
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Anhang 

Tabelle 1:  Liste der Sommerweizensorten die in diesem Projekt verwendet wurden. Die Ur-

sprungsländer und der jeweilige Blühzeitpunkt nach Aussaat bei Standardgewächshausbe-

dingungen in Regensburg sind angegeben. 

 

Sorte Ursprung Blühzeitpunkt 

Kukri Australien 40 ± 1 Tage 

Drysdale Australien 48 ± 1.5 Tage 

Gladius Australien 49 ± 1.8 Tage 

RAC875 Australien 45 ± 2.3 Tage 

Epos Tschechien 52 ± 2.4 Tage 

Cornetto Deutschland 57 ± 1.1 Tage 

Granny Tschechien 50 ± 1.6 Tage 

Chamsin Deutschland 53 ± 2 Tage 
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