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Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung

Die Verbesserung der Kaltetoleranz von Mais ermdgglicht eine schnelle Jugendentwicklung
zu Beginn der Vegetationsperiode und friihere Aussaattermine. Eine raschere Bodenbe-
deckung tragt wesentlich zur Verminderung von witterungsbedingter Bodenerosion und zur
Reduzierung der Néahrstoffauswaschung bei.

Ziel des Projektes war es, genetische Faktoren zu finden, die in europaischen Mais Landras-
sen an der Auspragung von Kaltetoleranz beteiligt sind. Fir drei ausgewéhlte Landrassen
wurden neuartige genetische Linien fur die Erfassung der Kéltetoleranz und Jugendentwick-
lung in Feldversuchen sowie fiir molekulare Analysen erzeugt. Es wurden Genomregionen in
den aus den Landrassen hervorgegangenen Linien identifiziert, die an der Auspragung von
Kaltetoleranz und an der Jugendentwicklung beteiligt sind. Basierend auf den erzielten Er-
gebnissen wurden Strategien fir die ztichterische Nutzung vorgeschlagen. Die Strategien
nutzen die naturliche Biodiversitat von Landrassen, um genetische Faktoren, die mit der Aus-
pragung von Kaltetoleranz zusammenhéangen, in Zuchtmaterial einzubringen. Das Projekt
leistete einen Beitrag zum besseren Verstandnis der molekularen Mechanismen der Kéalteto-
leranz und der Anpassung von Mais an den Klimawandel unter Schonung knapper Ressour-
cen, wie Nahrstoffen, Wasser und Boden.




Einfihrung

2 Einflhrung

Im Zuge des Klimawandels werden fir Bayern vermehrt instabile Temperatur- und Nieder-
schlagsverteilungen sowie eine verstarkte Bodenerosion erwartet. Mais ist neben Weizen in
Bayern eine der bedeutendsten Kulturarten. Aufgrund hoher Kihlesensitivitat ist die Aussaat
von Mais meist erst Ende April moglich, was haufig zu unerwiinschten Folgen wie Bodenero-
sion, Unkrautbesatz und Nahrstoffauswaschung fuhrt. Angesichts der fur Bayern prognosti-
Zierten Szenarien fur den Klimawandel, wie z. B. haufigere Starkniederschlagsereignisse [1],
steht zu befirchten, dass sich im Maisanbau der Interessenskonflikt zwischen einer hohen
pflanzlichen Biomasseproduktion und umweltgerechtem, ressourcenschonendem Anbau ver-
starkt. Das Projekt hatte zum Ziel, mittels biotechnologischer, pflanzengenetischer For-
schung zur ziichterischen Anpassung von Mais an die Folgen des Klimawandels Losungs-
wege fur diesen Konflikt aufzuzeigen.

2.1 Kartierung von Genomregionen fir Kéltetoleranz in Mais

Die urspringlich subtropische Kulturart Mais hat sich im Zuge ihrer weltweiten Verbreitung
an sehr variable Umweltbedingungen angepasst. Fur den Anbau in Europa war dafir vor al-
lem ein friherer Reifezeitpunkt und Toleranz gegen kiihle Temperaturen erforderlich. Mittel-
europaische Maishybriden gehen vor allem auf eine Kombination von Linien aus den Dent
und Flint Genpools zurtick [2]. Wahrend der Dent Genpool kaum Uber Kéaltetoleranz verfiigt
[3, 4], wurde im Flint Genpool eine hohere Kéltetoleranz gefunden [5, 6]. Bisherige Studien
zur Lokalisierung von Genomregionen fiir das komplex vererbte Merkmal Kéltetoleranz wur-
den jedoch meist im Dent Genpool durchgefiihrt [7 - 9], wahrend fur den Flint Genpool kaum
Erkenntnisse vorliegen. Im Rahmen einer Masterarbeit am Lehrstuhl fir Pflanzenziichtung
wurden Genomregionen kartiert, die quantitativ vererbte Merkmale, wie zum Beispiel die Kal-
tetoleranz, beeinflussen. Solche Regionen werden als ,quantitative trait loci“ (QTL) bezeich-
net. Im Rahmen dieser vergleichenden QTL-Studie zwischen Dent und Flint Kartierungspo-
pulationen zeigte sich, dass nur sehr wenige QTL fir Kaltetoleranz Genpool-Ubergreifend
sind [10]. Das bedeutet, dass sich die Genpools komplementér entwickelt haben. Auch fir
andere Merkmale wie Bluhzeitpunkt, Wuchshdhe und Biomasseertrag haben sich solche
komplementéaren Muster gezeigt, die mit der divergenten Entwicklung der Genpools erklart
werden [11].

2.2 Molekulare Grundlagen der Kéltetoleranz in Mais

Sind junge Maispflanzen Temperaturen unter 10°C ausgesetzt, wie sie nach der Aussaat un-
ter mitteleuropéaischen Bedingungen vorkommen kdnnen, treten Schadigungen der Zellen
und Gewebe auf [12]. Als unmittelbare Reaktionen auf den Kaltereiz werden unter anderem
eine Inhibierung der Photosynthese, geringere Photosyntheseleistung, das Auftreten reakti-
ver Sauerstoffspezies und die Induktion von Signaltransduktionsketten unter Beteiligung von
stressabhangigen Transkriptionsfaktoren, Abscisinsaure (ABA) und Salicylsaure beobachtet
[13 - 16]. Weiterhin finden Verdnderungen im Lipidstoffwechsel, der Kohlenstoffassimilation,
der Zellzyklusaktivitaten, des Wurzelwachstums und der Wasseraufnahme tber die Wurzeln
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statt [17 - 19]. Trotz der zunehmend verfligbaren Erkenntnisse tber physiologische Anderun-
gen und Reaktionen auf Ebene der Genexpression sind die ursachlichen Zusammenhéange
zwischen diesen kurzzeitigen Kéltereaktionen und langfristigen Prozessen wie der Ertrags-
leistung noch kaum verstanden [20]. Durch die Assoziationsgenetik werden in genomweiten
Analysen Zusammenhange zwischen allelischen Varianten an Markerloci mit phanotypi-
schen Auspréagungen verschiedener Merkmale detektiert. So kann im Bereich dieser Genom-
regionen gezielt nach plausiblen Kandidatengenen fir die Analyse der an der Kéltetoleranz
beteiligten genetischen Netzwerke gesucht werden.

2.3 Zuchterische Nutzung von Mais Landrassen

Landrassen von Nutzpflanzen werden als wertvolle Quelle bisher ungenutzter allelischer Va-
riation angesehen, allerdings gibt es bisher keine effizienten Strategien fir die gezielte Nut-
zung der Landrassen zur Verbesserung von Elitematerial. Insbesondere bei Fremdbefruch-
tern wie Mais handelt es sich bei Landrassen um heterogene und heterozygote Populatio-
nen, was eine robuste Phanotypisierung und auch die Genotypisierung erschwert [21]. Fur
die Auswahl genetischer Ressourcen zur Nutzbarmachung nativer Diversitat konnen ver-
schiedene Strategien verfolgt werden. Zum einen kénnen aus mdoglichst vielen Landrassen
jeweils wenige Individuen untersucht werden. Dies kann sinnvoll sein, wenn eine mdglichst
breite Diversitat erfasst werden soll, um beispielsweise evolutiondre Fragen zu klaren oder
Genomregionen zu identifizieren, die fir die Adaptation an unterschiedliche Umwelten rele-
vant sind [22]. Eine alternative Strategie kann darin bestehen, anhand genotypischer und
eventuell phanotypischer Daten aus Pilotprojekten eine Vorauswahl geeigneter Landrassen
zu treffen und aus diesen Landrassen jeweils eine groRere Zahl an Individuen zu charakteri-
sieren. Dabei bietet es sich an, Landrassen zu verwenden, deren genetischer Hintergrund
dem zu verbessernden Elitematerial ahnlich ist, da so in geringerem Maf3e mit unerwinsch-
ten Effekten aufgrund nicht angepasster Phanologie zu rechnen ist. Der Vorteil dieser zwei-
ten Strategie besteht unter anderem darin, dass kaum mit Populationsstruktur gerechnet
werden muss und in frei abbliihenden Populationen ein geringes Kopplungsphasenungleich-
gewicht (,/inkage disequilibrium®, LD) vorherrschen sollte. Zudem ist bekannt, dass bei
Fremdbefruchtern wie Mais der gréf3te Anteil der genotypischen und phénotypischen Varia-
tion innerhalb von Populationen gefunden wird, wahrend Unterschiede zwischen Populatio-
nen einen geringeren Teil der Variation erklaren [23]. Die Entwicklung homozygoter Inzuchtli-
nien aus Landrassen durch Selbstung ist jedoch zeitaufwandig und aufgrund der hohen ge-
netischen Birde nicht immer erfolgreich. Fir eine robuste Phanotypisierung der ausgewahl-
ten Landrassen eignen sich doppelhaploide (DH) Linien [24]. Die Herstellung von DH-Linien
ist allerdings aufgrund der genetischen Birde der Landrassen ebenfalls sehr aufwandig [25].
Alternativ konnen Uber den sogenannten Gametenfang die Gameten einer Landrasse durch
Kreuzung mit einer Inzuchtlinie zuganglich gemacht und damit die allelischen Effekte geprift
werden [26]. Thema dieses Projektes war zu untersuchen, in welcher Form die verschiede-
nen Strategien zur Nutzbarmachung von Landrassen beziiglich Stichprobenwahl und Materi-
alentwicklung optimal mit den heute verfigbaren genombasierten Methoden kombiniert wer-
den kénnen.
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3 Zielstellung

In einem ersten Schritt sollte eine breite Kollektion von 35 europaischen Landrassen und die
aus drei ausgewahlten Landrassen entwickelten Gametenfang-Linien molekular und popula-
tionsgenetisch charakterisiert werden (Arbeitspaket 1). Die Genotypisierungsdaten der ur-
spriinglichen Landrassen standen zu Projektbeginn zur Verfugung, die Daten der Gameten-
fang-Linien wurden im Rahmen des Projekts erhoben. Anhand genomweiter Genotypisie-
rungsdaten sollten wichtige populationsgenetische Parameter innerhalb und zwischen Land-
rassen untersucht werden. Dies erlaubt Aussagen darlUber, mit welcher Strategie Landras-
sen moglichst effizient fir genomweite Ansétze zur Kartierung agronomisch wichtiger Merk-
male genutzt werden konnen, um vorteilhafte Allele fur die Verbesserung von Elitematerial
zu identifizieren.

Das durch Gametenfang erstellte Pflanzenmaterial wurde in mehrortigen Feldversuchen pha-
notypisiert (Arbeitspaket 2). Dazu wurde Pollen ausgewahlter Landrassen auf eine Inzuchtli-
nie ausgekreuzt. Die so erhaltenen Nachkommen wurden geselbstet. Die Allele der Landras-
sen spalteten somit in einem einheitlichen genetischen Hintergrund auf. Durch die Erhebung
der Pflanzenentwicklung zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Jugendphase wurden
Unterschiede in der Kéltetoleranz zwischen den Linien erfasst. Durch Bestimmung der Merk-
malskorrelationen wurde geklart, inwieweit Kaltetoleranz, Jugendentwicklung und adulte
Merkmale wie der Bluhzeitpunkt und die finale Pflanzenh6he zusammenhé&ngen. Im zweiten
Versuchsjahr wurden auf3erdem umfangreiche Luftbilddaten zur Jugendentwicklung der
Pflanzen im Feld mit Hilfe von Drohnen (,unmanned aerial vehicles®, UAVs) erhoben. Die
Auswertung dieser Daten in Verbindung mit klimatischen Faktoren wird die Erstellung von
Wachstumsmodellen erlauben. Ein wissenschaftlicher Mitarbeiter im Projekt etabliert derzeit
die Analyse im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Scott Chapman (University of Queens-
land / CSIRO, Australien), um die Ergebnisse fir das Projekt optimal nutzbar zu machen.

Durch gemeinsame Analyse von phanotypischen und genotypischen Daten wurden durch
genomweite Kartierungsansatze Kandidatenregionen fir Kaltetoleranz-assoziierte Merkmale
identifiziert (Arbeitspaket 3). Es wurde auf3erdem geprift, inwieweit die genomische Leis-
tungsvorhersage dazu geeignet ist, in genetisch diversem Material Linien zu identifizieren,
die fir die Erweiterung der genetischen Diversitat von Elitematerial und die Einlagerung vor-
teilhafter Allele fir Kaltetoleranz genutzt werden kdnnen. Um geeignete Strategien fur die ge-
nombasierte Nutzung nativer Biodiversitat in Mais zu entwickeln, wurde der Gametenfang-
Ansatz mit Daten eines flankierenden BMBF-geforderten Projektes verglichen, in dem dop-
pelhaploide (DH) Linien aus den gleichen drei Landrassen erstellt wurden.

Mittels bioinformatischer Anséatze wurden Kandidatenregionen im Detail untersucht, um an-
hand der 6ffentlich verfiigbharen Genomannotation von Mais sowie der Annotation der im Pro-
jekt sequenzierten Flint-Linie EP1 Gene zu identifizieren, die mit Kaltetoleranz assoziiert sind
(Arbeitspaket 4).
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Materialerstellung durch Gametenfang und Phanotypisierung
fur Kéltetoleranz und Jugendentwicklung im Feldversuch

Uber einen sogenannten Gametenfang wurden ausgewahlte Landrassen auf die kaltesensi-
tive Inzuchtlinie F2 ausgekreuzt, indem die Linie F2 mit Pollen der jeweiligen Landrassen be-
staubt wurde. Die so erhaltenen Fi-Nachkommen wurden zweimal geselbstet, bis S,-Linien
vorlagen, die fir die Ph&notypisierung eingesetzt wurden. Die Allele aus Landrassen spalten
damit in einem einheitlichen genetischen Hintergrund auf (Abbildung 1). Fir die Materialer-
stellung wurden die drei Landrassen Kemater Landmais Gelb (KE), Lalin (LL) und Petkuser
Ferdinand Rot (PE) ausgewahlt. Diese Landrassen hatten in Vorversuchen genetische Vari-
anz fur Kéltetoleranz gezeigt und liel3en daher auch in den entwickelten S-Linien eine Auf-
spaltung erwarten, die fur genetische Analysen genutzt werden kann.

Kaltetolerante ..0 <
7 e ()
Landrassen & oo L} I
I Phinotypisierung

Bestaubung

-

‘/;Q(:‘

F1 ® S1 ® Sz

|

Genotypisierung Juni 2017 (Foto: E. Bauer)

Kaltesensitive Elitelinie F2 < ’

Abbildung 1: Erstellung des Pflanzenmaterials durch Gametenfang. ® symbolisiert
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Fur Feldversuche 2017 standen insgesamt 958 S,-Linien aus den drei Landrassen zur Verfi-
gung (Tabelle 1). Vermutlich aufgrund hoher genetischer Birde lag insbesondere fiir die aus
LL entwickelten Linien nicht ausreichend S,-Saatgut fur das zweite Versuchsjahr (2018) vor.
Aus dem Restsaatgut wurde daher eine weitere Selbstung zur Erzeugung von Ss-Linien
durchgefihrt, die 2018 geprift werden konnten. Zusammen mit Flint- und Dent-Elitelinien,
die als Checks jeweils doppelt geprift wurden, und den urspriinglichen Landrassen wurden
pro Wiederholung 1000 Parzellen geprtift. Der Versuch bestand aus je zehn 10 x 10 unvoll-
standigen Gitteranlagen in zwei Wiederholungen an den Standorten Roggenstein und Ein-
beck, jeweils in den Jahren 2017 und 2018. Je 3m-Parzelle wurden 20 Korner ausgesat. Die
Aussaat fand in Einbeck und Roggenstein am 05.05.2017 bzw. 11.05.2017 sowie am
03.05.2018 bzw. 18.04.2018 statt. Insgesamt wurden im Projekt 8000 Parzellen gepruft. Im
Lauf der Vegetationsperiode wurden verschiedene Merkmale zur Erfassung von Jugendent-
wicklung und Kaltetoleranz in verschiedenen Entwicklungsstadien sowie allgemeine agrono-
mische Eigenschaften erhoben (Tabelle 2). AulRerdem wurden Klimadaten erfasst (Anhang,
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Abbildung A 1). In beiden Jahren gab es nach dem Auflaufen mehrere Kélteepisoden mit Mi-
nimaltemperaturen von weniger als 10°C, die zu einer guten Differenzierung des Materials

fur Kaltetoleranz fuhrten.

Tabelle 1: Umfang der Feldversuche (Anzahl Parzellen je Wiederholung) in den Jahren
2017 und 2018 und Aufteilung der Prufglieder auf die drei Landrassen

Jahr S, KE S, PE Sy LL S; LL Checks Gesamt
2017 288 289 381 - 42 1000
2018 274 269 80 325 52 1000

Tabelle 2: Merkmale im Feldversuch. Die Daten wurden in zwei Jahren an je zwei Orten
erfasst, sofern nicht anders vermerkt.

Merkmal und Kirzel

Erfassung

Pflanzenzahl

STC V2

Early vigor
EV_V3,EV_V4
EV_V6

Frihe Wuchshdéhe
PH_ V4

PH_V6

Weibliche Blite
DtSILK

Kolbenansatzhdhe
EH

Finale Wuchsho6he
PH_final

Abstand Fahne Kolben
EarTasDist
Wurzellager

RL R6
Bestockung

TILL
Trockenstress
Drought

Ustilago

Ustilago

Anzahl aufgelaufener Pflanzen (,stand count®), Entwicklungsstadium V2

Gesamteindruck der Jugendentwicklung (,early vigor®) pro Parzelle,
Bonitur von 1 = schlecht bis 9 = sehr gut in den Stadien V3, V4 und V6

Messung der Pflanzenhoéhe (,plant height®) in cm an 5 reprasentativen
Einzelpflanzen pro Parzelle in den Stadien V4 und V6

Tage ab Aussaat bis zur weiblichen Blite (,days to silking“) - Erscheinen
der Nabenfaden in 50% der Parzelle

Messung der Kolbenansatzhéhe des obersten Kolbens (,ear height) in
cm (erfasst in Roggenstein 2017, 2018)

Messung der finalen Pflanzenhéhe in cm bis zum niedrigsten Fahnenast

Abstand zwischen Fahne und oberstem Kolben (,ear Tas distance®)

Bonitur von 1 = kein Wurzellager (,root lodging“) bis 9 = starkes Wurzel-
lager vor Vollreife (R6)

Bonitur von 1 = keine Bestockungsneigung (,tillering“) bis 9 = starke Be-
stockungsneigung (erfasst in Roggenstein und Einbeck 2018)

Bonitur von 1 = keine Trockenstresssymptome (,drought stress®) bis 9 =
starke Trockenstresssymptome (erfasst in Einbeck 2018)

Bonitur von 1 = kein Befall mit Ustilago maydis bis 9 = starker Befall mit
Ustilago maydis (erfasst in Einbeck 2018)

Fur alle Merkmale wurden Uber lineare gemischte Modelle adjustierte Mittelwerte tiber Orte
und Jahre sowie die Heritabilitat berechnet (Tabelle 3). Die Berechnung erfolgte nach Aus-
schluss von sogenannten Ausrei3ern. Die Heritabilitaten waren allgemein sehr hoch (Ta-
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belle 3), was fir eine hohe genetische Varianz der untersuchten Merkmale und eine ausge-
zeichnete Qualitat der Daten spricht. Lediglich bei den nur einjahrig oder einortig erfassten
Merkmalen Bestockung und Ustilagobefall (Ustilago maydis, Erreger des Maisbeulenbrands)
lagen die Werte mit 0,6 deutlich niedriger. Unter den Merkmalen fur die frihe Jugendentwick-
lung und Kéltetoleranz wurde fur das objektiv erfassbare Merkmal PH_V4 mit 0,92 die
hdchste Heritabilitéat beobachtet. Am Standort Einbeck herrschte wahrend der gesamten Ve-
getationsperiode 2018 starke Trockenheit, somit konnte die in Landrassen vorhandene Vari-
ation fur ein weiteres abiotisches Stressmerkmal erfasst werden. Die Aufspaltung in den Li-
nien fur Trockenstresssymptome wurde anhand einer Bonitur erhoben, die Heritabilitat hier-
fur betrug 0,87.

Tabelle 3: Heritabilitaten (h?) innerhalb der Landrassen, bei Lalin getrennt nach S.- bzw.
Sz-Linien, sowie Uber den Gesamtversuch in den jeweils verfugbaren Umwel-
ten. FUr Abkirzungen der Merkmale und Umwelten siehe Tabelle 2.

Merkmal KE_S, PE_S, LL_S> LL_Ss Alle
STC_V2 0,91 0,87 0,89 0,81 0,92
EV_V3 0,86 0,85 0,83 0,85 0,89
EV_V4 0,83 0,83 0,82 0,85 0,88
EV_V6 0,81 0,79 0,82 0,83 0,86
PH_V4 0,88 0,87 0,86 0,90 0,92
PH_V6 0,82 0,82 0,87 0,82 0,88
DtSILK 0,89 0,91 0,88 0,83 0,91
EH 0,89 0,86 0,84 0,86 0,90
PH_final 0,89 0,91 0,89 0,89 0,92
RL_R6 0,56 0,61 0,43 0,67 0,58
TILL 0,58 0,67 0,39 0,41 0,62
Drought 0,78 0,88 0,89 0,86 0,87
Ustilago 0,57 0,57 0,73 0,64 0,64

Anhand der adjustierten Mittelwerte (,best linear unbiased estimates®, BLUEs) wurden die
Korrelationen zwischen den Merkmalen untersucht (Anhang, Abbildung A 2). Die Merkmale
fur die frihe Jugendentwicklung (EV_V3, EV_V4, EV_V6, PH_V4, PH_V6) sind mit 0,8-0,9
hoch korreliert. Mit Werten um -0,4 liegt eine moderate negative Korrelation dieser Merkmale
mit dem Blihzeitpunkt vor. Dies legt nahe, dass frih bliihende Linien tendenziell zwar eine
bessere Kéltetoleranz haben, jedoch ist die Korrelation nicht sehr hoch. Damit sollte es ziich-
terisch moglich sein, Maismaterial fir spate Reifegruppen mit guter Kaltetoleranz zu entwi-
ckeln. Eine positive Korrelation (0,4-0,5) wurde zwischen den Merkmalen der friihen Jugend-
entwicklung und der finalen Wuchshéhe beobachtet. Da die Korrelation ebenfalls nur im mitt-
leren Bereich liegt, lasst sich folgern, dass Unterschiede in der frihen Wuchshéhe nur teil-
weise mit dem genetischen Potential fir die finale Wuchshdhe erklart werden und die Unter-
schiede in der frihen Wuchshdhe indirekt die Kaltetoleranz der Linien erfassen. Die Vertei-
lung der Merkmale Wurzellager und Bestockung zeigt, dass in den ziichterisch bisher wenig
bearbeiteten Landrassen agronomisch unerwiinschte Merkmale aufspalten. Unter starkem




Ergebnisse und Diskussion

Trockenstress am Standort Einbeck im Jahr 2018 wies ein kleiner Teil der Linien zudem
deutliche Trockenstresssymptome, wie z. B. sterile Fahnen, auf. Sollen die vorteilhaften Al-
lele fur Kéltetoleranz durch Einkreuzung in Elitematerial eingelagert werden, so muss gleich-
zeitig der Ubertragung dieser unerwiinschten Merkmale entgegengewirkt werden. Eine Mog-
lichkeit fiir entsprechende Selektion bietet die genomweite Leistungsvorhersage (siehe Ab-
schnitt 4.4).

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Merkmalen wurden Luftbilddaten des Versuchs mit-
tels UAV erhoben, um mit hoher zeitlicher Auflésung die Wachstumsdynamik der Pflanzen
zu erfassen. Die Versuche in Roggenstein wurden 2018 ein- bis zweimal wochentlich an 21
Terminen zwischen Aussaat und Ernte tberflogen (Abbildung 2).

23.05. 06.06. 18.06. 02.07. 27.08.

Abbildung 2: Luftbildaufnahmen in Roggenstein 2018 mittels UAV. Oben: Gesamtver-
such am 18.06.2018. An den Randern des Versuchs sowie in der Mitte
des Versuchs befinden sich jeweils gemusterte Bodenplatten als Orientie-
rungspunkte fir die Auswertung der Drohnenbilder. Unten: Entwicklung
der Pflanzen im selben Feldausschnitt an finf Flugterminen.

Fur den Standort Einbeck wurden fir 2017 und 2018 entsprechende Daten von KWS zur Ver-
flgung gestellt. Die Auswertung der Luftbilddaten wird gegenwartig in Zusammenarbeit mit
Prof. Scott Chapman (University of Queensland / CSIRO, Australien), durchgefuhrt. Es sollen
Schéatzwerte flr Pflanzenanzahl, Pflanzenhdhe, Bodenbedeckung und weitere Merkmale er-
mittelt werden, die als longitudinale Daten fir die Erstellung von Wachstumsmodellen genutzt
werden kénnen. Im Rahmen der Bilddatenauswertung wird gepruft, inwieweit die digital erho-
benen Daten mit den manuell erfassten Daten korrelieren. Bei ausreichend hohen Korrelatio-
nen koénnten zukunftig die sehr personal- und zeitaufwéndigen Datenerfassungen im Feld zu-
mindest teilweise durch Luftbilddaten ersetzt werden. Die zeitlich hochauflésenden Daten sol-
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len in Verbindung mit genomweiten Assoziationsstudien die Lokalisierung von relevanten Ge-
nomregionen fur die Jugendentwicklung der Pflanzen und die Vorhersagegenauigkeit bei der
genomweiten Leistungsvorhersage weiter verbessern. Aufgrund der enormen Datenmengen
und -komplexitét sind Ergebnisse hierzu, auch in Verbindung mit den lokal erhobenen Wetter-
daten, erst nach Ende des Projektes zu erwarten.

Das erstellte Pflanzenmaterial der Gametenfang-Linien aus drei europaischen Mais Landras-
sen und die dazu erhobenen phanotypischen Daten zeigten sowohl das grol3e Potential von
Landrassen fir die Identifizierung neuer Allele fur Kaltetoleranz in Mais als auch die mit der
Nutzung von genetischen Ressourcen einhergehenden Herausforderungen. Trotz Einlage-
rung in den genomischen Hintergrund der Inzuchtlinie F2 manifestierte sich die genetische
Birde in Landrassen unter anderem durch geringen Saatgutansatz in einem Teil der Linien.
Durch hohen Aufwand bei der Materialerstellung konnte jedoch eine grof3e Zahl von Linien fur
die Experimente bereitgestellt werden, die intensiv fir Kaltetoleranz und agronomische Merk-
male charakterisiert wurden. Eine Alternative zum Gametenfang besteht in der Produktion von
DH-Linien aus Landrassen. Die Ausbeute an DH-Linien ist jedoch stark von der jeweiligen
Landrasse abhéngig [27]. So gab es beispielsweise fiir die Landrasse LL in einem flankieren-
den Projekt erhebliche Schwierigkeiten bei der Produktion von DH-Linien, wahrend das Po-
tential dieser Landrasse Uber den Gametenfang-Ansatz hier sehr gut abgeschatzt werden
konnte. Der zlichterische Aufwand fur den Gametenfang ist dariiber hinaus geringer als fir die
Erstellung von DH-Linien. Wé&hrend fur das aktuelle Projekt die offentlich verfiigbare Inzuchtli-
nie F2 verwendet wurde, wirden Zuchtunternehmen aktuelle Elitelinien mit einem hohen Leis-
tungsniveau nutzen. Dies konnte bei einer rein phanotypischen Selektion dazu fihren, dass
Nachkommen bevorzugt werden, die vor allem das Genom des Eliteelters tragen, wahrend
Genomregionen aus den Landrassen nicht bericksichtigt wirden. Um die zichterisch bisher
kaum bearbeiteten Landrassen fiir die Verbesserung von Elitematerial effizient zu verwenden,
sollten daher phanotypische und genotypische Daten genutzt werden, um Genomregionen mit
vorteilhaften Allelen der genetischen Ressourcen eindeutig zu identifizieren und diese Uber
genombasierte Zichtung gezielt Gber weitere Rickkreuzungen in Elitematerial einzulagern.
Genombasierte Verfahren erlauben beispielsweise Uber einen Index die gleichzeitige Selek-
tion gegen unerwinschte Merkmale, wie z. B. Wurzellager oder Bestockung.

4.2 Diversitat und populationsgenetische Analysen

Fur die Genotypisierung mit dem Affymetrix 600k Maize Genotyping Array [28] wurde die DNA
der insgesamt 957 S;-Linien bzw. fur die Landrasse LL zusatzlich auch von 324 S,-Linien
verwendet. Diese reprasentieren den Genotyp der im Feldversuch analysierten S»- bzw. Ss-
Linien. So kann beispielsweise an Genompositionen, die in der S;-Generation bereits homozy-
got sind, auch in den S»-Linien keine Aufspaltung mehr erfolgen, wahrend an heterozygoten
Positionen eine 1:2:1 Spaltung in den Sx-Linien erwartet wird. Nach stringenter Qualitatsfilte-
rung der Rohdaten standen ca. 477.000 SNP-Marker fur weitere Analysen zur Verfigung. Als
Filterkriterien dienten Parameter, wie z. B. die Clusterqualitat der Marker, eine zugeordnete
Genomposition in der Mais Referenzsequenz sowie die Anforderung, dass ein gegebener Mar-
ker in mindestens 90% der Individuen eine Sequenzinformation liefern muss. Fir populations-
genetische Analysen und die unten dargestellte Assoziationskartierung wurden Individuen mit
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mehr als 10% fehlenden Werten oder mit einer molekularen Zuordnung zur falschen Land-
rasse aus dem Datensatz entfernt. Es verblieben 922 S;-Linien und 324 S,-Linien fur weitere
Analysen.

Die Analyse der Populationsstruktur mittels Hauptkoordinatenanalyse anhand der molekula-
ren Daten zeigt die klare Unterscheidung der Landrassen (Abbildung 3). Erwartungsgeman
finden sich die S:- bzw. S;- Gametenfang-Linien jeweils zwischen den urspriinglichen Land-
rassen und der Inzuchtlinie F2. Eine Analyse der molekularen Varianz (AMOVA) der S;-Li-
nien ergab, dass 90,8% auf die Variation innerhalb und 9,2% auf die Variation zwischen
Landrassen entfallen. Um Elitematerial zu verbessern, sollte es daher mdglich sein, einen
grolRen Anteil der allelischen Variation einer Landrasse zu nutzen. Die Vorauswahl von ge-
eigneten Landrassen kann durch Pilotprojekte erfolgen, in denen die genetische Variation in-
nerhalb der Landrassen fir das entsprechende Zielmerkmal untersucht wird.

0.3 @ KE_SO ® LL SO ® PE_SO ¢ F2
s KE_S1 ® LL_S1 ® PE_S1 ;
mLL_S2

0.2- Sp aus !_anorassen

S, aus Gametenfang

o
i
L

(%)

, PCo2:33
o
o

o
e
!

-0.2 1

-0.3 1

0.3 0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3
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Abbildung 3: Hauptkoordinatenanalyse (,principal coordinate analysis“, PCoA) basie-
rend auf Modified Rogers* Distanzen der urspriinglichen Landrassen (So),
der Si- bzw. Sy-Linien und der fir den Gametenfang verwendeten Inzucht-
linie F2. Der Anteil der durch die beiden ersten Hauptkoordinaten (PCo)
erklarten Varianz ist in Klammern angegeben.

Tabelle 4 zeigt Diversitatsparameter der Gametenfang-Linien und der Se-Individuen der ur-
sprunglichen Landrassen. Der Anteil polymorpher Marker liegt in den Gametenfang-Linien
innerhalb der Landrassen etwas hoher als in den urspriinglichen Landrassen. Dies ist be-
dingt durch Genomregionen, in denen die urspriinglichen Landrassen monomorph waren,
die nun aber durch den genetischen Hintergrund der eingekreuzten Linie F2 polymorph sind.
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Tabelle 4: Diversitatsparameter in urspriinglichen Landrassen (So) und Si- bzw. Sp-Li-
nien. Angegeben sind die Anzahl untersuchter Individuen (n), Anteil polymor-
pher Marker (PP), Nukleotiddiversitat (pi) und Haplotypenheterozygotie (H).

KE_So KE_S, LL_So LL_S; LL_S, PE_So PE_S,
n 48 274 48 376 324 47 272
PP 0.73 0.82 0.83 0.89 0.92 0.83 0.87
Pi 0.23 0.23 0.28 0.23 0.22 0.25 0.24
H 0.56 0.57 0.71 0.58 0.60 0.64 0.59

Nukleotiddiversitat und Haplotypenheterozygotie liegen in den Gametenfang-Linien teilweise
etwas niedriger als in den urspriinglichen Landrassen. Es kann dennoch angenommen wer-
den, dass durch den Gametenfang ein wesentlicher Teil der Diversitat der Landrassen repré-
sentiert ist. Um zu prifen, ob durch den Gametenfang-Ansatz Haplotypenvielfalt der ur-
sprunglichen Landrassen verloren geht, wurde entlang der Chromosomen die Anzahl ver-
schiedener Haplotypen in urspriinglichen Landrassen (So) und Si-Linien bestimmt (Abbildung
4). Die Haplotypen wurden anhand einer LD-basierten Methode [29] berechnet. Der Grof3teil
der in den So-Individuen vorhandenen Haplotypen konnte auch in den S;-Linien wiedergefun-
den werden. Geringe lokale Unterschiede kénnten auch auf verschiedene Stichprobengro-
Ben zwischen So und S; zurtickzufiihren sein. Systematische Unterschiede in der Haploty-
penanzahl fur bestimmte Genomregionen wurden nicht beobachtet. Die Gametenfang-Linien
eignen sich daher hervorragend, um die native Diversitat und Haplotypenvielfalt aus diesen
Landrassen zichterisch nutzbar zu machen.
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Abbildung 4: Anzahl von Haplotypen in S; Gametenfang-Linien im Vergleich zur ur-
spriinglichen Landrasse (So) Lalin, exemplarisch dargestellt fir Chromo-
som 1. Haplotypen, die nur in So auftreten: blau (oben), nur in Si: griin
(unten), in Sp und Si: grau (symmetrisch). Schwarz: Differenz der Haplo-
typenanzahl zwischen S und S; (Uberschuss So: oben, Si: unten).
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4.3 Lokalisierung von Genomregionen fur Kaltetoleranz und
Jugendentwicklung

Zur Lokalisierung von Genomregionen, welche die Merkmale Kéaltetoleranz und Jugendent-
wicklung beeinflussen, wurde ein assoziationsgenetischer Ansatz verwendet. Anhand phano-
typischer und genotypischer Daten wurden genomweit Assoziationen zwischen molekularen
Markern und der phanotypischen Merkmalsauspragung detektiert. Sowohl Gber Landrassen
hinweg als auch innerhalb von Landrassen wurde die vorhandene Populationsstruktur in der
Analyse bertcksichtigt. Abbildung 5 zeigt exemplarisch einen Manhattan-Plot fir das Merk-
mal Frihe Wuchshohe im Entwicklungsstadium V4. In zwei Genomregionen auf Chromosom
1 und einer Region auf Chromosom 4 wird der Schwellenwert Uberschritten.

~ ” — FDRO.05
— FDRO.10

—logio(p)

T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Chromosome

Abbildung 5: Genomweite Assoziationsstudie fir das Merkmal Frilhe Wuchshdhe
(PH_V4) Uber alle drei Landrassen unter Beriicksichtigung der Populati-
onsstruktur mittels K-Matrix. Der Manhattan-Plot zeigt auf der x-Achse die
zehn Mais-Chromosomen und auf der y-Achse den negativen dekadi-
schen Logarithmus des p-Werts aus der Assoziationsanalyse. Die roten
und orangen Linien kennzeichnen das Signifikanzniveau fir eine ,false
discovery rate” (FDR) von 5% bzw. 10%.

Die Analyse Uber alle Landrassen hinweg zeigt weitere Genomregionen, die mit den ver-
schiedenen Merkmalen fiir die friihe Jugendentwicklung bzw. mit agronomischen Merkmalen
assoziiert sind (Abbildung 6). Werden die Landrassen einzeln betrachtet, wird deutlich, dass
auch Regionen spezifisch in einzelnen Landrassen segregieren, die ebenfalls flr die ziichte-
rische Verbesserung der Kéltetoleranz genutzt werden kénnen (Anhang, Abbildung A 3).
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Abbildung 6: Genomweite Assoziationsstudie Uber alle drei Landrassen fir friihe Ju-
gendentwicklung und weitere agronomische Merkmale (siehe Tabelle 2).
Die Darstellung zeigt fur 20 Mb Fenster entlang der zehn Mais-Chromo-
somen den negativen dekadischen Logarithmus des p-Werts des signifi-
kantesten Markers je Fenster. Blau eingefarbte Fenster Giberschreiten den
Grenzwert fur eine ,false discovery rate (FDR) von 10%.

Die Vielzahl der Genomregionen fiir Kéltetoleranz und Jugendentwicklung unterstreicht die
genetische Komplexitat dieser Merkmale. Wahrend sich einige Regionen aus der Assoziati-
onskartierung relativ scharf abgrenzen lassen und nur wenige Kandidatengene enthalten,
liegt in anderen Regionen eine Vielzahl von Genen, was die ldentifizierung von Kandidaten-
genen erschwert. In den signifikant mit einzelnen Merkmalen assoziierten Genomregionen
werden anhand der Mais Genomannotationen der Dent Referenzlinie B73 und der im Projekt
sequenzierten Flint-Linie EP1 (siehe Abschnitt 4.5) sowie mittels der Zuordnung zu Genonto-
logien (,gene ontologies®, GO) fir biologische, molekulare und zellulare Funktionen relevante
Kandidatengene fur Kaltetoleranz identifiziert. Fur diese Kandidatengene werden die Allele
aus Landrassen mit Elitematerial verglichen, um bisher ziichterisch nicht genutzte Allele zu
finden. Damit kdnnen neue Haplotypen mit positivem Effekt auf Kéltetoleranz identifiziert
werden, die Marker-basiert in Elitematerial eingelagert werden kénnen und damit zu einer
Verbesserung der Kéltetoleranz in Mais beitragen. Die Auswertung und Filterung der Daten
ist derzeit noch nicht abgeschlossen.

4.4 Genomische Leistungsvorhersage

Die Vorhersage genomischer Zuchtwerte basiert auf der Verwendung phanotypischer und
genomweiter genotypischer Daten einer Trainingspopulation, anhand derer tiber geeignete
statistische Modelle die allelischen Effekte fiir alle untersuchten Marker geschatzt und auf-
summiert werden [30]. Die so geschéatzten Effekte kdnnen zur Leistungsvorhersage in geno-
typisierten, aber nicht phanotypisierten Individuen (Testpopulation) verwendet werden. Die
Vorhersagegenauigkeit hdngt von verschiedenen Faktoren ab, wie z. B. der Verwandtschaft
zwischen Trainings- und Testpopulation, der Gro3e der Trainingspopulation, dem Ausmalf3
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des LD und der Heritabilitat des Merkmals. Sie unterscheidet sich aul3erdem selbst bei &hn-
lich hoher Heritabilitéat zwischen Merkmalen. Wéhrend der Einsatz der genomischen Leis-
tungsvorhersage in Elitezuchtprogrammen seit einigen Jahren im Mais etabliert ist [31, 32],
wurde der Einsatz der Methode in genetischen Ressourcen bisher kaum untersucht. Gerade
bei der Einlagerung neuer genetischer Variation aus genetischen Ressourcen kdnnte die
Methode jedoch durch Reduzierung der Phanotypisierungskosten und Verkirzung von
Zuchtzyklen einen entscheidenden Vorteil bieten [33, 34]. Zunachst stellte sich hierbei die
Frage, wie grol3 entsprechende Trainingspopulationen gewahlt werden missen, um ausrei-
chend zuverlassige Vorhersagen zu treffen. Hierflr wurden Berechnungen mit verschiede-
nen Stichprobengrof3en zwischen N = 50 und N = 350 durchgefihrt (Abbildung 7). In allen
Landrassen ist abhdngig vom Stichprobenumfang ein Anstieg der Vorhersagegenauigkeit zu
beobachten. Der starkste Anstieg war bis N = 200 zu verzeichnen, doch auch dartber hinaus
stiegen die Vorhersagegenauigkeiten weiter an und erreichten in keinem Fall ein Plateau.
Daraus kann geschlossen werden, dass in vergleichbaren genetischen Ressourcen Trai-
ningspopulationen von mindestens 200 Individuen verwendet werden sollten. Abbildung 7
und Tabelle 5 zeigen auRerdem, dass sich die Vorhersagegenauigkeiten fur die verschiede-
nen Merkmale unterscheiden. Wahrend die mit Kéltetoleranz assoziierten Merkmale der fri-
hen Jugendentwicklung bei einheitlicher Stichprobengroéfie von N = 250 bei der Vorhersage-
genauigkeit zwischen 0,2 und 0,4 lagen, wurden fir die spaten Merkmale wie Blite, Kolben-
ansatzhohe und finale Wuchshdhe Werte um 0,5 beobachtet. Mit am besten wurde das
Merkmal Bestockung vorhergesagt. Vorhersagegenauigkeiten zwischen Landrassen liegen
bei 0 (Daten nicht gezeigt). Vorhersagen tber Landrassen hinweg sind daher, vermutlich
aufgrund der stark unterschiedlichen Kopplungsphasen, nicht moglich.

In einem flankierenden Projekt wurden Versuche mit DH-Linien aus den gleichen drei Land-
rassen durchgeflihrt. Im Schnitt lagen die Vorhersagegenauigkeiten dort etwas hdher als in
den Gametenfang-Linien. Ein méglicher Grund hierfir ist, dass in den noch teilweise hetero-
zygoten Gametenfang-Linien nicht die volle genetische Varianz aufspaltet. Die verwendeten
statistischen Modelle berticksichtigten in unseren Analysen zudem nur die additiv-genetische
Varianz, jedoch keine Dominanzeffekte, da diese flir die Selektion von untergeordneter Be-
deutung sind. Aufgrund der etwas heterogeneren Bestande sind Phanotypen in den Game-
tenfang-Linien auf3erdem mit etwas geringerer Prazision zu erfassen als in homozygoten und
homogenen Bestéanden von DH-Linien. Wie weiter oben (Abschnitt 4.2) bereits ausgefihrt,
bietet der Gametenfang-Ansatz jedoch den Vorteil, dass das Material schneller und einfacher
zu erstellen ist. Mit anschlieRender stringenter Selektion, basierend auf genomischen Zucht-
werten, kbnnen aus einer groRen Anzahl von Linien die besten ausgewahlt werden. Es muss
untersucht werden, ob eine weitere Optimierung der genomischen Leistungsvorhersage und
damit eine verbesserte Selektion auf Kéltetoleranz anhand multivariater Methoden [35] er-
zielt werden kann. Dabei werden mehrere Merkmale gleichzeitig betrachtet und genetische
Netzwerke bzw. Interaktionen kdnnen bericksichtigt werden.
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Abbildung 7:

Genomweite Leistungsvorhersage fur friihe Jugendentwicklung und wei-
tere agronomische Merkmale (,Trait”, siehe Tabelle 2) Uber alle drei Land-
rassen. Fir die Landrasse LL sind die Ergebnisse getrennt dargestellt fir
So- bzw. Ss-Linien und beruhen auf einjahrigen Daten. Die Abhangigkeit
der Vorhersagegenauigkeit (,prediction accuracy”, y-Achse) von der
Stichprobenzahl (N, x-Achse) wurde jeweils anhand von 100 zufalligen
Stichproben und zehnmaliger 5-facher Kreuzvalidierung ermittelt. Schat-
tierte Bereiche: Konfidenzintervall der wiederholten Stichproben.
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Tabelle 5: Vorhersagegenauigkeit in der genomischen Leistungsvorhersage fir ver-
schiedene Merkmale (siehe Tabelle 2) in Sz- bzw. Ss-Linien der drei Landras-
sen. Die angegebenen Mittelwerte basieren auf 100 Stichproben von N = 250
Individuen mit zehnmaliger 5-facher Kreuzvalidierung je Stichprobe.

Merkmal S2 _KE S2_PE S2 LL S3 LL
EV_V3 0,24 0,17 0,28 0,24
EV_V4 0,25 0,21 0,31 0,28
EV_V6 0,23 0,26 0,27 0,22
PH_V4 0,17 0,22 0,36 0,33
PH_V6 0,33 0,32 0,27 0,29
DtSILK 0,55 0,47 0,46 0,42
EH 0,45 0,58 0,49 0,21
PH_final 0,43 0,53 0,44 0,32
RL_R6 0,32 0,43 0,41 0,31
TILL 0,73 0,58 - 0,42
Drought 0,20 0,49 - 0,29
Ustilago 0,42 0,50 - 0,31

4.5 Erstellung einer de novo Referenzsequenz fir Flint

Vor dem Hintergrund ausschlief3lich Dent-spezifischer 6ffentlicher Mais-Referenzgenome
(B73, PH207) sowie der grof3en Bedeutung von Flint-Linien in der europaischen Maisziich-
tung, speziell fir das Merkmal Kaltetoleranz, wurde im Rahmen des Projektes die Flint-Linie
EP1 fur die Erstellung einer de novo Genomsequenz ausgewahlt. EP1 reprasentiert die ge-
notypische Basis vieler moderner Elitelinien in Europa. Insgesamt wurden 768 Gb genomi-
sche Sequenzdaten fiir EP1 unter Verwendung der lllumina Plattform mit 320-facher Genom-
abdeckung erzeugt und mithilfe der DeNovoMagic™ Pipeline der Firma NRGene zu Pseu-
dochromosomen assembliert. Die hohe Qualitat und Kontiguitat des Assemblies spiegelt sich
in ausgezeichneten Genomstatistiken, wie z. B. einem N50 Wert von 6,1 Mb (siehe Tabelle
6), wider.

Zur weiteren Charakterisierung der Genomsequenz wurden unter Verwendung einer Mais-
Repeatdatenbank [36] die Repeat- und Transposonregionen des Genoms detektiert und an-
notiert. Entsprechend des hohen Transposonanteils im Maisgenom sind ~80% der genomi-
schen Sequenz in EP1 repetitiver Natur. Insgesamt wurden >1,34 Millionen Transposon-ver-
wandte Elemente in EP1 gefunden, wobei der Uberwiegende Anteil (92%) den Klasse |
Repeats (Retrotransposons) angehort.

18



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 6: Kennzahlen des EP1 Referenzgenom-Assemblies

Genomstatistik Wert

Sequenz [bp] 2.462.913.883
Anzahl Scaffolds 71.196
Assembly Liucken [bp] 25.361.986
Assembly Licken [%)] 1,03
N50 [bp] 6.134.294
N9O0 [bp] 1.226.172
Maximale Scaffoldlange [bp] 29.676.303

Die Vorhersage der Genfunktionen mittels bioinformatischer Methoden (sog. Annotation) ba-
sierte auf Konsensusmodellen von transkriptionellen Evidenzen und Proteinhomologien ver-
wandter Spezies (Brachypodium, Reis und Hirse) sowie 6ffentlicher Genannotationen der
Mais-Linien PH207 und B73. Sowohl die Referenzsequenz als auch die Repeat- und Genan-
notation wurden Uber Datenbanken 6ffentlich verfiigbar gemacht. Zur Aufklarung struktureller
Variation zwischen Maisgenomen wurden ,whole genome alignments® (WGASs) zwischen
sechs Mais Referenzgenomen durchgefihrt. Es konnten vier Flint- (EP1, F7, DK105,
PE0075) und zwei Dent- (B73, PH207) Referenzsequenzen verglichen werden. Die WGAs
wurden mithilfe des Programms MUMmer [37] als paarweise Sequenzvergleiche aller zehn
Pseudochromosomen berechnet und zeigten in allen Vergleichen mit anderen Referenzge-
nomen eine Vielzahl struktureller Unterschiede wie Deletionen,

Insertionen, Inversionen und Translokationen, die sich Gber mehrere Kilobasen bis hin zu
mehreren Megabasen erstrecken und von denen auch zahlreiche Gene betroffen sind. Zent-
rale Ergebnisse der Studie sind die Identifizierung von Flint- und Dent-spezifischen genomi-
schen Regionen sowie des Coregenoms, das in allen sechs Linien alignierbar ist. Interessan-
terweise korreliert dieses starker mit centromer-nahen Regionen bzw. Regionen mit niedriger
Rekombination (Abbildung 8).

Die Vielzahl struktureller Rearrangements sowie Unterschiede in den annotierten Genen zwi-
schen Dent-Linien und der hier erstellten Flint Referenzsequenz unterstreichen die Bedeu-
tung der EP1 Genomressource fur das Projekt BayKlimaFit und fur die européaische Maisfor-
schung und —ztichtung. In BayKlimakFit ist die EP1 Referenzsequenz von grofRer Relevanz
fur die Berticksichtigung Flint-spezifischer struktureller Varianten. Da in EP1 Genmodelle
identifiziert wurden, die in der bisher verwendeten Dent Referenzsequenz der Dent-Linie B73
nicht vorhanden sind, ist eine genauere ldentifizierung und Charakterisierung von Kandida-
tengenen moglich, die mit Kéltetoleranz assoziiert sind. Eine detaillierte Analyse der Genom-
regionen fir Kéltetoleranz, die in GWAS Analysen identifiziert wurden (siehe Abschnitt 4.3),
wird derzeit durchgefihrt.
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Abbildung 8: Dichte verschiedener genetischer Elemente im Genom der Flint-Linie
EP1. Das Kreisdiagramm zeigt von auf3en nach innen fiir die Chromoso-
men 1 bis 10: Repeatdichte, Gendichte, Anteil des Coregenoms, Dichte
gruppenspezifischer (Flint/Dent) Regionen und nicht-alignierter Bereiche.
Dunklere Farben stehen jeweils fur eine héhere Dichte. Deutlich erkenn-
bar sind die hohen Repeat- und Coregenom-Dichten (1. und 3. Kreis) in
den inneren, centromernahen Regionen der Chromosomen. Im Gegen-
satz dazu konzentrieren sich die Gene (2. Kreis) in den telomernahen,
randstandigen chromosomalen Abschnitten.

4.6 Bioinformatische Analysen fir den Projektverbund BayKlimaFit

Transkriptomanalyse der Entwicklung von Maispollen

In Zusammenarbeit mit dem Partner Universitdt Regensburg (Teilprojekt 4) wurden RNAseq-
Daten von Maispollen in vier Entwicklungsstadien (uni-, bi-, trizellulares und Tetradensta-
dium) analysiert, um anhand differentiell exprimierter Gene (DEG) die beteiligten biologi-
schen Prozesse und Schlisselgene zu identifizieren. Die DEG-Kalkulation der vier Entwick-
lungsstadien basierte auf einer Zeitreihenanalyse und wurde beztiglich eines Referenzwertes
(Tetradenstadium) wie auch fir direkt aufeinanderfolgende Stadien ermittelt. Die Zahl der
statistisch signifikanten DEGs war dabei in beiden Fallen sehr hoch und lag fiir die Summe
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hoch- und herunterregulierter Gene bei ca. 50% der Gesamtgenzahl in Mais. In der Gruppe
der DEGs, die in allen Kontrasten differentiell exprimiert waren, wurden Komponenten des
Cytoskeletts und mit diesem interagierende Proteine sowie Enzyme des Lipidmetabolismus
in signifikant erhdhter Anzahl detektiert. Zusatzlich wurde eine Liste angereicherter Trans-
kriptionsfaktoren fur eine Detailanalyse erstellt. Fur die Detektion biologisch relevanter funkti-
onaler Module fur die Pollenentwicklung in Mais und maf3geblicher Schliisselgene wurde ein
Clustering der Zeitreihe sowie eine Netzwerkanalyse gewichteter Gen-Coexpressionen
durchgefuhrt (Anhang, Abbildung A 4). Anhand der Prasenz eines Gens innerhalb eines Mo-
duls sowie der Signifikanz seines Expressionsprofils und der Modulsignifikanz selbst wurden
dem Kooperationspartner Schliisselgene aufgezeigt. Fur Details siehe Bericht zu Teilprojekt
4 der Universitat Regensburg.

Transkriptomanalyse hitzebehandelter Maispollen

Vom Partner Universitat Regensburg (Teilprojekt 4) wurde RNA von Maispollen im Tetra-
denstadium sequenziert, die fur 48 Stunden maRigem Hitzestress bzw. Normaltemperatur
ausgesetzt waren. Die Sequenzdaten zeigten eine sehr gute Qualitat und waren frei von
Ausreil3ern und Batch-Effekten und der Hitzestress bedingte deutlich die gré3te Varianz des
Datensatzes (Anhang, Abbildung A 5). Insgesamt wurden 169 hochregulierte und 130 Gene
mit signifikant niedrigerer Expression in gestresstem Pollen identifiziert. Die Ergebnisse wur-
den dem Kooperationspartner Uni Regensburg zur weiteren Auswertung Ubergeben. Fir De-
tails siehe Bericht zu Teilprojekt 4 der Universitat Regensburg.

Transkriptomanalyse zur Stomataregulation in Gerste

Zusammen mit dem Partner Universitat Wirzburg (Teilprojekt 7) wurden zur Identifizierung
von Genen, die an der Stomatabewegung beteiligt sind, in einer ersten Pilotstudie RNAseq-
Daten von intakten Blattern der unteren Epidermis mit intakten Stomata Komplexen sowie
Blattern ohne Epidermis analysiert. Diese Daten wurden im Rahmen einer differentiellen
Transkriptionsanalyse und mit Hilfe der genomischen Referenzdaten fur Gerste [38] ausge-
wertet. Dabei wurden an der Stomatabewegung beteiligte Gene in Gerste mit ihren Homolo-
gen aus Arabidopsis identifiziert. Es wurde geprift, ob Transkripte dieser Gene im Komplex
aus Schlie3- und Nebenzellen oder in Blattern ohne Schlie3zellen angereichert sind. Es
konnten wesentliche Komponenten des ABA-induzierten Stomaschlusses identifiziert und
dem Schlief3zell-/Nebenzellkomplex zugeordnet werden [39]. Die Analyse wurde im letzten
Jahr mit einem erweiterten Transkriptom-Datensatz und mit den aktuellen genomischen Re-
ferenzdaten in Gerste wiederholt. Dazu wurden verschiedene Pipelines und Werkzeuge zur
Analyse der Transkriptomdaten getestet sowie die Rohdaten evaluiert. Die Auswertung der
Ergebnisse, u. a. auch mit Hilfe ihrer funktionalen Annotation (,gene ontology* GO), ist na-
hezu abgeschlossen. Fir Details siehe Bericht zu Teilprojekt 7 der Universitat Wirzburg.

21



Ergebnisse und Diskussion

4.7 Voraussichtlicher Nutzen und Einordnung der Projektergeb-
nisse mit Bezug zum Klimawandel

Der Klimawandel erfordert geeignete Anpassungsstrategien, um eine nachhaltige und res-
sourcenschonende landwirtschaftliche Produktion zu sichern. Im Bereich der Pflanzenpro-
duktion sind dabei vor allem verschiedene abiotische Stressfaktoren relevant, denen durch
angepasste Produktionstechnik sowie Anbau und Zichtung stresstoleranter Kulturarten be-
gegnet werden kann [40]. Aus der Kombination aus veranderten Niederschlagsverteilungen
mit teilweise langer anhaltenden Trockenheitsphasen im Sommer sowie steigenden Tempe-
raturen ergeben sich fur viele Kulturarten neue Herausforderungen. Insbesondere wahrend
der Bliite reagieren Kulturarten wie Getreide und Mais sehr empfindlich auf Trockenstress.
Durch Verschiebung der Vegetationsperiode hin zu friiherer Reife knnen die Folgen der
Sommertrockenheit abgemildert werden. Soll die Vegetationsperiode zur Vermeidung von
Ertragsausfallen nicht lediglich durch Anbau frihblihender Sorten verkirzt werden, bietet
sich beispielsweise fur den Mais an, frihere Aussaattermine zu wéhlen. Da Mais jedoch eine
warmeliebende Pflanze tropischen Ursprungs ist, setzt dies ausreichende Kaltetoleranz und
eine rasche Jugendentwicklung der Jungpflanzen im Friihjahr voraus. Wahrend im Elite-
zuchtmaterial nur wenig genetische Variation fir Kéltetoleranz vorhanden ist, stellen Mais
Landrassen mit ihrer breiten genetischen Variation ein natirliches Reservoir allelischer
Diversitat dar. Die zlichterische Verwendung von genetischen Ressourcen steht vor der Her-
ausforderung, gunstige Allele fir Merkmale wie Stresstoleranz in Elitematerial einzulagern
unter gleichzeitiger Vermeidung der genetischen Biirde. Aufgrund bisher fehlender Konzepte
zur effizienten Nutzung genetischer Ressourcen, insbesondere fur komplex vererbte Merk-
male wie Kaltetoleranz, ist deren native Diversitét ziichterisch bisher kaum gezielt nutzbar.
Im Rahmen des Projektes wurde das Konzept des Gametenfangs aus Mais Landrassen eva-
luiert, um Genomregionen in Mais zu identifizieren, die die Kéaltetoleranz und Jugendentwick-
lung in Mais positiv beeinflussen. Die detaillierte genotypische und phanotypische Charakte-
risierung von Gametenfang-Linien aus drei européaischen Mais Landrassen ermdglichte die
Identifizierung von Genomregionen, die mit Kéltetoleranz und Jugendentwicklung assoziiert
sind. Durch genombasierte Ziichtungsverfahren kann neue genetische Variation fir die
Zichtung verbesserter stresstoleranter Sorten zuganglich gemacht werden. Die Kooperation
mit einem Wirtschaftspartner gewahrleistet die schnelle Umsetzung der gewonnenen Er-
kenntnisse in die Praxis in Form neuer und klimaangepasster Sorten.
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5 Veroéffentlichungen im Rahmen des Projekts

Publikationen in begutachteten Zeitschriften:

Mayer M, Unterseer S, Bauer E, de Leon N, Ordas B, Schoén C-C (2017) Is there an optimum
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https://doi.org/10.1007/s00122-017-2959-4
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Unterseer S, Seidel MA, Bauer E, Haberer G, Hochholdinger F, Opitz N, Marcon C, Baruch
K, Spannagl M, Mayer KFX, Schén C-C (2017) European Flint reference sequences comple-
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Schon, C.-C., Bauer E. (2016): Verbesserung der Kaltetoleranz von Mais. Auftaktveranstal-
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Jahrestagung, Berlin, 08.11.2017 (eingeladener Vortrag)

Schon C-C (2018) Grune Biotechnologie — Chancen und Zukunftsperspektiven.- Vortrags-
reihe ,TUM@Freising: Wissenschaft erklart fir alle”, Freising, 06.02.2018
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6 Vernetzungen

Ein wissenschaftlicher Mitarbeiter des Lehrstuhls fur Pflanzenziichtung absolvierte einen
Forschungsaufenthalt in der Arbeitsgruppe von Prof. Natalia de Leon (University of Wis-
consin, Madison, USA). Durch die Kooperation wurden wissenschaftliche Erkenntnisse zur
Nutzung von Genotypisierungsdaten fur die Aufklarung komplexer agronomischer Merkmale
ausgetauscht und Methoden gemeinsam weiterentwickelt. AuRerdem wurden dort Phanoty-
pisierungsmethoden zur Analyse von Kaltetoleranz in Landrassen in kontrollierten Plattfor-
men etabliert.

Die Auswertung der mittels Drohnen erhobenen Luftbilddaten erfolgt in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Scott Chapman (University of Queensland / CSIRO, Australien),
um die entsprechenden Datenanalyse-Pipelines in unserer Arbeitsgruppe zu etablieren und
die Daten fur das Projekt nutzbar zu machen.

Die Kooperation mit Prof. Klaus F. X. Mayer (Helmholtz Zentrum Minchen, HMGU) wurde
weiter ausgebaut, um bioinformatische Expertise der beiden Forschungseinrichtungen zu
bindeln und diese dem Projektverbund BayKlimaFit zur Verfiigung zu stellen. Die zum
01.10.2017 eingestellte wissenschaftliche Mitarbeiterin flr Bioinformatik war im Wesentlichen
am HMGU tatig, damit die dort vorhandenen umfangreichen Genomressourcen und bioinfor-
matischen Pipelines fir die im Projektverbund BayKlimaFit bearbeiteten Kulturpflanzen opti-
mal genutzt und Daten integriert werden konnten. Fir Details siehe Bericht des Koordinati-
onsprojektes bzw. weiterer Projektpartner.

Im Rahmen des Projektverbunds BayKlimaFit kooperierten wir mit anderen Arbeitsgruppen,
die an der Toleranz gegentiber abiotischen Stressfaktoren forschen, wie z. B. der Arbeits-
gruppe von Prof. Erwin Grill (TUM), die Trockenstresstests fir Mais etabliert hat, und der Ar-
beitsgruppe von Prof. Caroline Gutjahr (TUM), die an den Auswirkungen von arbuskularer
Mykorrhiza auf Stresstoleranz in Mais arbeitet.

Die Ergebnisse des Projekts werden mit dem BMBF-geférderten Projektverbund MAZE
(http://www.europeanmaize.net/) verknipft, in dem neue theoretische Methoden zur Nutzung
genetischer Diversitat durch umfangreiche Haplotypenbibliotheken entwickelt werden. Diese
Methoden tragen Uber verbesserte genomweite Leistungsvorhersagemodelle sowie funktio-
nelle Analysen und Beriicksichtigung von Gen x Gen Interaktionen zur Aufklarung quantitativ
vererbter agronomischer Merkmale bei, um die allelische Variation von Landrassen fir die
Zichtung verbesserter Sorten zugénglich zu machen.
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7 Bestehende und entstandene Industriebeteiligung

Die Entwicklung des Pflanzenmaterials (Gametenfang-Linien) erfolgte in Zusammenarbeit
mit der KWS SAAT SE, die sich auch an der Phéanotypisierung des Materials beteiligte.

8 Zusammenfassung

Die effiziente zlichterische Nutzung der verfliigbaren genetischen Vielfalt ist eines unserer
wichtigsten Ziele, um die ressourcenschonende Produktion von Lebens- und Futtermitteln
sowie nachwachsenden Rohstoffen in Zeiten des Klimawandels zu sichern. Indem vorteil-
hafte Allele aus Landrassen starker zlichterisch genutzt werden, kann die Anpassung unse-
rer Kulturpflanzen an die sich wandelnden klimatischen Bedingungen gesteigert und gleich-
zeitig die zlchterisch nutzbare Biodiversitat erweitert werden. Im Rahmen des Projektes
wurde fir die Kulturart Mais untersucht, durch welche Strategien die genomische und phano-
typische Diversitat aus Landrassen fir die genetische Verbesserung der Kaltetoleranz von
Maiszuchtmaterial genutzt werden kann. Zunachst wurde die molekulare Diversitat in einem
breiten Sortiment européischer Landrassen durch populationsgenetische Ansétze unter-
sucht. Dabei wurde bestatigt, dass der gré3te Teil der molekularen Variation jeweils inner-
halb von Landrassen zu finden ist. Dies bedeutet, dass bei gezielter Vorauswahl wenige
Landrassen ausreichen, um in einer grof3en Stichprobe innerhalb der Landrassen durch ge-
netische Analysen die allelische Variation zu analysieren. Da es sich bei Mais Landrassen
um heterogene und heterozygote Populationen handelt, deren genetische Struktur eine ro-
buste Phanotypisierung und auch die Genotypisierung erschwert, wurde zunachst Uber einen
sogenannten Gametenfang definiertes genetisches Material entwickelt, das anschlie3end in-
tensiv in vier Feldumwelten (2 Jahre, 2 Orte) fur Kaltetoleranz, Jugendentwicklung und wei-
tere agronomische Merkmale charakterisiert wurde. In Verbindung mit genomweiten DNA-
basierten Daten konnten durch assoziationsgenetische Ansétze Genomregionen identifiziert
werden, die Kéltetoleranz und Jugendentwicklung in Mais beeinflussen. Es ist geplant, unter
Nutzung offentlich verfligbarer und im Projekt neu erstellter Mais Genomsequenzen und de-
ren Genannotationen genetische Faktoren zu identifizieren, die an der Auspragung von Kal-
tetoleranz beteiligt sind. Bei ausreichenden Stichprobengré3en ist die genomische Leis-
tungsvorhersage anhand genomweiter DNA-Marker ein geeignetes Werkzeug, um die alleli-
sche Variation fur Kéltetoleranz in Mais Landrassen ziichterisch nutzbar zu machen. Bisher
nicht genutzte vorteilhafte Allele aus Mais Landrassen kdnnen durch innovative genomba-
sierte Zuchtungsmethoden in Elitematerial eingelagert werden, um genetische Variation im
Zuchtmaterial zu erweitern und damit langfristig den Selektionserfolg und die Entwicklung
stresstoleranter, klimaangepasster Sorten zu sichern.
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9 Ausblick

Mit den Ergebnissen des Projektes wurde eine hervorragende Grundlage geschaffen, um ge-
netische Vielfalt effizient und zielgerichtet fir die Verbesserung der Kaltetoleranz in Mais zu
nutzen. Fir die meisten agronomisch relevanten Merkmale besteht zwischen Mais Landras-
sen und Elitezuchtmaterial jedoch ein grof3er Leistungsunterschied. In gewissem Umfang
kénnen Inzuchtlinien direkt aus Landrassen entwickelt und auf Leistung selektiert werden.
Sollen aber mehrere komplex vererbte Merkmale gleichzeitig zlchterisch bearbeitet werden,
so ist dies nur durch wiederholte rekurrente Selektion méglich, um so die Frequenz von Ge-
notypen mit erwtinschten Allelkombinationen zu erhéhen. Genombasierte Ziichtungsmetho-
den bieten hier neue Mdglichkeiten, insbesondere in Kombination mit schnellen Zuchtzyklen.
In Bezug auf die Optimierung derartiger neuer Zuchtschemata missen noch weitere Schritte
folgen. Uber weiterfiihrende Genomanalysen sollten ausgewahlte wichtige Schliisselgene,
die Kaltetoleranz und Jugendentwicklung beeinflussen, kloniert und funktional charakterisiert
werden, um ihre Rolle in genetischen und regulatorischen Netzwerken zu verstehen und die
Nutzung neuer Allele in der Ziichtung verbesserter Sorten effizienter zu machen.
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Abklrzungsverzeichnis

ABA Abscisinsaure (abscisic acid)

DH Doppelhaploide

H Haplotypenheterozygotie

kb Kilobasen

KE Landrasse Kemater Landmais Gelb

LD Kopplungsphasenungleichgewicht (linkage disequilibrium)
LL Landrasse Lalin

Mb Megabasen

MaizeGDB Maize Genomics Database, www.maizegdb.org

NCBI National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov

PCA Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis)

PCoA Hauptkoordinatenanalyse (principal coordinate analysis)

PE Landrasse Petkuser Ferdinand Rot

m Nukleotiddiversitat (pi)

QTL Genomposition eines quantitativ vererbten Merkmals (quantitative trait locus)

Si1, Sz, Ss Erste, zweite, bzw. dritte Selbstungsgeneration aus Individuen der Landrassen
SNP Einzelnukleotidpolymorphismus (single nucleotid polymorphism)

UAV Drohne (unmanned aerial vehicle)
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Abbildung A 1: Verlauf der Lufttemperatur 20 cm Gber dem Boden [°C] und der Nieder-
schlage [mm] (hellblau) am Standort Roggenstein in den Jahren 2017
und 2018. Rot: Maximum, schwarz: Mittelwert, blau: Minimum. Die Aus-
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Korrelationen zwischen phanotypischen Merkmalen. Auf der Diagonale
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Orte als Histogramm dargestellt. Unterhalb der Diagonale sind die Punk-
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die jeweilige Korrelation abgebildet. Die Abklirzungen fir die einzelnen
Merkmale sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Abbildung A 3: Genomweite Assoziationsstudie fur frihe Jugendentwicklung und wei-

tere agronomische Merkmale (siehe Tabelle 1) getrennt fur die drei
Landrassen (von oben nach unten: KE, LL, PE). Die Darstellung zeigt fur
20 Mb Fenster entlang der zehn Mais-Chromosomen den Wert fir den
negativen dekadischen Logarithmus des p-Werts des signifikantesten
Markers je Fenster aus der Assoziationsanalyse. Blau eingefarbte Fens-
ter Uberschreiten den Grenzwert fir eine ,false discovery rate von 10%.
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Abbildung A 4: Expressionsclusteranalyse der vier Entwicklungsstadien von Maispollen.
Exemplarisch sind Expressionsprofile der ersten 16 Cluster fur das Mais-
pollen-Transkriptom gezeigt. Die Entwicklungsstadien 1 - 4 auf der x-
Achse entsprechen dem Tetraden-, uni-, bi- und trizellularen Stadium.
Anderungen der Genexpression sind auf der y-Achse dargestellt.
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Clusteranalyse und Hauptkomponentenanalyse (,principal component
analysis®, PCA) hitzebehandelter Maispollen. RNAseqg-Daten hitzebe-
handelter (st) und Kontroll- (c) Maispollen zeigen sowohl in der Cluster-
analyse (A) als auch in der PCA (B) einen eindeutigen klar separierbaren
Effekt der Stressbehandlung auf. Alle Replikate einer Behandlung (Hitze,
Kontrolle) weisen dabei &hnliche Charakteristika und eine deutlich nied-
rigere Varianz gegeniiber den Proben der anderen Behandlung auf.
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