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Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung

Im Projekt ,Klimaabhangige Steuerung des Wasserverlustes in Blattern® sollten in Gerste
genetische Marker gefunden werden, die Zichtern helfen, stresstolerante Sorten zu identifi-
zieren. Dabei wurde vor allem Trockenstress untersucht. Hierbei spielt das Wassermanage-
ment der Pflanzen, das mal3geblich Gber Poren auf der Blattoberflache, die Stomata, ge-
steuert wird, eine entscheidende Rolle. Die Stomad6ffnungsweite, bedingt durch den Turgor
der beiden beteiligten Schliel3zellen, ist entscheidend fur den Wasserverlust tber die Blatter.
Daher ist ein optimierter Wasserhaushalt unter Trockenstress entscheidend von der Reakti-
on der Stomata auf die jeweilige Stresssituation abhangig. Hierbei kommt dem Stresshormon
Abszisinsaure (ABA) eine Schlisselrolle zu.

Der Schlie3zellkomplex der Gerste besteht, wie bei allen Grasern aus einem Schliel3zell-
und einem Nebenzellpaar. Der Stomaschluss, eine erste makroskopische Antwort auf ABA,
ist bei Gerste viel direkter als bei Nicht-Grasern und auf das Zusammenspiel der SchlieRzel-
len mit ihren Nebenzellen zuriickzufiihren. Uber die Natur dieser Zell-Zell-Kommunikation
war bislang nahezu nichts bekannt. Zwischen beiden Zelltypen besteht ein Pendelverkehr in
Bezug auf Signale, osmotisch wirksame Metabolite und lonen. Die Aufklarung der Kommuni-
kation zwischen diesen beiden Zelltypen war daher fiir die Identifikation moglicher Marker-
gene der Gerste bzgl. Optimierung der Stomataeffizienz essentiell und stand im Fokus der
Untersuchungen.

Die Ergebnisse des Projektes erlaubten einen molekularen Einblick in den Signal- und Stoff-
austausch der Stomabewegung der Gerste hinsichtlich der Schlie3zell-/Nebenzellkomplexe.
Letztlich konnte mit diesem Ansatz die ABA-Signalkette im Gerstenstomakomplex schon
grob nachgestellt werden. Im nachsten Schritt wurden Unterschiede der ABA-Induktion von
Schlie3- und Nebenzellgenen untersucht und dann ausgewahlte Gerstensorten transkriptio-
nell unter Trockenstress miteinander vergleichen. Dabei konnten funktionelle Unterschiede
erfasst werden, lber die spater die Markergenkandidaten validiert werden sollen.
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2 Einfahrung

Im Zuge des Klimawandels ist in Bayern mit hdufigeren Trockenperioden als bisher zu rech-
nen. Unter diesen Bedingungen stellt das Wassermanagement von Kulturpflanzen eine zu
verbessernde GroR3e dar. Wasserverlust erfolgt Gber Stomata, mikroskopisch kleine, regelba-
re Poren in der Blattoberflache. Der Offnungszustand dieser Mikroventile wird durch speziel-
le Motorzellen — die Schliel3zellen — eingestellt. Der hydraulische Motor reagiert sowohl auf
interne, als auch auf Umweltfaktoren, die Uber ein multisensorisches Netzwerk von den
SchlieRzellen detektiert und in die jeweilige, situationsangepasste Stomabewegung umge-
setzt werden. Um Kohlendioxid (CO,) furr die Photosynthese aufnehmen zu kdnnen, mussen
die Stomata geoffnet werden. Ausbleibender Regen fiihrt zu Wassermangel an der Wurzel.
In dieser Stresssituation schlief3t die Pflanze ihre Stomata und vermeidet GberméaRigen
Transpirations-Wasserverlust. Trockenheitsresistente Pflanzen missen einen Weg finden,
die Stomaweite bezliglich Trockenstress und Wachstum (CO,-Aufnahme/Eintrag von Koh-
lenstoff) zu optimieren.

Die GroRRe der stomatéren Pore wird Gber Verdnderungen des Schlie3zellvolumens gesteu-
ert. Dabei wirkt bei der Stomadéffnung ein Blaulichtrezeptor zusammen mit Effektoren wie
dem 14-3-3-Protein auf eine Protonen-ATPase, die Uber die Erzeugung eines Protonengra-
dienten die SchlieRzellmembran energetisiert. Durch diese treibende Kraft werden Kaliumio-
nen Uber einen Kanal in die Schlie3zellen eingebracht. Gleichzeitig strdmen Anionen zu-
sammen mit Protonen (A/H*-Symport) und getrieben durch den Protonengradienten in die
Zelle, Wasser folgt dem osmotischen Gefalle, wodurch das Schliel3zellvolumen steigt und
sich die Stomata 6ffnen (Abbildung 1 links).

Unsere Arbeitsgruppe hat maf3geblich an der Aufklarung der Komponenten des Schliel3zell-
motors mitgewirkt [1][2][3][4][5][6][7]1[8]. Dadurch ist z.B. die Wirkung des Trockenstresshor-
mons Abszisinsaure (ABA), dem wichtigsten Faktor bei der Regulation der Stomadffnungs-
weite unter Stress, bei der Modellpflanze Arabidopsis thaliana nahezu vollstandig verstan-
den. Beim ABA-induzierten Stomaschluss wird ABA von einem Rezeptor gebunden, der in
diesem aktivierten Zustand eine Phosphatase des PP2C-Typs inaktiviert. Dadurch werden
ABA-angesteuerte Kinasen zugeschaltet, die ihrerseits Anionenkanéle (SLAC1, SLAH3) ak-
tivieren. Der anschlieRende Anionenausstrom depolarisiert die SchlieRzellmembran,
wodurch der Kaliumabgabekanal GORK aktiviert wird. In der Folge stromt Wasser nach, das
SchlieRzellvolumen verringert sich, die Stomata schlieen (Abbildung 1 rechts). Dieser
Vorgang wird auf Protein- und Gen-Ebenen reguliert, weshalb zu erwarten war, tiber die
Analyse der Schliel3zell-Genexpression Markergene flr die Stressoptimierung von Gersten-
Stomata zu finden. Dartber hinaus konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dass Schlie3zellen bei
Trockenstress, bedingt durch starkes Absinken der Luftfeuchte, autonom tber ABA-
vermittelte Signalwege den Stomaschluss herbeifiihren kdnnen [9][10].
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Abbildung 1: Mechanismen der Stomad6ffnung und des ABA-induzierten Stomaschlusses.

Das Forschungsobjekt Gerste stellt nun besondere Anforderung, da in Grasern Schlie3zellen
eine funktionelle Einheit mit ihren nachsten Nachbarn, den Nebenzellen, bilden. Hier gilt es
die molekulare Ausstattung von Schliel3- und Nebenzellen im Detail zu verstehen, um den
Pendelverkehr der osmotisch aktiven Molekile zwischen den beiden Zelltypen des Gerste-
Stomas unter Stress aufzuklaren. Erste Erfahrungen mit den SchlieRzell-/Nebenzellkom-
plexen von Mais und auch Gerste wurden bereits im Vorfeld des Projektes gesammelt
[11][12][13].
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3 Zielsetzung

Erste Uberprifungen des Gerstengenoms hatten gezeigt, dass Komponenten des oben dar-
gestellten Schliel3zell-Signalweges der Modellpflanze Arabidopsis auch bei der Gerste vor-
handen sind. Daraus folgte, dass bei Modell- und Kulturpflanze grundsétzlich die gleichen
ABA Signalwegkomponenten vorliegen. Im nachsten Schritt sollten die Arbeitsteilung zwi-
schen Schlie3- und Nebenzellen der Gerste-Stomata beim ABA-induzierten Stomaschluss
aufgeschlusselt werden. Hierfir sollten in verschiedenen Arbeitspaketen generelle physiolo-
gische und transkriptionelle Parameter der Gerstenstomata bestimmt werden. Dabei sollte
auch tUberpruft werden, ob bei Modell- (Arabidopsis) und Kulturpflanze (Gerste) exakt die
gleichen Mechanismen vorliegen, oder ob der Aufbau aus Schlie3- und Nebenzelle andere
Komponenten bendtigt. Fir die Identifizierung zlichtungsrelevanter Markergene sollte die
Aktivitat dieser Mechanismen bei Gerstensorten mit unterschiedlicher Stressreaktion vergli-
chen werden. Als Referenzsorte wurde ,Barke” gewahlt, die nach Analyse durch die LfL we-
der ausgepragte Sensitivitat noch Toleranz gegeniber Trockenheit und Hitze zeigte. Der
Vergleich besonders stresstoleranter und sensitiver Sorten mit der Referenzgerste sollte
dann zur ldentifizierung ztichtungsrelevanter Markergene fiihren. Diese Ziele wurden in fol-
genden Arbeitspaketen behandelt:

Arbeitspaket 1: Detailanalyse der funktionellen Eigenschaften des Stomakomplexes
Arbeitspaket 2: Inspektion des ABA-induzierten Stomaschlusses der Referenzsorte ,Barke*
Arbeitspaket 3: Arbeitsteilung von Schlie3- und Nebenzellen beim Stomaschluss
Arbeitspaket 4: Transkriptomanalyse der Schliezell-/Nebenzellkomplexe

Erstes Ziel im Paket 4 war die RNA-Probengewinnung aus Gerstenschliel3- und Nebenzel-
len. Dazu musste zunachst eine Methode entwickelt werden, um die beiden Zelltypen tran-
skriptionell voneinander unterscheiden zu kdnnen. Dann sollten stressassoziierte Schliel3-
zell-Signalkettenkomponenten und -Schliisselgene an der Referenzgerste mittels gPCR und
RNA-Sequenzierung identifiziert werden. Bei den Analysen sollten Erkenntnisse von Ara-
bidopsis auf die Gerste Uibertragen und orthologe Gene in der Gerste gesucht und den
Schliel3- oder Nebenzellen zugeordnet werden.

Arbeitspaket 5: Transkriptomanalyse der Schlie3zell-/Nebenzellkomplexe unter ABA-
Einwirkung. Mit diesem Ansatz sollen Unterschiede der transkriptionellen
ABA-Reaktion der Gerste im Vergleich zu Arabidopsis herausgearbeitet wer-
den.

Arbeitspaket 6: Klonierung der wichtigsten an der Stomabewegung der Gerste beteiligten
Transporter und deren funktionelle Analyse. Dabei sollten sowohl schlief3-
zell-, als auch nebenzellspezifische Transporter berticksichtigt werden. In
diesem Paket wurde u.a. SLAC1, der wichtigste an der Stomabewegung der
Gerste beteiligte Transporter, kloniert und dessen Funktion analysiert.
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Arbeitspaket 7:

Arbeitspaket 8:

Arbeitspaket 9:

Aus einer Kollektion von ca. 100 Genotypen wurden 59 Linien ausgewahilt,
die sich in ihrer Stresstoleranz unterscheiden und im kontrollierten Feldver-
such nach auffalligen Unterschieden in der Transpiration durchgemustert.
Dabei wurden besonders wassersparende und -verschwendende Linien
identifiziert und fir weitergehende Analysen ausgewahlt.

Validierung der aus dem Freilandversuch hervorgegangenen Linien unter
Laborbedingungen. Hierbei wurden die jeweils trockenstresstoleranteste
(beste) und die -sensitivste (schlechteste) Sorte ermittelt.

Schlie3-/Nebenzellkomplexe aus dem finalen Trockenstressexperiment der
besten, schlechtesten und der Referenzsorte unter Laborbedingungen wur-
den einer RNA-Sequenzierung unterworfen. Uber die Analyse dieser Daten
sollen die Markergene fiur Trockenstresstoleranz identifiziert und den Zuch-
tern zur Validierung zur Verfugung gestellt werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Im Projekt sollten die Komponenten des Stomaschlusses der Gerste im Hinblick auf das bis-
lang wenig untersuchte Wechselspiel zwischen Schlie3- und Nebenzellen herausgearbeitet
werden. Dabei wurde die Wirkung des Trockenstresshormons ABA auf den Gersten-Stoma-
komplex genauer untersucht. Der Fokus lag auf der Analyse der gegenlaufigen aber syner-
gistischen Vorgénge in den Schlie3- und Nebenzellen. Im weiteren Verlauf sollten die Kandi-
daten der verschiedenen Genotypen identifiziert werden, die am besten fur die Ermittlung
trockenstressrelevanter Markergene geeignet schienen. Dazu sollten die Stomakomplexe
ausgewahlter Linien Stressbedingungen unterworfen und bzgl. auffallendem Transkriptions-
verhalten inspiziert werden.

4.1 Arbeitspaket 1. Funktionelle Charakterisierung der Gerstenstomata

Wie alle Graser verfuigt auch die Gerste Uber einen Komplex aus Stomata und Nebenzellen.
Welche Transportprozesse bei der Stomabewegung zwischen diesen beiden Zelltypen eine
Rolle spielen ist bislang nur wenig bekannt. Darum wurde an der Referenzsorte Barke zu-
nachst die Stomabewegung mittels Infrarot-Gasanalyse (IRGA) untersucht. Zunéchst wurde
die optimale Lichtstérke innerhalb der nattrlichen Grenzen der Sonnenstrahlung Bayerns
ermittelt, bei der sich die Stomata 6ffnen (Abbildung 2A). Dabei zeigte sich, dass die Gerste
mit 400 YUE im optimalen Bereich fur Feld und Laborexperimente liegt. In einer nachfolgenden
Versuchsreihe wurde geprift, wie sich Barke in Bezug auf Licht — Dunkelheit-Wechsel ver-
halt. Dabei zeigte sich, dass sich Gersten Stomata — im Vergleich mit anderen Kulturpflanzen
— ungewohnlich schnell 6ffnen und schlieen kénnen (Abbildung 2B).
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Abbildung 2: Infrarot-Gasaustauschmessungen (IRGA) und Welketest an der Referenzger-
ste ,Barke” (A) Lichtkurve, (B) Stomabewegung auf Licht-Dunkel-Wechsel.
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4.2 Arbeitspaket 2: Funktionelle Profilierung des ABA-induzierten Stomaschlusses
der Gerste

Mit der Infrarot-Gasanalyse (IRGA) wurde neben dem Licht-Dunkel-Verhalten auch das
Stomaschlussverhalten nach Gabe des Stresshormons ABA untersucht. In ca. 85% der Ex-
perimente fiel der Stomaschluss auffallend verzégert und unvollstandig aus (Abbildung 3
links).
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Abbildung 3: Nur in Anwesenheit von Nitrat fihrt ABA zum Stomaschluss. IRGA Mes-
sungen der relativen Transpiration als Funktion der Stomadffnungsweite. ABA-Applikation
Uber den Transpirationsstrom. (links) Ohne Nitrat ist der Stomaschluss marginal und lang-
sam. (rechts) In Anwesenheit von Nitrat erfolgte der Stomaschluss schnell und weitgehend
vollstéandig. Nitrat alleine bewirkte keine Veranderung.

Durch Voruntersuchungen hatten wir Grund zur Annahme, dass der Gegenwart von Nitrat
eine entscheidende Rolle beim Stomaschluss von monokotylen Pflanzen zukommt [14].
Deshalb wurde in Folgeexperimenten Nitrat zugesetzt (Abbildung 3 rechts) und unsere
Annahme auch fir Gerste bestétigt. Bei der nitratabhangigen Optimierung des Stomaschlus-
ses sind wir auf die Nitratbedurftigkeit des Schliel3zell-Anionenkanals HYSLAC1 gestolR3en
(siehe unten).
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4.3 Arbeitspaket 3: Physiologie des Gersten Stomaschlusses

Um die ABA-Antwort der Referenzlinie ,Barke“ auch auf der Ebene einzelner Stomata unter-
suchen zu kénnen, wurden Schlie3zellen intakter Gerstenblatter mittels der von uns entwi-
ckelten Nanoinfusionstechnik [15] mit ABA behandelt und der eintretende Stomaschluss mit
der Mikroskopkamera verfolgt (Abbildung 4A). Der ABA induzierte Stomaschluss erfolgte
vollstandig und reproduzierbar und war mit ca. 10 Minuten sehr schnell (Abbildung 4B). Mit
dieser Methode und der IRGA-Messung konnte nun die ABA-Antwort der Gersten-Stomata
im Detail untersucht werden.
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Abbildung 4: Der ABA-Effekt auf einzelne Gersten-Stomakomplexe lasst sich am intak-
ten Blatt verfolgen. (A) Das vollstandig gedffnete Stoma (links) wird mit ABA Uberspult (mit-
te) und ist innerhalb von 10 Minuten geschlossen (rechts), (B) Die relative Stomaweite wurde
nach ABA-Gabe verfolgt und gegen die Zeit aufgetragen.

Die Stomabewegung bei der Gerste erfolgt, verglichen mit der Modellpflanze Arabidopsis,
sehr schnell. Das Zusammenspiel von Schliel3- (SZ) und Nebenzellen (NZ) scheint hierfur
verantwortlich zu sein. Hierbei kdnnen vor allem lonen und Wasser sehr schnell zwischen
beiden Zelltypen ausgetauscht werden (Abbildung 5).

geschlossen

SchlieRzellen (S2)

Abbildung 5: lonen und Wasseraustausch zwischen SZ und NZ. Bei Grasern wie der
Gerste bilden zwei SchlieRzellen (SZ) mit zwei Nebenzellen (NZ) eine funktionelle Einheit,
zwischen denen ein Pendelverkehr von lonen und Wasser besteht. Beim Offnen der Stomata
findet dieser Verkehr von den Nebenzellen zu den Schliel3zellen statt (links), beim
Stomaschluss invers (rechts).
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Wir haben diesen Vorgang mit der Nanoinfusionstechnik tber die Zeit verfolgt und dann die
Flachenanderungen stellvertretend fiir Volumenanderungen von SZ, NZ und der Offnungs-
weite der stomatéren Pore aus den Bilddaten berechnet (Abbildung 6A). Wie zu erwarten
war, wird die Zunahme des NZ-Volumens (gruner Pfeil) von der gleichzeitigen Abnahme des
SZ-Volumens (schwarzer Pfeil) begleitet. Mit der Abnahme des Schlie3zellvolumen schlief3t
sich Zug um Zug der stomatéare Spalt (roter Pfeil). Dieser Befund legt nahe, dass die NZ aktiv
die benachbarten SZ zusammendricken und dadurch den schnellen Stomaschluss unter-
stitzen. Um herauszufinden welche lonenveranderungen hierbei eine Rolle spielen wurde
mittels Energiedispersiver-Rontgenspektroskopie-Analyse (EDXA) der Gehalt von Kalium
und Chlorid bei offenen und geschlossenen Stomakomplexen bestimmt (Abbildung 6B). Es
zeigte sich, dass die Abnahme beider lonen in den SZ der Zunahme in den NZ entsprach.
Interessanterweise ist dabei die verschobene Menge Chlorid nicht identisch mit der Kalium-
menge, was als Hinweis auf die Beteiligung weiterer Anionen an diesem Prozess gewertet
wurde.
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Abbildung 6: Wechselseitige lonenverschiebung beim Ubergang von offenen zu ge-
schlossenen Stomata. (A) Die Zelloberflache der NZ nimmt zu, die der SZ nimmt ab. Der
stomatare Spalt schlie3t sich schnell. (B) EDX-Analyse zeigt entsprechende Verschiebungen
von Kalium und Chlorid von den SZ zu den NZ.

Die Ergebnisse aus diesem Arbeitspaket machten klar, dass die Stomabewegung der Gerste
nicht mit der von Arabidopsis gleichgesetzt werden kann, da durch die SZ/NZ-Architektur
weitere Komponenten ins Spiel kommen.

11
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4.4 Arbeitspaket 4: Transkriptomanalyse von Schlie3- und Nebenzellen

In unserem Kernexperiment beziglich Trockentoleranz mit der ,besten” und ,schlechtesten®
stressangepassten Sorte im Vergleich zur Referenzsorte ,Barke” sollten Stressbewaltigungs-
Gene als potentielle Marker fur die Zichtung von Gerste mit klimaangepassten SchlieRzellen
identifiziert werden. Hierflir muss man zunachst verstehen, wie Schliel3- und Nebenzellen
der Gerste zusammenarbeiten. In einem ersten Ansatz haben wir RNA von ganzen Blattern
und isolierter Epidermis mit Schlie3zell-/Nebenzellkomplexen extrahiert (Abbildung 7A),
RNA Profilierung der Proben mittels RNAseq durchfiihren lassen und die differenzielle Gen-
expressionsanalyse bioinformatisch durch unseren Helmholtz-Verbundpartner (Manuel
Spannagel) analysiert bekommen.

Hv-Gene ID Ath_ID GC/L Desription
HORVU1Hr1G050110 |AT4G17870 1,3 |pYR1
HORVU7Hr1G088140 AT2G26040 | 18,0  [PYL2
HORVU1Hr1G070420 |AT5G05440 | 13,8  [PYLS
HORVU1Hr1G094840 |AT1G72770 | 16,4 |ABI1
HORVU3Hr1G050340 |AT1G17550 2,9 |ABI2
HORVU4Hr1G013540 |AT4G33950 0ST1
HORVU2Hr1G094480 |AT1G12480 SLAC1
HORVU3Hr1G030840 |AT5G24030 | 1000  [SLAH3
HORVU1Hr1G092640 |AT4G27970 87  ISLAH2
HORVU7Hr1G040990 |AT3G02850 | 17,8  |GORK
HORVU3Hr1G028670 |AT5G46240 57  [KAT1
HORVU7Hr1G074270 |AT3G12050 | -1,5  |AHA1L
HORVUSHr1G049160 |AT3G45780 | -1,7  |PHOT1
RNAseq, gPCR HORVU2Hr1G066460 |AT5G58140 | -1,3  |PHOT2

Abbildung 7: RNAseq von ganzen Stomakomplexen zeigt, dass die Gene fur den ABA-
Signalweg vorhanden sind. (A) Vitalfarbung von Stomakomplexen an Epidermisstreifen der
Gerste. Besonders stark angeféarbt sind die grof3en Vakuolen der Nebenzellen. Dazwischen
sind die kleinen hantelférmigen Schlie3zellen zu erkennen. (B) RNAseq-Analyse: Verteilung
relevanter ABA-Signalweg- und lichtabhangiger Gene. Die Spalte GC/L zeigt das Verhaltnis
der jeweiligen Signalstarken in SchlieRzell-/Nebenzellkomplexen (GC) zu Gesamtblattern (L).
Dabei bedeuten positive Werte héhere Expression im Schliel3zellkomplex und negative ho-
here Expression im Blatt

In diesem Datensatz konnten wir nahezu alle Komponenten des ABA-induzierten Stoma-
schlusses finden und dem Schlie3zell-/Nebenzellkomplex zuordnen (Abbildung 7B). Dar-
tiber hinaus haben wir auch den fur die Stomao6ffnung relevanten Kaliumkanal KAT1 identifi-
ziert und Gene, die wie PHOT1 und 2 mit der lichtabhangigen Stomadffnung zusammenhan-
gen, verstarkt dem Blatt zuordnen kénnen. Mit diesem Datensatz haben wir einen ersten
Einblick in Komponenten der Gersten-Stomabewegung gewonnen. Die Sequenzeninformati-
on konnte fur die Klonierung stressrelevanter Transporter genutzt werden (s. Arbeitspakt 6).
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Da unser vorrangiges Interesse der funktionsbedingten Zuordnung der Stressgene auf
Schlief3- und Nebenzellen galt, wurde versucht, beide Zelltypen voneinander zu trennen.
Dazu wurden an ,Barke“ Schliel3zellen durch selektive Zerstérung der mechanisch labileren
Nebenzellen aufgereinigt [9]. So erhielten wir zwei Fraktionen: Schiel3zellen gepaart mit Ne-
benzellen und nebenzellfreie Stomakomplexe (Abbildung 8 links). Von beiden Fraktionen
wurde RNA isoliert, sequenziert und die Profile analysiert. Aus der Differenz von SZ/NZ-
Proben und den reinen SZ-Fraktionen konnten wir dann feststellen, dass von den insgesamt
fast 38.000 sequenzierten Transkripten der Gerste etwa 4.600 praferentiell in SZ und 4.000
deutlich héher in NZ exprimiert werden. Interessanterweise fanden sich nahezu alle Tran-
skripte des ABA-Signalweges ausschlief3lich in den SZ (Abbildung 8 rechts, rot umran-
det). Soweit scheint sich also der ABA-Weg zwischen Gerste und Arabidopsis zunachst nicht
zu unterscheiden. Daher ist zu vermuten, dass in den Nebenzellen eine génzlich andere
Steuerung vorliegen muss. Bisher konnten wir feststellen, dass in beiden Zelltypen unter-
schiedliche Transporter und regulatorische Proteine auftauchen.

Vitalfarbung Stomakomplex

s‘ CIPKs
-

1

Am\ HKT1

SUT2

‘0

~

Abbildung 8: Schliisselkomponenten der Stomabewegung. (links) Isolierte SZ/NZ Kom-
plexe (oben) und reine SZ-Fraktion, Darstellung in Falschfarben. (rechts) SchlieR- und Ne-
benzell-spezifische Transkriptverteilung, rot umrahmt Gene des ABA-Signalweges.

Grundsatzlich scheinen die Prozesse, die wahrend der Gerste-Stomabewegung in SZ und
NZ ablaufen, gegenlaufig gesteuert zu werden. Dabei stellte sich die Frage, ob dies auch fir
den ABA-Signalweg gilt. So finden sich z.B. in SZ fur den Kaliumtransport vorwiegend Kana-
le (AKTs), wahrend in NZ eher hoch affine Transporter des HKT-Typs und vakuolare des
TPK-Kanaltyps auftauchen, Zucker werden in SZ eher als Saccharosen (SUT) und in NZ als
Hexosen (STPs) transportiert, Stickstoff als Nitrat in den SZ (NRTs) und als Ammonium in
den NZ (AMTSs), wahrend regulatorische Kinasen in den SZ vorwiegend vom CPK- und in NZ
vom CIPK-Typ sind.
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4.5 Arbeitspaket 5: Transkriptomanalyse der Schlie3-/Nebenzellkomplexe unter
ABA-Einwirkung

Es sollte geklart werden, wie sich der Transport osmotisch aktiver Substanzen beider Zellty-
pen unter Trockenstress verhalt. Daher erschien es unabdingbar, zusatzlich zu unserer ur-
sprunglichen Planung das Transkriptom von Schliel3- und Nebenzellen nach ABA-
Behandlung zu untersuchen. Daflr wurden Blatter mit ABA bespriht und im Gaswechsel
nachgewiesen, dass die Gabe des Welkehormons die Stomad6ffnung im Licht verhindert
(Abbildung 9).

03 | EEEE&T‘:}EﬁEgZ { {HH{HHH
N i

_ T
. _HHHHH{HHHWHH{HHH IHIIEH{HHH{HHHH]}

AT e

60 70 80 90 100 110 120

rel. transpiration

Abbildung 9: ABA blockiert die Stoma6ffnung im Licht. Vorinkubation mit ABA Uber
Spray an intakten Pflanzen fihrt noch mehr als Uber Petiolenfiitterung an abgeschnittenen
Blattern im Dunkel dazu, dass nach Einsetzen der Belichtung die Stomata kaum gedffnet
werden.

Um die Wirkung von ABA auf die transkriptionelle Regulation bei der Gerste zu untersuchen,
wurden stomatare Komplexe isoliert und die RNA Profile untersucht. Die Wirkung von ABA
ist eng mit der von GABA (Gamma-Aminobutterséaure) verknipft. In Zusammenarbeit mit
unserem australischen Kooperationspartner Prof. Matthew Gilliham von der Universitét in
Adelaide haben wir herausgefunden, dass GABA auf den ABA-Signalweg einwirkt und
dadurch die Trockenstressantwort der Pflanzen mitbestimmt. Darum wurden Gerstenblatter
neben ABA auch mit GABA behandelt und der RNA-Sequenzierung zugefihrt. So konnte
Aufschluss tber die ABA-/GABA-Expressionsregulation der Schlief3- und Nebenzellen der
Gerste erhalten werden (s. Arbeitspaket 7).
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4.6 Arbeitspaket 6: Klonierung und funktionelle Charakterisierung schliel3zellrele-
vanter Transporter

Mit den orthologen Sequenzen der Gerste- aus Arbeitspaket 4 wurden verschiedene Trans-
porter der Schliel3zellen kloniert, die mit der Regulation der Stomadéffnungsweite und der
Trockenstress-Antwort in Verbindung gebracht werden kénnen. Fir deren funktionelle Cha-
rakterisierung haben wir uns der heterologen Expression in Xenopus Oozyten und der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemmen-Technik (TEVC) bedient. So ist es uns gelungen, einen An-
ionenkanal mit starker Homologie zu SLAC/SLAH-Anionenkanélen (siehe Abbildung 1) zu
klonieren und elektrophysiologisch zu untersuchen (Abbildung 10).

HVSLAC1 + HZO HVSLAC1 + CPK21

5 A

4s

N

Abbildung 10: TEVC an Xenopus Oozyten. Dargestellt sind die Stréme einer Oozyte, die
den Gerste-Anionenkanal HYSLAH3 in Anwesenheit von 100 mM NO;™ exprimiert (links).
Makroskopische Anionenstrome sind erst zu detektieren, sobald zusatzlich die regulatorische
Kinase CPK21 koexprimiert wird (rechts).

Zudem ist es uns gelungen, die Funktion des Kationenkanales HVKAT1 (Abbildung 11links)
und eines Kaliumtransporters vom Typ HVHAKS nachzuweisen (Abbildung 11rechts).

KAT1 HAKS

100mM K*

Abbildung 11: Kaliumaufnahme-Transporter aus Gerste Schliel3zellen. Dargestellt sind
die Stréme von Oozyten, die Gerste Kationen-Kandale exprimieren. Der niederaffine Kalium-
einwartsgleichricher HYKAT1 (links) zeigt einen spannungsabhéngigen Einstrom bei 100 mM
K*, wahrend der hochaffine Kaliumkanal HYHAK5 schon bei 2 mM externen K* Transportak-
tivitdten aufweist (rechts).
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Mit diesen Kandlen sind bereits drei entscheidende schlie3zelllokalisierte Komponenten von
Stomaoffnung und Stomaschluss identifiziert. Da der ABA-induzierte Stomaschluss bei der
Gerste nur in Anwesenheit von Nitrat effizient verlauft, wurde zunachst der entscheidende
Anionenkanal HYSLAC1 kloniert und mittels der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-
Technik (TEVC) funktionell charakterisiert. Tatséchlich bendtigte auch dieser Kanal Nitrat,
um in den aktiven Zustand Uberfiihrt zu werden (Abbildung 12A).

Um dieses nitratabhange Schalten des Anionenkanals im Detail zu untersuchen, wurde eine
phylogenetische Analyse von SLAC1 Kanalen aus ein- und zweikeimblattrigen Pflanzenspe-
zies durchgefiihrt. Dabei fielen 2 Aminosauren auf, die im 3D-Modell des Kanals im Porenbe-
reich zu finden waren (Abbildung 12B, rote Positionen). Sequenzvergleiche von nitratab-
hangigen und nitratunabhangigen SLAC1-Varianten zeigten, dass es sich dabei um die
Kombinationen Valin-Valin (VV) in nitratunabhangigen zweikeimblattrigen SLACL1s, bzw. ei-
ner Kombination aus Isoleucin-Alanin (I1A) in einkeimblattrigen Pflanzen, wie z.B. der Gerste
handelt (Abbildung 12C). Wir konnten dann den nitratunabh&ngigen SLAC1 von Arabidop-
sis durch Austausch des VV gegen das IA Motiv in einen nitratabh&ngigen Kanal konvertie-
ren und so unsere Hypothese bestatigen. Weitere Struktur-Funktionsuntersuchungen zeigten
schlief3lich, dass das IA-Motiv auf der Transmembran Doméane 3 zusammen mit den Trans-
membrandoménen 1 und 2 den Nitratsensor in Monokotyledonen SLAC1 Kandlen bildet.

A ‘ HVSLACL Aufsicht

[~ PASLAC1 (271) YEHPVRVNFEFAPWIACMFLAIAAP
C G - EgSLAC1 (293) ¥EHPVRVNEFEFEAPCTAGMELATIE AP
raser MaSLAC1 (279) ¥EHPVRVNFEFEAPWIACMELAIGT P

= Nitrat abhéngige =1 SbSLACL (329) ¥EHPVRVNEEEAPWIAIMEV TICHD
ZmSLACL (267) ¥EHPVRVNEFEEAPWIAAMEN T IGHP

Akthlerung OsSLAC1 (271) ¥EHPVRVNFEEAPFTAAMEL TIGHP
ﬁsmcl (272) BEEPVRVUNEEET PELA] MFLAIGLP| m

AtSLACL (258) ¥EHPVRVNFEEAPHMVEMELALSMP

Zweikeimblattrige BrSLACL (259) REHNPVRVNEEEAT VY CMELATSM D

. L  wslact (221) ¥EHPVRUNFEEAP WYY GMELATSER
= Nitrat unabhangige CsSLAC1 (271) ¥EHPVRVNEEEAPWV v CMELATSHE
i RCSLACL (270) ¥EHPVREN FEFAPWMY EMFLA TSNP
Aktivierung MSLAC1 (256) ¥ EHPVRENFEEA PNV EMELATSMP
“AMISLACL (233) ¥MHPVRGNFEEAPWIA S MELATE: P

Abbildung 12: Der Schliel3zell-Anionenkanal der Gerste (HvSLAC1), der zum ABA-
induzierten Stomaschluss fuhrt, schaltet nitratabhangig. (A) HvSLACL1 alleine ist inaktiv
(oben) und bengtigt Nitrat zur Aktivierung. (B) Zwei Aminosauremotive (rot) entscheiden tber
diese Eigenschaft. (C) Sequenzvergleiche identifizierten hierfur entweder VV, (NOs™-
unabhangig), oder IA (NO3z-abhangig).

Der néchste Schritt war nun, herauszufinden, wann der Nitratsensor in den SLAC1 Anionen-
kanélen wéhrend der Evolution der Landpflanzen zuerst auftrat. Dazu haben wir einen phy-
logenetischen Stammbaum mit allen uns zur Verfiigung stehenden SLAC1-Sequenzen er-
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stellt (Abbildung 13). Der erste SLAC1 Kanal trat bei den Grinalgen auf. Obwohl das IA-
Motiv bereits bei den Moosen auftaucht, erwarben erst die SLAC1 Anionenkanéle der mono-
kotylen Pflanzen ein nitratabhéngiges Schaltverhalten. Das dikotyledonenspezifische VV-
Motiv (Nitratunabhangigkeit) tritt erst bei der Aufspaltung zwischen mono- und dikotyledonen
Pflanzen auf.

Monokotyle Pflanzen, besonders die Graser, zu denen auch die Getreide z&hlen, besitzen
den Gramineen-Stomakomplex, der sich allgemein durch sehr schnelle Bewegung gegen-
Uber Stomata von dikotylen Pflanzen auszeichnet. Bisher ist nicht bekannt, wie diese hohe
Geschwindigkeit zustande kommt. Mit der Nitratabhdngigkeit des SLAC1-Kanals und unse-
ren physiologischen Untersuchungen konnten wir hier einen ersten signifikanten Unterschied
der Stomaregulation zwischen mono- und dikotylen Pflanzen aufzeigen. Diese Stellschraube
der Stomabewegung kénnte von Bedeutung fir das Auffinden von Markern fir Trockentole-
ranz sein.

Graser Arabidopsis
i VIV VV Signatur
Nit:@fgﬁﬂgﬁgﬂge A s Asterids VYV Nitrat-unabhangige
Aktivierung Rosids Aktivierung

Core Eudicots

|A Zingiberales Proteales VV

|IA Arecales Ranunculales V'V

Monocots Eudicots
Aufspaltung der Signatur

Austrobaileyales |A

m

@

Nymphaeaceae |A o)

=

Amborella |A c

Samen =
Farne |A «
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SchlieBzellen Q
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Landgang c
Griunalgen =
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Abbildung 13: Evolution des Stomaschlusses. Obwohl das IA-Motiv in SLAC1 Anionen-
kanélen bereits bei Moosen auftaucht, erwarben erst die monokotylen Pflanzen ihre Nit-
ratabhangigkeit. Im Gegensatz dazu blieben die SLAC1 Kanéle der dikotyledonen Pflanzen
nitratunabhangig.
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4.7 Arbeitspaket 7: Freilandversuch — Screening nach Stomaphanotypen

In diesem Projektteil galt es, im Freilandversuch mittels des Rollgewéachshauses der LfL aus
der vorhandenen Gerstenkollektion die Sorten zu identifizieren, die besonders gut oder
schlecht an Trockenstress angepasst sind. Die Pflanzen wurden sowohl unter optimaler Be-
wasserung als auch unter Trockenstressbedingungen kultiviert. Fir das Projekt wurde eine
Kollektion von ca. 100 Gerstenlinien zusammengestellt, die vorrangig nach unterschiedli-
chem Verhalten gegenuber Trockenstress ausgewahlt wurden. Dieser Pool setzt sich in ers-
ter Linie aus mediterranen, zentraleuropaischen sowie aktuellen Zuchtlinien der beteiligten
Zichter zusammen. Zahlreiche Linien stammen aus dem BMBF geftrderten Vorprojekt CLI-
MATE CHANGE. Fir das Freilandexperiment wurden von der LfL 59 Kultivare vorselektiert.
Zum Zeitpunkt der Antragstellung war geplant, im ersten Jahr (2016) die verschiedenen Ge-
notypen im Freiland mittels des Rollgewéchshauses der LfL zu untersuchen. Dieses Experi-
ment musste allerdings wegen terminlicher Probleme auf das zweite Projektjahr (2017) ver-
schoben werden. Stattdessen wurde im ersten Projektjahr in Erlangen bei der AG Sonne-
wald ein Gewachshausversuch durchgefuhrt. Hierbei sollte im Vorfeld gepruft werden, ob fir
den Freilandversuch mit einem Porometer die stomatéare Leitfahigkeit der einzelnen Genoty-
pen als Mal3 fur die Stomaéffnungsweite gemessen werden kann. Diese Messmethodik lasst
einen hohen Durchsatz zu und sollte die Linien aufzeigen, deren Stomata am ,besten® und
am ,schlechtesten” an Trockenheit und Hitze angepasst sind. Die erzielten Ergebnisse wa-
ren allerdings nicht eindeutig. Daher wurde fiir das Freilandexperiment 2017 ein anderer
Ansatz gewahlt. Uber den Wasser-/Gewichtsverlust abgeschnittener Blatter wurde ermittelt,
welche der Gerstensorten ihre Stomata bei Stress besonders gut oder schlecht schlieRen
kénnen (Abbildung 14). Dabei fielen drei Gruppen auf:

1. Pflanzen mit guter Trockenstressanpassung verloren unter optimalen Bedingungen
viel Wasser, was sehr weit offene Stomata, damit verbunden hohe CO,-Aufnahme
und folglich starkes Wachstum bedeutet. Unter Wassermangel schlossen diese
Pflanzen ihre Stomata und schiitzten sich damit vor Welke (griin umrahmt).

2. Pflanzen mit besonders schlechter Trockenstressanpassung verloren unter optimalen
Bedingungen weniger Wasser als unter Trockenstress, was weder gutem Wachstum
noch dem Welkeschutz zutraglich war (rot umrahmt).

3. Pflanzen ohne Trockenstressanpassung verloren unter beiden Bedingungen gleich
viel Wasser (blau umrahmt).

Von diesen Gruppen haben wir jeweils mehrere Kultivare fir den Vergleich mit ,Barke® aus-

gewahlt. Shakira, Strg.654/14 und Arg.DH168 (Gruppe 1, gut angepasst), Flagship und Mar-
nie (Gruppe 2, schlecht angepasst). Aus Gruppe 3 B3254 (immer hoher Wasserverlust) so-

wie 13/594/74 und Morex (immer niedriger Wasserverlust).
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Abbildung 14: Identifizierung von Wassersparern und Wasserverschwendern. Von je-
dem Kultivar wurden an 2 Tagen Blatter abgeschnitten und der Wasserverlust bezogen auf
Trockengewicht und Blattflache als Funktion der Stomadffnungsweite bestimmt. Die Tages-
daten fur Trockenstress und Optimalbewasserung wurden mit je 1 - 59 gewichtet und fiir
beide Tage addiert. Kultivare mit kleinen Zahlen haben demnach an beiden Tagen viel, Kul-
tivare mit hohen Zahlen wenig Wasser verloren. Griin umrahmt sind Wassersparer unter
Trockenstress, rot sind Wasserverschwender, blau reagierten nicht auf Trockenheit.
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4.8 Arbeitspaket 8: Validierung der aus dem Freilandversuch hervorgegangenen Li-
nien unter Laborbedingungen

Die Bestimmung des Wasserverlust von Blattern verschiedener Linien beim Freilandexperi-
ment Ende Mai 2017 fand wetterbedingt unter nicht-optimalen Bedingungen statt. Es
herrschten fur den Mai auRergewshnlich hohe Temperaturen bis weit Giber 30°C im Feld.
Damit hatten zwei zum Teil gegenléaufige Parameter, Trocken- und Hitzestress, Einfluss auf
die Messungen, die dadurch, vor allem im Vergleich von Nachmittag und Vormittag, nicht
immer zu gleichen Ergebnissen gefuhrt haben. Wir haben dennoch die jeweils besten und
schlechtesten Wassersparer ausgesucht und unter Laborbedingungen den Versuch wieder-
holt. Die verschiedenen Linien wurden wie beim Freilandexperiment entweder unter Tro-
ckenstress (Minimalbew&asserung) oder unter optimaler Wasserversorgung (normale Bewas-
serung) gehalten und der Blatt-Wasserverlust Uber die Zeit ermittelt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Validierung der Gerstensorten und Auswahl fir die RNA-
Sequenzierung. FUr jede Behandlung (minimal/normal bewassert) und Kultivar wurden 6
Blatter von individuellen Pflanzen abgeschnitten und deren Wasserverlust tiber einen Zeit-
raum von 60 Minuten gemessen. Das Experiment wurde zweimal durchgefihrt, woraus 12
Replikate pro Kultivar resultierten (n=12 +SE).
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Tendenziell konnten die jeweils schlecht und gut angepassten Kultivare aus dem Freilandex-
periment bestatigt werden. Anhand dieser Daten haben wir uns fur B3254 als ,schlechtes”
und Morex als ,gutes” Kultivar entschieden. Beide verhalten sich anndhernd wie im Freilan-
dexperiment. Morex war auch bei einem, von unserem Doktoranden unabhéngig in Australi-
en durchgefiihrten ahnlichen Experiment unter den gut angepassten Sorten zu finden. Zu-
dem ist die hohe Trockentoleranz von Morex bereits belegt[16].

4.9 Arbeitspaket 9: Identifizierung von Markergenen

Letztlich soll herausgefunden werden, wie sich gut und schlecht trockenangepasste Gers-
tensorten auf der transkriptionellen Seite unterscheiden. Dafir wurde mit den drei ausge-
wahlten Kultivaren Morex, B3254 und Barke ein Trockenstressexperiment durchgefiihrt und
von jedem Kultivar Uber Epidermisstreifen die Stomakomplexe unter Stress- und Kontrollbe-
dingungen prapariert und einer RNA-Sequenzierung unterzogen. Die daraus resultierenden
Daten wurden von den Bioinformatikern des Helmholtz-Zentrums Miinchen ausgewertet. Da
wir bereits aus der ersten RNA-Sequenzierung lber die Information verfligen, welche Gene
eher in Schlie3- und welche in Nebenzellen exprimiert werden, kénnen wir auch die trocken-
toleranzrelevanten Transkripte entsprechend zuordnen. Aus diesem Datensatz werden
Markergene fir Trockentoleranz identifiziert und den Zuchtern zum Testen an deren Sorten
bereitgestellt.

4.10 Stellungnahme zum Projekterfolg hinsichtlich der formulierten Projektziele

Unsere im Antrag formulierten Projektziele unterteilten sich fur das erste Jahr auf 4 Arbeits-
pakete. Das Paket 1 konnte nicht vollstandig bearbeitet werden, da das Rollgewachshaus
der LfL nicht, wie urspringlich geplant, verfiigbar war. Wir haben uns daher auf die Pakete 2-
4 konzentriert und konnten dabei Fortschritte machen, die urspriinglich fir das zweite Jahr
geplant waren. Daraus ergab sich folgender Zeitplan bezilglich der Arbeitspakete (AP).

1. Jahr

e Zunachst wurden die geplanten ca. 100 Genotypen, die sich in ihrer Stresstoleranz un-
terscheiden, zusammengestellt (AP1).

¢ Eine Bestandsaufnahme der funktionellen Eigenschaften des Stoma-
/Nebenzellkomplexes der Referenzgerste wurde durchgefiihrt (AP2).

e Die Stomakomplexe der Referenzlinie wurden funktionell mittels Gaswechsel analysiert
(funktionelles Profiling) (AP2).

e Bisherige Erkenntnisse von Arabidopsis wurden auf die Gerste lbertragen, orthologe
Gene wurden im Gerstengenom gesucht und anschlieRend in der Referenzgerste vali-
diert (AP2 und 4).

o Die Stomakomplexe der Referenzlinie wurden transkriptionell mittels RNAseq charakteri-
siert (AP3)

e Aus den RNAseq-Daten wurden schlie3zellrelevante Transporter identifiziert, kloniert und
funktionell charakterisiert (AP4)
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Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse aus dem ersten Jahr und teilweise aus dem zweiten konnten wir beim hoch-
rangigen Journal ,Current Biology“ publizieren [17]. Unsere Projektziele unterteilten sich fir
das zweite Jahr auf 5 Arbeitspakete. Wir konnten dabei grof3e Fortschritte machen, die unse-
re Planung fur das dritte Jahr beeinflusst haben. Daraus ergab sich folgender Zeitplan be-
zuglich der Arbeitspakete (AP).

2. Jahr

e Zunachst wurde die Physiologie des Stomaschlusses der Gerste bezlglich der Schliel3-
und Nebenzellen detailliert untersucht (AP1).

¢ RNA-Sequenzierung von Gerstenschlie3- und Nebenzellen fuhrte zur Identifizierung
stressassoziierter Schlie3zell-Signalkettenkomponenten und -Schllisselgene (AP2).

e Gaswechselmessungen an der Referenzsorte ,Barke® haben eine Nitrat-Abh&ngigkeit
des ABA-induzierten Stomaschluss aufgedeckt (AP3).

e HVSLACI, der fir den Stomaschluss entscheidende Anionentransporter der Gerste, wur-
de kloniert und seine Funktion sowie seine Evolution analysiert (AP4).

e Aus den 100 Genotypen wurden im Feld die am besten und am wenigsten hitze-
/trockenstresstoleranten durch ein Screening der stomataren Leitfahigkeit identifiziert
(AP5).

Im dritten Projektjahr (2018) haben wir uns vornehmlich um die verschiedenen Transkrip-
tomanalysen gekimmert. Dabei traten verschiedene Schwierigkeiten auf, durch die einige
abschlie3ende Arbeitspakete nach 2019 verschoben werden mussten. Zum einen lief3 sich
die ABA/GABA-Applikation durch Bespriihen der Blétter nicht direkt von Arabidopsis auf die
Gerste Ubertragen, was verschiedene Optimierungsschritte erforderlich machte. Zum ande-
ren gestaltete sich auch die Validierung der Ergebnisse des Freilandexperimentes schwierig.
Auch hierzu waren verschiedene unvorhergesehene Experimente notwendig. Letztendlich
konnten aber alle geplanten RNA-Sequenzierungen im letzten Quartal 2018 durchgefihrt
werden. Daraus ergab sich folgender aktualisierter Zeitplan bezuglich der Arbeitspakete (AP)
fortlaufend fur 2018 und 2019.

3. Jahr

¢ Da sich herausgestellt hat, dass sich die ABA-Antwort der Schliel3- und Nebenzellen bei
,Barke* deutlich von der bei Arabidopsis unterscheidet und nach neuen Erkenntnissen
auch GABA an diesen Prozessen beteiligt ist, haben wir nach Optimierung der Methodik
entsprechende Transkriptomanalysen der Gerstenstomata in die Wege geleitet (AP1).

¢ Die aus dem Screen hervorgegangenen Linien wurden analysiert und tber Trockenstres-
sexperimente unter Laborbedingungen je eine sehr tolerante und sehr sensitive Linie fur
die weiteren Untersuchungen ausgewahlt (AP2).

e Im Laborexperiment wurden 3 Linien (Referenz, tolerant, sensitiv) Trockenstress ausge-
setzt, die Schlie3zell-/Nebenzellen prépariert und deren RNA sequenziert (AP3).

¢ Die Klonierung weiterer Schliel3- und Nebenzelltransporter wurde fortgesetzt (AP4).

Da uns eine kostenneutrale Verlangerung des Programms bis Ende April 2019 bewilligt wur-
de, ergeben sich fur diesen Zeitraum noch folgende Ziele.
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Ergebnisse und Diskussion

4. Jahr

e Aus dem funktionellen und dem transkriptionellen Profiling der ABA/GABA-Regulation in
Verbindung mit dem der ausgewahlten Sorten erfolgt die Vorhersage von Zielgenen, die
zur Markerentwicklung geeignet sind (AP5).

e Die klonierten Transporter werden funktionell charakterisiert und in unser Modell des
Schlie3-/Nebenzellmechanismus integriert (AP6).

¢ Die Markergenkandidaten werden an vorhandenen Linien unter verschiedenen Stresssi-
tuationen gepruift (AP7).

e Erste Validierungs- und Optimierungsversuche werden gemeinsam mit den bayerischen
Zichtern in Angriff genommen (AP8).

4.11 Voraussichtlicher Nutzen und Einordnung der Projektergebnisse mit Bezug zum
Klimawandel

2010 brach der Gerstenertrag in Deutschland wegen einer ausgedehnten Durreperiode und
Temperaturen von Uber 35°C um 8 % verglichen zum Vorjahr ein, in Bayern um 7 %
(Proplanta.de). Der Sommer 2018 gehdrte in Bayern zu den warmsten und trockensten seit
Beginn der Aufzeichnungen. In allen Bereichen der Landwirtschaft waren, besonders durch
die langanhaltende Trockenheit, erhebliche Ernteausfalle zu beklagen. Die bundesweite Ge-
treideernte 2018 war die niedrigste seit 1994 und fiel im Mittel um nahezu 20% niedriger als
in den Vorjahren aus (Bundesministerium fir Erndhrung und Landwirtschaft). Hierbei zeigt
sich deutlich, dass die eingesetzten Hochleistungsgetreidesorten keine hohe Trockentole-
ranz aufweisen. Insgesamt ist zukiinftig weltweit mit zunehmenden Wetterextremen zu rech-
nen, wodurch es zu Engpéassen bei der Versorgung mit Lebens- und Futtermitteln kommen
kann. Bayern als grofdtes Gerste-Anbaugebiet Deutschlands wird hiervon besonders hart
getroffen. Diese Verluste kdnnten reduziert werden, wenn besser klimaangepasste Gers-
tensorten verfligbar waren.

Der Wasserhaushalt aller Pflanzen wird tber die Stomaweite gesteuert. Die Grundlage fur
die markergengestiitzte Ziichtung trockenstresstoleranter Gerstensorten ist ein umfassendes
Verstandnis der Vorgange, die besonders unter Trockenheit fiir die optimale Stomaweite
verantwortlich sind. Der Stomakomlex der Gerste verfligt wie der aller Graser tber koordi-
niert arbeitende Schliel3- und Nebenzellen. Die Steuerung dieses Stoma-Apparates, die an-
ders als bei den gut untersuchten Schliel3zellen von z.B. der Modellpflanze Arabidopsis er-
folgt, war bislang kaum erforscht. Hier haben wir gro3e Fortschritte erzielt und ein Modell fur
den Pendelverkehr zwischen Schliel3- und Nebenzellen entwickelt. In diesem Zusammen-
hang konnten wichtige Erkenntnisse zur hormonellen Steuerung (ABA/GABA) dieser Vor-
gange erlangt werden. Mit diesem Hintergrund wird der transkriptionelle Vergleich gut und
schlecht angepasster Gerstensorten den Zichtern Werkzeuge fur die Identifizierung geneti-
scher Merkmale der Trockentoleranz liefern kdnnen. Zusammengefasst wurde durch die Fo-
kussierung auf stressrelevante schlie3zellspezifische Prozesse eine solide wissenschatftliche
Grundlage fur die markergestitzte Selektion klimaangepasster stomaoptimierter Gerstensor-
ten gelegt. Dies dient zum einen der bayerischen Gerstenziichtung/Landwirtschaft und zum
anderen dem verbesserten molekularen Verstéandnis der Vererbung von Stressantworten in
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Veroffentlichungen

Gerste. Dabei sollte hervorgehoben werden, dass der hier gewahlte Weg zur Verbesserung
der Trockentoleranz der Gerste ganz ohne gentechnische Veranderungen des Erbguts aus-
kommt.

5 Verdffentlichungen

Zu Beginn der Férderphase wurde das Projekt in einer Pressemitteilung der Uni-Wirzburg
vorgestellt:

https://www.biologie.uni-wuerzburg.de/aktuelles/aktuellesarchiv/single-
meldungen/news/pflanzen-fuer-den-klimawandel-fit-machen-1/

Die ersten Ergebnisse aus dem Projekt haben wir in dem Fachjournal ,,Current Biology“ pu-
bliziert:

Schafer N, Maierhofer T, Herrmann J, Jorgensen ME, Lind C, von Meyer K, Lautner S,
Fromm J, Felder M, Hetherington AM, Ache P, Geiger D, Hedrich R (2018) A tandem amino
acid residue motif in guard cell SLAC1 anion channel of grasses allows for the control of
stomatal aperture by nitrate. Curr Biol 28: 1370-1379

In der gleichen Ausgabe von Current Biology gab es auch noch eine Besprechung unseres
Artikels:

Brownlee C (2018) Stomatal Physiology: Cereal Successes. Current Biology 28: R551-R553

Zu unserer Publikation gab es ebenfalls eine Pressemitteilung der Uni-W(rzburg:
https://www.biologie.uni-wuerzburg.de/aktuelles/aktuellesarchiv/single-
meldungen/news/warum-getreide-besser-ist-3/

Zwei weitere Publikation sind geplant. Eine beschéftigt sich mit dem Pendelverkehr zwischen
Schlie3- und Nebenzellen der Gerste. Diese Arbeit basiert auf den RNAseq-Daten der kom-
pletten Stomakomplexe und der angereicherten SchlieRzellen und wird grundlegende Er-
kenntnisse zur Stomaphysiologie von Grasern liefern. Die zweite Publikation wird sich aus
den Transkriptomdaten der der verschiedenen Gerstensorten unter Trockenstress ergeben.

Bei den verschiedenen Symposien des Klimafit-Verbundes wurden jeweils ein Poster und die
Ergebnisse in Form eines Vortrags prasentiert.

6 Vernetzungen zu weiteren Verbundpartnern

o Prof. Dr. Uwe Sonnewald (Universitt Erlangen), gemeinsame Experimente beziglich
der Stressantwort verschiedener Gerstenlinien.

e Dr. Markus Herz und Dr. Giinther Schweizer (Bayerische Landesanstalt fir
Landwirtschaft, Freising) gemeinsame Experimente mit dem Rollgewachshaus.
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Bestehende und entstandene Industriebeteiligung

e Helmholtz Zentrum Minchen, PGSB, Auswertung aller RNAseq-Experimente

o Prof. Dr. Ralph Hickelhoven, (Universitat Miinchen), gemeinsame Stressexperimen-
te.

7 Bestehende und entstandene Industriebeteiligung

Von den folgenden Ziichtern wurde ein Grof3teil des verwendeten Saatgutes zur Verfu-
gung gestellt. Sie waren in die Freilandexperimente eingebunden und sollen am Ende die
Markergene testen und verifizieren:

e Saatzucht Josef Breun GmbH & Co. KG, Amselweg 1, D-91074 Herzogenaurach,
verantwortliche Wissenschatftler: Dr. Anja Hanemann und Dr. Jens Weyen

e Ackermann Saatzucht GmbH & Co. KG Marienhofstrasse 13, D-94342 Irlbach, ver-
antwortlicher Zuchtleiter: Dr. Claus Einfeldt

e Saatzucht Streng-Engelen GmbH & Co. KG, Aspachhof, 97215 Uffenheim, verant-
wortliche Zuchtleiter: Dr. Stefan Streng, Peter Greif

8 Zusammenfassung

In diesem Projekt sollten zum einen grundlegende Erkenntnisse zur Stomaregulation der
Gerste gewonnen werden. Uber Trockenstressexperimente an besonders gut bzw. beson-
ders schlecht an Trockenstress angepassten Gerstensorten sollten Markergene identifiziert
werden, die den Zichtern bei der Suche nach trockentoleranten Sorten helfen. Im ersten
Schritt wurden dazu an der Gerste-Referenzlinie ,Barke® die Stomata funktionell charakteri-
siert und dabei festgestellt, dass die Stomabewegung im Vergleich mit Arabidopsis sehr viel
schneller ablauft. Dies konnte darauf zurtickgeflihrt werden, dass Gerste, wie alle Gréser,
Uber einen Komplex aus Schlie3- und Nebenzellen verfigt. Die Untersuchungen haben ge-
zeigt, dass beim Stomaschluss die Schlie3zellen schrumpfen, wahrend zeitgleich die Ne-
benzellen anschwellen und auf die Schlie3zellen Druck austiben. Bei der Stomadffnung ver-
halt es sich genau gegenlaufig. Durch dieses Zusammenspiel wird die Stomabewegung stark
beschleunigt. Im néachsten Schritt haben wir die Gene identifiziert, welche speziell in Schliel3-
oder in Nebenzellen exprimieren. Dabei fiel auf, dass, obwohl die beiden Zelltypen eine funk-
tionelle Einheit bilden, nahezu alle mit dem ABA-Signalweg verknipften Gene ausschliellich
in den SchlieRzellen zu finden waren. Wichtige Kandidaten wurden daraufhin funktionell cha-
rakterisiert. Zeitgleich wurde der ABA-induzierte Stomaschluss im Gaswechsel untersucht.
Dabei zeigte sich, dass dafiir die Anwesenheit von Nitrat unabdingbar ist. Passend dazu ist
auch der dafur hauptverantwortliche Anionenkanal HYSLAC1 erst bei Anwesenheit von Nitrat
aktiv, eine Eigenschaft, die evolutionar erstmals bei der Aufspaltung von monokotylen und
dikotylen Pflanzen auftritt und fur alle Monokotyledonen, zu denen auch die Graser gehoren,
zuzutreffen scheint. Letztlich konnten wir ein erstes Modell zur Natur und Regulation des
Pendelverkehrs von lonen und Wasser zwischen Schlie3- und Nebenzellen aufstellen. Die-
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Ausblick

ses Modell galt es nun unter Trockenstress zu testen und mit Zuchtlinien zu verifizieren. Mit
Hilfe der Bayerischen Landesanstalt flr Landwirtschaft, der Arbeitsgruppe Sonnewald und
verschiedener Zuchter wurden im Feldversuch mit unterschiedlichen Zuchtlinien besonders
trockenstresstolerante und -sensitive Linien aufgespurt. In der Folge haben wir deren Stoma-
ta-Funktion sowie die Schliel3zell-/Nebenzell-Genexpression analysiert. Fir den Vergleich
der sensitivsten und tolerantesten Linien mit der Referenz haben wir die Pflanzen kontrollier-
tem Trockenstress unter Laborbedingungen ausgesetzt, und Schlie-/Nebenzellproben ge-
neriert, die einer RNA-Sequenzierung unterzogen wurden. Parallel dazu wurden ,Barke®-
Blatter mit ABA und GABA, dass nach unseren aktuellen Erkenntnissen mit ABA im Zusam-
menhang steht, behandelt und ebenfalls Proben fur die Sequenzierung fertig gestellt. Aus
diesen beiden Datensatzen sollen bis zum Ende des Férderzeitraums potenzielle Markerge-
ne flur Trockentoleranz festgemacht und den Bayerischen Ziichtern zur Prifung bereitgestellt
werden.

9 Ausblick

In den vergangenen 2 Jahrzehnten wurden die meisten Erkenntnisse zum Wassermanage-
ment der Pflanzen tber Untersuchungen am Modellsystem Arabidopsis thaliana erlangt. So
konnten viele Signalwege aufgeklart werden, die fir negative Einflisse durch die ver-
schiedensten Stresssituationen verantwortlich sind. Allerdings sind nicht alle dieser Mecha-
nismen direkt auf andere Pflanzen lbertragbar, da Arabidopsis unter anderem sensitiv ge-
genlber nahezu jedem Stress ist. Daher ist es dringend erforderlich, Pflanzen, die Toleranz
gegenuber Stressfaktoren aufweisen, vergleichend zu Arabidopsis zu untersuchen. Beson-
deres Augenmerk liegt hierbei darauf, unsere Kulturpflanzen an verédnderte Umweltbedin-
gungen anzupassen und dabei auf gentechnische Eingriffe zu verzichten. Hierzu sollten im
Projektverbund BayKlimaFit Losungsansatze erarbeitet werden.

Die in diesem Projekt gewonnenen Erkenntnisse tragen mafgeblich zum Verstandnis der
Stomaphysiologie der Gerste und generell aller Graser bei, zu denen ein Grol3teil der heuti-
gen Nutzpflanzen auch in Bayern gehéren. Die Evolution hat hier mit der Erweiterung stoma-
tarer Komplexe um die Nebenzellen zu einem Stomatyp gefuhrt, der schneller als Stomata
ohne diese Hilfszellen auf Umweltreize reagieren kann und damit pradestiniert fir ein opti-
miertes Wassermanagement ist. Mit dem Projekt wurde der Grundstein gelegt, die zugrunde-
liegende Physiologie besser zu verstehen. Die zukiinftige Forschung wird sich speziell mit
den Transportvorgangen zwischen Schliel3- und Nebenzellen und deren Regulation beschaf-
tigen. In diesem Bereich werden auch die Markergene vermutet, die entscheidend an der
Trockentoleranz von Grasern beteiligt sind. Wir sind zuversichtlich, dass unsere Projekter-
gebnisse dazu beitragen kdnnen, dass Ziichter anhand solcher Marker in Zukunft einfacher
als bisher trockenresistente Sorten identifizieren werden und diese erfolgreich in Sorten mit
anderen positiven Eigenschaften einkreuzen kdnnen.
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Abkirzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

A Anionen

ABA Abszisinsaure

AP Arbeitspaket

CoO, Kohlendioxid

EDXA Energiedispersive Rontgenspektroskopie
GABA Gamma-Aminobuttersaure

GC engl. guard cell fir SchlieRzelle

H20 Wasser

H* Protonen

Hv Hordeum vulgare

IRGA Infrarot Gasanalys

K* Kaliumionen

KNO3 Kaliumnitrat

LfL Bayerische Landesanstalt fur Landwirtschaft
PA Mikroampere

mM Millimolar

ms Millisekunden

NOj3 Nitrat

NZ Nebenzellen

gPCR Quantitative Polymerasekettenreaktion
RNA Ribonucleic acid = Ribonukleinséaure
RNAsec RNA-Sequenzierung

Sz Schlie3zellen

TEVC engl. Two electrode voltage clamp fir 2-Elektroden-Spannungsklemme
Gennamen:

AKT Arabidopsis K*-Transporter

AMT Ammonia Transporter

CPK/CIPK Calcium abhangige Proteinkinasen
GORK Guard Cell Outward Rectifying K*-Channel
HKT High Affinity K*-Transporter

NRT Nitrate Transporter

PYR/PYL/RCAR ABA-Rezptoren

OST Open stomata

PP2C/HAB1 Proteinphosphatase Typ 2C

SLAC SchlieRzellanionenkanal

SLAH SLAC-Homolg

STP Sugar Transporter

SUT Sucrose Transporter

TPK Two-Pore K*-Channel
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