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1 Zusammenfassung

Wasserdefizit ist mit Abstand der wichtigste, ertragslimitierende Faktor im Pflanzenanbau.
Uber 80% der Wasserverdunstung des Bodens erfolgt global gesehen tber die pflanzliche
Transpiration. Perioden von Trockenheit und Hitze, insbesondere in Zeiten des Klimawan-
dels, kdnnen zu erheblichen Ernteeinbuflen flihren. In Bayern sind vor allem Anbauflachen
mit geringer Wasserretention der Boden betroffen wie sie in Franken und Teilen Altbayerns
zu finden sind.

Neue Einblicke in die Wirkungsweise pflanzlicher Stresssignalwege ermdglichen Ansatze zur
gezielten Selektion trockenresistenter Pflanzen, die sich durch geringeren Wasserverbrauch
bei Wachstumsprozessen auszeichnen. Im Rahmen dieses Projekts wurden die Physiologie
der Anpassung an klimabedingtes Wasserdefizit und die beteiligten molekularen Mechanis-
men an Mais untersucht. Messungen an verschiedenen Maislinien zeigten eine zunehmende
Wassernutzeffizienz bei fortschreitender Trockenheit, aber auch Unterschiede in der Was-
sernutzeffizienz.

Pflanzen besitzen die Fahigkeit bei Wassermangel die Effizienz der Kohlenstoffaufnahme
erheblich zu steigern. Analysen des Gaswechsels erfassen die Kohlendioxidaufnahme, not-
wendig flr Biomassebildung, und die Wasserdampfabgabe, und zeigten klare Unterschiede
zwischen Mais und Weizen. Mais reagiert auf eine verminderte Transpiration, d. h. Reduktion
der Spaltéffnungen, mit einer starken Reduktion der Photosynthese. In Weizen ist das weit
weniger ausgepragt. Pflanzen mit permanent Kohlenstoff-effizientem Gaswechsel entziehen
dem Boden weniger Wasser, das als Reserve der Pflanze bei Trockenheit zur Verfligung
steht. Ein permanent Kohlenstoff-effizienter Gaswechsel konnte durch moderate Aktivierung
eines Stresssignalweges in Modellpflanzen erreicht werden. Diese Strategie flhrt bei Tro-
ckenperioden zu einem reduzierten Wassermangel im Boden und zu einer Trockenresistenz.

In der Bilanz zeigen unsere Analysen, dass Mais hochoptimiert in der Wassernutzung ist. Im
Gegensatz zu Weizen, flhrt eine Verminderung der Blatttranspiration von Mais zu einer er-
heblichen Abnahme der Photosyntheseleistung und des Wachstums.




2 Einfuhrung und Zielstellung

2.1 Einfuhrung

Der Wasserverbrauch in der Landwirtschaft liegt weltweit bei Uber 70% der anthropogenen
Wassernutzung. Die nicht nachhaltige Wasserentnahme, tUberwiegend fir Feldbewasserun-
gen, ist gegenwartig mit etwa 30% am Anstieg der Weltmeere beteiligt [1]. Die Entwicklung
von Kulturpflanzen mit hoher Wassernutzeffizienz (water use efficiency, WUE), ohne ausge-
pragte Wachstums- und Ertragsbeeintrachtigungen, ist ein Hauptziel gegenwartiger Zich-
tungsstrategien [2]. Die genetischen Faktoren der WUE sind bislang unzureichend erkannt
und in ihrer Funktion wenig verstanden, was die Aussichten auf gezielte Zichtungserfolge
reduziert [3] - [5]. Wasserverlust bei Pflanzen erfolgt weitgehend Uber die Transpiration als
Wasserdampfabgabe durch die Spaltéffnungen, die regulierbare Poren zur Aufnahme und
Fixierung von CO; im Zuge der Photosynthese sind [5]. Bekannt sind der ERECTA Locus
und andere Gene, die die Spaltéffnungsdichte und —gré3e auf dem Blatt kontrollieren, und
die WUE beeinflussen [4], [6] - [8].

Das Phytohormon Abscisinsdure (ABA) induziert die Reduktion der Spaltéffnungsweiten zur
Homoostase des Wasserhaushalts und vermittelt Langzeitadaptionen bei abiotischem Stress
[5], [9]. Lokaler Wasserdefizit in Pflanzenorganen wie der Wurzel verursacht ein hydrauli-
sches Signal, das sich schnell Uber die gesamte Pflanze ausbreitet und von Zellen perzipiert
und mit einer lokalen Freisetzung bzw. Bildung von ABA beantwortet wird [10]. Die ABA Er-
kennung erfolgt Uber ein ABA-bindendes regulatorisches Protein (ABA-Rezeptor, Regulatory
Component of ABA Receptor) RCAR/PYR1/PYL und einer assoziierten Proteinphosphatase
des Typs 2C (PP2C), die beide als Heterodimer den Holorezeptor bilden [11] - [13]. RCAR
und PP2C sind jeweils durch eine Genfamilie von 14 bzw. 9 Mitgliedern kodiert.

Die ABA Bindung an den Holorezeptor inaktivert die Proteinphosphataseaktvitat und erlaubt
so die Aktivierung nachgeschalteter Signalkomponenten wie Proteinkinasen und deren Ziel-
proteinen darunter lonenkanale und Transkriptionsfaktoren [14], [15]. Applikation von ABA
und ABA-Agonisten [16] - [18] und ektopische Expression von RCAR Rezeptoren [19] - [22],
vermogen die Pflanzentranspiration zu minimieren und in einzelnen Studien konnte eine ver-
besserte Uberlebensrate nach Trockenstress nachgewiesen werden.

Die Wechselbeziehung von pflanzlichem Gasaustausch und Wachstum Iasst die Frage offen,
inwieweit ABA und seine nachgeschaltete Signalkette zur Minimierung des Gasaustausches
geeignete Zielkomponenten fur die Gewinnung Wasser-effizienter Pflanzen sind. Um dieser
Frage nachzugehen, untersuchten wir ABA-Rezeptoren in der Modellpflanze Arabidopsis auf
ihr Potenzial, Wasser-effiziente Eigenschaften zu vermitteln. Mit 2 der 14 RCAR-Rezeptoren
gelang eine deutliche Steigerung der WUE um bis zu 40%. Gleichzeitig konnte eine erhdhte
Trockenresistenz verbunden mit besserem Wachstum bei Wassermangel beobachtet wer-
den [21]. Bei guter Wasserversorgung zeigten die Wasser-effizienten Pflanzen, je nach Linie,
keine oder leichte Ertragsminderungen. Pfropfungsexperimente und Kohlenstoff-
Isotopenanalysen belegten, dass die Wasser-effiziente Eigenschaft hauptsachlich durch
ABA-Rezeptor Wirkungen im Sprossbereich vermittelt werden. Die evolutionare Konservie-
rung der ABA Rezeptoren in héheren Pflanzen und die funktionale Austauschbarkeit der Re-




zeptorkomponenten uber die Speziesgrenzen hinweg, wie wir fir Arabidopsis und Pappel
zeigen konnten [23], legen nahe, dass die an Arabidopsis gewonnenen Erkenntnisse grund-
satzlich auf andere Pflanzen einschliellich Kulturpflanzen zu Ubertragen sind. Die meisten
Pflanzen sind C3 Pflanzen, die den atmospharischen Kohlenstoff in eine C3 organische Ver-
bindung einbauen. In wieweit C4 Pflanzen mit einem primaren Kohlenstoffeinbau in eine C4
organische Verbindung, auch fir diesen Ansatz geeignet sein kénnten, ist Gegenstand der
vorliegenden Untersuchung.

2.2 Zielstellung

Anhand des Modellsystems Mais sollten die molekularen Mechanismen und die damit ver-
bundene Physiologie der Trockenresistenz untersucht werden. Fir die drei Projektjahre wa-
ren folgende Untersuchungen vorgesehen:

Das Forschungsprojekt umfasste vier Teilziele:

e Evaluierung der Trockenresistenz von Mais im Gewachshaus

e Untersuchung des Gaswechsels von CO; und H>O in Abhangigkeit der Wasserver-
fUgbarkeit an Maisblattern

e Charakterisierung von ABA-Rezeptoren der Subklasse | aus Mais

e Generation von Maislinien mit veranderter ABA-Rezeptorexpression und deren Ana-

lyse auf Trockenresistenz und Wassereffizienz




3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Evaluierung der Trockenresistenz von Mais im Gewachshaus

Diese Versuche wurden mit einem zunéachst nur fir Arabidopsispflanzen etablierten Testsys-
tem durchgefiihrt, das Wachstum und Transpiration unter langsam fortschreitendem Tro-
ckenstress erfasst [21]. Es gelang dieses Testsystem fur die grof3eren Maispflanzen zu
adaptieren. Wasserverbrauch, Biomassezuwachs und Wassernutzeffizienz wurden an Mais-

pflanzen erfolgreich bestimmt.

Die Bestimmung von Wachstum und Transpiration (gravimetrische Wasserverbrauchsanaly-
se) unter gut bewasserten Wachstumsbedingungen und langsam fortschreitendem Trocken-

stress wurden im Gewachshaus bestimmt.
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Abbildung 1. Wachstum von Maislinien bei fortschreitender Trockenheit. Zwei Wochen
alte Maispflanzchen der Donor Plant (DP), Recipient Plant (RP) und einer Introgressionslinie
10860 im genetischen Hintergrund RP wurden in 10 Liter Pflanzgefal3e transferiert. Die
Pflanzgefalte enthielten zu Beginn des Experimentes die gleiche Erd- und Wassermenge.
Die Pflanzen wurden danach 6 Wochen lang nicht mehr gewéassert und die Abbildung zeigt
die Entwicklung je einer Pflanze dieser Linien im wochentlichen Verlauf. Nach 6 Wochen

zeigten alle Pflanzen Symptome des Wassermangels.




Ein Vergleich zweier Maislinien (RP und DP) und einer Introgressionslinie in RP (10860), die
uns von der Arbeitsgruppe Schon zur Verfligung gestellt wurden, belegte eine reduzierte

Wassernutzeffizienz der Introgressionslinie gegentber den Parentallinien (Abb. 2).
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Abbildung 2. Bestimmung der Wassernutzeffizienz von Maislinien. (A) Biomasse, (B)
kumulativer Wasserverbrauch, (C) relativer Wassergehalt (v/v), (D) kumulativer Wasserver-
brauch, (E) Trockengewicht des oberirdischen Pflanzenmaterials nach sechs Wochen, und
(F) Wassernutzeffizienz aus Trockenheitsversuchen wie in Abbildung 1 gezeigt. (A) und (B)
zeigt die Maislinie Recipient Plant (RP), (C-F) Donor Plant (DP), Recipient Plant (RP) und
einer Introgressionslinie 10860 im genetischen Hintergrund RP. (SE, n=5).

Diese Analysen wurden durch Messungen der Veranderungen der Wassernutzeffizienz im
Verlauf eines sich aufbauenden Trockenstresses erweitert (Abb. 3). Dazu wurden gravimetri-
sche Bestimmungen zur Wassernutzeffizienz iber Biomasse und Wasserverbrauch und kli-
matischen Faktoren bestimmt. Diese Daten belegten klar eine Steigerung der Wassernutzef-
fizienz der Maispflanzen unter reduzierter Wasserverfligbarkeit.
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Abbildung 3. Wachstum und Wassernutzeffizienz von Mais bei fortschreitendem Was-
serdefizit. (A) Maispflanzen des Versuches, (B) relative Luftfeuchte und (C) Temperatur
wahrend des Versuchs, (D) kumulativer Wasserverbrauch und Biomasseakkumulation des
oberirdischen Pflanzenmaterials wahrend des sechswoéchigen Versuchs, und (E) Was-
sernutzeffizienz von Mais bei verschiedenem Wassergehalt des Bodens. Zwei Wochen alte
Maispflanzchen wurden in 10 Liter Pflanzgefalle transferiert. Die Pflanzgefalie enthielten zu
Beginn des Experimentes die gleiche Erd- und Wassermenge. Die Pflanzen wurden danach
6 Wochen lang nicht mehr gewassert (SE, n=5).

So wurden etwa 4,6 g Biomasse (als Trockensubstanz) pro Liter transpiriertes Wasser bei
guter Wasserversorgung gebildet, wahrend sich dieser Wert auf 7,2 g/l bei trockenerem Bo-
den (Wassergehalt unter 50% relativer Bodenfeuchte) erhdhte (Abb. 3). Geringere Wasser-
verflgbarkeit fihrte auch zu einer Reduktion des Wachstums und unter ausgepragtem Tro-
ckenstress (5. und 6. Versuchswoche) stagnierte das Wachstum bzw. es kam zu einer Re-
duktion der Biomasse, was durch Stress-induzierte katabolische Prozesse (Stressatmung)
bedingt ist. Diese beobachtete Abschwachung des Wachstums weist auf eine Limitierung der
Kohlenstoffaufnahme Uber die SchlieRzellen hin. Inwieweit bereits eine geringe Minderung
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der stomataren Leitfahigkeit durch partielle Schliefung der Spaltéffnungen zu diesem Pha-
nomen beitragt, wurde durch nachfolgende Gaswechselmessungen gepriift.

3.2 Untersuchung des Gaswechsels von CO2 und H20

Gaswechselmessungen wurden an Maispflanzen durchgefiihrt und die Nettophotosynthese-
rate, stomatare Leitfahigkeit gs, intrinsische Wassernutzeffizienz (insWUE), und interzellulare
CO2-Konzentration C; zunachst unter guter Wasserversorgung bestimmt (Abb. 4).
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Abbildung 4. Gaswechselmessungen an Maispflanzen. Der Messaufbau ist oben gezeigt.
In Blattern von Maispflanzen (P1-P4, n=4) wurden die (A) Nettophotosyntheserate, (B) sto-
matére Leitfahigkeit gs, (C) intrinsische Wassernutzeffizienz (insWUE), und (D) interzellulare
CO2-Konzentration C; bestimmt. Die Messung erfolgte bei einer Photonen-Flussrate von
1200 pmol m2 s, 25°C, eines CO, Gehalt der Luft von 400 pmol mol'und einer Wasser-
dampfdruckdifferenz VPD von 17 Pa kPa™" an 45 Tage alten Pflanzen unter guter Wasser-
versorgung.




Die insWUE spiegelt das Verhaltnis von CO2-Aufnahme im Zuge der Netto-CO»-Fixierung
und die Abgabe von Wasserdampf wider. Darlber hinaus lassen sich Nettophotosynthesera-
te, stomatare Leitfahigkeit gs, und interzellulare CO»-Konzentration C; nichtinvasiv bestim-
men. Diese Parameter wurden zudem in Abhangigkeit des relativen Wassergehalts des Bo-
dens in dem Trockenstressversuch (siehe Abb. 3) bestimmt (Abb. 5).

Frihere Analysen an Arabidopsis [21] belegten die entscheidende Bedeutung der Erhdhung
des stomataren CO.-Gradienten C; (Atmosphéare-Pflanze) als Grundlage fir eine erhdhte
Wassernutzeffizienz. Dieser Gradient wird erhéht durch eine Erniedrigung der interzellularen
CO.-Konzentration in der Pflanze. Mais zeigte zwischen 60 - 40% relativen Wassergehalts
des Bodens einen konstanten C; von ca. 90 - 100 ppm (Abb. 5A). Erst eine weitere Verknap-
pung der Wasserverfugbarkeit senkte deutlich den C; auf bis zu 30 ppm bei 20% relativen
Wassergehalt des Bodens (rote Linie, der C; Anstieg unterhalb 20 % relativen Wassergehalts
weist auf massive Stressatmung hin). Mit dieser Reduktion des C; ging eine massiver Rick-
gang der Netto-Photosyntheseleistung einher (rote Linie in Abb. 5B) und diese Veranderung
war gekoppelt mit einem Schlielen der Stomata (Reduktion der stomataren Leitfahigkeit gs,
Abb. 5C) und einer geringen Erhéhung der insWUE (Abb. 5D). Die Messung der Nettophoto-
syntheserate der Maisblatter war bei guter Wasserverfligbarkeit bis zu einem Wert von 40 %
relativen Wassergehalts konstant. Die Nettophotosyntheserate reflektiert den instantanen
Zuwachs an Biomasse und ist ein guter Richtwert fur das Wachstum. Deshalb kann aus die-
sem Versuch gefolgert werden, dass Mais einen relativ konstanten Biomassegewinn bis zur
Bodenfeuchte von ca. 40 % Sattigung (das entspricht etwa -0,1 bar) zeigt, bei weiterer Re-
duktion der Wasserverfigbarkeit aber das Wachstum reduziert wird und dabei keine wesent-
liche Steigerung der WUE zu erwarten ist.

Dieser im Vergleich zu Arabidopsis klar engere Zusammenhang zwischen Photosynthese-
leistung und Wasserverflgbarkeit verdeutlicht auch Abb. 5E. Eine Reduktion der Photosyn-
theseleistung ist direkt gekoppelt an einer Erhéhung der insWUE oder mit anderen Worten,
der Mais Wassersparmodus geht direkt auf Kosten der Wachstumsleistung. So fihrte eine
60 % Erhdhung des insWUE zu einer 60 % Reduktion der Photosynthese (Abb. 5E). Diese
Befunde legen nahe, dass der in Arabidopsis so erfolgreiche Ansatz die WUE zu erhdhen
ohne zugleich das Wachstum negativ zu beintrachtigen, in Mais wahrscheinlich fehlschlagen
wilrde [24].

Eine Erklarung fir diesen Umstand ist wohl der ,Turbomechanismus’ der C4 Pflanzen, der
Uber eine CO2-Vorfixierung einen hohen stomataren CO.-Gradienten aufbaut. Dieser CO.-
Gradient ist um Faktor 2 - 3 hoher als bei C3 Pflanzen und damit deutlich grésser wie in Ara-
bidopsis. In diesem Zusammenhang ware es spannend die naheliegende Vermutung zu be-
statigen, dass eine C3 Kulturpflanze wie der Weizen sich wie Arabidopsis bezlglich des
WUE verhalt.
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Abbildung 5. Gaswechselmessungen an Maispflanzen unter fortschreitendem Tro-
ckenstress. In Abhangigkeit des Wassergehalts des Bodens wurden (A) interzellulare CO»-
Konzentration C;, (B) Nettophotosyntheserate A,, (C) stomatare Leitfahigkeit gs, (D) instanta-
ne Wassernutzeffizienz (insWUE) an Blattern der Maispflanzen aus dem in Abb. 2 gezeigten
Versuch bestimmt. In (E) und (F) wurde die Nettophotosyntheserate bzw. stomatare Leitfa-
higkeit in Bezug zur instantanen Wassernutzeffizienz gesetzt. Jeder Messpunkt entspricht
einer sechfach wiederholten Messung eines einzelnen Blattes. Rot markierte Linien weisen

200

150 1

BSO

40

10 -

°
. ;:
° £
L] o
. . 2
=
° oe % <
o ©
°
v . v 0
0 20 40 60 80

Boden-Wassergehalt(%)

O
N
8

. % ~ 200
(] () g
e ® o S 150
o0 g
“ w 100
60%
[ J % 5
. -~
[ J
- 0
0 20 40 60 80
Boden-Wassergehalt(%) F
250
o ®
® -~ 200
* 8 2
< 150
Y [=}
60% ° 5
w 100
=
%
£ 50
} v - v v 0
0 10 20 30 40 50

A, (umol m?s?)

auf wichtige Tendenzen bzw. Anderungen hin.

30 A

20 -

o

[ ]
c°"
]
...
50%
[ J
( J
[
0 20 40 60 80
Boden-Wassergehalt(%)
[ ]
¢ o ©
o
® 20% Y
[ ] [ ]
]
[ ]
0 20 40 60 80

Boden-Wassergehalt(%)

°® ... [
°
‘! %,
1o o
: ™
13
0 1(;0 2(')0 3'00

g. (mmol m?s?)

11



3.3 Charakterisierung von ABA-Rezeptoren der Subklasse |

Subklasse | Rezeptoren aus Arabidopsis zeichnen sich durch eine hohe ABA-Affinitat aus
und sind damit grundsatzlich geeignet Wasser-effiziente Pflanzen zu generieren. Es wurden
cDNAs von Mais ABA-Rezeptorgenen der Subklasse | aus der Maislinie B73 generiert. Dazu
wurden zunachst die vorhandenen Genomdaten von Mais B73 auf ABA-Rezeptorsequenzen
gepruft. Insgesamt konnten in silico Gensequenzen fir 13 Mais ABA Rezeptoren, ein Gen
weniger als in Arabidopsis, identifiziert werden. Die Subklasse | umfasst in Mais 5 ABA-
Rezeptoren (ZmRCAR1-5) gegenlber 4 in Arabidopsis (Abb. 6). Fir alle 5 Subklasse | Re-
zeptoren konnte erfolgreich die mRNA isoliert werden. Das Saatmaterial war uns von der
Arbeitsgruppe Schon zur Verfiigung gestellt worden. Die cDNAs wurden in Expressionsvek-
toren fir die transiente Funktionsanalyse in Mais-Protoplasten kloniert.

100 ——— AtRCAR1
L AtRCAR2

100 l: ZmRCAR1
ZmRCAR2
66 ZmRCAR3
4(39'_-' ZmRCAR4
ZmRCARS5

76
AtRCAR3
94 AtRCAR4 0.1

66

Abbildung 6. Die Subklasse | der ABA-Rezeptoren aus Mais. Dendrogramm der Sub-
klasse | Rezeptoren ZmRCARs aus Mais im Vergleich mit Arabidopsis AtRCARs. Die cDNAs
der funf Mais Subklasse | ABA Rezeptoren konnten gewonnen werden.

Daruber hinaus erfolgte eine Charakterisierung der Mais ABA-Rezeptoren auf ihr Potenzial,
die ABA-Signaltransduktion zu aktivieren. Zunachst wurde geprift inwieweit ZmRCARs die
ABA Signaltransduktion in Arabidopsis zu aktivieren vermdgen. Dazu wurden in Protoplasten
aus Arabidopsis die Mais ABA-Rezeptoren transient exprimiert und die Stimulierung der
ABA-Signalkette in Abwesenheit und in Gegenwart exogener ABA quantitativ erfasst. Die
Ergebnisse zeigen eine leichte Aktivierung mit ZmRCARS3 (Abb. 7). Als nachster Schritt er-
folgte die Analyse der Maisrezeptoren im homologen Zellsystem (Abb. 8 und Abb. 9).
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Abbildung 7. Regulation der ABA Signaltransduktion in Arabidopsis. AtRCAR1 aus
Arabidopsis und Mais Rezeptoren (ZmRCAR1-5) wurden transient in Arabidopsis Protoplas-
ten exprimiert und die Aktvierung der ABA Signalkaskade in Gegenwart (schwarze Balken)
bzw. Abwesenheit (weil’e Balken) von 10 uM exogener ABA erfasst. Die quantitative Mes-
sung der Expression erfolgte tber die ABA-abhangige Expression eines Luciferasereporters
normalisiert Uber die Expression eines konstitutiv exprimierten Reporters (beta-
glucuronidase). (SE, n=3).

Zudem konnten cDNAs von ABA-Corezeptoren, Proteinphosphatasen der Klasse 2C
(PP2C), aus Mais kloniert werden [25]. Die Charakterisierung der Mais ABA-Rezeptoren er-
folgte in zellwandlosen Maisprotoplasten. Dazu wurden zwei Reportergene genutzt, ein ABA-
reguliertes Luciferasegen und ein konstitutiv exprimiertes Reportergen. Eine ABA-abhangige
Stimulierung der Luciferaseaktivitat ist auf eine hormon-abhangige Aktivierung der ABA-
Signaltransduktion zuriickzuflihren. Die schematische Darstellung des ABA Signaltransduk-
tionswegs ist in Abb. 8 dargestellt. Vergleichende Expressionsversuche in Maisprotoplasten
aller Subklasse | ABA Rezeptoren belegten eine im Vergleich zu Arabidopsis [11] und Pap-
pel [23] geringe ABA-Responsivitat (Abb. 8 und Abb.9).
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Abbildung 8. Die ABA Signalkette und die Expression des Mais ABA-Rezeptors ZmR-
CAR3 in Maisprotoplasten. Links ist eine schematische Darstellung der ABA-Signalkette
mit dem Rezeptor (RCAR) und Corezeptor (PP2C), den vermittelnden Proteinkinasen
(SnRK) und den Transkriptionsfaktoren (ABF) gezeigt, die die Induktion von Zielgenen wie
dem Luciferase-Reportergen vermitteln. Rechts wird die ABA-abhangige Induktion des Luci-
ferasereporters in Maisprotoplasten (Inset) gezeigt, die transient den Maisrezeptor ZmR-
CAR3 exprimierten.
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Abbildung 9. Regulation der ABA Signaltransduktion in Maisprotoplasten. RCARs aus
Arabidopsis (RCAR1) und Mais (ZmRCAR1-5) wurden transient in Mais Protoplasten expri-
miert und die Aktvierung der ABA Signalkaskade in Gegenwart bzw. Abwesenheit von 3 yM
exogener ABA Uber einen Luciferasereporter quantifiziert. Der Kontrollansatz ohne Ef-
fektorexpression ist mit (1) gekennzeichnet (n=3).
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Als Fazit ist zu konstatieren, dass die untersuchten ABA-Rezeptoren aus Mais in Protoplas-
ten von Arabidopsis und Mais wenig Potenzial zeigten, die ABA-Antwort zu stimulieren. Hier
ergaben sich deutliche Unterschiede zu den Rezeptoren aus Arabidopsis und Pappel, die
jeweils im homologen wie auch im heterologen System eine deutliche Aktivierung der ABA-
Antwort bei forcierter Expression auslosten [11], [23].

3.4 Maislinien mit veranderter ABA-Rezeptorexpression

Da die isolierten Mais ABA Rezeptoren in unseren Untersuchungen nicht oder nur schwach
aktiv waren, wurden erfolgreich verwendet ABA Rezeptoren aus Arabidopsis zur verstarkten
Expression in Maislinien genutzt. Die Grundlage fur diesen Schritt war eine vergleichende
Analyse von Arabidopsis und Pappelrezeptoren in unserer Arbeitsgruppe, die zeigte, dass
speziesubergreifende Rezeptorkomplexe aus ABA Rezeptor und Corezeptor aktiv sind und
vollumfanglich reguliert werden [23]. In einer jingst publizierten Arbeit konnte durch in vitro
Studien eine vergleichbare Interaktionskompexitat in Mais beschrieben werden [26].Wir ent-
schieden uns deshalb fir RCAR6 und RCAR10 aus Arabidopsis zu nutzen, weil eine detail-
lierte Analyse [21] die beiden Rezeptoren als speziell geeignet zeigte wassersparende und
trockentolerante Pflanzen zu generieren. Beide ABA Rezeptoren wurden in Mais B73 unter
einem konstitutiven und starken Promotor (Ubiquitin 10) exprimiert vergleichbar dem erfolg-
reichen experimentellen Ansatz in Arabidopsis [21]. Es konnten jeweils zwei unabhangige
Linien fir RCAR6 und RCAR10 etabliert werden. Die Erzeugung des Pflanzenmaterials und
deren anschliefende Charakterisierung erfolgte in enger Kooperation im Labor von Prof.
Guo Yan, University of Agricultural Sciences, Peking.

pf pf
e r’
I RCARG HE RCAR10 ||
<« <!
pr pr
| 480 bp | b 620bp——————————
Plasmid emp. vector pUBI10 :R6 Plasmid emp. vector pUBI10 :R10
p355::R6 T1 1 1-3 p355::R10 T1 1 T1-3

B i Al

Abbildung 10. Identifizierung der Expressionskassette fiir ABA Rezeptoren in der
Maislinie B73. PCR Analysis zum Nachweis der DNA fiir RCAR6 (R6) und RCAR10 (R10)
wurden flr die Linien R6 pUBI10::R6_T1-1 und pUBI10::R6_T1-3, sowie fir die Linien
pUBI10::R10_T1-1 und pUBI10::R10_T1-3 durchgeflhrt. Als Kontrollen dienten eine Linie
mit einer leeren Expressionskassette (emp. vector) und Plasmid-DNA von den beiden ABA
Rezeptorgenen p35S::R6 and p35S::R10. Oben: Schematische Darstellung der PCR-
Analyse. Unten. Nachweis der PCR-Produkte Uber Elektrophorese der DNA im Agarosegel
und Ethidiumbromid Farbung. Die links gezeigte Bande (DNA ladder) entspricht einem DNA
Fragment von 500 Basen.
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Die Polymerkettenreaktion (PCR) zum Nachweis der erfolgreichen Einbringung der Expres-
sionskassetten fur die ABA Rezeptoren aus Arabidopsis zeigte ein klares Signal in der Linie
R6_T_1-3 fur RCARG6 und in den beiden unabhangigen Linien fir RCAR10 (Abb. 10).
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Abbildung 11. Expression der ABA Rezeptoren in der Maislinie B73. A) Quantitative
PCR Analyse zum Nachweis der relativen Expression eines Kontrollgens (MEP). B) Quanti-
tative PCR Analyse zum Nachweis der mRNA fiir RCARG in den Linien R6 pUBI10::R6_T1-1
und pUBI10::R6_T1-3, sowie C) fir RCAR10 in den Linien pUBI10::R10_T1-1 und
pUBI10::R10_T1-3 normalisiert zur MEP-Expression. Als Kontrollen diente eine Linie mit

einer leeren Expressionskassette (B73). D) Relative Expression von Mais ABA Rezeptoren
relativ zur MEP Expression.

Diese Analyse zeigte eine vergleichsweise schwache Expression des RCAR6 Rezeptors im
Vergleich zu RCAR10 (Abb. 11A-C). Die RCARG6 Expression erreichte nur ca. 3 % der
RCAR10 Expression, die vergleichbar den starkst exprimierten Mais-ABA Rezeptoren war
(Abb. 11D). Deshalb wurde die Gaswechselanalyse primare mit den beiden R10 Linien
durchgeflihrt. Eine erste Untersuchung der R6 Linien ergab wie erwartet keinen Hinweis auf
eine Veranderung der Gaswechseleigenschaften insbesondere von stomatarer Leitfahigkeit
und insWUE (Daten nicht gezeigt). Die Daten fiir die beiden R10 Linien sind in Abb. 12 zu-
sammengefasst. Auch hier zeigte sich keine signifikant messbare Veranderung der insbe-
sonders relevanten insWUE. Ein Erklarungsansatz konnte eine mangelnde Wirksamkeit der
exprimierten ABA Rezeptoren sein, die wir nicht ganzlich ausschlief3en kénnen. Die Ergeb-
nisse stehen jedoch im Einklang mit den zuvor gezeigten Gaswechseldaten, dass Mais im
Gegensatz zu Arabidopsis eine hocheffiziente insWUE unter Normalbedingungen besitzt und
dieser hohe insWUE Wert sehr stabil ist. Nur bei erh6htem Wassermangel erhoht sich der

insWUE, aber diese Veranderung geht mit einer massiven Reduktion der Photosyntheseleis-
tung einher [24].
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Abbildung 12. Gaswechsel- und Photosyntheseanalyse der ABA Rezeptor-Maislinien.
A) Netto-Photosyntheserate (An), B) Elektronentransportrate (ETR), C) Stomatare Leitfahigkeit
(gs), und D) Intrinsische Wassernutzeffizienz (insWUE) wurden in Maispflanzen der Linie B73,
pUBI10::R10_T1-1, und pUBI10::R10_T1-3 analysiert. Die Pflanzen waren 63 + 1 Tage lang
unter gut gewasserten Bedingungen kultviert worden und das jlungste voll entwickelte Blatt wurde
mit dem Gaswechselmessgerat (GFS-3000, Heinz, Walz GmbH, Effeltrich) bei einer Photonen-
fluxdichte von 1000 pmol m-2s-', 400 ppm COz2 (Ca) und einem Wasserdampfdefizit von 26 + 2
Pa kPa'. A-D) n=2, 4, 1 biologische Replikate fiir B73, pUBI10::R10_T1-1, und pUBI10::R10_T1-
3, Durchschnittswert + SE.




4 Veroffentlichungen

Unsere Analysen zeigen, dass Mais hochoptimiert in der Wassernutzung ist. Eine Verminde-
rung der Blatttranspiration flihrt bei Mais zu einer erheblichen Abnahme der Photosynthese-
leistung und, damit verbunden, des Biomasseaufbaus.

Ergebnisteile wurden in einem internationalen Journal zusammen mit der Arbeitsgruppe
Schon publiziert. Die Thematik des Klimawandels und die Folgen fur unsere Pflanzenproduk-
tion mit Ergebnissen dieses KlimaFit-Projektes wurden/werden einem breiteren Publikum im
Rahmen 6ffentlicher Vortragsveranstaltungen wie den Minchner Wissenschaftstagen und
dem Forum TUM@Freising vorgestellt. Zudem wurden/werden die Ergebnisse auf internati-
onalen Wissenschaftstagungen prasentiert.

Publikation:

Blankenagel, S., Yang, Z., Avramova, V., Schon, C.-C., and Grill, E. (2018). Generating
plants with Improved water use efficiency. Agronomy 8, 194.

Veranstaltungen und wissenschaftliche Tagungen:

~Exploring ABA receptors for water use-efficient plants “International conference on plant
growth substances, Toronto, Kanada, Juni 2016

» ABA receptors for efficient water use®, Gordon Research Conference on ‘Salt and Water
Stress’, Les Diablerets, Schweiz, September 2016

“Exploring ABA receptors for water-productive plants®. International Conference of Arabidop-
sis Research, Sudkorea, July 2016

,CRISPR/Cas in der Pflanzenzucht — Nutzen und Risiken®, Minchner Wissenschaftstage,
Minchen, November 2017.

“Insights into ABA signalling: basis for crop improvement?” 50 Jahrfeier des Leibniz-Instituts
fur Pflanzenbiochemie, Halle, Mai 2018.

“Harnessing ABA Signaling for Improved Plant Performance”. Gordon Research Conference
on ‘Salt and Water Stress’, White Mountain, USA, June 2018

“Challenges and chances to get more crop per drop by using abscisic acid receptors”. Inter-
national conference of the society of environmental botanists. Lucknow, Indien, November
2018.

»Wie grin ist unsere Zukunft? Wasser als begrenzender Faktor der Pflanzenproduktion®,
TUM@Freising, Freising, 26. Februar 2019.

,Harnessing abscisic acid signalling for more efficient water use of plants”. Keystone Meet-
ing, ‘Climate Change-Linked Stress Tolerance in Plants’, Hannover 13.-17. Mai 2019.
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Anhang

Abkirzungen

ABA:

Abb.:

ABF:

An:

cDNA:

C/Z

CO:q:

DP:

ETR:

gs:

°C:

HzOZ
insWUE:
mRNA:

Pa kPa™:
PCR:
PP2C:
ppm:
RCAR/PYR1/PYL:
RP:

SE:
SnRK2:
sen

VPD:
WUE:
ZmRCAR1:
pumol m?2s™:
umol mol™:

Phytohormon Abscisinsaure
Abbildungen

ABRE Binding Factor; ABA-responsiver Transkriptionsfaktor
Nettophotosyntheserate
komplementare DNA

interzellulare CO,-Konzentration
Kohlendioxid

Donor Plant

Elektronentransportrate

stomatare Leitfahigkeit

Grad Celsius

Wasser

intrinsische Wassernutzeffizienz
Boten-RNA

Pascal pro Kilopascal
Polymerkettenreaktion
Proteinphosphatase des Typs 2C

Parts per million

Regulatory Component of ABA Recetor
Recipient Plant

Standardfehler

Sucrose-nonfermenting Related protein Kinase 2; Proteinkina-

Vapure Pressure Deficit; Wasserdampfdruckdifferenz
Water Use Efficiency, Wassernutzeffizienz

Zea mays Regulatory Components of ABA Receptors
Mikromol pro Quadratmeter und Sekunde

Mikromol pro Mol
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