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Abklrzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

e ACS: Ascorbinsaure

e AP: after pollination

e DAB: 3,3-Diaminobenzidin

o DEG: differentiell exprimiertes Gen

o DEP: differentiell exprimiertes Protein

o DIC: Differentialinterferenzkontrast

o DPS: differentiell phosphorylierte Stellen

o dsRNA: doppelstrangige RNA

o FDA: Fluoresceindiacetat-Farbung

e GFP: grun fluoreszierendes Protein

e GO: Gene Ontology

o GRN: genregulatorisches Netzwerk

o HAP: hours after pollination

¢ H;DCFDA: 2',7"-Dichlordihydrofluorescein-diacetat
e HS: Hitzestress

e KHTs: kurze Hochtemperaturepisoden

o NBT (Nitroblue-Tetrazolium)

¢ NS: non-stressed

e PCA: Principle Component Analysis

e PI: Propidiumiodid-Farbung.

¢ ROS: Reactive Oxygen Species

¢ RT-gPCR: quantitative reverse Transkriptions-PCR
e SIGS: sprih-induziertes Gen-Silencing

e sSiRNA: small interfering RNA (Ribonukelinsaure)
e SNP: single nucleotide polymorphism

e SOD: Superoxiddismutase

e TF: Transkriptionsfaktor




Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung

In diesem Projekt sollte der Effekt von transientem Hitzestress auf die Keimung und das
Wachstum von Pollenschlduchen in Narbenfdden von Mais untersucht werden. Aus Vorar-
beiten war bekannt, dass transienter Hitzestress wahrend der Bestaubung zu Sterilitat und
fehlendem Kornansatz fiihrt. Im Forschungsvorhaben wurde zunéchst gezeigt, dass tran-
sienter Hitzestress zu erhéhtem Zelltod und signifikant verminderter Zellvitalitat und Plasma-
membranintegritat der Papillenhaarzellen auf der Oberflache der Narbenfaden fiihrt. Den-
noch hat dies keine signifikante Auswirkung auf die friihe Phase der Pollenkeimung und das
Eindringen in Papillenhaarzellen und Transmissionsgewebe der Narbenfaden. Erst ein spa-
ter Pollenschlaucharrest nach wenigen Zentimetern Wachstum fuhrt zu Sterilitat, da die Pol-
lenschlauche die Samenanlagen nicht erreichen. Es wurde weiter gezeigt, dass die Menge
an reaktiven Sauerstoffspecies (ROS) in Narbenfaden nach Hitzestress deutlich ansteigt.
Nach Sprihen mit sog. ROS-Fangern sinken die Mengen erheblich und die Sterilitét konnte
grofRtenteils aufgehoben werden. Molekulare Untersuchungen haben anschlieRend gezeigt,
dass insbesondere Gene fir Peroxidasen, die ROS abbauen, durch Hitzestress nahezu ab-
geschaltet werden. Dartiber hinaus wurden Gene flr Hitzestress-induzierte NAC-Transkripti-
onsfaktoren und fir abgeschaltete bHLH-Transkriptionsfaktoren identifiziert. Ein im Rahmen
des Projekts analysierter Multi-omics-Atlas (Transkriptomik, Proteomik und Phospho-Proteo-
mik), bei dem die wichtigsten abiotischen Umweltstressoren (Kalte- und Hitzestress sowie
Trockenheit) Uber 10 Tage bei Mais-Keimlingen untersucht wurden, hat insbesondere NAC-
Gene als Schliisselgene bei Umweltstress bestatigt. Experimente zum Sprih-induziertem
Gen-Silencing (SIGS) von Kandidatengenen zeigten, dass Narbengewebe fiir solche An-
satze geeignet ist, aber noch geeignete Formulierungen entwickelt werden miissen, um
diese Ansétze effektiv anwenden zu kdnnen.
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2 Einflhrung

2.1 Hintergrund

Insbesondere durch hohe CO2-Emmissionen der Industrielander und Abholzung tropischer
Regenwalder hat sich das Klima weltweit stark verandert. Umwelt- und Naturkatastrophen
z.B. durch Durreperioden, Uberflutungen und Stiirme haben signifikant zugenommen. Die
globale Erderwdrmung hat hierbei auch einen grof3en Einfluss auf die Welternahrung, da
Trockenheit und Hitze die beiden abiotischen Hauptfaktoren darstellen, die einen stark limi-
tierenden Einfluss auf den Ertrag von Nutzpflanzen haben. Insbesondere Hitzestress beein-
trachtigt hierbei die Samenbildung und somit die Fortpflanzung und den Ertrag von Pflanzen
[1-4]. Wahrend Hitzestress in der vegetativen Wachstumsphase u.a. zu vortibergehendem
Wachstumsarrest, Defekten bei der Photosynthese und der Photorespiration fiihrt, sind diese
Defekte meistens reversibel und haben i.d.R. im Vergleich zu Hitze- und Trockenstress wah-
rend der Reproduktionsphase weniger Einfluss auf den Ertrag. So wurde z.B. fir kommerzi-
elle Weizenlinien gezeigt, dass kurze Hochtemperaturepisoden (KHTSs) fUr nur 1-2 Tage bei
35°C oder 3-5 Tage bei >30°C wahrend der Reproduktionsphase bereits zu Ertragsverlusten
von bis zu 50% fuhren kénnen [5, 6] und damit einen grof3en Einfluss auf die Produktion und
die Produktivitat von Getreidearten haben. Durch die globale Erwéarmung und die zunehmen-
den Wetterextreme werden KHTs deutlich zunehmen. Die Verbesserung der Hitzetoleranz ist
daher weltweit ein primares Zichtungsziel [7]. Neben Hitzetoleranz sind andere abiotische
Stressfaktoren wie Trockenheit und Kélte wichtige limitierende Faktoren, die die Pflanzenpro-
duktion sowohl qualitativ als auch quantitativ stark beeintrachtigen [8-11].

2.2 Stand der Wissenschaft und Technik, eigene Vorarbeiten

Morphologische und molekulare Untersuchungen haben gezeigt, dass KHTs insbesondere
wahrend der ersten Pollenbildungsphasen (Meiose- und Tetradenstadium) kritisch flr den
Samenansatz sind und zu signifikanten Ertragsverlusten bei Getreide fuhren kénnen. So
konnten wir fir Mais zeigen, dass anschlie3end u.a. die Pollenkeimfahigkeit stark reduziert
und der Transport von Spermazellen in Pollenschlauche defekt ist [12, 13]. Bisher kaum un-
tersucht ist der Einfluss von KHTs auf die Entwicklung der weiblichen Reproduktionsorgane
und Gameten, der Empfanglichkeit der weiblichen Narbe fir Pollenkérner, das Pollen-
schlauchwachstum im Griffel und Fruchtknoten sowie wahrend der Befruchtung. Die meisten
dieser Prozesse finden eingebettet in mehrere Hullblatter statt, die bei Hitzestress fir Trans-
pirationskihlung sorgen kdnnen [14]. Jedoch findet die Pollenkeimung auf der Blitennarbe
und das Einwachsen in das Griffelgewebe ohne Transpirationskiihlung statt und ist Hitze-
stress somit besonders ausgesetzt. Gesprache mit bayerischen Pflanzenziichtern und Land-
wirten haben vermuten lassen — ohne dass dies wissenschaftlich bisher untersucht wurde —,
dass diese Prozesse bei vielen Nutzpflanzen sogar besonders limitierende Faktoren beim
Ertrag in Hitzestressperioden darstellen kdnnten. In Vorarbeiten mit Mais konnten wir diese
Annahme bestatigen (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Hitzestress (HS) wéhrend des Pollenschlauchwachstums im Narbengewebe
fuhrt zu einer Verringerung des Samenansatzes bei Mais. A.-C. Die Kolben wurden etwa ei-
nen Monat nach den angegebenen Kreuzungen geerntet. Reprasentative Beispiele von Kol-
ben aus Kreuzungen von Narbenfaden unter Kontrollbedingungen (A) und fiir 24 Stunden (B)
sowie 48 Stunden HS (C) mit nicht gestresstem Pollen sind dargestellt. Nach der Bestau-
bung wurden die Pflanzen fiir weitere 1h HS (HS 1HAP) bzw. 4h HS (HS 4HAP) ausgesetzt
oder direkt in Kontrollbedingungen ohne Hitzestress uberfuihrt (NS AP). D. Quantifizierung
der Kornzahlen aus den angegebenen Kreuzungen.

Darlber hinaus gibt es bereits zahlreiche Studien Uber abiotischen Stress bei Nutzpflanzen,
aber bisher nur wenige, die Uber einen langen Zeitraum hinweg auf Multi-omics-Basis durch-
gefuhrt wurden. Unser Ziel war es daher zusétzlich den ersten hochgradig reproduzierbaren
Transkriptom-Atlas von Maispflanzen unter verschiedenen Umweltbedingungen und im Zeit-
verlauf zu erstellen.

3  Zielstellung

Ziel des Forschungsvorhabens war es daher, bei einer der fir Bayern wichtigsten Nutzpflan-
zen (Mais) in drei Arbeitspaketen folgende Untersuchungen durchzufiihren:

1.) Arbeitspaket #1: mit physiologischen Methoden sollte untersucht werden, wie Nar-
benfaden (diese entsprechen funktionell der Narbe der meisten Blitenpflanzen und
sind durch ihre LAnge besonders gut fur die geplanten Studien geeignet) auf Hitze-
stress reagieren und ob es Pollenschlauchen maoglich ist, bei Hitzestress in die Nar-
benfaden einzudringen. U.a. sollen die Bildung von ROS (Reactive Oxygen Species),
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der Wasserverlust, die Vitalitat und der Zelltod gemessen sowie das Pollenschlauch-
wachstum verfolgt und der Kornansatz bestimmt werden.

2.) Arbeitspaket #2: um die molekularen Mechanismen von Hitzestress auf Narbenfaden
und eindringende Pollenschlauche zu verstehen und Gene fur weiterfihrende Analy-
sen zu selektieren, sollten anhand der Ergebnisse aus Arbeitspaket #1 Hitzestressre-
gime erstellt, Proben gesammelt und RNA-seq Analysen durchgefuhrt werden. An-
schlieRend sollten Kandidatengene identifiziert werden. Um die vielversprechendsten
Gene zu identifizieren, wurde zuséatzlich die Analyse von zur Verfligung gestellten
RNA-seq- und Proteom-Daten von Maispflanzen, die Hitze-, Trocken- und Kéltestress
ausgesetzt wurden, neu in Arbeitspaket #2 aufgenommen. Hierbei wurden Maiskeim-
linge der Sorte B73 Uiber einen Zeitraum von zehn Tagen drei grof3en abiotischen
Stressfaktoren (Kélte, Hitze und Trockenheit) ausgesetzt und jeweils das vierte Blatt
fir die RNA-seg-Analyse ausgewahlt, um gewebespezifische Effekte zu vermeiden
und eine hochreproduzierbare Datenbank sowie eine Webschnittstelle fur die For-
schungsgemeinschaft zu erstellen.

3.) Arbeitspaket #3: es sollten parallel experimentelle Bedingungen getestet werden, um
zunachst als Pilotprojekt die ROS bzw. GFP-Bildung in Narbenfaden nach Besprihen
mit spezifischen siRNAs zu unterdriicken. Die Aufnahme der siRNAs sollte unter-
sucht und fir Narbenfaden optimiert werden. AnschlieRend sollte dieses System ge-
nutzt werden, um im Verlauf des Vorhabens selektierte Gene mit dieser Methode ab-
zuschalten.

4  Ergebnisse und Diskussion

4.1 Analyse von Hitzestress auf Narbenfaden und Pollenschlauch-
wachstum von Mais

4.1.1 Experimentelles Setup

Um die Auswirkung von Hitzestress auf die Fruchtbarkeit des weiblichen Gametophyten von
Mais zu untersuchen, setzten wir die Pflanzen, die die weiblichen Bliiten (Kolben) trugen,
Uber verschiedene Zeitrdume von 4 bis 48 Stunden mafigem Hitzestress (35°C/25°C;
Tag/Nacht) aus, wahrend die Pflanzen, die die mannlichen Bliten trugen, unter Kontrollbe-
dingungen (28°C/22°C) angebaut wurden. Nach der Bestaubung wurde eine fortgesetzte Hit-
zestressperiode von bis zu 4 Stunden angewendet. Wir analysierten den Samenansatz, die
Pollenkeimung im Narbengewebe, die Ver&dnderungen der Zellvitalitat, die Membranintegritat
sowie die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (s.u.), um einen umfassenden
Uberblick tiber die Auswirkungen von Hitzestress auf die Fertilitat und das Pollenschlauch-
wachstum in Hitze-gestressten Narbenfaden zu bekommen.
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4.1.2 Analyse von Hitzestress auf Vitalitat und Zelltod der Papillenhaarzellen

Zunachst untersuchten wir die Auswirkungen von Hitzestress auf die Zellvitalitat und den
Zelltod von Papillenhaarzellen von Mais mittels Fluoresceindiacetat- (FDA) und Propidiumio-
did- (PI) Farbung. Vor dem Hitzestress zeigten 98,5% (n=66) der Haarzellen keinen Zelltod
mit PI-Farbung und alle Zellen waren positiv mit FDA-Farbung. 1,5 % der Haarzellen wiesen
abgestorbene Zellen mit PI-Farbung und eine verminderte Zellvitalitat mit verminderter FDA-
Farbung auf (Abbildung 2A). Der Prozentsatz des Zelltods und der verringerten Zellvitalitét
stieg nach 12 Stunden Hitzestress auf 33,8 % (n=80) und weiter auf 62,1 % (n=103) bzw.
65,2 % (n=69) nach 24 bzw. 48 Stunden (Abbildung 2B, 2C). Der Prozentsatz des Abster-
bens der Haarzellen nahm mit der Dauer des Hitzestresses von 4 bis 48 Stunden zu. Bei ei-
ner Hitzestressdauer von mehr als 24 Stunden war die Rate des Zelltods signifikant h6her
als bei einer Dauer von 4 bis 12 Stunden. Zwischen 24h und 48h Hitzestress gab es jedoch
keinen signifikanten Unterschied in der Zelltodrate (Abbildung 2D). Insgesamt flihrt modera-
ter Hitzestress zu erhéhtem Zelltod und signifikant verminderter Zellvitalitat der Haarzellen.
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Abbildung 2: Moderater Hitzestress fuihrt zum Zelltod und einer verminderten Zellvitalitat
der Haarzellen. A.-C. Konfokale Mikroskopie von Papillenhaaren gefarbt mit Fluoresceindi-
acetat (FDA, griin) und Gegenfarbung mit Propidiumjodid (PI, rot). Die Haarzellen waren Oh
(A), 12h (B) und 48h (C) unter Hitzestress. D. Prozentsatz der Haare mit Zelltod (PI-Farbung
im Zellkern).

Um die Auswirkungen von Hitzestress auf die Narbenfaden weiter zu bestatigen, analysier-
ten wir die Integritat der Plasmamembran durch Evans-Blau-Farbung, die auch als Marker
fur die Zellvitalitat verwendet wird. Vor dem Hitzestress zeigten 89,6 % (n=67) der Haarzellen
keine Evans-Blau-Farbung, wahrend die anderen 10,4 % eine Farbung in einigen wenigen
Zellen an der Spitze der Papillenhaare zeigten (Abbildung 3A). Nach 12 Stunden Hitzestress
zeigten 45,6 % (n=79) der Papillenhaare Evans-Blau-Farbung in den Haarzellen (Abbildung
3B). Der Prozentsatz der Papillenhaare mit Evans-Blau-Féarbung stieg nach 24 Stunden Hit-
zestress weiter auf 63,2 % an (Abbildung 3C). Der Prozentsatz der Haarzellen mit erhdhter
Plasmamembranintegritat nahm mit der Dauer des Hitzestresses von 4 Stunden bis 48 Stun-
den zu. Bei einer Hitzestressdauer von mehr als 24 Stunden war die Zelltodrate signifikant
hoher als bei einer Dauer von 4 bis 12 Stunden. Zwischen 24 und 48 Stunden Hitzestress
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gab es jedoch keinen signifikanten Unterschied in der Zelltodrate (Abbildung 3D), was mit
dem Zelltod und der Zellvitalitat Gbereinstimmt, die durch PI- und FDA-Farbung angezeigt
wurden. Insgesamt fiihrt moderater Hitzestress zu einer verminderten Plasmamembraninteg-
ritét und einer geringeren Zellvitalitat der Papillenhaare der Narbenfaden.
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Abbildung 3: Moderater Hitzestress fuhrt zu einer verminderten Plasmamembranintegritat
der Papillenhaare. A.-C. Evans-Blau gefarbte Papillenhaare. Die Nabenfaden wurden O
Stunden (A), 12 Stunden (B) und 24 Stunden (C) lang Hitzestress. ausgesetzt. D. Prozent-
satz der Papillenhaare mit verminderter Plasmamembranintegritat (Evans-Blau-Farbung in
der Zelle).

4.1.3 Analyse von Hitzestress auf das Einwachsen von Pollenschlauchen

Die Keimung, das Wachstum und das Eindringen der Pollenschlauche in Papillenhaaren ist
ein mehrstufiger Prozess, der eine komplexe Interaktion zwischen dem ménnlichen Gameto-
phyten sowie dem sporophytischen Gewebe und dem weiblichen Gametophyten einschlief3t
[14] und auch fur die Befruchtung der Maispflanze wesentlich ist. Um die Auswirkung von
Hitzestress auf die Keimung, das Wachstum und das Eindringen der Pollenschlduche in Pa-
pillenhaaren in vivo zu analysieren, wurde die Anilinblaufarbung verwendet. In Kontrollbedin-
gungen wurden nicht gestresste (NS) Narbenfaden mit nicht gestressten (NS) Pollen be-
staubt. Das Wachstum der Pollenschlauche wurde 1 Stunde nach der Bestaubung (1 HAP)
und 4 Stunden nach der Bestaubung (4 HAP) beobachtet. Hierbei wurde festgestellt, dass
mehrere Pollenschlduche in beide Transmissionsgewebe der Narbenfaden erfolgreich ein-
dringen (Abbildung 4A). Das Wachstum der Pollenschlduche in das Transmissionsgewebe
wurde auch in Narbenfaden nach 12h, 24h und 48h Hitzestress beobachtet (mit 1h und 4h
kontinuierlichem Hitzestress nach der Bestaubung) (Abbildung 4B-D), wobei mehrere Pollen-
schlauche in beide Transmissionsgewebe eindrangen, deren Anzahl im Vergleich zur NS-
Bedingung aber etwas geringer war. Dies deutet darauf hin, dass mafiger Hitzestress keine
signifikante Auswirkung auf die frihe Phase der Pollenkeimung trotz oben beschriebenen
Absterbens eines Teils der Papillenhaarzellen an der Narbenfadenoberflache hat.
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Abbildung 4: Das friihe Wachstum des Pollenschlauchs wird durch Hitzestress nicht beein-
trachtigt. A.-D. Anilinblau-gefarbte bestdubte Narbenfaden. (A) Nicht gestresste (NS) Nar-
benfaden wurden mit nicht gestresstem (NS) Pollen bestaubt. 1 Stunde nach der Bestau-
bung (1 HAP) und 4 Stunden nach der Bestaubung (4 HAP). (B-D) Das Wachstum der Pol-
lenschlauche in die Ubertragungswege wurde in den Nabenfaden nach 12 Stunden (B), 24
Stunden (C) und 48 Stunden (D) Hitzestress (HS) beobachtet, die mit NS-Pollen bestaubt
und kontinuierlich mit 1 Stunde (links) und 4 Stunden (rechts) Hitzestress nach der Bestéu-
bung (AP) behandelt wurden.

4.1.4 Analyse des spaten Pollenschlauchwachstums

Nach dem friilhen Wachstum und dem Eindringen in das Transmissionsgewebe wachst der
Pollenschlauch weiter zur Samenanlage. Dann wird er durch die Mikropyle in den weiblichen
Gametophyten geleitet. Daher haben wir anschlieBend die Auswirkungen von Hitzestress auf
das spate Wachstum des Pollenschlauchs untersucht. 24 Stunden nach der Bestaubung
(HAP) konnte der Pollenschlauch unter Kontrollbedingungen erfolgreich in die Samenanlage
wachsen (Abbildung 5A). Dies war auch der Fall, wenn die Narbenfaden 24 Stunden vor der
Bestaubung Hitzestress ausgesetzt waren und nach der Bestaubung bei Kontrolltemperatur
weiter gehalten wurden. Im Vergleich dazu zeigten 38,5 % (n=13) der Narbenfaden unter 24
Stunden Hitzestress vor der Bestaubung und 4 Stunden Hitzestress nach der Bestaubung
kein Pollenschlauchwachstum in der proximalen Region nach 24 HAP (Abbildung 5B). Bei
15,6 % (n=18) der Seiden, die vor der Bestaubung 48 Stunden Hitzestress ausgesetzt waren
und nach der Bestéubung bei Kontrolltemperatur standen, wuchs auch nach weiteren 24
HAP kein Pollenschlauch durch den proximalen Bereich. Jedoch zeigten 57,1 % (n=14) der
Seiden unter 48 Stunden Hitzestress vor der Bestaubung und 4 Stunden Hitzestress nach
der Bestaubung kein Pollenschlauchwachstum im proximalen Bereich (Abbildung 5C), und
bei 27 HAP und 30 HAP zeigten immer noch 42,8 % (n=14) Nabenfaden keine Spur von Pol-
lenschlauchwachstum, was darauf hindeutet, dass die Narbenfaden unter Hitzestress vor
und nach der Bestdubung einen spaten Wachstumsstopp des Pollenschlauchs verursachen.

10



Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 5: Spates Wachstum des Pollenschlauchs im Narbenfaden wird nach kurzer Zeit
Hitzestress gestoppt. A.-C. Anilinblau-Farbung des 1 bis 2 cm langen proximalen Bereichs
(Abszissionszone) der Narbenfaden 24 Stunden nach der Bestdubung (HAP). Faden bei
Nichtstress-Temperatur (NS) vor und nach der Bestaubung (A), mit 24 Stunden Hitzestress
(HS) vor und 4 Stunden nach der Bestaubung (B), mit 48 Stunden HS vor und 4 Stunden
nach Bestaubung (C).

Um einen besseren Einblick in die Fruchtbarkeit zu erhalten, untersuchten wir anschlie3end
das Einwachsen des Pollenschlauches in die Samenanlage (Abbildung 6). Bei 24 HAP
zeigte die Anilinblau-Féarbung, dass Pollenschlauche in den weiblichen Gametophyten einge-
drungen waren. Keine der beobachteten Samenanlagen wies jedoch Pollenschlauche bei 24
Stunden HS vor/4 Stunden HS nach der Bestaubung bzw. 48 Stunden HS vor/4 Stunden HS
nach der Bestdubung auf.

NS 2X NS g+ 0h HS AP 24h HS 2 X NS o + 4h HS AP 48h HS 2 X NS o + 4h HS AP

24HAP

Abbildung 6: Das mikropylare Wachstum des Pollenschlauchs in den weiblichen Gameto-
phyten wird durch Hitzestress beeintrachtigt. Anilinblaufarbung von Schnitten der Samenan-
lage, die den weiblichen Gametophyten enthélt (24 HAP). Kontrollbedingungen (links), 24h
HS vor und 4h HS nach der Bestdubung (Mitte), 48h HS vor und 4h HS nach der Bestau-
bung (rechts). Die rote Pfeilspitze zeigt den Pollenschlauch in der Mikropylarregion.

Insgesamt lasst sich daher zusammenfassen, dass Pollenschlauche trotz einer hohen Zell-
todrate in Papillenhaarzellen in die Narbenfaden und das Transmissionsgewebe eindringen
und mehrere Zentimeter wachsen, bevor es zu einem spaten Pollenschlaucharrest in Nar-
benfaden kommt und die Embryosacke so nicht mehr erreicht werden. Dadurch kann keine
Befruchtung stattfinden und es kommt zu einem erheblich verminderten Kornansatz.
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4.1.5 Analyse der Spiegel an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Es ist bekannt, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bei hohen Konzentrationen Zelltod-
programme auslosen, wahrend moderate ROS-Konzentrationen eine entscheidende Rolle
bei der Signalwahrnehmung und -lUbertragung spielen, insbesondere bei Umweltstressreakti-
onen und der Fortpflanzung in Pflanzen [15-17]. Uber die Rolle von ROS wahrend der Re-
produktion bei Mais ist weniger bekannt. Ein kirzlich verdffentlichter Bericht zeigte, dass
hohe ROS-Konzentration die DNA von Spermazellen in Pollen schadigt [18], wahrend eine
UbermaRige Anhaufung von ROS wahrend der frihen Kornentwicklung zu schweren Scha-
den an Nucellus- und Endospermzellen fuhrt [19]. Um die Auswirkung von HS auf den ROS-
Gehalt in den Narbenfaden sichtbar zu machen, wurde zunachst eine allgemeine ROS-
Nachweissonde (H.DCFDA) verwendet, die fluoresziert, wenn in einer Zelle eine Oxidation
stattfindet. Schwache Fluoreszenzsignale konnten in den Papillenhaaren, aber kaum im In-
neren der Narbenfaden ohne HS nachgewiesen werden (Abbildung 7A).

H,DCFDA
Fluorescence Intensity w)

of H,DCFDA (x 10,000)

\ i
LnISOD |

I ,
/‘Mn/soo /
| NS J NS L  48hHs
— e
o]
< \
a \
. , i
i ' _
mock —— | Asc mo AsC

Abbildung 7: Der ROS-Gehalt steigt in Narbenfaden von Mais unter Hitzestress (HS) deut-
lich an, und ROS-Scavenger sind in der Lage den Gehalt zu reduzieren. A.-C. Narbenfaden,
die mit H.DCFDA-Fluoreszenzsonden unter NS-Bedingungen (A) und nach 48 Stunden HS
(HS 48h) (B) behandelt wurden. Nicht gestresste Narbenfadden ohne Sonde wurden als Ne-
gativkontrolle verwendet (C). D. Quantifizierung der relativen Fluoreszenzintensitat von Nar-
benfaden mit einer H,DCFDA-Sonde. E.-H. Nitroblau-Tetrazolium (NBT) gefarbte Narbenfa-
den, die wahrend der HS-Behandlung mit Mock-L&ésung (E, G) oder mit MnCl, und SOD-L6-
sung (F, H) bespriht wurden. Die Narbenfdden wurden unter NS-Bedingungen (E, F) oder
unter HS fur 48 Stunden (HS 48h) gehalten (G, H). I.-L. 3,3-Diaminobenzidin (DAB) gefarbte
Narbenfaden, die wahrend der HS-Behandlung mit Mock-Ldsung (I, K) oder mit Ascorbin-
saure (ASC)-Losung (J, L) bespriht wurden. Die Narbenfaden wurden unter NS-Bedingun-
gen (I, J) oder unter HS fiir 48 Stunden (K, L) gehalten. Skalenbalken: 100 pum.
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Das Fluoreszenzsignal nahm jedoch sowohl in den Papillenhaaren als auch in den Narbenfa-
den nach 24 h und 48 h HS-Exposition deutlich zu. Die starksten Signale wurden in der epi-
dermalen Zellschicht der Narbenfaden und der Papillenhaare beobachtet (Abbildung 7B,
7D). Ein signifikanter Unterschied in der Intensitat der Fluoreszenzsignale zwischen 24 h und
48 h HS-Exposition konnte nicht beobachtet werden (Abbildung 7D). Dies deutet darauf hin,
dass der ROS-Gehalt in den Narbenfaden wahrend der HS-Exposition deutlich ansteigt.

Um die Rolle der durch HS verursachten erhdhten ROS-Konzentrationen wahrend der Be-
fruchtung sichtbar zu machen und zu quantifizieren, haben wir die Narbenfaden mit ROS-
Scavengern (ROS-Fangern) bespriht, um die ROS-Konzentrationen zu reduzieren. MnCl,
(Mn) zusammen mit Superoxiddismutase (SOD) ist ein Fanger fiir O,--. Wie in Abbildung 7E-
H zu sehen ist, ging die NBT-Farbung in Narbenfaden und Papillenhaaren, die mit einer
Mn/SOD-L&sung unter HS bespriht wurden, im Vergleich zur Versuchskontrolle (Wasser)
deutlich zurtick. Im Gegensatz zur Versuchskontrolle nahm die DAB-Farbung nach dem
ASC-Sprihen in Narbenfaden und der Papillenhaaren, die kontinuierlich HS ausgesetzt wa-
ren, ebenfalls signifikant ab (Abbildung 71-L). Diese Experimente zeigen, dass die Superoxid-
Scavenger SOD und H,0O,-Scavenger ASC die durch HS verursachten ROS-Konzentratio-
nen in den Narbenfaden deutlich reduzieren kbnnen.

4.1.6 Analyse der Wirkung von Superoxid und H,O,-Scavenger

Als N&chstes gingen wir der Frage nach, ob der durch HS induzierte spéte Wachstumsstill-
stand der Pollenschlauche durch erh6hte ROS-Werte verursacht wird. Wir besprihten Nar-
benfaden, die 48 Stunden lang HS ausgesetzt waren, mit den H,O»- und O,-- Fangern ASC
bzw. Mn/SOD und den entsprechenden Kontrollen. Keine der Spriihbehandlungen beein-
flusste die Pollenkeimung und das frihe Wachstum der Pollenschlduche (Abbildung 8A-D).
Sowohl ASC als auch Mn/SOD stellten jedoch den spaten Wachstumsstillstand der Pollen-
schlauche teilweise wieder her, da die Anzahl der Pollenschlauche im proximalen Bereich
der Seide von 50 % auf 61 % bzw. auf 69 % anstieg (Abbildung 8E-H, Abbildung 8K). NS-
Seiden (die 48 Stunden lang mit der Scheinkontrolle bespriiht wurden), die von NS-Pollen
bestaubt und 4 Stunden lang HS ausgesetzt wurden, zeigten eine normale (93 %) Keimung
und ein normales Wachstum der Pollenschlduche (Abbildung 8I-J). Zusammengenommen
reduzieren Superoxid- und H,O,-Fanger den durch HS verursachten ROS-Gehalt in den
Narbenfaden und ermdglichen es den Pollenschlauchen so tber langere Strecken zu wach-
sen. Des Weiteren analysierten wir den Samenansatz von Maiskolben, die nach einer 48-
stiindigen HS-Exposition geerntet wurden, nachdem sie mit Mock, ASC bzw. Mn/SOD be-
spriht worden waren. Kolben, die mit ASC und insbesondere mit Mn/SOD bespruht wurden,
stellten den Samenansatz und damit den Ertrag im Vergleich zu den mit Mock behandelten
Kolben deutlich wieder her (Abbildung 8L-M). Dies deutet darauf hin, dass die Verringerung
der HS-induzierten ROS-Konzentration in den Narbenfaden die Fruchtbarkeit deutlich ver-
bessert.
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Abbildung 8: ROS-Scavenger heilen durch Hitzestress verursachte Wachstumsdefekte und
Sterilitat der Pollenschlauche. A.-J. Fluoreszenzmikroskopie von mit Anilinblau gefarbten be-
staubten Narbenfaden unter den angegebenen Stressbedingungen und der Behandlung mit
sog. ROS-Fangern. Die Prozentséatze der beobachteten Phanotypen sind angegeben. (A-D)
Narbenfaden wurden mit 48 Stunden HS (HS 48h) behandelt und dann mit NS-Pollen be-
staubt. Das friihe Wachstum der Pollenschlauche im Ubertragungstrakt wurde 1 Stunde
nach der Bestdaubung (1 HAP) beobachtet. (E-H) Die 1 bis 2 cm lange proximale Region
(Abszissionszone) der Narbenfaden wurde 24 Stunden nach Bestaubung (24 HAP) auf spa-
tes Wachstum der Pollenschlauche untersucht. Mock- und Ascorbinsaure (ASC)-Ldsung
wurden wahrend der HS-Behandlungen auf die Narbenfaden gespriiht (A, B, E, F). Mock-L6-
sung und MnCl, mit SOD-L6sung wurden wahrend der HS-Behandlung auf die Narbenfaden
gespruht (C, D, G, H). (I-J) NS- Narbenfaden, die mit NS-Pollen bestaubt und mit Mock-L6-
sung bespriiht wurden, dienten als positive Kontrolle fur das Pollenschlauchwachstum bei 1
HAP (I) und 24 HAP (J). Skalenbalken: 100 um. K. Der Prozentsatz der Narbenfaden mit
Pollenschlauchwachstum in der proximalen Region wurde nach 24 HAP quantifiziert. L. Ge-
erntete Kolben aus den angegebenen Behandlungen. Reprasentative Beispiele von Kolben
nach Besprihen mit Mock-, ASC- und MnCl2/SOD-Ldsung wahrend der Hitzestressbehand-
lung. Mal3stabsleiste: 1 cm. M. Quantifizierung der Anzahl der Kérner (Samen) bei den ange-
gebenen Behandlungen. ns: kein signifikanter Unterschied.
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4.2 RNA-seqg und bioinformatische Analysen

Um die molekularen Mechanismen von Hitzestress auf Narbenfaden aufzuklaren, haben wir
basierend auf den Ergebnissen aus Arbeitspaket #1 RNA-seq an der Inzucht-Maislinie B73
durchgefihrt, wobei die Pflanzen 48 Stunden lang Hitzestress (35 °C/ 25 °C) ausgesetzt wa-
ren, bevor Proben gesammelt wurden. Da wir mit der Linie B73 sehr gute Ergebnisse erzielt
haben und diese sehr sensitiv auf Hitzestress reagiert, haben wir die sog. MAGIC-Population
nicht wie urspringlich geplant in die Untersuchungen und Probensammlung eingeschlossen.
Hierdurch konnte auch die Anzahl der Proben deutlich reduziert werden, die durch die enorm
gestiegenen Personalkosten wahrend der Projektlaufzeit auch nicht mehr hatten finanziert
werden kénnen.

Bei den pollinierten Proben ergab sich das Problem zwischen Hitzestresseffekten in Narben-
faden und solchen in Pollenschlauchen unterscheiden zu kénnen. Daher haben wir die In-
zuchtlinie Mo17 verwendet, bei der sich die meisten Gene durch SNPs (single nucleotid poly-
morphisms) von denen von B73 unterscheiden [20, 21]. In vorhergehenden Analysen hat
sich gezeigt, dass Pollenschlduche in Narbenfaden nach etwa 4h das Wachstum einstellen.
Daher haben wir diesen Zeitpunkt zur Untersuchung mit einbezogen. Alle Proben wurden fir
die Sequenzierung geerntet und sog. Libraries hergestellt. Aus 18 Proben (Tabelle 1 im An-
hang) wurden ca. 150 GB Daten mit insgesamt 420 Millionen Reads generiert. Im Durch-
schnitt wurden aus jeder Probe 23 Millionen Reads erzeugt. Die Reads wurden auf das
Mais-Referenzgenom (Ref_Gen4) gemappt, welches von MaizeGDB (www.maizrgdb.org)
heruntergeladen wurde. Es wurde eine durchschnittliche Mapping-Rate von 90% erhalten.
Das normalisierte Transkriptionsniveau wurde als Transkript pro Million (TPM) berechnet. Im
Durchschnitt wurden in jeder Probe etwa 25.000 exprimierte Gene nachgewiesen.

AnschlieBend identifizierten wir differentiell exprimierte Gene. Es wurden 844 hochregulierte
und 3.136 herunterregulierte Gene nach HS in Narbenfaden entdeckt. Die sog. GO-Anrei-
cherungsanalyse fur herunterregulierte DEGs zeigt, dass Wasserstoffperoxid-abbauende
Prozesse angereichert sind, was mit den erhéhten ROS-Werten Ubereinstimmt, die wahrend
der Hitzestressreaktionen festgestellt wurden (Abbildung 9A, 9B). Zwei unter NS-Bedingun-
gen hoch exprimierte Peroxidase (POD)-Gene POD12 und POD18 werden unter HS stark
herunterreguliert (Abbildung 9C). Insgesamt konnten wir in unseren Proben 35 exprimierte
POD-Gene nachweisen, von denen 27 POD-Gene in HS-behandelten Narbenfaden signifi-
kant herabreguliert sind (Abbildung 9B). Die Verringerung der Peroxidaseaktivitat kann den
oben beschriebenen Anstieg der ROS-Werte wahrend der HS erklaren.

Schliel3lich analysierten wir die Expression von Transkriptionsfaktor (TF)-Genen im Narben-
gewebe nach HS-Exposition. TFs wie Hitzeschockfaktoren (HSFs), WRKYs, MYBs, NACs,
bZIPs, AP2/ERFs, DREBs und bHLHs spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung der
Genexpression mehrerer Gene als Reaktion auf Stressbedingungen [22-24]. Studien zur An-
reicherung von TF-Familien zeigten, dass zusatzlich zu den Genen, die fir HSFs kodieren,
Gene fur MYB-, ERF-, NAC-, WRKY-, MYB-verwandte, HD-ZIP-, ARF-, AP2- und bHLH-
Transkriptionsfaktor-Familien nach HS differentiell exprimiert werden (Abbildung 9D). Bemer-
kenswert ist, dass viele bHLH-Gene zu den am starksten herunterregulierten Genen geh6-
ren. Unter ihnen sind bHLH116, bHLH57, bHLH150 und bHLH121 besonders stark herunter-
reguliert, wahrend eine Reihe von NAC-Genen (vier der 13 am starksten hochregulierten TF-
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Gene), darunter NAC44 und NAC122, zu den am starksten hochregulierten DEGs gehdren
(Abbildung 9E). Dieser Befund deutet darauf hin, dass Mitglieder derselben TF-Familie koor-
diniert an HS-Reaktionen beteiligt sind, die Genregulatoren jedoch teilweise in entgegenge-

setzter Richtung wirken.
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Abbildung 9: Expressionsanalyse von Genen in Narbenfaden von Mais als Reaktion auf Hit-
zestress. A. Gene Ontology (GO) biologische Prozessanreicherung von signifikant herunter-
regulierten Genen. B. Heatmap des Expressionsniveaus der unterschiedlich exprimierten
Peroxidase (POD)-Gene in HS- und NS-Proben. Die Zahlen auf der Farbskala geben die
Log10-Werte von TPM an. C. Genexpressionsniveaus (TPM) der zwei am starksten differen-
ziell exprimierten Peroxidase (POD)-Gene. POD12: Zm00001d042022; POD18:
Zm00001d002899. D. Blasendiagramm mit signifikant angereicherten TF-Familien als Reak-
tion auf Hitzestress. Die am starksten induzierte Familie ist oben und die am starksten herun-
terregulierte Familie unten im Diagramm dargestellt. E. Heatmap des Expressionsniveaus
der 20 am starksten differenziell exprimierten TF-Gene.

16



Ergebnisse und Diskussion

4.3 Anwendung von Spruh-induziertem Gen-Silencing (SIGS) auf
Narbenfaden von Mais

4.3.1 Anwendungen von siRNAs auf Narbenfaden von Mais

Nachdem wir wie unter 4.2 beschrieben eine Reihe von Kandidatengenen fir hitzeempfindli-
che und -tolerante Gene gefunden und deren Expression validiert hatten, kdnnten jetzt
Knock-out- und Uberexpressionslinien erzeugt werden, um die Genfunktion zu untersuchen.
DarUber hinaus kdnnen die identifizierten Gene als “Leitgene” in Zlchtungsprogrammen ver-
wendet werden. Diese Verfahren sind aufwendig, zeitintensiv und werden teilweise kritisch in
der Bevolkerung gesehen. Daher sollte parallel eine nicht-transgene Knock-down-Methode
etabliert werden, die auf SIGS basiert. Flr einen ersten Versuch wurde eine transgene Mais-
pflanze (pBINCM:GRX1-GFP) mit 100%iger GFP-Expression in Papillenhaarzellen verwen-
det (Abbildung 10A). Alle Versuche wurden dabei ausschlief3lich im Labor oder Gewachs-
haus durchgefiihrt. dsRNA, die das GFP-Transkript durch SIGS inaktivieren soll, wurde er-
folgreich in vitro durch die T7-RNA-Polymerase transkribiert. 50 ng/ul GFP-dsRNA mit 0,1 %
Silwet wurde auf Nabenfaden von Mais gespriuht. 24h spéter zeigten 39,3 % (n=56) der Pa-
pillenhaare eine teilweise Schrumpfung und ein verringertes GFP-Signal, was maoglicher-
weise auf den durch Silwet verursachten Zelltod zurtickzufiihren ist (Abbildung 10B). Bei der
Besprihung mit GFP-dsRNA wurden bei 23,3 % (n=43) ebenfalls fehlgeformte Paillenhaare
beobachtet, jedoch zeigten 11,6 % der Haare ein verringertes GFP-Signal (Abbildung 10C).
Die Abnahme der GFP-Expression ist hach 2 Tagen starker ausgepragt und erreicht 34,4 %
(n=58) (Abbildung 10D). RT-qPCR (Linie 4) zeigte eine signifikante Verringerung der GFP-
Expression 2 Tage nach Sprithen mit dsRNA. Bei einer Wiederholung mit einer anderen
transgenen Linie (Linie 13) wurde jedoch keine Verringerung des GFP-Expressionsniveaus
festgestellt, was auf das geringe GFP-Transgenexpressionsniveau in dieser Linie und dem
Abbau der dsRNA zurtickzufiihren sein kénnte (Abbildung 10E). Hierzu miissen noch Experi-
mente zur besseren Stabilisierung der dsRNA durchgefiihrt werden. Dies wird weiter in Ko-
operation mit Dr. Karina van der Linde/Prof. Dr. Gunter Meister (Universitat Regensburg,
BayKlimaFit2-Projektpartner #7) und Prof. Dr. Aline Koch (neu berufen an die Universitat Re-
gensburg) durchgefiihrt (weitere Erlauterungen unten).
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Abbildung 10: Spruh-GFP-dsRNA-induziertes Gen-Silencing von GFP-Transgenen in Papil-
lenhaaren von Mais. A.-D. GFP-Expression in Papillenhaaren von pBinCM:GRX1-GFP-
transgenen Pflanzen vor der Behandlung (A), 1 Tag nach Mock-Spray (ohne dsRNA) (B), 1
Tag nach GFP-dsRNA-Spray (C) und 2 Tage nach GFP-dsRNA-Spray (D). Die Prozentsatze
der angegebenen Expressionsmuster und die Gesamtzahlen wurden angegeben. E. RT-
gPCR zeigt das relative Expressionsniveau des GFP-Transkripts. Linie 4 und Linie 13 sind
zwei unabhangige transformierte Linien.
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4.3.2 Aufnahme von dsRNAs und Transport in Narbenfaden

Um die Aufnahme und den Transport von exogen applizierter, synthetisierter dsSRNA zu ana-
lysieren, wurde in vitro transkribierte dSRNA mit Cy3-Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die so
markierte dsRNA wurde in Wasser ohne Tensid appliziert und das Cy3-Fluoreszenzsignal
untersucht. Das Signal wurde entlang der Haarzellen im Zytoplasma in 9,8 % (n=51) der be-
obachteten Papillenhaare beobachtet. Wurde die markierte dsRNA mit dem Tensid Silwet L-
77 aufgetragen, wurde das Cy3-Signal haufiger in 64,3 % (n=28) der Papillenhaare beobach-
tet, wobei das Signal neben dem Zytoplasma auch in der Zellwand lokalisiert war (Abbildung
11). Ob Silwet einen apoplastischen dsRNA-Transport induzieren kann oder den Cy3-Farb-
stoff nur in die Zellwand der Seidenhaare verteilt, muss noch herausgefunden werden. Ins-
gesamt kann Cy3-markierte dsRNA von der Spitze der Papillenhaare aufgenommen und
Uber einen symplastischen Weg transportiert werden.
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GFP-dsRNA labeled by Cy3

9.8% (n=51)
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Abbildung 11: Cy3-markierte GFP-dsRNA dringt in die Papillenhaarzellen der Narbenfaden
von Mais ein. Cy3-markierte GFP-dsRNA in Wasserldsung (oben) oder mit 0,1% Silwet L-77
(unten).

Dieses Arbeitspaket wurde sehr erfolgreich und vielversprechend begonnen. Wir haben
SIGS an Narbenfaden getestet, wobei wir zwei GFP-Transgene und zwei hochexprimierte
Gene aus Narbenfaden untersucht haben. Wir haben hierbei zwar eine Verringerung des
GFP-Signals beobachtet, aber der Transkriptionsspiegel von GFP und den beiden weiteren
getesteten Genen hat sich nicht signifikant verandert. Dariiber hinaus konnten wir durch
Sprithen mit sog. Scavengers ROS-Mengen auf Ausgangsniveaus reduzieren (s.0.). Insge-
samt haben wir festgestellt, dass das Narbengewebe fir die von uns verwendeten Sprihfor-
mulierungen fir SIGS empfindlich ist und dsRNA aufgenommen werden kann. Im Vergleich
zu apoplastischen ROS-Mengen konnten zytoplasmatische mRNA und Protein-Mengen je-
doch mit der angegebenen Methodik nicht ausreichend herunterreguliert werden. Durch die
Berufung von Prof. Dr. Aline Koch an die Universitat Regensburg, eine der weltweit fihren-
den Wissenschaftlerinnen in der SIGS-Technologie, sollen neue Formulierungen getestet
werden, damit sSiRNAs effektiv in Getreidezellen aufgenommen werden. Aktuell werden in
der AG Koch verschiedene Formulierungen getestet. Sobald die Methodik verbessert ist, sol-
len in Kooperation auch einige der in 4.2 beschriebenen Gene in zukinftigen Arbeiten getes-
tet werden.
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4.4 Erstellung eines Multi-omics-Atlas von Maiskeimlingen unter
Kéalte-, Hitze- und Trockenstress im Zeitverlauf

Neu in das Arbeitsprogramm aufgenommen wurde in Absprache mit anderen BayKlimaFit2-
Partnern die Erstellung und Analyse einen Multi-omics-Atlas von sich entwickelnden Mais-
keimlingen unter Umweltstress. Hierzu haben wir junge Keimlinge der B73-Inzuchtlinie tber
einen Zeitraum von 10 Tagen mit drei wichtigen abiotischen Stressfaktoren (Kéalte, Hitze und
Trockenheit) behandelt und das jeweils vierte Blatt fir die RNA-seg-Analysen ausgewahlt
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Phanotypen von Maiskeimlingen unter Trockenheits-, Hitze- und Kéaltebedin-
gungen Uber 10 Tage und Multi-omics-Setup. A. Maiskeimlinge im 4-Blatt-Stadium wurden
10 Tage lang mit Kalte-, Hitze- und Trockenheitsstress behandelt. Reprasentative Bilder zei-
gen die Keimlinge an Tag 1, Tag 3, Tag 5 und Tag 10 nach jeder Stressbehandlung. B.
Schematische Zeichnungen zeigen, dass die jeweils vierten Blatter von den Keimlingen unter
Kontroll- und angegebenen Stressbedingungen tber 10 Tage abgeschnitten wurden; an-
schlielend wurden Proteine und RNA extrahiert und bei den angegebenen Verfahren fur
RNA-seq und Massenspektrometrie (MS) eingesetzt.
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Ergebnisse und Diskussion

Die Keimlinge, die einer Hitzebehandlung unterzogen wurden, wuchsen von Tag 1 bis Tag 3
etwas schneller, zeigten dann aber keinen offensichtlichen Unterschied zu den Pflanzen, die
unter Kontrollbedingungen gewachsen waren (Abbildung 12A). Die Keimlinge unter Kalte-
stress zeigten in den ersten drei Tagen keine offensichtlichen Veranderungen, wurden dann
allmahlich gelb und wuchsen ab Tag 4 langsamer. Die Keimlinge unter Trockenstress zeig-
ten in den ersten 2 Tagen keine offensichtlichen Veranderungen und die Blatter begannen
ab Tag 3 zu schrumpfen (Abbildung 12A). Wir fihrten anschlieend ein Multi-omics-Profiling
der vierten Blatter von Keimlingen unter Kalte-, Hitze- und Trockenstress tber 10 Tage
durch. Wir verwendeten HiSeq2500 zur Erstellung der RNA-seq Daten und quantifizierten
die Proteinhaufigkeit und das Phosphorylierungsniveau durch zweidimensionale Flissigchro-
matographie-Tandem-Massenspektrometrie (2D-LC-MS/MS) an Tandem-Massentag (TMT)-
markierten Peptiden (Abbildung 12B).
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Abbildung 13: Multi-omics-Datensatz und Analyse der unterschiedlich exprimierten Gene
und Proteine nach unterschiedlichem Umweltstress. A. Anzahl der identifizierten Transkripte,
Proteine und Phosphorylierungsstellen (P-Stellen) fiir alle Stress-Bedingungen. B.-D. Anzahl
der unterschiedlich exprimierten Gene (DEGS) bei Kélte (B), Hitze (C) und Trockenheit (D)
von Tag 1 bis Tag 10. Die Anzahl der hoch- und herunterregulierten Gene ist in den Spalten
angegeben. E.-F. Anzahl der differentiell exprimierten Proteine (DEPS) unter Kélte- (E),
Hitze- (F) und Trockenheitsbedingungen (G) von Tag 1 bis Tag 10. Die Anzahl der hoch- und
herunterregulierten Proteine ist angegeben.
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Ergebnisse und Diskussion

Diese Analysen wurden mit jeweiligen Institutsmitteln finanziert. Mit diesen Methoden identifi-
zierten wir anschlie3end im Durchschnitt etwa 20.000 Transkripte pro Blatt, 6.500 Proteine
und etwa 6.500 Phosphorylierungsstellen (P-Stellen) (Abbildung 13A). Bei der Untersuchung
der Transkriptomdaten fanden wir mehr als 4.000 differentiell exprimierte Gene (DEGS) unter
Kaltestress an Tag 1 bis Tag 6, und die Zahl sank anschlie3end. Das Verhaltnis von hochre-
gulierten und herunterregulierten Genen ist zu allen Zeitpunkten gleich (Abbildung 13B). Un-
ter Hitzestress an Tag 1 bis Tag 3 gibt es weniger als 1.000 DEGs. Die Anzahl der DEGs
stieg auf 1.346 an Tag 4 und weiter auf 2.738 an Tag 5, um dann an Tag 6 bis Tag 10 abzu-
nehmen (Abbildung 13C). Unter den Bedingungen der Trockenheit gab es an Tag 1 und Tag
2 weniger als 100 DEGs. Die Anzahl der DEGs stieg an Tag 3 drastisch auf 3.261 an, was
mit den phanotypischen Veranderungen ab Tag 3 Ubereinstimmt (Abbildung 13D). Im Allge-
meinen wurden unter Hitzestressbedingungen weniger DEGs gefunden, was mit den milden
phéanotypischen Verédnderungen sehr gut Gibereinstimmt. Insgesamt fanden wir 9.600, 5.469
und 7.569 DEGs uber alle Tage bei Kalte-, Hitze- bzw. Trockenstress, wobei sich 3.775
Gene Uberschnitten (Abbildung 14A). Bei der Untersuchung der Proteomdaten identifizierten
wir die hdchste Anzahl differenziell exprimierter Proteine (DEPs) an Tag 1 unter allen Stress-
bedingungen, ndmlich 353, 323 und 625 bei Kalte-, Hitze- bzw. Trockenstress. Die Anzahl
der DEP nahm von Tag 2 bis Tag 6 unter allen Stressbedingungen drastisch ab und stieg
dann von Tag 7 bis Tag 10 wieder leicht an (Abbildung 13E-G). Abschlieend wurden die dif-
ferentiell phosphorylierten Stellen (DPS) untersucht.
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Abbildung 14: Anreicherungsanalyse von Transkriptionsfaktoren (TFs) nach verschiedenen
Stress-Bedingungen. A. Venn-Diagramm, das die sich Uberschneidenden DEGs von Kalte-,
Hitze- und Durrebedingungen zeigt. B. Blasendiagramm mit signifikant unterschiedlich expri-
mierten TF-Familien von DEGs unter Hitze-, Dlrre- und Kaltebedingungen.

SchlieRlich analysierten wir die Anreicherung von Transkriptionsfaktor (TF)-Genen unter
Stressbedingungen. Wir fanden heraus, dass bZIP-, ARF- und ERF-Gene bei Hitzestress
stark angereichert sind. NAC- und ARF-Gene sind bei Trockenheitsstress stark angereichert
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Ergebnisse und Diskussion

(Abbildung 14B). Insbesondere bestimmte Mitglieder der NAC und bHLH TF-Familien er-
schienen als sog. Hub-Gene bei mehreren Umweltstressoren und sind ebenfalls bei Hitze-
stress in Narbenfaden reguliert. Sie stellen somit die am besten geeignetsten Kandidaten-
gene fur weitergehende Analysen dar.

4.5 Projektfortschritt

Wie bereits oben beschrieben wurde Arbeitspaket #1 im Berichtszeitraum erfolgreich abge-
schlossen (siehe hierzu auch Tabelle 2). Zuséatzliche physiologische Analysen, die sich wah-
rend der Projektarbeiten nach weiteren Literaturrecherchen ergeben haben, wurden aufge-
nommen und ebenfalls erfolgreich abgeschlossen. Ein Manuskript wurde im Herbst 2023 ein-
gereicht. Nach Begutachtung wurde die Uberarbeitung Anfang Mérz 2024 eingereicht. Ein
abschlie3endes Ergebnis liegt noch nicht vor. Entgegen der urspriinglichen Planung wurde
die MAGIC-Population an Mais-Linien aus oben genannten Griinden nicht weiter untersucht.
Mit der Inzuchtlinie B73 wurde eine sehr geeignete Linie fir weitergehende Untersuchungen
identifiziert.

Arbeitspaket #2 wurde mit 4-5 Monaten Verspatung ebenfalls sehr erfolgreich durchgefiihrt.
Da die eingestellte Mitarbeiterin sich auch in bioinformatischen Analysen qualifizieren wollte,
hat die Einarbeitung in Kartierung und DEG-Analysen zunachst Zeit gekostet. Diese Strate-
gie hat sich als sehr erfolgreich herausgestellt, da die bioinformatischen Analysen und Ab-
sprachen mit Netzwerk-Bioinformatikern durch das Verstandnis der biologischen Zusammen-
hange sehr zielgereichtet erfolgt sind. Sehr vielversprechende Kandidatengene fir weiterfiih-
rende Analysen konnten so identifiziert werden.

Neu aufgenommen in dieses Arbeitspaket wurde die Analyse von Transcriptomics- und Pro-
teomics-Daten, bei dem Maispflanzen Hitze-, Trocken- und Kéltestress ausgesetzt wurden.
Gemeinsam mit BayKlimaFit2-Projektpartnern #7 (Dr. K. van der Linde) und #10 (Prof. Dr.
C.C. Schon) sowie einer Bioinformatik-Gruppe die von der Technischen Universitat Minchen
an die Universitat Hamburg (Prof. Dr. J. Baumbach) gewechselt ist, haben wir unsere Exper-
tisen gebundelt und begonnen aus dem Datensatz Gen-regulatorische Netzwerke und
Schlissel-Stress-Gene zu identifizieren sowie eine 6ffentlich zugangliche Datenbank zu
etablieren. Die fast abgeschlossene Analyse, die Frau Dr. Gong federfihrend mit Unterstit-
zung der Hamburger Gruppe durchfiihrt, hat es uns wesentlich erleichtern aus der Vielzahl
der oben aufgezeigten regulierten Gene wenige “Hauptregulatoren® flr Arbeitspaket #3 zu
identifizieren. Ein Manuskript wird Mitte 2024 eingereicht und stellt aus unserer Sicht ein
Highlight des Forschungsverbundes dar.

Arbeitspaket #3 soll nach vielversprechendem Beginn wie oben bereits erlautert in Koopera-
tion mit Prof. Koch und der BayKlimaFit2-Projektpartnerin #7 (Dr. K. van der Linde) an der
Universitat Regensburg weitergefiihrt werden. In Tabelle 2 sind die urspriinglich geplanten
Arbeiten mit den tatséchlich durchgefuhrten Arbeiten verglichen.
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Tabelle 2: Gantt-Chart mit urspringlichem detailliertem Zeitplan (graue Kastchen) und Auf-
gaben (A) innerhalb der Arbeitspakete (AP) und angestrebte Ziele (Z). X entspricht den tat-
sachlich durchgefuhrten Arbeiten und in orange ist eine neue Aufgabe gelistet.

Physiologische Untersuchungen

Analyse-der MAGIC-Population

Proben- und Library-Herstellung
A2.2 |RNA-seq und bioinformatische Analysen X| X]| X| X| X
A2.3 |Analyse von StressOMICS Daten (NEU) X X] X| X| X| X[ X| X| X| X| X| X| X
A2.4 RT-qPCR und in situ Hybridisierung X| X
A2.5 |Antikorper, Proteinlokalisierung und -aktivitat X| X

RNA-Synthese und Applikationsetablierung

A3.2 |Abschalten von Kandidatengenen

*Insgesamt wurde 35 Monate am Projekt gearbeitet. Im ersten Berichtsjahr wurde nur 11 Monate am Projekt ge-
arbeitet, so dass der Gesamtplan leicht verzégert war.
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5 Veroffentlichungen im Rahmen des Projekts

Publikationen

Gong, W., Oubounyt, M., Baumbach, J., and Dresselhaus, T. (2024) “Heat stress induced
ROS in maize silks cause late pollen tube growth arrest and sterility”. iScience,
doi.org/10.1016/j.isci.2024.110081.

Gong, W., Oubounyt, M., Kevin Begcy, Xingli Li, Karina van der Linde, Viktoriya Avramova,
Olga Zolotareva,Baumbach, J., and Dresselhaus, T. (2024) “MaizeStressDB: An online re-
source for temporal multi-omics analysis and regulatory network reconstruction controlling

abiotic stresses in maize over time”. (Manuskript in Vorbereitung).

Gong, W., and Dresselhaus, T. (2024) “Ertragsverlust durch Hitzestress in der Bestaubungs-
phase”. Mais, (Manuskript in Vorbereitung auf Einladung der Zeitschrift).

Poster (siehe Anhang)

Gong, W., and Dresselhaus, T. "Reduction in fertility after moderate heat stress application
during silking of maize ears". Prasentation auf der 26th International Conference on Plant
Reproduction Research (Prag, Tschechien), 20.-24. Juni 2022.

Gong, W., and Dresselhaus, T. "Reduction in fertility after moderate heat stress application
during silking of maize ears". Prasentation auf der SFB924 Symposium Plant Biology of the
next generation (Freising), 12.-14. Apr. 2023.

Gong, W., Oubounyt, M., Baumbach, J., and Dresselhaus, T. “Heat stress induced pollen
tube growth arrest and sterility supported by a MaizeStressDB”. Prasentation auf der 66" An-
nual Maize Genetics Conference (Raleigh, USA), 29. Febr.-3. Marz 2024.

Vortrage

Gong, W. "Heat stress induced ROS in maize silks cause late pollen tube growth arrest and
sterility”. Prasentation beim RECROP NextGen (COST Action CA22157) Meeting am 4. Méarz
2024.

Dresselhaus, T. “Heat stress induced sterility in maize caused by pollen development and
tube growth defects supported by a MaizeStressDB” Prasentation beim First RECROP An-
nual Meeting (Murcia, Spanien), 22. Mai 2024.

Patentanmeldungen

keine
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6 Vernetzungen

o Dr. K. van der Linde/Prof. Dr. G. Meister (Universitat Regensburg, Projektpartner #7) zu-
sammen mit Prof. Dr. A. Koch (alle Universitdt Regensburg): SIGS-Anwendungen von
siRNAs auf verschiedene Maisgewebe inkl. Narbenfaden

¢ Dr. K. van der Linde (Universitat Regensburg, Projektpartner #7) und Prof. Dr. C.C.
Schon (Technische Universitat Miinchen, Projektpartner #10) sowie Prof. Dr. J. Baum-
bach (Universitat Hamburg): gemeinsame Analyse von Transkriptomics-, Proteomics-
und Phosphoprotemics-Daten (s.0.)

7  Bestehende und entstandene Industriebeteiligung/-en

Es wurde mit der Firma KWS ein Testing-Agreement verhandelt, um deren patentierte “Re-
generation-Booster-Technologie* anzuwenden und hierbei Gen-editierte Maispflanzen ohne
klassische Gentechnologie zu erzeugen. Diese Methode héatte es uns erleichtert die Funktion
von selektierten Kandidatengenen und die Toleranz editierter Linien auf Hitzestress zu unter-
suchen. Durch standig verschleppte Birokratie seitens beider Parteien (KWS und Universitat
Regensburg) und einer Klausel seitens der KWS das Material nach Beendigung des Projekts
vernichten zu missen, ist ein Agreement nicht zustande gekommen.

8 Zusammenfassung

Das Forschungsvorhaben ist am 1. Juli 2021 mit einem Monat Verzdgerung gestartet und
hatte das Ziel, an der flr Bayern wichtigen Nutz- und Energiepflanze Mais zu untersuchen,
welchen Effekt durch den Klimawandel verursachte zunehmende Hitzeperioden in der Re-
produktionsphase - insbesondere wahren der Bestaubung — auf den Kornertrag haben. Mit
Hilfe des erzeugten Wissens sollen mittelfristig widerstandfahigere und an den Klimawandel
besser angepasste Sorten sowie neue Konzepte entwickelt werden, um auch in Zukunft die
Ertrage fur die bayerische Landwirtschaft trotz weiter zunehmender Hitzestressperioden zu
sichern.

Fur das Projekt wurde Frau Dr. Wen Gong eingestellt, die vorher an der Universitat Freiburg
promoviert und dort vor Beginn des Projektes noch ein Jahr als Postdoc priméar an Arabidop-
sis gearbeitet hat. Nach dem Wechsel an die Universitat Regensburg hat Frau Dr. Gong zu-
nachst Mais als Modellsystem kennengelernt und anschlieBend zahlreiche physiologische
Methoden fur die Untersuchung von Narbenféaden von Mais etabliert. Im ersten Berichtszeit-
raum konnte sie u.a. zeigen, dass moderater Hitzestress fur nur 1-2 Tage bei 35°C am Tag
und 25°C in der Nacht zu erhéhtem Zelltod und verminderter Zellvitalitat der Papillenhaarzel-
len fuhrt und auch die Plasmamembranintegritat negativ beeinflusst wird. Auch konnte sie
zeigen, dass Hitzestress einen spaten Wachstumsstopp des Pollenschlauchs im distalen Be-
reich der Narbenféaden verursacht und kaum Pollenschlauche die Samenanlage erreichen.
Hierdurch ist die Kornbildung dramatisch reduziert. Ein Indikator fir Stress sind haufig reak-
tive Sauerstoffspecies (ROS). Es sollte daher weiter untersucht werden, inwieweit ROS zum

26



Zusammenfassung

verminderten Pollenschlauchwachstum fihrt. Dies wurde bestatigt und es konnte gezeigt
werden, dass die Menge an reaktiven Sauerstoffspecies (ROS) in Narbenfaden nach Hitze-
stress deutlich ansteigt. Wenn Hitze-gestresste Pflanzen nach Bestaubung unter Kontrollbe-
dingungen wachsen, nimmt nicht nur die ROS-Mange ab, sondern die Fertilitat ist nicht be-
einflusst. Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass hohe ROS-Mengen wahrend des Pol-
lenschlauchwachstums in Narbenfaden kritisch fur die Fertilitét ist. Es konnte gezeigt wer-
den, dass Hitzestress ROS-Mengen stark induziert und hierbei die Mengen von Superoxid
(O2) und Peroxid (H,0;) durch Sprithen von Radikalfangern wie MnCl, und dem Enzym Su-
peroxiddismutase (SOD) nahezu auf Ausgangszustande reduziert werden und die Sterilitat
groRtenteils aufgehoben werden kann.

Die distalen Bereiche der Narbenfaden, in denen unter Hitzestress die Pollenschlauche auf-
hdren zu wachsen wurden anschlieRend gesammelt und neben verschiedenen Kontrollen
mit und ohne Bestaubung sequenziert (insgesamt 18 Proben). 844 hochregulierte und 3.136
herunterregulierte Gene wurden so nach moderatem Hitzestress in Narbenfaden identifiziert.
Es wurde anschlieRend gezeigt, dass insbesondere Gene fir Peroxidasen, die ROS ab-
bauen, durch Hitzestress nahezu abgeschaltet werden. Dartber hinaus wurden Gene fir Hit-
zestress-induzierte NAC-Transkriptionsfaktoren und fir abgeschaltete bHLH-Transkriptions-
faktoren identifiziert. Hiermit bietet dieser Teil der Studie bereits jetzt eine solide Grundlage
fur die Auswahl von Genen fur die Marker-gestitzte Pflanzenzichtung und die Entwicklung
von hitzestresstoleranten Pflanzen wahrend der Reproduktionsphase.

Um noch genauer herauszufinden ob regulierte Gene nach Bestaubung aus Pollenschlau-
chen oder aus Narbenfaden stammen, wurden Narbenfaden der Inzuchtlinie B73 mit Pollen
der Inzuchtlinie Mo17 bestéubt — beim Vergleich dieser Inzuchtlinien befinden sich in fast al-
len Genen SNPs, so dass die Transkripte aus Pollen und Narbenféaden gut unterschieden
werden kénnen. Die bioinformatische Analyse stellte sich als Herausforderung dar und wird
aktuell noch in Kooperation mit Prof. Dr. J. Baumbach (Universitdt Hamburg) weitergefihrt.

Als neues Ziel im Forschungsverbund ist die Mdglichkeit entstanden durch die gebiindelte
Expertise den ersten hochgradig reproduzierbaren Multi-omics-Atlas von Maispflanzen unter
verschiedenen Umweltbedingungen und im Zeitverlauf zu erstellen. Wir haben Maiskeim-
linge Uber einen Zeitraum von zehn Tagen drei gro3en abiotischen Stressfaktoren (Kélte,
Hitze und Trockenheit) ausgesetzt. Uber 5.000 differentiell exprimierte Gene (DEGS) und
Uber 1.000 differentiell exprimierte Proteine (DEPs) konnten unter den jeweiligen Stressbe-
dingungen gefunden werden. Zur ldentifizierung und Untersuchung von Knotenpunktgenen,
die an abiotischem Stress beteiligt sind, haben wir eine Datenbank und eine Weboberflache
mit dem Namen MaizeStressDB entwickelt, die eine dynamische Analyse der Gen- und Pro-
teinexpression im Zeitverlauf und die Rekonstruktion von genregulatorischen Netzwerken
(GRNSs) ermdglicht, die die Stressreaktionen zeitlich steuern. Funktionelle DEGs und GRNs
kénnen im Webbrowser identifiziert und mit zentralen Regulatoren als Reaktion auf Kalte-,
Hitze- und Trockenstress in Verbindung gebracht werden. Wir haben MaizeStressDB bei-
spielhaft verwendet, um Transkriptionsfaktoren als Kernregulatoren zu identifizieren, die ein-
zeln Kalte-, Hitze- und Trockenstressreaktionen vermitteln, sowie Transkriptionsfaktoren, die
sowohl Kalte- als auch Hitze- bzw. Hitze- und Trockenstressreaktionen vermitteln. Hierbei

27



Zusammenfassung

wurden NAC-Transkriptionsfaktoren als zentrale Regulatoren bei Hitzestress in der vegetati-
ven und reproduktiven Entwicklungsphase (inkl. Pollenschlauchwachstum) von Mais identifi-
ziert.

SchlieBlich sollte durch die neue SIGS-Technologie (Spruh-induziertes Gen-Silencing) Gene
in Papillenhaarzellen von Mais herunterreguliert werden. In ersten Experimenten konnte die
Expression von Markergenen bereits auf 35% reduziert werden. Probleme bestehen aber in
der Stabilisierung der eingesetzten dsRNAs. Durch die Berufung von Prof. Dr. Aline Koch an
die Universitat Regensburg, eine der weltweit fihrenden Wissenschaftlerinnen in der SIGS-
Technologie, haben wir beschlossen dieses Arbeitspaket zukiinftig in Kooperation weiterzu-
fuhren. Frau Prof. Koch erforscht aktuell an neuen Formulierungen, um dsRNAs zu stabilisie-
ren und die Aufnahme in Getreidearten inkl. Mais zu verbessern. Wir wollen diese in den
kommenden Monaten ebenfalls bei Mais-Narbenfaden an Marker- und Kandidatengenen tes-
ten.

Zusammenfassend wurden im Forschungsvorhaben molekulare und physiologische Mecha-
nismen und Gene entdeckt, die einen Beitrag leisten kénnen jetzt (i) Hitzestress-toleranten
Mais und andere verwandte Nutzpflanzen wie Gerste und Weizen zu ziichten, die besser an
den Klimawandel angepasst sind. Dartiber hinaus wurde (ii) mit der SIGS-Technologie an
Ldsungen gearbeitet, um flexibler auf Hitzestressperioden reagieren zu kénnen. Beide An-
satze sind Kernkomponenten der Klima-Anpassungs-Strategien in Bayern (KASB) um im Be-
reich der Landwirtschaft, der besonders stark vom Klimawandel betroffen ist, u.a. die Ertrage
fur bayerische Landwirte und Pflanzenzichter auch in Zukunft zu sichern.

9 Ausblick

Das Forschungsvorhaben ist nicht vollstandig abgeschlossen. Nicht nur wesentliche Mecha-
nismen der Hitzestress-vermittelten Sterilitat konnten aber bereits herausgefunden werden,
insbesondere wurden mit Peroxidasen und bestimmten Transkriptionsfaktoren sehr vielver-
sprechende Kandidatengene identifiziert, die jetzt genutzt werden kénnen, um Maispflanzen
zu entwickeln, die tolerant gegenuber transientem Hitzestress in der Bestdubungsphase
sind. Um das Forschungsvorhaben fortsetzten zu kénnen und auch andere Aspekte der Hit-
zestress-vermittelten Pollenentwicklungsdefekte untersuchen zu kénnen, wurde Ende Januar
2024 ein Antrag beim BMBF eingereicht. Am geplanten Forschungsverbund ist auch BayKlIi-
maFit2-Partnerin #7 (Dr. K. van der Linde) beteiligt. Da die Forschungsthematik hochaktuell
und auch gesellschaftsrelevant ist, wird auch die Universitat Regensburg das Vorhaben wei-
terhin unterstttzen. Aktuell beginnt gerade der Bau einer Pflanzenkulturhalle an der Universi-
tat Regensburg, in der Umweltbedingungen bei grof3en Nutzpflanzen wie Mais genau regu-
liert und simuliert werden kénnen. Dies ist eine Grundvoraussetzung bei der Entwicklung
Umweltstress-toleranter Nutzpflanzen.
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