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Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung

Ziel des Teilprojektes 6 ist es, mit Hilfe molekularer und epidemiologischer Methoden Gers-
tensorten auf ihnre Widerstandsfahigkeit gegeniber pilzlichen Schaderregern unter Trockenheit
zu Uberprifen und das Wissen Uber die regulatorische Antwort der Gerste auf komplexe
Stresssituationen zu erweitern. Hierfiir wurden gegeniiber Ahrenfusariosen quantitativ ver-
schieden anféllige Gerstensorten mit Fusariumpilzen infiziert und gleichzeitigem Trocken-
stress ausgesetzt oder weiter bewassert. Die Erfassung des Krankheitsbefalls zeigte eine teil-
weise gesteigerte Anfalligkeit der Ahren unter Trockenheit. Zudem wurde eine globale Genex-
pressionsstudie durchgefihrt, um spezifische regulatorische und physiologische Antworten
auf die einzelnen Stressarten und deren Kombination zu erfassen. Die Daten werden derzeit
tiefer ausgewertet und sollen mit weiteren physiologischen Stressparametern korreliert wer-
den. Fir die Analyse steht eine bereits im Rahmen des Projekts entwickelte Auswertungspipe-
line zur Verfugung, welche auf Basis bestehender Genexpressionsdaten erfolgreich validiert
werden konnte. In einem weiteren Teilprojekt wurde die Wirkung von Biologicals auf Gersten-
genotypen untersucht und fir eine Anwendung unter variablen Umweltbedingungen im Ge-
wachshaus und Laborexperimenten optimiert. Hierzu wurden verschiedene natlrliche Sub-
stanzen getestet, wobei nur das Chitinderivat Chitosan eine reproduzierbare Wirkung gegen
Anrenfusariosen in verschiedenen Gerstengenotypen zeigte. Die Ergebnisse deuten auf ein
magliches Potenzial von Chitosan als Biological fur Pflanzenstarkungsanwendungen innerhalb
einer integrierten Gerstenproduktion hin. Die Daten schlagen weiter vor, dass die chitosanin-
duzierbare Resistenz von Gerste ein bisher in der Pflanzenziichtung noch ungenutztes Poten-
zial hat.

2 Einfuahrung

Im Zuge des Klimawandels steigen die Jahresdurchschnitts- und Sommertemperaturen in
Bayern und es sind zunehmend Wetterextreme wie Friihsommertrockenheiten zu beobachten.
Klimawandelbedingte erhdhte Temperatur und Trockenheit bedrohen die Gersten- und
Malzproduktion weltweit und férdern bodenbiirtige Krankheiten [1, 2] die u.a. von Fusarium
Species verursacht werden. Ahrenfusariosen bedrohen die Menge und Qualitat der Gersten-
produktion in Bayern und weltweit. Durch den Klimawandel haufiger auftretender Trocken-
stress kann dabei ggf. die Anfalligkeit der Gerste gegen die Erkrankung verstarken. Die Sor-
tenziichtung als wichtige Voraussetzung fir eine integrierte Pflanzenproduktion muss dement-
sprechend nicht nur eine erhdéhte Toleranz gegeniber Stressfaktoren wie Hitze, Kalte und Tro-
ckenheit erreichen, sondern auch neue, wirksame Resistenzen gegentiber dem sich wandeln-
den Krankheitsdruck finden. In diesem Zusammenhang ist die komplexe Stressantwort der
Gerste derzeit noch nicht ausreichend verstanden, sodass die Erweiterung der Datengrund-
lage zu spezifischen Pflanze-Umwelt-Interaktionen neue und wichtige Erkenntnisse fur die



Zielstellung

Entwicklung neuer Werkzeuge fir die Ziichtung und Produktion klimaangepasster und gesun-
der Gersten darstellt. Dartiber hinaus steht die Gerste modellhaft fir weitere Getreidearten,
sodass neue Erkenntnisse moéglicherweise auf andere Kulturen Ubertragen werden kénnen.

Die quantitative Resistenz der Gerste gegen Ahrenfusariosen ist unvollstdndig und stark wet-
ter-/'umweltabhangig [3, 4]. Gleichzeitig existieren zurzeit nur sehr eingeschrankte und wenig
geeignete chemische KontrollmaRnahmen, um Ahrenfusariosen in der Gerste gezielt zu be-
kampfen. Als umweltschonender Weg kdnnte die Nutzung von immunstimulatorischen Biolo-
gicals als Werkzeug des biologischen Pflanzenschutzes gegen Ahrenfusariosen dienen. Ihr
Potenzial ist unter kontrollierten Bedingungen vielversprechend. Jedoch fallen die beobachte-
ten positiven Wirkungen unter wechselhaften Klima- bzw. Wetterbedingungen im Feld meist
geringer aus, wobei noch nicht ausreichend verstanden ist, inwieweit die Immunantwort auf
naturliche aus der Natur abgeleitete Substanzen (Biologicals) vom individuellen Pflanzenge-
notypen und insbesondere von der Umweltinteraktion abhangt. Um diese Liicke zu schlieRen,
fehlen derzeit noch in der Gerste zuverlassig wirkende Biologicals, Methoden zur Erfassung
der Immunantwort auf Biologicals allgemein und zur Quantifizierung der genotypabhangigen
Antwort im Zusammenhang mit der induzierbaren Resistenz im Speziellen unter wechselnden
Umweltbedingungen. Die Weiterentwicklung und Validierung von geeigneten Methoden zur
Erfassung der Immunantwort erméglicht eine genauere Untersuchung, inwieweit natirliche
Substanzen wie Biologicals unter extremen Klima-/Wetterbedingungen die Resistenz der
Gerste gegen Schadpilze stabilisieren kénnen.

3 Zielstellung

Ziel des Projektes ist es, die komplexe Stressantwort der Gerste besser zu verstehen und
Werkzeuge zu entwickeln, welche die nachhaltige Produktion von gesunder Gerste unter ei-
nem veranderlichen Klima und variablen Umweltbedingungen unterstitzen. Die Gerste steht
hierbei modellhaft fir weitere Getreidearten, sodass Erkenntnisse und die entwickelten Me-
thoden moglicherweise auf andere Getreidekulturen Gbertragen werden kénnen. Die folgen-
den Abschnitte gehen auf die Ziele der einzelnen Arbeitspakete naher ein.

3.1 AP 1 Globale Genexpressionsnetzwerksanalyse und physiolo-
gische Reaktion der Gerste auf Trocken- und Fusariumstress

Arbeitspaket 1 soll die durch Trockenheit veranderte und genotypabhangige Anfalligkeit gegen
Anhrenfusariosen beschreiben und somit zu einem besseren Verstandnis der Umweltabhan-
gigkeit der Krankheitsresistenz von Gerste beitragen. Als Grundlage dazu dienten Exaktver-
suche unter kontrollierten Wachstums- und Stressbedingungen im Gewachshaus zur Erfas-
sung der Infektion, der physiologischen Stressantworten sowie die Messung der globalen Ge-
nexpressionsantwort auf alleinigen Trocken- bzw. Fusariumstress, sowie kombiniertem Tro-
cken- und Fusariumstress. Hierzu wurde zunachst die in BayKlimaFit 1 beobachtete erhdhte




Ergebnisse und Diskussion

Anfalligkeit durch Trockenstressapplikation zur Blute/Infektion bestatigt [5]. Dieses Phanomen
sollte durch Erfassung der globalen Genexpression mit Hilfe von 3'RNA-Sequenzierung ge-
nauer untersucht werden. Hierfur wurde eine bioinformatische Analysenpipeline etabliert, wel-
che mittels Weighted Gene Co-regulation Network Analysis (WGCNA) [6, 7] koregulierte, dif-
ferenziell exprimierte Gene (DEG) in einzelne spezifische Kluster (Module) einordnet und mit-
einander verknlpft. Die gleichzeitige Erfassung zahlreicher Parameter der pflanzlichen
Stressphysiologie wird dariber hinaus genutzt, um in Genklustern koregulierte DEG statistisch
abgesichert mit physiologischen Daten zu korrelieren. Zur Validierung sollte die etablierte Aus-
wertungsweise dann zunachst auf existierende Daten angewendet werden [8]. In den beste-
henden und neuen Datensatzen sollten so mdglicherweise kausale Zusammenhange zwi-
schen der Genexpressionsantwort und der Stressphysiologie aufgezeigt und ggf. genotypi-
sche Spezifitaten identifiziert werden.

Dazu soll die Stressantwort vorselektierter Gerstensorten auf Fusarium-, Klima-/Trockenstress
und deren Kombination erfasst und Uber physiologische Parameter und Genexpressionsmus-
ter im Detail beschrieben werden. Die Auswertung der Daten soll Stoffwechselwege und Ein-
zelgene (Marker) identifizieren, die umweltstabil mit Resistenz oder Anfalligkeit der Gerste ge-
gen Ahrenfusariosen assoziiert sind. Identifizierte Markergene werden auf ihre Eignung (iber-
priift, in einem aktuellen Gerstengenotypensortiment die Resistenz gegen Ahrenfusariosen zu
reflektieren.

3.2 AP 2 Resistenzmarkervalidierung in Gerste

Die globalen Genexpressionsdaten aus AP 1 und bereits erhobene bzw. verdffentlichte Daten
[8] sollen genutzt werden um mit Pathongenantworten assoziierte Einzelgene zu identifizieren
und mit Hilfe von in AP1 generierten Probenmaterial weitere Resistenzmarker zu validieren.
Im Speziellen soll die Auswertung der Genexpressionsdaten aus AP 1 Stoffwechselwege und
Einzelgene (Marker) identifizieren, die umweltstabil mit Resistenz oder Anfalligkeit der Gerste
gegen Ahrenfusariosen assoziiert und nach Méglichkeit durch Trockenstress nicht stark be-
einflusst sind. Identifizierte Markergene werden auf ihre Eignung Uberprift, in einem aktuellen
Gerstengenotypensortiment die Resistenz gegen Ahrenfusariosen zu reflektieren. Sie sind als
Resistenzmarker von Bedeutung, da ihre Expressionsstarke die integrierte Fusariumantwort
widerspiegelt. Es soll zudem gezeigt werden, dass sich Expressionsdaten von einzelnen ge-
testeten Genotypen zuverlassig auf ein groReres Sortiment Uibertragen lassen.

3.3 AP 3 Biological-induzierte Resistenz

Unsere bisherigen Arbeiten zeigen eine mogliche Abhangigkeit der durch Biologicals induzier-
ten Resistenz von einzelnen Gerstengenotypen. Im Arbeitspaket 3 sollten natlrliche organi-
sche Substanzen (Biologicals) auf ihr Potenzial zur Resistenzinduktion in Gerste getestet und
ihre Anwendung optimiert werden, um ein aktuelles Gerstengenotypensortiment auf ihre Sen-
sitivitat in Bezug auf optimierte durch Biologicals induzierte Resistenz gegen Ahreninfektion
durch F. culmorum zu untersuchen. Hierbei sollen der Zeitpunkt der Applikation und Aufwand-
menge, sowie Parameter zur Erfassung der Starke der induzierten Resistenz optimiert werden.
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Eine mdglicherweise durch Umweltstress geschwachte Immunantwort kénnte dann ggf. die
zuvor beobachtete trockenstressbedingte Anfalligkeit der Gerste erklaren [5]. Als Ziel sollen
Genotypen identifiziert werden, die besonders stark auf Biologicals reagieren und auch unter
widrigen Klima- und Umweltbedingungen durch Biologicals im Feld vor Fusariuminfektionen
besser geschutzt werden kénnen. Immunantworten auf Biologicals kénnten zudem als physi-
ologischer Marker in der Pflanzenziichtung etabliert und zlchterisch weiter genutzt werden.
Die Ergebnisse dienen als Vorarbeiten fir die Ubertragung der Anwendung der durch Biologi-
cals induzierten Resistenz auf Bedingungen mit variablen Umweltbedingungen im Feld.

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Trocken- und Fusarium-Kombinationsstressexperimente

4.1.1 Material und Methoden

Eine detaillierte Beschreibung zur Durchfiihrung der Gewachshausexperimente, Trocken-
stressapplikation und der Infektion von Gerstenahren kann aus [8] entnhommen werden. Ledig-
lich der Zeitpunkt der Trockenstressapplikation wurde durch Bewasserungsstopp ab der Blite
der Gersten gleichzeitig mit der Infektion der Gerstenahren begonnen. Die Versuche wurden
zweimal unabhangig wiederholt durchgefuhrt und im Vergleich zu bisherigen Versuchen der
Umfang an Pflanzen (biol. Replikate), gewonnenes Probenmaterial und der erhobenen Daten
zur pflanzlichen Stressphysiologie im zweiten Durchgang erweitert. Insgesamt wurden die
Pflanzen nach der Infektion und Beginn des Trockenstresses zu drei Zeitpunkten fur die fol-
genden RNA und DNA-Extraktionen sowie Phytohormonmessungen (durch AG Prof. Dr. C.
Dawid, TUM Professur flr Funktionelle Phytometabolomik) beprobt und parallel zu jedem Ter-
min physiologische Daten an den Pflanzen erhoben. Dies umfasste die Bonitur der sichtbar
infizierten Kérner an den Ahren, Ernte von Ahren zur Messung des gasférmigen Stress- und
Reifehormons Ethylen, Messung des Chlorophyligehalts der oberen Blattetagen mittels SPAD-
Meter, die Messung der stomataren Leitfahigkeit am Fahnenblatt als Mal} des Gasaustau-
sches bzw. Schlieung der Spaltéffnungen sowie die Messung des Topfgewichts zur Uberwa-
chung des verfugbaren Wassers nach dem Trockenstellen. Im Anschluss an diese Phase wur-
den die Pflanzen zur Abreife gebracht und alle Ahren geerntet (Riickstellproben), um spéter
die Starke der Infektion auch im reifen Korn Uber die verschiedenen Stressszenarien mittels
gPCR zu erfassen. Ein Teil der Ahrenproben von bewasserten und trockengestressten Pflan-
zen wurde zur Analyse von Starkecharakteristika an die Arbeitsgruppe Prof. Dr. M. Gastl (TP3;
TUM Lehrstuhl f. Brau- und Getranketechnologie) abgegeben.

Die neu etablierte Pipeline fur die Analyse der globalen RNA-Sequenzierungsdaten umfasst
folgende Schritte: Mapping der 3'RNA-Sequenzierdaten gegen ein Referenzgenom von
Gerste (Morex V3) [9] und Fusarium culmorum (UK99 strain) [10] mit Hilfe der nf-core/rnaseq
pipeline (http://dx.doi.org/10.5281/zenodo.1400710); Analyse der differenziell exprimierten
Gene (DEG) basierend auf dem R-tool ,edgeR* [11]; einen self-organizing tree Algorithmus
(SOTA) zum Gruppieren der DEG mit Hilfe des ,Multiple Expression Viewer“[12]; Annotation
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interessanter Gene mit Gene Ontology (GO) terms basierend auf dem R-Paket ,,topGO* [13],
Netzwerkanalyse von koexprimierten Gene und Korrelationsanalyse mit physiologischen Da-
ten und gemessenen Phytohormonen basierend auf dem R-Paket ,WGCNA* [6, 14]. Die er-
folgreiche Anwendung und Validierung der Pipeline auf existierende Daten aus Stresskombi-
nationsexperimenten in Gerste kann in Hoheneder & Steidele et al. (2023) [8] im Journal of
Experimental Botany nachvollzogen werden.

4.1.2 Ergebnisse zur physiologische Stressantwort von Gerste auf kombinierten Tro-
cken- und Fusariumstress

Die Quantifizierung der pilzlichen DNA-Gehalte sowie die Bonitur der Ahrensymptome zeigte
genotypabhangig eine Erhéhung der Infektionsstarke durch Trockenstress im Vergleich zu den
bewasserten Pflanzen, wobei dies sich erst deutlich nach 4 dpi zeigte (Abb. 1, A1, A2). Gleich-
zeitig reagierten alle Genotypen auf den zunehmenden Trockenstress durch Schliefsen der
Spaltoéffnungen (Abb. A3) und damit einer verminderten Transpiration (Stomatare Leitfahigkeit)
sowie etwas verzdgert nach vier Tagen durch eine zunehmende Reduktion des Chlorophyll-
Gehaltes in den oberen Blattetagen (Abb. A4). Die Daten zeigen somit eine starke physiologi-
sche Stressantwort auf den Trockenstress bzw. beschleunigte Reife und bestatigen die Vor-
arbeiten (vgl. [5]), welche eine erhdhte Anfalligkeit der Ahre nach Infektion und gleichzeitig
beginnenden Trockenstress in der Gerste zeigen konnten. Der Effekt zeigt sich in quantitativ
resistenteren Gerstengenotypen, wahrend bereits unter Bewasserung hoch anfallige Genoty-
pen weniger betroffen sind (Abb. 1).
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Abbildung 1: Fusarium culmorum DNA Gehalte in der Gerstendhre nach Trocken-
stressapplikation und kinstlicher Inokulation. Vier Gerstenkultivare wur-
den zur offenen Blite mit einer Sporensuspension von Fc inokuliert und
gleichzeitig durch Bewasserungsstop zunehmender Trockenheit ausge-
setzt. 2, 4, 7 Tage post Inokulation (dpi) wurden Proben fir die DNA Ex-
traktion genommen, um den Inokulationserfolg und die Anfalligkeit der
Pflanzen zu bestimmen. Die Graphen zeigen die Mittelwerte von vier bio-
logischen Replikaten und den zugehdérigen Standardfehler des Mittel-
werts.

4.1.3 Ergebnisse zur globalen Genexpressionsantwort von Gerste auf Kombinations-
stress

Nach 3'RNA Sequenzierung von 5-6 Millionen RNAs pro Probe wurden die Transkripte den
entsprechenden Gerstengenen zugeordnet und quantitativ verglichen. Um einen ersten Uber-
blick ber die Genexpressionsmuster zu erhalten, wurde eine SOTA Analyse durchgefihrt, die
die DEG gemal ihrem Verhalten in den Genotypen und Stressantworten in jeweils 11 Koex-
pressionskluster eingruppiert (Abb. 2). Abbildung 2 enthalt auRerdem einen Farbkode fir die
Infektionsstarke in den gleichen Proben. Die SOTA wurde durchgefihrt fir insgesamt nach
Infektion 1993 DEG (oberer Block in Abb. 2), 6592 nach Trockenstress DEG (mittlerer Block)
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und 8217 nach kombiniertem Trocken- plus Infektionsstress DEG (unterer Block). Fur die in-
fektionsassoziierten Koexpressionskluster mit den meisten Genen (oberer Block Zeile 9-11)
zeigt sich ein schwach genotypabhangiges Muster. Die Gene sind allgemein pathogenrespon-
siv und tendenziell in den hochanfalligen Gersten zu 7dpi und der resistenteren Barke zu 4 dpi
starker exprimiert. Die gleichen Gene zeigen unter Trockenstress plus Infektion ein ahnliches
Expressionsmuster, das eine tendenziell hdhere Expression bei trockenstressbedingt starke-
rem Infektionserfolg widerspiegelt.

Die meisten Genkluster mit trockenstressresponsiven DEG (Mittlerer Block, Zeilen 1, 2, 3, 4,
7, 8, 9) zeigen mit zunehmendem Trockenstress am siebten Tag nach Bewasserungsstopp
eine starkere Regulation. Die meisten Kluster behalten das Genexpressionsmuster bei, wenn
zusatzlich mit Fc infiziert wurde, d.h. die Trockenstressantwort ist wenig durch die Infektion
beeinflusst. Nur Kluster 11 ist starker bei kombiniertem Stress reguliert, was sich durch einen
additiven Effekt aus Infektion und Trockenstressantwort ableiten Iasst.

Die Kombination aus Trockenstress und Infektion bewirkt ebenfalls, dass die meisten Gene
mit zunehmender Infektion und zunehmender Trockenheit am Tag 7 starker reguliert sind als
am Tag 4 (Unterer Block, Zeilen 1-5, 7, 9-11). Nur Kluster 6 und 8 zeigen ein Kombinations-
stress-spezifisches Muster, das sich nicht durch additive Effekte der alleinigen Pathogen- oder
Trockenstressantwort ableiten I&sst. Dieser Effekt beschrankt sich auf die Gerste Morex. Inte-
ressant ist auch Kluster 3 mit 1460 DEG, das unter Infektion alleine schwache Hochregulation
zeigt, jedoch Herunterregulation unter Trockenheit und Kombinationsstress. Ggf. kann diese
trockenstressdominierte Herunterregulation zur erhdhten Anfalligkeit unter Trockenstress bei-
tragen.
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Abbildung 2: Self-organizing-tree algorithm Analyse von den globalen Transkiptomda-

ten von Gerste unter Einzel- und Kombinationsstress. Vier Gerstenkul-
tivare (Avalon, Av; Barke, Ba; Morex, Mo; Palmella Blue, Pb) wurden zur
offenen Blite mit einer Sporensuspension von Fc inokuliert und gleichzei-
tig durch Bewasserungsstopp zunehmender Trockenheit ausgesetzt oder
weiter bewéassert. 4 und 7 Tage post Inokulation (dpi) wurden Ahrenpro-
ben fir die RNA Extraktion und anschliefiende 3’'RNA-Sequenzierung ge-
nommen, um die globale genregulatorische Antwort auf den applizierten
Stress zu bestimmen. Die Clusteranalyse umfasste alle differenziell expri-
mierte Gene (DEG, differentially expressed genes, DEGSs), die bei min-
destens einer Sorte in einer Stressbehandlung identifiziert wurden, und
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nutzte die log2-Fold-Changes der Expressionsmuster Uber alle Sorten
und Stressbehandlungen, um Gene zu gruppieren, die sich gemal SOTA
ahnlich verhielten. Dabei gingen in die Analyse ein: nach Infektion 1993
DEG; 6592 nach Trockenstress DEG und 8217 nach kombiniertem Tro-
cken- plus Infektionsstress DEG. Aufierdem ist die Infektionsstarke Uber
die pilzliche Fc DNA Menge (siehe hierzu auch Abb. 1) in einer Farbskala
dargestellt. Die Menge an DEG in den dargestellten Koexpressionsklus-
tern findet sich jeweils rechts von den Zeilen (n=5 bis n=1634 DEG).

4.1.4 Diskussion der Ergebnisse aus den Kombinationsstressexperimenten

Die Symptombonitur der infizierten Ahren zeigte eine Erhéhung der Infektionsstérke und einen
durch zunehmenden Trockenstress veranderten Verlauf der Krankheit nach frihestens zwei
bis vier Tagen nach der Inokulation im Vergleich zu den bewasserten Pflanzen (siehe Abb. 1,
A1, A2). Somit konnten (Vor)-Versuche zur Fusariuminfektion zur Bllte und gleichzeitig begin-
nendem Trockenstress (Hoheneder, unpublizierte Daten und [5]) bestatigt werden. Dies steht
in deutlichem Kontrast zur Verminderung der Ahrenanfalligkeit durch Trockenstress vor der
Blute bzw. Infektion [8]. Es kann also keine generalisierte Aussage in Bezug auf den Effekt
von Trockenstress auf die Fusariumanfalligkeit der Gerste getroffen werden. Vielmehr ist der
Zeitpunkt des Trockenstresseintretens entscheidend flr seinen Einfluss auf die Widerstands-
fahigkeit der Gerste gegen Ahrenfusariosen.

Die einzelnen Genotypen zeigten eine unterschiedliche Infektionsstarke und Progression von
Symptomen und der pilzlichen DNA-Gehalte. Zahlreiche Symptome waren bei den Sorten
Avalon und Barke bereits ab dem zweiten Tag nach der Inokulation zu beobachten und ver-
blieben im weiteren Verlauf auf diesem Niveau. Zum selben Zeitpunkt war die Symptomatik
bei Morex und Palmella Blue weniger stark ausgepragt und es zeigten sich noch keine Unter-
schiede durch Trockenstress, welche sich anschliefend zu den spateren Zeitpunkten starker
zeigten. Ab dem vierten bzw. bis zum siebten dpi nahm in diesen Sorten die Symptome deut-
lich zu und zwar starker unter Trockenheit. Dies zeigen auch die berechneten relativen
AUDPC-Werte, welche den integrierten Verlauf der Krankheitsentwicklung darstellen
(Abb. A2). Unter Trockenheit zeigten alle Genotypen tendenziell mehr sichtbare Symptome
und Avalon und Barke auch héhere Pilz DNA-Gehalte (Abbildung 1, A1 und A2). Es sei hier
angemerkt, dass die Genotypen Avalon und Barke aufgrund einer langsameren Entwicklung
eine Woche spater als Morex und Palmella Blue bliihten. Folglich wurde die Infektion und Tro-
ckenstressapplikation entsprechend zeitlich versetzt durchgefiihrt und die beiden Gruppen
koénnen trotz gleichen Versuchsablaufs nur bedingt direkt verglichen werden. Unabhangig da-
von Uberstieg bei allen vier Genotypen der mittlere Anteil an symptomatischen Kérnern unter
Trockenstress stets die Werte unter Bewasserung. Insgesamt fhrten die Starke der Infektion
und die quantitative Resistenz gegenlber Fusarium culmorum im Wechselspiel miteinander
zu einer inhomogenen Symptomatik, was unter Trockenheit zum Teil weiter verstarkt wurde
(Abb. A1, A2). Um den Einfluss der Trockenheit auf die pilzlichen DNA-Gehalte in reifen Ern-
teproben zu prifen, werden noch erganzend Rickstellproben der abgereiften Gerstenkdrner
fur eine Quantifizierung der pilzlichen DNA-Gehalte untersucht.
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Die globalen Genexpressionsanalysen sind noch nicht vollstandig abgeschlossen aber bereits
jetzt zeigt sich, dass die Gerste keine kombinationsstressspezifische Genexpressionsantwort
zeigt. Die Antwort auf kombiniert biotischen und abiotischen Stress setzt sich grotenteils mo-
dular aus additiven Genexpressionsmustern der Einzelstressantworten zusammen (Abb. 1
und [8]). Trotzdem konnte die Addition der regulatorischen Effekte bei z.T. gegenlaufiger Re-
gulation unter Infektion bzw. Trockenstress eine abgeschwachte Pathogenantwort erklaren,
was moglicherweise die Infektion mit Fc beglinstigt. Eine noch ausstehende Untersuchung der
Stresshormonkonzentrationen in der AG. Prof. C. Dawid wird dazu auf regulatorischer Ebene
weiter Aufschluss geben.

4.1.5 Stellungnahme zum Projekterfolg und -Ziele (AP 1)

Das Kombinationsstressexperiment konnte erfolgreich durchgeflihrt werden, wodurch umfang-
reiches Probenmaterial sowie Transkriptom- und physiologische Daten zu Gerste unter Fusa-
rium- und Trockenstress gewonnen werden konnte. Die Daten zeigen eine stark veranderte
globale Pathogenantwort unter Trockenstress. Die gewonnenen Erkenntnisse unterstitzen die
gezielte Untersuchung und mdgliche ziichterische Anpassung von Gerstengenotypen an den
Klimawandel. Hierzu konnte ein vielseitiges Protokoll (bioinformatische Analysen-Pipeline) zur
raschen Auswertung der komplexen Versuchsfragen und von grof3en Transkriptomdatenmen-
gen etabliert und in einer Publikation ([8]) validiert werden. Das Protokoll steht fiir die weiteren
Auswertungen und Publikationen, sowie flir folgende und verwandte Projekte zur Verfligung.
Die kontrastierenden Effekte des Zeitpunkts der Trockenstressapplikation vor bzw. mit der In-
fektion schlagen eine vergleichende Analyse der Transkriptomdaten aus BayKlimaFit 1 [8] und
den entsprechend aus diesem Projekt generierten Transkriptomdaten vor. Derzeit werden die
Daten noch umfassend ausgewertet und eine Publikation vorbereitet. Die Auswertungen un-
serer Transkriptomdaten speziell in Hinblick auf die Fragestellungen fir TP 3 (AG Gastl, TUM
Lerstuhl fir Brau- und Getranketechnologie) wurden von uns unterstitzt und eine erste ge-
meinsame Publikation zur Starkesynthese von Gerste unter Trockenstress vorbereitet. Damit
sind die Projekiziele bereits gréfitenteils erreicht oder werden in naher Zukunft zum publikati-
onsreifen Abschluss gebracht.

4.2 Expressionsmarkeranalyse und Markervalidierung

4.21 Ergebnisse

Auf Basis der Expressionsdaten aus BayKlimaFit 1 (TP10) [8] wurden geeignete Gene mit
einer starken infektionsassoziierten Expression identifiziert und validiert. Mit Hilfe der vorhan-
denen Sequenzdaten und den Programmen Snap-Gene und dem Online-Tool Primer3Plus
(https://www.primer3plus.com/index.html) wurden passende Primerpaare fir eine RT-qPCR
der Kandidatengene erstellt. Diese Primer wurden auf Riickstellproben von cDNA von bewas-
sert/trockengestresster und infizierter Gersten aus BayKlimaFit 1 (TP10) mittels RT-gPCR ge-
testet und validiert. Einige dieser Primer wurden und werden derzeit noch an weiteren Rick-
stellproben aus einem Gewachshausexperiment mit verschiedenen an den Ahren mit F. cul-
morum infizierten bzw. nicht infizierten Gerstengenotypen aus AP3 durch RT-qPCR getestet.

14



Ergebnisse und Diskussion

Parallel wird durch Quantifizierung der pilzlichen DNA die Krankheitsresistenz der Genotypen
eingestuft, um Markergenexpression und die pilzliche Kolonisierung der Ahre miteinander zu
korrelieren (siehe auch Abb. 5 in Abschnitt 4.3). Tabelle 1 enthalt eine aktualisierte Liste vali-
dierter und verlasslich mit fusarium- oder trockenstressassoziierter Antwort in Gerstenahren.
Insbesondere eine u.a. von [15] und [16] beschriebene UDP Glycosyltransferase 13248
(HORVU.MOREX.r.2.5HG0384710), mit Funktion zur Detoxifizierung des von F. graminearum
und F. culmorum produzierten Trichothecen B Mykotoxins Deoxynivalenol, zeigt sehr stark
und zuverlassig die erfolgreiche Infektion von Gerstenahren an ([8]; siehe auch Abb. 5).

Tabelle 1: Liste validierter Fusarium- oder Trockenstressresponsiver Marker-Gene

Gen Identifier (Morex v2 Genom) Gen-Name Stressantwort

HORVU.MOREX.r2.5HG0435530  Glycosyltransferase Pathogenantwort
HORVU.MOREX.r2.6HG0498680  Cysteine synthase Pathogenantwort
HORVU.MOREX.r2.7HG0547640 NAC domain-containing protein Pathogenantwort
HORVU.MOREX.r2.7HG0598720  Tryptophan decarboxylase Pathogenantwort
HORVU.MOREX.r2.1HG0016070  Laccase Pathogenantwort
HORVU.MOREX.r2.7HG0616250 @ WRKY transcription factor Pathogenantwort
HORVU.MOREX.r2.UnG0626650  Thaumatin-like protein (PR5) Pathogenantwort
HORVU.MOREX.r2.1HG0009500 = Chymotrypsin inhibitor Pathogenantwort
HORVU.MOREX.r2.1HG0043200.1 Chitinase Il (PR3) Pathogenantwort

Pathogenant-

wort/Fusarium-Deo-
xynivalenol-Detoxifi-
Zierung

HORVU.MOREX.r.2.5HG0384710  UDP Glycosyltransferase 13248

Homeobox associated leucine  Trockenstressant-
HORVU.MOREX.r2.1HG0068690  zipper protein wort

Late embryogenesis abundant  Trockenstressant-
HORVU.MOREX.r2.1HG0049090  protein wort

4.2.2 Stellungnahme zum Projekterfolg und —Ziele (AP 2)

Es wurden zuverlassige Genexpressionsmarker flir Fusarium- und Trockenstress in der Gers-
tenahre identifiziert und in unabhangigen Proben validiert. Die fusariumresponsiven Marker
sind in ihrer Expressionsstarke mit dem Infektionserfolg des Pilzes assoziiert. Es konnten bis-
her keine generell mit quantitativer Fusariumresistenz assoziierten Gene identifiziert werden.
Die neu generierten Transkriptomdaten werden noch dahingehend ausgewertet, ob solche
Gene zu finden sind. Einige der genutzten Markergene wurden zudem fir die Erfassung der
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induzierbaren Immunantwort in AP 3 genutzt, um auf regulatorischer Ebene die genotypspe-
zifischen Antworten von mit Biologicals behandelten Pflanzen mit unbehandelten Kontrollen
zu vergleichen. Die Nutzung der validierten Marker hat den Fortschritt und den Erkenntnisge-
winn in AP 3 erfolgreich unterstitzt (siehe Abschnitt 4.3.3). Einige der Marker sind in [8] als in
Gerste allgemein fusarium- oder trockenstressassoziiert publiziert.

4.3 Biological-induzierte Resistenz von Gerste

4.3.1 Material und Methoden

In Laborexperimenten zur Reaktion der Gerste auf Biologicals wurden verschiedene nattrliche
organische Substanzen (Laminarin, Chitin, ein eigenes aus F. culmorum gewonnener Pepti-
delizitor (siehe [17]), Chitosan) zu verschiedenen Zeitpunkten und mit variablen Dosen auf ihre
Eignung zur Induktion von Immunantworten an juvenilen Gersten im Labor sowie spater an
Ganzpflanzen im Gewachshaus getestet. An juvenilen mit Biologicals vorbehandelten bzw. an
scheinbehandelten Pflanzen als Kontrollen wurden verschiedene Labor-Assays etabliert, um
ihre Eignung fur die Erfassung von induzierbarer Resistenz im Allgemeinen und zum Vergleich
der Reaktionen zwischen verschiedenen Gerstengenotypen im Speziellen zu erfassen und zu
optimieren. Hierbei wurde die Genexpression von abwehrassoziierten und potentiell fir indu-
zierbare Immunantworten geeigneten Markergenen mittels RT-gPCR, das Stresshormon
Ethylen als Mal fur die Immunantwort von Blattsegmenten auf verschiedene Elizitoren mittels
Gaschromatographie und die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies als schnelle Immunre-
aktion auf Elizitoren mittels eines Chemilumineszenzassays gemessen. In Detached Leaf As-
says wurden Blattsegmente mit Biologicals vorbehandelte und mit Pathogenen (Fusarium cul-
morum, Bipolaris sorokiniana, Blumeria hordei) infiziert und die Symptomstarke mit der auf
scheinbehandelten Kontrollpflanzen verglichen. Anschlieliend wurde das am zuverlassigsten
resistenzinduzierende Biological, Chitosan, ein durch Deacetylierung aus Chitin gewonnenes
Derivat, fur Gewachshausexperimente genutzt, um die induzierte Resistenz von Gerste auf
eine Anwendung an Ganzpflanzen mit Gerstenmaterial von den am Projekt beteiligten Zlicht-
erhausern zu Ubertragen. Hierzu wurden insgesamt 39 Sommergerstengenotypen im Ge-
wachshaus in drei Topfen pro Versuchsvariante unter Gewachshausbedingungen angebaut.
Zwei Tage vor der offenen Bllute wurden die Pflanzen mit Chitosan (Dosis: 500 mg/L bespriht
und die Ahren mit einer F. culmorum-Sporenldsung oder zum Schein (Mock) inokuliert. Die
Ahren wurden anschlieRend zwei Tage mit transparenten Titen bedeckt, um eine optimale
Infektion bei hoher Luftfeuchtigkeit zu gewahrleisten. Nach 5, 14 und 18 Tagen post Inokula-
tion (dpi) wurden Ahrenproben fiir Genexpressionsanalysen bzw. Quantifizierung der pilzli-
chen DNA-Gehalte durchgefihrt. Zum Zeitpunkt 14 und 18 dpi wurden zudem die beprobten
Ahren auf sichtbare Symptome bonitiert (Methodik zur Ahreninfektion analog zu AP 1; siehe
hierzu Abschnitt 4.1.1 und [8]).

4.3.2 Chitosaninduzierte Resistenz gegeniiber Ahrenfusariosen

Im Arbeitspaket 3 sollten Biologicals auf ihr Potenzial zur Resistenzinduktion in Gerste getestet
und ihre Anwendung optimiert werden, um ein aktuelles Gerstengenotypensortiment auf ihre
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Sensitivitat in Bezug auf optimierte induzierte Resistenz gegen Ahreninfektion durch F. culmo-
rum zu untersuchen. Dies gibt Aufschluss Uber die genetische Diversitat der genotypspezifi-
schen durch Biologicals induzierte Resistenz und dient als Vorarbeit fiir die Ubertragung der
Anwendung auf Feldbedingungen.

In vielfaltigen Vorversuchen hatte die Chitosanbehandlung im Vergleich zur Laminarin-, Chitin-
und Fusariumelizitorbehandlung eine starkere und zuverlassigere Wirkung erzielt. Die Quan-
tifizierung der pilzlichen DNA Gehalte (Abb. 3, 4, A5) und die Bonitur der Ahrensymptome
(Abb. 4) zeigen eine genotypabhangige quantitative Resistenz der 39 Gerstengenotypen so-
wohl zu einem friihen (5 dpi; Abb. 3) als auch zu spateren Zeitpunkten (18 dpi; Abb. 4). Dies
lasst Riickschliisse auf eine quantitative Ahrenresistenz einiger Gerstengenotypen im weite-
ren Verlauf nach der Infektion zu. Es konnten zudem einige Genotypen bzw. Sorten als hoch
fusariumresistent identifiziert oder im Vergleich mit bisherigen eigenen Vorarbeiten [4, 8] be-
statigt werden (Abb. A5; z.B. Genotypen 15/729/19, 15/729/73, 15/729/50, 15/729/145, Barke).
Dariber hinaus zeigen die Daten, dass eine vorherige Behandlung mit Chitosan den Befall der
Ahre bei einer Uiberwiegenden Anzahl von Genotypen teilweise deutlich reduzieren konnte.
Die beobachteten Effekte zeigten sich sowohl nach 5 dpi (Abb. 3), als auch nach 14 dpi (Abb.
A5) bzw. 18 dpi (Abb. 5) in einer reduzierten Symptomatik und geringeren pilzlichen DNA-
Gehalten. Lediglich wenige Genotypen zeigten eine erhdhte oder gleichbleibende Infektions-
starke (z.B. Kultivar Sangria) nach vorheriger Behandlung mit Chitosan (Abb. 4, 5, A5).
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Abbildung 3: Pilz-DNA Gehalte in infizierten Gerstendhren nach vorheriger Kontroll-
(Mock) bzw. Chitosanbehandlung von ausgewahlten Gerstengenotypen.
Die Daten zeigen die Starke der pilzlichen Kolonisierung der Ahre als pilz-
liche DNA-Gehalte im Verhaltnis zur Gersten-DNA 5 dpi. Pro Versuchsva-
riante und Genotyp wurden je drei Proben bestehend aus zwei Ahren aus
drei verschiedenen Topfen fur die anschlieRende DNA-Extraktion genom-
men. Die DNA-Gehalte wurden mittels gPCR in technischen Duplikaten
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bestimmt. Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus drei biologische Repli-
katen bestehend aus je zwei Ahren und den Standardfehler des Mittel-
werts von 11 ausgewahlten Genotypen.

Die Bonitur der Ahren auf sichtbare Symptome nach Fusariuminfektion und vorheriger Kon-
troll- bzw. Chitosanbehandlung zeigte neben einer aligemeinen Verringerung des Ahrenbefalls
bei einigen Genotypen auch eine Verschiebung hin zu einem héheren Anteil von weniger stark
symptomatischen Ahren (Abb. 4). Insgesamt erhdhte sich der Anteil der nahezu symptom-
freien Ahren (>10 % symptomatische Kérner/Ahre) und verringerte sich der Anteil stark befal-
lener Ahren (>50 % symptomatische Kérner/Ahre) bei einigen Genotypen (Abb. 4; z.B. Marthe,
Ven, 15/692/13, STRG 601/20). Am Genotyp Sangria zeigte sich jedoch eine Verstarkung der
Symptomatik nach vorheriger Chitosanbehandlung, was mdglicherweise durch eine Uber-
schie3ende aber wenig effiziente Immunreaktion nach Erkennung des Elizitors Chitosan ver-
ursacht wurde. Die Ergebnisse schlagen allgemein eine stark genotypabhangige Reaktion der
untersuchten Gerstengenotypen vor. Ggf. kdnnte die Erfassung der induzierten Immunantwort,
welche von den einzelnen Genotypen in eine verbesserte Krankheitsresistenz umgesetzt wird,
als mogliches Selektionskriterium in der Resistenzziichtung genutzt werden. So wére es denk-
bar, Sorten zu zuchten, die im integrierten Pflanzenschutz besonders gut auf Biologicals an-
sprechen und ggf. weniger chemischen Pflanzenschutz benétigen.
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Abbildung 4: Anteil symptomatischer Kérner pro Ahre von infizierten Gerstenéhren
nach vorheriger Kontroll- (Mock) bzw. Chitosanbehandlung (Genotypen-
auswahl). Die Daten zeigen den prozentualen Anteil von Ahren mit einer
spezifischen Symptomhaufigkeit (siehe Kategorien vom Anteil symptoma-
tischer Kérner von allen Kérnern pro Ahre nach 18 dpi). Pro Versuchsva-
riante und Genotyp wurden je 30 Ahren aus drei Tépfen bonitiert und in
sechs Stufen von prozentual aufsteigend stark befallen Ahren klassifiziert.
Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus 30 bonitierten Ahren von 9 ausge-
wahlten Genotypen.
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4.3.3 Abwehrgenexpression nach Chitosanbehandlung und Ahreninfektion

Abbildung 5 zeigt die Menge der pilzlichen Fc DNA sowie die Expression von drei aus AP 2
validierten und mit der Fusarium- (PR3, PR5) bzw. Deoxynivalenolantwort (UDP Glyco-
syltransferase 13248) assoziierten Genen in Fc-infizierten Ahren nach vorheriger Schein- bzw.
Chitosanbehandlung. Die Expression der abwehrassoziierten Gene wurde auf Proben der ent-
sprechend scheinbehandelten und nichtinfizierten Kontrollpflanzen referenziert. Die Daten zei-
gen eine deutliche Assoziation der Genexpression mit der Menge pilzlicher DNA, wobei eine
geringere Infektionsstarke mit einer niedrigeren Expression der einzelnen Gene einhergeht.
Es wurden vier der flnf getesteten Genotypen weniger stark befallen, wenn sie zuvor mit Chi-
tosan behandelt wurden. Die Sorte Sangria zeigt eine nahezu gleich starke Infektion mit oder
ohne Chitosanbehandlung und entsprechend keine differenzielle Genexpression zwischen
den Proben. Anhand der drei getesteten Gene kann somit kein Rickschluss auf eine chito-
sanvermittelte erhdhte Abwehr der einzelnen Genotypen geschlossen werden. Hier drangen
sich weitere globalere Untersuchungen der Chitosanantwort auf.
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Abbildung 5: Pilz-DNA Gehalte und Genexpression von pathogen-/abwehrassoziierten
Genen in infizierten Ahren nach vorheriger Kontroll- (Mock) bzw. Chito-
sanbehandlung von ausgewahlten Gerstengenotypen. Ahrenproben wur-
den 5 Tage nach Infektion fir DNA- und RNA-Extraktion genommen. Die
pilzliche Fc DNA (in pg) wurde im Verhaltnis zur Gersten-DNA (in ng) mit-
tels qPCR quantifiziert. Die RNA wurde mittels reverser Transkriptase in
cDNA umgeschrieben und anschlieflend die Expression der Zielgene und
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eines Referenzgens (Ubiquitin) mittels RT-qPCR in technischen Duplika-
ten ermittelt. Die relative Expression der Zielgene wurde durch die delta-
delta Ct Methode [18] berechnet und dabei gegen mit der Expression des
Referenzgens bzw. der Zielgene in den unbehandelten und nichtinfizier-
ten Kontrollahren referenziert und anschlieRend log2 transformiert. Die
Daten sind Mittelwerte von je drei biologischen Replikaten bestehend aus
je zwei Ahren und zeigen die logarithmierte zur Kontrolle relative Expres-
sion (fold change) zur Basis 2.

4.3.4 Stellungnahme zum Projekterfolg und —ziele (AP 3)

Unter verschiedenen Biologicals sowie deren Kombinationen konnte Chitosan als der in
Gerste wahrscheinlich am zuverlassigsten effektive Wirkstoff fir eine induzierte Resistenz ge-
gen Ahrenfusariosen identifiziert werden. Die bisher durch Chitosan erzielte Reduktion von
Ahrenfusariosen an Gerste ist ein erster vielversprechender Schritt fiir eine verbesserte biolo-
gische Pflanzenschutzstrategie. Nach weiteren Validierungen und Optimierung der Anwen-
dung wird die Methodik wie geplant im Feld erstmals unter Praxisbedingungen getestet wer-
den. Hierfur wurde Sortenmaterial der assoziierten Zuchter mit Hilfe verschiedener Laboras-
says und zuletzt unter Gewachshausbedingungen an Ganzpflanzen in ihrer genotypspezifi-
schen Immunantwort auf Chitosan in Kombination mit einer Ahreninfektion mit Fusarium spp.
charakterisiert. Eine Auswahl von zehn verschiedenartig auf Chitosanbehandlung reagieren-
den und unterschiedlich quantitativ fusariumresistenten Genotypen soll im Sommer 2024 unter
Feldbedingungen getestet werden. Um die Wirkung der induzierbaren Resistenz auch unter
anderen Umweltbedingungen zu validieren, wurden am 19.03.2024 an einem Standort in
Schleswig-Holstein (in Kooperation mit M.Sc. S. Einspanier/Prof. Dr. R. Stam; Christian-Alb-
rechts-Universitat zu Kiel) und am 20.03.2024 am Standort Roggenstein bei Minchen (TUM
Feldversuchsgut) je eine Feldanlage ausgesat (10 Genotypen, 4 Wiederholungen pro Variante
mit Chitosanbehandlungen und Ausbringen von Fusarium culmorum-Inokulum in den Bestand;
Versuchsvarianten: a) nicht infizierte Kontrolle, b) rein infizierte Kontrolle, c) chitosanbehan-
delte, nicht infizierte Pflanzen, d) chitosanbehandelt und infizierte Pflanzen). Die beiden Stand-
orte reprasentieren klimatische unterschiedliche Feldbedingungen fir den Gerstenanbau in
Deutschland. Die Projektziele sind damit im Wesentlichen erreicht oder werden im Laufe des
Jahres mit lehrstuhlinternen Mitteln zum voraussichtlich erfolgreichen Abschluss gebracht. Ein
maglicher Einfluss von Trockenstress auf die durch Biologicals induzierte Resistenz in Gerste
konnte noch nicht abschlielend untersucht werden.

4.4 Aktualisierter Zeitplan

Tabelle 2 gibt eine Ubersicht Uiber den aktuellen Zeitplan (Stand Marz 2024) fiir die einzelnen
Arbeitspakete und Projekiziele.
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Tabelle 2: Aktualisierter Zeitplan des Projekts. Grau hinterlegte Zellen zeigen noch in
Bearbeitung befindliche Aufgaben an. Grun hinterlegte Zellen zeigen die nach
dem Zeitplan bis 29.02.2024 abgearbeiteten oder vorzeitig erledigten Aufga-
ben an. x = Ziel (geplant), o = Stand (aktuell)

A1l Beschreibung der Trockenheit
induzierten und
genotypabhangigen Anfalligkeit
gegen Ahrenfusariosen

A2 Erfassung der physiologischen
Stressantwort

A3 Globale
Genexpressionsmessung

A4 Datenanalyse & unabhangige

Bestatigung
A5 Publikation
Z1 Tieferes Verstandnis der X o| X

umweltbedingten
Fusariumresistenz

A1l Suche nach Kandidatengenen &
unabh. Bestéatigung

A2 Testung von Kandidatengenen
am Gerstengenotypensortiment

Z1 Identifikation geeigneter X o]
Expressionsmarker

Z2 Validierung einzelner Marker o] X

A1 Optimierung der Applikation von
Biologicals an Pflanzenteilen

A2 Versuche an ganzen und
gestressten Pflanzen und am
Gerstengenotypensortiment

A3 Validierung des Potenzials der
Biologicals im Feld und
Probenanalyse

A4 Publikation

Z1 Optimierte Applikationsmethode X o]
fir Biologicals

Z2 Validierung des Potenzials der X o] X
Biologicals im  biologischen
Pflanzenschutz

4.5 Darstellung des voraussichtlichen Nutzens und Verwertbarkeit
der Ergebnisse

Das Verstandnis der umweltbedingten Krankheitsresistenz ist ein wichtiger Baustein zur An-
passung von Kulturpflanzen an die klimawandelbedingten Veranderungen der Umwelt und
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Wachstumsbedingungen. Die gewonnenen Ergebnisse kénnen in die Ziichtung einflie3en und
dienen zur Weiterentwicklung umweltstabiler Stressresistenzmarker und zeigen beispielhaft
physiologische Stressantworten der Gerste als mdgliche Selektionskriterien fur die Testung
von Kandidatengenotypen unter kombiniertem Stress. Die gewonnenen Daten liefern zudem
Erkenntnisse zur Abschatzung des zukunftigen Infektionsgeschehens von Fusarium spp. in
Gerste unter variablen Umwelten und unginstigen Wachstumsbedingungen. Sie kénnen da-
mit in Modellierungsversuche zur Vorhersage und Epidemiologie von Ahrenfusariosen unter
variablen Umweltbedingungen einflielRen. Die Daten werden wissenschaftlich verwertet, um in
einer peer-reviewed Publikation, die vom Zeitpunkt der Stressapplikation abhangige erhéhte
bzw. erniedrigte Fusariumresistenz zu beschreiben und mit assoziierten koregulierten Gen-
klustern zu assoziieren. Die entwickelte Methodik und Datengrundlage kann weiter genutzt
werden, um genregulatorische Faktoren (Transkriptionsfaktoren) zu identifizieren, die als Steu-
erungselemente der spezifischen Stressantworten der Gerste dienen kénnten.

Die Entwicklung und Validierung verlasslicher und unter Infektion bzw. Trockenstress stark
regulierter Anfalligkeits- oder Resistenzmarkergene stellt ein wertvolles Werkzeug fur die Re-
sistenzforschung und -zlichtung dar und kann helfen, die fusariumspezifische Antwort der
Gerste besser zu verstehen und Genotypen diesbeziiglich zu vergleichen. Die Expression der
UDP Glycosyltransferase 13248 (HORVU.MOREX.r.2.5HG0384710) ist nach Infektion ver-
I&sslich und besonders stark in Gerste reguliert. Eine Messung der Expression dieses Gens
kann zudem genutzt werden, um die Reaktion eines Gerstengenotypen auf das Pilztoxin De-
oxynivalenol abzuschatzen. Die Expression der Markergene ist hauptsachlich mit dem Infekti-
onserfolg assoziiert. Ihre Expression kann also indirekt zur Selektion von wenig anfalligen Sor-
ten genutzt werden. Die gefundenen Trockenstressmarker und umweltstabilen Infektionsmar-
ker sind fur die Grundlagenforschung als einfach zu messende, zuverlassige Zeiger der pflanz-
lichen Stressreaktion von Bedeutung.

Die durch Chitosanbehandlung erzielte Reduktion von Ahrenfusariosen an verschiedenen
Gerstengenotypen ist ein erster Schritt in Richtung einer neuen biologischen Pflanzenschutz-
strategie und stellt eine potentielle Erweiterung von PflanzenschutzmaflRnahmen unter Praxis-
bedingungen dar. Die beobachtete verminderte Befallsstarke durch Chitosanbehandlung zeigt
ein hohes Potenzial fur die Nutzbarmachung der induzierbaren Immunantworten flir eine er-
hohte Resistenz der Gerste auf. Die Genotypabhangigkeit dieses Potenzials birgt die Mdglich-
keit einer zlichterischen Anpassung fir eine optimale Biologicalwirkung. Dieser Befund hat
wissenschaftlich einen hohen Neuheitsgrad, so dass die Daten nach unabhangiger Bestati-
gung peer-reviewed publiziert werden sollen. Eine optimierte Anwendung kénnte somit unter
Praxisbedingungen bestehende integrierte Pflanzenschutz- und Starkungsmafnahmen um-
weltfreundlich erganzen bzw. unterstitzen und somit helfen, mégliche pilzliche Kontaminatio-
nen in der Gerste und der weiteren Verarbeitungs- und Wertschépfungskette z.B. in der Brau-
wirtschaft minimieren. Gleichzeitig besteht das Potenzial, chemische Pflanzenschutzmittel ein-
zusparen.
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4.6 Einordnung der Projektergebnisse mit Bezug zum Klimawandel

Klimawandelbedingte Extremwetterlagen fihren zunehmend zu physiologischen Stresssitua-
tion von Kulturpflanzen unter Anbaubedingungen. Die hier erzielten Ergebnisse bestatigen,
dass Trockenstress, neben seiner direkt schadigenden Wirkung, auch die Widerstandsfahig-
keit der Gersten gegen Krankheitserreger abschwachen kann. Um die damit einhergehende
Verletzbarkeit der Gerstenproduktionssysteme abzumildern, sind Malinahmen zu Klimafol-
genanpassung notwendig. Diese kdnnten im pflanzenziichterischen Sektor und in einer An-
passung von Pflanzenschutzstrategien liegen. Die hier erzielten Ergebnisse liefern Grundla-
gen zu Entwicklung solcher Anpassungsstrategien. Das tiefere Verstandnis der genotypab-
hangigen Reaktion der Gerste auf Einzel- und Kombinationsstressbedingungen kann genutzt
werden, um das zlchterische Potenzial in diesem Sektor aufzudecken und physiologische
Marker zu entwickeln, die dieses Potenzial messbar machen. Die Daten liefern damit Modell-
genotypen, die der Grundlagenforschung und Entwicklung von Sorten dienen kénnen, die ihre
Widerstandsfahigkeit sowohl in einfachen als auch in komplexen Stressbedingungen aufrecht-
erhalten kdnnen.

Um in Zukunft ggf. starker gestresste Pflanzen nachhaltig gegen Krankheiten schitzen zu
koénnen, sind umweltfreundliche Alternativen zum chemischen Pflanzenschutz notwendig. Die
hier beschriebene Effektivitdt und Genotypabhangigkeit der chitosaninduzierten Fusariumre-
sistenz der Gerste bildet eine neue Grundlage fur eine biologische Pflanzenschutzmalinahme,
die im organischen oder integrierten Pflanzenbau einsetzbar ware. Das Potenzial dieser Maf3-
nahme ist weiter zu validieren und ggf. zlichterisch zu optimieren. Ebenso ist die Umweltsta-
bilitdt der chitosaninduzierten Resistenz noch im Detail zu untersuchen. Die Ergebnisse sind
also noch vorlaufig aber sehr vielversprechend im Hinblick auf die Entwicklung eines neuen
Bausteins des umweltfreundlichen Pflanzenschutzes, der notwendig sein wird, um Kulturpflan-
zen auch unter zunehmend widrigen Umweltbedingungen nachhaltig gegen Krankheiten
schitzen zu kénnen.
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6 Vernetzungen

Im zweiten Projektjahr wurde in den Kombinationsstressexperimenten unter kontrollierten Be-
dingungen Probenmaterial gesammelt, welches zur Analyse der Stresshormonregulation an
die Professur fur Funktionelle Phytometabolomik der TUM (Prof. Dr. C. Dawid) gegeben
wurde. Weiteres Probenmaterial wurde an die AG Prof. M. Gastl fur das TP 3 (Lehrstuhl fr
Brau- und Getranketechnologie, TUM) zur Analyse der Starkecharakteristika unter Trocken-
heit Gbergeben. Darlber hinaus werden derzeit die aus AP1 gewonnenen globalen Transkrip-
tomdaten fiir eine weiterflihrende Analyse der Regulation der Starkesynthesegene in Zusam-
menarbeit mit AG Gastl fur das TP 3 (Lehrstuhl fir Brau- und Getranketechnologie, TUM) fur
die Proben der bewasserten und trockengestressten Gersten ausgewertet und mit in TP 3
erhobenen Starkeparametern verrechnet. Eine gemeinsame Publikation der Ergebnisse ist
geplant. Aufbauend auf dieser Zusammenarbeit wurde ein gemeinsamer Forschungsantrag
zur Starkesynthese und Krankheitsresistenz von Gerste unter Trocken- und Hitzestress mit
dem Lehrstuhl fur Brau- und Getranketechnologie (TUM) an die AiF eingereicht.

Da in den Versuchen aus AP1 ausreichend Probenmaterial gesammelt werden konnte, wer-
den diese entsprechend zu den Transkriptomstudien auch fir Proteom- und Metabolomstu-
dien im Rahmen der Bearbeitung eines Teilprojekts des Elite Netzwerk Bayern ,The Proteoms
that feed the world“ (https://www1.Is.tum.de/proteomics/the-proteomes-that-feed-the-world/)
genutzt. Hier wird mindestens eine projektibergreifende gemeinsame Publikation zur Wirkung
von Deoxynivalenol entstehen.

Die Gerstenanbauten unter kontrollierten Trockenstressbedingungen im Gewachshaus fur
TP 3 (TUM LS Brau- und Getranketechnologie) wurde in der Durchfiihrung und bei der Erfas-
sung von Klimadaten (Temperatur und Luftfeuchtigkeit als Kontrollparameter) unterstiitzt. Eine
daraus entstandene Publikation ist derzeit in Revision.

Der Lehrstuhl fir Pflanzenziichtung (TUM) wurde zur Verbesserung der in TP 10 durchgefihr-
ten Infektionsversuche an Mais im Gewachshaus mit Know-how unterstitzt. Im Gegenzug
wurde ein Porometer zur Messung der stomataren Leitfahigkeit als Mal} fir die Reduktion des
Wasserverbrauchs bzw. des Gasaustausches der Pflanze unter Stress zur Verfligung gestellt
und Know-how ausgetauscht.

Am 22. Marz 2023 fand am Helmholtz-Zentrum Minchen ein Treffen mit der AG Dr. M. Span-
nagl (TP 11) statt, um sich tber die jeweiligen Teilprojekte, Projektfortschritt, wissenschaftliche
Ressourcen und weiterfihrende Kooperationen auszutauschen. Ein gemeinsamer For-
schungsantrag zur innovativen Zichtung von Fusariumresistenz in der Gerste ist beim
BMBF/FZ-Jilich eingereicht.

Die im Projekt beteiligten Zichterhduser Saatzucht Josef Breun GmbH & Co. KG und
Saatzucht Ackermann GmbH & Co. KG wurden mit der Bereitstellung von Agarplatten, be-
wachsen mit Fusarium culmorum-lIsolaten, fir die Produktion von Pilz-Inokulum fur eigene In-
fektionsversuche mit Sommergerste im Freiland unterstitzt. Die Bereitstellung von Inokulum
wird in 2024 fortgesetzt.
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7 Bestehende und entstandene Industriebeteiligung/-en.

Zichtungsmaterial (Linien) und aktuelle Sorten wurde von den mit dem Projekt assoziierten
bayerischen Gerstenzichtern selektiert und zur Verfiigung gestellt und in unseren Untersu-
chungen insbesondere in Experimenten mit Biologicals charakterisiert. Die gewonnenen Da-
ten und Ergebnisse werden den Ziichtern zur Verfigung gestellit.

In einem Spin-off Projekt aus BayKlimaFit 1 wurde im Projektzeitraum von BayKlimaFit 2 von
einem privaten Zichterhaus biologisches Material fir eine Masterarbeit an der TUM zur Ver-
figung gestellt, in der die genetische Grundlage von umweltstabiler quantitativer Resistenz
gegen Ramularia Blattflecken in Gerste untersucht wird.

8 Zusammenfassung

Ziel des Teilprojektes 6 ist es, mit Hilfe molekularer und epidemiologischer Methoden Gers-
tensorten auf ihre Widerstandsfahigkeit gegenlber pilzlichen Schaderregern unter widrigen
Umweltbedingungen, insbesondere Trockenheit, zu Uberprifen und die spezifischen Stress-
antworten von einzelnen Gerstengenotypen zu vergleichen. Hierzu soll die globale Genex-
pression mit der spezifischen Stressphysiologie korreliert werden, um die umweltbedingte
Krankheitsresistenz der Gerste besser zu verstehen. Darlber hinaus soll das Potenzial von
natdrlichen bzw. aus der Natur abgeleiteten Substanzen, sog. Biologicals, zur Induktion der
basalen Krankheitsresistenz in der Gerste abgeschatzt und in Hinblick auf eine praxisbezo-
gene Anwendung unter variablen Umweltbedingungen optimiert werden.

Im ersten Teil des Projekts wurde eine durch Trockenheit induzierte und genotypabhangige
Anfalligkeit der Gerste gegen Ahrenfusariosen beschrieben und physiologisch analysiert. Die
Daten dienen einem besseren Verstandnis komplexer Stressantworten von Kulturpflanzen und
dazu, in Zukunft die umweltbedingte Krankheitsresistenz durch Resistenzziichtung zu verbes-
sern. Hierzu wurden physiologische Parameter, wie der Chlorophyligehalt der ertragsrelevan-
ten Blatter, die stomatare Leitfahigkeit, stressassoziierte Phytohormone, sichtbare Symptome
und Pilz-DNA-Gehalte nach Ahreninfektion und die globale Genexpressionsantwort auf allei-
nigen Trocken- bzw. Fusariumstress, sowie auf kombinierten Stress in Gerste unter kontrol-
lierten Bedingungen im Gewachshaus untersucht. Die Erkenntnisse schlagen vor, dass die
Gerste auf kombinierten Stress sortenabhangig reagiert und sich die Stressantwort dabei mo-
dular aus den Antworten gegenuber den jeweiligen Einzelstressen zusammensetzt, also keine
fir Kombinationsstress spezifische Antwort ausgelost wird. Verschiedene Genotypen nutzen
somit ahnliche genregulatorische Antworten auf komplexen Stress, kdnnen dies jedoch unter-
schiedlich effektiv in Pathogenantwort und Trockenstresstoleranz umsetzen. Hierbei kdnnten
genotypspezifisch unterschiedlich stark exprimierte regulatorische Proteine (Tranksriptions-
faktoren) entscheidend die Reaktionen beeinflussen. Somit ist das tiefe Verstandnis der regu-
latorischen Stressantwort, als auch die Steuerung der beteiligten Gene in komplexen Stress-
situationen ein wichtiger Baustein fir die weiterflihrende Grundlagenforschung zur Anpassung
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von Kulturpflanzen an klimawandelbedingt widrige Umweltbedingungen. Genotypabhangige
Reaktionen der Gerste auf verschiedene Stressfaktoren verdeutlichen das zlichterische Po-
tenzial von Gerste zur Anpassung an den Klimawandel und an komplexe abiotisch/biotische
Stresssituationen. Weiter zeigen die Ergebnisse, dass die Abfolge der einwirkenden Stress-
faktoren sich stark auf die Krankheitsresistenz der Gerste auswirken. Im Speziellen zeigen die
gewonnenen Erkenntnisse, dass beim Zeitpunkt des beginnenden Trockenstresses wenige
Tage dariber entscheiden, ob die Gerste durch Trockenheit weniger oder mehr anfallig fur
Ahrenfusariosen wird. Die Daten zeigen beispielhaft die komplexe Verletzbarkeit der Pflanzen-
produktion unter zunehmend extremen Umweltbedingungen.

Aufbauend auf den genregulatorischen und physiologischen Untersuchungen zur Stressregu-
lation von Gerste unter Trocken- und Fusariumstress wurden geeignete Stressmarkergene
identifiziert und ihre Funktion in Rickstellproben aus BayKlimaFit 1 bestatigt. Die bisher ge-
fundenen Stressmarkergene zeigen dabei generell eine mit einer erfolgreichen Infektion asso-
ziierten Antwort, welche Ruckschlisse auf die Starke der Pathogenantwort und somit Resis-
tenz eines einzelnen Genotyps zulasst. Die gefundenen Stressmarkergene wurden bereits an
einigen Gerstengenotypen aus aktuellen Braugersten, Zuchtstdammen und aus BayKlimaFit 1
weiterentwickeltem Zuchtmaterial der am Projekt beteiligten Zichter validiert und zeigen ver-
lasslich die Antwort auf Pathogen- bzw. Trockenstress an. Die Expressionsmarker kénnten
zukiinftig die Resistenzziichtung gegeniiber Trockenstress und Ahrenfusariosen als Werk-
zeug zur gezielten Selektion von resistenten und robusten Gersten unterstiitzen, wodurch die
Anpassung der Gerstenproduktion an den Klimawandel unterstiitzt und ziichterisch weiterent-
wickelt werden kann.

Zur Unterstlitzung der basalen sortenabhéngigen Feldresistenz von Gerste gegeniiber Ahren-
fusariosen kdnnten umweltschonende Biologicals eine wichtige und unterstitzende Rolle fiur
den integrierten Pflanzenschutz spielen, da sie erganzend zu bestehenden integrierten Pflan-
zenschutzmallinahmen gezielt eingesetzt werden kénnten und dariber hinaus auch fir den
Einsatz in 6kologischen Anbausystemen geeignet sind. In diesem Kontext wurde u.a. das Chi-
tinderivat Chitosan als Biological getestet und als in zahlreichen Gerstensorten besonders gut
resistenzinduzierende Substanz validiert. Es wurde gezeigt, dass Chitosan die naturliche Re-
sistenz der Gerste induzieren und Ahreninfektionen unter kontrollierten Bedingungen reprodu-
zierbar und teilweise deutlich reduzieren kann. Eine praxisbezogene Anwendung im Feld
konnte somit den Schutz der Gerste insbesondere unter klimawandelbedingt, schwierigeren
Umweltbedingungen und variablem Pathogendruck unterstutzen und verbessern. Die chitosa-
ninduzierte Resistenz ist nach den bisherigen Ergebnissen genotypabhangig, was zuklinftig
als Merkmal flr die zlichterische Selektion besonders gut mit Biologicals induzierbarer Gers-
tenstdmme genutzt werden kann. Die im Projekt etablierten Assays zur Bestimmung der Indu-
zierbarkeit der Pathogenantwort durch Biologicals kdnnen helfen, geeignetes genetisches Ma-
terial mit einer besonders effektiven Resistenzinduzierbarkeit zu identifizieren. Letzteres er-
madglicht ein neues Anwendungsgebiet des ziichterisch-orientierten Pflanzenschutzes, wel-
ches die natlrlichen und genotypspezifischen Resistenzmechanismen im Kombination mit
passenden immunstimulatorischen Biologicals nutzen kann, um die Gesundheit der Pflanze
unter Stress zu erhalten.
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9 Ausblick

Im weiteren Projektzeitraum und im Anschluss an dieses Projekt werden die gewonnenen Er-
gebnisse und Daten weiter ausgewertet und in Publikationen zeitnah veroéffentlicht. Insbeson-
dere die weiterfilhrenden Analysen zu den Transkriptomdaten aus dem aktuellen Kombina-
tionsexperiment werden derzeit fortgesetzt. Zudem sollen die Transkriptomdaten aus den bei-
den Stresskombinationsexperimenten aus BayKlimaFit 1 und diesem Projekt verglichen wer-
den, um ein tiefes Verstandnis der durch Trockenheit stark modulierten Krankheitsresistenz
der Gerste zu ermoéglichen. Die Erkenntnisse stellen eine Grundlage flr die verbesserte zlich-
terische Anpassung von Gerste bzw. Nutzpflanzen im Allgemeinen an zukuinftige Herausfor-
derungen durch den Klimawandel dar. Die geschaffene Methodik und Datengrundlage sind
geeignet ein tieferes Verstandnis der Regulation der komplexen Stressantwort der Gerste zu
erlangen und zum Beispiel Transkriptionsfaktoren als entscheidende Schnittstellen in der
Stressregulation zu identifizieren. Diese kdnnten dann gezielter Uber molekulare Zichtungs-
werkzeuge adressiert werden, um ihre Funktion zu verstehen und zlchterisch nutzbar zu ma-
chen.

Darlber hinaus wird in der Anbauperiode 2024 das Potenzial der Chitosananwendung in ei-
nem Sortiment von 10 ausgewahlten Gerstengenotypen mit unterschiedlich quantitativer Fusa-
riumresistenz unter Feldbedingungen validiert. Die Nutzung von verlasslich regulierten Resis-
tenzmarkergenen kénnten die Entwicklung einer anwendungsorientierten integrierten Pflan-
zenschutzstrategie in Gerste unterstiitzen, indem sie die gentypabhangige basale oder durch
Biologicals induzierte Resistenz der Gerste anzeigen. Dies legt einen Grundstein flir einen
umweltschonenden Pflanzenschutz durch vereinfachte Selektion und die Stimulation der
pflanzeneigenen Immunantwort und Krankheitsresistenz. Die genotypspezifische Reaktion auf
Biologicals beinhaltet dartber hinaus ein hohes Potenzial fur die zichterische Bearbeitung
dieses Merkmals und zur allgemeinen Verbesserung und Stabilisierung der Krankheitsresis-
tenz unter klimawandelbedingten ungtlinstigen Umweltbedingungen. Durch Biologicals indu-
zierte Resistenz verliert haufig unter Freilandbedingungen ihre Effizienz, die sie in kontrollier-
ten Umwelten zeigt. Um das Anwendungspotenzial von Chitosan zu validieren, ist zu untersu-
chen, ob das auch fiir die chitosaninduzierte Resistenz der Fall ist, welche Umweltfaktoren
dabei ggf. entscheidend sind und ob der Gerstengenotyp dabei eine Rolle spielt.
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