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Zusammenfassung

PROBLEMSTELLUNG

Um die rasant wachsende Weltbevolkerung zu erndhren, muss die weltweite
Nahrungsmittelproduktion steigen bzw. sich verdoppeln (Godfray et al., 2010). Dabei spielt
Reis (Oryza sativa L) eine bedeutende Rolle, da es das wichtigste Grundnahrungsmittel fur
mehr als die Halfte der Weltbevdlkerung ist (FAO, 2003). Drei Viertel der weltweiten Ernte
werden in Nassreisanbau kultiviert. Die Uberstauung der Boden schafft einzigartige
Wachstumsbedingungen, die Reis drastisch von anderem Getreideanbau unterscheidet. Des
Weiteren beschaftigt Reisanbau mehr als ein Finftel der Weltbevolkerung, wobei ein GroRteil
auf Farmen angebaut wird, die kleiner als ein Hektar sind, zumal von schlechter
Bodenqualitat. Sogenannte ,,problem soils* sind besonders verbreitet in Entwicklungslandern
(Lynch, 2007). Hier trifft es vor allem bauerliche Kleinbetriebe, die unter schlechten Ernten
durch biotische und abiotische Stressfaktoren leiden. Im Nassreisanbau ist Eisentoxizitét ein
weitverbreitetes Problem. Unter sauerstoffreichen Bedingungen ist Eisen im Boden fur
Pflanzen nur gering verfugbar. Die anaeroben, reduzierenden Bedingungen der (berstauten
Felder fiihren jedoch zu einer drastischen Freisetzung von Eisen. Wird dieses im UbermaR
aufgenommen, fuhrt es in der Reispflanze zur Bildung von hochgradig schédigenden,
reaktiven Sauerstoffspezies. Visuell wird dies anfanglich sichtbar durch braune Verfarbungen
der Blatter, das sogenannte ,leaf bronzing symptom". Eisentoxizitat betrifft Pflanzen
unabhéngig von Trocken-und Regensaison und Wachstumsphase (Becker & Asch, 2005). Es
tritt weltweit auf, weitverbreitet von West Afrika bis Sudostasien, und flhrt von
Ernteverlusten bis hin zu kompletten Ernteausféllen (Audebertet al., 2006).

Bodendegradierung, ©6konomisch und 06kologisch steigende Kosten von chemischen
Dingemitteln und Pestiziden sowie die Auswirkungen des Klimawandels machen eine
,hachhaltige Intensivierung* (Royal Society Report, 2009) der Landwirtschaft unabdingbar.
Wie konnen wir nachhaltig mehr Nahrungsmittel auf ,,problem soils* produzieren?
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ZIELSETZUNG

Ein besseres Verstandnis des komplexen Stresses ,Eisentoxizitat“ und dessen
Wirkmechanismus in der Pflanze ist die VVoraussetzung fiir die Ziichtung toleranter Sorten.
Die Grundlage bildet dabei ein genaues genetisches Verstandnis der Eigenschaft der
Eisentoleranz. Diese ist abhdngig vom Genotyp und wird als ,,complex trait* beschrieben; als
eine Eigenschaft, die durch mehrere Gene reguliert wird. Traditionell werden solche
complex traits“ durch QTL-Analysen untersucht: in Populationen aus der Kreuzung zweier
Linien werden die Regionen im Genom einzukreisen versucht, die eng mit der untersuchten
Eigenschaft zusammenhédngen. Nachteil dieser Analyse ist, dass sie die oftmals
uberwaltigende genetische Diversitat aufgrund des bi-parentalen Ansatzes aufler Acht lasst.
Unterschiedliche  Toleranzmechanismen, wie  Eisenexklusion an der  Wurzel,
Kompartimentierung innerhalb verschiedener Pflanzenorgane oder effiziente Detoxifizierung
der radikalen Sauerstoffspezies im Blattgewebe, wurden vorgeschlagen, sind bisher jedoch
wenig untersucht.

Dieses Projekt fuhrt zusammen: (i) die groRe genetische Diversitat von Reis, (ii) die
einzigartigen bioinformatischen Ressourcen, die die Modelpflanze Reis bietet, (iii) eine
moderne Mappingmethode sowie (iv) Validierung der Ergebnisse auf einem natirlich
eisentoxischen Feld in den Philippinen in Kooperation mit den Internationalen
Reisforschungszentrum (IRRI). Ein Verstandnis der genetischen Grundlage von
Eisenaufnahme, -transport und -toleranz sind die Grundlage flr nachhaltige Erntesteigerung
auf eisen toxischen Boden und biofortifizierte Nahrungsmittel.

METHODISCHES VORGEHEN

Genomweite Assoziationsstudien (aus dem Englischen: ,,Genome-wide association studies®,
GWAS) sind eine moderne Art der QTL-Analyse, wobei sie genetisch sehr diverse Linien
einbeziehen. Dabei werden genotypische und phanotypische Daten miteinander assoziiert, um
Genombereiche zu erkennen, die signifikant mit der betrachteten Eigenschaft (hier:
Eisentoleranz) in Verbindung stehen. In diesem Genombereich kdnnen daraufhin per
bioinformatischer Analyse Kandidatengene ausgemacht und in weiteren physiologischen
Studien Uberprift werden.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die weltweit erste Assoziationsstudie mit Fokus auf
Eisentoxizitat. Dazu wurden 329 diverse Linien aller flinf Sub-Populationen von Reis aus 79
Landern in einem Nahrlosungsversuch angezogen. Nach vier Wochen wurden die Pflanzen
mit 1000 ppm Eisen (Fe?") fiir funf Tage gestresst. Phanotypisiert wurden hiernach die
sichtbaren ,,1eaf bronzing symptoms* sowie generelle Wachstumsparameter wie Wuchs- und
Waurzelldnge. Alle verwendeten Reislinien wurden bereits genotypisiert (Zhao et al., 2011),
die Daten sind im Internet frei verflgbar (www.ricediversity.org). Die genotypischen Daten
bedeuten 44000 sequenzierte SNPs (single nucleotide polymorphism) pro Linie.
Phénotypische und genotypische Daten wurden assoziiert, unter Verwendung eines mixed
linear models, welches die Verwandtschaftsverhaltnisse einkalkuliert und somit besonders
méchtig ist. loci, die signifikant mit Eisentoleranz assoziierten, wurden per Datenbankanalyse
auf potentielle Kandidatengene, involviert in Eisenaufnahme, -transport, etc., untersucht.

Um die Ergebnisse, die unter kontrollierten Bedingungen gewonnen wurden, auch unter
Feldbedingungen zu Uberprifen, wurde ein Feldversuch in Kooperation mit dem IRRI
unternommen. Dazu wurden 32 Linien ausgewahlt, die im N&hrldsungsversuch besonders
tolerant bzw. empfindlich auf Eisenstress reagierten. Die Pflanzen wurden wéhrend der
Regensaison auf einem natirlich vorkommenden eisentoxischen Standort in Ajuy, Provinz
lloilo, auf den Philippinen kultiviert und Wachstumsparameter sowie ,leaf bronzing
symptoms" durchgangig bestimmt.
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ERGEBNISSE

Der Nahrldsungsversuch zeigte eine grofRe phanotypische und somit zugrunde liegende
genotypische Variabilitdt bei Eisenstress unter den diversen Reislinien. So reagierten die
temperate japonica und aromatische Sub-Populationen signifikant toleranter auf Eisenstress
(p < 0.001) als die Sub-Populationen tropical japonica, indica und aus. Die
Assoziationsanalyse von phéanotypischen und genotypischen Daten ergab 224 Loci auf allen
zwolf Chromosomen des Reisgenoms (ausgenommen Chromosom 12), die hochsignifikant
(p < 0.0001) mit Eisentoleranz in Verbindung gebracht wurden. Die Loci wurden auf Linkage
Disequilibrium untersucht und per Datenbanksuche mdgliche Kandidatengene bestimmt. In
der vorliegenden Masterarbeit wurden exemplarisch vier Loci auf den Chromosomen zwei,
funf, sechs und acht analysiert, da sie aufféllig mit bereits beschriebenen QTLs flr
Eisentoleranz co-lokalisieren. Kandidatengene, die bereits die Grundlage flr weiterfihrende
physiologische Studien an der Universitat Bonn bilden, sind zum Beispiel Gene involviert in
Redox-Reaktionen (Peroxidasen, Thioredoxine, Quinone, etc.), Transporter (ATPasen, Metal
tolerance protein 1) und Genprodukte, die mit Stressen assoziiert werden, welche hédufig in
Verbindung mit Eisentoxizitdt auftreten wie Phosphordefizienz (Phosphate starvation
protein).

Der Feldversuch erlaubte eine weitere Charakterisierung von interessanten Genotypen. Die
vorliegende Arbeit beschreibt mehrere, diverse Reislinien, die unterschiedlichste Phanotypen
unter Eisenstress zeigen. Diese sind sowohl fir die weitere Forschung an
Toleranzmechanismen wie auch fiir die Zlchtung toleranter Sorten interessant, besonders
dahingehend, da sie die Nutzung der beeindruckenden genetischen Diversitat der
Kulturpflanze Reis ermdglichen.
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