Forschungsvorhaben Teilprojekt: 0315958A

Thema: Verbundprojekt OPTIMAL: Auf genetischen Markern und Biomarkern
basierte pradikative Ziichtung von Mais-Kulturvarietaten

Schlussbericht zu Nr. 3.2

I.1. Aufgabenstellung

Ziel des Verbundvorhabens OPTIMAL war die Entwicklung und Optimierung eines
neuartigen Hybridzuchtansatzes, der DNA Polymorphismen als genetische Marker mit
Metabolitprofilen (MPs) und Ganzpflanzenmerkmale als Biomarker kombiniert, um
Hybridleistung vorherzusagen. Insbesondere sollten umfangreiche Daten erhoben werden, auf
deren Basis neue Vorhersagemodelle entwickelt und die Effizienz der neuen Verfahrensweise
im Vergleich zu (a) Standardmethoden der Hybridvorhersage basierend auf ,general
combining ability* (Kombinationsfahigkeit; GCA) und (b) neuen, auf genomischer Selektion
beruhenden Methoden der Hybridvorhersage mit hochdichten SNP Markern verglichen
werden konnen. Die Untersuchungen sollten mit adaptierten Elitezuchtlinien erfolgen, um die
Verfahren moglichst praxis-nah evaluieren zu kénnen und unmittelbar mit der Etablierung
und Anwendung der neuen Zichtungsstrategie beginnen zu kdnnen. Dazu sollten in einer
kollaborativen Anstrengung im OPTIMAL-Verbundvorhaben mehrere Aspekte untersucht
werden: (i) Reproduzierbarkeit und Wert (Informationsgehalt und Stabilitdt) wvon
Metabolitprofilen von unterschiedlichen Pflanzenorganen (Spross, Blatter, Wurzel) aus
unterschiedlichen  Umweltbedingungen (Feld, Gewéchshaus, Phytokammer) sollten
verglichen und bewertet werden. (ii) Informationen Ulber Prasenz/Absenz Variation (PAV)
und Kopienzahlvariation (CNV) in européischen Zuchtlinien sollten mittels vergleichender
genomischer Hybridisierung (comparative genomic hybridization; CGH) gewonnen werden.
(iii) Verfahren zur automatisierten und nicht-invasiven Erhebung phédnomischer Daten sollten
verfeinert werden. (iv) Das Verhaltnis von genetischen Markerdaten (SNPs, PAVs, CNV5s),
Biomarkerdaten (MPs, phdnomische Daten) und agronomisch wichtigen Merkmalen sollten
fur eine ,optimale Prediktorauswahl‘ (,optimal feature (predictor) selection®) erkundet
werden, und die vorhandenen Methoden der Hybridvorhersage mit SNPs auch fur die anderen
Marker angepasst und weiterentwickelt werden. (v) Die Prazision der Hybridvorhersage mit
den unterschiedlichen Markertypen sollte bestimmt werden. (vi) MPs und phanomische Daten
sollten erhoben und analysiert werden, um ein besseres Verstandnis der molekularen
Mechanismen von Heterosis zu erreichen. (vii) Letztendlich sollten verbesserte Methoden der
Hybridvorhersage identifiziert, einschlieBlich neuer statistischer Verfahren, und verbesserte
Selektionsschemata flr Hybridzuchtungsprogramme entworfen werden.

Neben der Koordination des OPTIMAL-Gesamtverbundes bestand die Aufgabenstellung des
Teilprojektes A in der Erhebung entscheidender umfangreicher Datensdtze an den vom
Projektpartner 4 (UH) zur Verfiigung gestellten Inzuchtlinien und Hybriden und die
Bereitstellung dieser Daten fiir Partner 7 (UP) flr die kombinierte Analyse zusammen mit den
von den Projektpartnern 5 (MPI-MP-LW) und 6 (MPI-MP-MS) an den selben Linien
gesammelten Daten. Dazu waren nach der Optimierung der Kultivierungsbedingungen tiefen



Phénotypisierungsdaten fir ca. 200 Inzuchtlinien und ca. 400 Hybriden mit Hilfe der
automatisierten Phanotypisierungsanlage (LemnaTec) des IPK zu erheben, mittels GC-MS-
Analysen Metabolitprofildaten fur die kultivierten Pflanzen (primér fur die Inzuchtlinien)
aufzunehmen und gemeinsam mit dem Unterauftragnehmer (Prof. P. Schnable, lowa State
University, USA) Informationen bzgl. An-/Abwesenheitsvariation (PAV) bzw.
Kopiezahlvariation (CNV) von Sequenzen in den Genome der ca. 200 Inzuchtlinien zu
erheben. Die gesammelten Rohdatensétze waren dabei einer intensiven Vorverarbeitung und
individuellen Priméranalyse zu unterziehen, sodass fur die jeweiligen Analyseverfahren und
fir jeden untersuchen Genotyp jeweils sehr umfangreiche Messwertsdtze zusammengestellt
und fur die integrierte Analyse zur Verfiigung gestellt werden konnten.

1.2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Fur die Durchfuhrung des Vorhabens standen der ausfuhrenden Stelle durch das Leibniz-
Institut fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung die noétigen Labor- und
Pflanzenkulturrdume und —einrichtungen zur Verfugung. Vom Projektpartner 4 (Universitat
Hohenheim) wurde eine Kollektion von 200 Elite Maisinzuchtlinien (100 Dent-Linien, 100
Flint-Linien), sowie 396 dazugehorige faktorielle Testkreuzungen zur Verfiigung gestellt.

1.3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die geplanten Projekttreffen wurden dem Arbeitsfortschritt angepasst. Das erste Meeting
fand im Frihling 2012 statt (April 2012, Potsdam-Golm), um zuvor ausreichend Zeit fur die
Personalrekrutierung zu erlauben. Das zweite Meeting wurde im Frihling 2013 abgehalten
(Mérz 2013, Hohenheim), und ein drittes im Herbst 2013 (November 2013, Einbeck).
Daneben fanden vielfaltige Treffen bzw. Telefonate oder Telefonkonferenzen individueller
Partner statt, besonders auch im Kontakt mit dem Unterauftragnehmer zur Abstimmung der
Verfahrensweise zur ldentifizierung von CNV/PAV, zur Beobachtung des Projektfortschritts
und zur Diskussion der erhaltenen Ergebnisse. Ferner fand im April 2015 ein/e
Treffen/Telefonkonferenz der an der Datenanalyse zentral beteiligten akademischen Partner
(P1, P4, P5, P6, P7) zur Abstimmung der abschliefenden Datenanalyse statt. Nachdem diese
weitestgehend erfolgt ist, ist eine weiteres Treffen aller Partner flr einen abschlieRenden
Informations- und Erfahrungsaustausch vorgesehen. Verédnderungen im Ablaufplan (siehe
unten) machten es notig, eine zuwendungsneutrale Verlangerung zu beantragen und den
Arbeitsplan entsprechend anzupassen. Die Berichtstermine wurden gemél der Bestimmungen
angeglichen.

Der Ablauf des Vorhabens wurde dahingehend geéndert, dass in Teilprojekt A die
Experimente zur Optimierung der Gewdachshausbedingungen auf Grund der spaten
Verflgbarkeit des Saatguts erst nach sechs Monaten Verzdgerung durchgefihrt worden
konnten. Diese Verzogerung wirkte sich auch auf Phanotypisierung und Ernte des
Pflanzenmaterials fir Metabolitanalysen aus. Dies konnte nur teilweise durch verkirzte
Kultivierungszeiten ausgeglichen werden und war einer der wesentlichen Griinde flr die
Notwendigkeit einer Projektlaufzeitverlangerung.



Fortschritte in Next-Generation-Sequencing (NGS) wahrend der Projektlaufzeit flihrten zu
einem zusatzlichen Vorversuch, um verschiedene Methoden zur Identifizierung von
CNV/PAV zu vergleichen: die wurspringlich geplante Array-basierte genomische
Hybridisierung (aCGH) und das neue sequence-capture basierte NGS (SCNGS) -Verfahren.
Dieser Vorversuch wurde im Schnable Labor an der lowa State University, USA,
durchgefuhrt und ergab, dass scNGS ermdglicht, mehr Gene mit hoherer Auflésung zu
analysieren, und dadurch die Detektion von PAV/CNV verbessert werden kann. Zusétzlich,
und ohne weitere Kosten, konnen die Millionen von scNGS reads auch zur Identifizierung
von moglichen SNPs verwendet werden. Daher wurde nach ausfiihrlichen Beratungen
beschlossen, scNGS statt aCGH anzuwenden, und dies vom Schnable Labor als
Subunternehmer durchfiihren zu lassen.
Im Folgenden sind die Arbeiten des Verbundprojektes dargestellt, zu denen im Rahmen des
Teilprojektes A beigetragen wurde:
1. Etablierung optimierter Kulturbedingungen im klimatisierten Gewéchshaus
2. Erhebung manueller phanotypischer Daten (Frisch- und Trockengewicht) und mittels
Bildanalyse aus Hochdurchsatz-Bilddaten extrahierte phanotypische Daten fiir 198
Inzuchtlinien und 396 ihrer Hybride (bereitgestellt durch Partner 4, UH).
3. Metabolitprofile (469 polare Metabolite, davon 134 mit bekannter chemischer
Struktur) von 198 o6ffentlichen Inzuchtlinien.
4. Etablierung von Zeanome Sequence Capture in Kooperation mit ISU.
PAV/CNV Profile von 201 UH-Inzuchtlinien.
6. 252 Millionen SNPs in 198 UH-Inzuchtlinien.

o1

I.4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

Hybridziichtung nutzt das biologische Phidnomen ‘Heterosis’, das die erhdhte
Leistungsfahigkeit von Hybriden gegenuber ihren (Inzucht) Eltern bezeichnet [1]. Heterosis
ist besonders auffallig in Mais und wird seit Uber einem Jahrhundert wissenschaftlich
untersucht [2]. Nutzung von Heterosis in der Hybridzlichtung beinhaltet die Entwicklung von
Inzuchtlinien und die Selektion der besten Kombinationen zwischen ihnen [3]. Die
Anwendung des Doppelt-Haploiden-Verfahrens in Mais erleichterte und beschleunigte die
Produktion neuer Zuchtlinien [4-7], so dass die Anzahl der in jedem Zuchtzyklus produzierten
Linien, und damit die mogliche Anzahl von Kombinationen zur Hybridbildung, erheblich
angestiegen ist [8,9]. Dadurch bedeutet(e) die Beurteilung neuer Inzuchtlinien und die
Vorhersage der Hybridleistung der grollen Anzahl mdglicher Hybride eine wesentliche
Herausforderung fiir die moderne Maisziichtung [10-15]. Zu Beginn des Projektes selektierten
die meisten Zlichter Hybridkombinationen auf Grund der Elternleistungen oder Schatzungen
ihrer Kombinationsfahigkeit (GCA) [16]. Zur besseren VVorhersage der Hybridleistung wurde
das BLUP Verfahren ((BLUP=Best Linear Unbiased Prediction) aus der Tierzlichtung auch
fur die Maiszuchtung vorgeschlagen [17-19]. Alle genannten Methoden erforderten
umfangreiche Feldversuche, und waren daher sehr zeitaufwendig und teuer. Versuche,
Hybridleistung in interpool Hybriden mittels Marker-basierten genetischen Distanzen
vorherzusagen, schlugen fehl [20]. Ein &hnliches Verfahren mit Transkriptions-basierten
Distanzen brachte jedoch vielversprechende Ergebnisse [21]. Weitere Prediktoren beruhten



auf QTL Schéatzwert, die durch multiple lineare Regression ermittelt wurden [22-26]. Diese
Methoden erreichten eine mit dem klassischen GCA Verfahren vergleichbare Prazision, aber
zu sehr viel niedrigeren Kosten. Mit der hoch-dichten Markerabdeckung des Genoms konnte
auch genomische Selektion [27] zur Vorhersage der Hybridleistung herangezogen werden. Zu
Beginn dieses Projektes wurde dieses Verfahren von P4 innerhalb des Synbreed
Kompetenzclusters [28] evaluiert — mit vielversprechenden Erkenntnissen wahrend der
Laufzeit von OPTIMAL [29, 30]

In OPTIMAL sollte ein neues Konzept der Leistungsvorhersage basierend auf
Metabolitprofilen als Biomarkern auf sein Anwendungspotential in der Maiszuchtung
untersucht werden. Signifikante und spezifische Zusammenhange zwischen Biomasse und
Metabolitzusammensetzung von Pflanzen wurden urspringlich in groflen Arabidopsis
thaliana Populationen und entsprechenden Testkreuzungen unter Verwendung multivariater
statistischer Verfahren entdeckt [31-33]. Weitere Analysen zeigten, dass auch Hybridleistung
vorhergesagt werden konnte, und dass die Prézision durch Einbeziehung genetischer
Markerdaten verbessert werden konnte [34,35]. Vorlaufige Ergebnisse des GABI-ENERGY
Verbundprojekts mit einer mdoglichst diversen Maispopulation deuteten zu Beginn von
OPTIMAL einen ahnlichen Zusammenhang auch in der Kulturpflanze Mais an. Allerdings
sollten in OPTIMAL Elite Zuchtlinien aus aktuellen Zuchtprogrammen verwendet werden,
und neben Metabolitprofilen auch genetische Markerdaten in die Modelle inkorporiert
werden. Zusatzlich zu den Analysen in Inzuchtlinien sollten auch Metabolitprofile und
phédnomische Daten in Hybriden erhoben werden, mit dem Ziel, genetische und molekulare
Mechanismen, die zu erhohter Hybridleistung fiihren, analysieren zu kdénnen. Es wurde auch
vermutet, dass durch die Hybriddaten die VVorhersagemodelle verbessert werden kdnnten.
Strukurelle genomische Variation (PAV, CNV) wurde zu Beginn von OPTIMAL, zusammen
mit SNPs, gerade als wichtige Faktoren fur die Ausprdgung agronomischer Merkmale und
Hybridleistung vorgeschlagen. Es war gezeigt worden, dass CNVs und PAVs in Mais sehr
haufig vorkommen [36,37,38], und es wurde vermutet, dass diese strukturelle Variation
zwischen Maisinzuchtlinien entscheidend zu der hohen phéanotypischen Diversitat und
Plastizitat, und auch zu Heterosis beitragt [36,35]. So kdnnten Tandem-Duplikationen fir die
Evolution von Krankheitsresistenzen wichtig sein. CNV konnte die Evolution neuer
Expressionsmuster erleichtern, und die grofle Zahl von PAV Kombinationen in Hybriden
konnte zu viele neuartigen Genzusammensetzungen in Hybriden flhren. Daher sollten
mehrere hundert Mais Zuchtlinien im Rahmen von OPTIMAL auf ihre strukturelle
Genomvariation hin analysiert werden.
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I.5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Das Projektvorhaben wurde in enger Zusammenarbeit mit den anderen beteiligten Partnern im
Verbundprojekt OPTIMAL durchgefiihrt. In regelmaBigen Intervallen fanden Projekttreffen
statt, mindestens einmal pro Jahr am Standort eines Partners sowie am Rande der Plant2020
Statusseminare. Bei diesen Treffen wurde der Projektfortschritt besprochen, weiterfiihrende
Arbeiten geplant und Interaktionen mit anderen Partnern innerhalb und auf3erhalb des GABI-
Programms diskutiert. Auf diese Weise konnten alle erforderlichen Informationen zwischen
den Partnern ausgetauscht werden. Der bei P1 beschéftigte Postdoc absolvierte wahrend der
Projektlaufzeit einen Forschungsaufenthalt zur scNGS-Durchfiihrung und -Datenanalyse an
der lowa State University .

I1.1. Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen

Von P4 selektierte und zur Verfugung gestellte Maisinzuchtlinien (25 Linien insgesamt)
wurden  in  drei  Vorversuchsserien  zur  Optimierung  der  kontrollierten
Gewadchshausbedingungen angezogen und vermessen. Dabei wurden ausgehend von den
Standardanzuchtverfahren unterschiedliche Temperatur- und Beleuchtungsregime getestet
und die Bedingungen gemall der Beobachtungen folgendermalRen angepasst: 15/10°C
Tag/Nachttemperatur wahrend der ersten drei Wochen, dann 20/13°C Tag/Nachttemperatur
wéhrend einer Woche und schlielRlich 25/18°C Tag/Nachttemperatur wahrend zwei weiterer
Wochen. In einer Versuchsreihe wurde zudem in einem Block mit Hilfe von Ventilatoren
Wind simuliert, um die Auswirkungen der mechanischen Stimulation auf das
Pflanzenwachstum zu testen. Das Frischgewicht der Pflanzen aus den angepassten
Gewadchshausbedingungen korrelierte signifikant (r = 0.836; p > 0.01) mit dem Frischgewicht
von Pflanzen aus Feldversuchen (Tab. 1), und zwar deutlich hoher als das Frischgewicht von
Pflanzen, die unter Standardbedingungen angezogen wurden (r = 0.641; p < 0.01).



Windsimulation erhéhte die Korrelation zwischen angepassten Bedingungen und
Feldversuchen noch leicht (r = 0.900; p < 0.01).

Die verbesserten Kultivierungsbedingungen wurden flr die Phanotypisierungsexperimente
noch etwas verandert, um vergleichbare Bedingungen fur die Bestimmung der frihen
Biomasse und Probennahme fur Metabolitprofile (3-Blatt Stadium) zwischen Feld und
Gewachshaus zu erreichen: 15/10°C Tag/Nacht Temperatur wahrend vier Wochen, dann
20/13°C Tag/Nacht Temperatur wahrend einer Woche und schlieBlich 25/18°C Tag/Nacht
Temperatur fur weitere zwei Wochen. Probennahmen fir MP fanden 27-29 Tage nach
Aussaat statt, also unmittelbar vor dem ersten Wechsel im Temperaturregime.

Ein Set von 198 Inzuchtlinien des Partners P4 wurde in zwei aufeinanderfolgenden Jahren
unter den optimierten Kultivierungsbedingungen in der automatisierten IPK-
Phanotypisierungsanlage fur grof3e Pflanzen (LemnaTec) angezogen (Abb. 1). Dabei wurden
die Pflanzen taglich von oben und vier Seiten im sichtbaren Lichtbereich, Fluoreszenz und
NIR aufgenommen. Die Halfte der Pflanzen wurde nach 27-29 Tagen fir MP beprobt und
anschlieRend fur (frihe) Frisch- und Trockengewichtsbestimmung geerntet, die andere Halfte
wurde am Ende des Experiments flr (mittlere) Frisch- und Trockengewichtsbestimmung
geerntet. VVon dieses Linien hatte P4 auch Proben fir MP von Feldversuchen genommen.
Zusatzlich wurden auch 396 Hybride aus faktoriellen Testkreuzungen der Inzuchtlinien (von
P4) unter den gleichen Bedingungen in zwei Jahren angezogen, beprobt, fotografiert und
vermessen. Die Datenauswertung erfolgte mittels des im IPK entwickelten
Bildanalyseprogramms 1AP, das im Rahmen des OPTIMAL Projektes um einige Mais-
spezifische Algorithmen erweitert wurde, z. B. die Erfassung des Blattrollens und die Analyse
von Farbe und Fluoreszenz- und NIR-Intensitét in unterschiedlichen Regionen der Pflanze.
Die 198 Inzuchtlinien zeigten eine hohe Variation in Biomasseproduktion innerhalb der
Population (Abb. 2a), mit einer hohen Korrelation (r = 0.899, p < 0,001) zwischen
gewogenem Frischgewicht und nach Bildanalyse geschatztem Frischgewicht (Abb. 2b). Mit
ca. 100 hoch reproduzierbaren digitalen Bildanalyse-Merkmalen konnte zwischen Flint- und
Dent-Linien unterschieden werden, mit nur wenigen Uberschneidungen (Abb. 3). ,Deep
Phenotyping® bietet also die Moglichkeit, unser Verstdndnis der phanotypischen Variation zu
steigern, da Phanotypen sehr viel detaillierter erfasst werden kodnnen, und dadurch eine
prazisere Kopplung zwischen genomischen und phénotypischen Datensétzen erreicht werden
kann. Die phénotypischen Daten der Inzuchtlinien und der Hybriden wurden P7 fir die
Entwicklung und Testung der VVorhersage-Modelle zur Verfligung gestellt.

Das tiefgefrorene Blattmaterial aller Inzuchtlinien wurde in einem automatisierten
Cryogrinder gemahlen und aliquotiert. Metabolitextrakte wurden manuell erzeugt und mittels
GC-MS mit vorgeschalteter in-line Derivatisierung mit Autosampler vermessen. Von jeder
Linie wurden vier Replikate analysiert. Insgesamt wurden 469 polare Metabolite quantifiziert,
davon 134 Metabolite mit bekannter chemischer Struktur. Die Datensétze bestéatigen die gute
Reproduzierbarkeit zwischen Experimenten und Replikaten. Die Variation zwischen Linien
mit extremen Werten fiir Metabolitgehalt bewegte sich innerhalb von 1-2 GrélRenordnungen
(Abb. 4). Die Metabolitdaten wurden gemall des Experimentaufbaus normalisiert und P7
(UP) fir die Entwicklung und Testung der VVorhersage- Modelle tibermittelt.

Wahrend der Laufzeit des Projektes wurde scNGS als alternative Methode zur Entdeckung
von CNV und vor allem PAV entwickelt. Eigene Vorversuche in Kollaboration mit Pat



Schnables Labor an der lowa State University (ISU) ergaben, dass aCGH zwar robust CNV in
gut charakterisierten Genomen erkannte, aber Deletionen im Referenzgenom
(erwartungsgemal?) nicht detektieren konnte, und auch offensichtliche Schwéchen bei der
Erkennung von CNV in schlecht charakterisierten/assemblierten Regionen des
Referenzgenoms zeigte. scNGS umgeht diese Schwierigkeiten und lieferte in den
Vorversuchen prazisere und umfangreicherer Identifizierungen von CNV und PAV. Daher
wurde in Abstimmung mit allen beteiligten Partnern beschlossen dieses neue Verfahren
anzuwenden und es wurden insgesamt vom OPTIMAL-Konsortium DNA-Proben von 396
Inzuchtlinien (IPK=201, LMG=95, KWS=100) isoliert und gemeinsam mit dem
Unterauftragnehmer (ISU) scNGS-Analysen durchgefiihrt. Diese Linien waren auch mit dem
SNP50 Array genotypisiert worden. Der bei P1 beschéftigte Postdoc absolvierte einen
Forschungsaufenthalt an der ISU und begleitete die dortigen Arbeiten vor Ort. Fur die
Anreicherung exonischer DNA wurde ein ,,Zeanome Capture* entwickelt, das 108 Mb Exon-
Sequenzen abdeckte (probe design space), davon 60 Mb B73 Exom und 48 Mb andere Mais
Exom-Sequenzen (z.B. US NAM Elternlinien und Teosinte) (Abb. 5). Jede Linie wurde zwei
Capture-Verfahren unterzogen und zwei unabhédngigen Sequenzier-Reaktionen unterzogen
(Mumina HiSeq 2000; 2 x 100 bp paired-end). Im Durchschnitt wurden 2 x 35 Millionen
Reads pro Inzuchtlinie erhalten. Nach dem Durchlaufen eines komplexen
Sequenzanalyseverfahrens wurden mit diesen Datensatzen insgesamt 30.228 Konsensus-PAV
Segmente einer Lange von mindestens 300 bp und 252,4 Millionen SNPs detektiert, pro
Inzuchtlinie im Durchschnitt 1,25 Mio. SNPs (Abb. 5).

Wie samtliche erhobenen phanotypischen und metabolischen Daten wurden auch die
genomischen Daten wurden nach entsprechender VVoranalyse an Partner 7 (UP) weitergegeben
und dort far das Optimieren, Trainieren und Evaluieren von
Hybridleistungsvorhersagemodellen  herangezogen. Die Daten stehen ferner fir
weiterflhrende Analysen, insbesondere fir Korrelations- und Assoziationsstudien zur
Verfugung, mit denen Bezilige zwischen den verschiedenen Ebenen der Merkmalsauspragung
(Metabolite — Ganzpflanzenmerkmale) und zwischen Erbgut und Merkmalsauspragung
(mittels GWAS) detektiert werden kénnen.

Tabelle 1: Frischgewichtskorrelationen von 25 Maisinzuchtlinien unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen

1 2 3 4 5 6
Frihe Biomasse GWH (1)
Mittlere Biomasse GWH (2) 0,658**
Frihe Biomasse GWH_WS (3) 0,802** | 0,766**
Mittlere Biomasse GWH_WS (4) 0,557** | 0,848** | 0,752**
Frihe Biomasse_Feld (5) 0,836** | 0,748** | 0,900** | 0,669**
Finale Biomasse_Feld (6) 0,696** | 0,668** | 0,613** | 0,538** | 0,769**
Friihe Biomasse GWH_Normal (7) 0,513* | 0,733** | 0,684** | 0,648** | 0,641** | 0,458*

**p < 0,01, * P <0,05 (Signifikanzniveau)

"GWH’: in OPTIMAL angepasste Bedingungen im Gewachshaus, "WS™: Windsimulation mit
Ventilatoren, "Feld": Frischgewicht unter Feldbedingungen (Daten von P4, UHOH), "GWH-
Normal”: Standard Gewéchshausbedingungen (25/20°C Tag/Nacht Temperatur wahrend der
gesamten Wachstumsphase).
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Abbildung 1: Phanotypisierung der 198 Maisinzuchtlinien in 2 Blocken mit je 4 Replikaten in
automatisierten Phénotypisierungsanlage fur grofle Pflanzen. Die Tdpfe werden Uber ein
Forderbandsystem automatisch zu den drei Aufnahmestationen (Reflexion von sichtbaren und
nahe-Infraroten Licht, Fluoreszenz), der Waage und der Bewasserungsstation gefahren.
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Abbildung 2: (a) Verteilung des Frischgewichts der 198 Maisinzuchtlinien und (b) Pearson
Korrelationen zwischen gemessenem und nach Bildanalyse geschétztem Frischgewicht (p <
0,001).
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Abbildung 3: Phyloph&dnomischer Baum konstruiert unter Verwendung von 100 hoch
reproduzierbaren (r > 0,7; p < 0,001) digitalen Bildanalyse-Merkmale der drei

Aufnahmetypen (VIS, NIR, Fluoreszenz).
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Abbildung 4. Variation des Glycingehalts in 198 Maisinzuchtlinien, stellvertretend fur die 469
im Blatt gemessenen Metabolite (n = 4)
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Abbildung 5: Ergebnisse von Zeanome Sequence Capture und Illumina Sequenzierung der
genomischen DNA von 201 Maisinzuchtlinien. Links und Mitte: PAV; Rechts: SNP
Detektierung. Die Analyse wurde zeitgleich auch mit 100 KWS und 95 LGE Linien

durchgefunhrt.

11.2. Die wichtigsten Positionen des zahlenmal3igen Nachweises
- Mittels drei Versuchsserien an 25 Inzuchtlinien wurden Optimierungen der
kontrollierten Wachstumsbedingungen vorgenommen, die zu einer sehr substanziellen
Steigerung der Ubereinstimmung mit entsprechenden Felddaten filhrte (von r = 0,641
auf r = 0,900 fir friihe Biomasse)



- 198 Maisinzuchtlinien und 396 Maishybride wurden jeweils in zwei unabhéngigen
Experimenten unter den optimierten Kultivierungsbedingungen im automatisierten
Phanotypisierungssystem angezogen und einer detaillierten Phé&notypisierung
unterzogen (fiir die Inzuchtlinien insgesamt 4 Wiederholungen a 4 Individuen; fir die
Hybriden insgesamt 2 Wiederholungen a 4 Individuen), bei denen jeweils Messwerte
fiir ca. 100 hoch reproduzierbare aus Bilddaten extrahierte Merkmale erhoben wurden;
ferner wurden jeweils die frih (nach 4 Wochen) und bis zur mittleren
Entwicklungsphase (nach 7 Wochen) akkumulierte Pflanzenbiomasse (Frisch- und
Trockengewichte) bestimmt

- Von den 198 genotypisierten und phanotypisierten Inzuchtlinien wurden von je 4
Individuen Blattproben genommen und GC-MS basierte Metabolitprofile erstellt (469
polare Substanzen davon 134 mit bekannten chemischer Struktur); analog wurden von
den 396 phanotypisierten Hybriden von je 2 Individuen Blattproben genommen und
fiir zuknftige Analysen gelagert.

- Von den 198 genotypisierten und phéanotypisierten Inzuchtlinien (UH-Kollektion)
wurden scNGS basierte PAV- und CNV Profile erstellt (2 Replikate); im Durchschnitt
wurden 2 x 35 Millionen Reads pro Inzuchtlinie erhalten, mit denen insgesamt 30.228
Konsensus-PAV Segmente einer Lange von mindestens 300 bp abgeleitet wurden und
252,4 Millionen SNPs detektiert wurden (pro Inzuchtlinie im Durchschnitt 1,25 Mio.
SNPs).

11.3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die in diesem Projekt ausgefiihrten Arbeiten entsprechen in vollem Umfang den
Zielstellungen des Projektes und der der Zuwendung zugrunde liegenden Aufgabenstellung.
Es wurden alle experimentellen Arbeiten in der vorgesehenen und fiir das Erreichen der
Projektziele erforderlichen Art und Weise ausgefiihrt und die erhobenen Priméardaten (vor-
)verarbeitet und den Projektpartnern fiir die geplante integrierte Analyse bereitgestellt. Auf
diese Weise wurden grundlegend neuartige und in ihrer Tiefe massiv Uber bisher verfugbare
Datensatze hinausgehende Informationen an Mais-Zuchtmaterial des Offentlichen
Zuchtprogramms der Universitait Hohenheim gewonnen. Diese Daten umfassen sowohl
einzigartige phanotypische Daten, sehr umfangreiche Metabolitprofildaten und neuartige
Genotypdaten (PAV-Informationen in Kombination mit wesentlich vertieften SNP-Daten).
Diese Datenbasis stellte eine entscheidende und notwendige Grundlage fiir die durch Partner
7 (UP) erfolgreich  ausgefiihrte  Weiterentwicklung und  Verbesserung von
Vorhersagemodellen fur die Hybridleistung dar. Somit konnten auf Basis dieser Daten und in
Zusammenarbeit mit den anderen Projektpartnern entscheidende neue Informationen
gewonnen werden und neue Verfahrensweisen entwickelt werden, die den
Wirtschaftspartnern zur Kenntnis gebracht wurden. Diese kdnnen somit unmittelbar in das
Repertoire der praktischen Hybridzuchtverfahren aufgenommen und angewendet werden.
Uber diesen fiir die Mais-Hybridziichtung unmittelbar relevanten Erkenntnisgewinn hinaus
wurde mit den erhobenen Daten eine sehr wertvolle Basis fiir weitergehende Untersuchungen
der Zusammenhange zwischen Erbgutvariation und der Ausprdgung phénotypischer
Ganzpflanzenmerkmale und biochemischer Merkmale (Metabolitgehalte) geschaffen. Die in



diesem Projekt geleisteten Arbeiten und die damit gewonnenen Daten und Erkenntnisse
ermoglichen eine Steigerung und Stabilisierung der Ertragsbildung der Kulturpflanze Mais,
indem eine effizientere zichterische Nutzung der natiirlichen genetischen Diversitat zur
Erzeugung von Hochleistungshybriden erreicht werden kann. Die erreichten
Projektergebnisse entsprechen damit in vollem Umfang den Zielen des Férderprogramms.

I1.4.  Voraussichtlicher Nutzen (Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplanes)

In diesem Vorhaben wurde entscheidend dazu beigetragen sehr wertvolle Erkenntnisse Gber
die Mdglichkeiten der Vorhersage der Leistung von Mais-Hybriden, insbesondere deren
Ertragsbildung, auf der Basis von Daten der Elternlinien gewonnen. Die Kenntnisse betreffen
den Wert und die Aussagekraft unterschiedlicher Datentypen (genetische Marker: SNPs,
PAVs; Bio(chemische) Marker: Metabolitprofile; und phanotypische Marker/Auspragungen).
Diese Kenntnisse und darauf aufbauende neue Zichtungsverfahren kénnen unmittelbar in
praktische Zichtungsprogramme aufgenommen werden, da sie an aktuellem Zuchtmaterial
(des Partners 4, UH) gewonnen wurden, den als Projektpartner beteiligten
Pflanzenzlchtungsunternehmen unmittelbar zur Kenntnis gebracht wurden und diese
Wirtschaftspartner im Rahmen des Projektes in die Lage versetzt wurden, vergleichende
Untersuchungen an ihrem eigenen proprietaren Zuchtmaterial durchzufiihren. Sie helfen die
Auswahl und Gestaltung der wirksamsten und kosteneffizientesten Strategien zu treffen und
unterstitzen die Planung und Umsetzung entsprechender Zuchtprogramme und
experimenteller Designs mit denen aufwéndige phanotypische Selektionen ggf. reduziert
werden konnen. Damit ist eine unmittelbare Prifung der Wirtschaftlichkeit (im Sinne einer
Zeit- und/oder Kostenersparnis) einer Anwendung der neuartigen Verfahrensweisen
ermdglicht und es kann ein moglicher Weiterentwicklungsbedarf abgeschétzt werden.

Neben der mdoglichen unmittelbaren wirtschaftlichen Nutzung der in diesem Projekt
gewonnenen Ergebnisse stellen die sehr umfangreichen gesammelten Daten eine hdchst
wertvolle Basis fur den weiterfiihrenden wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn dar: Mit Hilfe
der genetischen Markerdaten (inklusive der neuartigen und weitreichenden PAV-
Informationen) und den erhobenen biochemischen und phénotypischen Daten lassen sich
vielfaltige ursachliche Beziehungen zwischen Erbgutvariation und der Merkmalsauspragung
herleiten, die zu einer weitergehenden Funktionszuweisung von Genen und der Bedeutung
bestimmter Elemente im Maisgenom flihren kénnen. Die erstellte Datenbasis eréffnet damit
weitreichende Maoglichkeiten der wissenschaftlichen Verwertung und der Nutzung fir
weiterfihrende Untersuchungen.

1.5, Wahrend der Durchfihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordener
Fortschritt auf dem Gebiet des VVorhabens bei anderen Stellen

Wahrend der Projektlaufzeit wurde nicht bekannt, dass an anderer Stelle ein in der
Komplexitat und Multidimensionalitit (von der Detektion von PAV/CNV auf Genomebene,
uber Metabolit- und Phénotypvariation im klimatisierten Gewéchshaus und im Feld) und der
gegebenen Vielfalt der moglichen und gepriften Vorhersagemodelle vergleichbares Projekt



durchgefuhrt worden wére. Fur bestimmte Teilbereiche wurden jedoch konzeptionell und
inhaltlich vergleichbare bzw. &hnliche Untersuchungen fur verschiedene Pflanzenarten
ausgefuhrt und publiziert. So wurde eine Hybridleistungsvorhersage bei Mais auf Basis von
MRNA-Profilen der 21 Elternlinien von 98 Hybriden mit ahnlicher Prazision erreicht, wie mit
genetischen (AFLP-) Markern (Zenke-Philippi et al. (2016) BMC Genomics 17:262); es
wurden signifikante Hybridleistungsvorhersagen auf der Basis von Metabolitprofilen von
Weizenlinien (135 Elternlinien von 1604 Weizenhybriden) erzielt, die allerdings niedrigere
Préazision aufwiesen, als die auf Basis von genetischen Markerdaten (90k SNPs), und trotz
ihrer Unabhéngigkeit nicht zu einer Verbesserung der Genotyp-basierten VVorhersage flhrten
(Zhao et al. (2015) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 112:16624-15629); und es wurde fir eine
Kollektion von 306 Reishybriden eine Vorhersagegenauigkeit der Hybridleistung auf Basis
von Metabolitprofildaten der 18 elterlichen Inzuchtlinien erzielt (Dan et al. (2016) Sci.
Reports 6:21732 doi: 10.1038/srep21732). Im Jahr 2015 wurde eine in den USA
vorgenommene Patentanmeldung (Anmeldenummer: UK 12/344,887,
Veroffentlichungsnummer: US8996318 B2) erteilt und eine weitere Patentanmeldung
(Anmeldenummer: US 14/664,590, Veroffentlichungsnummer: US20150197821 Al)
veroffentlicht, die sich auf ein Hybridleistungsvorhersageverfahren bei Pflanzen unter
Anwendung  vergleichender  genomischer  Hybridisierung  zur  Detektion  von
Kopiezahlvariation bezieht.

11.6. Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen des Ergebnisses
Ein Teil der erzielten Ergebnisse wurde bereits in internationalen wissenschaftlichen
Fachzeitschriften publiziert:

Castellini, A., C. Edlich-Muth, M. Muraya, C. Klukas, T. Altmann & J. Selbig (2015)
Towards a graph-theoretic approach to hybrid performance prediction from large-scale
phenotypic data. In M. Lones, A. Tyrrell, S. Smith, G. Fogel (eds) Information Processing in
Cells and Tissues: 10th International Conference, IPCAT 2015, San Diego, CA, USA,
September 14-16, 2015, Proceedings (Vol. 9303, pp. 173-184). Springer.

Junker, A., M.M. Muraya, K. Weigelt-Fischer, F.A. Arana-Ceballos, C. Klukas, A.E.
Melchinger, R.C. Meyer, D. Riewe & T. Altmann (2015) Optimizing experimental procedures
for quantitative evaluation of crop plant performance in high throughput phenotyping
systems. Front. Plant Sci. 5: 770.

Edlich-Muth, C., Castellini, A., Westhues. M., Muraya, M., Riewe, D., Schlereth, A., Schrag,
T., Cuadros Inostroza, A., Melchunger, A., Willmitzer, L., Stitt., M., Altmann., T., Salbig., J.,
and Nikoloski, Z. (2016) Metabolic profiles and genetic support lead to highly predictive and
generalizable models of hybrid performance in maize. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
eingereicht.

Weitere Veroffentlichungen zu den fir die Mais-Inzuchtlinien erhaltenen PAV/CNV-
Ergebnissen, zu Genom-weiten Marker-Merkmal-Assoziationen fiir biochemische Merkmale
(Metabolit-Profile) und Ganzpflanzenmerkmale (Phanotyp-Profile), sowie zu genetischen
Faktoren, die die dynamischen Reaktionen der Pflanzen auf wechselnde Umweltbedingungen
bestimmen sind in VVorbereitung.
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