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Abstract

Plants show huge differences in their genome sizes: Floating bladderwort
(Utricularia gibba) (82 Mb) represents one of the smallest plant genomes
whereas barley (Hordeum vulgare L. subsp. vulgare) with 5.1 Gb and bread
wheat (Triticum aestivum L.) with even 17 Gb have dramatically larger ge-
nomes. The functional gene space is comparable between plants and ranges
between approximately 20,000 to 40,000 genes for a diploid genome. For
hexaploid bread wheat approximately 100,000 genes are estimated. The dif-
ferences in genome size are mainly caused by repetitive elements and genome
duplications. The large fraction of repetitive DNA of large plant genomes
was so far a major roadblock to assemble larger plant genomes from next-
generation sequencing (NGS) data. Therefore, new and alternative methods
are necessary to anchor genes and to develop a genome template for these
highly complex genomes, for which current and assembly technologies
fail to assemble entire chromosomes. Genome assemblies of such large com-
plex genomes still require an anchored physical map as intermediate step
towards a completely sequenced and assembled genome. In this thesis, I
describe several methods that supported the establishment of an anchored
and sequence/gene-enriched physical map for barley. The approach can be
easily applied to other highly complex genomes with sparse sequences and
abundant marker maps, shotgun sequencing data and a physical map. To
make use of the full potential of a physical map, high density marker maps
were used along with an exhaustive exploitation of synteny against fully se-
quenced and annotated reference genomes. During this study, different data
resources became available and were integrated to form the “gene-ome”
of barley. The gene-ome of barley is defined by densely anchored physical
contigs with a genetic and physical position for the majority of genes. It
uses high density marker maps and the [GBS| (Genotyping-by-Sequencing)
technology. Synteny to closely related and much smaller reference genomes

allowed an anchoring of additional sequence data. Overall, a high fraction



of genes was anchored to a genetic position and to the physical map. This
was possible due to the sequencing of gene-rich clones and sequence infor-
mation from both clone ends and contigs. Synteny to fully sequenced
reference genomes with complete transcriptome data and fully assembled
chromosomes underpinned the high accuracy of anchored genes and further
allowed gaining new insights into the correlation between genetic recombi-
nation and localization, gene evolution and interpretation of chromosomal
segments potentially introgressed during breeding processes between diffe-
rent barley cultivars. To make use of the potential of an anchored physical
map, the barley framework was also used to detect genes involved in disease
resistance of various susceptible wheat accessions acting against Fusarium
graminearum as well as a structural model for Triticium aestivum where
similar approaches for anchoring sequence resources have been applied.



Zusammenfassung

Pflanzen wvariieren in ihren Genomgréflen: Das Genom des Zwerg-
Wasserschlauchs ( Utricularia gibba) zahlt mit 82 Mb zu einem der kleins-
ten Pflanzengenome, wihrend Gerste (Hordeum vulgare L. subsp. vulga-
re) mit 5.1 Gb und Weizen (Triticum aestivum L.) mit 17 Gb deutlich
groffere Genome aufweisen. Genomduplikationen und repetitive Elemente,
die bis zu 90% des Genoms einnehmen sind die Hauptgriinde fiir derartige
Groflenunterschiede. Innerhalb der Pflanzen ist die Genanzahl mit ungefahr
20,000-40,000 Genen fiir diploide Genome vergleichbar, fiir den hexaploi-
den Weizen werden 100,000 Gene angenommen. Aufgrund der vielen repe-
titiven Elemente kénnen Sequenzen aus der Hochdurchsatz-Sequenzierung
(NGS) mit derzeitigen Leseldngen und Assemblierungsmethoden nicht zu
vollstdndigen Chromosomen zusammengesetzt werden. Die daraus resultie-
renden fragmentarischen Teilassemblierungen erfordern Methoden, um ein
Genomgeriist zu schaffen und die Anordnungen von Genen zu bestimmen.
Dies erfordert die Zuhilfenahme einer verankerten physikalischen Karte als
Zwischenschritt hin zu einem vollstdndig sequenzierten und assemblierten
Genom. In dieser Arbeit beschreibe ich die Entwicklung von Methoden und
Anwendungen, die es erlaubten, die physikalische Karte in Gerste trotz der
zugrundeliegenden kurzen Sequenzen zu 80% zu verankern. Hier zeige ich
dieses Vorgehen am Beispiel von Gerste und Weizen, es kann aber auch fiir
andere, dhnlich komplexe Genome angewandt werden, sofern Markerkarten,
Hochdurchsatz-Sequenzdaten (NGS|) und eine physikalische Karte vorliegen.
Um das Potential der physikalischen Karte voll auszuschopfen, sind hoch-
auflosende genetische Marker notwendig. Damit werden einige hundert Ki-
lobasen (kb) grofle genomische Sequenzen (“fingerprinted contigs”) anein-
andergereiht. Schlieflich ist die Zuhilfenahme von Syntenie zu vollsténdig
assemblierten Genomen zur Verankerung von genomischen Bereichen ohne
genetischer Marker erforderlich. Im Zuge dieser Arbeit wurden mehrere hete-

rogene Datensétze als Gerste “gene-ome” zusammengefasst und schrittweise
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um neue Datensétze ergénzt. Das gene-ome beschreibt die Anordnung eines
Grofiteils der Gene. Die Verankerung wurde mit Hilfe von Syntenie zu nahe
verwandten Genomen validiert. Das Gerste gene-ome wurde auch genutzt,
um fiir Weizen aus Transkriptomdaten proteinkodierende Gene zu filtern
und somit die Resistenz gegen Fusarium graminearum zu untersuchen. Das
gene-ome diente auch als Vorlage fiir die Erstellung von physikalischen Kar-

ten einzelner Weizenchromosomen.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Bedeutung von Gerste und Weizen

Gerste (Hordeum vulgare L.) und Weizen (Triticum aestivum L.) gehoren
zur Familie der SiiBgréser und zéhlen zusammen mit Reis (Oryza sativa)
und Mais (Zea mays) zu den wirtschaftlich bedeutendsten Getreidearten.
Wildgerste (Hordeum spontaneum) hat ihren Ursprung im Vorderen Ori-
ent und wurde als eine der ersten Pflanzen vor rund 10,000 Jahren von
Menschen kultiviert (Badr et al.| [2000]). Kulturgerste (Hordeum vulgare L.)
wird in Sommer- und Wintergerste unterteilt: Wiahrend Wintergerste unter
anderem als Futtermaterial eingesetzt wird, dient Sommergerste als Brau-
gerste. Im Jahr 2013 wurden weltweit 144.8 Tonnen Gerste geerntet. Zu den
grofiten Gersteproduzenten zéhlt Russland (15.4 t), gefolgt von Deutschland
(10.3 t) und Frankreich (10.3 t) (FAOSTAT]|[2013]). Weizen z&hlt ebenfalls
zu den Siifgrédsern und wird in unterschiedlichen Sorten angebaut: Weich-
weizen (Triticum aestivum L.) und Hartweizen (Triticum durum) werden
beispielsweise fiir Brot bzw. Pasta benétigt, andere Weizenarten werden als
Futtermittel fiir Vieh verwendet. Weltweit werden 714 Tonnen Weizen ange-
baut. Die Volksrepublik China (122 t) ist grofiter Weizenproduzent, gefolgt
von Indien (94 t) und den Vereinigten Staaten (58 t) (FAOSTAT] [2013]).
Weizen und Gerste werden in freier Natur von Schidlingen wie Pilzen, Bak-
terien, Insekten, Viren oder Fadenwiirmern befallen, die zu deutlichen Ernte-
ausfillen fithren kénnen. Bestimmte Sorten der beiden Getreidearten weisen
starke Resistenzen auf oder zeigen eine besondere Anfilligkeit. Neben diesen
Schédlingen sind abiotische Faktoren wie Diirre, Hitze und eine unterschied-
liche Salzkonzentration im N&hrboden von besonderer Bedeutung (Hossain

et al.[[2012]). Auf dem Weg zu einer Erschliefung der Resistenzmechanismen

3
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und fiir die Suche nach besonders resistenten oder toleranten Pflanzensorten
ist die Bestimmung von ldngeren genomischen Sequenzen, idealerweise der

Chromosomen, eine Notwendigkeit.

1.2 Pflanzengenome

Das Genom der Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) ist das erste und
anndhernd vollsténdig erschlossene Pflanzengenom (AGI| [2000]). Die klei-
ne Genomgrofie (125 Mb), die anspruchslose Aufzucht und Haltung mit
geringem Platzbedarf und kurzer Generationszeit, die Vielzahl genetischer
Ressourcen und der diploide Chromosomensatz im Gegensatz zu den po-
lyploiden Genomen vieler anderer Pflanzen stellten wichtige Griinde fiir
ihre Sequenzierung dar. 2002 folgte mit Reis (Oryza sativa) (Goft et al.
[2002], [Yu et al. [2002]) das erste Grasergenom. Mit Aufkommen neuer
Sequenziertechniken und einer deutlichen Senkung der Sequenzierungskos-
ten (Liu et al.| [2012]) folgten in immer schnellerer Abfolge weitere Geno-
me. Im Jahr 2014 wurden 85 Pflanzengenome mit deutlichen Unterschie-
den in den Genomgrofien beschrieben (CoGePedia [2014]): Das Genom des
Zwerg-Wasserschlauchs (Utricularia gibba) (Ibarra-Laclette et al. [2013])
zdahlt mit nur 82 Mb zu einem der kleinsten Genome, Gerste (Hordeum
vulgare, 5.1 Gb) (IBSC| [2012]) und Weizen (Triticum aestivum, 17 Gb)
(Brenchley et al.| [2012]) weisen hingegen deutlich grofiere Genome auf und
stellen zurzeit die grofiten sequenzierten Pflanzengenome dar (Abbildung
. Die Sequenzierung von Pflanzengenomen wird seit 2005/2006 maf-
geblich von der Hochdurchsatz-Sequenzierung (NGS) bestimmt (Review in
Egan et al.|[2012]) und erlaubt inzwischen die routineméfige Bestimmung
kleinerer Genome oder Re-Sequenzierungen. In Pflanzengenomen wird die
[NGS}Sequenzierung in Verbindung mit der physikalischen Karte fiir die Be-
stimmung des Genoms oder in Kombination mit Sequenzierung nach Sanger
(Diguistini et al. [2009]) genutzt. Fiir groBere Nutzpflanzen wie Gerste und
Weizen fithrt die [llumina-Sequenzierung nicht zu vollstindigen Genomen,
sondern generiert viele kleinere Konsensussequenzen (Jia et al.| [2013], [Ling
et al| [2013]). Sequenziertechnologien der dritten Generation (u.a. Pacific
Biosciences (PacBio)) erzeugen lidngere Einzelsequenzen. In (Quail et al.
[2012] wurden verschiedene NGS-Sequenziertechnologien wie Illumina Mi-
Seq, Ton Torrent PGM, PacBio RS, Illumina GAIIx und Illumina HiSeq
2000 gegeniibergestellt: Die grofiten Anschaffungskosten liegen mit rund
$700k fiir den Illumina HiSeq 2000 sowie PacBio RS vor, am giinstigsten
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Abbildung 1.1: Genomgréfien in ausgewihlten Pflanzen.

Beachtliche Genomgroflenunterschiede zwischen Utricularia gibba (Ibarra-Laclette
et al.| [2013]), Arabidopsis thaliana [2000]), Brachypodium distachyon (The;
International Brachypodium Initiative| [2010]), Oryza sativa (Goff et al.| [2002], Yu
et al|[2002]), Solanum lycopersicum (Sato et al.|[2012]), Zea mays (Schnable et al.
2009]), Hordeum vulgare ) und Triticum aestivum (IWGSC| [2014]).

ist der Ton Torrent PGM ($80k). Die Sequenzlinglingen reichen von 700
bp fir GAIIx/HiSeq 2000 bis zu 10 kb fiir die PacBio-Sequenzierung. Fiir
PacBio-basierte Daten ist die Fehlerrate mit 12.9% deutlich hoher als in den
anderen Sequenziertechnologien (0.3-1.2% (HiSeq 2000 bzw. Ion Torrent)).
Die groBiten Sequenzmengen pro Durchlauf werden von HiSeq 2000 (600
Gb) erreicht, gefolgt vom GAIIx (30 Gb). Mit PacBio und mit Ion Torrent
konnen in einem Durchlauf maximal 1 Gb bzw. 100 Mb erzeugt werden.
Die Léngen einiger repetitiven Elementen von mehreren kb verhindern, dass
Chromosomen vollstindig zu einer durchgehenden Sequenz assembliert wer-
den. In der Buche (Picea glauca) mit einer geschitzten Genomgréfie von 20
Gb wurden die Illumina Sequenzierer HiSeq 2000 und MiSeq genutzt, und
Insertgréflen von 250 bp, 500 bp, 6 kb, 8 kb und 12 kb wurden genutzt, um

Einzelsequenzen zu Contigs und schliellich zu Scaffolds zusammenzufassen

(Birol et al.|[2013]). Die Assembly-Lénge entspricht der erwarteten Genom-
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groBe, der [N20l betrigt 20 kb, in der Gerste betrigt der [N50] 2 kb.

Die hierarchische Sequenzierung und damit die Erstellung einer physikali-
schen Karte stellt derzeit immer noch die einzige Moglichkeit dar, um Chro-
mosomen fiir sehr komplexe und hochrepetitive Genome wie Gerste und
Weizen zu bestimmen (Steuernagel et al.| [2009]).

1.2.1 Die physikalische Karte als Grundgeriist fiir die Ge-
nomsequenz

Eine “fingerprinted contig” (FP contig) Karte repriisentiert das Grundgeriist
zur Bestimmung des Genoms (Abbildung . Zur Erstellung einer FP-
Karte wird ein Genom zunichst von einem oder mehreren Restriktions-
enzym(en) partiell geschnitten. Daraus entstehen einige hundert kb lange
DNA-Fragmente, sogenannte Klone, die in einer BAC-Bibliothek kloniert
und archiviert werden. Im n#chsten Schritt, werden einzelne Klone durch
Uberlappungen ihrer Restriktionsmuster zusammengefasst. Ein minimaler
iiberspannender Pfad (minimum tiling path, MTP)) ist definiert als die Grup-
pe jener FP contigs, deren Summe die ldngste genomische Spannweite bei
gleichzeitig geringster Anzahl von Klonen besitzt und stellt zugleich die ef-
fizienteste Vorlage fiir die Sequenzierung des Genoms dar. Nach Sequen-
zierung werden iiberlappende FP contigs zu Scaffolds und schliellich zu
Chromosomen zusammengefasst. Alternativ werden Liicken durch geneti-
sche Karten oder Syntenie zu vollstdndig assemblierten Genomen geschlos-
sen. Weizenchromosom 3B ist ein Beispiel, wie FP contigs in grofieren Ge-
treidearten zu einem Chromosom angeordnet wurden. Im Jahr 2008 wurde
die genetisch verankerte physikalische Karte (Paux et al.| [2008]) mit 1,036
FP contigs publiziert und im Jahr 2014 wurde das Chromosom unter grofien
finanziellen und personellen Anstrengungen bestimmt (Choulet et al.| [2014]).

1.2.2 Genom-Sequenzierungen in der Gerste und in Weizen

Ein wesentliches Problem fiir die Assemblierung vieler Pflanzengenome stellt
dessen auflerordentlich hoher Anteil an repetitiven Sequenzen dar. Repeti-
tive Regionen fithren zu mehrdeutigen Pfaden und Verzweigungen in den
Assembly-Graphen, die in der Regel nicht aufgelést werden kénnen und
die Kontinuitit der Contigs stark fragmentieren bzw. verkiirzen (Uber-
sicht in |Alexeyenko et al. [2014]). Aufgrund der geringen Léngen von
Sequenzen von 22100 bp fiir die [llumina Plattform und der deutlich gréeren
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Abbildung 1.2: Darstellung der hierarchischen Sequenzierung.

Das Genom wird durch Restriktionsenzyme partiell verdaut. BAC-Klone werden
zu FP contigs assembliert. Nach Sequenzierung der FP contigs entsteht das Chro-
mosom.

Durchschnittsléingen pflanzlicher Repeats von mehreren kb (2. B. 8.9 kb fiir
BARE-1 in Gerste, |Shirasu et al.| [2000]) werden bei (ausschlieflicher) Ver-
wendung von [NGSlFSequenzen zahlreiche Briiche und eine geringe mittlere

Contig-Lénge erwartet. Das Verwenden von BAC-Klonen reduziert die Kom-
plexitdt in der Assemblierung und erlaubt eine gezielte Sequenzierung eines

100 kb grofien genomischen Bereichs (u. a. |Steuernagel et al. [2009], Satol
et al. [2011Db]). In Steuernagel et al. [2009] wurde in der Gerste die Realisier-
barkeit der Assemblierung von 91 BAC-Klonen mittels 454-Sequenzierung

untersucht. Nach Assemblierung wurden ~80% der BAC-Klone zu maximal
10 Teilsequenzen zusammengefasst, bei 24-facher Sequenziertiefe und einem
[N50] von 63.69 kb. In Weizen wurde die Sequenz von dreizehn FP contigs
mit einer Gesamtlinge von 18 Mb bestimmt (Choulet et al.| [2010]). Fir
Aegilops tauschii, dem Vorldufergenom des Weizen D-Genoms, wurde eine
verankerte physikalische Karte erstellt (Luo et al. [2013]). Hochdurchsatz-
Sequenzierung erlaubte die Sequenzierung von Genomen im Tribus Triti-

ceae, einer Pflanzengruppe mit vielen hoch-repetitiven Sequenzen. Fiir Ae-
gilops tauschii (Ling et al. [2013]) und Triticum urartu (Jia et al|[2013])
wurden erfolgreich Genomsequenzen mit langer Kontinuitét erstellt. Die Ge-

nomassemblierung von Triticum urartu lieferte 3.92 Gb der geschitzten Ge-
nomgrofle von 4.94 Gb in Contigs. Nach dem “Scaffolding”, dem Verbinden
von Contigs durch Sequenzen mit gréfleren Insertionsgréfien, deckte das fi-
nale Assembly 4.66 Gb Sequenzen ab. Fiir Aegilops tauschii wurden mit
variierenden Insertionsgréfien der Sequenzierbibliotheken bei 90-facher Ge-
nomabdeckung 83% des Genoms erschlossen und 43,150 proteinkodierende
Genmodelle vorhergesagt. Fiir Weichweizen ( Triticum aestivum;
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Abbildung 1.3: GenomgroBle und Anteil an repetitiven Elementen in
Pflanzen.

Vergleich der Genomgrole gegen den Anteil an repetitiven Elementen fiir
ausgewihlte Pflanzengenome (At=Arabidopsis thaliana, Sp==Spirodela polyrhiza,
Bd=Brachypodium distachyon, Os=O0ryza sativa, Sb=Sorghum bicolor). Fiir die
angefiihrten Pflanzen mit Genomgréfien von <1 Gb kann aus dem Anteil an repeti-
tiven Elementen auf die jeweilige Genomgrofle geschlossen werden. Die Abbildung
ist adaptiert nach [Wang et al.[[2014].

et al. [2012]) wurden auf Basis eines 454-Assembly ~95,000 Genmodelle be-
stimmt. In IWGSC| [2014] wurden einzelne Chromosomen und Subgenome
bei rund ~100-facher Genomabdeckung getrennt sequenziert und anschlie-
Blend in einer ersten funktionellen Analyse 124,201 Gene annotiert.
contigs erlauben eine annidhernd vollstindige Erschliefung des single- und
low-copy Bereichs eines Genoms wie z. B. der kodierenden Sequenzen, aber
nicht der Chromosomen.

1.2.3 Bedeutung von repetitiven Sequenzen fiir sequenzba-
sierte Genomanalysen

Hoch-repetitive Sequenzen erschweren massiv eine vollsténdige Erschlieung
der genomischen Struktur groflerer Pflanzengenome. Der Gesamtanteil und
die Frequenz der einzelnen Repeat-Klassen variieren in hoheren Pflanzen
sehr stark. Wihrend in Arabidopsis thaliana nur rund 12-15% des Genoms
durch wiederholende Basenpaarabfolgen, sogenannten {Repeats’ eingenom-
men werden, sind es in der Gerste 80% (IBSC| [2012]), bei Weizen sogar
90% (Brenchley et al.| [2012]). Fiir ausgewihlte Pflanzengenome ist der An-
teil an repetitiven Elementen direkt proportional zur Genomgroe (Abbil-
dung . In Mais weist die hdufigste Repeat-Familie 52,000 Kopien auf,
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wahrend in Arabidopsis die hochste Kopienzahl einer Repeatklasse nur 194
betriagt. Repetitive Elemente werden in zwei Klassen unterteilt (Wicker
et al. [2007]): Retrotransposons (Klasse 1) und DNA-Transposons (Klas-
se 2). Wéhrend Retrotransposons ihre Anzahl erhéhen, indem sie revers
transkribiert werden und an anderen genomischen Bereichen ihre DNA-
Sequenzen einfiigen, &ndern DNA-Transposons ihre Position und Zahl ohne
einen RNA-Zwischenschritt entweder durch Exzision und Integration. Die
Présenz und Reihenfolgen von Doménen einzelner repetitiver Elemente er-
lauben eine feinere Gruppierung in Unterklassen. Die beiden gréfiten Sub-
klassen in den Retrotransposons sind Gypsy und Copia[LTRl (Long terminal
repeats)-Retrotransposons. Wenige Repeat-Familien sind fiir diese Grofien-
unterschiede verantwortlich (El Baidouri and Panaud, [2013]): Bestimmte re-
petitive Elemente wie BARE-1 decken in Gerste 12.7% des Genoms ab, vier-
zehn Familien von repetitiven Elementen sogar 50% (Wicker et al.| [2009b]).
In Reis (Oryza brachyantha, Chen et al. [2013]) werden 7.5% des Genoms
durch sogenannte “Mutator-like repeats” eingenommen, die zu den DNA-
Transposons zihlen. Repetitive Elemente kénnen iiber mehrere hundert kb
ineinander verschachtelt sein und Insertionen von Repeats ineinander (“re-
peat junctions”) als spezifische Marker zur Verankerung der physikalischen
Karten genutzt werden (Paux et al. [2008]). Die Unterschiede in den Ge-
nomgroflen in den Pflanzen kénnen durch diese repetitiven Elemente erklért
werden, die Anzahl und Anordnung von Genen ist hingegen stark konser-

viert.

1.3 Syntenie als Verankerungsstrategie

[NGSH Assemblies in hoch-repetitiven Genomen erlauben die Bestimmung von
Genen. Diese Assemblies sind aber nicht positionell angeordnet und liegen
fragmentarisch vor (IBSC| [2012], IWGSC, [2014]). Analysen zur positionel-
len Klonierung von Zielgenen erfordern aber eine klare Bestimmung der
genomischen Position eines Gens. Die vollstdndige chromosomale Sequenz
erleichtert auch die Annotationen von Genen und erlaubt Strukturverglei-
che zwischen Genomen. Vollstindig assemblierte Genome bilden auch die
Grundlage fiir Re-sequenzierungsansitze (Long et al|[2013]). In nahe ver-
wandten Genomen weisen Gene eine #hnliche Genreihenfolge auf (Devos
et al. [1995]). Mit fortlaufender evolutionérer Distanz wird der Grad der
Konservierung geringer, da Genomduplikationen, Deletionen, Insertionen,

aber auch Translokationen auf die genomischen Sequenzen und die Abfol-
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ge der Gene Einfluss nehmen. Die Notwendigkeit, trotz technischer Gren-
zen, der durch Assemblies zu erreichenden Lingen der Sequenzabschnitte, in
Gerste die Anordnung von Genen zu ermoglichen, fithrte zur Entwicklung
der GenomeZipper-Strategie. Der GenomeZipper ist ein ausschliefllich auf
Syntenie basierendes Verfahren, um Gene in einem Genom anzuordnen, fiir
das keine durchgehenden chromosomalen Sequenzen vorliegen, sondern le-
diglich fragmentierte. Das Verfahren wurde erstmals in Gerste fiir einzelne,
in Chromosomenarme sortierte Sequenzen mit niedriger Abdeckung einge-
setzt, um Gene des Chromosoms 1 (1H) in Gerste linear anzuordnen (Mayer
et al. [2009]).

Kleinere Genome wie Reis, Brachypodium und Sorghum wurden bereits
zu Chromosomen assembliert und annotiert. Das Reisgenom (Goff et al.
[2002], [Yu et al. [2002]) wurde als Modellgenom genutzt, um andere nahe
verwandte Gréser strukturell zu analysieren (Bolot et al. [2009]). Gerstenge-
ne sind iiber weite Strecken kollinear zu diesen Grésern und werden in etwa
30 syntenische Blocke eingeteilt (Bolot et al.| [2009]). Eine klare Abgren-
zung der Blocke ist notwendig, um eine moglichst grofle Anzahl an Genen
syntenisch anzuordnen. Die Durchflusszytometrie erlaubt fiir Gerste und
fiir andere Getreidearten Chromosomen aufgrund von Deletions- und Sub-
stitutionslinien zytologisch zu trennen und zu sequenzieren (Vrana et al.
[2000]). Zusammen mit genetischen Karten (Close et al.| [2009], Sato et al.
[2011a]) ermoglichte dies eine lineare Anordnung der syntenischen Berei-
che. Im Gersten GenomeZipper wurden Sorghum, Brachypodium und Reis
genutzt, syntenische Blocke mit chromo WIZ (Nussbaumer et al. [2014b]) be-
stimmt und schliellich mit einer hoch-auflésenden genetischen Markerkarte
(Close et al. [2009]) in eine lineare Anordnung gebracht. Neben Weizen und
Roggen wurde die Methodik des Gersten GenomeZipper auch fiir das Deut-
sche Weidelgras (Lolium perenne) (Pfeifer et al.| [2013]) eingesetzt, einem
Genom mit einer sehr geringen Anzahl an Sequenzen und Markern. Fiir
Weizen wurde eine dhnliche Art der Verankerung fiir Chromosom 4A (Her-
nandez et al.| [2012]) genutzt. Es konnten mit diesem Modell 85% der Gene
dieses Chromosoms in eine syntenische Anordnung gebracht. Abbildung
illustriert die Funktionsweise des GenomeZipper fiir Chromosom 5A in Wei-
zen unter Zuhilfenahme von Brachypodium: Zunéchst werden syntenische
Bereiche definiert: Syntenische Bereiche liegen zu Brachypodium Chromo-
som 1 und Chromosom 4 vor, dargestellt durch heat map Darstellungen der
Dichte an orthologem Gen. Anschliefend erlauben Weizenmarker eine Aus-

richtung dieser syntenischen Bereiche, wodurch das Pseudochromosom in
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Abbildung 1.4: Strategie des GenomeZipper.

GenomeZipper Strategie fiir Chromosom 5A in Weizen. Syntenische Bereiche zwi-
schen Weizenchromosom 5A und den Chromosomen in Brachypodium werden be-
stimmt. Anschliefend werden genetische Marker genutzt, um die syntenischen Be-
reiche anzuordnen. Darstellung entnommen aus |Vitulo et al.| [2011].

Weizen entsteht.

1.4 Einfluss von Pilzbefall auf Weizen

Die Bestimmung von Referenzsequenzen ist eine Notwendigkeit, um beson-
ders wichtige Nutzpflanzen zu untersuchen und damit Mechanismen zu er-
schlieBen, die der Pflanze helfen, mit biotischen und abiotischen Einfliissen
umzugehen. Weizen, Gerste und viele andere Getreidearten sind einer Reihe
unterschiedlicher Pathogene ausgesetzt. Pathogene wie Pilze (u.a. Fusarium

graminearum) fithren zu drastischen Ernteausfillen und schidigen Mensch
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und Tiere, wenn die kontaminierte Pflanze oder Produkte aus dieser verzehrt
werden. In Ahrenfusariosen kommt es ungefiihr 30-50 Stunden nach Infekti-
on der Pflanzen zu einem deutlichen Anstieg an Toxinen (Mykotoxine, (u.a.
Deoxynivalenol (DON)) und Tage spéter treten deutliche Verfarbungen der
Blatter auf (Review in [Wegulo [2012]). Pflanzen entwickeln aber Abwehrme-
chanismen und kénnen Mykotoxine in weniger giftige Stoffe verwandeln (u.
a. DON in DON-3-O-Glucosid (D3G), Karlovsky| [2011]). Der unterschied-
liche Befallsgrad zwischen einzelnen Arten resultiert aus der Quantitat und
Qualitit von Resistenzbereichen. Fiir Ahrenfusariosen ist die Weizensorte
“Sumai-3” besonders resistent (Zhou et al. [2002]), andere sind besonders
anféllig (u. a. “Remus”) (Schweiger et al.| [2013]). Fiir die Ziichtung resis-
tenter Sorten und zur Vermeidung von Einbuflen durch Ernteverluste ist
die Suche nach genomischen Bereichen, die fiir Resistenzen verantwortlich
sind, von groBer Bedeutung. Fiir die Resistenz gegen Ahrenfusariosen wird
das Gen Fhbl als jenes beschrieben, das sich hauptverantwortlich fiir die
Resistenz zeigt. Der Genlokus wurde auf Weizenchromosom 3B genetisch
eingegrenzt (Cuthbert et al. [2006]). Das Gen und ein weiterer Resistenzbe-
reich (QTL) auf Weizenchromosom 5A (Qfhs.ifa-5A,|Schweiger et al. [2013])
erkldren den Grof3teil der Varianz zwischen resistenten und empféinglichen
Weizenpflanzen. Die genetische Eingrenzung und funktionelle Analyse dieser
Resistenzbereiche wird in dieser Arbeit analysiert.

1.5 Aufgabenstellung

Die Assemblierung und die Anordnung von Sequenzen aus der
Hochdurchsatz-Sequenzierung fiir komplexere Pflanzengenome weisen in
ihrer Anwendung Grenzen auf. Unterschiedliche Datensitze (sequenzier-
te Klone, contigs, Marker) sollen idealerweise miteinander verbun-
den werden, um einen Datensatz zu generieren, der einem kompletten Ge-
nom/Chromosom mdoglichst nahe kommt. Folgende Ziele sollen erreicht wer-

den:

1. Eine maximale Anzahl an FP contigs soll verankert werden.
Eine maximale Anzahl an Genen soll verankert werden.

Die Qualitdt der FP contig- Assemblierung soll iiberpriift werden.

= L

Die Syntenie zu Referenzgenomen soll genutzt werden, um weitere FP

contigs/Gene genetisch zu positionieren.
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5. Heterogene Datensétze wie [IN(zS| contigs sollen integriert und inter-
pretiert werden und ein Gerste gene-ome als zentrale Ressource der
verankerten Gerstendaten soll geschaffen werden.

6. Strategien aus Gerste sollen auf Weizen iibertragen werden (Chromo-
somen 1D, 4D, 6D und 6A).

7. Die neu entstandenen Ressourcen sollen genutzt werden, um zwei Re-
sistenzbereiche gegen Pilzbefall auf Weizen zu untersuchen.

1.6 Struktur der Arbeit

In Abbildung wird eine Ubersicht der in dieser Arbeit integrierten Pro-
jekte und den Verbindungen zwischen den einzelnen Ressourcen gegeben.
Das Gerste gene-ome (IBSC| [2012]) stellt genetisch verankerte Gene und
Ressourcen bereit, um spiter Genkandidaten aus einer Transkriptomstu-
die zur Resistenz gegen Ahrenfusariosen (Fusarium head blight) in Weizen
zu untersuchen (Kugler et al|[2013]) und mit umfangreicheren genomischen
Daten neu zu interpretieren (Kugler et al.| [In Vorbereitung]). Ansitze, die in
der Gerste entwickelt wurden, werden anschlielend auf das Weizenchromo-
som 6A (Poursarebani et al. [2014]) angewandt, der deutschen Beteiligung
an der Sequenzierung des Weizengenoms. Methodiken aus der Gerstenver-
ankerung werden fiir Weizenchromosomen 1D, 4D und 6D (Sehgal et al.
[In Vorbereitung]) eingesetzt und Klone des minimal zusammengehérenden
Pfads (minimum tiling path) werden assembliert. Die in dieser Arbeit entwi-
ckelten und publizierten Webtools chromoWIZ (Nussbaumer et al. [2014Db])
und RNASeqEzpressionBrowser (Nussbaumer et al.| [2014a]) werden zur In-
terpretation der Transkriptomdaten aus Weizen genutzt.
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(Nussbaumer, 2014)

RNASeqExpressionBrowser
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(IBSC, 2012) (Brenchley, 2012)
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Methoden, Anwendung
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(Poursarebani, 2014) (Sehgal, in Vorbereitung)

Bestandteil dieser Arbeit Externe Arbeiten

Abbildung 1.5: Verbindungen der in dieser Arbeit beschriebenen Projek-
te.

Das Gerste gene-ome stellt Ressourcen bereit, die in einzelnen Weizenchromosomen
genutzt werden. Fiir die Analyse der Datensétze wurden Methoden entwickelt, um
genomische und funktionelle Daten zu suchen.



Kapitel 2

Methoden

2.1 Erstellung der physikalischen Karten

Fiir die Erstellung der FPC-Karte in Gerste wurden sieben Klonbibliotheken
mit vier unterschiedlichen Restriktionsenzymen (RE) (Tabelle verwen-
det. Im Weizenchromosom 6A wurden zwei Klonbibliotheken verwendet und
ein Restriktionsenzym (HindIII) genutzt, in Weizenchromosomen 1D, 4D,
6D drei Klonbibliotheken mit zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen
(EcoR1, HindIIl). Eine Klonbibliothek wird erstellt, indem hochmolekula-
re genomische DNA von einem Restriktionsenzym partiell geschnitten wird.
Die erhaltenen genomischen DNA-Fragmente mit einer Lénge von 100 - 200
kb werden anschlieend in BAC-Vektoren kloniert und propagiert. Zur Er-
stellung des “fingerprint” werden die Klone vollstdndig von Restriktions-
enzymen geschnitten, nach ihrer Grofle auf einem Gel aufgetrennt und die
entsprechenden Bandenmuster auf gemeinsame Teilmuster untersucht. In
diesem Schritt werden iiberlappende Klone mit verfiigharen Programmen
(LTC [Frenkel et al.| [2010], FPC |Soderlund et al. [1997]) zu FP contigs
zusammengefasst. Bei hoch-repetitiven Genomen wie Gerste und Weizen
beginnt man mit einer sehr stringenten Klonassemblierung und reduziert
die Stringenz kaskadenformig (2. B. e~ bis e=*° mit FPC in Gerste; e~
bis e mit LTC in Weizenchromosom 6A und e~"® bis e719 mit FPC in
Weizenchromosom 6A; derzeit e~ mit FPC in Weizenchromosomen 1D, 4D
und 6D). FP contig-Paare werden anschlieflend zusammengefasst, wenn ge-
netische Marker auf beiden Enden des FP contigs die Uberlappung bestiiti-
gen oder erst nach Sequenzierung des minimalen iiberspannenden Pfads.
Mit der Technologie (Whole Genome Profiling) werden Klone mit
unterschiedlichen Restriktionsenzymen verdaut und Badenmuster mit LTC

15
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(Frenkel et al. [2010]) und FPC (Soderlund et al.| [1997]) assembliert so-
wie Sequenzen bereitgestellt, die eine Restriktionsschnittstelle umgeben. Die
kurzen Sequenzen dienen in Folge als Sequenzanker fiir lingere Sequenzen.

2.2 Marker

Marker werden in experimentelle und in silico Marker unterteilt. Experi-
mentelle Marker werden durch Hybridisierungen von genetischen Markern
auf Klone verankert, in silico Marker stellen Sequenzen bereit, die auf die
verfiigbaren sequenzierten Klone oder Klonenden iiber Sequenzhomologie
zugewiesen werden. (Genotyping-by-Sequencing) Marker sind in silico
Marker. Diese Technologie reduziert die Genomkomplexitat durch Auswahl
bestimmter Restriktionsenzyme, die hoch-repetitive Regionen vermeiden.
Die [GBS}Technologie generiert zudem grofie Markermengen (u. a. 200,000
Marker in Mais und 25,000 Marker in Gerste (Elshire et al.| [2011])). Auf-
grund ihrer hohen Markerdichte und der gleichméfigen Verteilung auf dem
Genom sind [GBSlbasierte Marker vorteilhaft fiir die Verankerung von phy-
sikalischen Karten (u. a./Saintenac et al.| [2013], Ariyadasa et al.|[2014]). Ex-
perimentelle Marker werden durch Hybridisierungen (u. a. EST) auf Klone
bestimmt. Experimentelle Marker sind préziser als in silico Marker, wenn
wie in Gerste und Weizen ein Genom nur teilweise assembliert wurde und
erlauben es, die Signifikanz eines Treffers auf Basis eines vollstindigen Ge-
noms zu untersuchen. In Gerste wurden experimentelle und in silico Marker
genutzt (Tabelle , in den Weizenchromosomen 1D, 4D und 6D sowie 6A
wurden nur in silico (Abbildung Marker genutzt.

2.3 Integration von heterogenen Daten in Gerste

Vmatch (www.vmatch.de) erlaubte in silico Marker (Saintenac et al.
[2013], Poland et al|[2012]) mit einer Mindesttrefferlinge von 55 bp und
einer maximalen Hamming-Distanz von 1, den physikalischen Contigs mit
allen darauf verankerten Ressourcen (sequenzierte Klone, Klonenden, Geno-
massemblierungsdatensétze) zuzuweisen. Die Mindestlénge von 55 bp wur-
de gewdhlt, um auch die kurzen Langen der Marker von =60 bp zu
beriicksichtigen. Fiir die Erstellung der integrierten Konsensuskarte wur-
den alle in silico Markersequenzen genutzt, die einem FP contig zugewiesen
wurden. Jeweils der Treffer mit dem hochsten Bitscore wurde weiter analy-

siert, bei gleichem Bitscore wurde der erste Treffer berticksichtigt. 113,117
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Marker im Vergleich zu den 498,165 in silico Markern insgesamt wurden
zusammen mit 3,276 experimentellen Markern als Basis fiir die Integrati-
on der Karten verwendet. Marker wurden entfernt, wenn eine Chromoso-
menzuordnung nicht der Chromosomenzuordnung des FP contigs auf Basis
aller verankerten Sequenzen entsprach. Die Chromosomenzuordnung eines
FP contigs wurde mit CarmA (siehe Kapitel bestimmt. Verbliebe-
ne Markerzuweisungen wurden pro FP contig in ihre einzelnen Marker-
karten gruppiert und jeweils der Median aller genetischen Positionen pro
Karte bestimmt. Markerkarten, fiir die experimentelle als auch in silico
Marker vorlagen, wie beispielsweise die SM3/MM3 Karten, wurden zusam-
mengefasst, wenn dieselbe genetische Karte verwendet wurde. Schliefilich
wurde mit Hilfe der R-Funktion ’approzfun’ eine Funktion bestimmt, mit
der die Lénge der jeweiligen Karten auf die Lénge der Referenzkarte nor-
miert wurde. Anschlieflend wurden die einzelnen physikalischen Contigs nach
ihrer genetischen Position angeordnet (Median der genetischen und nun
SM6-normalisierten Positionen) und ihre physikalischen FP contig-Grofien
aufsummiert, wodurch die Gersten-Pseudochromosomen bestimmt werden
konnten. Die Vorgehensweise ist in Abbildung [2.1] dargestellt. Dasselbe Vor-
gehen, das fiir Gerste beschrieben wurde auch zur genetischen Verankerung
von contigs sowie von Genen durchgefiihrt. Die Ergebnisse der In-
tegration wurden online verfiighar gemacht (ftp://ftpmips.helmholtz-
muenchen.de/plants/barley/public_data/anchoring/).

2.4 Integration von heterogenen Daten in Weizen-

chromosom 6A

Vmatch (www.vmatch.de) erlaubte die Zuordnung eines contigs (be-
reitgestellt durch dasTWGSC| [2014]) zu physikalischen Contigs, wenn jeweils
zwei WGP Tags in entgegengesetzter Orientierung und getrennt durch die
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms auf einem verankert wur-
den. Fehler im Alignment zwischen WGP™] Tags und contig wurden
nicht erlaubt.

Contigs aus den publizierten Studien der Weizenvorldufergenome Triticum
urarty (Ling et al. [2013]) und Aegilops tauschii (Jia et al. [2013]) wur-
den genutzt, um contigs zu erweitern, vorausgesetzt, eine Trefferléinge
iibertraf 200 bp bei einer Mindestidentitéit von 99%. Falls ein verankerter T.
urartu contig Sequenzhomologien zu weiteren contigs aufwies, wurden

auch diese verankert. Die Verankerung der genetischen Karte in Weizen-
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Abbildung 2.1: Markerkartenintegration in Gerste.

In silico Marker und genetische Marker werden auf Sequenzen der physikalischen
Contigs verankert. Die Chromosomenzuordnung des physikalischen Contigs erlaubt
widerspriichliche Marker zu entfernen. AnschlieBend werden die Markerkarten zu-
sammengefasst und physikalische Contigs linear angeordnet.

chromosom 6A wurde wie in Gerste durchgefiihrt: Im Gegensatz zu Gerste
wurden allerdings ausschlieBlich in silico Marker genutzt und getrennt von-
einander auf die Klone der physikalischen Karte iibertragen. Fiir Treffer mit

einer Mindestldnge von 55 bp wurde erneut Vmatch zur Suche nach dem
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besten Treffer angewandt. Marker der Poland et al| [2012] Karte wurden
in die Saintenac et al.| [2013] Karte integriert, indem die genetischen Posi-
tionen mit dem Faktor 1.2 multipliziert wurden, der den Faktor aus dem
Vergleich der kumulativen Léngen der Markerkarten darstellt. FP contigs
wurden gemé&f der integrierten Karte angeordnet und physikalische Lingen
wurden aufsummiert, um das 6 A-Pseudochromosom zu bestimmen.

Die Gerste wurde genutzt, um weitere FP contigs in Weizenchromosom 6A
zu verankern. Zunéchst wurden 6A FP contigs mit den Gersten [NGS| contigs
aus POPSEQ (Mascher et al. [2013]) verglichen. Eine Mindestsequenziden-
titdt von 87%, Mindestldnge von 300 bp und der beste bidirektionale Treffer
zu einem Gersten contig war Voraussetzung fiir eine Verankerung. 6A
FP contigs wurden gegen 15,719 verankerte Gerstengene verglichen (IBSC
[2012]). Eine Sequenzlinge von 30 Aminoséduren und Mindestsequenziden-
titdt von 75% Sequenzidentitit musste erfiillt sein und ein bester bidirek-

tionaler Treffer zu einem Gerstengen musste vorliegen.

2.5 Klonassemblierung und Klondekonvolution in
Weizen

59 Klonpools mit jeweils 384 Klonen, in Summe 7,064 Klone, stellten 45
Gb Rohdaten bereit. Sequenzen wurden mit Hilfe der Programme Bow-
tie (Langmead and Salzberg [2012], Standardparameter) von Kontamina-
tionen (E.coli, NCBI Reference Sequence: NC_013361.1) und Vektorsequen-
zen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/univec/) befreit.
Verbliebene Sequenzen wurden mit Hilfe von SOAPdenovo (Luo et al. [2012])
unter Verwendung unterschiedlicher k-mer Gréfien (=25, 40, 55, 70, 85) as-
sembliert. Die weiteren Analysen basierten auf der Assemblierung mit einer
k-mer Grofle von 85. Dieses Assembly stellt die groBite Sequenzmenge be-
reit (Sequenzen mit >200 bp; k-mer 25 (49 Mb), 40 (170 Mb), 55 (308
Mb), 70 (478 Mb), 85 (550 Mb)). Der ldngste erstellte Contig wies eine
Lénge von 41 kb auf, die durchschnittliche Contig-Lénge betrug 531 bp und
die mittlere (Median) Lénge wies 624 bp auf. Die 550 Mb dieses Assem-
blierungsdatensatzes wurden anschliefend zur Klondekonvolution genutzt.
Dieser Vorgang wird in Kapitel beschrieben. Im Zuge der Klondekon-
volution wurden assemblierte Contigs bei Sequenzhomologietreffer durch die
59 Klonpools jeweils getrennt maskiert. Die Maskierung wurde mit Vmatch
(www.vmatch.de, Option: -dbmaskmatch, 1=100 bp) durchgefiihrt. In Folge
wurden jene drei Klonpools mit grofiter Abdeckung auf einer bestimmten


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/univec/
www.vmatch.de

20 KAPITEL 2. METHODEN

Sequenz betrachtet und einem Klon zugeordnet, wenn die drei Pools jeweils
aus der z-, y- und z-Achse stammten. Der Schnittpunkt aus den drei Achsen
erlaubte eine Dekonvolution der Sequenz zu einem bestimmten Klon (siehe

Tabelle [3.15]).

2.6 Analysen zur Bestimmung der Genexpression

in Weizen

Die Genomassemblierung von Weizen aus Brenchley et al. [2012] wurde
als Referenzsequenz genutzt, um mit Hilfe von RNA-seq Daten Genmo-
delle in Weizen zu annotieren und anschliefend deren Expressionswerte
zu bestimmen (Kugler et al. [2013]). Die Zuweisung der RNA-seq Daten
auf die Referenzsequenz erfolgte mit Hilfe von den Programmen Tophat
und Cufllinks (Trapnell et al. [2012]). Es wurden 233,780 potentielle Ge-
ne bestimmt. Differentiell regulierte Gene wurden durch Verwendung der
Cuffdiff-Methode (Trapnell et al|[2013]) bestimmt und zwar durch paar-
weise Vergleiche jeweils zwischen Pilzbefall und Negativkontrolle (Wasser-
behandlung), getrennt in beide Zeitpunkte 30 und 50 Stunden nach Be-
fall. Vmatch wurde genutzt, um diese potentiellen Gene zu Gerstengenen
zuzuweisen und dadurch proteinkodierende Gene zu bestimmen. Eine Min-
desttrefferlinge von 100 Nukleotiden sowie Mindestidentitit von 75% wurde
vorausgesetzt. Von 233,780 Genkandidaten wurden zwischen 15,360 (NIL1)
und 15,797 (NIL2) Gerstengene iiber den besten bidirektionalen Treffer ver-
bunden. Weizengenkandidaten mit einem Gerstenortholog wurden genutzt
und die Expressionswerte iiber alle Bedingungen zur Erstellung eines Ko-
expressionsnetzwerkes verwendet, wenn zumindest eine Variationskoeffizient
von 1 iiber alle Bedingungen iiberschritten wurde. Fiir das Genexpressions-
netzwerk wurde WGCNA (Langfelder and Horvath [2008] beta=4, Pearson-
Korrelationskoeffizient) verwendet. WGCNA erlaubte es, Gene in Module
zu gruppieren. Gene eines Moduls weisen eine &hnliche Expression iiber
alle Bedingungen auf und wurden durch die “topological overlay matrix”
(cutreeDynamic-Methode; deepSplit=2, Mindestmodulgréfie von 40) in Mo-
dule gruppiert. Anschlieend wurden Genfamilien mit signifikant differentiell
regulierten Genen ausgewéhlt und aus den 233,780 Genen Kandidaten ex-
trahiert, die Sequenzhomologie zu den Sequenzmotiven wie WRKY, UGT,
NBS-LRR und Glukanasen aufwiesen (vgl. Kugler et al. [2013]). Zur Er-
stellung des Sequenzalignments wurde ClustalW (Thompson et al. [2002])
genutzt und iTOL (Letunic and Bork| [2011]) zur Darstellung des Dendro-
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gramms genutzt.

2.7 Chromosomenarm-Zuordnung

Die Chromosomenarm-Zuordnungs-Methode (CarmA]) bestimmt den wahr-
scheinlichsten Chromosomenarm fiir eine genomische Sequenz. Die Methode
wurde zusammen mit Dr. Heidrun Gundlach entwickelt, durch Verena Prade
erweitert und auf mehrere Pflanzen angewandt (Prade| [2013]). Die Methode
kann fiir jedes beliebige Genom angewandt werden, wenn Chromosomen-
arm sortierte Sequenzen vorliegen. In dieser Arbeit wurde sie exklusiv fiir
Gerste genutzt und Chromosomenarm sortierte 454-Sequenzen aus Mayer
et al. [2011] genutzt. Anschliefend wurde Vmatch (www.vmatch.de)) ver-
wendet, um Sequenzen ohne Chromosomenzuordnung durch Sequenzen der
454-Sequenzierung der einzelnen Chromosomenarme zu maskieren. In Wei-
zen wurden in Chromosomenarme sortierte contigs des IWGSC [2014]
genutzt und mit den assemblierten Klonsequenzen aus den Weizenchromo-
somen 1D, 4D und 6D verglichen. Damit wurden BAC-Klone, die aus einem
einheitlichen Datensatz stammten, in die drei Chromosomen getrennt. Fiir
Gerste und Weizen wurden 100 bp Mindesttrefferlinge und Maximalfehler
von zwei verwendet und eine Zuordnung durchgefiihrt, wenn die beste Chro-
mosomenzuordnung eine um zumindest 20% hohere Abdeckung auf der zu
untersuchenden Sequenz erreichte, als der zweitbeste Treffer.

2.8 Programme zur Datendarstellung

2.8.1 RNASeqExpressionBrowser

Zur Analyse der Expressionsdaten von Weizengenen bei Pilzbefall wurde
ein Webtool entwickelt (Nussbaumer et al|[2014a], Abbildung [2.2)). Basie-
rend auf einem Pythonskript werden Expressions-, Sequenz- und funktionelle
Daten in eine MySQL-Datenbank geladen. Die Expressionswerte werden in
Form einer Textdatei importiert. Zeilen stellen jeweils Gene dar und Spalten
definieren die integrierten Bedingungen. Zusétzlich kann Domain-, Sequenz-
und beschreibender Text angefiihrt werden. Der RNASeqEzpressionBrowser
erlaubt auBerdem eine Projektbeschreibung als HTML-Code zu integrieren
und ermoglicht Verweise zu externen Datenquellen und anderen Studien
(u. a. [MIPS] PlantsDB (Nussbaumer et al.| [2013]). Der RNASeqEzpressi-
onBrowser wurde auch in Kugler et al.| [In Vorbereitung| und in [Dey et al.
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Abbildung 2.2: RNASeqExpressionBrowser. Startseite des RNA-
SeqExpressionBrowser http://mips.helmholtz-muenchen.de/plant/
RNASeqExpressionBrowser/. Zur Illustration wurden Expressionsdaten aus
Gerste dargestellt. Das Programm kann auflerdem kopiert und lokal installiert
werden. Zur Ilustration sind Expresssionsdaten aus Gerste dargestellt.

[2014] eingesetzt.

2.8.2 GBrowse und FP contig-Darstellungen in Gerste

Fiir die Darstellung von Klonen und den darauf verankerten Sequenzen
wurden Visualisierungsprogramme entwickelt, um die Fiille an FP contig-
assoziierter Information zusammenzufassen, sowie den Austausch mit bio-
logischen Kollaborationspartnern zu erméglichen. Wahrend der Verbesse-
rung der Genom- und Klonassemblierungen wurden sie eingesetzt und hal-
fen bei der Suche nach schimérischen FP contigs. Mit GBrowse wurden

alle FP contigs (mit oder ohne genetischer Position) als eigene Entitéit dar-

stellt. CrowsNest (Nussbaumer et al.| [2013]) wurde um eine vereinfachte

FP contig-Darstellung erweitert, realisiert in der Programmiersprache Perl.
Beide Visualisierungen dienten zum internen Austausch der jeweiligen Zwi-

schenversionen der FP contig-Verankerungen und verankerten Ressourcen.
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2.8. PROGRAMME ZUR DATENDARSTELLUNG 23

L
contig_6AS_8663 1,481 Mbp 500 kbp |
or 0.1 0.2 0.5 0.t o 5 = 0.7 0.5 0.5i ih LA L. 1.5 1.
B ERE - A Triticum_urartu
tu_scaffoldze392 tu_scaffoldSoldo tu_scaffolddlls tu_scaffolddodrd
L 1 L
£u_scafFold55256 £u_C165830977
 —
tu_scaf foldeosal
—
EEEEHBGENE
B EHEHB Aegilops_tauschii
at_scafFoldsa7zy at_sca
——————

BEAEHBA Contig
contiz_6AS_666

BEEAEHBEBACS
[

[ ] ] I ] 1 .l ] [ 1
[ I I[ | — [ 1 [ ] [ — —
[ [ i ] —1 —1
[ Il ] | ———— —J
[ 11 ] [ [
— 1 I
| — | — | —
— ————1
[ — | E—
| —— C—
——
[ E—

Abbildung 2.3: GBrowse-Darstellung fiir Weizen.

Darstellung des mit LTC assemblierten FP contigs 866 auf Weizenchromosom 6AS.
Darstellung verankerter Gene (Spur: GENE) des sowie der FP contig-
assoziierten [NGS contigs der Vorldufergenome ( Triticum urartu, Aegilops tauschiz).
Der mit LTC erstellte FP contig contig 6AS_866 weist eine Lange von 1.401 Mb
auf.

2.8.3 GBrowse und FP contig Darstellung in Weizen 6A

Fiir die Visualisierung der mit LTC erstellten FP contigs aus Weizenchro-
mosom 6A wurden FP contigs samt assoziierter Sequenzen in GBrowse inte-
griert (http://seacow.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/gb2/gbrowse/
Wheat_PhysMap_6A ). Das Hauptelement der Visualisierung ist ein FP con-
tig. Zusédtzlich werden Klone dargestellt, sowie die darauf verankerten
contigs und Sequenzen aus den Vorldufergenomen ( Triticum urartu, Aegilops
tauschii) (siehe Abbildung [2.3)).

Eine Sequenzhomologiesuche wurde implementiert und bei einer starken Se-
quenzhomologie zu einer Sequenz eines FP contigs wird der entsprechende
Bereich in GBrowse angezeigt. Die Stringenz der Sequenzhomologie kann
durch Auswahl des BLAST e-Values eingestellt werden.


http://seacow.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/gb2/gbrowse/Wheat_PhysMap_6A
http://seacow.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/gb2/gbrowse/Wheat_PhysMap_6A




Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Verankerung der physikalischen Karte des

Gerstengenoms

Die Bestimmung der vollstéindigen Sequenz eines hoch-repetitiven Genoms
ist eine besondere Herausforderung: Zum einen liefert die Assemblierung
von Einzelsequenzen nur kurze Konsensussequenzen, hohe Rechenka-
pazitaten fiir die Assemblierung sind notwendig, und die finanziellen Ein-
schrinkungen fiir die Sequenzierung erfordern sorgfiltige strategische Uber-
legungen beziiglich der Qualitdt und Auswahl von Sequenziertechnologien
und Sequenzier-Strategien.

Die zentrale Aufgabe dieser Arbeit war die Erstellung einer detaillierten
Landkarte des Gerstengenoms mittels der Integration einer sehr groflien An-
zahl heterogener, bereits publizierter als auch fiir diese Studie zusétzlich
erzeugter Daten. Ein erster Meilenstein in Richtung eines vollstdndigen Ge-
noms wurde mit der Griindung des Internationalen Gerstengenom Sequen-
zierungskonsortiums (Schulte et al|[2009]) und mit der Erstellung von fiinf
BAC-Klonbibliotheken (Schulte et al. [2011]) erreicht, die eine wesentliche
Grundlage fiir die in dieser Arbeit durchgefithrten Analysen darstellt. Ka-
pitel dieser Arbeit beschreibt die Erstellung der FP contig-Karte, die
durch Dr. Ruvini Ariyadasa am[[PK] Gatersleben durchgefiihrt wurde. Nach-
dem Klone zu FP contigs zusammengefasst wurden, sind Marker notwen-
dig, um FP contigs anzuordnen und aneinanderzureihen (siehe Kapitel .
Marker, die tiber Hybridisierung einem Klon zugewiesen werden, wurden
als experimentelle Marker bezeichnet. Bei in silico Markern erfolgte eine

Zuordnung zu einem Klon iiber Sequenzhomologie zu Sequenzen auf dem

25
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FP contig. Das Vorgehen, wie einzelne heterogene Datensétze zur veranker-

Klone
FP contigs ——
+ NGS contigs = —1— Erweiterung der Klonenden durch NGS contigs
+WES contigs 1 T_—E ngSroFrP:oggrgrtligrs]arm-Zuordnung
+ Marker S

Marker verfugbar?

ja nein

Syntenische Stratifizierung

Genetisch aneinander
gereihte FP contigs bilden
einzelne ChromoSome

1H 2H 3H 4H 5H 6H 7H

Gersten gene-ome

Abbildung 3.1: Datenintegration.

Schematische Darstellung der einzelnen Schritte der Datenintegration die zur ver-
ankerten physikalischen Karte von Gerste fithrten. contigs = In Chromoso-
menarme sortierte contigs, Marker = in silico und experimentelle Markerkarten.

ten physikalischen Karte verbunden wurden, besteht aus mehreren Arbeits-
schritten (siehe Abbildung : Im ersten Abschnitt wurden Klone zu FP
contigs zusammengefasst. Fiir diese FP contigs liegen sequenzierte Klonen-
den und sequenzierte Klone vor und erlauben die Verankerung von
contigs aus drei Gerstenkultivaren iiber Sequenzhomologie. Die con-
tigs aus Gerstenkultivar “Morex” werden fiir die Genannotation genutzt,

wodurch die physikalische Karte auch bereits mit Genen versehen wurde.
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Auch fiir die Verwendung von BAC-Kibliotheken wurde der Gerstenkultivar
Morex verwendet. Die Annotation mit Sequenzen der physikalischen Karte
resultiert dann in einer ersten Anordnung und Assoziation von Genen in der
Gerste. Der zweite Abschnitt beschreibt die Verankerung von FP contigs
durch experimentelle und in silico Marker. FP contigs, ohne zugewiesener
genetischer Position via Markerassoziation wurden iiber Synteniekriterien
einer genomischen Position zugewiesen. Die Methodik wird als “syntenische
Stratifizierung” bezeichnet und nutzte die kleineren und nahezu vollstédndig
sequenzierten Referenzgenome Reis, Sorghum und Brachypodium (siehe Ka-
pitel . Um die genetische Verankerung zu erleichtern, wurden FP con-
tigs zunéchst einem Chromosomenarm zugewiesen und anschlieflend wur-
den sie genetisch und genomisch verankert. Das Verfahren, das diese Zuord-
nung durch Beriicksichtigung vom Chromosomenarm sortierten Sequenzen

ermoglicht, wird als [CarmAl bezeichnet (Kapitel [3.1.5)).

3.1.1 Datenquellen

Die Datensétze, die fiir die Erstellung des Gerste gene-omes genutzt wurden
sind in ihrer Struktur duflerst heterogen und umfassen folgende Daten:

e FP contigs
e Klone
e Marker

e Hochdurchsatz-Sequenzdatensétze

Genmodelle/Gensequenzen

Als FP contigs werden Einheiten verstanden, die abhingig von Genom-
grofle, Genomabdeckung und Gehalt an wiederholenden Basenpaarabfolgen
eine bestimmte Anzahl iiberlappender Klone biindeln. Sieben unterschied-
liche Klonbibliotheken mit in Summe 571,814 Klonen wurden fiir die FPC-
Assemblierung verwendet. 6,200 zufiillig ausgew#hlte Klone wurden sequen-
ziert. Zum Projektstart wurden 3,158 Gen-tragende Klone (Madishetty et al.
[2007]) und 517,202 sequenzierte Klonenden (BEQJ]) bereitgestellt, in weite-
rer Folge kamen 3,120 sequenzierte Klone hinzu (2,183 [JCEl Klone (Lonardi
et al|[2013]), 937 [[PK}Klone (IBSC|[2012])).

Marker stellen die néichste Datenquelle dar. Sie werden als experimentelle
Marker bezeichnet und mit “MM” (marker map) abgekiirzt oder als in sili-
co Marker, wenn sie iiber Sequenzhomologie zugeordnet werden, abgekiirzt

durch “SM” (in silico marker) (Tabelle[3.9). Ausgehend von verdffentlichten
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Markerkarten wurden weitere Markerkarten (SM6, SM7-SM10, SM11) inte-
griert. Assemblies der Gerstenkultivare “Morex”, “Barke” und “Bow-
man” mit unterschiedlicher Genomabdeckung (50z, 36z und 20x) wurden
erstellt und in die physikalische Karte des Gerstenkultivars “Morex” inte-
griert. Fiir das Assembly von cv. “Morex” wurden Sequenzen aus Klonbi-
bliotheken mit 500 bp und 2.5 kb Insertgréfien genutzt. Das Assembly wies
eine kumulative Lénge von 1.9 Gb auf, relativ zur erwarteten Genomgrofie
von 5.1 Gb (IBSC [2012]) und im Vergleich zu 1.8 Gb fiir cv. “Bowman” und
2.0 Gb fiir cv. “Barke”. Die geringe Lange des Assemblies ist vor allem durch
hoch-repetitive Bereiche bedingt. Repetitive Elemente liegen in Gerste und
Weizen meist verschachtelt vor (Choulet et al.|[2010]) und fithren dazu, dass
einzelne genomische Bereiche mit vielen repetitiven DNA Sequenzen kolla-
bieren. Die Assemblierung des Datensatzes aus Kultivar “Morex” wies
376,261 contigs auf, die grofier als 1 kb sind, bei einem [N50] von 1,425
bp (IBSC| [2012]).

Annotierte Gene sind eine weitere Datenquelle der Verankerung. Gene wur-
den auf den contigs annotiert unter Verwendung von 28,592 Gersten
Volllingen-cDNAs und 834 Millionen RNA-seq Sequenzen (167 Gb), die aus
acht Wachstumsstadien der Gerste stammen (IBSC| [2012], Matsumoto et al.
[2011]).

Klone sind direkt einem FP contig zugeordnet, wihrend im Anschluss veran-
kerte contigs und Gene nur indirekt iiber Sequenzhomologie zu einem
Klon auf die FPC-Karte iibertragen werden. Die 6,200 sequenzierten Klone
lagen nicht vollstdndig sequenziert vor, sondern in Form ldngerer, sequen-
zierter und assemblierter Contigs der Illumina- oder 454-Sequenzierung. In
Summe stellten sie bis auf kleinere und nicht zu schlieffende Liicken, den
gesamten Klon dar. Die Contigs kénnen aber nicht in eine einzige, konti-
nuierliche Sequenz zusammengefasst werden (Steuernagel et al. [2009]). Die
Assemblierung von 91 Klonen, bei einer 24z Genomabdeckung, wies bei-
spielsweise maximal zehn Teilsequenzen auf.

Um Teilsequenzen in Klonen zu lingeren Contigs zu assemblieren, ist die
Verwendung von Sequenzbibliotheken mit grofieren Abstdnden zwischen ein-
ander flankierenden Sequenzen (“paired-end reads” bzw. “mate-pair”) not-
wendig. Alternativ werden Sequenziertechniken mit ldngeren Sequenzen (z.
B. Pacific Biosciences) genutzt. Klone wurden in geringer Anzahl sequen-
ziert, Klonenden hingegen fiir den Grofiteil der Klone bestimmt: 27,695 Klo-
ne besitzen ein sequenziertes Ende, in 175,831 Klone konnten beide En-
den sequenziert werden. Fiir 2,276 Klone liegen mehr als zwei sequenzierte
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Enden vor, resultierend aus Klonen, die in mehreren Bibliotheken beriick-
sichtigt wurden (Bibliotheken der MOHI (HVVMRXALLHA) und MOKI
(HVVMRXS83KH)-Bibliothek). Die Erstellung der FP contig-Karte wurde
von Dr. Ruvini Ariyadasa mit dem Programm FPC (Soderlund et al.[[1997])
durchgefiihrt. Alternativ dazu wurde das Programm LTC (Logical Topologi-
cal Order) (Frenkel et al.| [2010]) genutzt. LT'C wurde spéter auch genutzt,
um fiir Klone in Gerste den minimal zusammengehérenden Pfad (MTDP)
auszuwihlen (Ariyadasa et al.| [2014]). Der Vergleich LTC/FPC zeigte, dass
der Grofiteil der FP contigs in LTC Klone in einer linearen Struktur anein-
anderreiht. Die lineare Struktur besagt, dass diese Klone auch in LTC zu
einem FP contig geformt werden (Ariyadasa et al.| [2014]).

3.1.2 Klonbibliotheken

Sieben Klonbibliotheken wurden fiir die Assemblierung in Gerste genutzt
(Tabelle[3.1)). 87% der Klone aller Bibliotheken wurden in FP contigs bertick-
sichtigt. Selten vertreten sind Klone der Bibliotheken HVVMRXALLHC
(10,324) und HVVMRXALLHB (38,238), wéhrend Klone der Bibliothek
HVVMRXALLMA die Mehrheit bilden (161,905). Fiir eine bestimmte Klon-
bibliothek findet jeweils ein bestimmtes Restriktionsenzym Verwendung (Ta~
belle . Klone wurden entfernt, wenn Kontaminationen (u. a. bakterielle
oder menschliche DNA) vorlagen oder eine zu geringe Anzahl an Restrikti-
onsschnittstellen vorhanden waren.

Die grofite Anzahl sequenzierter Klone wurde durch die mit HindIII behan-
delte HVVMRXALLH Bibliotheken bereitgestellt (4,253), gefolgt von der
HVVMRXS83KH Bibliothek (1,206), wihrend Klone der restlichen Biblio-
theken in geringen Mengen sequenziert wurden und in Summe 741 Klone
beisteuern. Die Grofe eines Klons wird in Konsensusbanden (CB]) angege-
ben.

Die Einheit bezeichnet die kleinste Einheit der FP contig-Karte und
umfasst eine bestimmte Anzahl an Fragmenten bei partiellem Verdau des
Genoms durch ein oder mehrere Restriktionsenzyme.

Die Bestimmung der physikalischen Gréfle der Einheit erlaubt die
Abschitzung der Lénge eines FP contigs und damit der kumulativen Lénge
der FP contig-Karte. Dadurch wird iiberpriift, ob die Genomgréfie erreicht
wird und die FP contig-Karte jegliche genomische Bereiche umfasst. Tabelle
fithrt aufgetrennt auf einzelne Klonbibliotheken den Faktor zwischen der
Gesamtlinge in bp und der [CBl Linge der jeweiligen Klonbibliotheken an:
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Klonbibliothek Abkiirzung FP contig Klone | verankerte Klone | % verankerte | Restriktionsenzym
Klone

HVVMRXALLEA MNEA 117,529 102,815 87 EcoR1

HVVMRXALLHB | MNHA 38,238 32,842 86 Hindlll

HVVMRXALLHC | MNHB 10,324 9,069 88 Hindlll

HVVMRXALLMA | MNMA 161,905 141,886 88 Mbol

HVVMRXALLRA MNRA 84,750 72,514 86 Mechanical shea-

red

HVVMRXALLHA | MOHI 39,378 32,876 83 Hindlll

HVVMRX83KH MOKI 65,078 59,109 91 Hindlll

> - 517,202 451,111 87 -

30

Tabelle 3.1: Klonbibliotheken fiir die Assemblierung und Grad an genetischer Verankerung.
517,202 Klone wurden fiir die Assemblierung von Klonen zu FP contigs genutzt und 87% der Klone konnten in dieser Studie schliefflich
genetisch verankert werden.
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Restriktionsenzym Sequenzmotiv
EcoRI G-AATTC
Mbol GATC

Hindlll A-AGCTT

Tabelle 3.2: In Gerste verwendete Sequenzmotive zur Erstellung der
Klonbibliotheken. HindIIl wurde in vier Klonbibliotheken genutzt, EcoR1 in
einer Klonbibliothek und Mbol ebenfalls in einer. Fiir eine Klonbibliothek wurde
mechanisches Scheren genutzt.

Klonbibliothek Linge | Klonanzahl kb pro[CBl | bp/ICB
HVVMRX83KH 95 1,206 122 1,287
HVVMRXALLE 104 309 142 1,366
HVVMRXALLH 100 4,253 112 1,122
HVVMRXALLM 118 256 170 1,445
HVVMRXALLR 107 176 131 1,226
> 104 6,200 131 1,255

Tabelle 3.3: Bestimmung der Klongréf3ien. Der Quotient aus der Gesamtlinge
(in bp) zum [CB] Median sowie [CB]und kb Léingen pro BAC-Bibliothek.

Fiir Klone der HVVMRXALLMA Bibliothek entspricht 1 1,445 Basen-
paaren, fiir Klone der HVVMRXALLH Bibliotheken 1 [CBl nur 1,122 bp.
Uber alle Klone gemittelt entspricht 1 [CB] 1,255 bp. Die FP contig-Karte
erreicht somit eine kumulative Lange von 4.997 Mb. Fiir jede der sieben Bi-
bliotheken wurde die Linge an [CB] Einheiten bestimmt, die von zumindest
einem Klon einer bestimmten Bibliothek abgedeckt wird. Der Anteil der phy-
sikalischen Karte pro Klonbibliotheken kann daraus abgeleitet werden. Die
Bibliothek HVVMRXALLMA sticht hervor: Alleine 4.4 Gb der 5.0 Gb wer-
den mit dieser Bibliothek exklusiv verankert (Tabelle [3.4)). 2,752 Mb werden
durch HVVMRXALLHA Klone abgedeckt und 4,350 Mb mit der Biblio-
thek HVVMRXALLMA. Die Verbindung unterschiedlicher Bibliotheken ist
notwendig, um alle genomischen Bereiche weitestgehend abzudecken. Aufler-
dem erhoht die Anzahl an Klonen die Signifikanz von Kloniiberlappungen,
als Grundlage fiir einen robusten minimalen {iberspannenden Pfad
und fithrt dazu, dass mehrere Klone zu einem FP contig zusammgenfasst

werden.
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[ Klonbibliothek Kumulative Klonbibliothek Linge
HVVMRXALLMA 4,350
HVVMRXALL83KH 2,196
HVVMRXALLHC 1,078
HVVMRXALLHB 2,712
HVVMRXALLHA 2,752
HVVMRXALLRA 3,973
HVVMRXALLEA 3,982
> 4,997

Tabelle 3.4: Anteil der Klonbibliotheken an der physikalischen Karte in
Gerste. Kumulative Linge einzelner Klonbibliotheken; nur einfache Genomabde-
ckung wird gezéhlt. Angaben in Mb.

3.1.3 Assemblierung von Klonen zu FP contigs

Die Assemblierung der Klone zu FP contigs wurde am Gatersleben
durchgefiihrt. Mit Hilfe des Programms FPC (Soderlund et al.|[1997]) wur-
den sieben Klonbibliotheken mit 600,000 Klonen beriicksichtigt und auf
571,814 Klone reduziert. Diese Klonanzahl représentiert eine anndhernd 14-
fache Genomabdeckung. Klone wurden entfernt, wenn nach Verdau durch
die Restriktionsenzyme die Fragmentanzahl <30 oder >250 betrug. Eine
zu kleine Fragmentanzahl wiirde im Zuge der Assemblierung nur zu gering
signifikanten Kloniiberlappungen fithren und kann zu schimérischen FP con-
tigs fiithren.

Die Klonbibliotheken weisen eine stark unterschiedliche Klonanzahl auf.
Die Anzahl an Klonen, die fiir die Assemblierung pro Bibliothek schlief3-
lich berticksichtigt wurde, reicht von 10,324 Klonen fiir die Klonbibliothek
HVVMRXALLHC bis hin zu 161,905 Klonen fiir die Bibliothek HVVMR-
XALLEA (siehe Tabelle[3.1)). Die Klone, die in die FP contig-Assemblierung
einflossen wurden im Laufe mehrerer Iterationen mit absteigendem Sulston
Score (e=% auf e=%%) assembliert. Die Anzahl an FP contigs konnte von
18,570 auf 9,436 reduziert werden. Durch die verschiedenen Iterationsschrit-
te wurde die Anzahl an Klonen, die nicht zu FP contigs zusammengefasst
(sogenannte “singletons”) konnte von 89,849 auf 53,805 reduziert. Gene-
tische Marker erlaubten eine manuelle Uberpriifung von FP contigs. 171
FP contigs konnten durch widerspriichliche genetische Markerzuordnungen
bestimmt und neu assembliert werden. Andererseits wurden unter Zuhilfe-

nahme von experimentellen als auch in silico Markerzuordnungen 130 FP
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HVVMRXALLRA

HVVMRXALLHA

HVVMRXALLHB

HVVMRXALLHC

HVVMRXALLMA

HVVMRXALLEA

HVVMRX83KH

Gene (IBSC [2012])

Abbildung 3.2: Korrelationen zwischen Klonbibliotheken.
Korrelationskoeffizient nach Bravais-Pearson zwischen einzelnen Klonbibliotheken
und Gendichte beziiglich der Klonanzahl pro 10 Mb-Bereich. Rote Blocke weisen
auf eine starke Korrelation hin, blaue Blocke auf eine schwache negative Korrela-
tion. Der Wertebereich reicht von -0.14 (HVVMRXALLEA vs. Gene) bis 1 (u. a.
HVVRXALLEA vs HVVRXALLEA).

contigs zusammengefasst. In dieser Arbeit wurden Analysen beigesteuert,
um Dr. Ruvini Ariyadasa bei diesen Arbeitsschritten zu unterstiitzen. Die
finale FP contig-Karte umfasst 9,265 FP contigs mit einer durchschnittli-
che FP contig-Liange von 538 kb. Die geschétzte Genomabdeckung wird von
5.01 Gb auf 4.99 Gb reduziert, die durchschnittliche FP contig-Lénge von
515 auf 521 kb erhoht. In |Ariyadasa et al.| [2014] wurde die Verteilung
von Klonen der einzelnen Klonbibliotheken entlang der physikalischen Kar-

te untersucht: Die Anzahl an Klonen pro Mb wurde durch die erwartete
Anzahl geteilt. Sechs der sieben Bibliotheken wiesen einen Faktor von eins
iiber das gesamte Genom auf. Es bedeutet, dass die gemessene Klonanzahl
pro Mb-Bereich der zu erwartenden Anzahl entspricht, wahrend die beson-
ders genreiche Bibliothek (HVVMRX83KH) eine Unterreprisentierung von
Klonen im zentralen Bereich des Chromosoms, dem Sitz des Zentromers,
aufweist. Eine deutliche Uberreprisentierung dieser Bibliothek liegt in den

distalen chromosomalen Bereichen und somit vergleichsweise genreichen Re-
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gionen vor. In vielen Getreidengenomen weisen ndmlich die distalen Bereiche
des Chromosoms besonders hohe Gendichten auf (u. a. The International
Brachypodium Initiative] [2010], IRGSP| [2005]). Es bewirkt, dass die iibri-
gen sechs Bibliotheken dadurch in den distalen Bereichen unterreprisentiert
sind. In den Zentromer-nahen Bereichen hat die Unterreprisentierung von
HVVMRXS83KH hingegen keinen groflen Einfluss.

3.1.4 Integrationen der einzelnen Datenressourcen

Die FPC-Karte enthélt die Information, welche Klone zu einem FP con-
tig gehoren und fiihrt den Bereich in Konsensusbanden (CB)) an, den ein
Klon auf dem FP contig einnimmt. Die Orientierung des Klons im Bezug
auf seine Klonierungsenden ist hingegen unbekannt. Um den Nutzen der FP
contig-Karte maximal auszuschopfen, reicht eine physikalische Karte ohne
assoziierte Sequenzen aber nicht aus. Bisher wurden in Gerste nur 10% des
Genoms sequenziert. Klonenden liegen fiir den Grofiteil der Klone vor, ihre
beiden Endsequenzen weisen etwa 1,400 bp im Vergleich zu den Klonléngen
von 100-200 kb auf. Die[NGS] contigs andererseits beschrénken sich bei hoch-
repetitiven Genomen meist auf die wenig-repetitiven Bereiche und erreichen
nur mittlere Langen von 1.5 kb je Contig. Die Klonenden sind gleichméfig
iiber das Genom verteilt und enthalten - proportional zum Grad der Genom-
repetivitéit - mit hoher Wahrscheinlichkeit hoch-repetitive Sequenzen. An-
schlieBend wurden [NGS]| contigs der drei Gerstenkultivare “Morex”, “Barke”
und “Bowman” auf die physikalische Karte iibertragen (IBSC [2012], siehe
Kapitel 2.3). In Summe konnten 5,798 (94%) sequenzierte Klone, 338,368
(59%) der Klonenden sowie 179,993 (87%) Klone mit sequenzierten Klonen-
den einem FP contig zugewiesen werden.

3.1.5 Chromosomenarm-Zuordnung (CarmA)

Im vorherigen Kapitel wurden den einzelnen FP contigs Sequenzinformation
zugewiesen. Bevor FP contigs durch Marker eine genetische Position erhal-
ten, wird eine Chromosomenarm-Zuordnung fiir den FP contig mit allen
verankerten Sequenzen bestimmt. Die Zuordnung eines FP contigs zu einem
Chromosomenarm ist aus drei Griinden notwendig:

Zunéchst wird ein FP contig einem bestimmen Chromosomenarm zugeord-
net, wodurch die genetische Verankerung des FP contigs vereinfacht wird,
weil falsche Markerzuordnungen entfernt werden, die auf andere Chromoso-

men hinweisen. Andererseits werden Klone ersichtlich, die filschlicherweise
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einem FP contig zugeordnet wurden, ersichtlich durch eine widerspriichliche
Chromosomenarm-Zuordnung zwischen Klon und zugehorigem FP contig.
Schliefllich kénnen verankerte Gene entfernt werden, die falschlicherweise
einem FP contig zugewiesen wurden. Durch genetische Marker kénnen diese
Gene allerdings an die korrekte Position verankert werden.

Das dafiir entwickelte Verfahren wird als [CarmAl (Chromosome arm assi-
gnment) bezeichnet. [CarmAl wurde zusammen mit Dr. Heidrun Gundlach
und Verena Prade (Prade][2013]) entwickelt und wird in Kapitel 2.7 beschrie-
ben. Ausgehend von in Chromosomenarme sortierten Einzelsequenzen wird
die zu untersuchende und bisher nicht genetisch verankerte Sequenz durch
alle Chromosomenarme getrennt maskiert. Anschliefend wird die absolute
Abdeckung (in bp) pro Chromosomenarm bestimmt. Erreicht ein Chromo-
somenarm die hochste Abdeckung und liegt ein zuvor definierter Faktor (z.
B. 2) deutlich hoher als das Verhéltnis des besten zum zweitbesten Treffer,
erfolgt eine Zuordnung zu diesem Chromosom.

Eine Erhohung des Faktors des besten zum zweitbesten Treffer dient da-
zu, falsche Treffer auszuschliefien, beispielsweise wenn eine (moderat) re-
petitive Sequenz einem Chromosomenarm zugeordnet wird und die Se-
quenz in allen Chromosomen eine hohe Abdeckung erreicht (IBSC| [2012]).
In Gerste wurden in Chromosomenarme sortierte 454-Sequenzen bei ein-
facher Genomabdeckung bereitgestellt. [CarmAl Bestimmungen wurden fiir
FP contigs, contigs und Gene durchgefiihrt. Nur Sequenzen mit ein-
deutiger Chromosomenarm-Zuordnung wurden fiir die Verankerung genutzt.
Abbildung illustriert das Prinzip von [CarmAtl Eine beliebige Sequenz
wird durch alle Chromosomenarme getrennt maskiert. Anschlieflend werden
die Chromosomenarme mit hochster Trefferanzahl auf der Sequenz bertick-
sichtigt. Im konkreten Beispiel sind es “1H’ sowie “2H”. Der Faktor des
besten zum zweitbesten Treffer ist im vorliegenden Beispiel % = %?. Wird
ein Faktor von >2 vorausgesetzt, wird die Sequenz “2H” zugewiesen. In
hoch-repetitiven Regionen mit Treffern zu mehreren Chromosomenarmen
wird eine Zuordnung erschwert. CarmA wurde in [Prade [2013] auf einzelne
Gréserarten angewandt, unter anderem auch fiir Brachypodium, Sorghum
und Mais (Prade| [2013]). Die Spezifitit der [CarmAlZuordnungen wiesen
fiir diese Genome Werte von > 95% fiir Sequenzen mit einer Linge von
mindestens 500 bp auf.
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18% abgedeckt

100/18 > 2, 2H

—— e e T e — 100% abgedeckt

beliebige Sequenz ohne Chromosomenarm-Zuordnung

Abbildung 3.3: Vorgehensweise von [CarmAl Die Chromosomenarm sortierten
Sequenzen aus Mayer et al.| [2011] werden iiber Sequenzhomologie der zu untersu-
chenden Sequenz zugeordnet. Anschlieend wird berechnet, welcher relative Anteil
der Sequenz pro Chromosomenarm abgedeckt wird. Im konkreten Beispiel deckte
Chromosom 2H die zu untersuchende Sequenz vollstandig ab.

3.1.5.1 CarmA-Zuweisungen von FP contigs

Fiir die Chromosomenarm-Zuordnung der FP contigs wurden alle direkt
(NGS-) bzw. direkt+indirekt (NGS+) verankerten Sequenzen genutzt. Di-
rekt verankerte Sequenzen sind Klonenden und sequenzierte Klone, indi-
rekt verankert sind contigs der drei Kultivare “Morex”, “Barke” und
“Bowman”. Um den Einfluss der Verankerung der contigs auf die Arm-
Zuordnung des zugrundeliegenden FP contigs abzuschéitzen, wurde fir FP
contigs eine [CarmAl Bestimmung mit bzw. ohne verankerte contigs
durchgefiihrt. Die Fragestellung ist, ob die Beriicksichtigung von [NGS| con-
tigs die Qualitéit der Armzuordnungen erhcht und durch diese weiteren Se-
quenzen zusétzliche FP contigs einem Arm zugeordnet werden. In Gerste
wird der umgekehrte Weg gewiihlt, contigs mit einer FP contig Karte
zu verbinden. In kleineren Genomen von <1 Gb wird die FP contig-Karte
genutzt, um contigs zusammenzufassen (Wang et al|[2014]). Die
contigs weisen bereits die Lénge eines gesamten Chromosoms auf. Fiir Gerste
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sind andererseits die Léngen der FP contigs um ein Vielfaches grofier als jene
der[NGS| contigs. Die den FP contigs zugrundeliegenden Sequenzen sind aber
deutlich repetitiver und werden gréfftenteils durch Klonenden definiert. Aus
diesem Grund sollten [CarmAl zugeordnete contigs die hochste Genauig-
keit im Rahmen einer Chromosomenarm-Zuordnung aufweisen, da repetitive
Bereiche in contigs kollabieren und weniger repetitive (“low-copy re-
gions”) Bereiche verbleiben. Sequenzierte Klone liegen fiir 2,758 FP contigs
vor, im Vergleich zu 9,265 FP contigs insgesamt. Fiir die restlichen FP con-
tigs resultiert die Verankerung aus Homologie von Markern zu assoziierten
Klonenden oder contigs. Im Zuge der Erstellung des Gerste gene-omes
(IBSC|[2012]) und unter Zuhilfenahme aller FP contig assoziierten Sequen-
zen wurden 6,438 FP contigs einem Chromosom zugewiesen. Chromosom 1
in Gerste (1H) wurden 881 FP contigs zugeordnet. Die Anzahl an FP con-
tigs, die einem anderen Chromosomenarm zugeordnet wurde, reicht von 370
(5HS) bis 589 (5HL). Tabelle [3.5| fithrt die Anzahl an FP contigs an, die mit
Hilfe von direkt verankerten Sequenzen und ohne contigs einem Arm
zugeordnet wurden. Mit den 6,202 sequenzierten Klonen wurden lediglich
27.2% der FP contigs einem Chromosomenarm zugewiesen, mit Hilfe von
Klonendsequenzen sind es hingegen 68.4% der FP contigs. Klonenden und
sequenzierte Klone erlauben eine Chromosomenarm-Zuordnung von weite-
ren 51 FP contigs. Eine etwas hohere Anzahl an FP contigs wird chromo-
somal verankert, wenn auch contigs beriicksichtigt werden (6,438 im
Vergleich zu 6,335). Tabelle listet die Anzahl an in Chromosomenarme

Datenressource | Sequenzanzahl | FP contigs % FP contigs'
sBAC 29,645 2,625 27.2%
[BES! 84,677 6,335 68.4%
[sBACH- [BES 114,322 6,386 68.9%

Tabelle 3.5: Chromosomenarm-Zuordnung fiir [BES] und [sBACl
Anzahl an [BES)/[sBAC] mit einer Chromosomenarm-Zuordnung.
beziiglich aller 9,265 FP contigs.

sortierte FP contigs, so wie sie schliefllich unter Zuhilfenahme aller Sequen-
zen durch das Internationale Gestengenomprojekt im Rahmen dieser Arbeit
bereitgestellt wurde (IBSC|[2012]). Um den Einfluss auf die Verankerung
von FP contigs durch Klonenden alleine zu untersuchen, wurde fiir [CarmAl
lediglich Klonendsequenzen beriicksichtigt (Tabelle . 342 (5HS) bis 553

FP contigs (5HL) wurden einem Chromosomenarm zugewiesen. Chromosom
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Chromosomenarm FP contigs insgesamt | Verankerte FP con-
tigs
1H 881 560
2HS 428 323
2HL 503 392
3HS 378 270
3HL 516 398
4HS 439 251
4HL 518 345
5HS 370 257
5HL 589 431
6HS 409 298
6HL 486 346
7HS 508 377
THL 412 308
> 6,438 4,556

Tabelle 3.6: Chromosomenarm-Zuordnung fiir [BES| und [sBAC!
Chromosomenarm sortierte FP contigs aus IBSC| [2012] basierend auf verankerten

[BES] [NGS] contigs und [sBAC!

1H, dem Chromosom fiir das keine Trennung in einzelne Chromosomenar-
me moglich war, wurden 927 FP contigs zugewiesen. Auflerdem wurden die
[CarmAl Zuweisungen der FP contigs iiber Klonenden den publizierten Arm-
zuweisungen der FP contigs aus IBSC| [2012] gegeniibergestellt. Der Ver-
gleich zeigt, dass Klonenden alleine bereits ausreichen, um den Grof3teil der
FP contig einem Chromosomenarm zuzuweisen, wihrend weitere Sequenzen
helfen, um die Chromosomenarm-Zuweisung zusétzlich zu bestéitigen bzw.
falsche Chromosomenarm-Zuweisungen zu l6sen. Im Zuge der Bestimmung
von schimérischen FP contigs wurde [CarmAl ebenfalls eingesetzt. Mit unter-
schiedlichen Stringenzkriterien (Mindestlénge eines Treffers, Verhéltnis der
Abdeckung zwischen besten zum zweitbesten Treffer) wurde eine [CarmAl
Zuordnung fiir Klone bestimmt.

3.1.5.2 CarmA fiir NGS| contigs und Gerstengene

Fiir Gerste wurden drei wirtschaftlich wichtige Kultivare sequenziert und as-
sembliert (IBSC|[2012]) und im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe von CarmA
einzelnen Chromosomenarmen zugewiesen (siehe Kapitel. Die Anzahl an
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Chromosom | FP contigs | FP contigs | Uberein- Widerspruch?
verankert stimmung!
1H 927 584 523 61
2HS 419 304 287 17
2HL 515 384 368 16
3HS 412 294 257 37
3HL 561 419 371 48
4HS 425 244 235 9
4HL 500 330 315 15
5HS 342 231 226 5
5HL 553 402 395 7
6HS 370 273 268 5
6HL 447 315 310 5
7HS 461 347 340 7
THL 403 293 289 4
> 6335 4420 4184 248

Tabelle 3.7: Chromosomenarm-Zuordnung von FP contigs rein auf Basis
von Klonenden.

In Chromosomenarme sortierte FP contigs unter Verwendung von ausschliellich
[BES!

1Gleiche Chromosomenarm-Zuweisung wie [IBSC| [2012].

2Widerspriichliche Chromosomenarm-Zuweisung zu IBSC| [2012].

zugeordneten contigs liegt fiir cv. “Morex” bei 307 Mb, fiir cv. “Bow-
man” bei 312 Mb und cv. “Barke” bei 268 Mb. contigs aus Kultivar
“Morex” wurden als Genomreferenz verwendet, um mit Hilfe von RNA-seq
Daten (IBSC [2012]) und unter Zuhilfenahme von Gersten Vollléngen-cDNA
(Matsumoto et al. [2011]) Gene zu bestimmen. 26,159 [HC (high-confidence)
und 53,220 [LA (low-confidence) Gene wurden annotiert und einem Chro-
mosomenarm zugewiesen. Die Chromosomenarm sortierten Sequenzen er-
lauben es, die Gene einem Chromosomenarm zuzuweisen. Dadurch, und in
Verbindung mit den rund 20 syntenischen Bereichen zu den kleineren Re-
ferenzgenomen erlaubt es bereits Aussagen, ob ein Gerstengen im erwarte-
ten syntenischen Bereich liegt, oder ob es seine Lage beispielsweise durch
Translokationen geindert wurde. Insgesamt erlaubt [CarmAl die Chromoso-
menarmzuordnung von 22,134 (84.6 %) [HCFGenen sowie von 31,978 (60.1%)
[LClGenen (Tabelle [3.8).
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Chromosom [HCl Gene [LClGene [LCHHHC Gene
1H 4,677 3,111 7,788
2HS 1,733 1,287 3,020
2HL 2,777 2,275 5,052
3HS 1,863 1,244 3,107
3HL 3,066 2,245 5,311
4HS 1,566 1,004 2,570
4HL 1,948 1,585 3,533
5HS 1,535 805 2,340
5HL 3,630 2,675 6,305
6HS 1,895 1,118 3,013
6HL 1,773 1,420 3,193
THS 3,011 1,716 4,727
THL 2,504 1,649 4,153
> 22,134 31,978 54,112

Tabelle 3.8: Chromosomenarm-Zuordnung von Gerstengenen. Die Zahlen
fithren alle annotierten Gene und wurden in [HC (high-confidence) Gene und [LCI
(low-confidence Gene) aufgetrennt.

3.1.6 Verankerung der FP contigs

Die FP contigs mit allen darauf zugewiesenen Sequenzen wurden iiber ex-
perimentelle und in silico Marker verankert und die Markerkarte mit der
grofiten genetischen Auflosung als Referenzkarte genutzt (SM6, |Comadran
et al.|[2012]). Die in silico Markerkarte basiert auf 3,973 polymorphen SNPs
der Kreuzung Morex z Barke und wurde genutzt, um eine Fg rekombina-
te Inzuchtlinien (RIL, recombinant inbred lines) Population bestehend aus
360 Individuen zu kartieren (Comadran et al.| [2012]). Die Verankerungen
der Marker aller anderen Karten wurden gegen die genetische Position der
SM6-Karte verglichen, wenn diese Marker auf derselben Sequenz (FP con-
tig, Gen, contig) verankert wurden. Paarweise Vergleiche der geneti-
schen Positionen einer beliebigen genetischen Karte gegen die Referenzkarte
erlaubte die Bestimmung einer Funktion, die eine bestimmte genetische Po-
sition der einen Karte in eine genetische Position der Referenzkarte trans-
formiert (siehe Kapitel . Eine mehrfache Wiederholung dieses Vorganges
lieferte eine sogenannte integrierte genetische Karte, die Informationen aus
einzelnen Karten in ein einheitliches Koordinatensystem abbildet. Fiir die

Verankerung werden in silico und experimentelle Marker beriicksichtigt. In
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silico Marker bilden den Grofiteil der verwendeten Marker (99.3 %), expe-
rimentelle Karten umfassen 3,276 Marker. Marker stellen die grofite
Sequenzmenge bereit (96.7%). Tabelle fithrt die Anzahl an Marker fiir
jede Markerkarte an. Eine besonders grofle Anzahl an experimentellen Mar-

Karte Markeranzahl Markertyp | Publikation
MM1 230 exp. Chen et al|[2010] |
MM2 297 exp. Mayer et al.| [2011]
MM3 1,736 exp. Sato et al.| [2009]
MM4 145 exp. Stein et al | [2007]
MM5 596 exp. Close et al.| [2009]
MM6 342 exp. Potokina et al.| [2008]
D 3,276 exp. I
SM2 622 in silico Mayer et al|[2011] |
SM3 5,780 in silico Sato et al.| [2009]
SM4 1,052 in silico Stein et al.| [2007]
SM5 2,944 in silico Moscou et al.| [2011]
SM6 5,481 in silico Comadran et al.
[2012]
SM7 241,159 in silico Poland et al.| [2012]
SM8 34,396 in silico Poland et al.| [2012]
SM9 184,796 in silico Poland et al.| [2012]
SM10 21,384 in silico Poland et al.| [2012]
SM11 501 in silico Moscou et al.| [2011]
D 498,165 in silico N

Tabelle 3.9: Markenkarten zur genetischen Verankerung von FP contigs.
Markeranzahl pro Markerkarte. Entnommen aus (IBSC|[2012], 2012). exp. = expe-
rimentelle Marker. in silico = in silico Marker.

kern weist die Okayama Karte (SM3/MM3, [Sato et al.| [2009]) auf, die auf
EST-Sequenzen (partielle Sequenzen aus cDNA) beruht, der SM5-Karte, die
eine Konsensuskarte darstellt und zur Verankerung des GenomeZippers in
Gerste genutzt wurde (Mayer et al. [2011]), und in der iSELECT Karte
(SM6-Karte). Abbildung illustriert, wie einzelne Markerkarten zu einer
Karte verkniipft werden: Beginnend mit der Referenzkarte, werden weitere
Karten durch gemeinsame Ankerpunkte zur Erstellung einer hochauflésen-
den Konsensuskarte fiir die Verankerung der FP contigs verwendet. Marker,
die einem Transkript zugeordnet werden bieten die M&glichkeit, die Veranke-

rung mit der genomischen Position der orthologen Gene zu vergleichen und
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Abbildung 3.4: Integration von Markenkarten und Verankerung von FP
contigs. Darstellung der Uberfithrung mehrerer Markerkarten in eine Konsensus-
karte. SM = in silico Marker, MM = experimentelle Marker. Die mit Rot versehene
SM6-Karte stellt die Referenzkarte dar. Zunédchst werden Marker einem FP con-
tig zugeordnet. Anschlieend die Markerkarten in eine hochauflésende integrierte
Karte tiberfithrt und diese fiir die Aneinanderreihung de FP contigs genutzt.
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damit eine grobe Einschétzung der Verankerungsqualitdt. Viele Markerkar-
ten beruhen auf genischen Sequenzen. Die Anzahl an Markern, die einem
Gen zugeordnet wurde, kann mittels Vergleich gegen die annotierten Ge-
ne des IBSC| [2012] bestimmt werden (Tabelle [3.10). [EBStbasierte Marker

Markerkarte Genanzahl
SM2 128
SM3 1,766
SM4 250
SM5 1,327
SM6 3,405
SM7 3,323
SM8 1,189
SM9 2,791
SM10 1,068
SM11 392
> 8,809

Tabelle 3.10: Markerkarten und Uberlappung mit Gerstengenen. Marker
mit Sequenzhomologie zu einem der 26,159 annotierten Gerstengene. Die grofite
Genanzahl liegt in der Referenzkarte (SM6) vor.

(SM7-SM10) erlauben es, grofitenteils nicht-genische Regionen zu verankern
und treffen auf eine in Anbetracht der Markermenge relativ geringe Genan-
zahl. Die SM5-Karte erlaubt die Verankerung von 1,327 Gerstengenen. Die
grofite Genanzahl (3,405) wird mit der SM6 Karte erreicht. Trotz 241,159
Markern fiir die SM7 Karte liegen nur Treffer zu 3,323 Gerstengenen vor.
Die Enzymkombination, die fiir die [GBS] Technologie genutzt wird, sorgt
dafiir, dass genflankierende Bereiche angereichert werden, nicht aber geni-
sche (Poland et al.[[2012]). Es erklirt die geringe Uberlappung mit genischen
Sequenzen. In Summe besitzen 8,809 Gene eine eindeutige, genetische Posi-
tion. Neben der Uberlappung der Marker mit Genen und der Markerzahl ist
die Lange der Markersequenzen ein entscheidender Faktor: Sind die Léngen
sehr kurz, wird eine Zuordnung zu einem Klon, Klonende oder contig
erschwert, wihrend besonders lange Markersequenzen die eindeutige Zuord-

nung zu einer genomischen Position erlauben.
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3.1.7 Syntenische Stratifizierung

Durch die Verankerung der FP contigs und die Uberfithrung in eine ge-
meinsame Markerkarte wurden in dieser Arbeit 4,556 FP contigs mit einer
summierten Lénge von 3.9 Gb - etwa 78.2% der Gesamtlinge (4.99 Gb) al-
ler FP contigs - einer genetischen Position zugewiesen. Neben diesen 4,556
FP contigs wurden 5,798 sequenzierte Klone und 338,368 Klonenden einer
genetischen Position zugewiesen. Durch die syntenische Stratifizierung wird
fiir 4,709 unverankerte FP contigs versucht, auch diesen eine genetische Po-
sition zuzuweisen. Wie in der Einleitung beschrieben, weisen Genome wie
Gerste, Reis, Brachypodium und Sorghum eine sehr dhnliche Genreihenfolge
aufgrund eines gemeinsamen Vorldufergenoms und dem Fehlen von weiteren
Genomduplikationen auf. Im Gegensatz zu |Mayer et al. [2011] wurden in
dieser Arbeit mehrere und eine (SM6) besser auflésende, genetische Karte
genutzt. Die hoher auflésende genetische Referenzkarte ermoglichte eine fei-
nere Eingrenzung der syntenischen Regionen und den bisher unverankerten
FP contigs eine ungefihre Position in Gerste zuzuweisen, bei starker Se-
quenzhomologie zu einem bestimmten Bereich in Brachypodium, Reis oder
Sorghum. Die syntenische Stratifizierung, die im Rahmen dieser Arbeit ent-
wickelt wurde, setzt sich aus drei Schritten zusammen:

e Die Zuordnung von Gerstengenen zu spezifischen Chromosomenarmen.

e Die Bestimmung der Orthologen der Gerstengene in Modellorganis-
men.

e Interpolation der Abfolge von Gerstengenen iiber syntenische Stratifi-

kation.

Eine Chromosomenarm-Zuordnung liegt fiir 54,112 Gerstengene (LCF und
[HClGene) vor (Tabelle [3.8). 22,134 davon sind [HCl (high-confidence) Ge-
ne. Mit einer Trefferlinge von 100 bp, bei einer Sequenzidentitdt von >
75% werden Gerstengene einem Brachypodium, Reis oder Sorghum Gen zu-
geordnet. Der beste bidirektionale Treffer wird berticksichtigt und zum Se-
quenzvergleich BLASTp genutzt (Altschul et al|[1990]). Die Verankerung
von 15,719 Gerstengene erlaubte die Bestimmung von syntenischen Berei-
chen zu den Referenzgenomen Brachypodium, Reis und Sorghum und damit
die genetische Verankerung weiterer Gene iiber Syntenie. Weist ein Gen
einen Treffer zu einem Gen aus Brachypodium /Reis/Sorghum auf, wird der
dem Gen zugehorige syntenische Block bestimmt. Der syntenische Bereich
erlaubt es, dem Gen eine Position zuzuweisen, wenn orthologe Gene in un-

mittelbarer Nihe genetisch in Gerste verankert wurden. Die Einschriankung
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Genom Klonenden Gene Transkripte
Brachypodium 22,087 9,560 11,262
distachyon

Hordeum vulga- | 11,320 6,692 6,692

re

Oryza sativa 18,349 9,359 12,628

Tabelle 3.11: Verankerung der physikalischen Karte in Gerste rein auf
Basis von Klonenden. Klonenden wurden gegen Transkripte der Referenzge-
nome verglichen. Die Anzahl an Transkripten und Genen ist angefiihrt, fiir die
Sequenzhomologie zu Klonenden gefunden wurde.

auf den syntenischen Block ist notwendig, weil nur positionell konservier-
te Gene verankert werden konnen. Anschliefend wird der Median der vor-
geschlagenen genetischen Position aus allen drei Referenzgenomen fiir die
Verankerung genutzt; bei Widerspriichen, beispielsweise wenn die vorge-
schlagene genetische Position im Widerspruch zur [CarmAlZuordnung ist,
erfolgte keine Zuordnung. Dieser Vorgang fithrte dazu, dass neben den rund
15,719 positionierten Gerstengenen weitere 3,745 Gerstengene eine Veranke-
rungsposition erhalten. Die Ergebnisse der syntenischen Stratifizierung ist
unter [ftp://ftpmips.helmholtz-muenchen.de/plants/barley/public_
data/anchoring/syn_strat/syntenic_stratification.TXT hinterlegt.

3.1.8 Syntenische Verankerung von FP contigs

Mit Hilfe von [CarmAl wurde gezeigt, dass eine Chromosomenarm-
Zuordnung, die ausschliellich auf Klonenden beruht, den Grof3teil der FP
contigs einem Chromosom zugeordnet werden kann. [CarmAl zeigte auch,
dass die Armzuordnung eines FP contig bereits durch Klonenden ermoglicht
wird. Klonenden sind anndhernd gleichverteilt iiber den FP contig und iiber
das Genom und liegen in gréfferen Menge vor. Die verankerte physikalische
Karte in Gerste erlaubt nun zu untersuchen, welcher Grad an Verankerung
alleine aufgrund der Klonenden ohne Hilfe von Markersequenzen und mit
Hilfe von Syntenie zu sequenzierten Referenzgenomen moglich ist. Damit
wird ermittelt, ob ein Syntenie vertrauendes Vorgehen hilft oder sogar aus-
reicht, um die Verankerung einer physikalischen Karte zu erreichen, fiir das
weder Marker noch vollstdndige Chromosomen vorliegen. Durch die gene-
tisch verankerten Gersten FP contigs kann der Erfolg und Verldsslichkeit
dieses auf Syntenie basierenden Vergleichs iiberpriift werden.


 ftp://ftpmips.helmholtz-muenchen.de/plants/barley/public_data/anchoring/syn_stra t/syntenic_stratification.TXT
 ftp://ftpmips.helmholtz-muenchen.de/plants/barley/public_data/anchoring/syn_stra t/syntenic_stratification.TXT
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Brachypodium distachyon Oryza sativa
7480
5736 2830
7363
1508 676
1773

Hordeum vulgare

Abbildung 3.5: Anzahl und Uberlappung von Klonenden (BES)) mit Se-
quenzhomologie zu Brachypodium, Reis und Gerste.

Abbildung [3:5] zeigt den Anteil an Klonenden mit Sequenzhomologie zu Bra-
chypodium, Reis sowie Gerste. Es wurden jeweils die kodierenden Sequenzen
der drei Genome verwendet. 7,363 Klonenden konnten bestimmt werden, fiir
die ein Treffer zu allen drei Genomen vorliegt. Fiir die Homologiesuche gegen
Gerste wurden andere Sequenzparameter gewéhlt (www.vmatch.de, 1=100,
e=1) als fiir Brachypodium und Reis (1=100, seedlength=12, exdrop=3, iden-
tity=75). Die Anteile der Klonenden, die eine Zuordnung zu nur einem Ge-
nom aufweisen, sind gering: Fiir Brachypodium sind 26.0% der Treffer zu
Klonenden spezifisch, wihrend die Werte fiir Reis 15.4% sowie Gerste mit
15.7% geringer ausfallen. Es liegt vor allem daran, dass nur genetisch ver-
ankerte Gene, also nur 15,719 genutzt wurden, wiahrend in Brachypodium
und fiir Reis der Grofiteil der Gene eine Position auf einem der fiinf bzw.
zehn Chromosome aufweist und nur eine sehr geringe Anzahl auf nicht ver-
ankerten Scaffolds annotiert wurde. In Gerste wurde nur eine Spleifivari-
ante bestimmt und erklart die geringe Anzahl von iiber Sequenzhomologie
zugeordneten Genen im Vergleich zu Reis und Brachypodium. Betrachtet
man die Klonenden mit einer Verankerung in allen drei Genomen, werden
7,159 Klone erreicht, die auf 1,892 FP contig verankert sind. Diese FP con-
tig reprisentieren 1.98 Gb relativ zu den 3.9 Gb verankerten FP contigs.
Abbildung zeigt die gute Ubereinstimmung zwischen den iiber Syntenie
verankerten Klonenden im Vergleich zur IBSC| [2012] Verankerung.


www.vmatch.de
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Abbildung 3.6: Vergleich der syntenischen Verankerung iiber [BES| und
Syntenie gegeniiber den 3.9 Gb verankerten FP contigs aus IBSC]|[2012].
Die genomischen Positionen des sowie aus Brachypodium wurden normiert
beziiglich ihrer Chromosomenlédnge. 1H-7H ist Chromosom 1-7 in Gerste; Bd1-Bdb
entsprechen Chromosom 1-5 in Brachypodium.
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3.1.9 Genverankerung in der Gerste

In der Arbeitsgruppe (Arbeit von Dr. Matthias Pfeifer und Manuel Span-
nagl) wurden Gene unter Einsatz von RNA-seq Sequenzen auf [NGS con-
tigs annotiert. Die daraus resultierenden Genmodelle wurden mit Gersten-
Volllingen-cDNA zusammengefasst, um redundante Transkripte zu entfer-
nen. 26,159 Gersten-Gene wurden bestimmt, 24,242 Gene mit Entsprechung
zu einem contig des Kultivars “Morex”. Unterschiedliche Veranke-
rungsstrategien wurden entwickelt, um Gene genetisch zu verankern (Abbil-
dung 3.7)): Direkt einem FP contig zugeordnete Sequenzen stellen die erste

2 20,411

CarmA Zuordnung (AC5) +3.743 Chromosomarm
,{g; Syntenische Stratifizierung (AC4) +4,692 genetische Position
g Gen mit Marker (AC3) +878
S
£ Gen auf NGS contig (AC2) +5,426 gene'_[isch_e und physikalische
g osition liegt vor
E Gen auf FP contig (AC1) 9,415

Abbildung 3.7: Priorititen bei der Verankerung von Genen in Gerste. Die
Richtung des Pfeils gibt die Prioritdt der Verankerung an beginnend mit AC? bis
AC5, anchoring class 5.

Prioritétsstufe der Verankerung (AC1, anchoring class 1) dar. 9,415 Gers-
tengene liegen bereits auf verankerten FP contigs. Durch verankerte
contigs des Kultivars “Morex” kommen weitere 5,426 hinzu (AC2, anchoring
class 2). Fir diese contigs liegt kein FP contig vor, allerdings eine ein-
deutige Markerverankerung. Zusétzlich steht die Markerzuordnung nicht im
Widerspruch zur [CarmAl Zuordnung. Kodierende Gene werden iiber Marker
einer genetischen Position zugeordnet (AC3, anchoring class 3). Durch die-
sen Vorgang erfuhren weitere 878 Gene eine genetische Position. Fiir 15,719
Gene liegt somit eine genetische Position auf dem Genom vor (AC1-AC3).
Uber syntenische Stratifizierung (Kapitel werden weitere 4,692 (AC4,
anchoring class 4 ) Gene verankert. Insgesamt weisen 20,411 der 26,159 Gene
eine genetische Position oder physikalische Position auf. Uber [Carmdl und
damit einem Chromosomenarm zugewiesene Gene bilden Prioritétsstufe 5
(AC5, anchoring class 5). In Summe koénnen 24,154 oder 92.3% aller [HC|
Gene in Chromosomenarme sortiert oder genetisch positioniert werden. Fiir
positionierte Gene liegt neben der genetischen Position auch die ungefihre
genomische Position, resultierend aus den kumulativen FP contig Langen,

Vvor.



3.1. VERANKERUNG DER PHYSIKALISCHEN KARTE DES GERSTENGENOMS49

3.1.10 Validierung der Verankerung

Mit Hilfe von FPC (Soderlund et al.| [1997]) wurden bei einem Sulston Score
von e~% Klone zu FP contigs zusammengefasst. Der Sulston Score ist ein
Maf3 fiir die Wahrscheinlichkeit, dass Banden zwischen zwei Klonen {iber-
einstimmen und damit Klone iiberlappen (Meyers et al. [2004]). Eine wei-
tere Assemblierung mit e=2 erfolgte, um 2,000 potentiell iiberlappende FP
contig-Paare zu bestimmen (Liste bereitgestellt und gefiltert von Dr. Ruvi-
ni Ariyadasa und Dr. Burkhard Steuernagel). Durch die 4,556 verankerten
FP contigs wird iiberpriift, ob FP contigs, die in der weniger stringenten
Assemblierung zusammengefasst wurden, auch in der stringenteren und fiir
das gene-ome genutzten Version dhnliche genetische Positionen aufweisen.
Eine Abweichung von 5 ist noch erklérbar tiber die Assoziation zu phy-
sikalischen Contigs in rekombinationsreichen Regionen. Die geforderten Un-
terschiede in der genetischen Position sollten demnach wenig restriktiv sein,
weil durch die Integrationen von unterschiedlichen Markerkarten auch Ab-
weichungen von einigen centiMorgan moglich sind. 80% der potentiell iiber-
lappenden Paare, fiir die beide FP contig eine genetische Position aufweisen,
liegen innerhalb von < 5 [cMl rund 85% weisen eine Distanz von <10 [cM]
auf, 90% liegen in einem 20 Bereich. Die Ergebnisse lassen vermuten,
dass der maximale Fehler nicht nur auf einem Chromosomenarm, sondern
einen deutlich kleineren Bereich beschriankt werden kann. Es liegt nahe, dass
der Grofiteil der FP contig-Paare sehr wahrscheinlich zusammengefasst wer-
den konnte und die genetische Verankerung der physikalischen Karte im ho-
hen Mafle korrekte Ergebnisse liefern sollte. Allerdings iiberlappen nicht alle
dieser FP contigs, denn bei niedriger Stringenz fithrt FPC (Soderlund et al.
[1997]) zu einer hoheren Anzahl an schimérischen FP contigs (Philippe et al.
[2012]). Von 2,000 Kandidatenpaaren, die potentiell iiberlappen, liegt eine
[CarmAl Zuordnung fiir 1,800 FP contig-Paare vor. 1,500 (83%) dieser Paare
weisen auf denselben Chromosomenarm, 300 (17%) auf unterschiedliche, 200
(11%) FP contig Paaren fehlt zumindest eine Chromosomenarmzuordnun-
gen, wodurch ein FP contig nicht genetisch positioniert wurde.

3.1.11 Das Gerste gene-ome

Das Gerste gene-ome reprisentiert die verankerten und mit Sequenzen aus-
gestatteten FP contigs, dargestellt in Abbildung Insgesamt wurden 3.9
Gb der 4.99 Gb kumulativen FP contig-Lénge verankert, rund 4.5 Gb konn-
ten einem Chromosomenarm zugewiesen werden. Der Grofteil der 26,159
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[HC] Gene konnte genetisch oder iiber Syntenie verankert werden. Abbildung
[3:8] stellt die verankerten FP contigs dar mit darauf zugewiesenen Sequen-
zen (sequenzierte Klonenden, sequenzierte Klone, NGS contigs). Weil
contigs und assemblierte Klonsequenzen den hoch-repetitiven Bereich nur
unzureichend erklaren, wurde die Verteilung der repetitiven Elemente auf
Basis von Klonenden bestimmt. Die Annotation der repetitiven Elemente
wurde von Dr. Heidrun Gundlach durchgefiihrt und Klonenden schliefllich
durch annotierte und manuell kuratierte repetitive Elemente maskiert. An-
schliefend wurde der durchschnittliche Grad an repetitiven Elementen be-
rechnet und als heat map dargestellt. Die Chromosomenlénge wird durch
Aneinanderreihung der verankerten FP contigs erreicht. Sequenzierte Klone
werden pro 10 Mb-Bereich dargestellt und der Vergleich der genetischen mit
physikalischer Distanz pro FP contig dargestellt.

Abbildung 3.8: Darstellung der genetisch verankerten FP contigs, das
Gerste gene-ome. Heterogene Datenressourcen entlang der verankerten FP con-
tigs. Entnommen aus . Spur a) zeigt den Vergleich gegen die in Chro-
mosomenarme sortierten Sequenzen. Es zeigt den kurzen Arm, dargestellt in Griin
im Vergleich zum langen Arm, dargestellt in Grau. Spur b)-d) zeigt die genetische
und physikalische Position verankerter Gersten [HC] Gene. Das genetische Zentro-
mer erstreckt sich {iber den Grofiteil der verankerten physikalischen FP contigs.
Spur d) zeigt die Dichte an verankerten Genen, wihrend Spuren e-f) die Verteilung
der repetitiven Elemente zeigt. [[TEl Retroelemente weisen eine Antikorrelation zu
Genen auf. Die hochsten Werte liegen im Peri-zentromer und Zentromer. Spur g)
zeigt die Verteilung der sequenzierten Klone. Der Grofteil der Klone liegt in den
distalen und proximalen Enden der Chromosomen.
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3.1.12 Vergleich des Gerste gene-ome mit Aegilops tauschii

Im Jahr 2013 wurden die nichsten Verwandten der Weizenvorldufergeno-
me des A- und D-Subgenoms von hexaploidem Weizen verdffentlicht (Jia
et al|[2013], Ling et al. [2013]). Der nichste Verwandte des Vorlduferge-
noms des Weizen A-Genoms ist Triticum urartu, und Aegilops tauschii stellt
das Vorlaufergenom des Weizen D-Genoms dar. Fiir Aegilops tauschii wur-
de eine grofle Anzahl an Genen einer genetische Position zugeordnet und
ermoglichte die Ergebnisse des Gerste gene-ome gegen Aegilops tauschii zu
vergleichen. Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Anzahl an veranker-

ten Genen.

Gerste Ae. tauschii | Gerstengene | Ae. tauschii | Genpaare
Gene

1H 1D 1,532 2,082 992

2H 2D 1,845 2,664 1137

3H 3D 1,649 2,478 1027

4H 4D 972 1,749 666

5H 5D 1,730 2,553 1118

6H 6D 1,130 1,868 669

7H 7D 1,599 2,325 919
1H-7H 1D-7D 10,457 15,719 5,528

Tabelle 3.12: Vergleich orthologer Gene zwischen Gerste und Aegilops
tauschii. Die Zahlen stellen die Genpaare dar, die miteinander iiber den besten
bidirektionalen Treffer zugeordnet sind und gleichzeitig eine genetische Position
aufwiesen.

5,528 Genpaare aus Gerste und Aegilops tauschii wurden iiber den besten
bidirektionalen Treffer zugeordnet (Mindesttrefferlinge von 75%, >30 Ami-
noséuren). Die Anzahl stellt 52.8% aller verankerten Gene des D-Vorlaufer-
genoms dar. Der Vergleich der Syntenie iiber alle Gerstenchromosomen ist
in Abbildung angefiihrt sowie die Verteilung der Trefferlingen (Abbil-
dung und Sequenzidentitéit der Genpaare mit durchschnittlichen Tref-
ferlingen von 300 Aminosduren und einer durchschnittlichen Sequenziden-
titdt von 90%. Tabelle fithrt die durchschnittlichen Trefferléingen
der orthologen Gene zwischen Aegilops tauschii und Gerste und die durch-
schnittlichen Sequenzidentitit an. Die Sequenzidentitéiten der Chromoso-
menvergleiche sind annéhernd uniform mit Werten zwischen 89.9 (6H) und
91.5 (5H).
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Abbildung 3.9: Trefferliinge und Sequenzidentitit in orthologen Genen
zwischen Aegilops tauschii und Gerste.
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Abbildung 3.10: Chromosomen-Vergleiche zwischen Aegilops tauschii
und Gerste. Vergleiche zeigen eine starke ausgeprigte Kollinearitidt mit Ausnahme
einer groferen Inversion auf 1H/1D.
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Chromosom Genpaare Lange Sequenzidentitéit]
1H 992 345.0 90.5
2H 1,137 357.0 90.5
3H 1,027 347.0 90.4
4H 666 335.0 91.3
5H 1,118 343.0 91.5
6H 669 361.0 89.9
7H 919 340.0 90.2

Tabelle 3.13: Sequenzidentitit zwischen Gerste und Aegilops tauschii.
Angabe der Linge in Anzahl an Aminoséuren (AA).

3.2 Verankerung von Weizenchromosom 6A

Fiir die Gerste wurden Klone mit Hilfe der High-Information Content Fin-
gerprinting-Technologie (HICF| Technologie; (Ding et al| [2001])) zu FP
contigs assembliert. Fiir das Weizenchromosom 6A wurde die neu entwi-
ckelte “Whole Genome Profiling” [WGPTM))-Technologie (van Oeveren et al.
[2011])) verwendet und eine Klonbibliothek fiir jeden Chromosomenarm ein-
zeln angelegt. Der Restriktionsverdau erfolgte durch HindIIl und generierte
49,152 Klone fiir den kurzen Arm und 55,296 Klone fiir den langen Arm.
22,656 Klone fiir den kurzen und 24,575 Klone fiir den langen Arm wurden
zu FP contigs assembliert. Die physikalische Karte wies eine Genomabde-
ckung von 8z auf, im Vergleich zu einer 16z Genomabdeckung aller Klone
der beiden Klonbibliotheken. Fiir Klone wurden informative [WGPTM} Tt ags
nach Verdau durch zwei Restriktionsenzyme (HindIII, Mbol) bestimmt und
die Restriktionsschnittstellen umgrenzenden genomischen Bereiche mit ei-
ner Liénge von 100 bp sequenziert. Die Tags dienten dazu, um Klone in
FP contigs zu assemblieren und wurden anschliefend als Verbindungsstiick
der physikalischen Karte zu den deutlich lingeren contigs des
genutzt. Die Assemblierung der Klone zu FP contigs wurde mit FPC (So-
derlund et al| [1997]) und LTC (Frenkel et al| [2010]) durchgefiihrt. Die
Integration der unterschiedlichen Sequenzressourcen ist in Abbildung
dargestellt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Performanz beider Programme unter
unterschiedlichen Stringenzkriterien verglichen werden. Anschlieend sollte
die beste Assemblierung (LTC oder FPC) fiir die Verankerung und Aneinan-
derreihung der FP contigs aus Chromosom 6A ausgew#hlt werden und um
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diesen weiteren Sequenzen zuzuweisen. Sequenzierte Tag-Sequenzen wurde
durch contigs (IWGSC]| [2014]) erweitert und contigs gegen die
deutlich léngeren Sequenzen aus den Vorldufergenomen von Triticum urartu
(Ling et al.| [2013]) und Aegilops tauschii (Jia et al.|[2013]) verglichen und
bei starker Sequenzhomologie dem FP contig zugewiesen (siehe Kapitel .
Es wurde aulerdem untersucht, ob Triticum urartu contigs eine Sequenz-
homologie zu weiteren, bisher nicht beriicksichtigten contigs in Wei-
zen aufwiesen und diese contigs ebenfalls dem FP contig zugeordnet.
Die ldangeren Scaffolds in Triticum wrartu wurden genutzt, um potentielle
iiberlappende FP contigs zusammenzufassen, wenn ein Ende eines Triticum
urartu Scaffolds durch den einen FP contig, das andere Ende des Scaffolds
einen anderen FP contig abgedeckt wurde. Triticum urartu wurde fiir diese
Analyse genutzt, weil es der Vorfahr des A-Subgenoms und damit von Wei-
zenchromosom 6A ist. Das D-Genom von Weizen leitet sich von Aegilops
tauschii ab und enthélt sehr wahrscheinlich eine deutlich grolere Anzahl an
strukturellen Unterschieden. Die FP contigs mit allen darauf verankerten
Sequenzen wurden anschlieend durch publizierte Markerkarten (Saintenac
et al. [2013], Poland et al. [2012]) genetisch verankert und FP contigs entlang
der integrierten genetischen Karte angeordnet. Die Integration der geneti-
schen Karten und die Erstellung der verankerten physikalischen Karte in
Weizenchromosom 6A wird in Kapitel beschrieben.

3.2.1 Vergleich von LTC und FPC im Weizenchromosom 6A

Einer der Schwerpunkte der 6A-Studie lag im Vergleich der beiden Klo-
nassemblierungsprogramme LTC ( Frenkel et al.|[2010]) und FPC ( [Soder-
lund et al.| [1997]). Mit FPC wurden dreizehn Assemblierungen von Klonen

™ und

zu FP contigs (Contigs) durchgefiihrt, bei Signifikanzen zwischen e~
e 1! Diese Assemblierungen wurden in LTC bei einem e-value von 1e =10 ge-
geniibergestellt. Im Weizenchromosomenarm 6AS wurden mit LTC 1,214 FP
contigs assembliert, im Vergleich zu 539 (1e~'!') bis 559 Contigs (1e~7°), die
mit FPC assembliert wurden. Zwischen 44-46% aller Contigs waren exklusiv
fiir LTC. Kein Klon dieser Contigs wurde in FPC beriicksichtigt. Diese ex-
klusiven Contigs wiesen im Durchschnitt 2.6 Klone auf, im Gegensatz zu den
3.5 Klonen in Contigs mit gleicher Klonkomposition in beiden Programmen.
1-15% (1e~™ bzw. le~!) der Contigs in LTC wiesen eine geringere Klo-
nanzahl als FPC auf, wihrend LTC-contigs mit einer grofleren Klonanzahl
in LTC 9-13% aller Contigs stellten. Die besten Ubereinstimmung von LTC
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Abbildung 3.11: Integration einzelner Sequenzressourcen in Weizenchro-
mosom GA.

WGP Tags werden iiber Sequenzhomologie mit contigs verbunden. Diese
werden durch Contigs aus Aegilops tauschii und Triticum urartu erweitert und ge-
nutzt, um FP contigs mit Hilfe von in silico Markern einer genetischen Position
zuzuweisen. Anschlieflend werden FP contigs ohne genetische Position mit veran-
kerten Ressourcen aus Gerste positionell verankert.
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und FPC erfolgte mit den Stringenzkriterien le~!! bis 1e=2%, withrend mit
le~™ zwar eine etwas groBere Anzahl an Contigs (559) assembliert wurde,
aber nur 20% der Contigs in LTC eine gleiche Klonkomposition wie FPC auf-
wiesen. Im Weizenchromosomenarm 6AL wurden mit LTC 1,108 FP contigs
bestimmt, im Vergleich zu 368 (1e~!!) bis 389 (1e~"®) Contigs, die mit FPC
assembliert wurden. Rund ein Drittel der LT C-contigs waren spezifisch fiir
diese Assemblierung, wihrend 12.6% (le~!'!) der LTC-contigs eine gleiche
Klonkomposition wie FPC aufwiesen, bei 1e~"?, hingegen nur mehr 10.2%.
Bereits in [Frenkel et al.|[2010] wurde LTC als stabileres Programm fiir Wei-
zen beschrieben. Aus diesem Grund und weil LTC eine hohere Klonanzahl
zu FP contig assemblieren konnte, wurde schliellich LTC ausgewéhlt, um
das Weizenchromosom 6A funktionell und strukturell zu beschreiben.

3.2.2 Genetische Verankerung der FP contigs

Fiir die Verankerung von Weizenchromosom 6A wurden zwei in silico Mar-
kerkarten genutzt (Saintenac et al. [2013], |[Poland et al. [2012]) und auf die
mit Sequenzen angereicherte physikalische Karte iibertragen (siehe Kapitel
2.4). In [Saintenac et al| [2013] wurde eine [GBStbasierte Karte erstellt und
ein Array auf Basis von 9,000 SNPs als Referenzkarte genutzt und 421,065
Marker bereitgestellt. In [Poland et al| [2012] wurden 240,000 Sequenzen
bestimmt und ebenfalls die [GBSFTechnologie eingesetzt. Mit Markern der
Saintenac et al. [2013] Karte wurden ~100 Mb der physikalischen Karte
pro Chromosomenarm einer genetischen Position zugewiesen, wiahrend durch
Marker der Poland et al|[2012] Karte, 363 Mb auf dem kurzen Chromo-
somenarm (6AS) sowie 383 Mb auf dem langen Chromosomenarm (6AL)
verankert wurden (Tabelle [3.14). Von insgesamt 13,683 [GBS| Markern der
(Saintenac et al. [2013] Karte wurden 3,025 Marker auf 6AS und 2,393 Mar-
ker auf 6AL verankert, zusammen 39.6% aller Markersequenzen dieser Kar-
te (Abbildung . Die kurzen Léngen der Marker und die erforderliche
Stringenz bei der Zuordnung auf die genomische Sequenz, sowie die Assem-
blierung vorwiegend genreicher genomischer Bereiche sind Griinde fiir den
hohen Anteil an Markern ohne Zuordnung. Es konnten mit einer leicht ad-
aptierten Verankerungsstrategie wie in Gerste (siehe Kapitel 662 Mb
FP contigs verankert werden. Bei einer kumulativen Lénge von 1,048 Mb

fiir alle FP contigs konnte ein Verankerungsgrad von 65% erreicht werden.
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Abbildung 3.12: Anteil an Markern an der genetischen Positionierung von
FP contigs in Weizenchromosom 6A. Die Marker entstammen aus
2012] (dargestellt in Griin) und aus |Saintenac et al|[2013] (dargestellt in
Blau).

Arm Markerressource verankert insgesamt
6AS Saintenac et al.[[2013 92 522
6AL Saintenac et al.|[2013 91 543
6AS Poland et al. [2012 363 522
6AL Poland et al. [2012 383 543

Tabelle 3.14: Anteil an Markern an der genetischen Positionierung von
FP contigs in Weizenchromosom 6A.

Die kumulativen Langen der physikalischen Karten beider Chromosomenarme sowie
deren verankerter Anteil. Alle Angaben in Mb.

3.2.3 Gene auf Weizenchromosom 6A

Durch das Internationale Weizengenomkonsortium [2014]) wurden
124,201 Gene bestimmt, indem RNA-seq Datensétze aus fiinf unterschied-
lichen Gewebetypen und unter Verwendung von Volllingen-cDNAs auf die
in Chromosomenarme sortierten contigs iibertragen wurden. Die po-
tentiellen Genkandidaten wurden anschlielend gegen Referenzgenome wie
Reis, Sorghum, Brachypodium und Gerste verglichen. Gene wurden in meh-
rere Konfidenzklassen unterteilt: Gene der 1. Klasse wiesen eine Abdeckung
von mehr als 70% zu einem Referenzgen auf. Gene der 2. Klasse wiesen eine
Abdeckung zwischen 50% und 70% auf, Gene der 3. Klasse eine Abdeckung
von 30% und 50% und Gene der 4. Klasse eine Abdeckung von >0% bis 30%
auf. Durch die Integration der einzelnen Datenressourcen wurden neben den
verankerten [WCS] contigs auch den darauf annotierten [HC| (high-confidence)
Genen eine genetischen Position zugewiesen. Abbildung zeigt den An-
teil der Gene fiir Chromosom 6A fiir die einzelnen Konfidenzklassen: 69% der
[HCll Gene sind der physikalischen Karte zugeordnet, wihrend 57-61% der
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Abbildung 3.13: Anteil an verankerten Genen in Weizenchromosom 6A.

Verankerte und gesamte Genanzahl in Weizenchromosom 6A aufgetrennt in die vier
Genkonfidenzklassen 1-4 (HC1-HC4).

[HCRIHCH auf einem genetisch verankerten FP contig liegen
[2014]). Der relative Anteil nimmt von der héchsten zur niedrigsten
Konfidenzklasse ab, weil Gene in niedrigeren Konfidenzklassen kiirzerere Se-
quenzen haben und entsprechend seltener auf einen genetischen Marker oder
WGP™] Tug treffen. In Summe wurden fiir Weizenchromosom 6A 3,843
Genmodelle verankert.

3.2.4 Gerste zur Verankerung weiterer FP contigs

Genetisch verankerte Ressourcen aus der Gerste wurden genutzt, um in Wei-
zenchromosom 6A zusétzliche und bisher nicht verankerte FP contigs einer
genetischen Position zuzuweisen. Nach der Publikation des Gerste gene-omes
konnten in einem auf Populationsgenetik basierenden Ansatz (einem Vorge-
hen, das als POPSEQ bezeichnet wurde) rund 1.22 Gb des 1.8 Gb umfassen-
den Gersten Assemblierungsdatensatzes genetisch positioniert werden (Ma-

scher et al. [2013]). Aufgrund der syntenischen Konservierung von Gerste

und Weizen und vor allem aufgrund der vielen genetisch verankerten Sequen-
zen in Gerste wurden POPSEQ verankerte contigs ebenfalls genutzt,
um verbliebene 6A FP contigs genetisch zu positionieren. Zunéchst wurde
iiberpriift, ob die Gersten- und Weizenverankerungen tatséchlich eine dhnli-
che genetische Verankerung fiir einen Weizen FP contig bereitstellen. Dazu
wurden die FP contig-Verankerungen der Gersten-Verankerung des
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und von POPSEQ gegen die Weizen Verankerung verglichen (siehe Kapitel
[2.4). 422 FP contigs aus Chromosom 6A wiesen eine Verankerungsposition
in allen drei Verankerungsstrategien auf (POPSEQ, [IBSC] Chromosom 6A)
mit paarweisen Korrelationskoeffizienten von >0.9. Die Gerste ist somit ein
gutes strukturelles Modell fiir Weizen und legitimierte die Verankerung wei-
terer 101 FP contigs (53 Mb) durch POPSEQ und damit weiterer vier FP
contigs (3 Mb) mittels Gerstengenen (N=15,719).

LTC contigs anchored Mbp anchored
barley IBSC anchoring IWGSC 6A anchoring barley IBSC anchoring IWGSC 6A anchoring
92
4 132 101 8 /™ =83
422 480
9 153 5 128
barley POI;LSEI)E% anchoring barley POPSEQ anchoring

Abbildung 3.14: Verankerungsstrategie der in silico Verankerung von
Weizenchromosom 6A. Einfluss der verschiedenen Gersten- und Weizenressour-
cen auf die Verankerung von FP contigs. Entnommen aus|Poursarebani et al.|[2014].

Abbildung zeigt den Anteil an FP contigs sowie Anzahl an Mb der mit
LTC-erstellten FP contigs mit Hilfe der Marker-basierten Verankerung und
im Vergleich zu den iiber Gerste ermoglichten Verankerungen durch
und POPSEQ. In Summe konnten unter Zuhilfenahme von Gerste, 831 Mb
der 1,065 Mb (kumulative Gesamtléinge der FP contigs) des Weizenchromo-
soms 6A und 76.4% der Gene, die im IWGSC| [2014] diesem Chromosom
zugewiesen wurden (N=>5,024), genetisch verankert werden.

Das verankerte Weizenchromosom 6A zeigte, wie gut nahe verwandte Geno-
me dazu geeignet sind, um Sequenzinformationen zu iibertragen. Das veran-
kerte Weizenchromosom wurde dazu in 20 Mb grofle und nicht-iiberlappende
Bereiche unterteilt und der verankerte genomische Anteil (in bp) fiir Triti-
cum urartu, Ae. tauschii und Triticum aestivum bestimmt (Abbildung|[3.15)).
An den distalen und proximalen Enden der Chromosomen, wie durch den
vergleichsweise geringen Anteil an repetitiven Elementen zu erwarten, liegt
die grofite Sequenzmenge vor. Die Tag-Sequenzen sind anndhernd gleich-
verteilt iiber das gesamte Chromosom, eine Notwendigkeit, damit die phy-
sikalische Karte das Genom abdeckt. Die geringere Anzahl von repetitiven

Elementen an den Telomer-nahen Bereiche erlaubte aulerdem eine deutlich
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groflere Datenmenge aus den Vorldufergenomen zu verankern. Aufgrund der
kiirzeren evolutiondren Distanz von Weizenchromosom 6A zu Triticum ur-
artu wurden aulerdem im Vergleich zu Aegilops tauschii annihernd doppelt
so viele contigs der physikalischen Karte auf.

s
8 Triticum urartu
-WCS contigs, Triticum aestivum
s [l Aegilops tauschii
8 mwe P™ Tags, Triticum aestivum
= =_
a o
~ N
(o]
j=2}
g
£ =
g oA
[
=}
o
[
n
(] =
5 o7
s =
[=4
o
[
>
= |
wn
2 -
o

physikalischer Bin [20 Mb]

Abbildung 3.15: Zusitzliche Verankerung von Weizen FP contigs durch
nah-verwandte Weizengenome. Anteil an Sequenzen der Vorldufergenome und
Genom eigener Sequenz auf der verankerten physikalischen Karte. Adaptiert nach
Poursarebani et al.| [2014].
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3.3 Verankerung von Weizenchromosomen 1D, 4D
und 6D

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurden 21 Weichweizenchromosomen
aufgrund eines dhnlichen DNA-Gehalts in vier Gruppen unterteilt (Vrana
et al. [2000]). Eine dieser Gruppen (Gruppe I) wurde durch die Chromoso-
men 1D, 4D, 6D und 7D definiert und spéter konnten die drei Chromosomen
1D, 4D und 6D, ohne 7D fiir die Erstellung von BAC-Bibliotheken genutzt
werden. Das genomische Material der drei Chromosomen 1D, 4D und 6D
wurde genutzt, um Klonbibliotheken durch Verdau mit dem Restriktionsen-
zym HindIII anzulegen (Janda et al.| [2004]). Die 280,000 Klone sollten zur
Erstellung einer physikalischen Karte genutzt werden. Um die Integration
der Daten zu erlauben, wurden fiir die Weizenchromosomen 1D, 4D und
6D %% der Klone des minimalen iiberspannenden Pfads sequenziert und
im Zuge dieser Arbeit assembliert, genetisch verankert und gegen die
contigs des verglichen. Diese Sequenzen eines Klons sind einem Se-
quenzpool angeordnet, der jeweils 384 Klone umfasst. 59 Pools in Summe
stellen die drei Chromosomen dar und beinhalten in Summe 7,064 Klone. Ein
Klon weist jeweils eine z-, - oder z-Koordinate auf, eine Achse wird jeweils
von einem bestimmten Pool ausgefiillt (Abbildung . Die Schnittmenge
der drei Achsen definiert einen Klon (Abbildung [3.16]). Die einzelnen Pools
wiesen Unterschiede in der Sequenzmenge aus, resultierend aus Kontamina-
tionen mit F.coli und durch mitgefithrte Vektorsequenzen. Die gereinigten
Sequenzen wurden mit SOAPdenovo (Luo et al.| [2012]) assembliert und Se-
quenzen aller 59 Pools beriicksichtigt (siche Kapitel . Im Rahmen dieser
Arbeit sollten die Sequenzen den einzelnen Klonen zugeordnet werden und
mit Hilfe der FP contig-Karte zur genetischen Verankerung der FP contigs
genutzt werden. Die Assemblierung der Klone in FP contigs wurde analog
zum bereits beschriebenen Ansatz in Gerste fiir Weizenchromosome 6A mit
FPC (Soderlund et al.| [1997]) durchgefiihrt. Die einzelnen Schritte der In-
tegration der unterschiedlichen Daten fiir Weizenchromosomen 1D, 4D und
6D sind in Abbildung schematisch dargestellt.

3.3.1 Dekonvolution und genetische Verankerung

Die Vorgehensweise, die eine Konsensussequenz einem bestimmten Klon zu-
ordnet, wird als “Dekonvolution” bezeichnet. Sequenzen der 59 Pools wur-
den mit Hilfe von SOAPdenovo assembliert (Luo et al. [2012]). Anschlielend
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Abbildung 3.16: Integration einzelner Sequenzressourcen in Weizen-
chromosomen 1D, 4D und 6D. Klone werden durch FPC (Soderlund et al)
[1997]) zu FP contigs assembliert. Anschlieffend werden die Sequenzen aus 3D-
Klonpoolsequenzierung einzelnen Klonen zugeordnet und anschlieBend durch gene-
tische Marker verankert.
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Klonanzahl Sequenzanzahl | Sequenzlange %
Kein Klon® 216,973 102,314,001 18.7%
Ein Klon 794,880 439,570,161 80.2%
Zwei Klone 14,480 4,636,538 0.8%
Mehrere Klone 4,266 1,698,164 0.3%
> 1,030,599 548,218,864 100.0%

Tabelle 3.15: Ergebnisse der Datendekonvolution. Die Assemblierung wurde
mit Hilfe des Assemblierungsprogramms SOAPdenovo ([Luo et al. [2012]) bestimmt,
eine k-mer Grofle von 85 wurde genutzt.

$Dekonvolution einer Sequenz zu einem bestimmten Klon war nicht maglich. An-
gabe der Lange in bp.

wurde jeder Contig gegen die Sequenzen aller Pools iiber Sequenzhomolo-
gie verglichen. Die drei Pools mit hochster Abdeckung auf diesen Sequenzen
wurden vermerkt. Aufgrund der 3D-Struktur der Pools sollte ein Klon jeweils
in einem Pool der z-, y- und z-Achse vorliegen (siehe Kapitel . Die As-
semblierung wies eine Gesamtléinge von 548 Mb auf (Tabelle . Fiir 439
Mb an Sequenzinformation konnte einem bestimmten Klon zugewiesen wer-
den, wéhrend fiir 102 Mb keine eindeutige Zuordnung zu einem bestimmten
Klon moglich war. Die mit Sequenzen versehenen Klone wurden anschlieend

60 zu FP contigs assemb-

durch Dr. Sunish Sehgal bei einem e-value von e~
liert. Klone aus Weizen wurden zusammen mit Klonen aus Aegilops tauschii
(Luo et al. [2013]) zu FP contigs assembliert und experimentelle Marker die-
ser Studie auch in Weizen genutzt. Dies wird dadurch erméglicht, weil das
D-Genom und Aegilops tauschii strukturell stark konserviert sind und eine
evolutionére Distanz von < 0.4 Millionen Jahre aufweisen (Marcussen et al.
[2014]). Die Methodik [CarmAl wurde genutzt, um einen FP contig auf Basis
aller Sequenzen aller Klone einem Chromosomenarm zuzuweisen. Schlie3lich
wurden experimentelle Marker und zusétzlich in dieser Studie 2,450 SNPs
und Tags der [GBSFTechnologie genutzt, um die physikalischen contigs ge-
netisch zu verankern (siehe Kapitel . Fiir Weizenchromosom 1D wurden
160 Mb verankert, fiir Chromosom 4D 129 Mb und fiir Chromosom 6D 133
Mb. Fiir 1D weist die genetische Karte eine Linge von 163 [cM] auf, fiir 4D
und 6D 171 und 221 gemessen.
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3.4 Ahrenfusariose in Weizen

3.4.1 Aufbau des Experiments

Bisher wurde dargestellt, wie die Verankerungen der physikalischen Karten
in Gerste und in einzelnen Weizenchromosomen durchgefiithrt wurden. Diese
mit Sequenzen angereicherten physikalischen Karten erlauben es, Kandida-
tengene positionell zu bestimmen, wenn grofiere genomische Fragmente von
einigen hundert kb bis zu einigen Mb bereitstehen. Vorerst liegen diese Be-
reiche aber nur teilweise sequenziert vor.

Dieses Kapitel beschreibt, wie das Gerste gene-ome genutzt wurde, um die
Resistenz von unterschiedlich resistenten Weizenlinien (Tabelle ge-
geniiber dem Pilz F. graminearum zu untersuchen. Der Umweg iiber Gerste
war notwendig, weil zu diesem Zeitpunkt keine Genannotation fiir Weizen
vorlag. Das Genom von Weizen wurde allerdings im Laufe der Studie ba-
sierend auf einem auf 454-Sequenzierung-basierten Assembly mit niedriger
Genomabdeckung beschrieben (Brenchley et al.| [2012]). Die Ubertragung
der Transkriptomsequenzen auf die Referenzsequenz, die Bestimmung von
differentiell exprimierten Genen und die Analyse ausgewéhlter Genfamilien
wurden im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrt und in der Arbeitsgruppe ein
Ko-expressionsnetzwerk auf Basis der beschriebenen Linien (Tabelle
erstellt ( Kugler et al. [2013]). Als Zeitpunkte wurden 30 und 50 Stunden

Weizenlinie Fhbl Qfhs.ifa-5A Befallsgrad
CM-82036 + + sehr resistent
NIL1 + + stark resistent
NIL2 + = resistent

NIL3 - + resistent
NIL4 + + anfillig
Remus - - sehr anfillig

Tabelle 3.16: Elternpflanzen sowie nahezu isogene Linien und ihre Re-
sistenzbereiche. Weizenlinien und Auflistung welche QTLs (Fhb1, Qfhs.ifa-54)
diese besitzen. NIL = nahezu isogene Linien (NILs) auf Basis des FHB anfélligen
rekurrenten Elter “Remus” unterscheiden sich in der Présenz des jeweiligen QTLs.

nach Infektion gewdhlt. Beide Zeitpunkte stellen kritische Phasen in der
Pflanzen-Pathogen Interaktion dar und umfassen den Wechsel vom biotro-
phen zum nekrotrophen Lebensstil des Pilzes sowie die damit einhergehen-

de Bildung von Mykotoxinen. Neben der anfilligen Weizensorte “Remus”
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und der resistenten Weizensorte “CM-82036” wurden auflerdem vier nahezu
isogene Linien untersucht, mit “Remus” als rekurrentem Elter. Genotypen
wurden selektiert, die keinen, einen oder beide Resistenzbereiche aus der
Weizensorte “CM-82036" aufwiesen, und mit NIL1-NIL4 bezeichnet (Tabel-
le . Sie stellen nahezu isogene Linien dar und besitzen keinen, einen
oder beide Resistenzbereiche (Fhb1, Qfhs.ifa-5A), die einen unterschiedli-
chen Befallsgrad bewirken.

3.4.2 Ubertragung der Expressionsdaten auf die genomische
Weizenreferenz

In Brenchley et al. [2012] wurde eine genomische Assemblierung von
Weizen erstellt, basierend auf einem Assembly aus Sequenzen der 454-
Sequenzierung, bei 5-facher Genomabdeckung. Die Expressionsdaten aus
den fiinf unterschiedlich toleranten Weizenlinien wurden anschlieBend auf
die genomische Referenzsequenz iibertragen und Genmodelle und ihre Ex-
pression bestimmt (siehe Kapitel . Fiir jede Weizenlinie wurden Daten
aus zwei Behandlungen (Negativkontrolle, Pilzbefall), aus zwei Zeitpunk-
ten (30 und 50 Stunden nach Befall) sowie von drei biologischen Repli-
katen bereitgestellt, in Summe 1.8 Tb Expressionsdaten. 233,780 putative
Genmodelle wurden mit Cufflinks ( Trapnell et al.| [2012]) bestimmt und
die Sequenzhomologie zur Gerste genutzt, um aus dieser groflien Anzahl an
Gen-Kandidaten proteinkodierende Gene zu bestimmen. 15,360 (CM-82036)
bis 15,797 (NIL1) Gerstengene aus den insgesamt 26,159 Gerstengenen wie-
sen Sequenzhomologie zu einem Weizen Genmodell auf (Tabelle . Im
néchsten Schritt wurde auf Basis von Weizengenen mit besonders hoher Va-
rianz in den untersuchten Bedingungen, ein Ko-expressionsnetzwerk erstellt
(Kugler et al| [2013], Kapitel [2.6). Ein Ko-expressionsnetzwerk besteht aus
Modulen, die Gruppen von Genen mit einem #hnlichen Expressionsprofil
umfassen. Acht Module mit insgesamt 3,412 Genen wurden bestimmt (Ab-
bildung [3.17)). Zwei Module (Modul B, Modul G) zeigten eine unterschiedli-
che Expression zwischen Befall und Kontrolle. 1,148 Gene des Moduls B wie-
sen eine Uberreprisentierung von Begriffen der Gene-Ontology-Datenbank
auf, wie z. B. Gluthatione S-transferasen, Glycosyltransferasen, Proteinkina-
sen und WRKY-Transkriptionsfaktoren. Die jeweiligen Genfamilien spielen
eine Rolle in der Detoxifizierung des Mykotoxins Deoxynivalenol (DON)
(Poppenberger et al. [2003]) oder sind an der Signaltransduktion bzw. der
Expressionskontrolle (z. B. WRKY Transkriptionsfaktoren) von moglichen
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Abbildung 3.17: Module des Ko-expressionsnetzwerks auf Basis der Ex-
pression von Weizengenen nach Pilzbefall. Acht Module wurden bestimmt,
die zwischen 109 und 1,148 Gene umfassten. Modul B und Modul G wiesen eine
relativ zu Modulgrole hohe Anzahl an differentiell exprimierten Genen zwischen
Fg-inokulierten und mit Wasser behandelten Pflanzen. (A) stellt die Anzahl an dif-
ferentiell exprimierten Genen (DEG) pro Modul fiir den Zeitpunkt 30 Stunden nach
Befall dar. (B) zum Zeitpunkt 50 Stunden nach Befall. Die Abbildung ist adaptiert
nach |Kugler et al.| [2013] entnommen.
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Weizenlinie | Cufflinks Gersten Gersten [DEG in %
Gene BBHI DEG

CM-82036 183,540 15,360 1,956 13%

NIL1 189,486 15,797 1,781 11%

NIL2 196,078 15,734 2,067 13%

NIL3 192,584 15,676 1,954 12%

NIL4 186,755 15,680 2,005 13%

Tabelle 3.17: Exprimierte Gene in Weizen und im Vergleich zu Gerste.
Anzahl an Cufflinks und Gerstengene mit einem besten bidirektionalen Treffer zu
einem Cufflinks Gen, sowie der Anteil an differentiell exprimierten Genen (DEG).
Adaptiert nach [Kugler et al| [2013]. NIL = nahezu isogene Linien, Cufflinks =
Programm zur Bestimmung von Genmodellen durch RN A-seq Daten (Trapnell et al.

B012).

Resistenz- oder Verteidigungsgenen beteiligt. Eine signifikante Anzahl an
Gene wurde zwischen der Negativkontrolle (Wasser) gegeniiber Pilzbefall
differentiell exprimiert (Abbildung und Kapitel . Ein deutlicher
Anstieg von differentiell exprimierten Genen erfolgte von 30 Stunden nach
50 Stunden. Fiir Modul G (109 Gene) konnten keine signifikanten und iiber-
reprasentierten Begriffen der Gene-Ontology-Datenbank bestimmt werden.

a) M/F 30 hai b) M/F 50 hai

Genotypes
= CM-82036 (resistent QTL donor) = NIL1 (Fhbl, Qfhs.ifa-5A) = NIL2 (Fhbl) = NIL3 (Qfhs.ifa-5A) = NIL4 (no QTL)

Abbildung 3.18: Regulation von WRKY-Genen. WRKY-Gene differentiell
exprimiert 30 und 50 Stunden nach Befall. Entnommen aus [Kugler et al| [2013].
Gene wurden in der Abbildung farblich markiert, wenn sie im Pilz/Wasser-Kontrast
differentiell exprimiert wurden.

Die Verankerung von 15,719 Genen in Gerste ermoglichte es, die Vertei-
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Abbildung 3.19: Differentiell exprimierte Gene nach Pilzbefall. Differen-
tiell exprimierte Gene im Kontrast Pilzbefall und Negativkontrolle (Wasser) mit
Sequenzhomologie zu Gerste wurden auf dem Gerste gene-ome verankert (Chro-
mosom 3). Mit Rot dargestellte Histogramme stellen jene Linien mit Fhb! dar,
blau jene Linien ohne Fhb1.

lung der differentiell exprimierten Gene einzugrenzen (Abbildung. Die
starke Syntenie beider Genome (Triticum aestivum und Hordeum vulgare)
sollte idealerweise zu einer Ansammlung der differentiell exprimierten Gene
auf dem kurzen Arm von Gerstenchromosom 3H (Abbildung fithren
und den Fhb1-QTL genetisch eingrenzen. Es ist zu erwarten, dass nicht
nur das entscheidende Gen, sondern ein gréfierer genomischer Bereich in der
Integressionslinien vorhanden ist. Die Darstellung aller fiinf Linien zeigte al-
lerdings keinen entscheidenden Unterschied in der Verteilung der differentiell
exprimierten Gene zwischen den resistenten und empfianglichen Genotypen
auf Gerstenchromosom 3H (Abbildung [3.19)).

Das stellte fiir alle 21 Chromosomenarme Assemblies bereit
und nutzte diese Contigs, um 124,201 Weizengene zu bestimmen (IWG-
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Abbildung 3.20: Genetische Position differentiell exprimierter Gene
auf dem Weizen A-Subgenom. (A) differentiell exprimierte Gene zwischen
NIL1/NIL4, (B) NIL2/NIL4, (C) NIL3/NIL4 und (D) CM-82036/NILA. (A) - (C)
weisen einen maximalen Wert von 20 Genen auf, (D) einen maximalen Wert von
100 Genen. (E) stellt die Genverteilung dar (0-600 Gene).

). Fiir die genetische Eingrenzung der beiden Resistenzbereiche
wurden deshalb die 1.8 Th RNA-seq Daten auf die in Chromosomenar-
me sortierten contigs des iibertragen und die Expression je-
des Weizengens bestimmt (sieche Methode . Anschliefend wurden mit
Hilfe von EdgeR (Nikolayeva and Robinson [2014]) differentiell exprimier-
te Gene bestimmt (durchgefiithrt durch Christian Ametz (BOKU]J)). Die
Verteilung der differentiell exprimierten Gene von NIL1, NIL2, NIL3 so-
wie des Elter “CM-82036" gegeniiber NIL4, der Weizenlinie, die keinen
der beiden Resistenz—QTL aufweist, ist fiir A- und B-Subgenom aufgetra-
gen (Abbildung [3.20, Abbildung [3.21)). Der Wert pro genetischer Einheit
(cM) wird durch die Anzahl der differentiell exprimierten Gene im Ver-
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Abbildung 3.21: Genetische Position differentiell exprimierter Gene
auf dem Weizen B-Subgenom. (A) differentiell exprimierte Gene zwischen
NIL1/NIL4, (B) NIL2/NIL4, (C) NIL3/NIL4 und (D) CM-82036/NIL4. (A) - (C)
weisen einen maximalen Wert von 20 Genen auf, (D) einen maximalen Wert von

100 Genen. (E) stellt die Genverteilung dar (0-600 Gene).

gleich zur Gesamtanzahl aller Gene in diesem Bereich bestimmt. Im QTL
Qfhs.ifa-5A sind 75 (71%) aller differentiell exprimierten Gene zwischen
NIL3(nur Qfhs-ifa.5A)/NIL4 gemeinsam mit Genen aus NIL1/NIL4. Im
QTL Fhb1 sind es 67 (70%) aller differentiell exprimierten Genen zwischen
NIL2(nur Fhb1)/NIL4 gemeinsam mit Genen aus NIL1(beide QTL)/NIL4.
Wiéhrend fiir den QTL FhbI eine klare genetische Eingrenzung auf dem
kurzen Arm von 3BS moglich ist, deckt der auf Weizenchromosom 5A loka-
lisierte QTL einen gréferen genetischen Bereich ab. Fiir das D-Subgenom
konnten hingegen keine QTL-spezifischen Ansammlungen von differentiell
exprimierten Genen festgestellt werden. Die eingeféirbten Segmente aus den

beiden Abbildungen (Abbildung 3. Abbﬂdung stellen die vermeint-
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lichen Resistenzbereiche dar und sind deshalb mégliche Kandidaten fiir eine
Funktion der QTL-spezifischen Resistenzantwort. Im QTL Qfhs.ifa-5A wei-
sen nur wenige Gene wie Traes 5AL_9CIE55228 (Cellulose-Synthase Homo-
log), Traes 5AS_81202BD88 (Proteinkinase) und Traes 5AL_192FDBBCB
(Funktion unbekannt) eine steigende Expression nach Pilzinfektion im Ver-
gleich zur Negativkontrolle auf. Der Grofiteil der Gene ist exprimiert in
den Linien mit dem QTL und nicht exprimiert in den Linien ohne dem
QTL. Die Expression der Gene aus dem Vergleich der Linien mit beiden
QTLs Fhbl, Qfhs.ifa-5A gegen Linien ohne diesen QTL wurde anschlie-
Bend mit Hilfe des RNASeqExpressionbrowsers dargestellt (Abbildung |3.23
und Abbildung . Von 75 differentiell exprimierten Genen fiir den QTL
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Abbildung 3.22: Genkandidaten fiir den QTL Qfhs.ifa-5A. Differentiell ex-
primierte Gene aus dem Vergleich der Linien mit dem QTL Fhb! gegen Linien ohne
diesen QTL und anschliefend wurde die Expression der Gene des Chromosomes 5A
mit Hilfe des RNASeqExpressionbrowsers dargestellt . In Blau dargestellt sind jene
Gene, die eine deutlich niedrigere Expression im Vergleich zu durchschnittlichen
Expression iiber alle Bedingungen aufweisen. In Rot sind jene Bedingungen pro
Gen dargestellt, mit einer deutlich htheren Expression.

Qfhs.ifa-5A waren 46 Gene genetisch verankert, fiir Chromosom 3B wiesen
30 Gene (aus 67 Genen insgesamt) eine genetische Position auf. Die Gene
Traes_3B_1396EA938 (DXP Reduktoisomerase) und Traes_3B_630DD22BF
(Gen mit F-box Doméne) waren in den Linien mit dem Fhb1-QTL 50 Stun-
den nach Pilzbefall, im Vergleich zu allen anderen Bedingungen hoher ex-
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primiert. Sie wiesen aber auch eine hohe Expression in Negativkontrollen
auf, wihrend in den Linie ohne QTL kaum Expression gemessen wurde. Fiir
Traes_3B_592CEGF7F (Thiolase) ist der Gegenteil der Fall: Eine starke Ex-
pression lag in den Linien ohne den QTL vor, kaum Expression in Linien
mit diesem QTL.
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Abbildung 3.23: Genkandidaten fiir den QTL Fhb1. Differentiell exprimierte
Gene aus dem Vergleich der Linien mit dem QTL FhbI gegen Linien ohne diesen
QTL und anschlieBend wurde die Expressionswerte der Gene des Chromosomes 5A
mit Hilfe des RNASeqExpressionbrowsers dargestellt. In Blau dargestellt sind jene
Gene, die eine deutlich niedrigere Expression im Vergleich zu durchschnittlichen
Expression iiber alle Bedingungen aufweisen. In Rot sind jene Bedingungen pro
Gen dargestellt, mit einer deutlich hoheren Expression.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der in diesem Kapitel beschrit-
tene Weg zu erfolgsversprechenden Resultaten und zu einer Detektion von
moglichen Kandidatengenen fiir die Fusariosenresistenz fithrte. Dabei wurde
das Gerste gene-ome wegen enger evolutionidrer Verwandtschaft als Scha-
blone fiir die moégliche Anordnung von Genen in Weizen (T.aestivum) ver-
wendet und Expressionsdaten aus verschiedenen RIL-Linien mit und ohne
Infektion auf dieses abgeleitete Weizengenommodel kartiert und Expressi-
onsunterschiede untersucht. Erst mit den in Chromosomenarme sortieren
Genen konnten aber QTL-abhéngige Gene bestimmt werden und
diese genutzt werden, um die beiden QTLs genetisch einzugrenzen. Diese so

eingegrenzten und aufgrund ihres Expressionsverhaltens eingegrenzten Kan-
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didatengene kénnen nun in weiteren Studien funktionell untersucht werden.



Kapitel 4

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine verankerte physikalische Karte fiir
das Gerstegenom und fiir einzelne ausgewéhlte Weizenchromosomen be-
stimmt. Diese Ressourcen ermdéglichen Regionen mit quantitativen Merkma-
len (QTLs) zu lokalisieren und eine genetische Eingrenzung von Kandida-
tengenen. So konnten Resistenzbereiche gegen Mehltau (Blumeria graminis)
lokalisiert werden und die molekularen Antworten in Weizen auf Ahrenfusa-
riosen (Fusarium head blight) untersucht werden. Im Folgenden wird die
Bedeutung dieser Ressourcen diskutiert, zunéchst fiir Gerste und anschlie-
Bend fiir Weizen.

4.1 Bedeutung des Gerste gene-ome fiir Getrei-

dearten

Die verankerte und mit Genen und contigs versehene physikalische
Karte in Gerste, das sogenannte Gerste gene-ome, ist die erste sehr umfang-
reiche genetische Anordnung eines grofieren Getreidegenoms und der néchste
Meilenstein in Gerste nach dem GenomeZipper (Mayer et al|[2011]). Das
gene-ome umfasst eine Genom-dhnlich strukturierte Kollektion verschiede-
ner Datenressourcen (u. a. genetische, genomische und Expressionsdaten)
und erlaubte generelle Untersuchungen und Analysen, die iiberlicherweise
ein vollstdndiges Genom als Basis voraussetzen. Mit dem gene-ome sind Ver-
gleiche mit Wildgerste (u. a. Hordeum vulgare subsp. spontaneum) moglich,
um Umstrukturierungen in Gerste sichtbar zu machen, die durch Ziichtung
und Ziichtungsselektion entstanden sind (IBSC| [2012]). Die unterschiedli-
chen Datensitze reichen von [NGSIAssemblies von drei wirtschaftlich be-

75
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deutenden Gerstenkultivaren (cv. “Morex”, cv. “Barke”, cv. “Bowman”),
Expressionsdaten aus acht unterschiedlichen Wachstumsstadien bis hin zu
einer groffen Menge experimenteller und in silico Markern. Diese wurden
aus publizierten Studien gesammelt oder im Zuge der Entwicklung und Ver-
ankerung der physikalischen Karte in Gerste neu erstellt. Das Gerste gene-
ome erlaubte auch strukturelle Vergleiche gegen andere Getreidearten und
Gerstensorten anzustellen (Luo et al.| [2013], Martis et al| [2013]): In Rog-
gen (Martis et al.|[2013]) wurden die Pseudochromosomen aus Gerste und
Markerkarten von unterschiedlichen Roggenkultivaren genutzt, um 17 syn-
tenische Segmente in Roggen zu den Referenzgenomen aus Reis, Sorghum
und Brachypodium zu bestimmen. Die unterschiedliche Konservierung der
syntenischen Segmente, zusammen mit phylogenetischen Netzwerken basie-
rend auf den orthologen Genen dieser Genome zeigte, dass moderner Rog-
gen durch haufige Introgressionen aus unterschiedlichen Kultivaren geformt
wurde. In Zeng et al.|[2015] wurde das gene-ome genutzt, um frosttolerante
Gerste aus dem Hochland in Tibet zu analysieren. Der Vergleich zu moder-
ner Gerste erlaubte die Bestimmung von Genkandidaten fiir diese Toleranz.

4.1.1 Einfluss unterschiedlicher Klonbibliotheken

Fiir die Erstellung der FPC-Karte in Gerste wurden sieben unterschiedli-
che Klonbibliotheken mit einer durchschnittlich 14-fachen Genomabdeckung
beriicksichtigt. Die grofle Anzahl an Klonbibliotheken wurde gewahlt, um
sicherzustellen, dass alle genomischen Bereiche auch vollstéindig représen-
tiert sind und nach Sequenzierung des minimalen iiberspannenden Pfads die
FP contigs zu Chromosomen zusammengefasst werden. Die Klonbibliothek
HVVMRXALLHA nutzt das Restriktionsenzym Mbol und deckt alleine 4.4
Gb der 4.99 Gb grofien FPC-Karte ab, gefolgt von der HVVMRXALLEA-
Bibliothek (3.9 Gb) (Restriktionsenzym FEcoR1). Die restlichen Bibliothe-
ken erreichen durch geringe Klonzahlen nur rund 50% der physikalischen
Karte. Die Zahl an schimérischen FP contigs nach manueller Uberpriifung
fiel mit 171 contigs gering aus. Dies ist zum einen bedingt durch die hohe
Genomabdeckung bei der Erstellung der physikalischen Karte und zum an-
deren durch die Verwendung von vier unterschiedlichen Restriktionsschnitt-
stellen. Das Gerste gene-ome zeigt, dass fiir diploide Getreidegenome eine
Klonassemblierung auch unabhéingig von einer Trennung einzelner Chromo-
somen moglich ist. Im hexaploiden Weizen (7. aestivum) hingegen, erfolg-

te eine Trennung einzelner Chromosomen durch die Durchflusszytometrie,
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um die sehr dhnlichen Subgenome voneinander zu trennen. Die Verwendung
von sieben unterschiedlichen Klonbibliotheken fiihrte zu langeren FP contig-
Léngen, weil durch unterschiedliche Bandenmuster und durch eine hohere
Genomabdeckung eine gréflere Anzahl an signifikanten Kloniiberlappungen
bestimmt werden konnte. Zwei Klonbibliotheken, die beispielsweise durch
EcoR1 und Mbol behandelt werden, sollten allerdings ausreichen, um eine
robuste physikalische Karte in Gerste zu erstellen. Die Verwendung ledig-
lich einer Klonbibliothek fithrt zu FP contigs mit geringeren Léngen und
erhoht das Risiko schimérischer Contigs, wie Gerste festgestellt wurde. In
Aegilops tauschii wurden spéter ebenfalls sieben Klonbibliotheken genutzt
und in Summe 461,706 Klone zu FP contigs zusammengefasst, im Vergleich
zu den 517,202 Klonen in Gerste und ebenfalls vier unterschiedliche Restrik-
tionsenzyme genutzt. In Aegilops tauschii wurde mit einem Sulstonscore von
10722 eine weniger stringente Assemblierung als in Gerste (107%%) gewihlt,
wodurch nur 3,153 FP contigs anstatt 9,265 FP contigs in Gerste assembliert
wurden. In dieser Arbeit durchgefiithrte Analysen (Kapitel zeigten,
dass in der Gerste eine Assemblierung von Klonen in FP contigs vermutlich

auch mit weniger stringenten Kriterien moglich wére.

4.1.2 Markerdatensétze - Einfluss auf die Verankerung

Zunéchst wurden genetische Karten zur Bestimmung und Suche nach be-
stimmten QTLs erstellt (u. a. [Laurie et al.| [1995]). In den letzten Jah-
ren wurden Markerkarten mit jeweils einigen tausenden Markersequenzen
publiziert (u. a. Stein et al| [2007], |Potokina et al. [2008], Sato et al.
[2009]). Besonders hoch-auflésende Markerkarten wurden in |Close et al.
[2009] und |Comadran et al. [2012] bereitgestellt. In |Close et al. [2009]
wurde eine Konsensuskarte fiir Gerste durch Integration mehrerer gene-
tischer Karten erstellt. Diese Konsensuskarte biindelt ~22,000 SNPs auf
Basis von Gersten EST-Sequenzen und 4,596 Amplikons und basiert auf
europaischen und US-Sorten. Diese Konsensuskarte stellte 2,943 SNP Se-
quenzen mit einer genetischen Markerldnge von 1,099 cM bereit und er-
laubte syntenische Vergleiche zu Reis. Diese Karte wurde spéter als Refe-
renzkarte fiir den Gersten Genomzipper (Mayer et al| [2011]) verwendet.
Fiir die Integration der genetischen Karten in dieser Studie wurde die Mar-
kerkarte mit hochster Auflosung (SM6, Comadran et al.| [2012]) als Refe-
renzkarte genutzt, und weitere experimentelle und in silico Markerkarten

wurden integriert. Diese Karte basierte auf der Kreuzung Morex x Bar-
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ke. Kultivar Morex wurde ebenfalls fiir die BAC-Bibliothek verwendet. In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass genische Marker nur einen geringen Bei-
trag zur Verankerung von FP contigs im Zentromer-nahen Bereiche leis-
ten. [GBSlbasierte Markerkarten (SM7-SM10) erlauben auch FP contigs oh-
ne sequenzierte genische Bereiche zu verankern und ermoglichten die ge-
netische Verankerung von 3.9 Gb der physikalischen Karte. Die Marker-
zuordnungen der Referenzkarte sowie aller anderen experimentellen und
in silico Marker wurden in einem zentralen Datenarchiv zusammengefasst.
Unter [ftp://ftpmips.helmholtz-muenchen.de/plants/barley/public_
data/anchoring/in_silico_marker liegen die Markertreffer zu FP contigs,
contigs sowie zu Genen bereit.

4.1.3 Von ESTs hin zur Genannotation

In HarvEST (http://harvest.ucr.edu/) sind EST-Datensétze aus zehn
unterschiedlichen Pflanzengenomen gebiindelt, unter anderem auch fiir Gers-
te und Weizen. Dieser EST-Datensatz wurde zunéchst fiir die Erstellung von
Markerkarten und Microarrays genutzt. Im Jahr 2011 wurden 24,783 Gersten
Volllingen-cDNA Sequenzen bestimmt und schliellich durch das gene-ome
26,159 Gene mit definierten Exon-Intron Strukturen. Diese Gene wurden
auf Basis von acht Wachstumsstadien fiir die stadienspezifische Expression
analysiert. 15,719 Gene wurden im Rahmen dieser Arbeit physikalisch ver-
ankert, ein Grofiteil davon wies einen direkten Bezug zu einem FP contig
auf. Durch Syntenie zu Reis, Brachypodium und Sorghum wurde die Zahl
auf 20,411 Gene gesteigert. Durch Bereitstellung von genomischen Sequen-
zen konnen bereits teilweise Promoteranalysen (Dey et al. [2014]) durch-
gefithrt und Kandidaten-Gene genetisch gekoppelt werden. Ressourcen wie
BARLEYMAP (Cantalapiedra et al. [2015]) und chromoWIZ (Nussbaumer
et al.[[2014Db]) erlauben die Suche nach diesen Genen.

4.1.4 Verhiltnis zwischen genetischer und physikalischer
Karte

Die verankerte physikalische Karte zeigt, dass in ~40% des Genoms eine
genetische Reihung von FP contigs unmdéglich ist. Im Vergleich zum gesam-
ten Genom liegt im wenig rekombinierenden zentromernahen Bereich eine
20z geringere Rekombinationsrate vor (Baker et al. [2014]). Fiir bestimmte
Regionen entspricht 1 [cM] nur wenigen hundert kb, in anderen Bereichen
hingegen genomischen Bereichen von 200 Mb (IBSC| [2012]). Hoch-auflésen-
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de Karten erlauben es, diese Bereiche zu schméilern und helfen, zu isolie-
rende Zielgene wie beispielsweise Resistenzgene genetisch einzugrenzen. Sie
erfordern allerdings eine hohe Populationsgréfie, um auch seltene Rekombi-
nationsereignisse zu messen. Durch die physikalischen Karte zusammen mit
einer hochauflésenden genetischen Karte wird die Suche nach Genen auf be-
stimmte Klone reduziert. Zusétzliche Marker konnen generiert werden, wenn
die physikalische Distanz noch zu grof} ist. Ein Beispiel, wie Ressourcen des
genutzt wurden, um einzelne QTL genetisch einzugrenzen, wurde in
Silvar et al.| [2013] beschrieben: In dieser Studie wurden drei QTLs spani-
scher Gerstenlinien gegen “Echten Gerstenmehltau” (Blumeria graminis f.
sp. hordei) untersucht. Die drei QTLs befinden sich auf 7HS, 7THL und 6HL
und konnten mit Hilfe des GenomeZippers und der physikalischen Karte in
Gerste genauer untersucht werden. Zusétzlich wurden FP contigs bestimmt,
die mit den drei QTLs iiberlappen. AnschlieSend wurden alle Gene und [NGS|
contigs innerhalb des genetischen Intervalls bestimmt. Fiir 7THS, THL und
6HL konnte der genomische Bereich auf 4.0, 3.7 sowie 3.2 Mb eingegrenzt
werden. Zusétzlich wurden 21, 10 bzw. 16 Kandidatengene bestimmt. Diese
Gene konnen in anschliefenden Studien genauer untersucht werden.

4.2 Einfluss der verankerten Weizenchromosomen

Die Arbeiten an Weizenchromosom 6A (Poursarebani et al.| [2014]) sowie die
Klonassemblierungen der Weizenchromosomen 1D, 4D und 6D (Sehgal et al.
[In Vorbereitung]) erlaubten es, neue Methodiken aus Gerste wie der Integra-
tion von experimentellen und in silico Markerkarten, [CarmAl und die
Anreicherung der physikalischen Karte zu niitzen und den Einfluss von neu
entwickelten Verfahren wie die @LTechnologie und 3D-Klonpools zu
untersuchen. In Weizenchromosom 6A wurde die “Whole genome profiling”
(@)—Technologie genutzt. In diesem Verfahren werden die umliegen-
den Bereiche eines Restriktionsenzyms sequenziert (“Sequenz-Tags”). Diese
100 bp langen Sequenzen werden durch deutlich léngere Sequenzen erweitert
und stellen fiir jeden Klon im Durchschnitt 25 dieser Sequenz- Tags bereit.
Durch zu geringe Qualitét der letzten 50 bp der WGp™] Tags konnten aber
nur 50 bp zur Integration von Daten genutzt werden. Zu diesem Zeitpunkt
lagen noch keine lingeren Sequenzen fiir Weizenchromosomen vor. Um diese
Liicken zu schlielen, wurden die néchsten verwandten Genome aus Triticum
wrartu und Aegilops tauschii sowie Daten des auf physikalische FP
contigs iibertragen und ~662 Mb aus 1,048 Mb der kumulativen Lénge der
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FP contig-Karte dieses Chromosoms genetisch verankert. Syntenische Ver-
gleiche zu Gerste erhohten die Anzahl an genetisch verankerten physikali-
schen Contigs auf 831 Mb. Der Anteil an verankerten FP contigs mit 78%
der kumulativen Lénge der FPC-Karte ist vergleichbar mit den Weizenchro-
mosomen aus 1BL (74%), 1AS (74%) und 1AL (75%). Weizenchromosom
6A zeigt, dass die Erstellung einer physikalischen Karte fiir einen einzelnen
Chromosomenarm in Weizen auch mit Hilfe nur einer Klonbibliothek bei
~8x Genomabdeckung moglich ist, wiahrend in Gerste und Aegilops tauschii
fiir ein diploides Genom sieben Klonbibliotheken und vier Restriktionsenzy-
me genutzt wurden. Die Verwendung von zwei Assemblierungsprogrammen
erlaubte aulerdem, die bestmdgliche FP contig-Karte zu konstruieren. LTC
(Frenkel et al. [2010]) erwies sich gegeniiber FPC (Soderlund et al.| [1997])
als besonders robust. Diese Feststellung resultierte aus der geringeren An-
zahl an schimérischen Contigs und vor allen aufgrund einer gréfleren Anzahl
an integrierten Klonen. Ein Grund der Uberlegenheit von LTC gegeniiber
FPC liegt an den hoch-abundanten Bandenmuster, die in hoch-repetitiven
Genomen wie Gerste, Weizen und Mais vorliegen (Frenkel et al.| [2010]).
FPC hat Schwierigkeiten, die Signifikanz der Uberlappungen einzuschétzen,
hingegen erlaubt LTC durch das Verfahren der topologischen Strukturbe-
stimmung von Contigs auch fiir diese Banden eine bessere Einschétzung der
Signifikanz. Zusétzlich bietet LTC grafische Darstellungen, um potentielle
problematische Klone, sogenannte “Q-Klone” zu bestimmen, und FP contigs
gegenfalls zu trennen. Durch das Fehlen von lédngeren genomischen Bereichen
in Weizen, zeigte Chromosom 6A, dass Ressourcen aus den Vorldufergeno-
men mit deutlichen gréfleren contigs genutzt werden kénnen, um die
physikalische Karte in Weizen maximal auszuschépfen.

In Weizen 1D, 4D und 6D wurden 7,064 Klone des [MTP] bei geringer Ge-
nomabdeckung sequenziert und im Rahmen dieser Arbeit assembliert. Hier-
zu wurden Sequenzen aus einzelnen 3D-Klonpools sequenziert, und in dieser
Arbeit assembliert und einem Klon zugeordnet; ein Vorgang der als Klon-
dekonvolution bezeichnet wird. Durch das wurden Chromosomen-
arm sortierte Contigs bereitgestellt. Diese Daten erlaubten die Trennung der
drei Chromosomen 1D, 4D und 6D. Im Zuge der Konstruktion der BAC-
Bibliotheken konnten diese drei Chromosomen aufgrund des #hnlichen DNA-
Gehalt nicht voneinander getrennt (Janda et al. [2004]). Die Ressourcen aus
dem [[WGSC] erlaubten schliellich durch [CarmA] eine Trennung der physika-
lischen FP contigs in die drei Chromosomen. Die Ergebnisse aus den Chro-
mosomen 1D, 4D und 6D zeigen, dass der Grofiteil (80.2%) der Sequenzen zu
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einem bestimmten Klon zugewiesen wird. Durch Zuordnung der Sequenzen
zu einzelnen Klonen, der Anwendung von [CarmAl und die Beriicksichtigung
des nahe verwandten Genoms aus Aegilops tauschii ermoglichte aber eine in

silico Trennung der einzelnen Chromosomen.

4.2.1 Resistenz gegen Ahrenfuriosen

In dieser Arbeit wurde die Resistenz von unterschiedlichen Weizenkultivaren
gegen Ahrenfuriosen beschrieben (Kugler et al. [2013]). Diese Studie stellte
eine der ersten Beschreibungen unter Zuhilfenahme von RNA-seq Daten aus
unterschiedlich resistenten Pflanzen dar. Bisherige Studien wurden aufgrund
des Fehlens einer Referenzsequenz groéfitenteils auf Basis von Microarrays
durchgefiihrt (u. a.|[Schweiger et al.|[2013]). In der ersten von zwei in dieser
Arbeit beschriebenen Studien (Kugler et al.|[2013]) wurden Gene auf die
zu diesem Zeitpunkt aktuellste Genomreferenz von Weizen bestimmt. Diese
Referenz reprisentierte ein Assembly aus Sequenzen der 454-Sequenzierung
mit 5z-facher Genomabdeckung. Dieser Datensatz erlaubte aber noch keine
umfangreiche Genannotation. Es lag an der geringen Genomabdeckung und
an den anndhernd identischen Subgenomen des allohexaploiden Weizen und
fithrte zu kurzen Contig-Léngen. Um proteinkodierende Gene und funktio-
nelle Annotationen zu nutzen wurden deshalb 233k potentielle Weizengene
auf dem Assembly der 454-Sequenzierung den 26,159 Gerstengenen zuge-
wiesen. Wegen der kurzen evolutionédren Distanz der beiden Getreiden von
rund 12 Millionen Jahren (Wicker et al. [2009a]), kann erwartet werden, dass
der Grof3teil der Gene konserviert ist. Die rund 16k Gene mit einem Gers-
tenortholog wurden anschlieffend fiir ein Ko-expressionsnetzwerk verwendet,
wodurch die genomweite Expression der Genotypen untersucht wurde, die
sich in einem oder in beiden Resistenzbereichen unterscheiden. Zwei der acht
Module zeigten unterschiedliche Expressionswerte bei Pilzbefall. Zu diesem
Zeitpunkt konnten aber noch keine Unterschiede festgestellt werden, die die
Eigenschaft einer der Resistenzbereiche auf den Chromosomen 3B und 5A
erkldren wiirden. In [Kugler et al| [In Vorbereitung] wurden die Chromo-
somenarm sortierten Contigs genutzt und die Expressionsdaten aus [Kugler
et al.| [2013] neu analysiert. Meine Analysen aus |[Kugler et al.| [In Vorberei-
tung| zeigten eine Anhdufung von differentiell exprimierten Genen in den zu
erwarteten Chromosomen 3B und 5A (vgl. Abbildung und Abbildung
. Durch funktionelle Analysen auf Basis von 1.8 Th RNA-Seq Daten und
durch die in Chromosomen getrennte Datenséitze konnten Kandidaten-Gene
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auf den beschriebenen chromosomalen Bereichen der beiden QTLs bestimmt
und genetisch eingrenzt werden. Auf diese Studien aufbauenden Analysen
unter Zuhilfenahme von mehreren Zeitreihen sollten dadurch einen besseren
Einblick auf die Funktion der beiden QTLs bieten.

Die Referenzsequenzen basieren allerdings auf dem infektionsanfilligen Kul-
tivar “Chinese Spring”, wiahrend die resistenten Linien vom Weizenkultivar
“Sumai-3” abgeleitet sind. Deshalb muss die Interpretation der Ergebnis-
se mit Vorsicht behandelt werden. Es ist unklar, ob beide Genotypen auch
tatséchlich eine perfekte Kollinearitéit in diesem genomischen Bereich auf-
weisen und ob das entscheidende Gen sogar spezifisch fiir diesen Genotyp
ist.

4.3 Herausforderungen und Limitierungen

In dieser Arbeit konnte ich durch die Integration von unterschiedlichen he-
terogenen Datenressourcen eine genomische Referenz fiir Gerste und fiir
ausgewihlte Weizenchromosomen (1D, 4D, 6A, 6D) erstellen. Die genetisch
verankerten physikalischen Karten in Verbindung mit der Auswahl des mini-
malen zusammengehorenden Pfads sind der letzte notwendige Schritt zu den
chromosomalen Sequenzen. Die Bestimmung der Chromosomen aus Gerste
und Weizen kann aufgrund ihres hohen Anteils an repetitiven Elementen und
damit verbundenen Kosten in der Sequenzierung und Schwierigkeiten in der
Assemblierung nur im Rahmen von gréfieren Konsortien (Gersten- und Wei-
zengenomsequenzierungsprojekt) durchgefithrt werden. Fiir Gerste und Wei-
zen, im Gegensatz zu deutlich kleineren Genomen, reichen Hochdurchsatz-
Sequenzierungsmethoden zur Bestimmung des Chromosoms trotz hoher Ge-
nomabdeckung nicht aus. Fiir diese grofleren Pflanzengenome ist eine ver-
ankerte physikalische Karte zur Bestimmung der chromosomalen Sequenz
eine Notwendigkeit, um die Komplexitit in der Assemblierung von geno-
mischer Sequenz zu reduzieren. 2,670,738 contigs, die 1,869 Mb des
Genoms reprisentieren, stehen nur mehr 9,265 physikalischen Contigs ge-
geniiber. Durch eine physikalische Karte muss die Assemblierung des Ge-
noms nicht mehr auf Basis eines 5 Gb grofien Genoms, sondern innerhalb von
im Durschnitt 538 kb groflen DNA-Fragmenten durchgefithrt werden. Bei
ausreichender Genomabdeckung erlaubt es auch, hoch-repetitive Bereiche
zu iiberspannen, beispielsweise durch Sequenzen aus PacBio-Sequenzierung.
Die Qualitédt und Vollsténdigkeit des minimalen iiberspannenden Pfads stellt

eine besondere Bedeutung dar, weil dieser als Vorlage zur Sequenzierung des
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gesamten Genoms dient.

In dieser Arbeit wurden Syntenievergleiche zu kleineren und nahe ver-
wandten Referenzgenomen durchgefiihrt. Der Vergleich wies keine genomi-
schen Liicken auf; ein Indiz dafiir, dass die physikalische Karte das Gers-
tengenom gut abdeckt wird (IBSC| [2012]). In dieser Arbeit wurden auch
neu entwickelte Verfahren wie die Chromosomenarm-Zuordnung (CarmA))
prasentiert und tiberpriift, ob konsistente Chromosomenarm-Zuordnungen
zwischen dem physikalischen Contig zu seinen verankerten Sequenzen wie
Klonenden und Genen bestehen. Die Datensitze aus dem wur-
den direkt auf die physikalische Karte iibertragen, wihrend in Gerste das
vollstandige Potential aller Datensétze nicht genutzt werden konnte. Die ge-
netische Verankerung von contigs wurde nur durchgefiihrt, wenn eine
Chromosomenarm-Zuordnung vorlag. So konnten nur =350 Mb der 1.8 Gb
Contigs aus Gerstenkultivar “Morex” genutzt werden. Diese Anzahl an gene-
tisch verankerten Sequenzen wurde in einer spiteren Studie deutlich erhoht,
die Anzahl an physikalischen Contigs konnte allerdings mit dieser Strategie
nicht erhoht werden (Mascher et al. [2013], Ariyadasa et al.| [2014]). Die in
dieser Arbeit verbliebenen physikalischen Contigs ohne genetischer Marker
wiesen meist nur wenige oder keine sequenzierten Bereiche auf und umfas-
sen anndhernd 1,000 FP contigs (IBSC| [2012]). In einigen Fillen konnten
allerdings experimentelle Marker einen FP contig auch ohne sequenzierte
Bereiche verankern, wenn ein Marker durch Hybridisierung auf einem Klon
zugewiesen wurde. Genische Marker haben Limitierungen in der Anzahl an
verankerten Sequenzen und erlaubten im Zuge der ersten Verankerungen,
noch ohne [GBS] Marker, maximal 2 Gb der physikalischen Karte genetisch
zu positionieren, im Vergleich zu 3.9 Gb in Verbindung mit [GBS] Marker-
karten. [GBS| Marker verankern auch viele physikalische Contigs exklusiv
(IBSC| [2012]). Die [GBSFTechnologie und ihr groBer Nutzen zur Veranke-
rung grofler und komplexer Pflanzengenome wurde auch in Mais beschrie-
ben (Elshire et al. [2011]), dem bisher grofiten sequenzierten und assemb-
lierten Genom. Durch die Erfolge in der Verankerung von Gerste wurden
[GBSlbasierte Ansitze auch in einigen weiteren Genomen wie Hafer und So-
jabohne angewandt (u.a. Huang et al.|[2014], Elmer et al.| [2015]).

Nach Fertigstellung dieser Arbeit erfolgten grofie Fortschritte innerhalb der
genetischen Verankerung von Gersten contigs: 1.2 Gb des 1.8 Gb As-
sembly wurde genetisch verankert (Mascher et al. [2013]). In dieser Arbeit
fiel der Grad an Verankerungen deutlich geringer aus, weil eine eindeutige
Chromosomenarm-Zuordnung fiir einen FP contigs, contig oder Gen
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gefordert wurde. Durch Bereitstellung der mit Sequenzen angereicherten FP
contigs konnte ich aber bereits eine Ressource schaffen, die es erlaubt, Kandi-
datensequenzen einem bestimmten FP contigs zugewiesen. So kénnen Klo-
ne gezielt bestimmt werden, wie in Silvar et al. [2013] dargestellt wurde.
Dort wurden drei Resistenzbereiche in spanischen Landrassen auf spezi-
fische genomische Bereiche eingegrenzt. Diese Bereiche und iiberlappende
Klone kénnen, sofern sie nicht bereits sequenziert wurden, aus den Klonbi-
bliotheken gezielt gewihlt und sequenziert werden. Auflerdem kénnen mit
den Ergebnissen dieser Arbeit Transkriptomanalysen auf der genomischen
Referenzsequenz beider Genome durchgefiithrt werden und Kandidatengene
bestimmt sowie gegebenenfalls funktionell iiberpriift werden (u. a. Dey et al.
[2014]).

Die Zielsetzung war, die beiden Genome (Gerste, Weizen) systematisch
zugénglich zu machen und fithrte zur Entwicklung des Webtools chromo-
WIZ (Nussbaumer et al.| [2014b]), mit dem durch funktionelle und Sequenz-
basierte Methoden genetische/genomische Bereiche markiert werden, in de-
nen eine besonders hohe Anzahl an Kandidatengenen vorliegt. Die Erstel-
lung eines weiteren Webtools, dem RNASeqFExpressionBrowser (Nussbaumer
et al.| [2014a]) erlaubte es auflerdem, Expressionsprofile einzelner Gene zu
suchen.

Durch die Bereitstellung der Genomassemblierungsdatenséitze und der An-
notation von Genen auf dem Gerstenkultivar Morex konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass Gene in beiden Genomen an den proximalen und dis-
talen Chromosomenenden lokalisiert sind und in ihrer Dichte angereichert
sind und es zu einem deutlichen Abfall der Gendichte an den Perizentrome-
rischen Bereichen kommt und damit den typischen Verlauf von Gendichten
in den Grésern zeigte. Die verankerte physikalische Karte in Gerste ist dabei
hilfreich, um die Umstrukturierungen in Weizen, beispielsweise aus Weizen-
chromosom 4A (Hernandez et al. [2012]) genauer genetisch und genomisch
einzugrenzen und durch die besonders hohe Anzahl an genetischen Gers-
tenmarkern weitere Weizensequenzen zu verankern. Ein Beispiel dafiir, wie
Gerste hilft, um Weizenverankerungen zu erhéhen, wurde in dieser Arbeit
am Weizenchromosom 6A (Kapitel gezeigt. Die groBe Ubereinstimmung
der genomischen Ressourcen aus Gerste mit den Weizenmarkern erlaubte es,
den Ansatz zu validieren und bietet eine zusétzliche Mo6glichkeit bei der Su-
che nach Kandidatengenen.
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4.4 Zusammenfassung und Ausblick

Die verankerten physikalischen Karten in Gerste und Weizen weisen Limi-
tierungen auf, die durch fragmentarische Genomassemblierungsdatensétze
bedingt sind. FP contigs kénnen nur zusammengefasst werden, wenn Klone
vollstindig sequenziert vorliegen. NGSISequenzierungen basierend auf einem
genomweiten Datensatz fithren zu kollabierten Assemblierungen der hoch-
repetitiven Bereiche, erlauben aber eine anndhernd komplette Genannotati-
on, weil Gene zumeist in den weniger hoch-repetitiven Bereichen vorliegen.
Im Gegensatz zu contigs ermoglicht aber nur eine vollstdndige genomi-
sche Sequenz die eindeutige Lokalisierung von Genen und Eingrenzung von
Kandidatengenen. Mit der Verfiigbarkeit eines sequenzierten und assemblier-
ten Referenzgenoms kénnen interessante Bereiche aber genetisch eingegrenzt
werden. Trotz dieser Eingrenzung verbleiben aber in rekombinationsarmen
Regionen mehrere hundert Gene als potentielle Kandidaten.

In Feuillet et al.| [2011] wurde gezeigt, dass seit Bereitstellung der genomi-
schen Sequenzen in Reis, bis 2007 18 QTLs kloniert wurden. Bis ins Jahr
2000 konnten hingegen nur zwei QTLs bestimmt werden. Fiir Weizen, das
ebenfalls angefiihrt wurde, konnte bis ins Jahr 2007 erst ein QTL kloniert
werden.

Aus diesem Grund soll das Genom zukiinftig vollsténdig bestimmt wer-
den, um die Lokalisierung von weiteren QTLs kosten- und zeiteffizient
durchzufiihren. Mit Hilfe von unterschiedlichen hochdurchsatzbasierten Da-
tensédtzen mit variierenden Abstdnden zwischen Einzelsequenzen, neuen
Technologien (GBS] Introgressionslinien) sowie unterschiedlichen Sequen-
zierungstechnologien ist abzusehen, dass die Assemblierung eines gesamten
Genoms erfolgreich durchgefithrt werden kann. Bestimmte FP contigs im
zentromernahen Bereich miissen allerdings durch Hybridisierungen (u. a.
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (Karafidtova et al.| [2013])) oder
Optical Map Ansétze verankert werden, um Limitierungen bedingt durch
geringe genetische Rekombination addquat zu kompensieren.

Die Analyse zur Pilzinfektion in Weizen, beschrieben in zwei Studien (Kug-
ler et al. [2013], Kugler et al.|[In Vorbereitung|) stellte ein Anwendungsbei-
spiel fiir die Ergebnisse der verankerten physikalischen Karten dar. Metho-
den ((chromoWIZ (Nussbaumer et al.| [2014b]), RNASeqEzpressionsBrowser
(Nussbaumer et al.|[2014a]))), die in dieser Arbeit erstellt wurden, erlaubten
die genetische Eingrenzung sowie funktionelle Analyse der beiden Resistenz-
bereiche Qfhs.ifa-5A und Fhbl, die hauptverantwortlich fiir Resistenz gegen
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den Pilz Fusarium graminearum und gegen die Verbreitung des von diesem
Pilz erzeugten Toxins (DON) sind. Zun#chst wurden Ressourcen aus Gerste
genutzt, einem Genom, das im Gegensatz zu Weizen ein deutlich kleineres
und diploides Genom aufweist. Die Gerstenressourcen erlaubten aus vielen
tausenden Genkandidaten in Weizen, die auf einem Assembly mit sehr klei-
nen Contigs annotiert wurden, proteinkodierende Gene zu bestimmen und
damit zu diesem Zeitpunkt die aktuellste und umfangreichste Verankerung
und funktionelle Annotation eines diploiden Getreidengenoms. Zu diesem
Zeitpunkt lagen in Weizen noch keine gréfleren genomischen Sequenzen vor.
Spéater, mit Verfiigharkeit der mit Genen annotierten und in Chromosomen-
arme sortierten Contigs in Weizen, durch das [IWWGSCl wurden schliellich
diese Bereiche genetisch eingegrenzt, wodurch 67 Kandidaten Gene fiir Fhb1
und 75 Kandidaten Gene fir Qfhs.ifa-5A bestimmt werden konnten. Diese
Gene konnen nun, in aktuelen Studien und unter Zuhilfenahme von weiteren
Zeitpunkten (3h, 6h, 12h, 24h, 36h) analysiert und experimentell getestet

werden.
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