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Genomanalyse an Pflanzen - Uberblick tiber die Thematik
und Auswirkungen fir die Pflanzenztchtung
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Allgemeiner Stand
der Genomforschung

In den letzten Jahren sind enorme
Forschritte in der Genomanalyse an
Pflanzen gemacht werden, deren Aus-
wirkungen auf die Pflanzenziichtung sich
u. a. in der kartengestitzten Klonierung
(Positionsklonierung) und Identifizie-
rung relevanter Gene, basierend auf der
vergleichenden Genomanalyse von Kul-
turpflanzen und Modellpflanzen zeigen.
Mit der stetig und rasch zunehmenden
Generierung von Nukleinséuresequenz-
Daten in offentlichen Datenbanken fiir
eine Vielzahl von Kulturpflanzenarten
und der Verfugbarkeit neuer Hochdurch-
satz-Analysetechniken darf fur die nahe
Zukunft eine deutliche Effizienzsteige-
rung bei der Identifizierung von Genen
mit Bedeutung fur die praktische Pflan-
zenzuchtung erwartet werden.

Mit Hilfe der Genomanalyse lasst sich
genetische Variation bei Nutzpflanzen
und ihren Verwandten direkt auf der
Ebene der Erbsubstanz beschreiben
(strukturelle Genomanalyse). Ferner
kdonnen Genotyp- und Umwelteffekte
sowie deren Wechselwirkung im Hin-
blick auf die Genexpression und Merk-
malsauspragungen (Phanotyp) aufge-
deckt werden (funktionelle Genomana-
lyse). Die Erforschung vollstandiger
Genome von Organismen und funktio-
neller Wechselwirkungen ihrer Gene
wird auch als Genomik bezeichnet.

Die bisherige Entwicklung der Genom-
analyse an Pflanzen kann in drei zeitli-
che Phasen gegliedert werden (BORE-
VITZ und ECKER 2004). Die erste Pha-
se war noch durch eine Ein-Gen-ein-Phé-
notyp Sichtweise gepragt; es kamen z.B.
Markeranalysen anhand von Restriction
Fragment Length Polymorphisms
(RFLPs) (vergl. SNOWDON and
FRIEDT 2004), Einzelgen-Sequenzana-
lysen und Hybridisierungsanalysen un-

ter Verwendung von Arrays mit gerin-
ger Dichte (dot blots, Northern blots) zur
Anwendung. In der zweiten Phase tiber-
wogen dagegen Techniken wie Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs), Ge-
samt-Genomische Sequenzierungsanaly-
sen und Hybridisierungsanalysen unter
Verwendung von Arrays mit mittlerer
Dichte zur Identifizierung multipler
Gene, die an der Auspragung spezifi-
scher Phanotypen beteiligt sind. In der
gegenwartigen dritten Phase der Genom-
analyse an Pflanzen ist die vergleichen-
de gesamt-genomische Sequenzierung
verwandter Kulturarten in Kombination
mit Hybridisierungsanalysen unter Ver-
wendung von Arrays mit extrem hoher
Dichte fur Einzelindividuen-Genotypi-
sierungen zu beobachten.

Whole-genome arrays (WGAS) erlauben
es Transkription, alternatives Splicing,
Protein-DNA-Bindeverhalten und den
epigenetischen Zustand des gesamten
Genoms zeitlich parallel zu verfolgen um
die Evolution, Dynamik und Vernetzung
von Genen zu verstehen, die komplexen
Phénotypen (quantitativen Merkmalen)
zugrunde liegen.

Wichtige Meilensteine in der Genomana-
lyse an Pflanzen stellen die Veroffentli-
chungen der vollstdndigen genomischen
Nukleinsauresequenzen der Modell-
pflanzen Arabidopsis thaliana (Acker-
schmalwand) und Oryza sativa (Reis) in
den Jahren 2000 und 2005 dar. Daruber
hinaus sind in den letzten Jahren BAC-
(Bacterial Artifical Chomosome) bzw.
YAC-(Yeast Artifical Chomosome)
Klonkollektionen und physische Karten
fur eine Reihe wichtiger Kulturpflanzen-
arten etabliert worden. Ferner wird eine
rasch wachsende Zahl von Expressed
Sequence Tag (EST)-Einzelsequenzen
generiert (bis dato 10,2 Millionen pflanz-
licher ESTs), die eine groBRe Spannbrei-
te von Genen umfassen, in den verschie-

densten Gewebetypen exprimiert werden
und an verschiedensten Entwicklungs-
vorgéngen, Stoffwechselwegen und der
Synthese von Sekundédrmetaboliten be-
teiligt sind. Mit Hilfe der stetig anstei-
genden genomischen Datenmengen flr
Kulturpflanzenarten ist es in zunehmen-
dem Mal3e und mit steigender Auflésung
moglich, DNA-Marker aus genetischen
und physischen Karten zu integrieren,
funktionelle Kandidatengene zu identi-
fizieren und eine funktionelle Kartierung
von Genen fiir komplexe Merkmale zu
erreichen.

Die in der funktionellen Genomanalyse
von Pflanzen angewendeten Methoden
beinhalten zwei grundlegend verschie-
dene Ansdtze: In der Klassischen Gene-
tik (forward genetics) ist der Ausgangs-
punkt eine erkennbare Mutation (Mutan-
te = Phdnotyp) und das Ziel ist die gene-
tische Aufklarung der Mutation und die
molekulare Charakterisierung der (des)
beteiligten Gene(s); die Analyse geht
also vom Phénotyp aus und ist gerichtet
auf die Aufkl&rung des zugrunde liegen-
den Genotyps. Im Gegensatz hierzu ist
bei der Reversen Genetik (reverse gene-
tics) der Ausgangspunkt ein Gen (Kan-
didatengen) in Form der betreffenden
cDNA oder des kodierten Proteins, und
das Ziel ist die Analyse der Funktion des
Gens bzw. Allels, das durch gezielte
Mutagenese in Zellen oder Organismen
generiert worden ist. Die Analyse geht
hier mithin vom Genotyp aus und ist
gerichtet auf die Analyse der Funktion
des veranderten Gens im Hinblick auf die
Entstehung eines Phéanotyps. In der
vorwartsgerichteten Genomanalyse an
Pflanzen werden Methoden wie z. B. die
QTL-Kartierung, die Erstellung physi-
scher Karten, die vergleichende Geno-
typisierung und die Expressionsanalyse
mittels Whole-genome arrays und Posi-
tionsklonierung eingesetzt (Abbildung 1).
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Techniken: Genexpression
Shot gun, Genotypisierung und
BAC und EST- Expressions-Analyse
DNA-Marker-Studien Klonierung, mit Gesamtgenom-
Quantitative Trait Sequenzierung und Arrays oder
Loci (QTL)- Analysen Assembly, sequenzierungs-
Gen-ldentifizierung basierten Techniken

Abbildung 1: Schematische Ubersicht zur Genomanalyse. Genetische Karte
mit verschiedenen DNA-Marker-Typen (SSR: Simple Sequence Repeats, SNP:
Single Nucleotide Polymorphism, RFLP: Restriction Length Fragment Poly-
morphism). Durch Lokalisierung einiger dieser Marker und Expressed se-
quence tags (ESTs) auf einer physikalischen Karte, die aus den Nukleinsaure-
sequenzen uberlappender Bacterial Artificial Chromosome (BAC)-Klone er-
stellt wurden, lassen sich genetische und physikalische Karten integrieren,
und Regionen mit Kandidatengenen fir interessierende Merkmale kdnnen ein-
gegrenzt werden. Die DNA-Sequenz des gesamten Genoms stellt die endgulti-
ge physikalische Karte dar. Zuséatzlich zur Konsensus-Sequenzist die Sequenz-
Diversitat in Kandidatengen-Regionen von Interesse, die auf eine mégliche
Korrelation mit Genexpressions-Karten und phénotypische Daten getestet
werden kann (basierend auf RAFALSKI 2002, verandert).

Tabelle 1: Genomische Ressourcen flr Brassica-Arten und die Modellpflanze
Arabidopsis thaliana; aktuelle Anzahl von Nukleinséduresequenzen verschie-
dener Kategorien in 6ffentlich zuganglichen Datenbanken, zusammengestellt
aus: National Center for Biotechnology Information (NCBI), European Molecu-
lar Biology Laboratory (EMBL), The Arabidopsis Information Resource (TAIR),
BrassicaDB und Brassica Genome Gateway 2006 (Berlicksichtigt wurden Da-
ten fir B. napus, B. rapa, B. oleracea und B. nigra, Stand Oktober 2006).

Kategorie Brassicaceae A. thaliana
BACs (Bacterial Arifical Chromosomes) 533 1.730
ESTs (Expressed Sequence Tags) 129.830 622.972
GSSs (Genome Survey Sequences) 808.039 440.439
Maps (Marker based genetic linkage) 102 462
RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms) 1.539 644
SSRs (Simple Sequence Repeats) 404 322
Sequences (genomic+EST+GSS nucleotide) 946.729 1,229.207

Fir die Reverse Genetik stehen z.B. bei
Arabidopsis umfangreiche Kollektionen
von Transposon-Tagging Mutanten und
TILLING-(Targeting Induced Local Le-
sions IN Genomes) Populationen zur
Verfugung, die mittels vergleichender
Genomikansétze die Analyse der Funk-

tion von Kandidatengenen an Kultur-
pflanzen ermdglichen. Eine weitere, zu-
nehmend haufiger genutzte Methode der
Reversen Genetik bei Modell- und Kul-
turpflanzen-Arten ist die Methode des
Gene silencing (RNA interference) aus-
gewdhlter Kandiatengene mit dem Ziel

der Aufklarung ihrer Funktion. Die ge-
netische Kartierung von Merkmalen,
gefolgt von funktionellen biochemischen
und zellbiologischen Analysen bleibt
essentiell fiir ein umfassendes Verstand-
nis der zugrunde liegenden gen-regula-
torischen Netzwerke und die Nutzung
ausgewéhlter Gene fir die praktische
Pflanzenziichtung. In der ndheren Zu-
kunft ist die Integration von unterschied-
lichen Arten genomischer Daten und die
Entwicklung leistungsfahiger bioinfor-
matischer Methoden ein wichtiges Ziel,
um eine effiziente Nutzung der verfiig-
baren und stetig steigenden Datenmen-
gen fur die Pflanzenziichtung zu errei-
chen.

Stand der Genomforschung bei OI-
pflanzen - Beispiel Brassica-Arten

Als Ergebnis einer naturlichen Kreuzung
zwischen Ribsen (Brassica rapa) und
Kohl (B. oleracea) gehort Raps (B. na-
pus) gemeinsam mit weiteren Wild- und
Nutzpflanzen der Gattung Brassica zur
Familie der Kreuzblitler (Brassicaceae).
Fur die Genomforschung bei diesen Spe-
zies ist es von groRem Nutzen, dass auch
die Modellpflanze Arabidopsis thaliana
mit ihrem vergleichsweise kleinen Ge-
nom (ca. 130 Mbp) zu dieser Familie
gehdrt und daher fiir Ansétze der verglei-
chenden Genomik hier ideal eingesetzt
werden kann. Durch wiederholte Poly-
ploidisierung im Lauf der Evolution sind
die Brassica-Genome deutlich groRer (B.
napus ca. 1200 Mbp). So war es sehr
nltzlich, dass bereits im Jahre 2000 das
Arabidopsis-Genom vollstandig sequen-
ziert wurde. Daruber hinaus werden in
rascher Folge weitere genomische Res-
sourcen verflighbar gemacht, die zum gro-
Ren Teil in 6ffentlichen Datenbanken frei
zugénglich sind (Tabelle 1).

Zudem werden in jungster Zeit aber auch
solche Ressourcen fur die Brassica-Ar-
ten selbst erarbeitet, wobei derzeit B.
rapa (Chinakohl, Riibsen) eine Vorrei-
terrolle zukommt (LIM et al. 2006). Aus
der rasch wachsenden Datenmenge er-
geben sich zunehmend bessere Mdglich-
keiten fir die vergleichende Genomfor-
schung bei Raps unter Nutzung der Er-
kenntnisfille aus der Arabidopsis-For-
schung. Insbesondere hinsichtlich er-
tragssichernder Merkmale (Wuchstyp,
Entwicklungsverlauf, Krankheits- und
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Tabelle 2: Ausgewahlte Beispiele nutzbarer molekularer Marker fir die Raps-

zlchtung

Merkmalskomplex

Spezifische Eigenschaft(en)

Pflanzentyp

Cytoplasmatische Mannliche Sterilitat (CMS)

Toleranz gegen abiotischen Stress
Krankheitsresistenz

Samendlqualitat

Wuchshdohe (Zwergwuchs)
Bliihzeit (Beginn, Dauer)
Blltenblattlosigkeit

Samenfarbe (schwarz bzw. gelb)

Ogura CMS

Polima CMS

Fertilitatsrestauration

Kalteresistenz, Winterharte
Phoma-Resistenz

Resistenz gegen Weil3rost

Virus-Resistenz (TMV, TuYV)

Erucaséaure-, Ol-, Linol-, Linolenséaure-Gehalt
Glucosinolat-Gehalt und Muster

Faser-, Lignin- und Tannin-Gehalt

Stress-Resistenz) und Qualitatseigen-
schaften (Ol- und Schrotqualitét) kann
hieraus besonderer Nutzen gezogen wer-
den.

Anwendung von Ergebnissen
der Genomforschung
in der Rapszuchtung

Bereits seit einiger Zeit werden moleku-
lare Markertechniken fir die Erstellung
genetischer Karten und die Identifikati-
on molekularer Marker fur wesentliche
Nutz- und Verwertungseigenschaften in
der Rapsziichtung eingesetzt (SNOW-
DON and FRIEDT 2004). Allerdings ist
die Zahl molekularer Marker, die auch
in unterschiedlichem Zuchtmaterial ein-
gesetzt werden konnen, relativ tber-
schaubar (ausgewahlte Beispiele: Tabel-
le 2). Hier erhofft sich die Zuchtungs-
praxis zweifellos noch gréRRere Fort-
schritte.

Neben der Menge und Qualitat des Raps-
6ls gewinnt die Beschaffenheit des Raps-
extraktionsschrotes (RES) eine zuneh-
mende Bedeutung fiur die Wertschop-
fung der Rapssaat. Das RES hat aufgrund
eines relativ hohen Proteingehalts ver-
bunden mit einer giinstigen Aminosdu-
rezusammensetzung prinzipiell einen
hohen Futterwert. Aber unerwinschte

Begleitstoffe (sekundére Inhaltsstoffe)
storen die Futter-Aufnahme und Verwer-
tung: Einerseits wirken sich Glucosino-
late bei der Verfutterung an monogastri-
sche Nutztiere (Huhner, Schweine) un-
gunstig aus. Andererseits bedingt der
hohe Rohfasergehalt (Lignin u.a.) von
RES aus schwarzer Rapssaat nicht allein
eine geringe Energiedichte, sondern wei-
tere Rohfaserkomponenten (z.B. Tanni-
ne) beeintrachtigen die Proteinverwer-
tung durch das Tier, aber auch die ange-
strebte Gewinnung von Protein-Isolaten
und Konzentraten zum Zwecke der Hu-
manernéhrung.

Sowohl beim Glucosinolat- als auch
beim Rohfasergehalt handelt es sich um
quantitative Merkmale. Aus klassisch-
genetischen und QTL-Analysen ist seit
langerem bekannt, dass beide Merkmals-
komplexe durch eine Reihe von Genlo-
ci kontrolliert werden (vgl. BADANI et
al. 2006). Da die betreffenden Gene in
Avrabidopsis bereits kloniert wurden und
auch vergleichende Brassica/Arabidop-
sis-Genomkarten schon vorliegen (vgl.
PARKIN et al. 2005), kénnen nunmehr
anhand vergleichender Genomik die be-
treffenden Gene in Brassica identifiziert
und funktionell charakterisiert werden.
Zundchst geben QTL Hinweise auf die
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Lokalisation entsprechender Gene im
Rapsgenome. Sodann kénnen anhand
vergleichender Karten und geeigneter
Marker (RFLPs, SSRs) die zugehdrigen
Gene in Arabidopsis ausfindig gemacht
werden. Entsprechende Arabidopsis-Se-
quenzen dienen dann fur die Identifika-
tion analoger Rapssequenzen und die
Erstellung von Contigs auf dem Weg zur
Klonierung des jeweiligen vollstandigen
Gens aus Raps.
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