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Kurze Darstellung

Der vorliegende Bericht fokussiert sich auf die Arbeitspakete 3 und 4, an denen das IPK
hauptsachlich gearbeitet hat.

Urspringliche Aufgabenstellung

Der seit der Jahrtausendwende in Deutschland langsam aber stetig steigende Haferkonsum
wird durch eine steigende Produktvielfalt sowie neue Produktkategorien (Porridge, Hafermilch)
befordert. Dieser Trend ist im Hinblick auf die nachgewiesenen gesundheitsférdernden
Wirkungen haferspezifischer Inhaltsstoffe wie B-Glucane und Avenanthramide positiv zu
bewerten. Ein hoherer Anteil Hafer in der Nahrung kann Volkskrankheiten wie Arteriosklerose,
Bluthochdruck, Diabetes mellitus Typ 2 und Darmerkrankungen mildern oder vorbeugen und
sollte deshalb als eine anzustrebende Entwicklung wahrgenommen werden.

Im Unterschied zu den anderen Getreidearten verbessert Hafer die Bodenmikroflora und
reduziert wirksam die Schwarzbeinigkeit (Weihmann 2017), weshalb er besonders vor
Winterweizen eine sehr wertvolle Vorfrucht darstellt und zudem Ungréaser wie
Ackerfuchsschwanz unterdriickt. Neben diesen Okosystemleistungen bietet Qualitatshafer fir
Landwirte eine wirtschaftlich attraktive Anbauoption, auch weil die Nachfrage der Schalmuihlen
nach regionalem Hafer aktuell nicht befriedigt wird.

Zur Forderung der Wertschopfungskette ,Hafer” via Intensivierung der deutschen
Haferziichtung missen neue molekulargenetische Methoden und deren Grundlagen in der
Haferziichtung etabliert werden. In FUGE AP3 und AP4 werden dafiir vollstidndig annotierte
Genomsequenzen erstellt und ein Programm zur rekurrenten genomischen Selektion

begonnen.



Stand der Wissenschaft, an den angeknipft wurde
Genomforschung bei Hafer

Der Fortschritt in der Genomforschung und Sequenzierung in den letzten Jahren hat auch bei
Hafer zu kostengunstigen Markersystemen (Oliver et al. 2011, Tinker et al. 2014) sowie
hochdichten genetischen Karten gefihrt, unter welchen die GBS-Marker (Genotyping By
Sequencing) aktuell den gré3ten Anteil an der jingsten Konsenskarte mit knapp 100.000 SNP
ausmachen (Bekele et al. 2018). Diese Markerdichte erméglicht prazise Assoziationsstudien
(Foresman et al. 2016, Esvelt Klos et al. 2017, Carlson et al. 2019) und eine genomweite
Selektion in Zuchtprogrammen (Yan et al. 2019). Im Rahmen eines im Februar 2020 am JKI
abgeschlossenen Projektes zur Kleistogamie und Flugbrandresistenz bei Hafer wurden 538
Haferlinien mittels GBS genotypisiert und Uber eine Assoziationsanalyse zahlreiche
hochsignifikante SNP-Marker fur Flugbrandresistenz identifiziert (Herrmann et al. 2020b).
Etwa ein Drittel der dabei genutzten SNP konnte der Konsensuskarte von Bekele et al. (2018)
zugeordnet werden, die Mehrzahl der Marker hatte jedoch keine Position in der
Konsensuskarte. Ein wichtiger erster Schritt zur vollstandigen chromosomalen Zuordnung aller
SNPs wurde mit der Bereitstellung der nahezu vollsténdig annotierten Genomsequenz einer
Kanadischen Haferlinie auf der T3/oat-Seite (https://triticeaetoolbox.org/oat/) jingst gegangen.
Das Projekt FUGE (AP3) war in ein Pangenomprojekt (PanOat) unter Koordination von Dr.
Martin Mascher eingebettet und somit Teil der grundlagenorientierten Genomforschung bei
Hafer. Im PanOat-Konsortium stellen Forschergruppen aus Deutschland, Kanada, dem
Vereinigten Konigreich, den USA, Finnland, Schweden, der Schweiz, China, Spanien und
Australien arbeitsteilig hochqualitative, annotierte Genomsequenzen fiir 30 Hafergenotypen
zusammen. Mitteleuropaisches Hafermaterial war in den ersten PanOat-Planungen nicht

einbezogen und wurde dann Uber das FUGE Projekt eingebracht.

Ablauf des Vorhabens

Die Arbeiten in den Arbeitspaketen 3 und 4 wurden zeitlich wie geplant ausgefuihrt. sollen fir
moderne deutsche Hafersorten und eine Winterhafersorte (Delfin, Lion und Rhapsody)
Referenzgenomsequenzen erstellt werden. Die noch junge Sorte Delfin aus dem
Zuchtprogramm der Nordsaat verfuigt aktuell Gber das hdchste Ertragspotenzial bei sehr guten
Qualitatseigenschaften im deutschen Sortiment sowie eine stabile Mehltauresistenz, die aus
einer diploiden Wildart eingekreuzt wurde. Bei der Sorte Lion, 2018 in Deutschland
zugelassen, liegt eine besonders deutliche positive Transgression fur geringen Spelzenantell
vor, bei zugleich sehr guten anderen agronomischen Eigenschaften und einer hohen
genetischen Divergenz zu Delfin. Da Lion aus Kreuzungen mit Max stammt, schliel3t sie den
Hafergenpool der Saatzucht Bauer in Teilen mit ein. Mit der dritten Sorte Rhapsody wurde eine

zu den beiden Sommerhafersorten sehr divergente Sorte sequenziert.



Wesentliche Ergebnisse sowie ggf. Zusammenarbeit mit anderen Stellen
Im Arbeitspaket 3 sind annotierte Referenzsequenzen der drei Sorten Delfin, Lion and

Rhapsody wesentliche Ergebnisse.

Durch die Einbindung der Sequenzierungsarbeiten in das PanOat-Konsortium war eine

internationale Zusammenarbeit notwendig.

Eingehende Darstellung

Durchgefiihrte Arbeiten und der Vergleich zur urspriinglichen Vorhabenbeschreibung.

Die groRe Mehrzahl der Arbeiten wurde wie urspringlich geplant durchgefiihrt, wobei einige
umfangreichere Ergebnisse brachten. Durch die Einbindung in das internationale PanOat-
Konsortium konnten genomische Arbeiten in gréf3eren Umfang und — dank internationaler

Kooperation — mit ambitionierter Zielsetzung durchgefuhrt werden.

FUGE AP3 Genomsequenzierung und Genomannotation

Die Genomsequenzassemblierung von drei deutschen Hafersorten wurde abgeschlossen. Die
Genomsequenzierung der Hafersorten erfolgt nach der TRITEX-Methode (Monat et al. 2019).
Hierzu wurden aus hochmolekularer DNA verschiedene Sequenzierbibliotheken konstruiert,
sequenziert und assembliert. Die Sequenzierung wurde im Sequenzierlabor des IPK
Gatersleben durchgefiihrt. Es werden PacBio Circular-Consensus-Sequencing- (CCS) und
Chromosome-Conformation-Capture-Sequencing-Daten (Hi-C) erhoben. Mit dem Assembly-
Tool HifiAsm wurden die CCS-Daten zu Contigs assembliert und diese mittels der TRITEX-
Pipeline (Monat et al. (2019) zu chromomalen Pseudomolekilen angeordnet. Die
resultierenden Genomassemblies sind von hoher Qualitéat und wurde durch den Vergleich mit
existierenden Assemblies validiert (Abbildung 1, Tabelle 1). Die Assemblies wurden dem
Partner HMGU zur Annotation zur Verfugung gestellt. Ein projektinterner BLAST-Server zum
Sequenzalignment, auf den alle FUGE-Partner Zugriff haben, wurde eingerichtet.

Die Sequenzassemblies wurden dahingehend evaluiert, wie sie fur die Zichtung und
angewandte Genetik nutzbar gemacht werden kdnnen. Die Sequenzdaten wurde gegen das
Hafergenom aligniert und eine genomischen Variantenmatrix erstellt, die den FUGE-Partnern
zur Verfigung gestellt wurde. Die Sequenzorganisation des Resistenzlocus Pm7 (Brodfiihrer
et al. 2023) in der Sorte Delfin, inbesondere der Gehalt von Resistenzgenen der NLR-Klasse
wurde bestimmt. Das komplette Genom von zwei anfalligen Mutanten im Hintergrund Delfin
wurde mit kurzen lllumina-Reads sequenziert. Eine Kandidatensuche anhand diese Daten
ergab keine eindeutigen Ergebnisse. Weitere unabhangige Mutanten missen erzeugt und

sequenziert werden.

Durch Vergleiche zwischen den Genomsequenzen wurde ein Katalog struktureller Variation
beim Hafer erstellt (Tabelle 2). Markerassays fir genomischen Translokationen und
3



Inversionen, die mit der Wuchsform oder dem Blihpunkt in Verbindung stehen wurden
versucht zu entwickeln. Aufgrund der komplexen Natur und des hohen Gehalts an repetitive
DNA an diesen Lozi gestaltete sich das Design geeigneter Marker schwierig. Ein Assay fir
eine groRRe perizentrische Inversion auf Chromosom 7D wird gegenwartig von PanOat-
Partnern evaluiert (Abbildung 2). Ein erfolgreiches Markerassay wurde entwickelt fur eine
Translokation zwischen den Chromomen 2A und 2C, die durch Mutagenese erzeugt wurde,

und moglicherweise mit agronomischen Merkmalen gekoppelt ist.
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Abbildung 1: PanOat-Assemblies (darunter Delfin, Lion and Rhapsody) im globalen

Diversitatsraum des Hafers.



Tabelle 1: Assemblierungsstatistiken der PanOat-Assemblies, darunter Lion,

Rhapsody.

Genotype
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pecies
. sativa
. sativa
byzantina
. insularis
sativa
sativa
sativa
sativa
sativa
. longiglumis
sativa
sativa
sativa
sativa
sativa
sativa
sativa
sativa
sativa
sativa
fatua
sativa
sativa
sativa
sativa
sativa
sativa
sativa
. sterilis
sativa
. sterilis

ploidy Method
AACCDD TRITEX + guide
AACCDD TRITEX + guide
AACCDD TRITEX + Dove!
CCDD PacBio CLR + F
AACCDD NRGene + Hi-C
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AA PacBio CLR + F
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AA + CCDD resy PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi
AACCDD PacBio HiFi + Hi

Assembly Size

11,247,380,637
11,392,646,681
12,798,801,913

7,255,642,786
10,959,045,696
10,887,697,785
10,844,175,015
10,947,932,187
10,732,944,064

3,723,815,909
10,616,194,052
10,919,320,608
10,964,486,785
10,780,775,837
10,821,144,154

10,670,131,586
10,742,268,269
10,797,078,610
10,979,380,765
10,860,399,908
10,999,479,000
10,813,572,652
10,953,043,066
10,710,794,730
11,436,952,069
11,029,142,569
10,859,773,845
10,884,880,415
11,107,743,028
11,059,807,656

N50
886603
898596
1000000
5157017
11500154
23646748
30222133
32969942
41475042
42552144
48353208
49981117
52287396
55674514
57954594
59100000
60738688
62947445
78088540
78372766
92532825
96200970
108743826
112977080
117844920
118307911
146843466
152113317
165082787
200341358
273089457

N90

36594
284774
284774
719638

1480400
5332688
6664808
7766205
11158200
5221678
10132162
6542492
9413413
8781401
10695734

12700325
12756014
14494110
15167104
18536602
16923338
21761584
32196081
21205566
25232305
32025443
35678055
47877086
53866678
72921866

Delfin und

Size
10,132,730,079
10,266,876,199
11,399,335,897

6,924,077,245
10,270,447,441
10,774,618,181
10,720,046,176
10,738,823,075
10,608,881,087

3,671,893,295
10,482,056,367
10,680,783,912
10,816,372,671
10,597,625,717
10,645,382,417

10,543,304,313
10,635,678,224
10,648,435,232
10,811,325,237
10,739,296,889
10,751,791,029
10,692,738,066
10,866,338,224
10,614,295,366
11,254,815,813
10,764,905,719
10,781,791,362
10,826,687,142
10,820,180,463
11,016,139,881



Tabelle 2: Strukurelle Variation in den PanOat-Assembilies.

1A/1C 1A/1C+
Assembly translocation translocation 3Cinversion 7D inversion
A. byzantina Pl 258586 - - - -
A. fatua CN25955 translocated - -
A. insularis BYU209 - -
A. longiglumis CN58138
A. sterilis TN1 translocated - inverted inverted
A. sterilis TN4 translocated - - -
Amagalon - - - inverted
Aslak translocated - inverted inverted
Bannister translocated - inverted -
Bilby translocated - inverted -
Bingo translocated - inverted inverted
Clintland60 translocated - inverted inverted
Delfin translocated - inverted inverted
FM13 translocated - - inverted
Gehl translocated - inverted -
GMI423 translocated - inverted inverted
GS7 translocated - inverted inverted
Hatives des Alpes translocated - inverted inverted
HiFi - - - inverted
Lion translocated - inverted inverted
Nicolas translocated - - inverted
0T3098 translocated - inverted inverted
0OT380 translocated - inverted inverted
Park translocated - inverted inverted
P1182478 translocated - inverted inverted
Rhapsody - - inverted inverted
Sang translocated - inverted inverted
Victoria - - - -
Williams translocated - inverted -
Leggett translocated - inverted inverted
Morgan translocated - inverted inverted
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Abbildung 2: Diversitatsraum in eine perizentrischen Inversion auf Chromome 7D. Die Sorten

Delfin, Lion und Rhapsody tragen das abgeleitete (invertierte) Allele (in rot).



FUGE AP4 Rekurrente Genomische Selektion

Als Zuarbeit fur Partner JKI-ZL wurde am IPK eine sequenzbasierten Genotypisierung
durchgefuhrt. Sequenzierbibliothekn (Genotyping-by-Sequencing) von 250 F7-Linien fir
rekurrente genomische Selektion (RGS) wurden erstellt und auf dem Illumina-Gerat

(Novaseg6000) des IPK sequenziert.

Die wichtigsten Positionen des zahlenmal3igen Nachweises
Die gro6R3te Kostenposition war das Personal. Der eingestellte Wissenschaftler war dem Bedarf

angemessen, gleiches gilt fur die Titel Reisekosten und Verbrauchsmaterial.

Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeit
Die Arbeiten waren ausnahmslos notwendig, um die gesteckten Ziele erreichen zu kénnen.
Die Genomsequenzen von Delfin, Lion und Rhapsody sind wichtige Ressourcen fiir die

Haferziichtung und waren ein entscheidender Beitrag zum PanOat-Konsortium.

Nutzen und Verwertbarkeit des Ergebnisses

Die annotierten Genomsequenzen werden in Offentlich zuganglichen Datenbanken
gespeichert und nutzbar gemacht. Dadurch ergeben sich in der Forschung und Ziichtung neue

Mdglichkeiten der Markerentwicklung sowie Markernutzung.

Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Folgende Verdffentlichungen sind fiir die Diskussion der Projektergebnisse relevant:

Kamal N, Tsardakas Renhuldt N, Bentzer J, Gundlach H, Haberer G, Juhasz A, Lux T, Bose
U, Tye-Din J A, Lang D, van Gessel N, Reski R, Fu Y-B, Spégel P, Ceplitis A,
Himmelbach A, Waters A J, Bekele W A, Colgrave M L, Hansson M, Stein N, Mayer K
F X, Jellen E N, Maughan P J, Tinker N A, Mascher M, Olsson O, Spannagl M, Sirijovski
N: The mosaic oat genome gives insights into a uniquely healthy cereal crop. Nature
606 (2022) 113-119.

Tinker N A, Wight C P, Bekele W A, Yan W, Jellen E N, Renhuldt N T, Sirijovski N, Lux T,
Spannagl M, Mascher M: Genome analysis in Avena sativa reveals hidden breeding
barriers and opportunities for oat improvement. Commun. Biol. 5 (2022) 474.

Peng Y, Yan H, Guo L, Deng C, Wang C, Wang Y, Kang L, Zhou P, Yu K, Dong X, Liu X, Sun
Z,Peng Y, Zhao J, Deng D, Xu Y, Li Y, Jiang Q, Li Y, Wei L, Wang J, Ma J, Hao M, Li
W, Kang H, Peng Z, Liu D, Jia J, Zheng Y, Ma T, Wei Y, Lu F, Ren C: Reference
genome assemblies reveal the origin and evolution of allohexaploid oat. Nat Genet. 54
(2022) 1248-1258.

Erfolgskontrollbericht

Das wissenschaftlich-technische Ergebnis des Vorhabens, die erreichten
Nebenergebnisse und die gesammelten wesentlichen Erfahrungen

Zu den Detailergebnissen der einzelnen Arbeiten in AP3 und AP4 sei auf die eingehende
Darstellung verwiesen. Das Projekt hat gezeigt, dass moderne Methoden der

Genomsequenzierung und -assemblierung beim Hafer gut funktionieren. Trotz des komplexen,



hexaploiden Genom funktionierte die Sequenzierung mit langer Leselange (long-read
sequencing). Es ist davon auszugehen, dass in Zukunft in Deutschland und international mehr
Hafergenome sequenziert werden und genombasierte Methoden auch beim Hafer, wie schon

bei anderen Getreiden, weiter Einzug in die Zichtung halten.

Verwertungsplan

Im Projekt gab es in den Arbeitspaketen 3 und 4 keine Schutzrechtsanmeldungen.

Die wissenschaftliche Verwertung erfolgt im Rahmen von Publikationen. Eine
wissenschaftlicher Fachartikel zum Pangenom des Hafers wurde eingereicht und ist bereits
als Preprint auf BioRxiv verfligbar (Digital Object Identifier [DOI]: 10.1101/2024.10.23.619697).

Weiterhin sind Datenpublikationen geplant. Bei Vero6ffentlichung dieses Artikel werden die
zugrundeliegenden Sequenzrohdaten und Genomsequenzen in offentlichen
Sequenzdatenarchiven wie dem European Nucleotide Archive (ENA) bereitgestellt. Die
Projekt-1D in ENA ist PRJEB56828.

Die Forschungsergebnisse im Bereich der Genomassemblierung und die Leitung des PanOat-
Konsortiums durch Martin Mascher bieten hervorragende Voraussetzungen, um neue
Projektideen in diesem Bereich zu formulieren und Fordermittel auf nationaler und

internationaler Ebene zu beantragen.

Angaben zu Arbeiten, die zu keiner L6ésung gefuihrt haben.
Alle urspriinglich geplanten Arbeiten im Bereich der Genomforschung wurden erfolgreich
durchgefihrt.

Angaben Uber die Einhaltung der Ausgaben- und der Zeitplanung.
Die Ausgaben wurden im Wesentlichen sowohl zeitlich als auch mengenmafig wie geplant

getatigt.
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