"EpiC - WHEATinterfere - RNAi-basierte epigenetische Krankheitsresistenz in
Weizen - Teilprojekt C" FKZ 031B1226C

Sachbericht Teil 2 — Ausfiihrliche Darstellung

miRNA pathway

Transcription Nucleus
Primary AAA
miRNA C:
/ 2 ocL
Precursor
miRNA &
: \*/ i/
7 miRNA duplex
N/
RISC
AGO
Passenger Vava?i

strand S \S\S

Degradation 4/ )

TAVAVAVAVAVAVAVAN
Target RNA l

RNA degradation or
translation suppression

siRNA pathway

Viral RNA '/ K

VAVAVAVAVAVAVAVAN

dsRNA l .
N7, N7 N/ N7 7

l 2 ocL
siRNA duplex

Y

RISC

AGO
SIS s s Passenger

strand

< \- Degradation

TAVAVAVAVAVAVAVAN

l Cleavage

RNA degradation

Abbildung 1. Ubersicht Entstehung von kleinen RNAs (Bild Dr. Bernhard Werner, JLU, Gruppe Schifer). Beide Hauptgruppe

der kleinen RNAs, miRNA und siRNA, lhre Biosynthese und die Funktion sind schematisch dargestellt.

Epigenetische Prozesse und dabei besonders kleine RNAs sind sowohl an der Regulation interner
Prozesse innerhalb der Zelle, als auch insbesondere der Virus, bzw. Krankheitsabwehr beteiligt (Abb.
1). Vor allem der zweite Teil, sein besseres Verstandnis und die Nutzbarmachung fiir die Landwirtschaft
waren zentrale Motivation fiir EpiC-WHEATinterfere. In den Modelsystemen wie Mensch, Hefe, Maus
oder Brachypodium und insbesondere Arabidopsis sind die zentralen Bausteine wie RdRP (RNA-
dependent RNA-Polymerase), DCL (Dicer und Dicer-like), sowie der RISC-Komplex und dabei
insbesondere die ARGONAUTEN (AGOs) bereits gut beschrieben und werden intensiv untersucht.

Hexaploider Weizen, mit seiner auch nur eingeschriankt vorhandenen Annotation stellen



Pflanzenforscher aber nun vor besondere Herausforderungen, wobei bereits die Identifikation der
entsprechenden Homo-/Orthologe zu den Proteinen aus den Modelsystemen eine Herausforderung
darstellt und je nach Zeit und verwendeter Referenz erheblich schwanken kann z.B. 69 bei Liu et al.
2021 und 39 bei Akond et al. 2022. Um eine konsistente Benennung und Identifikation zu wahren
nutzten wir stringent die Anwesenheit der Piwi- und PAZ-Domane, als zentrales Charakteristikum fur
ARGONAUTEN, die Verwendung der neusten Chinese Spring Version und die Bericksichtigung der
DEDD katalytischen Anordnung. Die so identifizierten ARGONAUTEN wurden entsprechend lhrer
Sequenz zusammen mit den bekannten Isoformen aus Arabidopsis phylogenetisch untersucht, unter
zur Hilfenahme offentlicher Expressionsdatenbanken die funktionelle Isoformen identifiziert und somit
deutlich Uber >100 Proteine und entsprechende exprimierte, codierende Sequenzen unter
Federfiihrung der JLU identifiziert (Abb. 2). Diese schiere Zahl demonstriert sehr eindriicklich die

Herausforderung die die Weizenforschung bereithalt.

Diesen Reichtum an ARGONAUTEN, und den Einfluss den Sie auf die Produktion von kleinen RNAs
haben wollten wir erschlieRen. Fiir die Nutzbarmachung ist neben dem auffinden, das Verstandnis der
Bedeutung der einzelnen Isoformen notwendig, welches am besten gelingt, wenn
Sequenzunterschiede im gleichen Gen/Protein in verschiedenen Sorten/Akzessionen bekannt und
entsprechenden Traits, hier Resistenz gegenlber pilzlichen Schaderregern vorhanden sind. Wir
fokussierten uns in WHEATinterfere auf die ARGONAUTEN Proteinfamilie, da Sie Aufgrund lhrer grofRen
Zahl weniger anféllig fir z.B. lethale oder andere nachteilhafte Effekte fiir die Pflanzen sind. AuRerdem
ist aus verschiedenen Studien in Weizen bereits bekannt, dass Sie Funktionen in der Pathogen-
/Pestresistenz haben kdnnen und Sie sind somit von besonderem Interesse. Wir nutzen im Verlauf des
Projektes insgesamt drei verschiedene Panel mit hoher genetischer Diversitat, die es uns ermoglichten
potenziell hochst relevante AGOs zu identifizieren. In einem ersten Schritt, Feldjahr 2022/23, nutzten
wir zusammen mit den Projektpartnern ein Diversitatsset, welches neben WHEATinterfere auch in
anderen Versuchen intensiv untersucht wurde und zudem mittels 40K Infinium Chip von lllumina
bereits genotypisiert wurde. Dies erlaub die Integration der Versuchsdaten in genetischen
Untersuchungen. Es wurden hierbei vier Krankheiten im Feldversuch bonitiert und das Diversitatsset
entsprechend sortiert (siehe Abb. 3). Auffillig war die sehr groRe Divergenz zwischen den
resistentesten und den anfalligsten Sorten, was fir klassische genetische Untersuchungen sehr
geeignet ist, wofiir die Daten beim Projektpartner auch weiterhin genutzt werden. Die Verwendung
des 40K Chips limitiert jedoch die Auflosung, sodass sich eine klare Korrelation zwischen
Resistenz/Anfilligkeit und epigenetischen Faktoren als schwierig darstellte. Daher wurde nachdem
ausreichend Saatgut erzeugt wurde, um eine bessere Auflosung zu bekommen, dass internationale
Wheat-PanGenome Set in den folgenden Feldjahren 2023/24 und 2024/2025, angereichert mit einigen

interessanten Linien aus dem Diversitat-Set getestet.
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Abbildung 2. Phylogenetischer Stammbaum der ARGONAUT-Genfamilie in Weizen, cv Chinese Spring. Die Integration
erfolgte anhand der Arabidopsis ARGONAUT-Gene, gezeigt wird zudem die Protein-Domaéanen Struktur und die Expression

der entsprechenden Gene in Reaktion auf die Infektion mit pilzlichen Erregern.

Der Vorteil der Pan-Genome Linien liegt in der vollstdandig, vorhandenen Sequenzinformation, sodass
sich Unterschiede in den epigenetischen Faktoren identifizieren lassen und diese auch mit Effekten auf
die Resistenz korreliert werden kénnen. Zudem gibt es fiir 2 der Pan-Genome Linien, Cadenza und
Kronos, Tilling-Populationen. Diese Populationen sind mittels EMS starker Mutagenese ausgesetzt
gewesen und durch mehrfache SSD homogenisiert, anschlieBend Exon-sequenziert und die
gefundenen Mutationen in einer Datenbank hinterlegt worden, parallel zum Saatgut. Das bedeutet,
wenn in den Pan-Genome Linien substanzielle Unterschiede in der Resistenz gefunden werden und
diese beiden Sorten differenzieren, kénnen Mutanten in den epigenetischen Kandidaten identifiziert
und zur Validierung getestet werden. Um einen moglichst relevanten und potentiell nutzbaren
Datensatz aufzubauen, haben wir die Pan-Genome Linien fiir welche ausreichend Saatgut verfiigbar
war parallel im Feldversuch (2-jahrig) und im Keimpflanzenversuch untersucht. Im Feldversuch wurden

insgesamt 5 Krankheiten bonitiert, Gelbrost/Schwarzrost/Fusarium nach kinstlicher und Braunrost,
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Abbildung 3. Stapeldiagramm der Krankheitsauspriagung im Diversitdtsset unter Feldbedingungen. Dargestellt sind alle
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Einzellinien die untersucht wurden und lhre kumulierte Anfalligkeit gegeniiber 4 bedeutenden Schaderregern. Entsprechend

Ihrer maximal befallenen Flache (Blatt und Ahre) in 2 Wiederholungen.

Zum besseren Verstandnis sind Beispielhaft die Krankheiten im Bild dargestellt (Abb. 4). Fir alle
Felduntersuchungen gilt, dass alle Versuche mehrfach, mindestens 2x meist aber 3-4x bonitiert
wurden, sodass der Verlauf der Infektion, sowie Ihre Auspragung optimal erfasst werden konnten. Die
verschiedenen Krankheiten haben zudem verschiedene Zeiten in lhrem erscheinen mit der ,normalen”
Reihenfolge Mehltau — Gelbrost — Braunrost — Fusarium — Schwarzrost. Diese Daten bildeten dann die
Grundlage fir weitere tiefere und insbesondere isolatspezifische Untersuchungen im

Keimpflanzenstadium.



Powdery mildew (Bg) Leaf rust (Pt) Yellow rust (Pst) Stem rust (Pgt) Fusarium graminearum (Fg)

Abbildung 4. Bilder vom Versuchsfeld von mit den 5 untersuchten Krankheiten befallenen Pflanzen. Die typischen Pusteln
des Mehltaus, die Einzelpusteln des Braunrosts, das Streifenmuster des Gelbrostes, die aufgebrochene Epidermis und die

weiBe Ahre nach Fusariuminfektion sind klar erkennbar. (Bilder von Anne Witzke)

Field studies with selected wheat lines and pangenome to link RNAI variability to resistance
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Abbildung 5. Feldergebnisse des erweiterten Pan-Genome Linien Sets. Gezeigt ist ein Stapeldiagramm, welches die 5
untersuchten Krankheiten, gemal ihrer Befallsflache am letzten Boniturtermin der Feldsaison zeigt. Es wurden in jeder Saison
3-Wdh, d.h. jeweils 3 Plots pro Linie gedrillt, und randomisiert ausgesat, der Durchschnitt aus diesen Wiederholungen ist

dargestellt.

Cadenza zeigte sich im Feld als tGberaus resistent gegeniliber Gelbrost, was Sie zu einem interessanten
Kandidaten fir weitere Untersuchungen machte, denn so kdnnen kleinere Anderungen in der
Resistenz, entsprechend der Erwartung, nach Mutation in einem der ARGONAUT-Gene detektiert
werden. Im Projekt wurden alle verfligbaren Tilling-Mutanten selektiert, die eine funktionelle Relevanz
far die Proteinfunktion des ARGONAUTEN aufweisen sollten wie z.B. premature-stop Codons oder
Mutationen im katalytischen Tetrad (DEDD). Weitere Untersuchungen an Keimpflanzen zeigten, dass
Cadenza gegen funf verschiedene Isolate des Gelbrosts als , resistent” basierend auf dem Infektionstyp

eingestuft werden kann. Die dabei zugrunde liegende Skala ist O = total resistent, ohne jegliches



Anzeichen einer Reaktion bis 9 = vollstandig anfallig, komplette Bedeckung mit Pusteln und keine
Abwehrzeichen. Ein IT bis einschlieRlich 6 wird dabei als resistent bewertet. Nur IT 7-9 gelten als
anfallig, dies zeigte sich bei keinem der untersuchten Isolate bei Cadenza. Im direkten Vergleich mit
Kronos war augenscheinlich, dass der durchschnittliche IT erhéht war, aber auch hier eine Veranderung
in der Anfalligkeit gut feststellbar. Parallel und basierend auf den Felddaten wurde entsprechend zum

Gelbrost auch Resistenztests gegen Schwarzrost im Keimpflanzenstadium durchgefihrt.
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Abbildung 6. Keimpflanzenversuch mit Pan-Genome Linien und fiinf verschiedenen Gelbrostisolaten. 26

Sorten/Akzessionen wurden ausgewahlt, inklusive den Pan-Genome Linien, resistente und anfillige Standards sowie aus den
Feldversuchen ausgewdhlte interessante Kandidaten. Die Noten basieren auf der 0-9 Skala fur den Infektionstyp (IT) und auf

2 Versuchen mit je 10 Pflanzen pro Linie, der gerundete Mittelwert ist dargestellt.

Die Verflgbarkeit und insbesondere die Phanotypen machten beide Tilling-Populationen sowohl in
Cadenza (Brotweizen) als auch Kronos (Hartweizen) zu Uberaus interessanten Kandidaten fur die
funktionale Aufklarung und weitere Nutzung in der Zichtung. Insgesamt wurden durch intensive
Recherche aus den 1535 Kronos- und den 1200 Cadenza-Linien, insgesamt 132 verfligbare, mit miss-

sense Mutationen in ARGONAUT-Genen identifiziert und im Projekt vermehrt. Diese teilen sich in 41
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Linien im Kronos und 91 im Cadenza Hintergrund auf. Alle diese Linien wurden dann im
Keimpflanzenstadium sowohl gegen 2 Isolate Gelbrost (91/20 und 25/19) als auch gegeniiber 2 Isolaten
Schwarzrost (5/13-9 und 2/20-2) getestet. Dabei zeigte sich, dass insbesondere ARGONAUTEN der
Familie 1, 2 und 4 an der Ausprdagung der Resistenz beteiligt sind. Fir insgesamt 7 Kandidaten
ARGONAUTEN konnten eindeutige, durch mehrere Linien und replizierten Versuchen bestatigte Effekte
gefunden werden, d.h. die entsprechende Cadenza/KRONOS Tilling Linien zeigten eine erhdhte
Anfalligkeit bzw Resistenz gegentiber Gelbrost. Insbesondere diese Linien sind fiir die weitere Nutzung
in der Ziichtung hochst interessant, vor allem dann, wenn Sie mit Felddaten integriert werden kénnen.
Es zeigte sich, dass basierend auf bioinformatischer Identifikation und der Kombination mit Feld und
Keimpflanzentest, funktionelle Korrelationen zwischen Resistenz und der Funktion von einzelnen
ARGONAUTEN insbesondere beim Gelbrost hergestellt werden konnen. Ein BCsFe
Riickkreuzungsschema und parallele Nachverfolgung der Mutationen mittels z.B. KASP erlaubt die
gerichtet Untersuchung und anschlieBende Integration in andere Elitelinien bzw. Kreuzungseltern. Dies
war jedoch nicht mehr Ziel und Teil dieses Projektes. Es ist flr eine weitere Nutzung auch hochst
interessant  diese  Rlckkreuzungslinien, mit definierten ARGONAUTEN Mutanten fir
Infektionsversuche, gekoppelt mit kleiner RNA + mRNA Sequenzierungen zu nutzen, damit lassen sich
eindeutig die prozessierten kleinen RNAs bestimmen, der Ort lhrer Prozessierung, sowie die exakte

Funktion der Kandidaten ARGONAUTEN.

Dies leitet Gber zum dritten Arbeitspaket und der Nutzbarmachung natirlich vorkommender kleiner
RNAs im Pflanzenschutz, bzw. die Induktion epigenetischer Schutzmechanismen. Hier ist insbesondere
der Gegensatz zu der in die Kommerzialisierung kommenden RNA basierten Pflanzenschutzmittel durch
den Pionier Greenlight BioSciences zu nennen, die auf designten kleinen RNAs bzw.
Nematodenbotenstoffe den Pflanzenschutz hochinnovativ aufbauen. Insbesondere die designten
kleinen RNAs stellen wie klassische Pflanzenschutzmittel einen artifiziellen Selektionsdruck dar,
welcher mit Mutationen in der Zielsequenz relativ rasch umgangen werden wird. Im Gegensatz dazu
besteht eine erhdhte Chance auf dauerhafte Wirksamkeit durch die Nutzung von evolutionar

konservierten kleinen RNAs die natirlich auf dauerhafte Wirksamkeit selektiert wurden.

Alle drei Roste, Gelbrost, Braunrost und Schwarzrost wurden dazu in kontrollierten Versuchen auf
Brachypodium inokuliert und nach 5 Tagen wurde die Expression kleiner RNAs mittels lllumina
Sequenzierung vermessen. Der Ansatz mit der Modelpflanze liegt im Ursprung des Projektes
begriindet, zu der Zeit waren wir uns unsicher ob die Rechenleistung ausreichen wiirde, um die kleinen
RNAs gegen das Referenzgenom des Weizens sinnvoll zu vergleichen. Es zeigte sich wie erwartet bei
Brachypodium eine Praferenz von 21 Nukleotiden langen kleinen RNAs, die untersuchten Roste hatte
kein solch eindeutiges Muster, dort lag der Focus eher bei 20-23 Nukleotiden pro kleiner RNA (siehe
Abb. 7).
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Abbildung 7. Verteilung der sequenzierten kleinen RNAs. Die relative Langenverteilung der kleinen RNAs fiir jeden
Organismus ist gezeigt Bd = Brachypodium; Pgr = Puccinia graminis tritici; Pst = Puccinia striiformis tritici; Pt = Puccinia
triticina). A: Nicht ribosomale unique-reads, B: Nicht ribosomale total reads, C: Ribosomale unique-reads, D: Ribosomale total

reads.

Die weitere Auswertung (iber PARE und die Target Vorhersage der kleinen RNAs lieferte zum einen wie
erwartet weitere Belege fiir den Austausch kleiner RNAs im Rahmen der Pflanze-Pilz Interaktion. Zum
anderen konnten kleine RNA identifiziert werden, die spezifisch gegen wesentliche Faktoren der Pilze
gerichtet waren, wobei die Pflanze haufig solche kleinen RNAs nutzte die gegen mehrere pilzliche

Erreger komplementar waren. Solche wurden fir Biotests ausgewahlt (siehe Abb. 9).

Parallel zu den kleinen RNAs wurde auch das Transkriptom von Brachypodium erfasst (mRNA) und
ausgewertet. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede in der Antwort auf die Infektion mit den drei
Erregern, die starkste Reaktion erfolgte auf Braunrost (Pt) > Gelbrost (Pst) > Schwarzrost, was
vermutlich dem natdirlichen vorhanden sein der drei Erreger entspricht. Interessant im Zusammenhang
mit den 29 gemeinsam unterschiedlich exprimierten Genen ist, dass Chitinase 8 (Homolog zur Chitinase
aus Arabidopsis thaliana) und die RNA-abhangige RNA Polymerase 2 (zentral bei der Produktion anti-
fungaler kleiner RNAs in Arabidopsis und nicht der miRNA) hochreguliert sind. Generell ist festzustellen,
dass die Anzahl an Expressionsanderungen zu dieser frithen Phase der Etablierung, noch relativ gering

ist. Die Infektion hat zu diesem Zeitpunkt noch keinerlei optische Folgen und das Wachstum des Pilzes



ist nur im bescheidenen Umfang erfolgt. Studien die spatere Zeitpunkte untersucht haben, haben meist

deutlich mehr Anderungen festgestellt.
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Abbildung 8. Upset plot der mRNA Expression in Brachypodium. Anzahl der differential exprimierten Gene von
Brachypodium ist gezeigt fiir jedes Pathogen gegen den entsprechenden Mock, sowie die Anzahl an co-regulierten Genen fiir

jede Pathogenkombination.

Um das biologische Potenzial solcher natiirlichen kleinen RNAs besser zu verstehen und den Transfer
in eine Anwendung aufzuzeigen, haben wir vier kleine RNAs verwendet, die entweder in unseren
Expressionsversuchen besonders stark exprimiert wurden bzw. solche die in unseren Versuchen
exprimiert wurden, jedoch in der Interaktion Brachypodium-Fusarium (Partner 2 -JLU) besonders stark
von der Pflanze genutzt wurden. Zusatzlich wurde neben einem Standard-Mock, hier RNA-
Faltungspuffer, eine RNA-Mock Kontrolle mitgefiihrt, da aus der Literatur in den letzten Jahren es
immer deutlicher wird, dass Organismen auch auf die bloBe Anwesenheit, selbst unspezifischer RNA
reagieren. Gezeigt in Abbildung 9 werden die Ergebnisse fir die Gelbrost Infektionsversuche, welche
eine deutliche Reduktion des Infektionstyp um 1 fir die Fgl6 kleine RNA demonstrieren. Dies ist
insoweit bemerkenswert, als das nur natirlich vorkommende kleine RNAs genutzt wurden, die nicht
wie z.B. in der Literatur von Partner 1 oder auch bei GreenLight Biosciences gegen absolut essentielle
Gene und deren mRNA designt wurden. Die Auswahl machte sich nur einzelne, aus einer groRen Anzahl
an gemessenen ausgewdhlte kleine RNAs zu nutze. Dies demonstriert die Wirksamkeit dieser
biologischen Abwehr, insbesondere wenn wie bei Fgl6 in mehreren Interaktionen die gleiche kleine
RNA genutzt wird. Die anderen verwendeten kleinen RNAs zeigen nach der Untersuchung keinen Effekt
im Sinne der wirksamen Reduktion des Infektionstyps. Gleiches gilt fiir die Verwendung der vier kleinen

RNAs gegenliber Schwarzrost, sodass wir diese Ergebnisse hier nicht weiter zeigen.
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Abbildung 9. Stirke der Gelbrostinfektion im Rahmen von SIGS von natiirlichen RNAs. Im Keimpflanzenversuch wurden
Pflanzen vor der Infektion mit kleinen RNAs behandelt und anschlieBend infiziert. Die Krankheitsauspragung wurde 14 dpi
bonitiert und der Mittelwert des Infektionstyps ist dargestellt. Reduktion des Infektionstyps wurde statistisch untersucht

mittels ANOVA und Dunnett’s Test gegen den Mock.

Um ein erstes Verstandnis fir den Wirkort und Mechanismus zu gewinnen wurde weiter untersucht,
ob die kleinen RNAs die Funktion eines klassischen Pflanzenschutzmittels haben, wie z.B

Prothioconazol, welches die Keimungsrate auf 0% senkt (https://doi.org/10.1007/s41348-024-00950-

w). Dies konnte eindeutig verneint werden, die gefundene Wirkung der Fg16 kleinen RNA beruht nicht
auf einer Reduktion der Sporenkeimung (siehe Abb. 10). Dies stellt eine wichtige biologische Erkenntnis
dar und unterstreicht die Spezifitit der sRNA-mRNA Interaktion, was gerade fir mogliche

Anwendungen essentiell ist.
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Abbildung 10. Die verwendeten kleinen RNAs wirken nicht als Fungizid. Sporenkeimung nach 24h wurde in drei Versuchen

fiir die genutzten RNAs untersucht, wobei keine signifikanten Anderungen in der Keimrate gegeniiber dem Mock festgestellt

werden konnte.

Ergdnzende Angaben:

Fir die Ausgaben bitte den Gesamtausgabennachweis flir Verwaltungsvereinbarungen
beachten (VN_031B1226C).

Die durchgefiihrten Arbeiten entsprechen den im Antrag dargestellten Projekttatigkeiten und
waren notwendig als auch angemessen, um die Projektziele wie geschehen zu erfiillen.

Der angestrebte Einstieg in die Nutzung epigenetischer Komponenten und deren
Verfligbarmachung fiir die Ziichtung wurde durch die Untersuchung der ARGONAUTEN-Tilling
Linien erreicht. Diese Ressource kann nun zielgerichtet in der Ziichtung verwendet werden. Die
Arbeiten zu kleinen natirlichen RNAs zeigen lhr Potenzial und o6ffnen damit deren
Nutzbarmachung fir den modernen Pflanzenschutz.

Auf dem Gebiet der kleinen RNAs, Ihrer Funktion in der pflanzlichen Abwehr, der Identifikation
der Gene fir die epigenetischen Faktoren sind in den letzten 5 Jahren substantielle Fortschritte
gemacht worden. Pflanzen- und Erregeriibergreifend handelt es sich um >1.000 Publikation
basierend auf einer Suche in Pubmed/NCBI, diese beriihren aber nicht direkt die Fortschritte

die im Projekt gemacht wurden, sondern unterstiitzen diese. Siehe z.B. Uslander A. et al. 2026



Nature Plants, wo die Autoren zeigen, dass AM sich nur dank kleiner RNAs und der so
vermittelten gezielten Reduktion der Expression eines Wirt-Transkriptionsfaktors entwickelt

(https://www.nature.com/articles/s41477-026-02247-2).

Wissenschaftlich wird aktuell der Teil der kleinen RNAs (Abb. 6 — 10) fir die
Abschlusspublikation vorbereitet. Zuarbeiten im Bereich der Ausnutzung von Botenstoffen als
natlirliche Pflanzenstédrkung sind vom Projektpartner bereits publiziert unter Komboj A. et al.

2024 https://doi.org/10.1007/s41348-024-00950-w.




