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Zusammenfassung

Um Kandidatengene fiir die metabolische Herbizid-Resistenz zu erfassen, wurde mithilfe eines
JTranscriptomics”-Ansatz ein quantitativer Vergleich der Genexpression zwischen sensitiven und resistenten
Biotypen des Acker-Fuchsschwanzs (ALOMY) durchgefiihrt. Ausgehend von einem metabolisch resistenten
Biotyp wurde im ersten Schritt mithilfe eines ,paired-end” RNA-Seq Protokolls ein Referenz-Transkriptom fir
ALOMY aus unbehandelten und Herbizid-behandelten Pflanzen erstellt. Im zweiten Schritt wurde die
Genexpression in verschiedenen metabolisch resistenten ALOMY-Biotypen sowie in einer reprdsentativen
Auswahl an sensitiven Wildtyp-Biotypen mithilfe einer 3"-spezifischen RNA-Sequenzierung bestimmt und mit
dem Referenztranskriptom abgeglichen. Durch Vergleich der Expressionshéhe einzelner Gene in Wildtyp und
resistenten ALOMY Biotypen wurden Kandidatengene aus der Gruppe der Glutathion-Transferasen
identifiziert. Weitere Analysen werden notwendig sein, um eine enge Korrelation mit der metabolischen
Resistenz zu verifizieren.

Stichworter: ALOMY, Acker-Fuchsschwanz, Glutathion S-Transferase, MACE, metabolische Resistenz,
Referenztranskriptom

Abstract

A transcriptomics approach was chosen in order to determine candidate genes for metabolic herbicide
resistance in a quantitative comparison of expressed genes in sensitive wild type and resistant blackgrass
(Alopecurus myosuroides = ALOMY) plants. Firstly a reference transcriptome for blackgrass was established by
means of a paired-end RNA-Seq protocol prepared from control and herbicide treated plants from a metabolic
resistant biotype. Secondly gene expression was measured in different metabolic resistant ALOMY biotypes
and a representative selection of sensitive wild type plants using a 3"-specific RNA sequencing strategy and
related to the reference transcriptome. By comparing expression levels for individual genes in wild type and
resistant blackgrass biotypes candidate genes from the group of glutathione transferases were identified.
Further analyses will be necessary in order to verify a close correlation with the metabolic resistance.

Keywords: ALOMY, blackgrass, MACE, non-target site resistance, reference transcriptome, RNA-Seq

Einleitung

Der Acker-Fuchsschwanz (ALOMY) ist im Wintergetreide eines der wichtigsten Unkrauter in
Westeuropa. Seine Anpassung an herbizide Wirkstoffe beruht bei resistenten ALOMY
Populationen nicht nur auf ,Target-Site”-Mutationen der Herbizid-Bindestellen der gut
untersuchten Zielgene Acetolactat-Synthase (ALS) und Acetyl-CoA-Carboxylase (ACCase), sondern
zu einem erheblichen Teil auch auf einer breiteren Nicht-Zielort-Resistenz (NTSR). Die daran
beteiligten Mechanismen sind vielfdltig und beinhalten eine verstarkte Metabolisierung von
Herbiziden sowie Kompensationsreaktionen von schadlichen Folgeprodukten wie freien
Sauerstoffradikalen (DELYE, 2013; YuaN et al, 2007). Die molekularen Ursachen fir die
metabolischen Resistenzen sind z. Zt. noch weitgehend unbekannt. Es gibt jedoch vermehrt
Hinweise, dass je nach Wirkstoffklasse unterschiedliche enzymatische Systeme - und
hdchstwahrscheinlich auch Kombinationen davon - beteiligt sein kdnnen, wie z. B. Glutathion-
Transferasen, Peroxidasen, Cytochrom P450 Monoxygenasen oder Glykosyl-Transferasen; haufig
Multi-Genfamilien, aus denen durch wiederholte Herbizidanwendung einzelne mutierte Allele
selektiert und angereichert werden kénnen (CummiNs et al., 1997; HALL et al., 1995; LeTouze und
GAZQUES, 2003; PRESTON, 2004; PoweLs und Yu, 2010). Genetische Untersuchungen zeigen, dass in
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metabolisch resistenten Populationen von Acker-Fuchsschwanz und Lolium Resistenzgene
dominant oder rezessive vererbt werden und mehrere verschiedene Gene dabei
zusammenspielen kdnnen (LETouzé und GASQuez, 2001; PeTIT et al, 2010; Busi et al, 2013).
AuBerdem kdnnen Resistenzgene konstitutiv oder Herbizid-induziert exprimiert werden (PeTIT et
al., 2012; DoHoux und DELYE, 2013). Fir eine Glutathion-Transferase mit Peroxidase Aktivitat wurde
gezeigt, dass das zugehorige Gen differentiell auf Transkript- und Proteinebene in dem resistenten
Biotyp Peldon im Vergleich zum sensitiven Wildtyp hochreguliert ist (CummINs et al., 1999). Es ist
daher naheliegend, in resistenten Biotypen mit einer diagnostizierten NTSR mit einem globalen
,Screening”-Ansatz nach solchen Genen zu suchen, deren Expressionsverhalten sich vom Wildtyp
unterscheidet, um so mogliche Kandidaten aufzuspiiren, die flir metabolische Resistenz
verantwortlich sind.

Die sog. ,next generation”-Sequenziertechnologien (,NGS”) wurden in den letzten Jahren soweit
verbessert, dass sie sich inzwischen als globales Analyseverfahren gerade fiir molekularbiologisch
weitgehend unbearbeitete Organismen wie ALOMY anbieten (METzKeRr, 2010). Die Transkriptomik
ist dabei nicht auf die Entschlisselung des oftmals sehr komplexen Erbgutes/Genoms angewiesen
sind, sondern setzt direkt an der Genexpression, d.h. an der Globalanalyse aller erfassbaren
Transkripte an (WANG et al., 2009; BRAUTIGAM und Gowik, 2010) und ist u.a. wegen ihrer hohen
Sensitivitdt und ihrem breiten dynamischen Bereich zur Erfassung von Transkripten
unterschiedlicher Abundanzen herkdmmlichen Methoden wie Microarrays weit iberlegen. Zum
Screening von Herbizidresistenz-assoziierten Genen wurde daher ein genomweiter
Transkriptomansatz mit unterschiedlich resistenten und sensitiven ALOMY Biotypen etabliert.

Material und Methoden
Pflanzenmaterial

Fiir das ALOMY Referenz-Transkriptom wurde Gewachshausmaterial von F1-Pflanzen aus einer
Kreuzung zweier Einzelpflanzen einer multiresistenten Herkunft (710 A x 710 B) verwendet, fir die
bekannte Zielortresistenzen tber Pyro-Sequenzierung ausgeschlossen wurden (Rosenhauer et al.
2013). Der Auswahl der Eltern ging eine Selektion mit 500 g/ha Atlantis WG (Wirkstoffe:
lodosulfuron + Mesosulfuron) + 1,0 I/ha FHS voraus. F1-Pflanzen wurden sieben Wochen nach der
Keimung vegetativ vermehrt und fiinf resultierende Klone abziiglich einer Kontrollpflanze nach
einer weiteren Woche mit 500 g/ha Atlantis WG + 1,0 I/ha FHS behandelt. Blattmaterial der drei
behandelten Klone wurden jeweils 4h, 8 h und 25h nach Behandlung in Fllssigstickstoff
eingefroren, die Ernte des Blattmaterials des unbehandelten Klons (u.) erfolgte zeitgleich mit dem
4h-Wert. Der verbliebene behandelte Klon diente der Verifizierung der Resistenz.

Fir die Genexpressionsanalysen wurden sechs resistente Biotypen (710, 601, Elbe, ST44, ST26 und
9509) ausgewadhlt und parallel unter Gewachshausbedingungen in sandiger Lehmerde mit ca. 2 %
organischen Material bei zusitzlicher Beleuchtung von 300 uE m? *s? zwischen 07:00 bis 10:00 und
16:00 bis 19:00 angezogen.

Von jeder Herkunft wurden mehrere Pflanzen ausgesat und nach 7 Wochen klonal vermehrt. Zwei
Klone jeder Herkunft wurden eine Woche spéter mit 1,2 I/ha Ralon Super (Biotypen: 9509, ST44,
ST26 und 601) bzw. mit 500 g/ha Atlantis WG (Biotypen: Elbe und 710) behandelt und von einem
Klon vier Stunden nach der Behandlung Blattmaterial geerntet und in Flissigstickstoff konserviert.
Der verbliebene behandelte Referenz-Klon wurde zur Verifizierung der Resistenz verwendet.
Zeitgleich wurden auch Blatter unbehandelter Klone jeder Herkunft geerntet und kryokonserviert.

Repréasentativ fiir den Wildtyp wurden zeitgleich mit den resistenten Biotypen 30 verschiedene
sensitive Biotypen ausgesit, kloniert und zum gleichen Zeitpunkt behandelt bzw. kryokonserviert.
Die Behandlung der Hélfte der Klone erfolgte mit 1,2 I/ha Ralon Super, die andere Hélfte diente als
unbehandelte Kontrolle. Blattprobenahme und Bonitierung von Referenz-Klonen erfolgten wie fiir
die resistenten Biotypen.
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Die Herbizid-Applikationen erfolgten mit einem Spritzautomat (SCHACHTNER) mit den
Einstellungen 250 I/ha Wasser, 2,5 km/h, 2,5 bar und einer Diise TEE JET 9502EVS 45 cm Uber den
Pflanzen. Die Bonitierung erfolgte jeweils vier Wochen nach Behandlung der Pflanzen. Es wurden
nur Pflanzen fiir die RNA-Isolation verwendet, deren Resistenz bzw. Sensitivitdt durch die
Bonitierung ihres Klons bestatigt werden konnte.

RNA-Isolation und QC

Gesamtblattmaterial von A. myosuroides wurde unter Flussigstickstoff-Bedingungen mit einer
Zellmiihle (MM200, Retsch, Haan) bei 30 Hz fiir 2 min pulverisiert und mit dem RNAeasy Plant
Mini-Kit (Qiagen, Hilden) die Gesamt-RNA isoliert. Aliquote dieser RNA wurden zur Eliminierung
von kontaminierenden gDNA-Resten mit Baseline-Zero™ DNase (Biozyme Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf) nach Herstellerangaben behandelt, Gber MinElute Cleanup-Kit (Qiagen,
Hilden) aufgereinigt und abschlieBend photometrisch vermessen (ND-1000, NanoDrop
Technologies, Wilmigton, USA). Fir alle zu sequenzierenden RNA-Proben wurde die RNA-Integrity-
Number-Werte mithilfe eines 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn) bestimmt.

Normalisierte cDNA, Sequenzierung und Bioinformatik

cDNA aus A. myosuroides fiir den 4 h- und 8 h-Wert wurde nach ihrer Umschreibung aus mRNA
mittels oligo-(dT)-Nukleotiden, mithilfe einer Doppelstrang-spezifischen Nuklease (DSN) zur
Reduktion haufiger Transkripte nach einem &hnlich zu dem von BoGDANOVA et al. (2010)
beschriebenen Verfahren normalisiert und vor Adaptor-Ligation mit Ultraschall fragmentiert. Die
Gesamt-RNA der unbehandelten Pflanze und aus der 25 h-Probe wurde mithilfe des Ribo-Zero
rRNA Removal Kits (Plant Leaf, Epicentre, Biozyme Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf)
behandelt. Aus den angereicherten mRNAs wurden nach Zink-Fragmentierung (WErY et al., 2013)
und direkter Adapter-Ligation RNA-Seg-Bibliotheken hergestellt. Die normalisierten cDNAs und
die resultierenden RNA-Seq Bibliotheken wurden von beiden Seiten her (= paired end) mit je 100
bp auf einem Hiseq2000 Gerdt sequenziert. Kumulativ standen aus allen vier Bibliotheken nach
Duplikatebereinigung und Aussortieren von qualitativ minderwertigen Sequenzen sowie
Adaptersequenzen etwa 430 Megabasen an Sequenzinformation zur Verfiigung. Die Qualitats-
bereinigten Einzelsequenzen wurden mittels Trinity (GRABHERR et al., 2011) und CAP3 (HUANG und
MADAN, 1999) de novo zu Contigs zusammengefligt. Zur funktionellen Annotation wurden diese
mit Hilfe der Datenbanken SwissProt und TrEMBL (Uniprot) mit dem BLASTX Algorithmus (NCBI,
Bethesda MD, USA) analysiert. Die Probenvorbereitung und Bioinformatik fanden bei der GenXPro
GmbH (Frankfurt am Main) statt.

MACE (Massive Analysis of cDNA Ends)

Massive Analysis of cDNA Ends (MACE) Bibliotheken wurden nach dem von der GenXPro GmbH
entwickelten Verfahren hergestellt, wie beschrieben in Zawapa et al. (2013) und mit 1x 100 bp
reads auf einer lllumina Hiseq2000 Lane sequenziert. Nach Aussortieren qualitativ minderwertiger
Sequenzen sowie dem Aussortieren von Adaptersequenzen mit ,TagDust” (LASSMANN et al., 2009)
wurden die einzelnen MACE Sequenzen der verschiedenen Bibliotheken mithilfe des
Referenztranskriptoms annotiert, die Haufigkeit der verschiedene Transkripte ermittelt und auf
Jreads per million” normalisert.

Analysen ausgewdhlter annotierter Referenz-Contigs und MACE-Contigs erfolgten mit dem
Lasergene Core Suite Software-Paket V.10 (DNASTAR Inc. Madison, USA).

Ergebnisse
ALOMY Referenztranskriptom

Als Basis fiir die Genexpressionanalysen in Acker-Fuchsschwanz wurde zuerst ein Referenz-
Transkriptom aus einer F1-Pflanze eines multi-resistenten Biotyps hergestellt. Um den Anteil an
heterozygoten Allelen zu reduzieren, wurde dazu ein Kreuzungsschritt vorgeschaltet, was fur die
Assemblierung der RNASeqg-Daten von Vorteil ist (BRAUTIGAM und Gowik, 2010). Von dem F1-
Individuum wurden vier Klone hergestellt, von denen drei nach 4, 8 und 25 h nach einer
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Herbizidbehandlung mit Mesosulfuron beprobt wurden. Dadurch sollte der Anteil an durch die
Herbizidwirkung induzierbaren Gene im Referenz-Transkriptom gesteigert werden (PeTIT et al.,
2012). Die aus den vier Klonen resultierenden RNA-Seq Bibliotheken wurden separat sequenziert
und gemeinsam assembliert. Tabelle 1 fasst die Ergebnisse zusammen. Letztlich konnten 51609
contigs einem Protein aus der SwissProt Datenbank zugeordnet werden, wobei mit ca. 77 % die
Mehrzahl an 29078 Treffern auf A. thaliana und 10923 Treffern auf O. sativa entfiel.

Tab. 1 Assemblierung des Referenztranskriptoms.
Tab. 1 Assembly of the reference transcriptome.

Langster Contig 22.033b
Kurzester Contig 151b
Mittlere Contig-Lange 803 b
Contigs insgesamt 130.373
Basen insgesamt 104.750.629
Contigs annotiert [SWISSPROT] 51609

Die Abdeckung bekannter Transkripte durch die Contigs wurde anhand publizierter ALOMY
Sequenzdaten Uberpriift und zeigte flir ACCase (Abb. 1) sowie fur ALS (Acc. AJ437300) und
Glutathion-S-Transferasen (Acc. AJ010451, jeweils Daten nicht gezeigt) Volllangentranskripte, die
teilweise 5’- und 3"-seitig zusatzliche Sequenzinformationen beinhalten.

l—b AM408430 - A. myosuroides ACCase gene, variety Plant E490, exons 1 -33 gDNA >12683 bp

P(A) 7 AJ310767 - ACCase mRNA>=7589 b

pP(A) comp28999_seql len=7747 b

treseenes D T T T P TR )

H i
+985b +63b

N=5uUtR > =71ss  [[]=ACCase-ORF  mB=Transit-Peptid [ |=3UTR

Abb. 1 Vergleich ACCase Gen AM408430 - mRNA AJ310767 - Contig 28999 aus dem ALOMY-
Referenztranskriptom.

Fig. 1 Comparison of ACCase gene AM408430 - mRNA AJ310767 - Contig 28999 ALOMY-Reference transkriptome.

Eine Schlagwortsuche im Referenzgenom zeigte fiir Genfamilien, die im Zusammenhang mit der
metabolischen Resistenz stehen, eine entsprechende Diversitdt an unterschiedlichen Contigs
(Tab. 2). Eine direkte Korrelation zu der Anzahl an im ALOMY Genom kodierten Gene besteht
allerdings nicht, da u. a. Splice-Varianten in unterschiedliche Contigs assembliert wurden und es
sich nicht in allen Fallen um Vollldangen-Sequenzen handelt, so dass diese partiellen contigs z. T.
auch nicht tGberlappen.
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Tab. 2 Contig-Treffer nach Schlagwortsuche im Referenztranskriptom.
Tab. 2 Contig-hits by keywords in the reference transcriptome.

Kontext Gen (-Familie/-Superfamilie) Contig-Treffer
. . Acetyl-CoA-Carboxylase 21
Target-Site Resistenz
Acetolactat-Synthase 7
ABC-Transporter 303
Cytochrom P450 Monoxygenasen 347
. . Glutathion-S-Transferase 148
Metabolische Resistenz
Glutathion Peroxidase 9
Peroxidase 207
Glykolsyl-Transferase 216
Actin (inkl. ,actin-related”) 22 (50)
Elongation Factor 1-alpha 22
. Chlorophyll a-b binding protein (CAB) 27
Diverse
Ribulose bisphosphate carboxylase small chain, rbcS 2
Rezeptor-like Protein Kinase 2855
Transcriptionsfactor 1066

Um einen Uberblick Giber die Situation fiir die Genfamile der Glutathion-S-Transferasen zu
erhalten, wurden alle 148 identifizierten Contigs den fiinf Klassen zugeordnet und miteinander
verglichen. Tabelle 3 zeigt den Vergleich mit der Situation in Reis (O. sativa) und Arabidopsis nach
CuMMINS et al. (2011) und DixoN und EDWARDS (2010). Die Anzahl der Contigs verringerte sich
dadurch von 148 auf 85.

Tab. 3 Glutation-Transferasen im Referenztranskriptom.
Tab. 3 Glutathione transferases in the reference transcriptome.

Glutathion-Transferase Klassen A. myosuriodes O. sativa A. thaliana
(Contigs*) (Gene) (Gene)

GSTF (Phi) 21 16 13

GSTU (Tau) 39 52 28

GSTT (Theta) 18 1 3

GSTZ (Zeta) 6 4 2

GSTL (Lambda) 1 3 1

* nach Clusteranalyse mit SeqManPro-Modul der Lasergene Core Suite

MACE-Expressionsanalyse

Um Kandidatengene fiir die metabolische Herbizidresistenz zu identifizieren, deren Expression
sich deutlich von der im sensitiven Wildtyp unterscheidet, wurde mit einem 3"-spezifischen MACE-
RNASeg-Ansatz die globale Genexpression in 6 gut charakterisierten Biotypen mit
unterschiedlichen metabolischen Resistenzmustern (ROSENHAUER und PETERSEN, personliche
Mitteilung, unverdffentlicht) gemessen und mit einem reprasentativen Pool sensitiver Biotypen
verglichen. Bei MACE wird von jedem Transkript-Molekdl lediglich ein Fragment des 3’ Endes
sequenziert (=MACE-tag). Somit erh6ht sich die Abdeckung mit Sequenzen fiir den 3'-Bereich, was
aullerdem eine geringere Sequenziertiefe erfordert, um selten exprimierte und kurze Transkripte
zu erfassen (KAHL et al., 2012). Fur jede Herkunft wurden mehrere Pflanzen kloniert und jeweils ein
Klon unbehandelt als auch ein Klon nach Herbizidapplikation analysiert. Nur solche Pflanzen
wurden verwendet, deren behandelter Referenzklon in der Bonitur den erwarteten Phanotyp
zeigte. Die MACE-Sequenzierung lieferte zwischen 7,2 bis 14,2 Millionen kurze DNA-Sequenzen,
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Tab. 4 MACE-Expressionsdaten fiir 3 putative Glutathion-S-Transferasen.

Tab. 4 MACE-Expression data for 3 putative Glutathione-S-transferases.

[rpm] 601 u Elbe u 710 u 9509 u ST44u ST26 u WTu
15 9 13 6 6 7 30
Contig11971 133,2 71,7 125,8 51,0 20,4 53,0 4,7
Comp39196 118,3 45,0 85,1 24,5 11,0 42,3 34
Comp40008 97,1 40,4 73,7 22,8 15,5 29,1 5.8
a: normalisierte MACE reads unbehandelte Biotypen
a: normalised MACE reads of untreated biotypes
[rpm] 601 + Elbe + 710 + 9509 + ST44 + ST26 + WT +
15 9 13 6 6 7 30
Contig11971 2794 204,3 145,9 1253 200,6 308,4 45,4
Comp39196 2071 117,6 127,9 70,4 125,0 2453 31,8
Comp40008 162,8 67,3 102,2 50,8 36,9 92,8 21,6
b: normalisierte MACE reads, Biotypen 4 h nach Herbizid-Applikation
b: normalised MACE reads of biotypes 4 h after herbicide application
601 Elbe 710 9509 ST44 ST26 WT
Contig11971 2,1 2,8 1,2 2,5 9,8 58 9,7
Comp39196 1.8 2,6 1,5 29 11,3 58 9,5
Comp40008 1.7 1,7 1,4 2,2 24 3,2 3,7
c: Expressionsverhdltnis [rpm mit] / [rpm ohne] Herbizidbehandlung
c: expression ratio [rpm with] / [rpm without] herbicide treatment
601u Elbe u 710u 9509 u ST44u ST26 u
Contig11971 28,6 154 27,0 10,9 4,4 1,4
Comp39196 35,3 13,4 25,4 73 3,3 12,6
Comp40008 16,8 7,0 12,8 39 2,7 50
d: Expressionsverhaltnis [rpm] Resistenter Biotyp / [rpm] Wildtyp; ohne Herbizidbehandlung
d: expression ratio [rpm] resistant biotype / [rpm] wild type; without herbicide treatment
601 + Elbe + 710 + 9509 + ST44 + ST26 +
Contig11971 6,2 4,5 3,2 2,8 4,4 6,8
Comp39196 6,5 3,7 4,0 2,2 39 7,7
Comp40008 7,5 3,1 4,7 2,3 1,7 4,3

e: Expressionsverhdltnis [rpm] Resistenter Biotyp / [rpm] Wildtyp nach Herbizidbehandlung
e: expression ratio [rpm] resistant biotype / [rpm] wild type; after herbicide treatment

sog. ,reads”, fiir die 14 Einzelproben (d.h. 6 resistente Biotypen, 1 Wildtyp-Pool, jeweils mit
Herbizid behandelt bzw. unbehandelte Kontrolle), die den Contigs des Referenztranskriptoms
zugeordnet wurden. Das Filtern auf Contigs mit mehr als 50 ,reads” in mindestens einer der 14
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Proben ergab im Gesamtvergleich 31877 unterschiedliche Contigs die nach Normalisierung der
Jread”-Haufigkeiten je Contig auf ,reads” pro Million (rpm) zur Auswertung weiterverwendet
wurden. Aus diesen MACE-Daten konnten 134 Eintrdge fiir Glutathion-S-Transferasen (GST)
herausgefiltert werden. Tabelle 4 zeigt ein Beispiel flr drei verschiedene Contigs, die aufgrund
Ihrer Sequenz zur Tau-Klasse (Contig11971 und Comp39196) bzw. zur Phi-Klasse (Comp40008) der
GSTs zugeordnet werden konnten. Tabelle 4a und Tabelle 4b geben die normalisierten MACE-tag
Werte fiir die unbehandelten (u) bzw. die mit Herbizid behandelten (+) Biotypen wieder. Alle drei
GST-Contigs wurden durch die Herbizid-Behandlung induziert (Tab. 4c), allerdings zeigten die
resistenten Biotypen 601, Elbe, 710 und 9509 im Verhdltnis einen deutlich geringen
Induktionsgrad als der Wildtyp (WT) und die resistenten Biotypen ST44 und ST26. Im direkten
Vergleich der Expressionshohe wiesen alle verschiedenen resistenten Biotypen (Tab. 4d und 4e)
eine deutlich hohere Expression als der sensitive Wildtyp auf, wobei die Unterschiede im Herbizid-
behandelten Zustand geringer werden. Die groBten Unterschiede zum sensitiven Wildtyp wiesen
die resistenten Biotypen 601, Elbe und 710 im unbehandelten Zustand auf (Tab. 4d).

Diskussion

Ein de novo Transkriptom von Acker-Fuchsschwanz bildet die Grundlage, Gene fir die
metabolische Herbizidresistenz zu identifizieren. Ahnliche Ansétze wurden (PENG et al., 2010) und
werden derzeit verfolgt (GARDIN et al., 2013). Die vorliegende vergleichende Transkriptomanalyse
von sechs Herbizid-resistenten Acker-Fuchsschwanz Biotypen hat zur Identifizierung von drei
Glutathion-S-Transferasen gefiihrt, deren Expressionshohe im Vergleich zum sensitiven Wildtyp
deutlich erhoht ist. Comp40008 entspricht einer AmGSTF1, von der schon eine differentielle
Expression in dem resistenten ALOMY-Biotyp Peldon beschrieben wurde und die aufgrund ihrer
Peroxidase-Aktivitdt zum generellen Schutz vor Herbizid-induziertem oxidativen Stress beitragt
(CummINs et al, 1999). Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass AmGSTF1 in transgenen A.
thaliana eine direkte regulatorische Funktion auf den Stoffwechsel austbt, der in der
Akkumulation von schiitzenden Flavonoiden resultiert (CumMmINS et al., 2013). Es liegt daher nahe,
zu vermuten, dass die erhdhte Expression der drei identifizierten GSTs Teil eines
Resistenzmechanismus ist, der in den untersuchten resistenten Biotypen vorhanden aber
unterschiedlich stark ausgepragt ist. Da diese Biotypen unterschiedliche multiple Resistenz- und
Kreuzresistenzmuster aufweisen (ROSENHAUER und PETERSEN, pers. Mitteilung), ist zu vermuten, dass
weitere Biotyp-spezifische Kombinationen von Resistenzgenen existieren, die in der Summe ihrer
Wirkung den Resistenzphdnotyp ausmachen. Zur Aufkldrung dieser Zusammenhange werden
Validierungen von Kandidatengenen Uber qPCR durchgefiihrt sowie in ,Bulked Segregrant
Analysen” (QUARRE et al, 1999) MACE Analysen anhand von ausgewdhlten Pools aus
aufspaltenden Populationen untersucht, die aus der Kreuzung von o.g. resistenten Biotypen mit
dem sensitiven Wildtyp stammen.
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