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Zusammenfassung

Der zunehmende Einsatz kostengtinstiger und zeitsparender Hochdurchsatz-Sequenziertechniken (NGS, next-
generation sequencing) ermdglicht die Bearbeitung vollig neuer Fragestellungen sowohl in der Medizin als
auch in den Agrarwissenschaften. Die Verfugbarkeit von immer mehr genetischen Daten verschiedener
Spezies und der Einsatz neuer molekularbiologischer und bioinformatischer Methoden zu ihrer Verarbeitung
verschiebt damit den Blick von einzelnen Genen und Genprodukten hin zum Verstandnis von Reaktionen,
Interaktionen und ganzen biologischen Systemen.

Damit sind auch ihre Einsatzmoglichkeiten in der Unkrautforschung vielféltig. Untersuchungen des Genoms
und Transkriptoms eines Unkrauts kdnnen z.B. bei der Identifikation von Genprodukten, die als Zielorte
(target-sites) fir Herbizide geeignet sind, eingesetzt werden. Genexpressionsanalysen tragen zu einem
besseren Verstandnis von Herbizidresistenzen (sowohl Zielort- als auch Nicht-Zielortresistenzen) bei. Ferner
kann die Sequenzierung des Metagenoms Aufschlisse Uber mogliche Interaktionen mit Pflanzen-
Mikroorganismen am untersuchten Standort geben.

Stichwaorter: Biologische Datenbanken, Bioinformatik, Epigenetik, Exom, Expressionsdatenanalyse, Genom,
Hochdurchsatz-Sequenzierung, Transkriptom

Abstract

The application of time and cost efficient high-throughput sequencing technologies called NGS, next-
generation sequencing enables researchers to tackle completely new problems in medicine as well as in
agriculture. The availability of increasing genetics data from various species along with the use of new
molecular biology and bioinformatics methods for data handling shifts the focus from single genes or gene
products to the understanding of reactions, interactions and entire biological systems.

In weed research the application of these methods is straightforward. The analysis of the genome and
transcriptome of a weed can, for instance, lead to the identification of suitable gene products as target-sites for
herbicides. Gene expression analyses result in a deeper understanding of herbicide resistance (target-site as
well as non target-site resistance). In addition, sequencing the metagenome provides insights into potential
interactions with microorganisms in the habitat of interest.

Keywords: Biological databases, bioinformatics, epigenetics, exome, expression analysis, genome, next-
generation sequencing, transcriptome

Einleitung

Seit der kompletten Genom-Sequenzierung des pflanzlichen Modellorganismus Arabidopsis
thaliana im Jahr 2000 (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000) und der ersten Nutzpflanze Oryza
sativa im Jahr 2002 (GoFF et al., 2002) gewinnt die Analyse von genetischen Informationen
zunehmend auch in der Pflanzenforschung an Bedeutung. Eine ganze Reihe neuer
molekularbiologischer und bioinformatischer Methoden hat diese Entwicklung erst moglich
gemacht.
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Unter dem Begriff ,Next Generation Sequencing” (NGS) werden insbesondere neue
Hochdurchsatz-Sequenziertechniken zusammengefasst, die es aufgrund einer Parallelisierung
bzw. Miniaturisierung der Sequenzierung ermdglichen, DNA mit einem sehr guten Zeit-Kosten-
Verhdltnis zu sequenzieren. So lagen die Kosten zur Sequenzierung von 1.000.000 Basenpaaren (1
Mbp) im April 2013 bei 0,06$ im Vergleich zu tUber 5.000$ im September 2001 (WETTERSTRAND,
2013). Hierbei wird unterschieden zwischen Sequenziergerdten, die eine Amplifizierung (d.h.
Vervielféltigung, Ublicherweise mit PCR (Polymerase Chain Reaction)) der zu sequenzierenden
DNA voraussetzen (Amplified Single Molecule Sequencing, Second oder Next Generation
Sequencing) und solchen, die einzelne DNA-Strange ohne vorherige Amplifizierung sequenzieren
(Single Molecule Sequencing, Third oder Next Next Generation Sequencing). Eine Ubersicht iber
die aktuellen Technologien findet sich in Tabelle 1. Mit diesen Sequenziergeraten kdnnen in sehr
kurzer Zeit (wenige Stunden) sehr groBe Mengen (mehrere Terabyte) an DNA- (Genom) bzw.
mRNA-Daten (Transkriptom) fiir weitere Analysen in digitaler Form in den Computer gebracht
werden. Diese Rohdaten werden dann dort mit Methoden der Bioinformatik weiter verarbeitet.

Tab. 1 Hochdurchsatz-Sequenziertechniken; NGS: Next Generation Sequencing, Second Generation
Sequencing, Amplified Single Molecule Sequencing; NNGS: Next Next Generation Sequencing, Third
Generation Sequencing, Single Molecule Sequencing.

Tab. 1 High-throughput sequencing technologies.

Hersteller Webseite Gene- Gerit(e) Readlinge Reads
ration (in bp) pro Lauf

454 Sequencing, http://www.454.com/ NGS GS Junior 400 100.000

Roche GS FLX+ 600-1.000 1 Mio.

lllumina® http://www.illumina.com/ NGS HiSeq 36-150 3 Mrd.
2500 35-150 320 Mio.
GAlIx

Applied http://www.lifetechnologies.com/ NGS 5500x! 75 3 Mio.

Biosystems®, SOLiD

Life Technologies

lon Torrent™, http://www.lifetechnologies.com/ NGS lon PGM™  35-400 2-3 Mio.

Life Technologies lon 200 60-80
Proton™ Mio.

Pacific Biosciences®  http://www.pacificbiosciences.com/ NNGS RS Max. 70.000

>20.000
Oxford Nanopore https://www.nanoporetech.com/ NNGS  GridION™  48.0007 2.000?
Technologies Geréte noch nicht auf dem Markt MinlON™

Da die meisten NGS-Sequenziergerate nur sehr kurze Sequenzfragmente (Reads) produzieren und
diese fehlerbehaftet sein konnen, ist die erste Herausforderung das Zusammenfligen dieser
Fragmente zu groBeren Sequenzabschnitten. Jede Position der zu rekonstruierenden Sequenz
wird dabei idealerweise von mehreren Reads abgedeckt (Coverage), sodass die Reads allein
aufgrund ihrer Ahnlichkeiten, d.h. ihres Uberlapps (Overlap), untereinander zu einem gréReren
Sequenzabschnitt (Contig, Contiguous sequence) zusammengefligt werden kdnnen. Bei diesem
+Assembly” genannten Prozess kann grob zwischen zwei Problemstellungen unterschieden
werden: Beim Mapping werden die Reads in Ubereinstimmung mit einem vorgegebenen
bekannten ,Template” gebracht. Dies kann ein bereits sequenziertes Genom, Transkriptom oder
Exom derselben oder einer mdglichst nah verwandten Spezies sein. Bei der de-novo-
Assemblierung ist dagegen nichts tber die Zielsequenz bekannt. Fiir einen aktuellen Uberblick
Uber Assemblierungsmethoden siehe NAGARAJAN und Pop (2013).
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Erst nach der Assemblierung kann die eigentliche Analyse der Sequenzen am Computer erfolgen.
Tabelle2 listet die wichtigsten Datensammlungen mit Ergebnissen aus offentlichen

Pflanzengenomprojekten auf.

Tab. 2 Pflanzengenetische Datensammlungen.

Tab. 2 Plant genetics databases.

Name

Webseite

Literatur

The Arabidopsis Information Resource

(TAIR)

http://www.arabidopsis.org/

(LAMESCH et al., 2012)

Ensembl plants

http://plants.ensembl.org/

(FLICEK et al., 2013)

MIPS Plants DB

http://mips.helmholtz-
muenchen.de/plant/genomes.jsp

(NUSSBAUMER et al., 2013)

Gramene http://www.gramene.org/ (YOUENS-CLARK et al., 2011)

Phytozome http://phytozome.net/ (GOODSTEIN et al., 2012)

Brachypodium distachyon http://www.brachypodium.org/ (THE INTERNATIONAL
BRACHYPODIUM INITIATIVE,
2010)

PlantGDB http://www.plantgdb.org/ (Duvick et al., 2008)

PlantCYC / Plant Metabolic Network

http://www.plantcyc.org/

(ZHANG et al., 2010)

(PMN)

1001 Genomes - A Catalog of Arabidopsis http://www.1001genomes.org/ (Caoetal., 2011)

thaliana Genetic Variation

Anwendungsgebiete

Im Folgenden sollen die einzelnen Methoden zur Analyse von Genom, Metagenom, Exom,
Transkriptom, Metabolom und Epigenom naher betrachtet werden.

Genom

Das Genom umfasst die Gesamtheit der genetischen, vererbbaren Information eines Organismus.
Die Sequenzierung des gesamten Genoms ermdglicht die Untersuchung von Variationen (Single
Nucleotide Polymorphisms (SNP) und Structural Variants) innerhalb einer Spezies (GaN et al., 2011;
EDWARDS et al., 2013) und Unterschieden zwischen verschiedenen Spezies. Problematisch bei der
Rekonstruktion der kompletten Genomsequenz sind die durch die Sequenziertechnik bedingten
sehr kurzen Reads und das Auftreten repetitiver Sequenzen, die bei der Assemblierung nicht
eindeutig zugeordnet werden kdnnen.

Neben einer Reihe von inzwischen komplett sequenzierten Nutzpflanzen wie Oryza sativa (GOFF et
al., 2002), Hordeum vulgare (THE INTERNATIONAL BARLEY GENOME SEQUENCING CONSORTIUM et al., 2012), Zea
mays (WEl et al., 2009), Triticum aestivum (BRENCHLEY et al., 2012) und Glycine max (SCHMUTZ et al.,
2010) gilt Brachypodium distachyon (THE INTERNATIONAL BRACHYPODIUM INITIATIVE, 2010) aufgrund
seines kleinen Genoms inzwischen als geeigneter Modellorganismus fiir Graser.

Da bisher nur wenige Pflanzengenome komplett sequenziert sind, werden hierfiir in erster Linie
de-novo-Assemblierungstools verwendet (ScHATZ et al., 2012).

Metagenom

Das Metagenom bildet die Gesamtheit der genomischen Information der Mikroorganismen einer
bestimmten Lebensgemeinschaft (Biozonose) oder eines Biotops. Da die Herkunftsspezies der
genomischen Sequenzen hierbei nicht bekannt sind, missen durch den Vergleich mit bereits
bekannten Sequenzen zundchst die in der Probe (meist Umweltprobe aus Wasser oder Boden)
enthaltenen Spezies bestimmt werden. Danach kann dann ihr Einfluss auf und ihre Interaktion mit
z. B. Nutzpflanzen genauer untersucht werden.
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Geeignete Programme hierfir sind MEGAN (HusoN et al., 2007), mothur (ScHLoss et al., 2009) und
CLOTU (KumAretal., 2011).

Exom

Das Exom besteht aus den potenziell fiir Proteine kodierenden Abschnitten (Exons) der Gene eines
Genoms. Um das Exom sequenzieren zu kdnnen, missen zundchst die Exons aus dem Genom
selektiert werden (sequence capture). Dies setzt voraus, dass eine Referenz-Genomsequenz der zu
untersuchenden Spezies bereits bekannt ist. Da das Exom bei héheren Organismen nur einen
kleinen Teil des Genoms ausmacht, ist es sehr viel kostengiinstiger, das Exom anstelle weiterer
Genome dieser Spezies zu sequenzieren, um Variationen in den kodierenden Bereichen zu
untersuchen (MAsCHeR et al., 2013).

Transkriptom

Das Transkriptom reprdsentiert die Gesamtheit der zu einem bestimmten Zeitpunkt unter
bestimmten Bedingungen in einem Gewebe exprimierten Gene (d.h. die von der DNA in mRNA
transkribierten Gene). Unter Genexpression versteht man dabei die Auspragung des Genotyps
zum Phdnotyp eines Organismus oder eines Gewebes. Da die mRNA nicht direkt sequenziert
werden kann, muss sie zundchst in cDNA (complementary DNA) mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase umgeschrieben werden und die cDNA kann dann anschlieend sequenziert werden.
Diese Technik wird als RNA-Seq bezeichnet (WANG et al., 2009). Das Transkriptom liefert zusammen
mit dem Genom und dem Exom Informationen dariiber, welche Exons durch alternatives Spleilen
(alternative splicing) eines Gens zu einem bestimmten Zeitpunkt in welche mRNA transkribiert
werden (UsSADEL und FerNIE, 2013). Neben den auf Homologiesuche basierenden weit verbreiteten
Tools BLAST, PSI-BLAST (ALTsCHUL et al., 1997), BLAT (KenT, 2002) und InterProScan (QUEVILLON et al.,
2005) werden zur Annotation der sequenzierten Transkripte zunehmend auch Ontologien mit
einem standardisierten Wortschatz verwendet (LOHSE et al., 2012).

Fir einen Uberblick iber die Transkriptomanalyse siehe GONGORA-CASTILLO und BUELL (2013),
geeignete Programme fiir die Assemblierung eines Transkriptoms sind Trinity (GRABHERR et al.,
2011) und Oases (ScHuLz et al., 2012).

Neben der qualitativen Information Gber die in einer Probe enthaltenen Transkripte hinaus lassen
sich mit RNA-Seq auch quantitative Daten gewinnen, d.h. Genexpressionsdaten, fiir die bisher
Microarray-Experimente durchgefiihrt wurden. Auch wenn inzwischen ein groBes Repertoir an
statistischen Methoden zur Auswertung von Microarray-Experimenten existiert, haben sie den
Nachteil, dass nur bekannte Transkripte nachgewiesen und verschiedene Experimente nur sehr
aufwandig miteinander verglichen werden koénnen (WANG et al, 2009). Durch die
Weiterentwicklung geeigneter Tools zur Auswertung von RNA-Seqg-Experimenten werden
Microarray-Experimente daher in diesem Bereich zunehmend verdrangt.

Zum exakten qualitativen und quantitativen Nachweis genetischen Materials bzw. der Expression
einzelner Gene ist die Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR oder gPCR) geeignet. Hierbei werden
wahrend der Durchfiihrung der PCR Fluoreszenzsignale der amplifizierten Sequenzen gemessen.
Voraussetzung fiir einen quantitativen Nachweis ist das Vorhandensein eines Referenzgens,
dessen Expression gleichzeitig gemessen wird und zur Normalisierung der Expression des Zielgens
dient. Als Referenzgen wird liblicherweise ein ,housekeeping gene” verwendet, dessen Expression
unabhéngig von duBleren Einflissen in allen Zellen und Geweben konstant sein sollte. Da auch
hier die Expression tber das Vorhandensein von mRNA gemessen wird, fiir die Durchfiihrung der
PCR jedoch DNA benétigt wird, muss die mRNA zundchst mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden. Das gesamte Verfahren wird dann als RT-PCR
(reverse transcription PCR) bezeichnet (HoLzAPFEL und WICKERT, 2007; DuHOUX und DELYE, 2013).

Metabolom

Die Metabolomik umfasst alle charakteristischen Stoffwechsel-Eigenschaften einer Zelle, eines
Gewebes oder eines Organismus und geht damit liber die Analyse von Genom, Transkriptom und
Proteom hinaus hin zum Verstandnis des Gesamtsystems (Systembiologie) einschlieBlich der
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beteiligten Metaboliten (MACEL et al., 2010). Da bisher weder Hochdurchsatz-Technologien zur
Charakterisierung und Quantifizierung von Metaboliten noch Referenzdatenbanken existieren, ist
die Metabolomik das bisher am wenigsten fortgeschrittene ,omik’-Fachgebiet (HEGEmMAN, 2010;
DELYE, 2013). Zuklinftige Entwicklungen werden dann auch eine gemeinsame Betrachtung von
Metagenom- und Metabolomdaten (environmental metabolomics) mdglich machen (BRUNETTI et
al., 2013).

Zur Analyse von Verdnderungen im Stoffwechsel von Pflanzen unter unterschiedlichen
Bedingungen konnen jedoch bereits Expressions- und Transkriptomdaten z.B. mit dem Tool
MAPMAN auf bekannte Stoffwechselwege projiziert werden (THIMM et al., 2004; USADEL et al., 2009).

Epigenom

Unter Epigenetik werden alle genetischen Faktoren zusammengefasst, die auf Verdnderungen an
den Chromosomen (z.B. DNA-Methylierung, Histon-Modifikation) beruhen, ohne dass eine
Veranderung der DNA-Sequenz zugrunde liegt. Einzelne Abschnitte oder ganze Chromosomen
konnen so in ihrer Aktivitdit beeinflusst werden. Diese Veranderungen konnen durch
Umwelteinfliisse (z.B. groBe Trockenheit) verursacht sein und an die Folgegeneration vererbt
werden (KINOSHITA und JACOBSEN, 2012). Neueste Entwicklungen (Bisulfit-Sequenzierung, BS-Seq)
ermdglichen erste Einblicke in das Methylierungsmuster kompletter Genome (DINH et al., 2012).

Ausblick

Die Entwicklung neuer Sequenziertechniken ermdglicht die Bearbeitung vollig neuer
Fragestellungen sowohl in der der Medizin als auch den Agrarwissenschaften. Dadurch sind
jedoch auch die Anforderungen an leistungsfahige Soft- und Hardware stark gestiegen und die
Menge an Daten ist der aktuellen Entwicklung von Methoden (ScHLIEsky et al., 2012) und
gebrauchsfahiger Software weit voraus. Damit ist momentan nicht mehr die Erzeugung der Daten
der einschrankende Faktor sondern ihre anschlieBende Speicherung, Verarbeitung, Analyse und
Interpretation am Computer. Um die Vvielfdltigen Mdoglichkeiten der verfiigbaren
computergestlitzten Methoden optimal nutzen zu koénnen, ist auf der einen Seite eine
Entwicklung zu benutzerfreundlicherer Software (Gorfr et al, 2011; SmiTH, 2013) und auf der
anderen Seite die Bereitschaft von Medizinern, Biologen und Agrarwissenschaftlern nétig, diese
Methoden als weitere Werkzeuge in ihren Arbeitsalltag zu integrieren (SERVICE, 2013).
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