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ZUSAMMENFASSUNG

I Zusammenfassung

Trockenstress beeintrachtigt Wachstums- und Entwicklungsprozesse von Pflanzen. Besonders
bei Gerste (Hordeum vulgare) und anderen Getreidearten fiihren langanhaltende
Wassermangelbedingungen zu massiven Ernteverlusten. Dabei ist die Angepasstheit einzelner
Sorten an Trockenstress je nach Herkunft ganz unterschiedlich.

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von Trockenstress auf verschiedene Kultivare
von Hordeum vulgare. Mit Hilfe eines Test-Systems wurde zundachst die Reaktion auf
Trockenstress an Jungpflanzen einiger Wildformen, Elitesorten und Landrassen von Gerste
untersucht. Dabei zeigten zwei Kultivare extreme Unterschiede hinsichtlich ihrer
Trockentoleranz. Tadmor wurde als sehr trockentolerantes Kultivar und Scarlett als sehr
trockensensitives Kultivar identifiziert und fir alle weiteren Analysen der trockenstress-
induzierten Blattseneszenz ausgewahlt. Im weiteren Verlauf erfolgte die Untersuchung der
Trockenstress-Antwort beider Kultivare zu definierten Zeitpunkten des Stressverlaufs. Dabei
wurden sowohl sichtbare Stress-Symptome dokumentiert, als auch physiologische
Messungen der PSlI-Effizienz und des relativen Chlorophyllgehaltes an den Primarblattern der
Kontroll- und Trockenstress-Pflanzen durchgefiihrt. Erwartungsgemald konnte der frihzeitige
Abfall der Stress-Parameter im trockensensitiven Kultivar Scarlett bestadtigt werden und
spiegelt die verzogerte trockenstress-induzierte Blattseneszenz im trockentoleranten Kultivar
Tadmor wider. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die friihe Trockenstress-Antwort beider
Kultivare auf molekularer Ebene analysiert. Die Regulation der Marker-Gene fiir Trockenstress
(HvA1) und Seneszenz (HvS40) belegen ebenfalls die verzogerte trockenstress-induzierte
Blattseneszenz von Tadmor gegeniiber Scarlett. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurden
im Anschluss mittels Microarray-Analysen alle durch Trockenstress differentiell regulierten
Gene in Scarlett und Tadmor erfasst, klassifiziert und statistisch evaluiert. Einige Gengruppen,
wie z.B. Gene der Photosynthese, des Redoxsystems und der Transportprozesse sind dhnlich
reguliert, wohingegen Gene, die in Degradationsprozesse, Entwicklungsprozesse und der
abiotischen Stressantwort involviert sind, in beiden Kultivaren verschieden reguliert sind. Im
weiteren Verlauf der Arbeit wurden zwei Gengruppen naher analysiert. In der ersten
Gengruppe der Transkriptionsregulatoren wurden zunachst alle differentiell regulierten Gene
nach ihrem Expressionsmuster im Trockenstress-Verlauf in Cluster sortiert. Folgende

Kandidaten-Gene der jeweiligen Genfamilie wurden fir jedes Cluster identifiziert Gberprift:
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ZUSAMMENFASSUNG

AtIMID5/IMJ30 (Jumnonji), AtHY5 (bZIP), AtSCL14 (GRAS) und AtRL5 (MYB-related). Die
zweite Gruppe umfasst die funktionelle Gengruppe der Polyamine. Dabei sind
interessanterweise Gene der Polyamin-Oxidasen in Tadmor leicht induziert. Weitere Gene des
Polyamin-Metabolismus, z.B. HVADC, HvVSAMDC, HvSPDS und HvSPMS, sind in beiden
Kultivaren verschiedenen reguliert. Die Expressionsmuster der identifizierten Kandidaten-
Gene in Scarlett und Tadmor und damit ihre mogliche Funktion in der Ausbildung der

Trockentoleranz werden in der vorliegenden Arbeit diskutiert.
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SUMMARY

I Summary

Growth and development processes of plants are highly affected by drought stress. Long-term
drought conditions lead to massive loss of yield especially for barley (Hordeum vulgare) and
other crop plants. Thereby the adaption of individual species to drought is very different
depending on their origin.

The present study investigates the influence of drought stress on different cultivars of
Hordeum vulgare. In a first step the drought response of certain wild forms, elite varieties and
landraces of barley was analysed using a test system for drought stress. Two cultivars showed
extreme differences in relation to drought tolerance. The cultivar Tadmor was determined as
drought tolerant and Scarlett as drought sensitive. These two cultivars were selected for all
further analyses of the drought stress-induced leaf senescence. The stress response of Scarlett
und Tadmor was then investigated at defined stages in the time course of drought stress. In
detail, visible stress symptoms were documented and physiological measurements of the PSII-
efficiency and the relative chlorophyll content were carried out at the primary leaves of
control and drought stressed plants. As expected, these stress parameters began to decline
earlier in the drought sensitive cultivar Scarlett, which in turn clarifies the delay of drought
stress-induced leaf senescence in Tadmor. In the next step, the early drought stress response
was analysed on the molecular level in both cultivars. The regulation of marker genes for
drought stress (HvA1) and senescence (HvS40) also confirmed the delayed drought stress-
induced leaf senescence of Tadmor in comparison to Scarlett. Based on these results,
microarray analyses revealed a set of differentially regulated genes in Scarlett and Tadmor
during drought stress, which were then classified and statistically evaluated. Some genes, like
photosynthesis genes, genes of the redox system and transport processes are similar
regulated in both cultivars. Whereas genes, which are involved in degradation processes,
developmental processes and abiotic stress response, are different regulated in Scarlett and
Tadmor.

Further analyses focused on two groups of genes. First group are genes coding for
transcription regulators. These genes were clustered according to their expression pattern in
the time course of drought stress and following candidate genes were identified and verified

for each cluster: homologues genes of At/MJD5/JMJ30 (Jumnoniji), AtHY5 (bZIP), AtSCL14
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SUMMARY

(GRAS) and AtRL5 (MYB-related). Second group of genes contains the functional genes of the
polyamine family.

Interestingly, two genes coding for polyamine oxidases are slightly induced in Tadmor. Other
genes of the polyamine-metabolism, like HVADC, HvVSAMDC, HvSPDS and HvSPMS are
differentially regulated in both cultivars. The expression pattern of all these identified
candidate genes in Scarlett and Tadmor and thus their possible function in the development

of drought tolerance will be discussed in this study.

Seite | 4



EINLEITUNG

|| Einleitung

2.1 Anlass und Aktualitat

Im Jahre 2050 werden voraussichtlich 9 Mrd. Menschen auf dieser Erde leben
(GoDFRAY et al., 2010). Nach Schatzungen der FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations) wird gleichzeitig die globale Nachfrage um Nahrungs- und Futtermittel um
70% ansteigen (FAO, 2009). Diesem Trend stehen jedoch die aktuellen Prognosen der
zunehmenden Erderwarmung entgegen. Mit einem kontinuierlichen Anstieg der weltweiten
Emissionen steigt Berechnungen zufolge die globale Durchschnittstemperatur bis zum Ende
des 21. Jahrhunderts um 2,6 bis 4,8°C an (IPPC - Intergovernmental Panel on Climate Change,
2015). Wasserknappheit, Hitzewellen und Dirreperioden, gefolgt von massiven
Ernteverlusten sind die globalen Konsequenzen.

Lesk et al., 2016 analysierten diese Wetterextreme im Zeitraum von 1964 bis 2007 und stellen
fest, dass in betroffenen Lindern die jdhrliche Getreideproduktion um 9-10% abnahm.
Wahrend extreme Hitze den Ertrag lediglich verringerte, zeigen diese Autoren weiterhin, dass
Trockenphasen viele Pflanzen komplett zerstérten und ganze Anbauflachen lahmlegten. Ein
Losungsansatz verfolgt die Verbesserung der Fahigkeiten von Getreidepflanzen sowohl
Qualitat, als auch Ernteertrag unter Wassermangelbedingungen aufrechtzuerhalten
(GopFRrAY et al., 2010).

Aus diesem Grund ist in der klassischen Getreideziichtung die Trockenresistenz inzwischen
eines der wichtigsten Zuchtziele. Dabei liegt der Schlissel zur Trockenresistenz der Pflanzen
in ihrem Erbgut. Gerste (Hordeum vulgare) ist die weltweit viertwichtigste Getreideart
(http://faostat.fao.org) und wird in der Lebensmittel- und Futtermittelindustrie verwendet.
Landrassen von Hordeum vulgare sind an die harsche Umwelt, in welcher sie leben, bestens
angepasst. Das macht sie zu interessanten Untersuchungsobjekten fiir die Identifizierung von
Genen, welche in der Ausbildung der Trockenresistenz involviert sind. Landrassen liefern

somit wichtige genetische Ressourcen zur Entwicklung trockentoleranter Sorten.

2.2 Ursprungs- und Verbreitungsgebiete der Gerste

Das Ursprungsgebiet der Gerste befindet sich in der Region des sogenannten , Fruchtbaren
Halbmondes” und fihrt vom heutigen Israel Uber Jordanien, Libanon, West-Syrien, der

sidostlichen Turkei, bis hin zum Irak sowie dem Westen Irans (SALamINI et al., 2002).
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Archdologische Funde in dieser Region ergaben, dass vor etwa 10.000 Jahren die Wildform
der Gerste, Hordeum vulgare ssp. spontaneum (C. Koch) Thell.,, im Folgenden Hordeum
spontaneum genannt, domestiziert wurde (ZOHARY, HopF & WEIss, 2012). Das primare
Domestikationszentrum vermuten BADR et al., 2000 in der Region um Israel und Jordanien.
Von dort aus breitete sich Hordeum spontaneum moglicherweise in weiteren Gebieten des
,Fruchtbaren Halbmondes” sowie der Agiisregion, dem Iran und der Himalaya-Region in
Zentralasien aus. Neueste genetische Studien liefern hingegen Hinweise, dass Gerste
vermutlich ein zweites Mal kultiviert wurde und stiitzen die Theorie eines polyphyletischen
Ursprungs. Als sekunddre Domestikationszentren werden der Osten des ,Fruchtbaren
Halbmondes” (MORRELL & CLEGG, 2007), Zentralasien und die Tibetische Hochebene
(DAl et al., 2012) diskutiert. Aus der Wildform Hordeum spontaneum ging die Kulturform der
Gerste Hordeum vulgare ssp. vulgare (L.) hervor, im Folgenden Hordeum vulgare genannt. Bis
heute ist die Gattung Hordeum weltweit verbreitet (siehe Abbildung 2.1). Jedoch halt die
Debatte der mono- oder polyphyletischen Abstammung aller heutigen modernen Kultivare

und Landrassen von Hordeum spontaneum weiter an.

Abbildung 2.1 Herkunfts- (rot)- und Anbaugebiete (griin) der Gerste (Max-Planck-Institut fir
Pflanzenzichtungsforschung, Kéln, erschienen in ,Kulturpflanzen”, Thomas Miedaner, Springer-Verlag, 2014).
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2.3 Genpool der Gerste (Hordeum)

Die Gattung Hordeum gehort zur Familie der StRRgraser (Poaceae). Sie besteht aus 33 Arten
(BLATTNER, 2009) und ca. 45 Taxa (BOTHMER et al., 2003). Alle Arten zeigen &ahnliche
morphologische Merkmale, unterscheiden sich jedoch stark in Chromosomensatz und
Lebensform (BOTHMER et al., 2003). Eine Moglichkeit, alle Arten und Taxa hinsichtlich der
Nutzung genetischer Ressourcen fiir die Zlichtung zu gruppieren, liefert das Genpool-Konzept
nach BOTHMAR et al., (1992). Die Einteilung erfolgt in drei Genpools (siehe Abbildung 2.2). Der
primdre Genpool umfasst die Wildform (Hordeum spontaneum) sowie die Kulturform
(Hordeum vulgare) der Gerste, mit zahlreichen Kultivaren, Elite- und Zuchtformen, Varietdten
und Landrassen. Innerhalb dieser Gruppe kann ein problemloser Gentransfer stattfinden.
Landrassen (landraces) werden definiert als lokale Formen einer domestizierten Pflanzenart,
welche an die natirlichen Bedingungen ihrer Region angepasst sind (SALAMINI et al., 2002). Im
Gegensatz zu modernen Varietdten (breeding lines und cultivars) sind sie nicht durch
Zlichtungsprozesse entstanden. Landrassen besitzen eine hohe genetische Variation und
liefern aufgrund ihrer natirlichen Standhaftigkeit gegeniiber widrigen Umweltbedingungen
ein groRes Potential fur die Zichtung toleranter Gerste-Sorten (NEWTON et al., 2010). Der
sekundare Genpool besteht aus einer Art, Hordeum bulbosum. Ein Gentransfer in Kultur-
Gerste ist schwierig, aber moglich (PICKERING et al., 2000). Alle lbrigen Arten von Hordeum
besitzen eine eingeschrankte Fahigkeit des Gentransfers und werden im tertidren und letzten

Genpool klassifiziert (BOTHMER et al., 2003).

BREEDING LINES primary genepool

CULTIVARS

adapted non-adapted

LANDRACES

agronomic \/ L wild“

potential genes

\ »SPONTANEUM*

chromosome
eilimina tion

secondary genepool

sterility
barriers

tertiary genepool

BULBOSUM

OTHER WILD HORDEUM

agronomic
potential

Abbildung 2.2 Genpools der Gattung Hordeum (verandert nach BOTHMER et al., 2003).
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2.4 Gerste als Modellorganismus fiir die Forschung

Gerste wird neben ihrer enormen wirtschaftlichen Bedeutung auch als wichtiges genetisches
Forschungsmodell genutzt. Grund dafiir ist der geringe Ploidiegrad. Die Kultur- und Wildform
von Hordeum besitzen im Gegensatz zum hexaploiden Weizen ein diploides Genom
(2n=2x=14) mit 7 Chromosomen. Gerste ist Uiberwiegend selbstbefruchtend, mit einem relativ
kurzen Generationszyklus von etwa 15 Wochen und leicht kreuzungsfahig innerhalb des
primaren Genpools (ZoHARY, HOPF & WEIss, 2012), (siehe Kapitel 2.3). Diese Eigenschaften
machen die Gerste heute auch zu einem wichtigen Modellorganismus der Genomforschung.
Die molekulargenetischen Erkenntnisse Uber grundlegende, bedeutende, agronomische
Eigenschaften, Resistenz-Gene und Signalwege kdnnen fir die Ziichtung genutzt werden.

Das ,International Barley Genome Sequencing Consortium“ (IBSC) veroffentlichte die bisher
ausfiihrlichste genetische Karte, mit Giber 26.000 identifizierten Genen (IBSC, 2012). Darliber
hinaus existieren bereits eine Vielzahl an molekularen Daten und Datenbanken von Gerste
(SREENIVASULU et al., 2008).

Microarrays ermoglichen die Analyse und Charakterisierung der Genexpression in
verschiedenen Genotypen, Geweben, Entwicklungsstadien sowie unter diversen
Stressbedingungen. Vergleichende Expressionsstudien liefern Rickschlisse auf die
Auspragung eines Phanotyps. So kdnnen neue bedeutende Gene und Gengruppen, wie z.B.
Kandidaten-Gene in Stress-Signalwegen, identifiziert werden. Der ,Agilent Barley Gene
Expression Microarray” besteht aus insgesamt 62976 Proben (KoHL et al., 2015) und ist die

derzeitig umfangreichste Microarray-Plattform.

2.5 Trockenstress — ein limitierender Faktor fiir die Landwirtschaft

Pflanzen sind aufgrund ihrer sessilen Lebensform ihrer Umwelt direkt ausgesetzt.
Trockenstress, ein abiotischer Stressfaktor, verzogert pflanzliche Wachstums- und
Entwicklungsprozesse, reduziert drastisch die weltweiten Ernteertrage und fihrt in
Extremfadllen zum Tod der Pflanze. Die Entschlisselung des komplexen molekularen
Netzwerkes der Trockenstress-Resistenz ist eine wichtige Basis flir die Zlichtung toleranter
Kultivare. Fiir eine groBe Anzahl an Genen und Gengruppen, Transkripten und Proteinen
konnte bisher die Beteiligung an der Stressantwort bestatigt werden, wobei ihre Funktion
teilweise noch unklar ist (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; SINGH & LAxmi, 2015;

KRANNICH et al., 2015). Microarray-Analysen mit Gerste liefern erste Hinweise Uber die
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EINLEITUNG

spezifische Regulation dieser Gene unter Trockenstressbedingungen (OzTurk et al., 2002;

TALAME et al., 2007; TOMMASINI et al., 2008; Guo et al., 2009, SEILER et al., 2011).

2.6 Die trockenstress-induzierte Blattseneszenz

2.6.1 Trockenstress induziert Seneszenz-Prozesse

Einjahrige Getreidepflanzen, wie Gerste, sind monokarpe Pflanzen. Das Absterben einzelner
Blatter und letztlich der gesamten Pflanze ist eng verknlipft mit der Produktion reifer Samen,
welche nach der Keimung den neuen Lebenszyklus einleiten (NOODEN et al., 1997). Die
Blattseneszenz ist die letzte Entwicklungsphase eines Blattes. Sie ist charakterisiert durch
Degradations- und Recyclingprozesse. Dabei wird das Blatt zu einem sogenannten ,,source”-
Gewebe. Das bedeutet, dass die angesammelten Ressourcen (Nahrstoffe) remobilisiert
werden. Diese Nahrstoffe werden zunachst in eine Transportform abgebaut und dann in
,Sink“-Gewebe wie Folgeblatter oder Samen transportiert (Lim et al., 2007). Dieser
Remobilisierungsprozess wird genetisch gesteuert. Durch eine komplexe Umprogrammierung
der Genexpression wird die Seneszenz eingeleitet. Eine Vielzahl an induzierten Genen (SAG —
senescence-associated genes) und reprimierten Genen (SDG — senescence down-regulated
genes) wurde bereits durch umfassende Transkriptanalysen identifiziert und hinsichtlich ihres
Expressionsmusters klassifiziert (BUCHANAN-WOLLASTON et al., 2005; BREezE et al., 2011).

Ein besonderes SAG ist HvS40. Es codiert fir einen putativen Regulator der Blattseneszenz in
Hordeum vulgare, welcher im Zellkern lokalisiert ist (KRUPINSKA et al., 2002). HvS40 ist sowohl
im Verlauf der natirlichen Blattseneszenz, als auch durch Dunkelheit und als Reaktion auf
biotische und abiotische Stressfaktoren, wie z.B. Trockenstress, induziert. Dies lasst vermuten,
dass HvS40 als zentrales Verbindungsglied verschiedener Seneszenz- und Stress-Signalwege
wirksam ist (KRUPINSKA et al., 2014).

Der komplexe Prozess der Blattseneszenz kann durch interne Signale (z.B. Phytohormone) und
externe Signale (abiotische und biotische Faktoren) gesteuert werden. Trockenstress bewirkt
ein vorzeitiges Einsetzen pflanzlicher Seneszenz-Prozesse (BUCHANAN-WOLLASTON et al., 2003;
GUO & GAN, 2005, Lim et al., 2007,). Dadurch kann die Pflanze einerseits wichtige Nahrstoffe
wiederverwerten und den Wasserhaushalt aufrechterhalten (MUNNE-BOSCH & ALEGRE, 2004).
Andererseits bewirkt Trockenstress die verfrihte Induktion der Blite und Samenreifung. Fir
Kulturpflanzen, wie Gerste, fiihrt dies als negative Konsequenz zu einer geringen Produktivitat

und damit zu massiven Ernteverlusten (SAMARAH et al., 2005; GREGERSEN et al., 2013).
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Andererseits konnte wiederum gezeigt werden, dass die Verzogerung der Blattseneszenz die
Trockentoleranz verbessert. Dies belegen Forschungen an Mais (YOUNG et al., 2004), Tabak

(Rivero et al., 2007) und Weizen (TIAN et al., 2015).

2.6.2 Pflanzen reagieren auf Trockenstress

Im Laufe ihrer Evolution haben Pflanzen Strategien entwickelt, um in Zeiten von
Wasserknappheit ihr Uberleben zu sichern. Die Stressflucht (escape) beschreibt den Abschluss
des Lebenszyklus vor Stressbeginn. Dagegen machen morphologisch-anatomische und
physiologische Merkmale die Stressresistenz aus und bewirken eine Stressvermeidung
(avoidance) und Stresstoleranz (tolerance) (LEviTT, 1980, CHAVES et al., 2003). Die pflanzliche
Trockenstress-Antwort findet auf physiologischer, zelluldrer und molekularer Ebene statt und
ist abhangig von Pflanzenart und Genotyp, Entwicklungsstadium, Organ, Zelltyp sowie Dauer
und Starke des Stresses (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007, BARNABAS et al., 2008). Eine
zentrale Rolle im Trockenstressgeschehen spielt das Phytohormon Abscisinsdure (ABA)
(NAMBARA & MARION-PoOLL, 2005; ZHANG et al., 2006; NAKASHIMA & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2013)
Dieses Stresshormon bewirkt das SchlieBen der Stomata in den Blattern um die Transpiration
zu verringern. Des Weiteren kommt es zu einem verstarkten Wurzelwachstum bei
gleichzeitigem verringertem Wachstum oberirdischer Pflanzenteile. Zur Aufrechterhaltung
des Turgors werden verstarkt osmotisch wirksame Substanzen (compatible solutes)
synthetisiert, z.B. Zucker (Sucrose, Trehalose, Sorbitol), Zuckeralkohole (Mannitol),
Aminosauren (Prolin) und Amine (Gylcin, Betain, Polyamin). Diese Molekiile halten die
zelluldre  Aktivitdt und  Struktur aufrecht (BARTELS & SUNKAR, 2005). Unter
Trockenstressbedingungen kommt es vermehrt zur Akkumulation von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS — reactive oxygen species). lhre zellschadigende Wirkung besteht in
der Oxidation zelluldrer Lipide und Proteine sowie DNA und RNA (CARVALHO, 2008). Pflanzen
schitzen sich vor der destruktiven Wirkung der ROS durch eine verstarkte Synthese von
Radikalfangern. Dazu zadhlen verschiedene Enzyme, wie z.B. Superoxid Dismutase, Ascorbat-
Peroxidase, Katalase, sowie antioxidative Substanzen (Ascorbat, Glutathion) (BARTELS &
SUNKAR, 2005).

Auf molekularer Ebene werden viele verschiedene stressabhdngige Gene reguliert. Diese
Gene werden in zwei groRe Gruppen unterteilt. Eine Gruppe codiert flir regulatorische

Genprodukte, wie z.B. Transkriptionsfaktoren und Transkriptionsregulatoren, Proteinkinasen
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und -phosphatasen sowie Signalmolekiile (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; UMEZAWA
etal., 2006 Fuita et al., 2011). Die zweite Gruppe umfasst alle Genprodukte, welche die
Pflanzenzellen direkt vor Trockenstress schiitzen und die Stresstoleranz realisieren, im
Folgenden als funktionelle Genprodukte bezeichnet. Neben den bereits genannten Molekilen
zahlen z.B. auch Chaperone, LEA (late embryogenesis-abundant) Proteine, HSPs (heat-shock
proteins), Aquaporine, Proteasen und Enzyme der Osmolyt-Biosynthese dazu. LEA-Proteine
sind extrem hydrophile Proteine. Sie wurden erstmals in Samen der mexikanischen
Baumwolle (Gossypium hirsutum) wahrend des spaten Stadiums der Embryogenese entdeckt
und benannt (GALAU et al., 1986). Neben der Austrocknung von Samen spielen sie eine
wichtige Rolle unter Stressbedingungen, z.B. Trockenstress, indem sie andere Proteine und
Membranen stabilisieren (TUNNACLIFFE & WISE, 2007). HvA1l gehort zur Gruppe 3 der LEA-
Proteine und wurde aus der Aleuronschicht von Hordeum vulgare isoliert und charakterisiert.
Dieses Gen ist durch die Behandlung mit ABA und unter Stressbedingungen, wie
beispielsweise Trockenstress, Hitze, Kalte sowie Salz, induziert (HONG et al., 1992).

Die folgenden Kapitel fokussieren auf die Transkriptionsfaktoren (regulatorische Gengruppe),
und Polyamine (funktionelle Gengruppe) sowie ihre Bedeutung in der pflanzlichen

Trockenstress-Antwort.

2.6.3 Transkriptionsfaktoren (TF)

TF sind DNA-bindende Proteine. Sie regulieren die Expression spezifischer Ziel-Gene. Dabei
interagieren TF mit anderen Transkriptionsregulatoren, wie Chromatin Remodeling- oder
modifizierenden Proteinen, und ermoéglichen bzw. verhindern dadurch den Zugang der RNA-
Polymerase zur DNA (UDVARDI et al., 2007). Bei der pflanzlichen Stressantwort spielen TF als
zentrale Regulatoren eine wichtige Rolle.

Nach der Perzeption des Trockenstress-Signals bewirken Proteinkinasen und -phosphatasen
(z.B. MAP-Kinasen, Serin-Threonin-Kinasen/Phosphatasen) und sekundare Botenstoffe
(second messengers), z.B. Calcium-lonen (Ca?*), IP3 (Inositol-1,4,5-triphosphat), DAG
(Diacylglycerin), ROS, cAMP (Cyclisches Adenosinmonophosphat) die Signaltransduktion und
initiieren die Expression von funktionellen und regulatorischen Genen, z.B. TF (BHARGAVA &
SAWANT, 2013). Im weiteren Verlauf der Signalkaskade wirken die TF auf nachgeschaltete
(downstream) Signalwege. Auf diese Weise kann ein einziger TF eine Vielzahl von Genen und

Gen-Clustern regulieren. Eine solche Gruppe unabhangiger, durch denselben TF regulierter
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Gene, wird als Regulon bezeichnet (SINGH & LAXMI, 2015). Das Phytohormon ABA induziert die
Expression spezifischer Gene (Seki et al., 2007). Neben ABA-abhangigen Signalwegen kdnnen
Trockenstress-Gene auch durch ABA-unabhangige Signalwege reguliert werden (YAMAGUCHI-
SHINOZAKI & SHINOZAKI., 2006). Folgende trockenstress-induzierte Regulons sind in Arabidopsis

thaliana beschrieben (SINGH & Laxmi, 2015):

1. AREB/ABF Regulon
AREB/ABF (ABA-responsive element binding protein/ABA-responsive element (ABRE)-
binding factor)-TF gehoren zur bZIP (basic leucine zipper)-TF-Familie. Sie sind in der ABA-
abhdngigen Genexpression involviert (FulTA et al., 2011). In Hordeum vulgare sind 15 von

141 bZIP-TF im Trockenstressgeschehen involviert (POURABED et al., 2014).

2. DREB1/CBF und DREB2 Regulons
DREB1/CBF (Dehydration-responsive element binding protein 1 (DREB1)/C-repeat binding
factor) und DREB2-TF sind in der ABA-unabhdngigen Genexpression beteiligt
(Luetal., 1998, AKHTAR et al., 2012). Sie gehoren zur Genfamilie AP2/ERF

(APETALA2/ethylene-responsive element-binding factor).

3. NAC Regulon
NAC (NAM, ATAF, CUC)-TF sind wichtige Regulatoren pflanzlicher Entwicklungsprozesse
und der abiotischen und biotischen Stressantwort (OLSEN et al., 2005;
NAKASHIMA et al., 2012; NURUZzAMAN et al., 2013). NAC-TF sind in der Trockenstress-Antwort
Uber ABA-unabhangige Signalwege involviert. In Hordeum vulgare codieren 48 Gene fiir

NAC-TF (CHRISTIANSEN et al., 2011).

Eine Vielzahl von weiteren TF wurde in der molekularen Trockenstress-Antwort identifiziert.
Dazu zdhlen Mitglieder der Genfamilien MYB (gehort zur bHLH (basic helix loop helix)
Genfamilie) (BALboNI et al.,, 2015), MYC (CasTitHos et al.,, 2014), WRKY
(BANERJEE & ROYCHOUDHURY, 2015) und NF-Y (nuclear factor-Y, gehort zur CCAAT-box
binding- TF Genfamilie (LALoum et al., 2013). ZF-HD (zinc-finger homeodomain)-TF aktivieren
vermutlich einzeln die Expression von Stress-Genen, aber auch in Kooperation mit NAC-TF
(TRAN et al., 2007).

Auf der Ebene der TF findet méglicherweise eine Uberschneidung und Vernetzung (crosstalk)

verschiedener Signalwege in der abiotischen Stressantwort, wie Trockenheit, Hitze und Kalte,
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statt. (NAKASHIMA et al., 2014). In Abbildung 2.3 sind einige wichtigen TF des regulatorischen
Netzwerkes der Trockenstress-Antwort dokumentiert. Analysen deuten darauf hin, dass die
Gengruppe der TF eine wichtige Rolle im Prozess der Domestikation von Kulturpflanzen
spielten (DOEBLEY et al., 2006). Zudem ist fur einige Mitglieder der TF-Genfamilien CCAAT,
homeodomain, bHLH, NAC, AP2/ERF, bZIP und WRKY eine potentielle Funktion in der
Verbesserung der Trockenstress-Toleranz in Kulturpflanzen publiziert (RABARA et al., 2014). Die
Uberexpression ausgewdhlter TF ergab trockentolerante Phinotypen in z.B. Reis, Weizen,
Soja, Tabak und Tomate (RABARA et al., 2014). Aus diesem Grund sind die Mitglieder dieser
Genfamilien fiir die Ziichtung und die damit verbundene Verbesserung der Trockentoleranz in

Gerste und anderen Getreidepflanzen besonders interessante Kandidaten.

Trockenstress/
osmotischer Stress

Signalperzeption

Hitzestress Kaltestress

ABA-unabhdngiger ABA-abhédngiger ABA-unabhdngiger
Signalweg Signalweg Signalweg

/// \\\\1
Sooes & cee
o {men {wacr -

CCAAT-Box =

ZF-HDR ABRE = =1 DER/CRT =

| I R |

| Regulation und Expression der Stress-induzierten Gene |

-
N
\
1
1

|
|

funktionelle regulatorische ,’
Proteine Proteine -~
\' Stressantwort J

und Toleranz

Abbildung 2.3 Regulatorisches Netzwerk der wichtigsten TF der Trockenstress-Antwort. Die Perzeption des
Trockenstress-Signals aktiviert ABA-abhdngige (rot) und ABA-unabhangige (blau) Signalwege. In ABA-abhangigen
Signalwegen fuhrt die Akkumulation von ABA zur Aktivierung verschiedener TF der Genfamilien WRKY, MYB,
MYC, NAC, AREB/ABF und NF-Y. Einige NAC-TF kdnnen auch in ABA-unabhé&ngigen Signalwegen reguliert werden.
Ebenfalls ABA-unabhangig werden TF der Genfamilien ZF-HD und DREB2 aktiviert. Hitzestress wirkt ebenfalls auf
die Aktivitat von DREB2 und Kéltestress auf DREB1/CBF. Ein crosstalk ABA-abhangiger und ABA-unabhangiger
Signalwege in der Trockenstress-Antwort wird vermutet. TF sind als Ellipsen dargestellt Die Promotorregionen in
den Ziel-Genen (cis-element) sind als Rechtecke dargestellt. (verdndert nach NAKASHIMA et al., 2014;
SINGH & LAXMI, 2015).
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2.6.4 Polyamine

PA sind kationische, aliphatische, organische Molekiile, mit zwei oder mehreren
Aminogruppen und kommen in allen lebenden Organismen vor (MORGAN, 1999). Sie
interagieren aufgrund ihrer positiven Ladung mit DNA, RNA, Proteinen und Phospholipiden
und regulieren somit die Eigenschaften von Membranen, die Struktur und Funktion von
Nukleinsduren sowie Enzymaktivitaten (GALSTON & SAWHNEY, 1990).

Polyamine sind in Prozessen verschiedener pflanzlicher Entwicklungsphasen involviert, z.B.
Organogenese, Embryogenese, Bliiten- und Fruchtentwicklung sowie Seneszenz
(KusaNo et al., 2008; ALCAzAR et al., 2010; HussAIN et al., 2011). Sie wirken als Radikalfanger,
schiitzen Membranen vor oxidativem Stress und regulieren vermutlich auch die
Genexpression, indem sie die DNA-Bindeaktivitat von TF fordern (BOUCHEREAU et al., 1999;
PANAGIOTIDIS et al., 1995). Weiterhin wird ihre wichtige Bedeutung in der biotischen und
abiotischen Stressantwort diskutiert (BOUCHEREAU et al., 1999; GiLL & TuTela, 2010;
Liu et al., 2007; YANG et al., 2007; ALcAzAR et al., 2011; HussAIN et al., 2011; RANGAN et al., 2014).
Analysen zeigen, dass ein veranderter und hoher Polyamin-Gehalt die Trockentoleranz positiv
beeinflusst (CAPELL et al., 2004; Yang et al., 2007; GROPPA & BENAVIDES, 2008; GuPTA et al., 2013).
Dabei kénnte die Verdnderung des Polyamin-Gehalts sowohl als Signal-Ubertrager, aber auch
als Stress-Signal selbst fungieren. Die am haufigsten vorkommenden Polyamine sind Putrescin
(Diamin), Spermidin (Triamin) und Spermin (Tetramin). Sie kommen in freier, konjugierter,
aber auch fest verbundener Form in hoheren Pflanzen vor (EVANS & MALMBERG, 1989).

Der Metabolismus der Polyamine ist in Abbildung 2.4 dargestellt. Im ersten Schritt der
Polyamin-Biosynthese wird Putrescin gebildet. Putrescin entsteht durch eine
Decarboxylierung von entweder Ornithin oder Arginin, katalysiert durch die Ornithin-
Decarboxylase (ODC) oder die Arginin-Decarboxylase (ADC). Uber beide Synthesewege wird
das Diamin Putrescin gebildet. In zwei weiteren Reaktionsschritten entsteht durch die
Aufnahme von Aminopropylgruppen zunachst Spermidin, durch die Spermidin-Synthase
(SPDS) und dann Spermin, durch die Spermin-Synthase (SPMS). Die Aminopropylgruppen
stammen aus S-Adenosylmethionin (SAM) durch die SAM-Decarboxylase. SAM wiederum ist
der Vorlaufer des Phytohormons Ethylen, welches iber 1-Aminocyclopropancarbonsaure
(ACC) durch die ACC-Synthase und die ACC-Oxidase freigesetzt wird. Der Abbau der Polyamine
erfolgt durch die Polyamin-Oxidasen (PAO) und die Diamin-Oxidasen (DAO) unter Freisetzung

von H;0;. PAO oxidieren sekundare Aminogruppen von Spermin und Spermidin und
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katalysieren somit die Riickkonvertierung zu Putrescin. DAO setzten den Abbau der Diamine
fort (ALCAZAR et al., 2006).

Der Polyamin-Metabolismus ist stark mit anderen Stoffwechselwegen und Signalwegen
vernetzt. Polyamine beeinflussen die Bildung und Aktivitat verschiedener Signalmolekile und
Metabolite (H,02, NO, Ethylen, Prolin), welche in der abiotischen und biotischen Stressantwort
involviert sind (ALCAZAR et al., 2010). Eine wichtige Funktion Gbernehmen Polyamine in der
Trockenstress-Antwort. Die Uberexpression von Genen der Polyamin-Biosynthese in
transgenen Pflanzen erzielte eine verbesserte Trockentoleranz in Arabidopsis thaliana,
SiRkartoffel, Reis, Tabak und Tomate (KASUKABE et al., 2004 und 2006; CAPELL et al., 2004;
WANG et al., 2011).

ADC
COOH
/\/\/NH NH, NH NH,
H,N H,N h
Agmatin Arginin
g NH NH
t
\
1
AIH( lI Arginase
1
COOH !
H N/\/\/NH NH, /K/\/NH2
: HaN o0
N-Carbamoylputrescin O Ornithin
oDC
CPA
/\/\/NHZ
2Y2 N
DAO Putrescin Methionin
A= Pyrrolin + NH3 % SPDS VAT
NN NN decarboxyli SAMDC
HaN NH ecarboxyliertes S-Adenosylmethionin
GABA Spermidin S-Adenosylmethionin
ACC Synthase
-H o) ’_\
= Pao SPMS ACC Oxidase
/\/\ /\/\/NHV\/NHZ Ethylen
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Abbildung 2.4 Polyamin-Metabolismus. ACC — 1-Aminocyclopropancarbonsdure, ADC — Arginin-Decarboxylase,
AIH — Agmatin-Iminohydrolase, CPA — N-Carbamoylputrescin-Aminohydrolase, DAO — Diamin-Oxidase, GABA —
y-Aminobuttersdure, MAT — Methionin-Adenosyltransferase, ODC — Ornithin-Decarboxylase, PAO — Polyamin-
Oxidase, SAMDC — S-Adenosylmethionin-Decarboxylase, SPDS — Spermidin-Synthase, SPMS — Spermin-Synthase,
(verdndert nach ALCAzAR et al., 2010; GUPTA et al., 2013; RANGAN et al., 2014; http://homepage.ruhr-uni-
bochum.de/Markus.Piotrowski/Research_Polyamine.html)
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i Zielsetzung

Die Widerstandsfahigkeit einer Pflanze gegeniliber Trockenstress ist ein sehr komplexes
Merkmal. Dabei sind die Prozesse der Trockenstress-Antwort und der Blattseneszenz eng
miteinander vernetzt und entscheidend fiir das Uberleben der Pflanze (MUNNE-BOSCH & ALEGRE,
2004).

Vor allem bei Gerste und anderen Getreidepflanzen kann die trockenstress-induzierte
Blattseneszenz massive Ernteverluste bewirken. Aus diesem Grund ist die Aufklarung der
genetischen Mechanismen fir die Ausbildung der Trockentoleranz in den letzten Jahren
immer weiter in den Fokus der Forschung gerlickt. Dabei liefert die hohe genetische Diversitat
zahlreicher Kultivare von Hordeum vulgare, darunter Wildformen, Elitesorten und Landrassen,
eine gute Basis fir die Entwicklung toleranter Sorten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden verschiedene Kultivare von Hordeum vulgare
hinsichtlich ihrer Trockentoleranz getestet. Das trocken-toleranteste und das trocken-
sensitivste Kultivar sollen daraufhin fiir die vergleichenden Analysen der trockenstress-
induzierten Blattseneszenz genutzt werden. Dabei wird die unterschiedliche Trockenstress-
Antwort beider Kultivare durch physiologische Messungen der der PSlI- Effizienz und des
relativen Chlorophyligehaltes untersucht. Weiterhin wird auf molekularer Ebene die
Expression von Marker-Genen fiir Trockenstress und Seneszenz im Verlauf des
Trockenstressexperiments analysiert.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse werden dann mit Hilfe eines Microarrays (Agilent 60K-
barley) genomweite Expressionsanalysen durchgefiihrt. Damit sollen Gene und Gengruppen
ermittelt werden, welche im Verlauf des Trockenstress-Experiments in beiden Kultivaren
sowohl gemeinsam als auch unterschiedlich reguliert sind. Ein besonderer Fokus liegt dabei
auf der groBen Gruppe der Transkriptionsregulatoren. Mit Hilfe von Cluster-Analysen erfolgt
ihre Einteilung hinsichtlich ihrer Expressionsmuster im Trockenstress-Verlauf. Auf diese Weise
sollen als Ziel der vorliegenden Arbeit Kandidaten-Gene identifiziert werden, welche als
zentrale Regulatoren wichtige Hinweise fir die Ausbildung der Trockentoleranz liefern

konnten.
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IV Ergebnisse

4.1 Einfluss von Trockenstress auf Jungpflanzen verschiedener Hordeum
vulgare- Kultivare

Der Vergleich zweier unterschiedlich toleranter Kultivare unter gleichen Stressbedingungen
ist eine gute Methode um physiologische und molekulare Mechanismen der Stressantwort zu
analysieren. Flr die Untersuchung der trockenstress-induzierten Blattseneszenz war es
zunachst notwendig, verschiedene Kultivare von Hordeum vulgare auf ihre Toleranz und
Sensitivitat unter dem Einfluss von Trockenstress zu testen. Dazu wurde das in der AG HUMBECK
etablierte Testsystem, welches die Untersuchung der trockenstress-induzierten Seneszenz am
Primarblatt der Jungpflanzen von Hordeum vulgare ermoglicht, benutzt (siehe Kapitel 6.2.2.1).
Die zehn Kultivare wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen Herkunft und diversen
genetischen Ausstattung ausgewahlt (Tabelle 4.1, siehe Kapitel 6.1.1). Darunter befinden sich
Wildgersten (H. spontaneum und H. agriocrithon), syrische Landrassen (Er/Apm, Tadmor,
Morocco9-75) und die Zuchtsorten (Lomerit, Marthe, Kendo, Merlot). Diese wurden mit dem
Kultivar Scarlett, als Referenz, unter Trockenstressbedingungen verglichen.

Tabelle 4.1 Hordeum Kultivare zur Analyse der trockenstress-induzierten Blattseneszenz.

Kultivar Subspezies Quelle Seneszenz Erscheinung
Scarlett vulgare BREUN (Quedlinburg) Referenz
Er/Apm vulgare MPI K6In (AG VON KORFF) +
Tadmor vulgare MPI K6In (AG vON KORFF) +++
H. spontaneum spontaneum IPK Gatersleben +

H. agriocrithon agriocrithon IPK Gatersleben +
Lomerit vulgare Uni Kiel (AG KRUPINSKA) +
Morocco9-75 vulgare ICARDA Syrien *

Wi 2291 vulgare ICARDA Syrien *
Marthe vulgare IAEW Halle/Saale (AG PILLEN) +
Kendo vulgare JKI GroR Lisewitz (AG ORDON) ++
Merlot vulgare JKI GroR Liisewitz (AG ORDON) +++
IL vulgare IAEW Halle/Saale (AG PILLEN) +

Der Einfluss der trockenstress-induzierten Blattseneszenz wurde durch visuelle Analyse (Turgor, Blattfarbung)
nach 27 Tagen der Trockenstress-Behandlung evaluiert. Die Sorte Scarlett dient als Referenz. + leicht verzogert,
++ moderat verzogert, +++ stark verzogert, + kein Unterschied. MPI - Max-Planck-Institut, ICARDA - International
Center for Agricultural Research in the Dry Areas, IPK - Leibniz-Institut fiir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung, JKI - Julius Kiihn-Institut, IAEW - Institut fir Agrar- und Erndhrungswissenschaften.
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Die Experimente ergaben einen stark verzogerten Seneszenz-Phanotyp fir die Kultivare
Tadmor und Merlot. Eine gute Anpassung an semiaride Gebiete konnte fiir Tadmor bereits
bestatigt werden (GRANDO 1989; TEULAT et al., 1997). Aus diesem Grund wurden Scarlett, als
trockensensitives Kultivar und Tadmor, als trockentolerantes Kultivar ausgewahlt, um die
trockenstress-induzierte Blattseneszenz in den folgenden Experimenten im Detail zu

erforschen.

4.2 Tadmor vs. Scarlett — vergleichende Analyse unter Trockenstress-
Bedingungen

Die trockenstress-induzierte Blattseneszenz wurde im weiteren Verlauf unter Nutzung der
zwei unterschiedlich toleranten Kultivare Scarlett und Tadmor ausfihrlich untersucht. Es
erfolgten vergleichende Analysen auf physiologischer und molekularer Ebene, deren
Ergebnisse in den folgenden Kapiteln dokumentiert sind. Die Untersuchungen wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf der Trockenstress-Experimente durchgefiihrt, die als
spezifische Stadien (T1-T8) bezeichnet wurden (siehe Kapitel 6.2.2.2). Neben der
trockenstress-induzierten Seneszenz wurde zudem auch der Verlauf der natirlichen

Seneszenz von Scarlett und Tadmor untersucht.

4.2.1 Physiologische Charakterisierung der trockenstress-induzierten
Blattseneszenz

42.1.1 Dokumentation des verzégerten trockenstress-induzierten Seneszenz-
Phdnotyps von Tadmor

In Vorversuchen konnte bereits beobachtet werden, dass die Seneszenz-Prozesse im Kultivar
Tadmor im Vergleich zu Scarlett unter Trockenstressbedingungen deutlich verzégert initiiert
werden. Makroskopische Stresserscheinungen, wie absinkender Turgor und welkende Blatter
waren bei Scarlett bereits zum Zeitpunkt T3 sichtbar. Im Gegensatz dazu setzte die
Primarblatt-Seneszenz bei Tadmor deutlich verzogert zum Zeitpunkt T5 ein (Abbildung 4.1).
Dieser Effekt konnte in vier unabhangigen biologischen Replikaten eindeutig bestatigt
werden. Weiterhin waren zwischen den Kontroll-Pflanzen beider Kultivare keine Unterschiede
im Verlauf der natirlichen Blattseneszenz zu beobachten. Die Blattalterungs-Prozesse traten
etwa zum gleichen Zeitpunkt auf (T6). Dies wiederum deutet darauf hin, dass Tadmor
spezifische Anpassungsmechanismen besitzt, die unter Trockenstressbedingungen im

Gegensatz zu Scarlett eine friihzeitige Ausbildung der Seneszenz verhindern.
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Abbildung 4.1 Bildliche Dokumentation phadnotypischer Unterschiede zwischen Tadmor und Scarlett im
zeitlichen Verlauf des Trockenstress-Experiments. Dargestellt sind die Primarblatter der Pflanzen unter
Kontrollbedingungen (oben) und Trockenstressbedingungen (unten) zu den Zeitpunkten T1-T8.
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4.2.1.2 Analyse der PSlI-Effizienz und des relativen Chlorophyligehaltes

Die Beobachtungen konnten durch die Bestimmung der Chlorophyll-Fluoreszenz (PSlI-
Effizienz) und des relativen Chlorophyll-Gehaltes bestatigt werden. Beides sind ideale Stress-
und Seneszenz-Parameter (PTUSHENKO et al., 2014). Die verminderte Fitness der Pflanzen,
ausgeldst durch Trockenstressbedingungen, kann auf diese Weise direkt gemessen werden.
Abbildung 4.2 zeigt die Veranderung der PSll-Effizienz (A) und des relativen
Chlorophyligehaltes (B) fiir Scarlett und Tadmor im zeitlichen Verlauf des Trockenstress-

Experiments.
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Abbildung 4.2 (A) PSII-Effizienz (Fv/Fwm) und (B) relativer Chlorophyligehalt (SPAD-Werte) in Abhangigkeit des
zeitlichen Verlaufs des Trockenstress-Experiments (T1-T8) fiir Scarlett und Tadmor. Durchgehende Linie
= Kontroll-Pflanzen (Scarlett und Tadmor); unterbrochene Linie = Pflanzen unter Trockenstress (Scarlett und
Tadmor). Die Daten basieren auf min. drei unabhdngigen biologischen Replikaten, mit jeweils min. vier
Einzelmessungen fir die PSII-Effizienz und min. 12 Einzelmessungen fur den relativen Chlorophyligehalt.
* kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen Trockenstress und Kontrolle; zweiseitiger Student t-Test
p £0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001 (***).
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Eine signifikante Abnahme der beiden Parameter unter Trockenstressbedingungen konnte flr
Scarlett bereits zum Zeitpunkt T4 ermittelt werden. Zu diesem Zeitpunkt liegt der relative
Chlorophyligehalt nur noch bei einem Wert von etwa 5. Die PSII-Effizient zeigt bei T4 einen
Wert von etwa 0,2. Zum Zeitpunkt T5 sind die Werte der PSII-Effizienz und des relativen
Chlorophyligehaltes kaum mehr messbar und die fortgeschrittene Seneszenz der
Primarblatter ist deutlich sichtbar (Abbildung 4.1). Im Gegensatz dazu nehmen die beiden
Stress-Parameter in Tadmor mit zunehmender Trockenheit nur allmdhlich ab und sind zum
Zeitpunkt T5 noch relativ stabil (PSlI-Effizienz: 0,56; relativer Chlorophyllgehalt: 26,5). Die
spatere Abnahme der Parameter zu den Zeitpunkten T6 und T7 bestatigen den beobachteten
verzogerten trockenstress-induzierten Seneszenz-Phanotyp von Tadmor (Abbildung 4.2 A und
B). Zu diesen Zeitpunkten sind sowohl der relative Chlorophyllgehalt, als auch die PSII-Effizienz
bei Scarlett unter Trockenstress nicht mehr messbar. Der Verlauf der natirlichen
Blattseneszenz in den Kontroll-Pflanzen beider Kultivare ist dhnlich (Abbildung 4.1). Dies
bestatigen die physiologischen Messungen der Kontroll-Pflanzen. Weiterhin fallt deutlich auf,
dass beim Kultivar Tadmor der trockenstress-induzierte Seneszenz-Verlauf dem natirlichen
Seneszenz-Verlauf der Kontroll-Pflanzen sehr dhnelt und bestatigt wiederum die bereits
publizierte extreme Trockentoleranz (GRANDO 1989; TEULAT et al., 1997; TEULAT et al., 2001).

Als weiteres Ergebnis konnte festgestellt werden, dass die Primarblatter von Tadmor unter
Normalbedingungen blassgriin sind und der relative Chlorophyligehalt im Vergleich zu Scarlett
signifikant geringer ist (Abbildung 4.3). Der verringerte Gehalt an Chlorophyll und
Carotinoiden in Tadmor wurde bereits untersucht und als wichtige Faktoren fiir die Anpassung
an extreme klimatische Bedingungen, wie sie in der syrischen Steppe vorherrschen, vermutet

(TARDY et al., 1998).
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4.2.2 Vergleichende Genexpressionsanalysen in Scarlett und Tadmor
4.2.2.1 Analyse der Expression der Marker-Gene HvS40, HvA1, HvDhn1 und HvHsp17

Der physiologische Vergleich der beiden Kultivare bestdtigt fiir Tadmor eine extreme
Trockentoleranz mit einem stark verzégerten Seneszenz-Phanotyp im Vergleich zu Scarlett.
Dieser Unterschied wird nun auf molekulare Ebene analysiert. Die Genexpression von vier
spezifischen Marker-Genen (HvS40, HvA1l, HvDhnl, HvHspl17) fir Trockenstress und

Seneszenz wurde in Scarlett und Tadmor untersucht und ist in Abbildung 4.4 dargestellt.
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Abbildung 4.4 Relatives Expressionslevel (2724%) der Marker-Gene HvS40 [AJ310379], HVA1 [X78205], HvDhn1
[AF043087] und HvHsp17 [YO7844] unter Trockenstress in Scarlett und Tadmor. Die relativen Expressionslevel
wurden mittels qRT-PCR fiir die drei Trockenstress-Stadien (T1, T2, T3) ermittelt und beziehen sich auf die jeweilige
unbehandelte Kontrolle (K1, K2, K3), welche im Wert gleich 1 gesetzt wurde. Die gemittelten Ct-Werte sind unter
dem Diagramm dargestellt. Die Normalisierung aller Werte erfolgte auf das Referenzgen HvActin. Die Mittelwerte
mit den zugehorigen Standardabweichungen beruhen auf den Daten von drei biologischen Replikaten. SK-Scarlett
Kontrolle, ST-Scarlett Trockenstress, TK-Tadmor Kontrolle, TT-Tadmor Trockenstress. * kennzeichnet signifikante
Unterschiede zwischen Scarlett und Tadmor; zweiseitiger Student t-Test p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Da Veranderungen auf genregulatorischer Ebene den physiologischen Anpassungen
vorausgehen und erste physiologische Unterschiede zwischen Scarlett und Tadmor zum
Zeitpunkt T3 auftraten, wurden die Zeitpunkte T1, T2 und T3 des Trockenstress-Experiments
fir die Genexpressionsanalysen und alle weiteren molekularen Analysen ausgewahlt.

HvS40 wurde von KRUPINSKA et al., 2002 als Marker-Gen fiur die Blattseneszenz identifiziert.
Diese Autoren beschreiben seine zentrale Funktion in der Regulation der Blattseneszenz.
Unter Trockenstressbedingungen ist HvS40 in Scarlett zum Zeitpunkt T3 signifikant induziert
(Abbildung 4.4 A). Zum selben Zeitpunkt ist der relative Chlorophyllgehalt in Scarlett bereits
um die Halfte gesunken (Abbildung 4.2 B). In Tadmor hingegen ist HvS40 bis zum Zeitpunkt T3
nicht reguliert und die physiologischen Analysen dokumentieren bis zu diesem Zeitpunkt auch
keinen signifikanten Unterschied zwischen Trockenstress- und Kontroll-Pflanzen (Abbildung
4.2 A, B). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die molekularen Prozesse der trockenstress-
induzierten Blattseneszenz in Tadmor deutlich verzégert einsetzen.

HvA1 codiert fur ein LEA-Protein und ist als Marker-Gen fur Trockenstress beschrieben
(Xu et al., 1996, HONG et al., 1992). Zum Zeitpunkt T3 ist HvA1 signifikant starker in Tadmor
induziert als in Scarlett (Abbildung 4.4 B). Dies konnte einen Hinweis auf die verbesserte
Trockentoleranz von Tadmor gegentiber Scarlett liefern.

HvDhnl codiert ebenfalls fir ein LEA-Protein der Gruppe 2 (CHol et al., 1999). Die
Akkumulation von Dehydrinen erfolgt nicht nur wahrend spezifischen Entwicklungsprozessen
der Pollen- und Samenreifung, sondern ist auch durch abiotische Stressfaktoren, wie
Trockenstress induziert (KosovA et al., 2014; ToMMASINI et al., 2008). Das Expressionsmuster
von HvDhn1 ist in Scarlett und Tadmor dhnlich. Dabei erfolgt die starke Induktion bereits zum
Zeitpunkt T2 des Trockenstress-Experiments (siehe Abbildung 4.4 C).

HvHsp17 codiert ein kleines Hitzeschock-Protein (Klasse 2) und besitzt als Chaperon eine
wichtige Funktion bei Faltung, Aufbau, Translokation und Degradation von Proteinen und
schiitzt Zellen vor Schadigungen durch Stressbedingungen (WANG et al., 2004). Im Verlauf des
Trockenstress-Experiments ist HvHsp17 in Scarlett und Tadmor induziert und zeigt in beiden

Kultivaren ein dhnliches Expressionsmuster (siehe Abbildung 4.4 D).

Seite | 23



ERGEBNISSE

4.2.2.2 Vergleichende Microarray-Analysen in Scarlett und Tadmor

Mit Hilfe eines benutzerdefinierten Microarrays (Agilent 60K-barley) werden nun genomweite
Unterschiede und Veranderungen im Transkriptionsmuster beider Kultivare unter
Trockenstressbedingungen untersucht. Die vergleichenden Genexpressionsanalysen erfolgen
sowohl im zeitlichen Verlauf des Trockenstress-Experiments (T1 bis T3) als auch unter

Kontrollbedingungen (K1) in beiden Kultivaren (siehe Kapitel 6.2.4.9).
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Abbildung 4.5 Ubersicht aller differentiell regulierten Gene (DRG) in Scarlett und Tadmor im zeitlichen Verlauf
des Trockenstress-Experiments. Die Anzahl der DRG resultierten aus dem Vergleich der Trockenstress-Stadien
(T1, T2, T3) mit der Kontrolle (K1) fur Scarlett (links), Tadmor (Mitte) und aus dem Vergleich von Tadmor mit
Scarlett (T vs. S) unter Kontrollbedingungen (K1, rechts). Die Anzahl der induzierten (log:FC-Wert > 2) und
reprimierten (log2FC-Wert < -2) Gene wurde unter Anwendung einer einfaktoriellen ANOVA (p-value < 0.001)
und FDR-Korrektur (Benjamini—-Hochberg) ermittelt.

Um technische und biologische Schwankungen zu kontrollieren, werden fir jeden Zeitpunkt
drei Microarray-Analysen durchgefiihrt. Insgesamt werden 17.287 Gene mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA, p-value <0.001, FDR-Korrektur Benjamini—Hochberg) als differentiell
regulierte Gene (DRG) identifiziert. Diese Kriterien ergeben eine Anzahl von 6290 DRG. Alle
auf diese Weise ermittelten DRG in Scarlett und Tadmor sind in Abbildung 4.5 fir jedes
Trockenstress-Stadium im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (K1) und fir den Vergleich von
Tadmor mit Scarlett unter Kontrollbedingungen (K1) dargestellt. Im zeitlichen Verlauf des

Trockenstresses nimmt die Anzahl der DRG in beiden Kultivaren zu, wobei die Mehrzahl der
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Gene reprimiert ist. Wahrend die physiologischen Daten zum Zeitpunkt T1 noch keinen
Unterschied zwischen den Kultivaren aufzeigen (Abbildung 4.2), sind in Scarlett bereits 837
Gene, in Tadmor dagegen nur 56 Gene durch Trockenstress reguliert. Dieser Unterschied ldsst
sich vermutlich mit der verzégerten trockenstress-induzierten Blattseneszenz von Tadmor
begriinden. Zum Zeitpunkt T2 sind in beiden Kultivaren deutlich mehr Gene reguliert. Die
Anzahl der DRG steigt in Scarlett auf 2211 (349 Gene induziert, 1862 Gene reprimiert). In
Tadmor sind zu diesem Zeitpunkt 301 Gene induziert und 519 Gene reprimiert. Zum Zeitpunkt
T3 sind in Scarlett insgesamt 4074 Gene reguliert, in Tadmor dagegen 2845 Gene. Der
Vergleich beider Kultivare unter Kontrollbedingungen ergibt ebenfalls transkriptionelle
Unterschiede. Im Vergleich zu Scarlett sind in Tadmor 414 Gene induziert und 648 Gene
reprimiert. Flr eine genaue Analyse werden anschliefend alle DRG in 35 funktionelle BINs
(Haupt-Gengruppen) mit der Software MAPMAN Version 3.5.1R2 klassifiziert (THIMM et al.,
2004).

Der BIN mit der groBten Anzahl an Genen (2934 DRG) beinhaltet Gene die keiner Gengruppe
zugeordnet werden konnen (not assigned). Die Aufteilung der DRG ist im Verlauf des
Trockenstress-Experiments in Scarlett und Tadmor in Abbildung 4.6 dargestellt. Die Anzahl der
DRG nimmt im Verlauf des Trockenstress-Experiments in beiden Kultivaren deutlich zu. Auch
bei dieser detaillierten Analyse ist erkennbar, dass die Anzahl an DRG in Scarlett in jedem BIN
zu jedem Zeitpunkt des Trockenstress-Experiments deutlich héher ist im Vergleich zu Tadmor.
Die BINs mit der groBten Anzahl an DRG zum Zeitpunkt T3 sind misc (verschiedene
Enzymfamilien), RNA, protein, signalling, stress und transport. Diese Zuordnung ist abhangig
von der Annotations-Verteilung auf dem Microarray (siehe Abbildung 4.6 A und B), was bei

der Betrachtung beriicksichtigt werden muss.
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Abbildung 4.6 A) Anzahl der DRG in den einzelnen BINs unter Trockenstressbedingungen (T1, T2, T3) in Scarlett
(rechts) und in Tadmor (links). Die Anzahl der DRG resultieren aus dem Vergleich der Trockenstress-Stadien (T1,
T2, T3) mit der jeweiligen Kontrolle (K1). Die Annotation und Zuordnung der DRG in BINs erfolgte mit der
Software MAPMAN Version 3.5.1R2 (THIMM et al., 2004). BIN 35 (not assigned) ist nicht dargestellt. B) Verteilung
aller auf dem Microarray (Agilent 60K-barley) annotierten Gene in BINs.
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Die Identifizierung der Gene und Gengruppen, welche im Trockenstressgeschehen involviert und in
beiden Kultivaren unterschiedlich reguliert sind, erfolgte in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurden
alle ermittelten DRGs in BINs und subBINs klassifiziert (UsADEL et.al., 2006). Anschliefend wurden
zum einen alle DRGs unter Trockenstress (T1-T3) in Scarlett und Tadmor im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle K1 erfasst und zum anderen alle DRGs in Tadmor im Vergleich zu Scarlett unter
Kontrollbedingungen ermittelt. Die Aufteilung dieser DRGs ist in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Im
zweiten Schritt wurde Uberprift, ob einzelne induzierte bzw. reprimierte Gengruppen zu
bestimmten Zeitpunkten im Verlauf des Experiments besonders stark oder schwach in Scarlett und
Tadmor reguliert sind. Die overrepresentation analysis (ORA) wurde mittels PAGEMAN Software-
Tools durchgefiihrt. In Abbildung 4.7 sind alle iber- und unterreprasentierten BINs und subBINs
dokumentiert, wobei im Folgenden die tGberreprasentierten Gengruppen naher beleuchtet werden.
Die Analyse zeigt gemeinsam und unterschiedlich regulierte Gengruppen in Scarlett und Tadmor in
der friihen Trockenstress-Antwort (T1-T3).

In Scarlett sind zum Zeitpunkt T1 Gene der Prolin-Synthese (BIN 13.1.2.2) induziert. Zum Zeitpunkt
T2 sind in beiden Kultivaren Gene der Proteinfamilie protease inhibitor/seed storage/ lipid transfer
protein (BIN 26.21) signifikant induziert. Dagegen sind zeitgleich Gene des Redoxsystems, besonders
fur das Enzym Glutaredoxin (BIN 21.4), signifikant reprimiert. Zum Zeitpunkt T3 sind folgende
Gengruppen sowohl in Scarlett als auch in Tadmor (berreprasentiert. Die BINs
Sekundarstoffwechsel (BIN 16), miscellaneous (BIN 26), protease inhibitor/seed storage/ lipid
transfer protein (BIN 26.21) und transport (BIN 34) sind in beiden Kultivaren signifikant induziert.
Dagegen sind zum Zeitpunkt T3 in Scarlett und Tadmor Transkripte der Photosynthese, besonders
des Photosystems Il (BIN 1.1.1), und des Redoxsystems, Glutaredoxin (BIN 21.4) signifikant
reprimiert. Unterschiede zwischen beiden Kultivaren zum Zeitpunkt T3 wurden fiir folgende BINs
festgestellt. In Scarlett sind zum Zeitpunkt T3 Gene, welche in Degradationsprozesse von Lipiden
(BIN 11.9), Aminosauren (BIN 13.2), Nukleotiden (BIN 23.2), in der abiotischen Stressantwort (BIN
20.2) und in unspezifischen Entwicklungsprozessen (BIN 33.99) involviert sind, deutlich mehr
induziert als in Tadmor. Weiterhin sind in Scarlett zu diesem Zeitpunkt Gene, die fiir Cytochrom-
P450-Monooxygenasen codieren, Uberwiegend reprimiert. In Tadmor sind zum Zeitpunkt T3 die
kleine Gengruppe der Polyamin-Oxidasen (BIN 22.2.1) und Gene des Aminosaure-Transportes
(BIN 34.3) signifikant induziert.

Die letzte Spalte der Abbildung 4.7 zeigt alle liberreprasentierten BINs in Tadmor im Vergleich zu

Scarlett unter Kontrollbedingungen. In diesem Fall sind interessanterweise in Tadmor DRGs der

Seite | 27



ERGEBNISSE

biotischen Stressantwort (BIN 20.1) mehrheitlich induziert. Dagegen sind einige DRGs des
Sekundarstoffwechsels, genauer der Isoprenoide (BIN 16.1), deutlich reprimiert. Weiterhin sind
Uberdurchschnittlich viele Rezeptorkinasen-codierende Gene (z.B. DUF 26, wheat LRK10-like, wall
associated kinase) signifikant reprimiert (BIN 30.2). Die DUF26 (Domain of Unknown Function 26)
Genfamilie, auch bekannt als Cysteine-rich Receptor-like/Pelle kinases (CRKs), gehdren zur grolRen
Gruppe der Receptor-like kinases (RLKs). Sie regulieren pflanzliche Enzwicklungsprozesse und sind in

der biotischen und abiotischen Stressantwort involviert (SHU & BLEECKER, 2001).
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Abbildung 4.7 Overrepresentation analysis (ORA) der DRG in Scarlett und Tadmor im Verlauf des
Trockenstressexperiments. Die Ergebnisse resultierten aus dem Vergleich der Trockenstress-Stadien (T1, T2, T3)
mit der Kontrolle (K1) fiir Scarlett (links), Tadmor (Mitte) und aus dem Vergleich von Tadmor mit Scarlett
(T vs. S) unter Kontrollbedingungen (K1, rechts). Die induzierten (1) und reprimierten () Gene wurden fir jedes
Stadium mittels PAGEMAN Software-Tool analysiert (Fisher’s exact test, ORA cut-off value 2, Benjamini—
Hochberg-Korrektur). Eine Falsch-Farben Skala von 4 wurde gewahlt (Z-value). Blau signalisiert eine signifikante
Uberreprasentation, Rot eine signifikante Unterreprasentation der jeweiligen funktionellen BINs und subBINs,
die funktionell annotiert sind (rechts).
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Tabelle 4.2 Aufteilung aller induzierten (T, log2FC-Wert > 2) und reprimierten (1, log2FC-Wert < -2) DRGs in

Scarlett und Tadmor unter Trockenstress (T1, T2, T3) im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle K1 und in Tadmor im

Gesamtzahl DRGs in einem bin. Die Annotation

erfolgte mit der Software MAPMAN Version 3.5.1R2 (THIMM et al., 2004).
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Tabelle 4.2 Fortsetzung

z 9 € 0 €T 9 4 4 4 0 0 1 1 1 06 uondiosuesy TLe
€ 9 0 0 v L € L v 4 0 ¥ 0 0 6vT Buissadoud A4
VNY Lz
¥S 9vT :14 1 v0z  vOT ov ST 09 143 4 S6 44 S €16 asiw 9z
1 1 4 0 4 T 0 0 1 0 0 1 0 0 9T wsljoqeldw-1d Y4
0 0 0 0 T P 0 T 0 0 0 0 0 0 41 sa1101qouay o uoljepesdapolg ve
T 0 0 0 T T 0 T T 0 0 0 0 0 0t wisijoqeaw apiosPnuAxoap S'€T
1 4 0 0 € 0 0 T € 0 0 ¥ 1 0 0t sasejeydsoydosAd pue Jajsuesoydsoyd v'ET
0 1 1 0 4 14 T 0 0 0 0 0 0 0 1T a3enjes €€
0 4 1 0 8 € 0 0 0 0 0 L 1 0 LT uonepesdap Tee
0 4 0 0 14 4 0 T 0 0 0 1 0 0 14 sisayiuAs T'€C
wisijogelaw ap11oapnu €T
0 0 0 0 0 0 0 0 € 4 0 0 0 0 v uonepesdap (444
0 0 0 0 0 0 T 0 0 0 0 0 0 0 8 sIsayiuAs 44
wsijoqelaw aujweAjod Y44
1 6T (o) 0 1z €T € 0 1 0 0 S 0 0 68 xopai 1C
€ 4 € 0 v € T € € 0 0 9 0 0 9€ payadsun-onoiqe  66°2°0C
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 sdionoige 6770
0 4 0 0 S € 14 0 0 0 0 0 0 0 8 Sulpunom/yonoronoige  '2°0C
0 4 0 0 S T 0 0 z 0 0 9 0 0 8¢ jes/iysnoiponoige €702
1 1 0 0 1 4 T T 1 T 0 € 4 0 0t plooanoiqe  Z'Z°0¢
€ (o) € 0 8 L 14 14 8 4 0 (o) 14 0 6L 1esyonolge  1°7°0¢
0 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 T 0 0 L onoiqe (4114
o€ 43 T 1 19 9€ 6T 44 41 L v 44 9 1 98¢ anolq 1°0¢C
ssalls 0¢
0 € 1 0 L 4 T T 0 0 0 I4 0 0 €€ sisayjuhs ajouskdessay 6T
0 v 0 0 S 4 4 T z T 0 4 1 0 13 WSI|0geI3W SUIWE}IA PUE J03IBY-0) 8T
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 pioe aljAdljes A
0 4 4 0 ¥ 4 14 14 P 0 0 € 0 0 ST a1euowse( L'LT
0 4 1 0 v € T T z 4 0 € z T [44 ul199q18 WA
v 6 1 0 €1 L T 0 € 0 0 6 1 0 19 auajAye ST
0 9 4 0 v 4 T 0 0 0 0 I4 0 0 81 upupo3ho vLT
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11 ploJa)soulsselq €LT
9 S 1 0 L S 4 0 14 4 0 9 € 0 €S uixne [AVA
0 9 0 0 6 14 0 T € € 0 ¥ 1 0 123 ploe dIspsqe TLT
wisijogelaw auow.oy LT
v 4 1 0 S 4 4 0 v v T v 1 0 LT sjouayd sdwis  OT'9T
S S 1 0 8 S € 9 9 14 0 L € 0 ¥9 splouoneyy 891
0 T 0 0 0 T 0 0 T 0 0 4 1 0 6 xem L9T
0 4 0 0 T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 S Sujuieuoa-anyns S'9T
0 4 1 0 4 4 T 0 0 0 0 1 0 0 6 ISIWN ¥'9T
™ €l 4N TL €1 AN 1L ™ €l AN 1L €l (4R TL N uiqgns + uiq ulq
S'SAL ¢t Jowpe] ¢ 1194ed6 ¢ S'SAL ) Jowpe] |} 19438 |

30

Seite



ERGEBNISSE

Tabelle 4.2 Fortsetzung

0S¢ €ETT  ¥SC [44 9/¥T 970T 9 [43 0S¢ O€T S sy LE€T 1C €0v8 pausisse jou S€
L 4 9 0 €T 0T 14 1 41 1 0 €1 S 0 18 spioe oujwe-podsuesy 13943
(014 18 (014 1 78 14 81 a1 0€ 1T 0 €L 8T 4 195 sJayjo-odsuesy 143
Modsueay ve
S 44 6 T o€ 91 vT L 6 € 0 €€ 9 0 60¢ payadsun  66'EE
0 14 T 0 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 P3EeuYnw  0€'EE
0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 € (1dS) &1 Buipuiq J430woud esowenbs €'€e
0 T 0 0 1 14 1 0 1 € 0 S € 0 ST juepunge sisauagoAiqua aje| [4 13
T 14 4 0 1% S 4 0 0 0 0 S 0 0 9T suie104d age.01s T'€€
juawdojanap €€
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 T 0 0 14 Yreap ||90 STE
¥ L T T 6 9 S 1 0 0 0 14 0 T 8L Hodsueuy 3paIsan v'1E
0 S 4 0 6 9 € T € T 0 14 1 0 9% aAd €€
1 € 0 0 € 14 1 1 0 0 0 0 0 0 14 uolsiAlp [4%3
S 124 14 0 1€ 8T L S 1 € 0 ST I4 0 6CC uopesiuedio T1€
11?2 1€
0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 payadsun  66°0€
9 S 0 0 8 € 0 € 1 0 0 € T 0 oL wd| TT0E
0 T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 Aejpaoydsoyd 0T'0€
0 0 0 0 1 T T 0 0 0 0 0 0 0 14 susyoud g-¢-¢T L'0€
0 T 0 0 1 0 0 1 1 0 0 14 I4 0 91 saseun| dvIN 9'0¢
1 €1 14 0 41 €1 8 T 0 0 0 T 0 0 €0T suf304d-9 S'0€
0 v 4 0 S 14 1 0 0 0 0 T 0 0 43 sapisourydsoyd ¥'0€
S L T 0 0t L 9 L 9 4 0 9 0 0 [0} wnid|ed €0€
9€ 124 9 T 13 0T ¥ 91 0t L 0 ST 12 0 6C¢ 97 4n@’seseun| J0ydadal  £T°T°0E
14 9¥ 11 1 65 9t S 6 L € 0 v € 0 LLT saseupy| J03dadaul (43
1 8 0 0 S 14 1 0 T T 0 1 T 0 9t A3ojo1sAyd juatinu pue sesns ul T°0€
Suljjeusis o€
0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 uonesi| 10198402 pue Ajquiasse 8'6¢
1 4 0 0 S 4 4 4 0 0 0 0 0 0 6C uone|AsodA(3 16T
€ ¥ 0 0 € 14 14 1 1 0 0 0 0 0 1€ Suipjoy 9'6C
[43 LL [44 € €8 L9 9z 61 54 0T 0 oL LT € [474 uonepesdap S'6C
i 8y (o) 1 187 8t L 01 [44 11 0 3% [4 4 0ov uonedslIpow [euole|suelisod ¥'6C
6 9T S T 9T 91 9 1 0 1 1 14 T 0 T 8unasiey £'6¢
6 [44 S 1 LE 14 91 ¥ S 4 T 14 T 0 1143 sisayiuAs (44
1 9 v 0 € S 0 T 1 0 0 T 0 0 09 uoneAioe ee 1'6¢C
uijoud 6¢
€ 14 T 0 € 4 T € 0 0 0 T 0 0 oY paypadsun  66'8C
¥ 8 9 1 6 0t € 0 0 0 0 14 4 1 (34 Jiedauy 414
L 14 17 T €€ LT 0t 9 S 1 0 8 € T (0144 34N39N.J3S URWOIYD/SISBYIUAS 1'8¢C
VNa :14
1 L 0 0 0T 8 € € € 1 0 € 0 0 6L Sulpuiq yYNY LT
€C 61T o€ I4 ¥ST 56 13 6T 174 41 0 LS 61 4 968 uondiiosuely jo uofengal €1¢
™ €1 4N 1L €l 4N TL ™ €l 4N TL €1 (4R TL N uiqqgns + uiq uiq
S'SA | » Jowpe] » nojies » S'SA L « Jowpe] « 119)4eas «

31

Seite



ERGEBNISSE

4.2.3 Vergleichende Genexpressionsanalysen ausgewahlter Gengruppen

Die Microarray-Analysen zeigen, dass zahlreiche Gene, welche fiir funktionelle Proteine
codieren, in Scarlett und Tadmor unterschiedlich stark unter Trockenstress reguliert sind. Um
herauszufinden, welche regulatorischen Genprodukte die trockenstress-induzierte
Blattseneszenz  beeinflussen, wird im Folgenden die grole Gruppe der
Transkriptionsregulatoren  (BIN  27.3) genauer analysiert. Polyamine spielen in
Entwicklungsprozessen und der Anpassung an biotische und abiotische Stressbedingungen
eine wichtige Rolle (Kusano et al.,, 2008; HussaIN et al., 2011). Dabei wird ein enger
Zusammenhang zwischen dem Abbau der Polyamine und der Signal-Wirkung im Trockenstress
vermutet (MoscHou et al., 2008). Die PAOs sind in Tadmor unter Trockenstress signifikant
induziert und werden deshalb neben den Transkriptionsregulatoren als zweite Kandidaten-

Gruppe genauer untersucht.

4.2.3.1 Transkriptionsregulatoren (TR)

TR spielen eine zentrale Rolle in der pflanzlichen Trockenstress-Antwort. Insgesamt sind 896
TR differentiell reguliert. Die Anzahl der induzierten und reprimierten TR in Scarlett und

Tadmor unter Kontroll- und Trockenstressbedingungen ist in Abbildung 4.8 dargestellt.

Scarlett Tadmor Tvs.S

T1 T2 T3 T1 T2 T3 K1
4 100

o: — D N ﬂ

-100 A

Anzahl der
induzierten Gene

Anzahl der
repremierten Gene

-150 A I

Abbildung 4.8 Ubersicht aller differentiell regulierter TR in Scarlett und Tadmor im zeitlichen Verlauf des
Trockenstress-Experiments. Die Anzahl der DRG resultiert aus dem Vergleich der Trockenstress-Stadien (T1, T2,
T3) mit der Kontrolle (K1) fur Scarlett (links), Tadmor (Mitte) und aus dem Vergleich von Tadmor mit Scarlett
(T vs. S) unter Kontrollbedingungen (K1, rechts). Die Anzahl der induzierten (log2FC-Wert 2 2) und reprimierten
(log2FC-Wert < -2) Gene wurde unter Anwendung einer einfaktoriellen ANOVA (p-value < 0.001) und FDR-
Korrektur (Benjamini—-Hochberg) ermittelt.
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Im zeitlichen Verlauf des Trockenstress-Experiments nimmt die Anzahl der regulierten TR in
Scarlett und Tadmor zu. So steigt die Anzahl der regulierten TR bis zum Zeitpunkt T3 in Scarlett
von 37 auf 211, in Tadmor von 2 auf 143. Die Mehrzahl der Gene ist in beiden Kultivaren
reprimiert. Beim Vergleich von Tadmor und Scarlett unter Kontrollbedingungen sind 19 TR

induziert und 23 TR reprimiert.

Cluster-Analyse

Um das Expressionsmuster der einzelnen TR im Trockenstress-Verlauf in Scarlett und Tadmor
zu vergleichen werden Clusteranalysen mit Hilfe von Microsoft Excel 2010 wie folgt
durchgefiihrt. Alle TR werden nach ihrem Expressionsmuster im Verlauf des Trockenstress-
Experiments analysiert und sortiert. Dadurch kdnnen Gene identifiziert werden, welche vom
Kontrollstadium (K1) lber die einzelnen Trockenstress-Stadien T1, T2 und T3 eine stetige
Induktion, Repression oder keine Regulation in einem oder beiden Kultivaren zeigen. Ein Gen
gilt im Verlauf des Trockenstress-Experiments als induziert, wenn sein log,FC-Wert vom
Zeitpunkt K1 bis T3 einen Wert von 1 Ubersteigt (log.FC-Wert 2 1). Sinkt der log,FC-Wert eines
Gens im Trockenstress-Verlauf dagegen um mehr als 1, (log,FC-Wert < 1) gilt es als reprimiert.
Liegt die Genregulation zwischen diesen festgelegten Werten (log,FC-Werte 2 -1 A < 1), gilt
das Gen als nicht bzw. transient reguliert. Durch diese Festlegung werden alle DRGs in 8
Cluster gruppiert, welche nach der Tendenz der Genregulation unter dem Einfluss von
Trockenstress definiert werden (Tabelle 4.3). Die Aufteilung aller TR in 8 Cluster ist in

Abbildung 4.9 dargestellt.

Tabelle 4.3 Definition und Einteilung der Cluster. Einteilung aller TR in 8 Cluster entsprechend ihres
Expressionsmusters im Trockenstress-Verlauf (T1, T2, T3) fur Scarlett und Tadmor. Es gilt: log.FC-Werte > 1
induziert (1), log2FC-Werte < -1 reprimiert (), log2FC-Werte > -1 A < 1 nicht reguliert (-) (Cluster 1-7). Cluster 8
umfasst alle transient regulierten Gene ().

Cluster 1 2 3 4 5 6 7 8
Beispiel / / / \ \ \ — >OO(
Regulation induziert reprimiert keine transient
Scarlett 1 1 - { { - - +
Tadmor 1 - 1) { - il - +
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Abbildung 4.9 Cluster-Analyse von 869 identifizierten TR zu den einzelnen Stadien des Trockenstress-
Experiments flr Scarlett (links) und Tadmor (rechts). Die Expressionsrate (log.FC-Wert) der einzelnen TR ist in
Abhangigkeit der Trockenstress-Stadien (K1, T1, T2, T3) dargestellt. Die mittlere Regulation ist fiir jedes Cluster
als schwarze Linie markiert. n = Anzahl der regulierten Gene in einem Cluster.
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Gene mit einem adhnlichen Expressionsprofil in beiden Kultivaren befinden sich in Cluster 1
(induziert) und Cluster 4 (reprimiert). Weiterhin werden Gene identifiziert, die im Verlauf des
Trockenstress-Experiments nur in Scarlett oder in Tadmor induziert bzw. reprimiert sind
(Cluster 2, 3 5 und 6). Cluster 7 impliziert TR, welche durch den Einfluss von Trockenstress
nicht reguliert sind. Und letztlich umfasst Cluster 8 alle TR, mit einer transienten Regulation
unter Trockenstressbedingungen. Cluster 7 und 8 werden bei der folgenden detaillierten
Analyse vernachlassigt.

Alle regulierten TR eines jeden Clusters werden ihren jeweiligen Gen-Familien zugeordnet und
aufihre Uberrepréasentation analysiert (Tabelle 4.3). Die Cluster-Analyse ergab weiterhin, dass
im Trockenstress-Verlauf etwa die Halfte aller TR in Scarlett und Tadmor reprimiert sind
(Cluster 4, n=422). Dabei sind etwa 80% der Gene der ARR-Genfamilie (10 von 12) signifikant
reprimiert. Ebenso mehrheitlich reprimiert, jedoch nicht tiberreprasentiert, sind Mitglieder
der Genfamilien Argonaute (4 von 6), AS2 (3 von 4), B3 (8 von 13), C2C2(Zn) CO-like (9 von 15),
C2C2(Zn) YABBY (3 von 4), CCAAT-HAPS (4 von 6), Chromatin Remodeling Factors (24 von 43),
DNA Methyltransferases (7 von 12), E2F/DP (3 von 5), Jumnonji (8 von 13) und TCB (5 von 6).
Im Cluster 5 (n=47) befinden sich 4 C2H2, 4 SET und 3 WRKY Genfamilien-Mitglieder, die nur
in Scarlett reprimiert sind. Vergleichend dazu sind 3 AP2/EREBP, 4 bHLH und 2 GRAS
Genfamilien-Mitglieder nur in Tadmor reprimiert (Cluster 6, n=32).

Alle trockenstress-induzierten TR finden sich in Cluster 1, 2 und 3 wie folgt wieder. Mitglieder
der Genfamilien HSF (4 von 8), Jumonji (3 von 13) und CCAAT-HAP2 (2 von 3) sind in beiden
Kultivaren signifikant induziert (Cluster 1, n=53). 4 bHLH, 2 C2C2(Zn) DOF, 3 Chromatin
Remodeling Factors, 3 GARP, 3HB, 2 NIN-like und 2 SET Genfamilien-Mitglieder sind nur in
Scarlett induziert (Cluster 2, n=62). In diesem Cluster konnten weiterhin Mitglieder der
Familien GRAS (4 von 19) und HDA (3 von 12) als signifikant induziert bestimmt werden. Unter
den wenigen Genen, die nur in Tadmor induziert sind (Cluster 3, n=15), ist die CCAAT-HAP2

Familie signifikant induziert.
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Tabelle 4.4 Overrepresentation analysis (ORA) der TR-Familien der Cluster 1-8.

C1 Cc2 Cc3 ca c5 C6 c7 Cc8
Genfamilie N n p n p n p n p n P n p n p n p
ABI3/VP1 1 0 1.00 0 1.00 0 1.00 1 047 0 100 0 100 O 1.00 0 1.00
AP2/EREBP 27 2 048 3 0.29 1 037 9 0.95 0 100 3 007 6 051 3 041
ARF 10 2 0.11 1 051 0 1.00 4 0.78 1 042 1 031 1 091 0 1.00
Argonaute 6 1 031 0 1.00 0 1.00 4 0.29 0 100 0 1.00 1 0.76 0 1.00
ARR 12 0 1.00 0 1.00 0 1.00 10 1.12E-02* 0 1.00 0 1.00 2 0.75 0 1.00
AS2 0 1.00 0 1.00 0 1.00 3 0.27 0 100 0 100 1 0.61 0 1.00
AT-rich 1 0 1.00 0 1.00 0 1.00 1 047 0 100 0 1.00 0 1.00 0 1.00
AtSR 6 0 1.00 0 1.00 0 1.00 2 0.86 0 100 0 1.00 2 0.37 2 0.09
Aux/IAA 4 0 1.00 1 025 0 1.00 0 1.00 1 019 0 1.00 0 1.00 2 3.90E-02*
B3 13 0 1.00 0 1.00 0 1.00 8 0.22 1 051 2 008 1 0.95 1 0.69
bHLH 43 3 047 4 035 0 1.00 23 0.24 0 100 4 006 6 0.92 3 073
bzIP 30 2 0.54 3 034 1 0.40 13 0.73 1 081 1 067 6 0.63 3 048
C2C2(Zn) CO-like 15 1 0.60 1 0.66 0 1.00 9 0.23 1 056 0 1.00 3 0.64 0 1.00
C2C2(zn) DOF 8 1 0.39 2 0.10 0 1.00 1 0.99 0 100 1 025 3 0.22 0 1.00
C2C2(Zn) GATA 8 0 1.00 0 1.00 0 1.00 3 082 1 035 1 025 1 0.85 2 0.15
C2C2(Zn) YABBY 4 1 0.22 0 1.00 0 1.00 3 027 0 100 0 100 0 1.00 0 1.00
C2H2 33 4 0.12 0 1.00 0 1.00 12 0.93 4 009 0 1.00 8 0.39 5 0.15
C3H 8 0 1.00 1 044 1 013 3 082 1 035 1 025 1 0.85 0 1.00
Zn-finger(CCHC) 1 0 1.00 0 1.00 0 1.00 0 1.00 0 100 0 100 1 0.21 0 1.00
CCAAT-DR1 2 0 1.00 0 1.00 0 1.00 2 022 0 100 0 1.00 0 1.00 0 1.00
CCAAT-HAP2 3 2 9.92E-03* 0 1.00 1 4.94E-02* 0 1.00 0 100 0 100 O 1.00 0 1.00
CCAAT-HAP3 4 1 0.22 0 1.00 0 1.00 2 0.64 0 100 0 1.00 0 1.00 1 0.30
CCAAT-HAPS 6 1 031 0 1.00 0 1.00 4 0.29 0 100 1 020 O 1.00 0 1.00
Chromatin Remodeling 43 2 074 3 0.58 0 1.00 24 0.15 1 091 0 1.00 12 0.17 1 0.98
CPP(Zn) 3 0 1.00 0 1.00 0 1.00 1 085 0 100 0 1.00 0 1.00 2 2.07E-02*
DNA methyltransferases 12 0 1.00 0 1.00 0 1.00 7 031 0 100 1 036 2 0.75 2 0.28
E2F/DP 5 0 1.00 0 1.00 0 1.00 3 045 0 100 0 1.00 2 0.28 0 1.00
EIL 1 0 1.00 0 1.00 0 1.00 1 047 0 100 0 100 O 1.00 0 1.00
FHA 3 0 1.00 0 1.00 0 1.00 2 046 0 100 0 100 1 0.51 0 1.00
GARP 18 1 0.67 3 012 0 1.00 9 0.49 1 062 0 1.00 2 0.92 2 047
GeBP 2 0 1.00 0 1.00 0 1.00 1 072 0 100 0 1.00 1 0.38 0 1.00
General Transcription 7 1 035 0 1.00 1 011 3 072 1 032 0 100 1 0.81 0 1.00
General Transcription, TBP 2 0 1.00 0 1.00 0 1.00 2 022 0 100 0 100 0O 1.00 0 1.00
Global transcription 6 0 1.00 1 035 0 1.00 2 0.86 0 1.00 0 1.00 3 0.11 0 1.00
GRAS 19 1 0.69 4 3.67E-02* 1 0.28 7 0.87 0 100 2 014 1 0.99 3 022
HB 30 1 0.84 3 034 0 1.00 15 0.44 1 081 2 029 6 0.63 2 075
HDA 12 0 1.00 3 4.43g-02* 0 1.00 5 0.75 0 100 0 100 2 0.75 2 0.28
Histone acetyltransferases 8 0 1.00 0 1.00 0 1.00 4 0.57 1 035 0 100 3 0.22 0 1.00
HSF 8 4 6.42E-04* 0 1.00 0 1.00 1 0.99 1 035 0 1.00 2 0.53 0 1.00
JUMONJI 13 3 3.67E-02* 0 1.00 0 1.00 8 0.22 0 100 0 1.00 1 0.95 1 0.69
MADS 24 2 042 1 083 0 1.00 11 0.63 0 100 1 059 4 0.78 5 4.77E-02*
Methyl binding 5 0 1.00 0 1.00 0 1.00 2 077 1 024 1 017 1 0.69 0 1.00
MYB 40 3 043 3 053 1 0.50 19 0.54 3 035 1 077 6 0.88 4 0.6
MYB-related 24 2 042 1 0383 1 0.34 12 0.47 1 073 1 059 5 0.59 1 0.89
NAC 4 1 0.22 0 1.00 0 1.00 1 0.92 0 100 0 100 1 0.61 1 0.30
NIN-like 11 0 1.00 2 017 0 1.00 1 1.00 1 045 2 0.06 4 0.18 1 0.63
Nucleosome/chromatin 6 0 1.00 0 1.00 1 0.10 0 1.00 1 028 0 1.00 2 0.37 2 0.09
Orphan 2 0 1.00 0 1.00 0 1.00 0 1.00 1 010 0 100 1 0.38 0 1.00
PHD 10 0 1.00 1 051 0 1.00 5 0.55 0 100 1 031 3 0.35 0 1.00
PHOR1 1 0 1.00 0 1.00 0 1.00 0 1.00 0 100 0 100 O 1.00 1 0.09
PcG 2 0 1.00 0 1.00 0 1.00 2 022 0 100 0 1.00 0 1.00 0 1.00
Psudo ARR 3 0 1.00 0 1.00 0 1.00 1 085 0 100 0 100 2 0.11 0 1.00
putative 84 6 0.38 3 094 3 0.16 45 0.13 4 066 2 082 15 0381 6 0.75
PWWP 2 0 1.00 0 1.00 0 1.00 0 1.00 0 1.00 O 1.00 2 4.38E-02* 0 1.00
regulation of transcription 6 1 031 1 0.35 0 1.00 0 1.00 1 028 1 020 2 0.37 0 1.00
SBP 1 0 1.00 0 1.00 0 1.00 0 1.00 0 100 0 100 1 0.21 0 1.00
SET 30 0 1.00 2 0.63 0 1.00 11 0.91 4 0.07 0 1.00 9 0.16 4 0.25
Silencing Group 1 0 1.00 0 1.00 0 1.00 1 047 0 100 0 1.00 0 1.00 0 1.00
SNF7 7 0 1.00 1 0.40 0 1.00 3 072 0 100 0 100 2 045 1 047
TCP 6 0 1.00 0 1.00 0 1.00 5 0.08 0 100 0 1.00 1 0.76 0 1.00
TAZ 1 0 1.00 0 1.00 0 1.00 1 047 0 100 0 100 0 1.00 0 1.00
Trihelix 6 0 1.00 0 1.00 0 1.00 3 0.60 0 100 0 100 2 0.37 1 042
TUB 1 0 1.00 0 1.00 0 1.00 1 047 0 100 0 1.00 0 1.00 0 1.00
unclassified 156 3 1.00 12 0.39 2 077 76 0.36 10 0.29 2 0.98 40 0.07 11 0.82
WRKY 19 0 1.00 2 038 1 0.28 8 0.75 3 007 0 100 3 0.80 2 0.50
zf-HD 3 1 0.17 0 1.00 0 1.00 2 046 0 100 0 100 0 1.00 0 1.00

Der Fisher’s exact test ergab folgende p-values (p), wobei Genfamilien mit p < 0.05 gekennzeichnet wurden (*).
Bei einer Gesamtzahl von 896 TR ist (N) die Anzahl aller determinierten TR einer Genfamilie und (n) die Anzahl
aller regulierten TR einer Genfamilie.
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Die Cluster-Analyse ermoglicht eine Einteilung aller TR hinsichtlich ihrer Expressionsmuster
unter dem Einfluss von Trockenstress. Bei der detaillierten Analyse der einzelnen Cluster
ergeben sich starke Unterschiede zwischen beiden Kultivaren. Zum einen im Hinblick auf die
Starke der Genregulation im Verlauf des Trockenstress-Experiments und andererseits auf den
relativen Transkriptgehalt unter Kontrollbedingungen. Durch ein Ranking werden alle TR nach
diesen zwei Aspekten geordnet. Mit dieser Methode wurden daraufhin Kandidaten-Gene mit
den groflten Genexpressionsunterschieden zwischen beiden Kultivaren fiir jedes Cluster
identifiziert. Die Verifizierung einiger ausgewahlter Kandidaten-Gene erfolgte mittels qRT-
PCR. Der Expressionsverlauf der einzelnen Gene ist in den folgenden Diagrammen dargestellt.
In Ergdnzung dazu werden die ermittelten Ct-Werte flr Scarlett und Tadmor unter

Trockenstress und Kontrollbedingungen im Verlauf des Experiments dokumentiert.

Cluster 1

Cluster 1 umfasst 53 TR, die im Verlauf des Trockenstress-Experiments in Scarlett und Tadmor
induziert sind. Dabei sind starke Unterschiede im relativen Transkriptlevel unter
Kontrollbedingungen (K1) zwischen beiden Kultivaren erkennbar. Tabelle 4.5 (oben) zeigt,
dass das Transkriptlevel von fiinf Kandidaten-Genen (C2C2(Zn) Co-like, Jumonji, MADS, bZIP

und HSF) zu diesem Zeitpunkt in Tadmor hoher ist als in Scarlett.

Tabelle 4.5 Kandidaten-Gene (TR) Cluster 1 (n=53).

Scarlett Tadmor Tvs.S

Nr. TargetlD? Hv Acc. No.© TAIR10¢ K1 T1 T2 T3 K1 T1 T2 T3 K1-K1

1 hv_12465 C2C2(Zn) CO-like AK358383 LZF1 -1.24 -0.54 -0.17 090 155 143 155 3.08 2.79

2 hv_08875* JUMONIJI AK372811 JMID5  -1.12 -0.92 -0.18 3.22 1.65 2.71 271 437 2.77

3 hv_00166 MADS AK370468 AGL12 -2.04 -0.68 0.76 -0.08 0.09 0.21 140 1.20 2.13

4 hv_06547 bzIP AK372715 BzIP53 -1.42 -0.05 0.44 053 055 0.88 1.11 1.89 1.97

E—,' 5 hv_11941 HSF AK353849 HSFC1  -2.12 -1.78 0.44 247 -0.28 0.83 1.75 3.70 1.83
Lug 1 hv_11238* unbekannt AK362981 - -1.34 -2.22 085 357 -490 -3.69 0.29 359 -357
2 hv_07632 bHLH AK365903 BHLH92 -0.29 0.10 -0.50 255 -3.62 -3.56 -3.14 -1.86 -3.32

3 hv_39072 NAC AK365812 NAC2 -0.84 -1.29 1.31 425 -300 -2.23 0.14 238 -2.16

4 hv_20958 AP2/EREBP AK368254 Rap2.6L -0.24 -041 061 3.05 -196 -1.87 -0.82 0.03 -1.72

5 hv_00892 JUMONII - - -0.54 0.34 044 123 -2.25 -1.87 -065 0.14 -1.71

Relatives Expressionslevel (log2FC-Wert) von Kandidaten-Genen (TR) im Verlauf des Trockenstress-Experiments
(K1, T1, T2, T3) in Scarlett und Tadmor. log2FC-Wert zum Zeitpunkt K1 héher in Tadmor (oben), hoher in Scarlett
(unten). ®Probe auf dem Agilent 60K-Microarray, ®Genfamilie (MAPMAN), ‘GenBank accession no. Hordeum
vulgare, YGen-Annotation Arabidopsis thaliana (TAIR10) *markierte Gene fiir detaillierte Expressionsanalysen
(QRT-PCR).
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Die Jumonji-Genfamilie ist in Cluster 1 iberreprasentiert. Flr die genaue Expressionsanalyse
wird daher der Jumonji-TR (AK372811) ausgewahlt, welcher dem Gen AtJMJD5/IMJ30
(Jumonji domain containing 5/JumonjiC domain-containing protein 30) aus Arabidopsis
thaliana ortholog ist. Dieser TR ist im Verlauf des Trockenstress-Experiments in Scarlett starker
induziert als in Tadmor (Abbildung 4.10 A). Die Ct-Werte bestdtigen weiterhin den
unterschiedlichen Transkriptgehalt unter Kontrollbedingungen.

Gene der Familien bHLH, NAC, AP2/EREBP, Jumoniji, sowie ein unbekanntes Gen haben unter
Kontrollbedingungen in Tadmor ein geringeres Transkriptlevel als in Scarlett (Tabelle 4.5
unten). Den niedrigsten Wert erreicht das unbekannte Gen (AK362981). Im Verlauf des
Trockenstress-Experiments ist dieses Gen in Tadmor stdrker induziert. Das relative
Transkriptlevel erreicht zum Zeitpunkt T3 in beiden Kultivaren einen ahnlichen Wert. Dieses

Regulationsmuster wird mittels gRT-PCR bestatigt (Abbildung 4.10 B).

A B 100
12 1 JUMONIJI [AK372811] * unbekannter TR[AK362981]
10 - O Scarlett 80 - OScarlett
m Tadmor m Tadmor
8 - 8 60 -
g <
3 6 o
~N 40
4 -
20 -
N h J—ﬁ
T
1 - 1
T1 T2 T3 T1 T2 T3
SK 30.7 30.8 31.0 SK 30.7 29.8 29.4
[ ]
5 ST 300 295 26.9 5 ST 304 28.1 24.6
% TK 28.0 28.4 28.4 % TK 335 322 30.9
o (@]
T 27.7 27.7 25.9 T 32.7 28.8 24.5

Abbildung 4.10 Relatives Expressionslevel (2722%) der Kandidaten-Gene A) Jumonji (AK372811) und
B) unbekannter TR (AK362981) unter Trockenstress in Scarlett und Tadmor. Die relativen Expressionslevel
wurden mittels gRT-PCR fiir die drei Trockenstress-Stadien (T1, T2, T3) ermittelt und beziehen sich auf die
jeweilige unbehandelte Kontrolle (K1, K2, K3), welche im Wert gleich 1 gesetzt wurde. Die jeweiligen gemittelten
Ct-Werte sind unter dem Diagramm dargestellt. Die Normalisierung aller Werte erfolgte auf das Referenzgen
HvActin. Die Mittelwerte mit den zugehdrigen Standardabweichungen beruhen auf den Daten von drei
biologischen Replikaten. SK-Scarlett Kontrolle, ST-Scarlett Trockenstress, TK-Tadmor Kontrolle, TT-Tadmor
Trockenstress * kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen Scarlett und Tadmor; zweiseitiger Student t-Test
p <0,05 (*), p£0,01 (**), p<£0,001 (***).
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Cluster 2 und Cluster 3

In Cluster 2 befinden sich 62 TR, die im Trockenstress-Verlauf in Scarlett induziert und in
Tadmor nicht reguliert vorliegen. Das Ranking ergab fiinf Kandidaten-Gene der Familien bZIP,

bHLH, C2C2(Zn) CO-like, MYB und HB (Tabelle 4.6 oben).

Tabelle 4.6 Kandidaten-Gene (TR) Cluster 2 (n=62) und Cluster 3 (n=15)

Scarlett Tadmor Scarlett

Nr. TargetiD® Genfamilie® Hv Acc. No.° TAIRI0Y K1 T1 T2 T3 Kt 71 T2 T3 @ T3K1

1 hv_04202* bzIP AK375694 HY5 -1.56 -1.01 -0.71 356 037 0.29 -0.12 137 5.12

2 2 hv_05705 bHLH AK374787 SPT -1.39 -0.05 036 263 0.29 0.14 -0.18 -0.38 4.02
% 3 hv_39820 C2C2(Zn) CO-like AK372561 BBX13 -2.63 -2.80 -3.13 054 272 174 174 1098 3.18
O 4 hv 22981 MYB AK354439 MYB55 -1.60 -0.66 -0.03 143 0.11 -0.19 0.18 0.29 3.03
5 hv_20950 HB AK368549 HB4 -0.87 0.09 240 2.13 1.09 141 182 162 3.00

Tadmor

T3-K1

1 hv_24944 General AK365188 GRF4 0.20 -0.56 -1.16 -0.54 2.02 249 338 4.02 2.00

Transcription

g 2 hv_17201* GRAS AK357996 SCL14 0.32 0.19 0.02 0.05 -1.12 -0.48 -0.03 0.70 1.82
3 3 hv_05913 MYB-related AK375507 ACC1 -0.53 0.27 040 0.28 0.17 0.33 105 1.72 1.55
° 4 hv_15057 unbekannt AK355480 - -048 0.14 -0.17 -053 -0.05 0.63 0.64 141 1.46
5 hv_06548 bZIP AK372715 BzIP53 -0.42 043 0.20 050 0.71 1.23 125 213 1.42

Relatives Expressionslevel (log2FC-Wert) von Kandidaten-Gene (TR) im Verlauf des Trockenstress-Experiments
(K1, T1, T2, T3) in Scarlett und Tadmor. TR nur in Scarlett induziert (oben), TR nur in Tadmor induziert. ®Probe auf
dem Agilent 60K-Microarray, "Genfamilie (MAPMAN), ‘GenBank accession no. Hordeum vulgare, %Gen-
Annotation Arabidopsis thaliana (TAIR10) *markierte Gene fiir detaillierte Expressionsanalysen (qRT-PCR).

Der TR der Familie bZIP (AK375694) ist in Arabidopsis thaliana als AtHY5 beschrieben. Dieser
ist in Scarlett am starksten reguliert und wird fiir die weitere Analyse ausgewahlt.
Expressionsstudien bestadtigen die Trockenstress-abhangige Induktion fir AK375694
(Abbildung 4.11 A).

Das Cluster mit der geringsten Anzahl an TR ist Cluster 3. Insgesamt wurden 15 TR ermittelt,
die nur in Tadmor im Verlauf des Trockenstress-Experiments induziert sind. Die finf am
starksten regulierten TR sind in Tabelle 4.6 (unten) dargestellt. Fir den am starksten
regulierten General Transcription-TR ergaben die Expressionsanalysen mittels gRT-PCR keine
eindeutigen Ergebnisse. Der putative GRAS-TR (AK357996) ist in Arabidopsis thaliana als
orthologes Gen AtSCL14 (Scarecrow-like 14) bekannt. Die schwache Induktion dieses TRs
konnte nicht bestéatigt werden. Genaue Expressionsanalysen zeigen, dass dieser TR im Verlauf

des Experiments auch unter Kontrollbedingungen induziert ist (Abbildung 4.11 B).
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Abbildung 4.11 Relatives Expressionslevel (2722%) der Kandidaten-Gene A) bZIP (AK375694) und B) GRAS
(AK357996) unter Trockenstress in Scarlett und Tadmor. Die relativen Expressionslevel wurden mittels qRT-PCR
fir die drei Trockenstress-Stadien (T1, T2, T3) ermittelt und beziehen sich auf die jeweilige unbehandelte
Kontrolle (K1, K2, K3), welche im Wert gleich 1 gesetzt wurde. Die jeweiligen gemittelten Ct-Werte sind unter
dem Diagramm dargestellt. Die Normalisierung aller Werte erfolgte auf das Referenzgen HvActin. Die
Mittelwerte mit den zugehdrigen Standardabweichungen beruhen auf den Daten von drei biologischen
Replikaten. SK-Scarlett Kontrolle, ST-Scarlett Trockenstress, TK-Tadmor Kontrolle, TT-Tadmor Trockenstress

Cluster 4

Die groRRte Anzahl an TR enthalt Cluster 4. Insgesamt sind 422 TR in Scarlett und Tadmor im
Trockenstress-Verlauf reprimiert. Wie bereits in Cluster 1 beschrieben, ergeben sich auch in
diesem Cluster Unterschiede zwischen beiden Kultivaren hinsichtlich der relativen
Transkriptmenge unter Kontrollbedingungen.

Im Vergleich zu Scarlett haben finf Kandidaten-Gene der Familien NAC, AP2/EREBP, MYB-
related, MADS und einer unbekannten Familie in Tadmor zu Beginn des Trockenstress-
Experiments einen hoheren Transkriptgehalt (Tabelle 4.7 oben). Ein Mitglied der AP2/EREBP-
Genfamilie (DQ445244) ist das in Arabidopsis thaliana orthologe Gen CBF4 (C-REPEAT-
BINDING FACTOR 4). Der unterschiedliche Transkriptgehalt zwischen Scarlett und Tadmor
wird bestatigt (Abbildung 4.12 A). Jedoch sind die ermittelten Transkriptmengen in beiden
Kultivaren so gering (Ct-Werte > 30), dass eine trockenstress-bedingte Repression mittels qRT-
PCR nicht detektiert werden kann. Finf weitere Kandidaten-Gene der MYB, MYB-related und
einer unbekannten Genfamilie sind unter Kontrollbedingungen in Tadmor starker reprimiert

als in Scarlett (Tabelle 4.7 unten).
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Tabelle 4.7 Kandidaten-Gene (TR) flr Cluster 4 (n=422)

Scarlett Tadmor Tvs.S

Nr. TargetiD® Genfamilie® Hv Acc. No.° TAIR10Y K1 T1 T2 T3 Kt 71 T2 T3  Kikil

1 hv_14461 NAC AK249102 NACO81 065 -0.98 -1.42 -141 555 500 3.66 3.06 490

2 hv_16574 unbekannt AK358784 - 029 -099 -3.64 -457 507 4.88 245 -121 477

3 hv_08918* AP2/EREBP DQ445244 CBF4  -056 -0.48 -1.06 -3.42 3.07 293 295 171 3.63

4 hv_01994 MYB-related AK361203 RL6 045 0.16 -133 -1.64 3.67 226 -0.90 -1.06 3.22

;, 5 hv_00167 MADS HM130525 AGL19 023 037 -1.10 -3.75 252 1.67 164 114 229
g 1 hv_09968* unbekannt AK369809 - 165 175 0.89 -199 -450 -5.19 -6.42 -7.02 -6.15
2 hv_01996 MYB-related AK361203 RL1 2.85 -0.15 -2.13 -252 0.85 -120 -1.83 -2.38 -1.99

3 hv_04697 MYB AK365447 MYB93 230 1.71 -127 -137 031 -041 0.10 -1.45 -1.98

4 hv_14466 unbekannt AK359050 - 120 098 0.16 0.07 -0.63 -0.66 -1.13 -1.89 -1.83

5 hv_14465 unbekannt AK355570 - 0.75 056 -0.19 -029 -0.99 -1.18 -1.87 -2.60 -1.74

Relatives Expressionslevel (log2FC-Wert) von Kandidaten-Gene (TR) im Verlauf des Trockenstress-Experiments
(K1,T1, T2, T3) in Scarlett und Tadmor. log2FC-Wert zum Zeitpunkt K1 héher in Tadmor (oben), héher in Scarlett
(unten). 2Probe auf dem Agilent 60K-Microarray, "Genfamilie (MAPMAN), ‘GenBank accession no. Hordeum
vulgare, YGen-Annotation Arabidopsis thaliana (TAIR10) *markierte Gene fiir detaillierte Expressionsanalysen
(QRT-PCR).

Der groBte Unterschied im Transkriptgehalt zwischen Scarlett und Tadmor wird fiir einen
unbekannten TR (AK369809) bestimmt. Expressionsanalysen bestatigen die Repression unter
Trockenstressbedingungen in beiden Kultivaren (Abbildung 4.12 B). Die ermittelten Ct-Werte

belegen weiterhin, dass das Transkriptlevel zu Beginn des Trockenstress-Experiments (K1) in

Tadmor bereits deutlich geringer ist, als in Scarlett.
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3
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3 3
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unbekannter TR [AK369809]
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T1 T2 T3 T1 T2 T3
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5 ST 34.4 34.6 33.0 5 oSt 27.7 28.0 30.1
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Abbildung 4.12 Relatives Expressionslevel (2722¢) der Kandidaten-Gene A) AP2/EREBP (DQ445244) und
B) unbekannter TR (AK369809) unter Trockenstress in Scarlett und Tadmor. Die relativen Expressionslevel
wurden mittels qRT-PCR fiir die drei Trockenstress-Stadien (T1, T2, T3) ermittelt und beziehen sich auf die
jeweilige unbehandelte Kontrolle (K1, K2, K3), welche im Wert gleich 1 gesetzt wurde. Die jeweiligen gemittelten
Ct-Werte sind unter dem Diagramm dargestellt. Die Normalisierung aller Werte erfolgte auf das Referenzgen
HvActin. Die Mittelwerte mit den zugehdrigen Standardabweichungen beruhen auf den Daten von drei
biologischen Replikaten. SK-Scarlett Kontrolle, ST-Scarlett Trockenstress, TK-Tadmor Kontrolle, TT-Tadmor
Trockenstress
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Cluster 5 und Cluster 6

Cluster 5 enthalt 47 TR, die im Trockenstress-Verlauf in Scarlett reprimiert und in Tadmor nicht
reguliert sind. Zu den Kandidaten-Genen zdhlen TR der Familien MYB-related, C2H2, SET, und
einer unbekannten Familie (Tabelle 4.8 oben). Ein MYB-related-TR (AK376021) ist im Verlauf
des Trockenstress-Experiments am starksten in Scarlett reprimiert (Abbildung 4.13 A). Dieser
TR ist ortholog zum Gen AtRL5 (RAD-like 5) in Arabidopsis thaliana. BAXTER et al., 2007 fanden
heraus, dass einige Mitglieder der RL (RAD-like)-Genfamilie in der Blutenentwicklung
involviert sind. Die Ct-Werte belegen die starke Repression von T1 zu T3 in Scarlett,
wohingegen dieser MYB-related-TR in Tadmor bereits zum Zeitpunkt T1 unter Kontroll- und
Trockenstressbedingungen stark reprimiert vorliegt.

32 TR aus Cluster 6 sind im Verlauf des Trockenstress-Experiments nur in Tadmor reprimiert
und in Scarlett nicht reguliert. Mitglieder der Genfamilien AP2/EREBP, GRAS, C2C2(Zn)GATA
und bZIP sind als Kandidaten-Gene identifiziert (Tabelle 4.8 unten). Ein Mitglied der
AP2/EREBP Genfamilie (AK362109) ist am starksten in Tadmor reprimiert. Diese Regulation

wurde mittels Expressionsanalysen bestétigt (Abbildung 4.13 B).

Tabelle 4.8 Kandidaten-Gene (TR) fir Cluster 5 und Cluster 6

Scarlett Tadmor Scarlett

Nr. TargetiD® Genfamilie® Hv Acc. No.© TARI0® KI T1 72 T3 KI 71 T2 T3 T3kl

1 hv_17807* MYB-related  AK376021 RLS 464 348 -001 -3.22 -2.60 -2.43 -3.03 -2.10 -7.86
w2 hv 43595 C2H2 AK357775 - 0.14 014 -070 -3.08 078 081 071 -012 -321
% 3 hv_42941 SET AK375960 SUVH9 167 1.90 039 -1.18 -1.46 -1.10 -1.06 -1.26 -2.85
O 4 hv_17619 unbekannt AK252260 - 045 119 -251 -199 159 226 201 084 -2.44
5 hv_43735 C2H2 AK359003 GIS2 036 -0.14 009 -207 066 044 056 -0.03 -243
Tadmor

T3-K1

1 hv_28577* AP2/EREBP AK362109 - -0.64 -0.15 0.07 032 -0.62 -1.85 -3.41 -395 -3.33

© 2 hv_08468 AP2/EREBP AK371941 RAV2Z 006 -0.68 -1.03 -0.88 1.36 -0.02 -0.61 -154 -2.90
% 3 hv_44417 GRAS AK364580 HAM3 035 0.18 -0.66 -0.57 0.80 068 -042 -154 -234
O 4 hv_14474 C2C2(Zn) GATA AK364126 GATA15 063 -0.13 -0.40 0.55 -0.08 -0.68 -1.26 -2.12 -2.03
5 hv_36136 bzIP AK370195 BZIP21 -0.31 045 0.19 039 -3.90 -4.62 -5.00 -570 -1.80

Relatives Expressionslevel (log2FC-Wert) von Kandidaten-Gene (TR) im Verlauf des Trockenstress-Experiments
(K1, T1, T2, T3) in Scarlett und Tadmor. TR nur in Scarlett reprimiert (oben), TR nur in Tadmor reprimiert. ®Probe
auf dem Agilent 60K-Microarray, "Genfamilie (MAPMAN), ‘GenBank accession no. Hordeum vulgare, “Gen-
Annotation Arabidopsis thaliana (TAIR10) *markierte Gene flr detaillierte Expressionsanalysen (qRT-PCR).
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Abbildung 4.13 Relatives Expressionslevel (2722%) der Kandidaten-Gene MYB-related (AK376021) und AP2/EREBP
(AK362109) unter Trockenstress in Scarlett und Tadmor. Die relativen Expressionslevel wurden mittels qRT-PCR
fir die drei Trockenstress-Stadien (T1, T2, T3) ermittelt und beziehen sich auf die jeweilige unbehandelte
Kontrolle (K1, K2, K3), welche im Wert gleich 1 gesetzt wurde. Die jeweiligen gemittelten Ct-Werte sind unter
dem Diagramm dargestellt. Die Normalisierung aller Werte erfolgte auf das Referenzgen HvActin. Die
Mittelwerte mit den zugehdrigen Standardabweichungen beruhen auf den Daten von drei biologischen
Replikaten. SK-Scarlett Kontrolle, ST-Scarlett Trockenstress, TK-Tadmor Kontrolle, TT-Tadmor Trockenstress
* kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen Scarlett und Tadmor; zweiseitiger Student t-Test p < 0,05 (*), p
<0,01 (**), p < 0,001 (***).

4.2.3.2 Polyamine (PA)

Polyamine sind in der Regulation der pflanzlichen Entwicklung und physiologischer Prozesse
involviert (KUsANO et al., 2008). Eine wichtige Funktion wird weiterhin in der biotischen und
abiotischen Stressantwort diskutiert (HUssAIN et al., 2011).

Mit Hilfe der Microarray-Analysen werden 7 Gene des PA-Metabolismus identifiziert und ihr
Expressionsmuster ermittelt (Tabelle 4.9). Spermin, Spermidin und Putrescin sind die
Hauptvertreter der Polyamine. Flinf Gene, die fiir wichtige Enzyme der PA-Synthese codieren
(Tabelle 4.9 oben), sind im Folgenden genauer dargestellt.

Der erste Schritt der PA-Synthese wird durch die Ornithin-Decarboxylase (ODC), oder Uber
Agmatin durch die Arginin-Decarboxylase (ADC) katalysiert. Eine putative ADC (AK376935) ist
zum Zeitpunkt T3 des Trockenstress-Experiments in Scarlett starker induziert als in Tadmor.

Diese Regulation wird mittels detaillierten Expressionsanalysen verifiziert (Abbildung 4.14 A).
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Tabelle 4.9 Gene des Polyamin-Stoffwechsels (Synthese-oben, Degradation-unten).

Scarlett Tadmor Tvs.S

T1I T2 T3 T1 T2 T3 K1 TargetiD* Genfamilie® Hv Acc.No.© Hv Anno® TAIR10 At Acc.No.*
hv_43167 arginine decarboxylase AK376935 unknown ADC2 AT4G34710 ~
hv_37178 SAMdecarboxylase AK365592 unknown SAM DC AT3G25570
hv_39521 SAMdecarboxylase AK252992  unknown SAM DC AT3G25570 o
hv_15626 spermidine synthase =~ AK376906 unknown SAM MTases AT5G04610 >g
hv_39514 spermidine synthase ~ AK250159  unknown SPDS2 AT1G70310 %
hv_19135 spermidine synthase =~ AK250159  unknown SPDS2 AT1G70310
hv_01682 spermin synthase AK362530 unknown SPMS AT5G53120
hv_01681 spermin synthase AK362530 unknown SPMS AT5G53120 ~
hv_03745 polyamin oxidase AJ298131 PAO1 PAO1 AT5G13700 s
hv_08835 polyamin oxidase AJ298132 PAO2  PAO1 AT5G13700 E
hv_03746 polyamin oxidase AJ298132 PAO2 PAO1 AT5G13700 %'},
hv_03747 polyamin oxidase AJ298132  PAO2 PAO1 AT5G13700 8

log,FC-4 NN |og,FC4

Regulation (log2FC-Wert), TargetID, accession no. und Annotation von Genen des Polyamin-Metabolismus im
Verlauf des Trockenstressexperiments. Der Vergleich erfolgt zum Zeitpunkt T1, T2 und T3 mit der Kontrolle (K1)
flr Scarlett und Tadmor. Unter Kontrollbedingungen (K1) erfolgt der Vergleich zwischen Tadmor und Scarlett
(T vs. S). Induzierte Gene sind rot, reprimierte Gene sind griin gekennzeichnet. ?Probe auf dem Agilent 60K-
Microarray, "Genfamilie (MAPMAN), ‘GenBank accession no. Hordeum vulgare, °Gen-Annotation Arabidopsis
thaliana (TAIR10) unknown = unbekanntes Protein/Funktion (NCBI/BLAST®).

Die Decarboxylierung von S-Adenosylmethionin ist die Voraussetzung fiir die Umwandlung

von Putrescin in Spermidin. Diese Reaktion erfolgt durch die S-Adenosylmethionin

Decarboxylase (SAMDC). Die trockenstress-abhangige Repression einer unbekannten SAMDC
(AK365592) wird nicht bestétigt. Die Expressionsanalysen ergeben, dass dieses Gen in Tadmor
nicht reguliert ist und in Scarlett dagegen zum Zeitpunkt T3 leicht induziert ist (Abbildung 4.14
B). Die sehr hohen Ct-Werte (> 30) fiir AK365592 in beiden Kultivaren deuten auf eine sehr
geringe Transkriptmenge hin. Aus diesem Grund sind belastbare Aussagen Uber deren

Genregulationen nicht moglich. Eine weitere SAMDC (AK252992) st unter

Trockenstressbedingungen in beiden Kultivaren nicht reguliert (Abbildung 4.14 C). Im
weiteren Verlauf der PA-Synthese wird Putrescin in Spermidin durch die Ubertragung einer
Aminopropylgruppe umgewandelt. Diese Reaktion erfolgt durch die Spermidin-Synthase
(SPDS). Die Microarray-Analysen ergeben zwei regulierte putative SPDS. Unter
Trockenstressbedingungen sind diese zwei SPDS in beiden Kultivaren leicht reprimiert.
Entgegen den Microarray-Daten ergeben die genauen Analysen, dass beide SPDS (AK376906)

und (AK250159) nicht reguliert sind (Abbildung 4.14 D und E).
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Abbildung 4.14 Relatives Expressionslevel (2722¢) der Polyamin-Stoffwechsel Gene HVADC [AK376935] (A),
HVSAMDC [AK365592] (B), HYSAMDC [AK252992] (C), HvSPDS [AK376906] (D) HvSPDS [AK250159] (E) und
HvSPMS [AK362530] (F) in Scarlett und Tadmor. Die relativen Expressionslevel wurden mittels qRT-PCR fir die
drei Trockenstress-Stadien (T1, T2, T3) ermittelt und beziehen sich auf die jeweilige unbehandelte Kontrolle (K1,
K2, K3), welche im Wert gleich 1 gesetzt wurde. Die jeweiligen gemittelten Ct-Werte sind unter dem Diagramm
dargestellt. Die Normalisierung aller Werte erfolgte auf das Referenzgen HvActin. Die Mittelwerte mit den
zugehorigen Standardabweichungen beruhen auf den Daten von drei biologischen Replikaten. SK-Scarlett
Kontrolle, ST-Scarlett Trockenstress, TK-Tadmor Kontrolle, TT-Tadmor Trockenstress * kennzeichnet signifikante
Unterschiede zwischen Scarlett und Tadmor; zweiseitiger Student t-Test p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Im letzten Schritt der PA-Synthese wird durch die Ubertragung einer weiteren
Aminopropylgruppe Spermidin zu Spermin gebildet. Diese Reaktion wird durch die Spermin-
Synthase (SPMS) ausgefiihrt. Die SPMS (AK362530) ist zum Zeitpunkt T3 in Scarlett starker
induziert als in Tadmor, wie Abbildung 4.14 F belegt.

Beim Abbau der PA wird Spermin Uber die Zwischenform Spermidin in Putrescin
umgewandelt. Zwei identifizierte Gene codieren fiir Enzyme, welche diese Reaktion
katalysieren. Die Polyamin-Oxidasen (PAO) werden im Folgenden genauer analysiert (Tabelle
4.9 unten).

Die Microarray-Daten zeigen, dass HVPAO1 (AJ298131) unter Trockenstress in beiden
Kultivaren gleich stark reprimiert ist. HYPAO2 (AJ298132) ist dagegen zum Zeitpunkt T2 und
T3 in Tadmor induziert. Die detaillierte Analyse mittels gRT-PCR zeigt ein differenziertes Bild
(Abbildung 4.15 A und B). HYPAO1 und HVPAOZ2 sind im Verlauf des Trockenstress-Experiments
in beiden Kultivaren leicht induziert, allerdings in Tadmor deutlich mehr als in Scarlett.
Interessanterweise werden dagegen beide Gene unter Kontrollbedingungen in Scarlett und

Tadmor reprimiert.

25

A HVPAO1 [AJ298131] " B 4 .| HvPAO2[AI298132]
20 4 OScarlett I 35 - OScarett
W Tadmor W Tadmor
- . 30 -
3 15 g
3 3 >
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Abbildung 4.15 Relatives Expressionslevel (2722) der Polyamin-Stoffwechsel Gene HvPAO1 [AJ298131] (A) und
HvPAO2 [AJ298132] (B) in Scarlett und Tadmor. Die relativen Expressionslevel wurden mittels gRT-PCR fiir die
drei Trockenstress-Stadien (T1, T2, T3) ermittelt und beziehen sich auf die jeweilige unbehandelte Kontrolle (K1,
K2, K3), welche im Wert gleich 1 gesetzt wurde. Die jeweiligen gemittelten Ct-Werte sind unter dem Diagramm
dargestellt. Die Normalisierung aller Werte erfolgte auf das Referenzgen HvActin. Die Mittelwerte mit den
zugehorigen Standardabweichungen beruhen auf den Daten von drei biologischen Replikaten. SK-Scarlett
Kontrolle, ST-Scarlett Trockenstress, TK-Tadmor Kontrolle, TT-Tadmor Trockenstress. * kennzeichnet signifikante
Unterschiede zwischen Scarlett und Tadmor; zweiseitiger Student t-Test p < 0,05 (*), p £ 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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4.2.4

Validierung der Microarray Daten

Die Korrelation zwischen den Microarray und den qRT-PCR-Daten wird fir alle 15

ausgewahlten Kandidaten-Gene Uberprift. Hierfiir werden die relativen Expressionslevel

(228¢t) der qRT-PCR-Analysen gegen die logoFC-Werte (Trockenstress/Kontrolle) der

Microarray-Analysen aufgetragen (Abbildung 4.16).

log,FC (Microarray)

-10

8 6 -4 -2 0 2 4 6 8 10
284t (RT-PCR)

Abbildung 4.16 Korrelation zwischen
Microarray- und qRT-PCR-Daten. Die
Berechnung beruht auf der Analyse aller 15
beschriebenen  Kandidaten-Gene.  Die
relativen Expressionslevel (222%) der qRT-
PCR-Analysen sind gegen die log,FC-Werte
der  Microarray-Analysen  aufgetragen
(Trockenstress vs. Kontrolle). R = Pearson-
Korrelations-koeffizient, R?> = Bestimmt-
heitsmal}

Bei der Auswertung der Microarray-Daten werden alle Trockenstress-Stadien auf das Kontroll-

Stadium K1 bezogen. Fiir die Vergleichbarkeit beziehen sich aus diesem Grund die relativen

Expressionslevel ebenfalls auf die Kontrolle K1. Fir die Mehrheit der untersuchten

Kandidaten-Gene besteht eine hohe Korrelation (R=0,86).
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\' Diskussion

Die Trockentoleranz ist eine sehr komplexe Eigenschaft vieler Pflanzen und basiert auf einer
Vielzahl physiologischer und biochemischer Reaktionen (CATTIVELLI et al., 2008). Die Tatsache,
dass Trockenstress als einer der einflussreichsten Umweltfaktoren dramatische Folgen fir die
weltweite Getreideproduktion hat, rickt die Forschung um das Thema der pflanzlichen
Stressantwort in einen besonders brisanten Fokus. Im Mittelpunkt steht die Identifizierung
jener Gene, welche mit der Ausbildung der Trockentoleranz assoziiert sind und zur Sicherung
des Ernteertrags unter Wasserknappheit beitragen konnen (TESTER & LANGRIDGE, 2010). Ein
besonderes Potential liefern dabei Landrassen, welche an die natirlichen Bedingungen ihrer
Region angepasst sind (SALAMINI et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde die
trockentolerante syrische Landrasse Tadmor mit Scarlett, einer trockentoleranten Kulturform
von Hordeum vulgare unter dem Einfluss von Trockenstress auf physiologischer und
molekularer Ebene analysiert. Tadmor entstammt der syrischen Landrasse Arabi Aswad,
welche in den vermutlich trockensten Teilen Syriens vorkommt (WELTzIEN, 1988). Die Fahigkeit
von Tadmor in semiariden Gebieten zu lberleben basiert auf einer hohen osmotischen
Anpassungsfahigkeit (TEULAT et al.,, 1997) und einer effizienten Wassernutzung
(TEULAT et al., 2001). Weiterhin ist Tadmor durch eine hohe Ertragsstabilitdt charakterisiert
(GRANDO, 1989). Dieser positive Zusammenhang zwischen hohem Ertrag und osmotischer
Anpassungsfahigkeit unter Trockenstressbedingungen wurde neben Gerste auch flir Weizen
(Triticum aestivum und T. durum), Mais (Zea mays) und Hirse (Sorghum bicolor) beschrieben

(zitiert in BLum, 2016).

5.1. Trockenstress-System

Aus der Literatur sind zahlreiche Trockenstress-Studien mit Hordeum vulgare bekannt.
Oftmals wurde die Reaktion auf Trockenstress an einem einzigen Genotyp analysiert (z.B.
OzTURK et al., 2002, ATIENZA et al., 2004; TALAME et al., 2007, ToMMASINI et al., 2008,
SEILER et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit wurde dagegen die Trockenstress-Antwort einer
sensitiven Sorte mit der einer trockentoleranten Sorte verglichen, was die Identifizierung von
Schlissel-Genen der Trockentoleranz ermoglicht (siehe auch SUPRUNOVA et al., 2004;

Li et al., 2006; Guo et al., 2009; SvoBODA et al., 2016).
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Weiterhin missen die optimalen Anzuchtbedingungen und das Verfahren, wie der
Trockenstress induziert wird, bericksichtigt werden. Beim experimentellen Ansatz von
OzTURK et al., 2002 und ATIENZA et al., 2004 erfolgte die Anzucht der Gerste in Sand als Substrat
und als Hydrokultur. Der Trockenstress wurde abrupt gesetzt, indem die Pflanzen fiir sehr
kurze Intervalle auf Filterpapier versetzt wurden. Charakteristisch flir Feldbedingungen und
damit vergleichbarer sind Experimente mit Erde als Substrat und langeren Trockenperioden
(TommasINI et al., 2008; KorrF et al., 2008; SvoBoDA et al., 2016).

Nach diesen Bedingungen wurde das Trockenstress-System der AG HUMBECK etabliert und
ermoglicht zeitgleiche Analyse mehrerer Genotypen von Hordeum vulgare unter
Trockenstress.

Auch das Entwicklungsstadium, in welchem der Trockenstress appliziert werden soll, muss fir
das Testsystem berlicksichtigt werden, da sich einzelne Kultivare z.B. hinsichtlich der
Bedingungen und des Zeitpunktes der Bliite stark unterscheiden. Im Gegensatz zu Scarlett,
einer zweizeiligen Sommergerste, bendtigt Tadmor fiir die Bliitenbildung eine Vernalisation
(FORSTER et al., 2004). Eine Untersuchung der terminalen Trockenstress-Antwort anhand der
Fahnenblatter ist dadurch nicht moglich. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit
die friihe Trockenstress-Antwort an den Primarblattern von Hordeum vulgare analysiert, was

einen optimalen Vergleich der beiden Kultivare Scarlett und Tadmor ermoglicht.

5.2 Die trockenstress-induzierte Blattseneszenz in Scarlett und Tadmor

5.2.1 Physiologische Veranderungen in Scarlett und Tadmor unter
Trockenstressbedingungen

Trockenstress induziert Seneszenz-Prozesse. Die Blattvergilbung, als sichtbares Indiz, ist die
Folge des Chlorophyll-Abbaus. Weiterhin sinkt die Photosynthese-Aktivitdt durch oxidative
Schadigung der Elektronentransportkette und der Photosysteme
(MUNNE - BosCH & ALEGRE et al., 2004; BUCHANAN-WOLLASTON et al., 2003; Lim et al., 2007).
Stabile Werte des Chlorophyllgehaltes und der Chlorophyllfluoreszenz sind daher zuverlassige
Indikatoren fiir die Angepasstheit an Trockenstressbedingungen und dienen zur Uberpriifung
der Trockentoleranz (LI et al., 2006). Eine stark verzogerte trockenstress-induzierte
Blattseneszenz konnte auf diese Weise fiir Tadmor bestatigt werden. Im Vergleich zu Scarlett
sinken beide Parameter zu einem spateren Zeitpunkt des Trockenstress-Experiments.

Weiterhin konnte die Trockentoleranz von Tadmor in verschiedenen Entwicklungsstadien
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festgestellt werden. So finden Blattseneszenz-Prozesse verzogert statt, wenn der
Trockenstress sehr friihzeitig im Zwei-Blatt-Stadium induziert wird (VOLAIRE, 2003), aber auch
unter terminalen Stressbedingungen, mit Beginn des Bl{ite-Stadiums (LI et al., 2006).

Die Fahigkeit von Tadmor, mit Wasserknappheit umgehen zu kénnen ist gut untersucht. Dazu
gehoren eine erhohte Widerstandskraft gegeniiber oxidativen Stress durch Starklicht, eine
hohe osmotische Anpassungsfahigkeit, ein verringerter Chlorophyllgehalt der Blatter, eine
optimale Wassernutzungs-Effizienz, eine geringe Transpirationsrate und stomatare
Leitfahigkeit (HAvAux & TARDY, 1999; TARDY et al., 1998; TEULAT et al., 1997; TEULAT, 2001;
MIKULKOVA et al., 2009). Diese Eigenschaften verleihen Tadmor eine sehr gute Angepasstheit
an trocken-heiRe und sonnige Standortbedingungen der syrischen Steppe.

Im Vergleich zu Scarlett ist der relative Chlorophyllgehalt in Tadmor um etwa 24% reduziert,
wodurch die Blatter unter Kontrollbedingungen eine blassgriine Farbung besitzen.
TARDY et al., 1998 bestdtigen, dass der Pigmentgehalt in Tadmor gegeniliber dem trocken-
sensitiven Kultivar Plaisant um 30% verringert ist. Die dadurch reduzierte Lichtabsorption in
den Blattern schiitzt die Photosysteme passiv vor Hitzeschdden und Photoinhibition durch
Starklicht. Weiterhin vermuten diese Autoren einen aktiven Schutz des photochemischen

Apparates durch einen schnellen Xanthophyll-Zyklus (TARDY et al., 1998).

5.2.2 Expression der Marker-Gene HvA1, HvS40, HvDhn1 und HvHsp17 in
Scarlett und Tadmor unter Trockenstressbedingungen

Die gegenliber Scarlett verzogerte trockenstress-induzierte Seneszenz bei Tadmor spiegelt
sich auf molekularer Ebene in Unterschieden bei der Expression von Seneszenz und Stress-
Genen wider. In Scarlett bewirkt Trockenstress die verstarkte Induktion von Genen fiir die
Degradation von Lipiden, Aminosdauren und Nukleotiden. Unter anderem sind diese
Gengruppen ebenfalls als SAGs wahrend der natlrlichen Blattseneszenz induziert
(Guo et al., 2004; BUCHANAN-WOLLASTON et al., 2003; Lim et al., 2007). Die zwei Marker-Gene
HvA1 und HvS540 sind in Scarlett und Tadmor unter Trockenstress unterschiedlich reguliert und
bestatigen die verzogerte trockenstress-induzierte Blattseneszenz von Tadmor im Vergleich
zu Scarlett auf molekularer Ebene. HvA1 codiert fiir ein LEA-Protein der Gruppe 3, welches
unter Trockenstressbedingungen induziert ist (Xuetal., 1996, HONG et al., 1992). Die
Uberexpression von HVA1 fiihrt zu einer verbesserten Trockentoleranz. Dies bestitigen

transgene Studien in Reis (XIA0 et al., 2007; ROHILA et al., 2002; CHANDRA BABU et al., 2004),
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Weizen (SIVAMANI et al., 2000), Hafer (MAQBooL et al., 2002), Maulbeeren (LAL et al., 2008), und
im WeiBen Straullgras (Fu et al., 2007). Diese Pflanzen zeigen eine erhdhte Stresstoleranz
gegeniiber Trockenheit und Salz durch die Aufrechterhaltung der Zellmembran-Stabilitat und
einen erhohten relativen Wassergehalt. In Tadmor ist HVA1 unter Trockenstress signifikant
starker induziert als in Scarlett, was eine erhohte Trockentoleranz im Vergleich zu Scarlett
widerspiegelt.

Trockenstress hat einen negativen Einfluss auf die Produktivitat bzw. den Ernteertrag, da
Prozesse der Blattseneszenz und der Fruchtreifung vorzeitig einsetzen (GREGERSEN et al., 2013).
HvS40 codiert fir einen putativen Regulator der Blattseneszenz und ist sowohl beim Eintritt
in die natirliche Blattseneszenz als auch der Stress-abhdngigen Seneszenz induziert. Dieses
Gen dient somit als zuverldssiges Marker-Gen fiir Seneszenz (KRUPINSKA et al., 2014). Dabei
korreliert die Geninduktion von HvS40 mit der Abnahme der Photosynthese-Effizienz
(HumBECK et al., 1996). Zum Zeitpunkt T3 des Trockenstress-Experiments ist HvS40 in Scarlett
signifikant induziert. Gleichzeitig ist der relative Chlorophyllgehalt bereits um 50% reduziert
und die Werte der PSII-Effizienz beginnen zu sinken. In Tadmor hingegen ist HvS40 bis zu
diesem Zeitpunkt nicht reguliert und die physiologischen Parameter zeigen keine
Veranderungen zur Kontrolle (siehe Abbildung 4.2 und 4.4). Auch dieses Ergebnis bestatigt die
verzogerte trockenstress-induzierte Blattseneszenz flir Tadmor auf molekularer Ebene.
Ay et al., 2015 belegen, dass HvS40 im Verlauf der natlirlichen Blattseneszenz epigenetisch
reguliert wird. Dabei finden Verdanderungen der Histon-Modifikation fir HvS40 auch unter
Trockenstressbedingungen statt (JANACK & Sosol, et al., 2016). Diese Autoren dokumentieren,
dass die trockenstress-induzierte Genexpression von HvS40 ebenfalls epigenetisch gesteuert
wird.

Dehydrine gehéren zu den LEA-Proteinen (Gruppe 2) und sind unter
Trockenstressbedingungen schnell und massiv induziert (KosovA et al, 2014,
TOMMASINI et al., 2008). Dabei ist ein Mitglied HvDhn1 in trockentoleranten Kultivaren von
Hordeum vulgare starker induziert als in trockensensitiven Kultivaren. Dies belegen
Trockenstress-Experimente mit Jungpflanzen und mit Pflanzen zum Zeitpunkt der Blite
(SuprUNOVA et al., 2004; KaRAMI et al., 2013). Diese Autoren vermuten einem Zusammenhang
zwischen der zeitigen Geninduktion von HvDhn1 und der Ausbildung der Trockentoleranz. In
Scarlett und Tadmor ist HvDhn1 bereits zum Zeitpunkt T2 stark induziert, allerdings ist das

relative Expressionslevel in beiden Kultivaren unter Trockenstress dhnlich hoch. Dies lasst
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vermuten, dass zum einem die transkriptionellen Unterschiede zwischen beiden Kultivaren
noch zeitiger zwischen T1 und T2 stattfinden. Andererseits kénnte HvDhnl zur Gruppe
derjenigen DRGs gehoren, welche in Scarlett und Tadmor unter Trockenstress gleich reguliert
sind. SVOBODA et al., 2016 fanden ebenfalls heraus, dass die meisten Dehydrin-codierenden
Gene in Tadmor und einem trockensensitiven Kultivar (Amulet) unter
Trockenstressbedingungen dhnlich stark induziert sind.

Auch ein Hitzeschockprotein (HSP) HvHsp17 ist in beiden Kultivaren unter Trockenstress gleich
stark induziert. Guo et al., 2009 identifizierten HvHsp17.9, welches sowohl in einem
trockensensitiven und trockentoleranten Kultivar von Hordeum vulgare durch Trockenstress
induziert ist. Ein weiteres Mitglied dieser Genfamilie HvHsp17.8 ist dagegen nur im
trockentoleranten Kultivar induziert. Diese Autoren vermuten, dass die einzelnen HSPs
verschiedene Funktionen in der Trockenstress-Antwort haben. Die Klasse der HSF (heat-shock
factors)-TR binden an die konservierte Promotorregionen HSE (heat-shock element) der HSPs
und regulieren auf diese Weise deren Genexpression (SCHOFFL et al., 1998). Die Microarray-
Analysen zeigen, dass die Gruppe der HSFs in Scarlett und Tadmor im Verlauf des
Trockenstress-Experiments signifikant induziert ist (Cluster 1). Dieses Ergebnis korreliert mit
dem dhnlichen Expressionsmuster von HvHsp17 in Scarlett und Tadmor.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass gemeinsame und unterschiedliche Signalwege in der
molekularen Trockenstress-Antwort in beiden Kultivaren existieren, welche vermutlich die

verstarkte Ausbildung der Trockentoleranz in Tadmor im Vergleich zu Scarlett realisieren.

5.3 Kandidaten-Gene der trockenstress-induzierten Blattseneszenz

5.3.1 Transkriptionsregulatoren

Zahlreiche Studien belegen, dass TR im Trockenstressgeschehen involviert sind. Einzelnen
Mitgliedern der Genfamilien DREB/CBF, CCAAT, MYB, MYC, homeodomain, bHLH, NAC,
AP2/ERF, bZIP, and WRKY wurde eine mogliches Potential zur Verbesserung der
Trockentoleranz in Getreide zugeschrieben (RABARA et al., 2014, TONDELLI et al., 2006; HUSSAIN
et al, 2011). Nach vergleichenden Microarray-Analysen zur unterschiedlichen
transkriptionellen Regulation der Trockenstress-Antwort bei Scarlett und Tadmor konnten
differentiell regulierte Gene identifiziert werden. Mittels Clusteranalyse wurden daraufhin
Kandidaten-Gene aus der Gruppe der TR ermittelt, die im Verlauf des Trockenstress-

Experiments in Scarlett und Tadmor dhnlich und unterschiedlich reguliert sind. Ein aufgrund
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ihres Expressionsverhaltens ausgewahltes Set an solchen Faktoren und ihre moégliche Funktion
in der trockenstress-induzierten Blattseneszenz in Hordeum vulgare werden im Folgenden

diskutiert.

5.3.1.1 Ein Jumonji-TR (AtJMJD5/JMJ30) ist in Scarlett und Tadmor unter Trockenstress
induziert

Mitglieder der Jumonji-Genfamilie sind in beiden Kultivaren im Trockenstress-Verlauf
signifikant induziert (Cluster 1). Jumnonji-TR gehoéren zur Gruppe der pflanzlichen
Demethylasen und haben damit eine wichtige Funktion in der epigenetischen Regulation der
Genaktivitat, aber auch in der pflanzlichen Entwicklung (CHEN, 2011; Luo et al., 2014).
PAPAEFTHIMIOU & TSAFTARIS, 2011 identifizierten in Hordeum vulgare eine putative Histon-3-
Lysin-4-(H3K4) Demethylase (HvPKDM7-1), welche unter Trockenstress stark induziert ist.
Diese Autoren vermuten weiterhin, dass dieser Faktor in der epigenetischen Regulation der
Trockenstress-Antwort involviert ist.

Ein Vertreter der Jumnonji-TR (AK372811) ist in Scarlett starker induziert als in Tadmor. Das
orthologe Gen in Arabidopsis thaliana AtIMJD5/IJMJ30 (At3g20810) ist in der circadian
regulierten Genexpression beteiligt (JONES et al., 2010; Lu et al., 2011). Der zentrale Feedback-
Mechanismus der circadianen Rhythmik wird durch TOC1 (Timing of Cab1 Expression 1), CCA1
(Circadian Clock Associated 1) und LHY (Late Elongated Hypocotyl) realisiert. TOC1 aktiviert
die Genexpression von CCA1 und LHY. CCA1 und LHY binden wiederum an den Promotor von
TOC1 und unterdriicken dadurch die Expression von TOC1 selbst. At/MJD5/JMJ30 besitzt ein
dhnliches Expressionsmuster wie TOCI. Es aktiviert ebenfalls CCA1 und LHY und wird durch
CCA1 reprimiert, sodass eine funktionelle Interaktion von AtJIMJD5/JMJ30 und TOC1 vermutet
werden kann (CHEN, 2011). Einen Zusammenhang zwischen der circadianen Rhythmik und
Trockenstress zeigen LEGNAIOLI et al., 2009. Diese Autoren vermuten, dass TOC1 als

molekularer Schalter in beiden Signalwegen involviert ist.

5.3.1.2 Ein bZIP-TR (AtHYS5) ist nur in Scarlett unter Trockenstress induziert

Ein bZIP-TR (AK375694) ist dem Gen AtHY5 (Elongated Hypocotyl 5) (AT5G11260) in
Arabidopsis thaliana ortholog. Dieser TR ist im Verlauf des Trockenstress-Experiments in
Scarlett induziert, in Tadmor jedoch nicht reguliert. Die groRe Gruppe der bZIP-TR umfasst in
Hordeum vulgare 141 Proteine, codiert durch 89 Gene (POURABED et al., 2014). Basierend auf

ihrem DNA-Bindemotiv werden sie in 11 Gruppen eingeteilt. Die Gruppe H besteht aus 3
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HvbZIP-Genen und ist namentlich dem AtHY5 aus Arabidopsis thaliana zugeschrieben
(POURABED et al., 2014). HY5 ist ein positiver Regulator der Photomorphogenese und der
pflanzlichen Entwicklung (ANG et al., 1998). Er ist in der Photorezeptor-vermittelten Licht-
Signalwirkung und der Anthocyan-Biosynthese involviert (ANG et al., 1998; SHIN et al., 2013;
GYULA et al., 2003). Anthocyane gehoren zu den Flavonoiden, einer Gruppe pflanzlicher
Sekundarstoffe mit antioxidativer Wirkung. Pflanzen akkumulieren diese Substanzen unter
abiotischen und biotischen Stressbedingungen und in der natiirlichen Blattseneszenz (CHALKER-
ScoTT, 1999; DIXON & Palva, 1995; HATIER & GouLD, 2008; NAKABAYASHI et al., 2014). Dies lasst
vermuten, dass HY5 unter Trockenstress in Tadmor starker induziert ist als in Scarlett. Doch
die Expressionsanalysen zeigen ein gegenteiliges Ergebnis. Interessanterweise belegen
Ay et al., 2014, dass eine Vielzahl von Seneszenz-assoziierten Genen potentielle Ziel-Gene von
AtHY5 sind. Die Induktion von HY5 und des Seneszenz-Marker-Gens HvS40 in Scarlett lassen
demnach vermuten, dass dieser bZIP-TR nicht nur in der Anthocyan-Biosynthese involviert ist,
sondern in Gerste auch trockenstress-induzierte Seneszenz-Prozesse auslést. In
Ubereinstimmung mit dieser Vermutung, sind beide Gene (HY5 und HvS40) in Tadmor bis zum
Zeitpunkt T3 nicht reguliert. Unterstitzt wird diese Hypothese durch vergleichende
Trockenstress-Experimente von SVOBODA et al., 2016. Diese Autoren fanden heraus, dass HY5
in Amulet, einem trockensensitiven Kultivar von Hordeum vulgare, starker induziert ist als in
Tadmor. In weiterflihrenden Experimenten kdnnen Expressionsdaten von HY5 zu spateren
Zeitpunkten des Trockenstress-Experiments und von HY5-Ziel-Genen in Scarlett und Tadmor

wichtige Informationen zur Funktion dieses TR liefern.

5.3.1.3 Ein GRAS-TR (AtSCL14) ist nur in Tadmor unter Trockenstress induziert

GRAS-TR kommen nur in Pflanzen vor und spielen eine wichtige Rolle bei Wachstums- und
Entwicklungsvorgdngen, insbesondere bei der Gibberellin-Signaltransduktion. Sie sind aber
auch in der biotischen und abiotischen Stressantwort involviert (TIAN et al., 2004;
Xu et al., 2015; BoOLLE, 2004). Der Name beruht auf den drei anfanglich entdeckten Mitgliedern
Gibberellin-acid insensitive (GAl), Repressor of GA1 (RGA) und Scarecrow (SCR)
(PysH et al., 1999). Die GRAS Genfamilie setzt sich aus mehreren Untergruppen zusammen. Die
Untergruppe der LISCL enthdlt das in Arabidopsis thaliana bekannte Gen AtSCL14
(AT1G07530) (Xu etal., 2015). Dieser TR ist dem identifizierten GRAS-TR ortholog, welcher nur

in Tadmor unter Trockenstress leicht induziert ist. Phylogenetische Analysen zeigen auBerdem
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eine enge Verwandtschaft von OsGRAS23 aus Reis (Oryza sativa) mit der LISCL Gruppe.
Xu etal (2015) zeigen, dass OsGRAS23 durch Trockenstress induziert ist und die
Uberexpression dieses Faktors die Trockentoleranz in Reispflanzen erhéht. Diese Autoren
bestatigen weiterhin., dass Stress-verwandte Gene, die fir z.B. ROS-Schutzproteine
(Peroxiredoxin, Peroxidasen, Glutathion-S-Transferase) codieren, induziert sind. In
Arabidopsis thaliana interagiert AtSCL14 mit TGA, einem Klasse 2 bZIP-TR und aktiviert
dadurch eine Gruppe von Genen, die in pflanzlichen Entgiftungsprozessen von Xenobiotika
und moglichen schadlichen endogenen Substanzen involviert sind (FODE et al., 2008).
Trockenstress bewirkt einen starken Anstieg von ROS, mit der Folge, dass oxidative Schaden
von Proteinen, Lipiden und DNA das pflanzliche Wachstum und die Produktivitdt negativ
beeinflussen und schlielllich zum Zelltod fiihren (APeL & HIRT, 2004; FAROOQ et al., 2009). Der
in Tadmor induzierte GRAS-TR kdnnte demnach mit einer erhdhten Trockentoleranz durch

verbesserte Entgiftungsprozesse in Zusammenhang stehen.

5.3.14 ARR-TR sind unter Trockenstress in Tadmor und Scarlett reprimiert

Mitglieder der ARR (Arabidopsis response regulators) - Genfamilie sind in beiden Kultivaren
unter Trockenstressbedingungen signifikant reprimiert. Die Funktion von ARRs im
Trockenstressgeschehen ist bisher kaum erforscht. Jedoch ist bekannt, dass sie in der
Signalwirkung des Phytohormons Cytokinin (CK) involviert sind (HWANG et al., 2012). Bei der
Anpassung von Pflanzen an Trockenstress ist ein crosstalk zwischen ABA- und CK-Signalwegen
sowie die Homoostase beider Phytohormone entscheidend (PELEG & BLumwALD, 2011;
HA et al., 2012). Unter Trockenstress bewirkt die Akkumulation von ABA die Biosynthese von
Schutzproteinen, das Schliefen der Stomata und die Beschleunigung der Seneszenz. Im
Gegensatz dazu verzogert CK diese Prozesse. Unter Trockenstressbedingungen hemmt daher
vermutlich ABA die Biosynthese und Signalwirkung der CK (ZwAck & RASHOTTE, 2015;
HWANG et al., 2012; NisHIYAMA et al., 2011). NGUYEN et al (2016) fanden heraus, dass die
Expression der Gene AtARR1, AtARR10, und AtARR12 in Arabidopsis thaliana durch
Trockenstress reprimiert werden. Die Stilllegung dieser und weiterer Gene der CK-
Signalwirkung kénnte eine Anpassungs-Strategie von Pflanzen an Trockenstressbedingungen

erklaren.
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5.3.1.5 Ein MYB-related-TR (AtRL5) ist unter Trockenstress in Scarlett reprimiert

RAD-like (RL)-TR sind eine Untergruppe der MYB-TR. In Scarlett ist ein MYB-related-TR
(AK376021) im Verlauf des Trockenstress-Experiments stark reprimiert. Im Gegensatz dazu ist
das relative Transkriptlevel im trockentoleranten Kultivar Tadmor sowohl unter Trockenstress
als auch unter Kontrollbedingungen extrem gering. Einige Mitglieder der RL-Genfamilie sind
bei der Blutenentwicklung beteiligt (BAXTER et al., 2007). Jedoch ist die genaue Funktion dieser
TR noch unbekannt. Der identifizierte MYB-related-TR ist dem Gen AtRL5 (RAD-like 5) in
Arabidopsis thaliana ortholog. WICKRAMASURIYA & DUNWELL (2015) fanden heraus, dass AtRL5 im
Verlauf der Embryogenese reprimiert ist. Trockenstress-Analysen mit Lotus japonicus und
Ribes nigrum ergaben ebenfalls eine starke Repression fiir ein jeweiliges AtRL5-orthologes

Gen (BETTI et al., 2012; CerekoviC et al., 2015).

5.3.2 Polyamine

Polyamine haben, neben Wachstums- und Entwicklungsprozessen, eine wichtige Funktion in
der pflanzlichen Stressantwort. Die Funktion einzelner Gene des PA-Metabolismus unter
Trockenstress ist gut untersucht (Uberblick in HussaIN et al., 2011). Die Microarray-Analysen
zeigen Unterschiede im trockenstress-abhangigen Expressionsmuster einzelner identifizierter
Gene des PA-Metabolismus in Scarlett und Tadmor.

Die Biosynthese der PA erfolgt Giber zwei Wege. In einem Weg wird Putrescin durch das Enzym
ADC gebildet. In Hordeum vulgare codiert HYADC (AK376935) fiir dieses Enzym. Dieses Gen ist
in Scarlett im Trockenstress-Verlauf induziert, in Tadmor hingegen nicht. In Arabidopsis
thaliana sind zwei Gene AtADC1 und AtADC2 bekannt. Letzteres ist dem HVADC ortholog und
wird ebenfalls durch Trockenstress induziert (ALCAZAR et al., 2006). Transgene Studien mit von
Arabidopsis thaliana, Reis, Tomate und Aubergine belegen einen Zusammenhang zwischen
der verbesserten Trockentoleranz und dem Anstieg der ADC-Expression (ALCAZAR et al., 2006;
PEREMARTI et al., 2009 und 2010; CAPELL et al., 1998 und 2004; WANG et al., 2011; PRABHAVATHI
& RAaJAM, 2007). Die Akkumulation von Putrescin in der Pflanze durch die Uberexpression von
ADC2 korreliert dabei mit einer verringerten Offnung der Stomata und Transpirationsrate
(ALcAzaRr et al., 2010). Im Gegensatz dazu ist HYADC2 in Tadmor vermutlich nicht induziert, da
es als trockentolerantes Kultivar bereits eine geringe Transpirationsrate und stomatadre

Leitfahigkeit besitzt (HAvAUX & TARDY, 1999; TEULAT, 2001).
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Ein weiteres wichtiges Biosynthese-Enzym ist die SAMDC. Dieses Enzym liefert die
Aminopropylgruppe fiir die Bildung von Spermidin und Spermin. Uberexpressionsstudien von
SAMDC in Arabidopsis thaliana, Tabak und Reis zeigen Pflanzen mit einer verbesserten
Trockentoleranz (ALCAZAR et al., 2006; PEREMARTI et al., 2009; WAIE & RAJAM, 2003). Der erhohte
Gehalt von Spermin induziert die Genexpression von NCED3, einem Schliisselenzym der ABA-
Biosynthese (ALCAzAR et al., 2006). Die vermutete Induktion der beiden HVSAMDC-Gene
(AK252992 und AK365592) unter Trockenstress konnte weder in Scarlett noch in Tadmor
festgestellt werden.

Im letzten Schritt der PA-Biosynthese katalysieren die Enzyme SPDS und SPMS die
Umwandlung von Putrescin in Spermidin und Spermin. Guo et al., 2009 identifizierten eine
SPDS in Hordeum vulgare, die in zwei trockentoleranten Kultivaren signifikant durch
Trockenstress induziert ist. Im Gegensatz dazu sind die zwei HvSPDS (AK376906 und
AK250159) in Scarlett und Tadmor unter Trockenstressbedingungen nicht reguliert. Weiterhin
untersuchten YAMAGUCHI et al (2007) acl5/spms-Mutanten von Arabidopsis thaliana, die kein
Spermin produzieren kdnnen. Diese Pflanzen reagieren sehr sensitiv auf Trockenstress, da sie
ihre Stomata nicht schlieBen konnen, um dem Wasserverlust entgegenzuwirken. Die
Microarray-Analysen zeigen hingegen, dass HvSPMS (AK362530) nicht wie erwartet, in
Tadmor, sondern im trockensensitiven Kultivar Scarlett induziert wird.

Der Zusammenhang zwischen Veranderungen im PA-Gehalt und der Anpassung an
Trockenstress wird sehr kontrar diskutiert (POTTOSIN & SHABALA et al., 2014) und ist vermutlich
spezifisch flr einzelne Pflanzenarten. Wie bereits erwahnt, belegen zahlreiche Publikationen
eine positive Korrelation zwischen einem erhdhten PA-Gehalt und einer verbesserten
Trockentoleranz. Do et al., 2013 konnten dagegen keinen Zusammenhang zwischen dem PA-
Gehalt und der Trockentoleranz in Reis feststellen konnten.

Der Gehalt von Polyaminen in der Pflanze wird auf verschiedenen Wegen moduliert.
Zahlreiche Hinweise deuten darauf hin, dass PA-Biosynthese-Enzyme nicht nur auf
transkriptioneller Ebene kontrolliert werden, sondern die Regulation ihrer Aktivitdt auch
translational und posttranslational erfolgt (Hu et al., 2005; CHANG et al., 2000,
HANFREY et al., 2002). Ebenso beeinflussen Degradationsprozesse durch PAOs und DAOs den
PA-Gehalt. HYPAO1 und HvPAO2 sind zwei Isoformen der PAOs in Hordeum vulgare
(CERVELLI et al., 2001). Unter Trockenstress sind beide Gene in Tadmor starker induziert und in

den Kontroll-Pflanzen interessanterweise in beiden Kultivaren reprimiert. Beim Abbau von
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Spermin zu Spermidin und Putrescin durch PAOs entsteht H,O; (CONA et al., 2003). H.0;
reguliert die Bewegung der Stomata und optimiert somit Wassernutzungs-Effizienz unter
Trockenstress (Xu et al., 2010). H,0;, gehort zur Gruppe der ROS, welche auch eine sehr
wichtige Funktion als second messenger in der Signaltransduktion der Stressantwort haben
(TuTeElA & SOPORY, 2008; FOYER & NOCTOR, 2005; VANDENBROUCKE et al., 2008). In diesem
Zusammenhang koénnte die Induktion der HvPAO-Gene in Tadmor die Genexpression
verschiedener regulatorischer und funktioneller Gene fiir die Ausbildung der Trockentoleranz
auslosen.

Die Funktion der PAs im Trockenstressgeschehen ist sehr komplex. Dabei ist die Ausbildung
der Trockentoleranz vermutlich stark abhdngig vom jeweiligen Anteil und Gleichgewicht
einzelner PAs Putrescin, Spermidin und Spermin (PEREMARTI et al., 2009). Aus diesem Grund
muss in weiterflihrenden Experimenten der Gehalt der einzelnen PAs unter Trockenstress in

Scarlett und Tadmor ermittelt und verglichen werden.
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Vi Material und Methoden
6.1 Material
6.1.1 Pflanzenmaterial

Fiir die Trockenstress-Experimente wurden verschiedene Kultivare von Hordeum
vulgare hinsichtlich ihrer Trockentoleranz untersucht. Hierfliir war es zunachst
notwendig das Saatgut aller Kultivare zu vermehren (siehe Kapitel 6.1.2). Dabei
entsprachen die Tochtergenerationen sowohl phanotypisch als auch physiologisch den
jeweiligen Eltern. Tabelle 6.1 dokumentiert alle analysierten Kultivare mit ihrer
jeweiligen Herkunft und in der Literatur beschriebenen Eigenschaften. Dabei wurden
das trockentoleranteste Kultivar Tadmor und das trockensensitivste Kultivar Scarlett fir
weitere detaillierte Untersuchungen bestimmt. Das Ausgangssaatgut der einzelnen
Kultivare wurde von folgenden Quellen bezogen: Hordeum vulgare L. cv. Scarlett (Breun
Seed GmbH & Co. KG, Morgenrot 12, D-06484 Quedlinburg), Hordeum vulgare L. cv.
Er/Apm und Hordeum vulgare L. cv. Tadmor von der AG VON KORFF am Max-Planck-
Institut (MPI) flir Pflanzenziichtungsforschung, Carl-von-Linné-Weg 10, D-50829 Koln;
Morocco9-75 von Herrn Dr. Michael Baum am International Center for Agricultural
Research in the Dry Areas (ICARDA), PO Box 5466, Aleppo, Syrien; Hordeum spontaneum
und Hordeum agriocrithon vom Leibniz-Institut fiir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung (IPK) Gatersleben, CorrensstraRe 3, D-06466, Stadt Seeland;
Hordeum vulgare L. cv. Lomerit von der AG KRUPINSKA am Botanisches Institut, Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel, Am Botanischen Garten 1-9, D-24118 Kiel; Hordeum
vulgare L. cv. Kendo und Hordeum vulgare L. cv. Merlot von der AG ORDON am Julius-
Kihn-Institut (JKI) Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen, Versuchsstation zur
Kartoffelforschung Grof} Lisewitz, OT GroR Liisewitz, Rudolf-Schick-Platz 3, D-18190
Sanitz; Hordeum wvulgare L. cv. Marthe und ausgewadhlte Introgressionslinien
(Hintergrund-Kultivar: Hordeum vulgare L. cv. Scarlett) von der AG PILLEN am Institut fir
Agrar- und Ernahrungswissenschaften (IAEW), Pflanzenziichtung, Martin-Luther.-

Universitat Halle-Wittenberg, Betty-Heimann-Str. 3, D-06120 Halle (Saale).
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Ubersicht der untersuchten Hordeum vulgare Kultivare unter Trockenstressbedingungen.

Tabelle 6.1

(s -

Tadmor, die toleranteste Linie und Scarlett, die sensitivste Linie sind grau hervorgehoben.
Sommergerste; W — Wintergerste; 2 — zweizeilige Ahren; 6 — sechszeilige Ahren; B — bespelzte Kérner)
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6.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht weiter spezifiziert, in analytischer
Qualitat (,pro analysis“) von den Firmen Agilent Technologies (Waldbronn,
www.agilent.com/home), Biozym Diagnostics GmbH (Oldendorf, www.biozym.com),
Calbiochem® (San Diego, USA, www.calbiochem.com), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
www.carl-roth.de), GE Healthcare (Minchen), Merck Eurolab GmbH (Darmstadt,
www.merckeurolab.de), Diagonal GmbH & Co. KG (Minster, www.diagonal.de), Duchefa
(Haarlem, Niederlande, www.duchefa.com), MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot,
www.fermentas.de), Invitrogen GmbH (Karlsruhe, www.invitrogen.com), Promega GmbH
(Mannheim, www.promega.com), Roche-Diagnostics GmbH (Mannheim,
www.roche.com/diagnostics) und Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen, www.sigma-

aldrich.com) bezogen.
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6.1.3 Puffer, Losungen, Medien

Die Herstellung der verwendeten Puffer erfolgte mit entionisierten Wasser, welches

zuvor durch eine PURELAB Plus™-Wasseraufbereitungsanlage (USF Reinstwasser-

systeme GmbH, Ransbach Baumbach) gereinigt und anschliefend autoklaviert wurde.

6x DNA-Proben-Ladepuffer

60% (v/v) Glycerol (99,6%)
60mM Natrium-EDTA

0,01% (w/v) Bromphenolblau, autoklavieren

Dye
50% (v/v) Glycerin

0,04% (w/v) Bromphenolblau, autoklavieren

Ethanol-Losung (70%-ig)

70% (v/v) Ethanol reinst

Formamid (deionisiert)

5% (w/v) AG® 501-X8 (D) Resin,
1h unter dem Abzug riihren, danach durch einen
Faltenfilter in eine dunkle sterile Flasche

filtrieren

GroRen-Marker

ribosomale RNA aus E. coli

vor Gebrauch werden 2,5ul des Markers
[entspricht ca. 5ug RNA] in 12ul Probenpuffer

aufgenommen

10x MOPS-Laufpuffer (pH 7,2)

0,4M MOPS
0,1M Natriumacetat
10mM Natrium-EDTA

pH 7,2 mit 5N NaOH einstellen, autoklavieren

4 M NaCl-Lésung

4M Natriumchlorid, autoklavieren

Probenpuffer

50% (v/v) deionisiertes Formamid [mit 5% (w/v)
AG®501-X8 (D) uber Filter deionisiert]

20% (v/v) Dye [50% (v/v) Glycerin, 0,04% (w/v)
Bromphenolblau, autoklavieren]

3% (v/v) steriles deionisiertes Wasser

17% (v/v) Formaldehyd

10% (v/v) 10x MOPS-Laufpuffer (pH 7,2)

50x TAE-Puffer (pH 8)

2 M Tris-Base
50mM Na-EDTA

pH 8 mit Essigsdure einstellen, autoklavieren

Trizol

0,8M Guanidiumthiocyanat,

0,4M Ammoniumthiocyanat,

0,1M NaAc (pH 5)

5% (v/v) Glycerol (99,8%) steril,
38% (v/v) Phenol (TE gesattigt pH 5)
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6.1.4 Biochemische Materialien

6.1.4.1 Enzyme

DNasel recombinant, RNase-free

M-MuLV Reverse Transcriptase

RiboLock™ RNase Inhibitor

Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix UDG

6.1.4.2 Oligonukleotide

Roche-Diagnostics GmbH, Mannheim
Life Technologies GmbH
Life Technologies GmbH

Invitrogen

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg,

Deutschland) bezogen und sind in Tabelle 6.2 dokumentiert.

Tabelle 6.2 Oligonukleotide und Nukleotidsequenz

Genname / Accession Name Nukleotidsequenz (5' — 3')
HvActin HvActin_for GGA AAT GGC TGA CGG TGA GGA C
AY145451 HvActin_rev GGC GAC CAA CTA TGC TAG GGA AAA C
HVAL HvA1_for ACA CGG CGC AGT ACA CCA AGG AGT
X78205.1 HVA1_rev CCC ACC ACG GCG TTC ACC AC
HvVS40 HvS40_for CGA CGG CGA CGT CCG ATG TA
AJ310379 HvS40_rev CTT TGA GCG TCC TCC CTT TGC
Dehydrin 1 HvDhn1_for CCA TCA AGT CGC CCG CTC GT
AF043087 HvDhn1_rev GGC GGC ACA TCA GCC TGC TA
HSP17 HvHsp17_for TCG AGA TCT CCG GCT GAA TGC
Y07844 HvHsp17_rev CGG CAA GAA CAA CGA CAC AAC
IMIDS Hv08875_for TCG GCG ATG TGC TCA AAC TTC
AK372811 Hv08875_rev GCC GCT CGA TTC GCT TAC AA
Hv11238_for CAT CCA GTA GGC AGT CAG TAG C
AK362981
Hv11238_rev GTC CAA AGT CCA AAC ACA CGG
HYS Hv04202_for AAA AAC ACT ACC GGT AAC AAG AGA
AK375694 Hv04202_rev CAC AAT GAA GTA GCG TAG CAG ATA
scL14 Hv17201_for GGA GCA CTA CCA CAA GGA CT
AK357996 Hv17201_rev AAC ACG CAG AAC ACT TCC AG
CBF4 Hv08918_for TCC ACG CGA CTG GGT CAT TT
DQ445244 GTC CTT GAT CTC TTG CGC GG

Hv08918 rev
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Tabelle 6.2 Fortsetzung

Hv09968_for GGT GCC GGT GCT GGT TTT
AK369809

Hv09968_rev CTC CCC CTT GCC GAT GTC
RLS Hv17807_for GCT TAT GTG CTC TTG CGT TGT AT
AK376021 Hv17807_rev CAG TGT CGA TCC CTT TTT ATT TTA

Hv28577_for GTG CCG TCT ATG ATT GTG CC
AK362109

Hv28577_rev ATG ACA GGA TGA GTT GGT GAC T
ADC2 Hv43167_for GCG CCG CCG AGG ACG ATG ACG AG
AK376935 Hv43167 rev GGT TGG GCC GGT GAT AAT AGG TA
SAMDC Hv37178_for CCT GGC TCC CTG GTT TAC AG
AK365592 Hv37178_rev GAA GCA TGA CAG CAC CCT CT
SAMDC Hv39521_for GAG GGC GAG AAT GTG GAG AG
AK252992 Hv39521 rev CGG AAC AGC GAC AGC AAA AA
SAM MTases Hv15626_for TCG CGA GGA ACT ATT TTG GAC TG
AK376906 Hv15626_rev ATG GCG GCG CAC TGA CAC
SPDS2 Hv39514_for ACG GAG GGG CCT AGT GTT GATT
AK250159 Hv39514_rev GAG CGG CCC CTTGGATTTT
SPMS Hv01682_for CCT GGC GGC GTT CTG TCT AAT
AK362530 Hv01682_rev ACG CCG CCC TTG AAT ACC TC
HYPAO1L Hv03745_for AGG CGG ATC GAG CAG CAG TC
AJ298131 Hv03745_rev GAT GGG CCA GTT GGA GAA GGT
HYPAO2 Hv08835_for GTT GGC GGG CGG GTCTACT
AJ298132 Hv08835_rev GTT GTT GGA GGC CTT GTT CAT CAG

6.1.4.3  Kit's

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit

One Color RNA Spike-In Kit

Low Input Quick Amp Labeling Kit, one-color

RNeasy MiniKit

Gene Expression Hybridization Kit (catalog no. 5188-5242)
Gene Expression Wash Buffer Kit (catalog no. 5188-5327)
Stabilization and Drying Solution (catalog no. 5185-5979)

Thermo Fisher Scientific
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Qiagen

Agilent Technologies
Agilent Technologies

Agilent Technologies

Seite | 64



MATERIAL UND METHODEN

6.2 Methoden

6.2.1 Pflanzenanzucht und Saatgutvermehrung
6.2.1.1 Pflanzenanzucht

Fir die Keimung wurde das Saatgut in abgedunkelten Anzuchtschalen auf feuchtem
Filterpapier stratifiziert (48h, 4°C) und dann bei Raumtemperatur 24h vorgekeimt. Im
Anschluss wurden zehn Samen pro 5L Mitscherlich-GefaRe, gefillt mit 1,5kg Erde Typ 'ED73'
(Einheitserdewerk Hameln, Deutschland, pH 5.8) ausgesat. Die Pflanzenanzucht erfolgte unter
folgenden Bedingungen: 16h Licht, 21°C / 8h Dunkel 18°C, 45-50% relative Feuchte,

Beleuchtung von 100klIx.

6.2.1.2 Saatgutvermehrung

Die Keimung und Anzucht erfolgte fir die Sommergersten-Kultivare wie unter 6.2.1
beschrieben. Die Wintergersten wurden fir 6-8 Wochen vernalisiert (16h Licht / 8h Dunkel,
45-50% relative Feuchte, Beleuchtung von 100kIx). Die Temperatur wurde abhangig vom
Kultivar zwischen 0-10°C gewahlt. Im Anschluss wurden die Pflanzen dann allmahlich an die
beschriebenen Anzuchtbedingungen (siehe Kapitel 6.2.1) akklimatisiert. Nach der Ernte wurde

das Saatgut bis zur Verwendung dunkel bei 4°C gelagert.

6.2.2 Trockenstress-Experimente auf Erde
6.2.2.1 Trockenstress-Testsystem

Das Testsystem flir die Trockenstress-Experimente wurde in der AG HUMBECK unter Nutzung
der Gersten-Sorte Hordeum vulgare L. cv. Scarlett etabliert. Hierfiir wurden die Pflanzen unter
beschriebenen Bedingungen (siehe Kapitel 6.2.1.1) angezogen (10 Mitcherlich-Gefal3e je
Sorte). Um einen relativen Wassergehalt der Erde (rSWC - relative soil water content) von 70%
sicherzustellen, wurden jedem Gefald nach der Aussaat 600ml| Wasser hinzugefiigt. Der rSWC
wurde vor Versuchsbeginn aus dem Gewicht von 1,5kg wassergesattigter Erde ermittelt. Im
Verlauf der Experimente wurden die Gefalle taglich gewogen, gewassert (70% rSWC) und
randomisiert. Am vierten Tag nach Aussaat (das - days after sowing) stoppte die Bewdsserung
fur die Halfte der Pflanzen. Die Kontroll-Pflanzen wurden weiterhin kontinuierlich Gber den
gesamten Zeitraum des Experiments gewdssert. Der Vorteil dieser Methode ist der Effekt des

langsamen Austrocknens, wie es auch unter natiirlichen Bedingungen stattfindet.
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6.2.2.2 Trockenstress-Stadien und Probennahme

Wahrend des Trockenstress-Experiments wurde der rSWC taglich durch das Wiegen der
GefaRe ermittelt. In Relation zum rSWC vom Beginn des Experiments (70%) wurde der
prozentuale Wert kalkuliert. Daraufhin wurden fiir alle folgenden physiologischen und
molekularen Untersuchungen spezifische Trockenstress-Stadien festgelegt: 40% = 12das (T1),
20% = 21das (T2), 15% = 24das (T3), 12% = 27das (T4), 10% = 31das (T5), <10% = 34das (T6),
<10% = 38das (T7), <10% = 49das (T8).

Alle Messungen und Blattprobennahmen erfolgten an den Primarblattern der Pflanzen und in
der Mitte der Licht-Periode. Fir die physiologischen Analysen wurden vier Blatter
verschiedener Pflanzen geerntet und weitere funf Blatter (Doppelproben) verschiedener
Pflanzen wurden fiir die molekularen Analysen sofort in Flissigstickstoff schockgefroren und

bei -80°C fiir weitere Untersuchungen gelagert.

6.2.3 Physiologische Untersuchungen
6.2.3.4 Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz (PSlI-Effizienz)

Die Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz erfolgte mittels Fluorometer (IMAGING-PAM, Puls-
Amplituden moduliert, Heinz Walz GmbH, Effeltrich) nach der Methode von
HuMBECK et al., 1996. Dabei wurde das mittlere Segment von je vier intakten Primarblattern
bei Raumtemperatur gemessen. Nach 10-minitiger Dunkeladaption des Blattmaterials
wurden die Grundfluoreszenz (Fo) bei einer Lichtintensitdt von 0,1uE(m?s?) und die
Maximalfluoreszenz (Fm) bei einem kurzen Weilllichtpuls hoher Intensitdt (1s bei max.
1800pEm™2s?) ermittelt. Die variable Fluoreszenz (Fy) resultiert aus der Differenz von
maximaler und minimaler Fluoreszenz (Fum-Fo) und beschreibt die Chlorophyllfluoreszenz, die
sich abhangig von der photosynthetischen Aktivitat, andert. Die Photosyntheseleistung

(PSlI- Effizienz) wurde daraufhin mit Hilfe folgender Gleichung ermittelt (GENTY et al., 1989):

Abbildung 6.1 Berechnung der PSlI-Effizienz
Fv (Fm—Fo) , : _
—_ Fo — Grundfluoreszenz; Fm — Maximalfluoreszenz;
Fm Fm Fv - variable Fluoreszenz (Fum-Fo)

Der Quotient aus variabler und maximaler Fluoreszenz (Fv/Fm) bestimmt die Effizienz, mit
welcher die Reaktionszentren Lichtenergie absorbieren und innerhalb des PSII weiterleiten

und stellt somit ein MaR der Quantenausbeute der PSlI-Zentren dar (SCHREIBER et al., 1995).
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Zur Bestimmung der einzelnen Messpunkte wurden jeweils min. vier Einzelmessungen zu den

definierten Zeitpunkten durchgefiihrt und gemittelt.

6.2.3.5 Messung des relativen Chlorophyligehaltes

Die Messung des relativen Chlorophyllgehaltes erfolgte durch Transmissionsmessung mittels
SPAD-Analyzer (Soil Plant Analysis Development) (Minolta, Hydro Agri, Dilmen, Deutschland).
Dabei wurde das mittlere Segment von je vier intakten Primarblattern dreimal bei
Raumtemperatur gemessen. Die Transmission von zwei Wellenlangen, 650nm und 940nm
wird gemessen und pro Blattflache als relativer Chlorophyligehalt ermittelt. Die relativen
SPAD-Werte sind (ber einen groBen Bereich linear vom Chlorophyligehalt abhangig
(HUMBECK & KRUPINSKA, 2003). Zur Bestimmung der einzelnen Messpunkte wurden jeweils min.

12 Einzelmessungen zu den definierten Zeitpunkten durchgefiihrt und gemittelt.

6.2.4 Molekulargenetische Methoden
6.2.4.1 Isolation von Gesamt-RNA aus Hordeum vulgare

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte nach der Trizol-Methode. Es wurden ausschlieBlich
sterile Loésungen, GefdaRe und Gerate verwendet. Das Trizol-Reagenz dient der Stabilisierung
der RNA. Es beinhaltet das chaotrope Salz Guanidiniumthiocyanat, welches die Zellen
aufschlieRt, Proteine und DNA-Protein-Komplexe durch Wasserentzug denaturiert und damit
inaktiviert. Das Pflanzenmaterial (finf intakte Primérblatter von Hordeum vulgare) wurde
zundchst in einem vorgekihlten Morser unter Verwendung von flissigem Stickstoff fein
pulverisiert und in vorgekihlte 2ml EppendorfgefalRe tberfiihrt. Nach der anschlieenden
Zugabe von 1ml temperierten Trizol (60°C) wurde das Pflanzenmaterial homogenisiert und fiir
mindestens 10min im Wasserschiittelbad (60°C) inkubiert. Die unléslichen Zelltrimmer
wurden abgetrennt (10min, 13.000rpm, 4°C, Hettich Zentrifugen, Universal 320R) und der
Uberstand in ein neues 1,5ml EppendorfgefiR Giberfiihrt. Nach Wiederholung dieser Trennung
wurde nun der Uberstand mit 200pl Chloroform versetzt und intensiv geschiittelt.

Nach einer Inkubation (5min, RT) wurde das Gemisch erneut zentrifugiert (15min, 13.000rpm,
4°C) und im Anschluss die obere wassrige Phase vorsichtig in ein neues 1,5ml Eppendorfgefal
Uberfiihrt. Die erste Fallung erfolgt mit 500ul eiskaltem Isopropanol (iber Nacht bei -20°C).
Am néachsten Tag wurde die RNA nach der Zentrifugation (10min, 13.000rpm, 4°C) mit 1ml

70% Ethanol gewaschen (5min, 13.000rpm, 4°C), getrocknet (10min unter sterilen
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Bedingungen) und in 40ul DEPC-behandeltem Wasser resuspendiert (10min, 65°C, kraftig
geschiittelt). Nach einer Zentrifugation (30min, 20.000rpm, 4°C) wurde der Uberstand in ein
neues 1,5ml Eppendorfgefall Giberfiihrt. Durch die Zugabe von 2Vol. 100% Ethanol und und
1/10Vol. 4M NaCl wurde die isolierte RNA erneut gefallt, zentrifugiert (10min, 13.000rpm,
4°C), gewaschen (200ul 70% Ethanol, 5min, 13.000rpm, 4°C), getrocknet (10min unter sterilen
Bedingungen) und erneut in 40ul DEPC-behandeltem Wasser resuspendiert (10min, 65°C,
kraftig geschittelt). Nach abschlieBender Zentrifugation (30min, 20.000rpm, 4°C) wurde der
Uberstand mit der reinen geldsten RNA in ein neues 1,5ml EppendorfgefaR iberfiihrt und bis

zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

6.2.4.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Der quantitative Nachweis von Nukleinsdauren erfolgte photometrisch mit Hilfe des
NanoDrop® Spektrophotometers (ND-1000, Wilmington, USA) bei einer Extinktion von
A=260nm. Die Reinheit wird Uber zwei Quotienten beschrieben. Das Verhaltnis von A=260nm
zu A=280nm gibt Auskunft Gber die Kontamination mit Proteinen, wohingegen der Koeffizient
aus A=260nm und A=230nm ein Mal} fir die Kontamination mit dem Losungsmittel bzw.
aromatischen/phenolischen Substanzen ist. Die Extinktion (E) von 1 bei einer Wellenlange von
A=260nm entspricht einer RNA-Konzentration von 40ng/ul. Die Konzentration der isolierten

Nukleinsaure wurde Uber folgende Gleichung ermittelt:

¢ RNA [ng pl] = Eze0 X Verdiinnungsfaktor X 40ng pl?

Abbildung 6.2 Berechnung der DNA-Konzentration
¢ — Konzentration Ezso — Extinktion (A) bei 260nm

Das Verhaltnis aus A=260nm und A=280nm sollte bei einem Wert um 2 und der Quotient aus

A=260nm und A=230nm zwischen 2 und 2,2 liegen.
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6.2.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Nach der |Isolation der RNA wurden 1%-ige (w/v) Agarose-Gele angefertigt
(SAMBROOK et al., 1989). Hierfir wurde je 1ug der RNA-Losung mit 5ul Probenpuffer versetzt,
fir 15min bei 65°C denaturiert und anschlieRend elektrophoretisch getrennt (60min, 80-120V,
1xTAE). Nach einer Ethidiumbromid-Farbung (1pgml™?, 20min) und anschlieBender Entfarbung
(20min) in deionisiertem Wasser, konnte die Qualitat der isolierten RNA Uberprift und

dokumentiert werden (raytest Isotopnegerdte GmbH, Diana Il).

6.2.4.4 DNasel-Verdau

Um mogliche Kontaminationen mit genomischer DNA zu entfernen, wurden 3,3ug Gesamt-
RNA mit DNasel (Roche) behandelt. Die Reaktion erfolgte im Thermocycler (Biometra®,
Personal Cycler) bei 37°C und wurde nach einer Stunde durch die Zugabe von 0,7ul EDTA
(250mM, Fermentas) und einer 10-minitigen Erhitzung auf 65°C gestoppt (Tabelle 4.7 und
Tabelle 4.8). Die Lagerung der reinen RNA (29,95ul) erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei
—-80°C.

Tabelle 6.3 DNasel-Verdau Ansatz (2 = 29,95ul)

DNasel-Verdau Komponenten Masse/Volumen
RNA 3,3ug
Incubation buffer (10x) 3ul
(400mM Tris-HCI, 200mM NaCl, 60mM MgClz, 10mM CaClz, pH 7,9)

DNasel recombinant, RNase-free (ROCHE) 1l
RiboLock™ RNase Inhibitor (20U/ul) 0,25ul
EDTA (280mM) 0,7ul
MgCl, (50mM) 1l
steriles DEPC-behandeltes Wasser ad 29,95ul

Tabelle 6.4 Programm: DNasel-Verdau

Reaktionsschritt Zeit Temperatur in °C
1 DNasel-Verdau 15min 37
2 Inaktivierung [Zugabe 0,7ul EDTA (280mM)] 10min 75
3 Abkiihlung [Zugabe 1pl MgClz (50mM)] oo 4
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6.2.4.5 cDNA-Synthese

Fiir die Expressionsanalysen wurde die Methode der two step-qRT-PCR gewahlt. Hierfir

wurde zundchst je 1ugisolierte, DNasel-behandelte RNA in cDNA umschrieben. Dieser Prozess

der semiquantitativen, reversen Transkription erfolgte durch die eingesetzte M-MulLV Reverse

Transkriptase (RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher Scientific),

einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase. Fiir die Reaktion wurden Oligo(dT)1s- und Random-

Hexamer-Nukleotide eingesetzt. Die Lagerung der cDNA (20ul) erfolgte bis zur weiteren

Verwendung bei 4°C.

Tabelle 6.5 cDNA-Synthese Ansatz (X = 20ul)

cDNA-Synthese Komponenten

Masse/Volumen

DNasel-behandelte RNA

M-MuLV Reverse Transcriptase (20U/pl)
RiboLock™ RNase Inhibitor (20U/pl)
Random Hexamer Primer (100uM)
Oligo(dT)1s Primer (100uM)

dNTP Mix (10mM)

5x Reaktions-Puffer
(250mM Tris-HCI (pH 8.3), 250mM KCl, 20mM MgCl,, 50mM DTT)

steriles DEPC-behandeltes Wasser

lpg
0,5ul
0,5ul
Tl
0,5ul

2ul

4ul

ad 20ul

Tabelle 6.6 Programm: cDNA-Synthese

Reaktionsschritt Zeit Temperatur in °C
1 Denaturieren der RNA 5min 65
2 Abkiihlen (auf Eis) 2min 0
3 Bindung der Oligonukleotide an die RNA 5min 25
4 reverse Transkription RNA in cDNA 60min 45
5 Inaktivierung S5min 70
6 Reaktionsende und Abkihlung oo 4
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6.2.4.6 Die quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Die qRT-PCR (quantitative Real-Time-PCR) ist eine fluoreszenzbasierte PCR zur Quantifizierung
von Nukleinsduren mit dem Vorteil auch Transkripte, die in sehr geringen Mengen vorliegen,
zu detektieren. Die Quantifizierung erfolgt durch die Messung der Fluoreszenz-Signale, die
wahrend eines PCR-Zyklus erfasst werden und mit zunehmender Menge an PCR-Produkt
proportional ansteigen.

Nach der cDNA-Synthese (6.2.4.5) schliel8t sich im weiteren Verlauf der two step -qRT-PCR die
spezifische Quantifizierung an. Dabei dient die einzelstrangige cDNA als Ausgangs-Template.
Zur Quantifizierung der Transkriptmenge wurde der Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein
(1pgul?) verwendet (Kat.-Nr.: 170-8780, Bio-Rad, Laboratories GmbH, Miinchen). Dieser
interkaliert in doppelstrangige Nukleinsdauren, wobei im gebundenen Zustand eine deutlich
hohere Fluoreszenz detektiert werden kann als im ungebundenen Zustand. Der
Fluoreszenzanstieg in der exponentiellen Phase der PCR wird detektiert, mit einer speziellen
Software ausgewertet und liefert Riickschliisse auf den Gehalt des Ausgangs-Templates. Das
bedeutet, je mehr Transkriptmolekiile eines spezifischen Gens in einer Probe vorhanden sind,
desto eher kommt es zur Amplifikation und somit zu einem Kurvenanstieg. Fir die
Amplifikation der Ziel-Transkripte (TOI-Transcript of Interest) und des Referenztranskripts
(Ref-Reference) wurden spezifische Primerpaare verwendet. Als Referenzgen wurde HvActin
(Acc.: AY145451; JANSKA et al., 2013), gewahlt, dessen relatives Transkriptlevel auch bei
veranderlichen Umweltbedingungen weitestgehend konstant bleibt. Aus diesem Grund
kédnnen Schwankungen und Ungenauigkeiten, die hin und wieder bei den zahlreich aneinander
gekoppelten Arbeitsschritten und technischen Differenzen entstehen, festgestellt und
rechnerisch ausgeglichen werden. Die PCR-Platten (96 wells, Bio-RAD Laboratories, CA, USA)
wurden entsprechend einem gewdhlten plate-setup beladen und mit einer transparenten
PCR-Film-Folie (Eppendorf AG, Hamburg,) verschlossen. Nach einem Zentrifugationsschritt
(4min, 4°C, 5.000rpm, Hettich Zentrifugen, Universal 320R), erfolgte die qRT-PCR (i-cycler,
BioRad, Miinchen) mittels Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix UDG-Mix (Invitrogen
GmbH).
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Tabelle 6.7 qRT-PCR Ansatz (2 = 10pl)

gRT-PCR Komponenten Masse/Volumen
2x QuantiTect™ SYBR®-Green RR-Mix Sul
forward Primer (5uM) 0,6pl
reverse Primer (5uM) 0,6pl
Fluorescein (1uM — Endkonz.: 1nm) 0,1pl
Template 2ul
steriles DEPC-behandeltes Wasser 1,7ul

Um zu gewahrleisten, dass auch Gene mit sehr geringen Transkriptmengen amplifiziert und

somit detektiert werden kdnnen, wurde eine sehr hohe Zyklenzahl definiert.

Tabelle 6.8 Programm: gRT-PCR (Tm — Schmelztemperatur)

Reaktionsschritt Zeit Temperatur in °C

1 Initialtemperatur 15min 95

2 Denaturierung 2min 94

3 Annealing 25s Primer-spezifisch

4 Elongation 30s 72 45x

5 Abstoppen der Reaktion 20s 94

6 Tm der qRT-PCR Produkte 10s 58 } 72x ( % [C°] = +0,5°C)

Nach Ablauf der 50 Amplifikationszyklen erfolgte das Aufschmelzen aller entstandenen
Produkte durch eine schrittweise Anhebung der Temperatur (von 58°C bis 99°C). Dabei kam
es entsprechend der jeweiligen Schmelztemperatur (Tm) eines Produkts wieder zu einer
Abnahme der Fluoreszenzintensitat. Diese Fluoreszenzabnahme wurde durch eine Software
aufgezeichnet und in Form einer Schmelzkurve dargestellt. Da die Schmelztemperatur eines
Amplikons ein sehr spezifisches Merkmal ist, gibt die Schmelzkurvenanalyse Auskunft Gber die
Spezifitat der entstandenen PCR-Produkte.

Anhand der erhaltenen Daten konnten die relativen Expressionslevel berechnet werden. Die
Basislinie (TP-Threshold Point) markiert fir alle Proben den Schwellenwert zwischen
signifikantem Fluoreszenzanstieg und Hintergrundfluoreszenz. Der Schnittpunkt der Basislinie
mit der Fluoreszenzkurve, welcher sich immer in der exponentiellen Phase der Amplifikation

befindet, wird als Ct-Wert (Cycle threshold) bezeichnet. Die Standardkurve gibt den linearen
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Zusammenhang zwischen den Ct-Werten und dem Logarithmus der Konzentration des
Standards (relative Template-Ausgangsmenge) wieder.
Den jeweiligen Expressionsdaten liegen mindestens drei unabhangige biologische Replikate

mit jeweils drei technischen Wiederholungen zugrunde.

6.2.4.7 Berechnung der PCR-Effizienz (E)

Durch drei Verdiinnungen des Standards kann lber die zugehorigen Ct-Werte eine Eichgerade
gebildet werden, welche sich durch eine Geradengleichung vy =f(x) =m Xx+n
definieren lasst. Die PCR-Effizienz (E) steht in Abhangigkeit des Anstiegs (m) und wird mit

folgender Gleichung berechnet:

Effizienz (E) = 10 ~V/m

Abbildung 6.3 Berechnung der PCR-Effizienz (E)
E —PCR-Effizienz
m - Anstieg der Standardkurve

Unter optimalen PCR-Bedingungen kommt es pro Zyklus zu einer Verdopplung des
eingesetzten Templates. Ein Wert von 2,0 entspricht demzufolge einer PCR-Effizienz von
100%. Aufgrund dessen ist die relative PCR-Effizienz ein sehr wichtiger Parameter bei der
Interpretation der RTQ-Daten. Fiir die Expressionsanalysen wurden zundchst alle

verwendeten Primerpaare (Tabelle 6.2) auf optimale PCR-Effizienzen Gberprift.

6.2.4.8 Berechnung der relativen Expressionslevel: delta-delta Ct (AACt )-Methode

Fiir die Berechnung der relativen Expressionslevel miissen sowohl die PCR-Effizienz des
jeweiligen TOI, als auch die PCR-Effizienz des Ref Ubereinstimmen. Die unterschiedliche
relative Genexpression wird als n-fache Expression mit Hilfe des delta-delta-Ct(AACt)-Wertes

angegeben (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001)

ACt = Ctroi — Ctref
AACt = ACt Behandlung (Trockenstress) — ACt Kontrolle

relatives Expressionslevel = 2785¢

Abbildung 6.4 Berechnung des relativen Expressionslevels
ACt TOI - Differenz der Ct-Werte aus Kontrolle (Mittelwert) und Behandlung (Mittelwert) fiir TOI

ACt Ref - Differenz der Ct-Werte aus Kontrolle (Mittelwert) und Behandlung (Mittelwert) fiir Ref

2788Ct _ relatives Expressionslevel
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6.2.4.9 Microarray-Analysen

Alle Produkte wurden von der Firma Agilent Technologies UK Ltd. (Wokingham, Berkshire, UK)
bezogen und nach Gebrauchsanleitungen (http://www.agilent.com) verwendet. Der
experimentelle Teil der Microarray-Analysen wurde in der AG WESCHKE (IPK, Gatersleben)
durchgefiihrt. Das benutzerdefiniertes Microarray-Design (60K) fiir Hordeum vulgare wurde
mittels Agilent Technologies eArray web-based application von der AG WESCHKE (IPK,
Gatersleben) etabliert (KoHL et al., 2015). Fir die Microarray-Analysen wurden folgende

Proben verwendet (Abbildung.6.5).

12das 21das 24das

'Scarlett
]
—
K1
)
'"Tadmor"
]

Abbildung 6.5 Probenset flr die Microarray-Analysen (K — Kontrolle, T — Trockenstress)

Die RNA aus den Primarblattern von Scarlett und Tadmor wurde, wie in Kapitel 6.2.4.1
beschrieben, isoliert und mittels RNeasy®-Mini-Kit (QIAGEN) gereinigt. Die anschliefende
Vorbereitung und Markierung der Proben erfolgte entsprechend des Agilent ,One-Color
Microarray-Based Gene Expression Analysis (Low Input Quick Amp Labeling)“ Protokolls
(Version 6.5). Die Aufreinigung der markierten und amplifizierten cRNA erfolgte unter Nutzung
des RNeasy MiniKit (Qiagen, Sussex, UK) nach den Angaben des Herstellers. Die
Quantifizierung der cRNA erfolgte mittels NanoDrop ND-1000 UV-Vis spectrophotometer
(NanoDrop Technologies, http://www.nanodrop.com).

Nach der Uberpriifung der cRNA-Integritit mittels Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, http://www.agilent.com) erfolgte die Hybridisierung auf ,custom-designed
Agilent barley 8x60K“ Microarrays nach KoHL et al., (2015). Die Microarray-Rohdaten (Agilent

G2505C Microarray ScannerSystem) wurden daraufhin unter Nutzung der Software
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Genespring V12.5 (Agilent Technologies) und der Hilfe von Stefan Kohl, AG WEscHKE (IPK,
Gatersleben) bearbeitet aufgenommen. Nach dem Logarithmieren aller Werte und der
Quantil-Normalisierung der Datensadtze wurden die relativen Expressionslevel berechnet
(baseline transformation). Die detektierten Signale jeder Probe ergeben sich dabei aus dem
Mittelwert der Rohdaten-Signale von mindestens zwei unabhéngigen biologischen Replikaten.
AusreiRer-Daten und Proben, ohne signifikantem Signal zu einem der untersuchten
Zeitpunkte, wurden entfernt. Die DRG wurden mittels einfaktorieller ANOVA und FDR-
Korrektur (Benjamini—-Hochberg) identifiziert (p-value < 0.001, asymptotic p-value
computation). Im weiteren Verlauf der Analyse wurden die Trockenstress-Stadien (T1, T2, T3)
mit der jeweiligen Kontrolle K1 verglichen. Die Werte fiir beide Kultivare ergeben sich
entsprechend aus der Differenz von T1, T2 und T3 mit K1. Der Vergleich von Tadmor und
Scarlett unter Kontrollbedingungen K1 ergibt sich ebenfalls aus der Differenz beider
Datensatze. (siehe Abbildung 6.5). Die funktionelle Analyse der DRG erfolgte mit dem
Programmen MAPMAN und PAGEMAN (www.mapman.gabipd.org/pageman, THIMM et al.,
2004; UsADEL et al., 2005 und 2006).

6.2.4.10 Verifizierung der Kandidaten-Gene

Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte unter Verwendung folgender Datenbanken: 'EST
database viewer for barley' (HarvEST:Barley, www.harvest-web.org, CLOSE et al., 2004), 'IPK
BARLEY BLAST SERVER' (http://webblast.ipk-gatersleben.de/barley, ALTscHUL et al., 1997),
'National Center for Biotechnology Information' (NCBI, www.ncbi.nim.nih.gov), 'Plant
Transcription Factor Database' (PlantTFDB v.4.0, www.planttfdb.cbi.pku.edu.cn, JIN et al.,
2014), 'The Arabidopsis Information Resource' (TAIR, www.arabidopsis.org) sowie 'The
Universal Protein Resource' (UniProt, www.uniprot.org). Das relative Expressionslevel der
ausgewahlten Kandidaten-Gene aus den Microarray-Analysen wurden mittels gqRT-PCR
verifiziert (siehe Kapitel 6.2.4.6). Die hierfiir notwendigen Oligonukleotide wurden mit Hilfe
der Software PrimerSelect™ (Lasergene® DNASTAR, http://www.DNAstar.com) generiert und
auf ihre Funktionalitdit und Spezifitdit Gberprift (Primer-Blast, NCBI Primer Tool,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) Alle untersuchten Primerpaare sind in der

Tabelle 6.2. dokumentiert.
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