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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die differentielle Genexpression wéhrend der
Kélteakklimatisierung von Gerste (Hordeum vulgare L.), Weizen (Triticum aestivum L.)
und Roggen (Secale cereale L.). Umfassende Genregulationen wahrend der Kalteakkli-
matisierung sind notwendig, damit temperente Pflanzen ihre maximal erreichbare
Frosttoleranz ausbilden konnen. Dabei stellt Roggen u.a. aufgrund seiner Wider-
standsfahigkeit gegen widrige Umwelteinfliisse eine Modellspezies fiir abiotischen
Stress dar. Auf Basis eines Gersten cDNA-Makroarrays wurde eine vergleichende
Transkriptomanalyse von sechs Wintergenotypen — mit unterschiedlicher Frostto-
leranz pro Spezies — an vier Zeitpunkten durchgefiihrt. Dabei wurden Faktoren
gefunden, die moglicherweise die Auspriagung des Merkmals Frosttoleranz be-
einflussen konnen. Der erste Teil der Dissertation untersucht die Datenqualitdt mit
dem Schwerpunkt auf Verifzierung der Makroarray-Resultate durch quantitative
,Real-Time” Polymerase-Kettenreaktion (qQRT-PCR). Basierend auf der Auswahl der
Ergebnisse aus den homologen und heterologen Hybridisierungsresultaten, zeigte
sich in beiden Féllen eine robuste Verifizierung der differentiellen Genexpression.
Die phénotypische Korrelation bei Hordeum vulgare, die auf den Expressionswer-
ten der Arrayresultate basieren, konnte mit den Expressionsdaten mehrerer Ge-
ne mittels qRT-PCR bestitigt werden. Unter den Kandidatengenen sind bereits
eingangig charakterisierte Gene wie Dehydrine, Saccharose-Synthasen, Superoxid-
Dismutasen oder Transportermolekiile. Eine Transkriptomanalyse wahrend der Kal-
teakklimatisierung zeigt eine konservierte Induktion der Transkription von Genen
im Kohlenhydrat-, Stress- oder Redox-Metabolismus. Eine Repression wird hinge-
gen bei der Photosynthese und beim Zellwand-, Lipid- oder DNA-Metabolismus er-
fasst. Dabei zeigen sich speziesspezifische Genregulationen, die im Zusammenhang
mit der differentiellen Frosttoleranz der Triticeae diskutiert werden. Am deutlichsten
driickt sich dieses in der Expression von LEA-Proteinen (late embryogenesis abundant)
aus. Ein Unterschied zwischen den Arten besteht in der Regulation verschiede-
ner Mitglieder von Genfamilien z.B. bei Saccharose-Synthasen, Ca-bindenden oder
WCOR410-Proteinen. Mindestens 12 unbekannte Transkripte konnten identifiziert
werden, die in allen untersuchten Genotypen induziert wurden und interessante
Kandidaten fiir weitere Untersuchungen darstellen. Die Transkriptomanalyse ist
auch als eine Ressource fiir das kélteregulierte Genom der Triticeae gedacht.

Stichworter: abiotischer Stress, Kilteakklimatisierung, Triticeae, Transkriptom-
analyse

v



Abstract

Massive transcriptional changes occur during cold-acclimation — a period of non-
freezing temperatures — leading to improved frost tolerance in temperate plants.
The present study compares the gene expression during cold-acclimation in barley
(Hordeum vulgare L.), wheat (Triticum aestivum L.) and rye (Secale cereale L.). Because
of its outstanding robustness against adverse environmental conditions rye is con-
sidered to be a model species for abiotic stress tolerance. Cross-species transcript
profiling was applied by using a barley cDONA-macroarray in order to determine
factors influencing frost tolerance. Therefore, winter-genotypes of each species with
variable frost tolerance were selected based on phytotron freezing tests. Transcript
profiling data obtained by homologous and heterologous macroarray hybridisations
at four time-points were verified by quantitative real-time polymerase chain-reaction
(qQRT-PCR). The qRT-PCR results demonstrated a clear confirmation of differential
gene expression in homologous as well as in heterologous hybridisations. Transcript
profiling during cold-acclimation indicated evolutionary conserved cold-responses
between the species. Cold-induced gene expression was found in carbohydrate,
stress and redox metabolism. Cold-repressed responses included genes involved
in photosynthesis, cell-wall-, lipid- and DNA-metabolism. As expected, species-
dependent gene regulation was frequently observed and is discussed in regard to
the variable frost tolerances in Triticeae. In particular, late embryogenesis abundant
proteins (LEA) were induced more strongly in rye and wheat. Numerous members
of gene families e.g. sucrose-synthases, Ca-binding or WCOR410 proteins showed
distinct cold-specific regulations. 12 unknown proteins were induced across all stu-
died genotypes, presenting interesting targets for further investigations. Correlation
analysis between phenotype and transcript abundance and subsequent confirmation
by qRT-PCR verified several correlated genes in Hordeum vulgare. Among the candi-
date genes were well characterised stress markers like dehydrins, sucrose-synthases,
superoxid-dismutases and transporters. This study also provides a comprehensive
overview of the cold-acclimated Triticeae transcriptome.

Keywords: abiotic stress, cold acclimation, Triticeae, transcript profiling
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Kapitel 1.

1 Einleitung

Der Stamm der Triticeae umfasst eine Reihe von weltweit wirtschaftlich bedeutsamen
Kulturpflanzen. Die 6konomisch wichtigste ist Weizen mit einer globalen Produktion
von 685 Mio. t. in 2009 (http://faostat.fao.org), gefolgt von Gerste (152 Mio. t.) und
Roggen (18 Mio. t.). Fiir die Pflanzenproduktion sind abiotische Stressoren (Kilte, Tro-
ckenheit, Hitze usw.) limitierend, die zu Ernteausféllen fiihren kénnen. Die vorliegende
Studie hat die Genexpression wahrend der physiologischen Anpassungsphase bei Kilte
(Kélteakklimatisierung) zum Gegenstand. Dabei wird Roggen (Secale cereale), Weizen
(Triticum aestivum) und Gerste (Hordeum vulgare) miteinander verglichen. Obwohl die
Triticeae-Genome eine hohe Synteny aufweisen, besitzen die Pflanzen grofse Unterschiede
in ihren Frosttoleranzen (Fowler et al., 1977; Fowler und Carles, 1979; Fowler, 2008). Ak-
klimatisierter Roggen kann bspw. Temperaturen von unter -30°C widerstehen. Weizen
und Gerste vertragen dagegen Temperaturen bis -21°C bzw. -14°C (Gusta und Fowler,
1979). Drei physiologische Grundkomponenten determinieren den Grad der Toleranz,
den eine Triticeae erreichen kann:

1. Toleranz gegentiber tiefen Temperaturen
2. Vernalisierung und
3. Photoperiode-Sensitivitdt (Limin und Fowler, 2002, 2006).

Anhand dieser drei Komponenten werden die Triticeae in Winter- und Sommertypen un-
terteilt. Varietdten, die dem Wintertyp angehoren, benétigen eine Vernalisierungsphase
bis zu 8 Wochen (Flodd und Halloran, 1984), in der sie Temperaturen zwischen 0 und
10°C (Trevaskis et al., 2007) ausgesetzt sind. Danach wechseln sie in die regenerative
Phase und verlieren damit ihre zuvor erworbene Frosttoleranz. Unter natiirlichen Be-
dingungen vollzieht sich die Vernalisierung im Herbst und Winter. Wintertypen haben
daher auch die hochste Frosttoleranz und reagieren auch auf Verdanderungen in der
Photoperiode. Sommerkultivare benotigen keine Vernalisierung und sind zusatzlich
nicht sensitiv in puncto Photoperiode. Der fakultative Typ reagiert auf Anderungen der
Photoperiode, kann tolerant wie Winterkultivare sein und benétigt jedoch keine Vernali-
sierung (Karsai et al., 2001). Die maximale Frosttoleranz wird bei Wintergetreidearten,
wie bei vielen anderen temperenten Pflanzen auch, nach einer lingeren Kéltephase
(bei < 10°C fiir mind. 6 Wochen) erreicht. Diese Phase wird Kilteakklimatisierung ge-
nannt, bei der die Pflanze — im Gegensatz zur Vernalisierung — im vegetativen Status
verbleibt. Unter natiirlichen Bedingungen bereitet sich die Pflanze im Herbst auf extreme
Niedrigtemperaturen im Winter vor.



1. EINLEITUNG

1.1. Evolution der Triticeae

Als autochthones Gebiet der Triticeae wird der , Fruchtbare Halbmond” (Abb. 1.1) in
Vorderasien angesehen, wo erstmals vor 10.000 Jahren Gerste und Weizen und spa-
ter Roggen domestiziert worden sind (Diamond, 2010). Die Genome der Triticeae um-
fassen sieben Basischromosomensétze bei diploiden und polyploiden Spezies: Gerste
(2n=2x=14) besitzt das kleinste Genom mit 5,1 Gbp, das Roggen-Genom (2n=2x=14) um-
fasst 7,9 Gbp und das allohexaploide Weizen-Genom (2n = 6x = 42) 16,9 Gbp (Lelley et al.,
2008). Roggen ist im Gegensatz zu den meisten anderen Triticeae ein obligater Fremd-
befruchter, der Heterosiseffekte entwickelt. Die etwa 360 Arten der Triticeae besitzen
Mitglieder mit diploiden, tetraploiden, hexaploiden oder selbst octoploiden Genomen
(Triticale). Die wohl erste Weizenart, Einkorn (Triticum monococcum), wurde wahrschein-
lich im Stidwesten der Tiirkei domestiziert (Heun et al., 1997). Der heutige Brotweizen
(AABBDD) ist ein Produkt interspezifischer Hybridisierungen von Emmer (T. turgidum
ssp. dicoccum, AABB) und dem diploiden Génsefufigras (Aegilops tauschii DD). Er wurde
vor etwa 7000 Jahren domestiziert (Zohary und Hopf, 2000). Aus der ersten Polyploi-
disierung von Einkorn (T. monococcum, AA) mit einem vermutlich nahen Verwandten
von Aegilops speltoides (B-Genom) ging Emmer als eigene Spezies hervor (Becker, 2011).
Die heutige Gerste entwickelte sich monophyletisch aus dem urspriinglichen Vorldufer
Hordeum vulgare ssp. spontaneum, der noch heute im Gebiet des Fruchtbaren Halbmondes
und in weiteren Gebieten Zentralasiens, Stidosteuropas und Siidwestasien und Afrika
anzutreffen ist (Badr et al., 2000). Roggen ist aufgrund der Chasmogamie vermutlich erst
7000 v.Chr. kultiviert worden. Der Selektionsprozess dauerte fiir Roggen langer, da es
aufgrund der Befruchtungsgenetik umstandlicher war, homozygote Domestikationsloci
zu erhalten. Das Ursprungsgebiet wird in dem heutigen Gebiet der Tiirkei, Armenien
und Iran vermutet. Wichtige Selektionsziele wiahrend der Domestizierung der Triticeae

Black Sea

Ankara
-

Caspian Sea

o Tehran
Nlr.:oa;m‘r X

Mediterranean Sea

*Kuwait
Persian Gulf

TRENDS in Genetics

Abbildung 1.1 — Domestikationgebiet (griin) der Triticeae im , Fruchtbaren Halbmond” (aus
(Feuillet et al., 2008)).



1.2. FROSTSCHADEN BEI PFLANZEN

waren Mutanten, die Ahren ohne Spindelbriichigkeit hervorbrachten sowie Samen,
die keine Dormanz aufwiesen. Interspezifische Kreuzungen von Weizen und Roggen
konnen vitale Hybride (Triticale) bilden.

1.2. Frostschaden bei Pflanzen

Ausgehend von historischen Aufzeichnungen aus der Zeit zwischen 1956-1988 wird
geschatzt, dass rund 7% der Ernte von Winterweizen jedes Jahr aufgrund von Win-
terschdden verloren geht (Patterson et al., 1990). Zudem konnen in bestimmten Féllen
dramatische Winterschdden auftreten, bei denen ein Grofiteil der moglichen Ernte ver-
nichtet wird (Abb. 1.2). Jdhrliche Ausgaben fiir Frostschutz betragen etwa 100 Mio. $
und die Schiaden bei Ernteausfillen belaufen sich auf 10-100 Mio. $ (Pearce, 1999). Kilte
ist also wohl der wichtigste limitierende Faktor fiir die geographische Verteilung von
Pflanzenarten.

Abbildung 1.2 - Frostschdden bei einem Feldversuch mit sensitiven und toleranten Weizenkulti-
vare. Photo: Dr. Gadbor Kocsy (Agricultural Research Institute, Martonvasar).

Die verschiedenartigen Pflanzengewebe besitzen unterschiedlich ausgepragte Frosttole-
ranzen. Allgemein gilt, dass reproduktive Organe am anfélligsten gegeniiber Frost sind.
Bei akklimatisierten Pflanzen ist das Wurzelgewebe aufgrund des hohen Wassergehaltes
besonders anfillig, gefolgt von Bladttern und Spross (Olien, 1967). Plotzlich auftretende
Kahlfroste, bei denen die Pflanze nicht unter einer schiitzenden Schneedecke verborgen
ist, konnen zu massiven (apoplastischen) Schdden fiihren. Graser wie Gerste frieren
bei Temperaturen zwischen -1,5°C und -2,5°C ein und konnen den Gefrierpunkt nur
leicht durch geloste Substanzen oder Unterkiihlung (exothermer Vorgang) erniedrigen
(Pearce und Fuller, 2001). Das Einfrieren von Blattern bei Gerste umfasst zwei Stufen:
die Erste ist schnell und beinhaltet nur rund 0,4% des gesamten Wassers des Blattes.
Die Zweite umfasst extrazelluldres Wasser, das aus den Zellen aufgrund des geringeren
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Wasserpotentials des Eises herausgezogen wurde. In Getreide sind die Internodien ana-
tomische und physiologische Barrieren, die die Ausbreitung des Eises zur sensitiven
Waurzelbasis verzogern konnen (Tanino und McKersie, 1985; Zdme¢nik et al., 1994; Pearce
und Fuller, 2001). Als weitere physiologische Adaptionen bei Getreide ist die Bildung
von Tracheiden zwischen Xylemelementen in den Gefidfien von Wurzel und Spross zu
nennen (Aloni und Griffith, 1991). Ein Schutz vor Eisbildung an der Pflanzenoberfldche
beim Winterroggen wird durch Modifikationen wie etwa durch die Verdickung der
Zellwand, der Kutikula und der epikutikularen Wachsschicht erreicht (Griffith et al.,
1985). Extrazelluldre Rekristallisation von kleinen zu grofieren Eiskristallen kann durch
die Aktivitdt von Inhibierungsproteinen (anti-freeze proteins, AFP) unterbunden werden,
um die Bildung grofSer Eismassen zu verhindern (Griffith et al., 2005). Diese konnen die
Struktur von Gewebe oder Organen beeintrachtigen, indem sie Zellschichten voneinan-
der separieren und Kavitdten bilden. Embolien konnen im Xylem entstehen, wenn Gas
durch Eisbildung aus der Losung geht und beim Tauen expandiert (Pearce, 2001).

Weitreichende Folgen hat die frostinduzierte Dehydrierung, die durch die Bildung der
Eiskristalle einhergeht. Da der Zelle Wasser entzogen wird, bis sich das Wasserpotential
von extrazelluldrem Wasser und Cytoplasma angeglichen hat, kommt es zur Dehydrie-
rung der Zelle und zu Schaden an Membranen (Plasmamembran) (Steponkus, 1984).
Das Ergebnis sind der Verlust der Kompartimentierung und Austritt von Elektrolyten
und anderen 16slichen Substanzen aus der Zelle (Stout ef al., 1980). Der hier wirkende
Mechanismus ist ein Phasenwechsel der Membran zu einer Monolayer-Struktur, die
durch bestimmte Lipide hervorgerufen wird.

1.3. Molekulare und Genetische Aspekte der
Kalteakklimatisierung

Frosttoleranz ist eine quantitative Eigenschaft und umfasst nicht nur Resistenz gegen-
tiber Unternulltemperaturen, sondern auch gegen Dehydrierung, Eiseinschluss, Sau-
erstoffmangel und (psychrophile) Pathogene. Sie wird erst nach einer mehrwochigen
Kalteakklimatisierung voll ausgepragt (Galiba et al., 2009). Pflanzen sind grofstenteils
poikilothermische Organismen, d.h. sie nehmen die Temperatur ihrer Umgebung an und
miissen ihren Stoffwechsel entsprechend anpassen. Daher besitzen Pflanzen aufgrund
ihrer sessilen Lebensweise Adaptionen fiir ihren Lebensraum. Das 6kophysiologische
Konzept der Physiotypen beschreibt physiologische Attribute, mit denen man Pflanzen
in funktionelle Gruppen unterteilen kann. Gewissermafien konnte man die Sommer-
und Wintergenotypen der Triticeae als Physiotypen bezeichnen, da sie sich grundlegend
in Bezug auf Photoperiodesensitivitdt und Frosttoleranz unterscheiden. Dass es tatsich-
lich zu deutlichen Unterschieden in der Genexpression regulatorischer Gene zwischen
Sommer- und Winterkultivaren wahrend der Kélteakklimatisierung kommt, konnten
Gulick et al. (2005) und Monroy et al. (2007) durch Transkriptomanalysen beobachten.

1.3.1. Signaltransduktion

Fortschritte in der Untersuchung der Signaltransduktion wurden zumeist bei Arabidopsis
erzielt. Aus ihnen wurde ein allgemein giiltiges Modell fiir andere Spezies entwickelt.
Bisher ist der Sensor fiir die Perzeption von Temperaturdanderungen unbekannt. Ex-
perimentelle Studien belegen eine wichtige Partizipation der Plasmamembran an der



1.3. KALTEAKKLIMATISIERUNG

Signaltransduktion von Kéltestress (Chinnusamy et al., 2007). Die Membran vollzieht
einen Phaseniibergang von einer fliissigen, kristallinen Struktur zu einer starren Gelpha-
se (Murata und Los, 1997) mit einer Konformationsdnderung bestimmter Bestandteile
des Cytoskeletts und Erhohung der Ca?*-Konzentration im Cytosol innerhalb von 15
Sekunden (Knight et al., 1991; Orvar et al., 2000; Knight, 2002; Abdrakhamanova et al.,
2003). Vermutlich wird die Ca*"-Konzentration durch eine erhhte Rigiditdt und einer
darauf folgenden Aktivierung von mechanosensitiven oder ligandgesteuerten Influx-
Ca?*-Kanile erhoht. Aufgrund der raschen Rigidifizierung nach einer Temperatursen-
kung und als Barriere zwischen innerer und dufierer Umwelt wird die Plasmamembran
weithin als der Ort der Signalperzeption beschrieben (Uemura et al., 2006). Des weite-
ren haben Vaultier et al. (2006) bei der Arabidopsis Mutante fad2, die defizitér fiir eine
Oleat-Desaturase ist, eine Rigidifizierung der Plasmamembran und Aktivierung einer
kalteregulierten Diacylglycerin Kinase bei einer hoheren Temperatur (18°C) als beim
Wildtyp (14°C) nachgewiesen. Zudem konnen Konzentrationsdnderungen von Metabo-
liten, bedingt durch die verdnderte Reaktionskinetik, weitere Sensoren fiir Temperatur-
senkungen sein. Nichtzuletzt konnen Konformationsdnderungen von Nukleinsduren ein
weiterer denkbarer Mechanismus fiir die Signalperzeption von Kalte sein (Chinnusamy
et al., 2010). Eine Histidin-Kinase im Cyanobakterium Synechocystis (HIK33) konnte als
maflgebliche Komponente in der Signaltransduktion von Temperatursenkungen identifi-
ziert werden (Murata und Los, 2006). Neben dieser Zwei-Komponenten Histidin-Kinase
sind auch G-Protein assoziierte Rezeptoren potentielle Sensoren fiir Kélte (Xiong et al.,
2002). Einen weiteren, fundamental neuen Mechanismus zur Temperaturiiberwachung
entdeckten Kumar und Wigge (2010) bei bestimmten Histonvarianten (H2A.Z) in Arabi-
dopsis. Die Histonvarianten binden bei niedrigen Temperaturen stiarker an die DNA und
blockieren somit die Expression von Genen. Bei hoheren Temperaturen kommt es zu
lokaler Entfaltung der DNA und Transkription von Genen durch die RNA-Polymerase.

Die sekundéren Signale ABA und ROS konnen ihrerseits auch Ca?"-Signaturen initiie-
ren. Thre Funktion konnte mit Hilfe der Mutanten frs1 (los5) bzw. frol aufgeklart werden.
Die frs1-Mutante ist defizitar fiir eine Abscisinaldehyde-Oxidase und ist hypersensitiv
gegeniiber Kailte (Llorente et al., 2000). Die frol-Mutante zeigt eine konstitutiv hohe Ak-
kumulation von ROS und eine geminderte Expression von COR-Genen. Sie ist zusatzlich
hypersensitiv gegen Kélte und Frost (Lee et al., 2002). Die Detektion von ROS wird auch
von redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren wie NPR1 oder HSFs vermittelt (Mittler ef al.,
2004). Die Ca**-Signatur dient als Sekundarer Messenger und aktiviert Phospholipase
C/D, die ihrerseits Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) bildet und dadurch die Ca2+-Signale
amplifizieren kann (Vergnolle et al., 2005). Weitere Sekundédre Messengers sind CDPKs
(calcium-dependent protein kinases), Calmoduline (CaMs), SOS3, Protein-Phosphatase 2C
oder Calcineurin B-dhnliche (CBL) Proteine. Sie verfiigen tiber einen Calciumsensor
und konnen positive oder negative Regulatoren der kilteregulierten Genexpression sein
(Sheen, 1996). Desweiteren sind MAPK-Kaskaden (mitogen-activated protein kinases) wei-
tere Faktoren, deren Aktitvitdten durch ROS gesteuert werden, und die Genexpression
wahrend der Kalteakklimatisierung positiv beeinflussen (Teige et al., 2004).

1.3.2. Transkriptionelle Regulation der Genexpression wahrend der
Kalteakklimatisierung

Die Signaltransduktion (Abb. 1.3) aktiviert eine Reihe von diversen Regulatoren u.a. auch
die CRT-binding factors (CBF). Sie gehoren zur APETALA /EREBP-Transkriptionsfaktor-
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familie und sind wichtige Regulatoren fiir die Expression sogenannter COR-Gene (cold-
requlated) (Thomashow et al., 2001). Erste Indizien fiir die Prasenz eines regulatorischen
Elementes im Promotor des kilteregulierten Gens LTI78 zeigten Nordin et al. (1993).
Stockinger et al. (1997) konnten nachweisen, dass CBF1 aus Arabidopsis sogenannte ,,C-
repeat/DRE/LTRE” (CCGAC) Sequenzmotive (Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki,
1994) in den Promotoren von COR-Genen binden kann. In Arabidopsis wurden mehrere
Homologe zu CBF1 identifiziert, die je nach ihrem Expressionsverhalten gegeniiber Kélte
oder Trockenheit in DREB1 bzw. DREB2 eingeteilt werden konnen. Orthologe Gene
wurden aufier in Arabidopsis thaliana und den Triticeae in einer Vielzahl verschiedener
Arten identifiziert (Jaglo et al., 2001).
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Abbildung 1.3 — Schematische Darstellung der Signaltransduktion von Kéltestress in Pflanzen
(aus Chinnusamy et al., 2007). Infolge der Kélteeinwirkung kommt es zur Rigidifizierung von
Membranen und Influx von Calcium-Ionen in die Zelle. Dadurch wird u.a. ICE1 aktiviert und
die Expression von CBF’s stimuliert. CBF’s induzieren die Expression von COR-Genen (cold-
requlated), die fiir Akklimatisierung der Pflanze essentiell sind. Abkiirzungen siehe Text.

Uberexpression der CBF1/3/4 fiihrte zu einer konstitutiven Induktion von Genen mit
dem Promotorelement DRE/CRT/LTRE und einer erhchten Frosttoleranz und Trock-
entoleranz bei nicht-gehédrteten Pflanzen (Jaglo-Ottosen et al., 1998; Kasuga et al., 1999;
Haake et al., 2002). Transkriptomanalysen bei Arabidopsis zeigten jedoch, dass rund 12%
der regulierten Gene dem CBF-Regulon angehoren und dass mehrere regulatorische
Signaltransduktionswege aktiviert werden (Fowler und Thomashow, 2002). Mittels Tran-
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skriptomanalyse wurde ein weiteres wichtiges Regulon der Kélteantwort gefunden, das
von ZAT12 (zinc-finger Protein) kontrolliert wird. Insgesamt konnten Vogel et al. (2005)
in der selben Studie 514 Gene identifizieren, die essentielle Funktionen in der Kéalteak-
klimatisierung in Arabidopsis tibernehmen. Neuere Untersuchungen zeigten, dass die
Expressionsmuster von CBF1/3 und CBF2 unterschiedlich sind und vermutlich verschie-
dene Funktionen wéhrend der Kélteakklimatisierung wahrnehmen kénnen (Novillo
et al., 2007). Expressionsanalysen in Arabidopsis zeigten eine transiente, kilteregulierte
Expression innerhalb von 30 Minuten, die etwa nach einer Stunde ihren Hohepunkt
erreicht (Medina et al., 1999). Bei Analysen von hosI-Mutanten wurde der gleichnamige
Faktor kloniert, der die kéltebeeinflusste Expression von CBFs durch Ubiquitinylierung
von ICE1 (inducer of CBF expression) durch HOS1 (high expression of osmotically responsive
gene 1) negativ reguliert (Lee et al., 2001; Dong et al., 2006a; Miura et al., 2007). Chinnusa-
my et al. (2003) konnten ICE1 als konstitutiv exprimierter bHLH (basic helix-loop-helix)
Transkriptionsfaktor identifizieren, der im Promotor befindliche MYC-Motive von CBF3
und anderen TF erkennen kann. ICEI-Mutanten zeigten sowohl eine negative Beeinflus-
sung in der Expression des CBF-Regulons (Lee et al., 2005) als auch eine Reduzierung
der Frosttoleranz (Chinnusamy et al., 2003). Ein negativer Regulator von ICET ist MYB15.
,Knock-Out” Mutanten fiir MYB15 wiesen eine verstarkte, konstitutive CBF-Expression
und hohere Kaltetoleranz bei Arabidopsis auf. (Agarwal et al., 2006). Ein weiterer Faktor
(SIZ1) kann die Stabilitit von ICE1 durch Sumoylierung erhthen und somit positiv auf
die CBF-Transkription einwirken.

Epigenetische Prozesse wie Histonmodifikation (Stockinger et al., 2001) oder DNA-
(De)Methylierung (Choi und Sano, 2007) spielen bei der Genregulation bei Kaltestress
bzw. Vernalisierung (Dennis und Peacock, 2007) eine weitere Rolle. Neben den CBFs
sind weitere Transkriptionsfaktoren verschiedener Klassen bekannt, die kalteregulierte
Regulons kontrollieren. ESK1 (Xin et al., 2007) wurde durch die Mutante eskimol entdeckt,
die eine konstitutive Frosttoleranz aufweist und die Expression weiterer regulatorischer
Gene manipulieren kann. Weitere wichtige regulatorische Faktoren sind HOS10/9,
SCOF1, ERF, WLIP19 sowie NAC, die weitere Regulons kontrollieren (Chinnusamy
et al., 2010). RNA-Prozessierung und RNA-Export werden unter Kéltestress ebenfalls
beeinflusst wie bspw. das temperaturabhingige alternative Spleifien von COR-Genen
zeigt (Mastrangelo et al., 2005; Dong et al., 2006b).

1.3.3. Genetische Aspekte

Mitte des letzten Jahrhunderts begannen Genetiker die Vererbung von Frosttoleranz
vor allem beim Weizen zu untersuchen. Einen Uberblick {iber die ersten genetischen
Untersuchungen finden sich bei Sutka (1981). Die Studien brachten wichtige Erkennt-
nisse iiber das polygene Vererbungsmuster hervor, u.a. dass bei den Triticeae wichtige
genetische Loci zur abiotischen Stressresistenz auf der homologen Chromosomengruppe
5 lokalisiert sind. Diese Chromosomengruppe ist von herausragender Bedeutung fiir die
Vererbung der Frosttoleranz, aber auch andere Chromosomen leisten einen wichtigen
Beitrag dazu.

Im Vergleich zum Arabidopsis-Genom mit sechs CBF-Faktoren besitzt das Gerstegenom
eine Genfamilie mit mindestens 20 Mitgliedern, die sich in drei phylogenetisch Gruppen
einteilen lassen (Skinner et al., 2005a). In einer Studie von Badawi et al. (2007) wurde
gezeigt, dass die CBF-Genfamilie in Gerste und Weizen im Vergleich mit anderen Arten
der Pooideae eine hohere Anzahl umfasst. Ob die CBF-Faktoren in den Triticeae eine
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redundante Funktion, Subfunktion oder eine Neofunktionalisierung tibernehmen, ist
zur Zeit ungeklart. Als gesichert gilt jedoch die Annahme, dass bestimme CBF-Faktoren
eine autoregulatorische Funktion aufweisen (Novillo et al., 2004). Snape et al. (1997)
identifizierten neben FR-1 als wichtigen Locus fiir die Frosttoleranz ebenfalls FR-2, der
sowohl in Gerste als auch in Weizen auf dem langen Arm von Chromosom 5 kartiert
wurde. Der Locus umfasst bei Gerste und Weizen (T. aestivum und T. monococcum) ein
Cluster von mehreren CBF-Genen (Choi et al., 2002; Francia et al., 2004; Miller et al., 2006).
QTL-Analysen bei Weizen und Gerste verifizierten, dass FR-2 der zugrunde liegende
Locus fiir die phéanotypische Varianz in der untersuchten Population ist (Vaguijfalvi et al.,
2003; Baga et al., 2007; Francia et al., 2007). In einer kiirzlich veroffentlichten Assoziati-
onsstudie von Fricano et al. (2009) stellte sich heraus, dass HvCBF14 einen hohen Grad
an Polymorphismus aufweist und fiir die phanotypische Varianz in der untersuchten
Population verantwortlich ist. Expressionsstudien in der Kartierungspopulation ,,Nure
x Tremois” mit segregierenden VRN-H1/FR-H1 und FR-H2 Loci zeigten, dass Rekombi-
nanten, die das Winterallel vrn-H1 tragen, ein hoheres Expressionsniveau von Genen
des FR-2 Locus aufwiesen als solche, mit dem Vrn-H1 Allel. Weitere Hinweise, dass
der VRN-H1 Locus die Expression von CBF-Faktoren mafigeblich beeinflusst, ist die
Tatsache, dass bei der Vernalisierung mehrere CBF-Faktoren negativ reguliert werden.
Die Tendenz, dass Winter- gegeniiber Sommertypen eine erhohte CBF-Expression auf-
weisen, wurde auch bei Weizen und Roggen bestétigt (Stockinger et al., 2007). In einer
umfangreichen und vergleichenden Expressionsstudie von Campoli et al. (2009) wurden
die Expressionsprofile der CBFs von Roggen, Weizen und Gerste bei verschiedenen
Induktionstemperaturen untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die Expression von
einer komplexen Interaktion zwischen Spezies, Genotyp, Temperatur, Licht und Zeit
abhingig ist.

Vernalisierung stellt eine 6kophysiologische Anpassung von temperenten Pflanzen dar,
um das sensitive regenerative Gewebe vor Frost zu schiitzen. Takahashi und Yasu-
da (1971) schlugen ein epistatisches Modell fiir Gerste vor, bei dem drei Loci fiir die
Vernalisierungseigenschaften verantwortlich sind. Fiir Gerste beschreibt die folgende Al-
lelkombination den Wintertypus: VRN-H1 (Chromosom 5H), VRN-H2 (Chromosom 4H)
und VRN-H3 (Chromosom 1H). Allelische Varianten sind bei VRN-H3 nur selten zu fin-
den. Sutka und Snape (1989) konnten, basierend auf Chromosomen-Substitutionslinien
in Triticum aestivum, die besondere Rolle von Chromosom 5 in einer genetischen Analyse
nachweisen. Dabei wurden die Chromosomen 5A und 5D einer frostempfindlichen Linie
(Chinese Spring) mit der einer frosttoleranten (Cheyenne) substituiert. Dies resultierte
in signifikant erhohter Frosttoleranz des Rezeptors. Weitere genetische Analysen zeig-
ten, dass VRN-1 ein wichtiger Regulator fiir Frosttoleranz und Vernalisierung darstellt
(Galiba et al., 1995; Sutka et al., 1999). Es konnte bisher nicht zweifelsfrei ausgeschlossen
werden, daf$ es sich hierbei um einen pleiotropen Effekt eines Gens handelt, da FR-1
und VRN-1 engst gekoppelt vererbt werden (Stockinger et al., 2006). Mutationen in der
Promotorregion oder im ersten Intron von VRN1 (kodiert fiir ein MADS-Box/AP2 Pro-
tein) sind verantwortlich fiir den dominanten Sommertypus in Gerste und Weizen (Yan
et al., 2003b, 2004; Fu et al., 2005; von Zitzewitz et al., 2005; Cockram et al., 2007). VRN1
wird durch Vernalisierung im Winter leicht induziert und reprimiert VRN2 (ZCCT1)
(Trevaskis et al., 2006, 2007). Unter Langtagbedingungen und hoheren CONSTANS-
Proteinlevels wird VRN3 induziert, was zum irreversiblen Ubergang vom vegetativen
zur reproduktiven Phase fiihrt und ein positiver Regulator fiir die VRN1-Expression
ist. Unter Nicht-Vernalisierungsbedingungen wird VRN2 konstitutiv exprimiert und
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reprimiert damit VRNT und VRN3 (Distelfeld et al., 2009). Bei einer Expressionsstudie
konnte gezeigt werden, dass VRN1 essentiell fiir die Initiierung der regulatorischen
Mechanismen zur Repression der Kélteakklimatisierung ist (Dhillon et al., 2010).

1.3.4. Funktionelle Proteine

Temperaturverdnderungen wirken sich direkt auf alle kinetischen und thermodynami-
sche Prozesse aus und beeinflussen mafsgeblich die pflanzliche Biochemie und Physio-
logie. Weitere Stressoren begleiten die Kélteakklimatisierung, die je nach Klima und
Umweltbedingungen variieren konnen. Prinzipiell wird der primére Metabolismus hoch-
reguliert, um ein moderates Wachstum und eine Akklimatisierung zu gewéhrleisten.
Kaélteakklimatisierungsreaktionen kénnen

* homoostasisch (um ,steady-state”-Gleichgewichte aufrechzuerhalten),

¢ kompensatorisch (um niedrigere Reaktionsgeschwindigkeiten auszugleichen),

¢ entwicklungsbedingt (Vernalisation),

¢ nicht-funktionell (unwichtige Nebenreaktionen der Temperaturabsenkung)

e oder kilteakklimatisierend (erhoht Frost- oder Kiihletoleranz) sein (Pearce, 1999).

Unter natiirlichen Bedingungen akklimatisieren tiberwinternde Pflanzen im Herbst und
akkumulieren cryoprotektive Substanzen wie 16sliche Zucker (Saccharose, Raffinose,
Stachyose, Trehalose), Zuckeralkohole (Sorbitol, Inositol) und niedermolekulare Stick-
stoffverbindungen (Proline, Glycin, Betain) (Levitt, 1980). Zusammen mit Dehydrinen,
Hitzeschock-Proteinen (HSP) und anderen kélteregulierten Proteinen stabilisieren sie
Membranphospholipide, cytoplasmatische und membrangebundene Proteine als auch
hydrophobe Wechselwirkungen (Livingston et al., 2006; Janska et al., 2010). Wie bei vielen
abiotischen Stressbedinungen entstehen reaktive Sauerstoffverbindungen: vornehmlich
Wasserstoffperoxid (H>O,), Hydroxyl-Radikale (HO-) oder Hyperoxid-Anion (O;- 7).
Antioxidative Enzyme wie Superoxid-Dismutasen, Ascorbat-Peroxidasen, Catalasen,
Gluthation-Reduktasen /Peroxidasen und protektive Verbindungen wie Ascorbat, re-
duziertes Gluthation und a-Tocopherol detoxifizieren die reaktive Verbindungen, um
Schidden vorwiegend am Photosyntheseapparat zu verhindern (Bridger ef al., 1994; Pra-
sad et al., 1994; Chen und Li, 2002). Modifiziert wird die Zusammensetzung von Lipiden
um die Membranfunktion aufrechzuerhalten. Der Anteil von bestimmten ungesattig-
ten Fettsduren (bspw. Phosphatidylglycerin) der Phospholipiden wird dabei erhoht. Er
wirkt sich dabei positiv auf die Frosttoleranz aus (Steponkus et al., 1988; De Palma et al.,
2008). Dehydrine (DHN) werden bei Trockenheit und Kalte in vielen Pflanzenspezies
exprimiert und zeigen ein typisches Expressionsverhalten unter Stressbedingungen
(Tommasini et al., 2008). Sie sind eine heterogene Gruppe von Proteinen und lassen sich
in drei Gruppen einteilen. Im Falle von Arabidopsis ERD10 und ERD14 konnte festgestellt
werden, dass sie zum einen Phospolipide durch elektrostatische Wechselwirkungen
stabilisieren zum anderen Proteine als molekulare Chaperone vor Aggregation schiitzen
konnen (Kovacs et al., 2008). Neben dem gemeinsamen Merkmal glycinreich zu sein,
gehoren DHN zu den Proteinen mit keiner klar definierten Tertidrstruktur. Diese Ei-
genschaft macht sie deshalb funktionell vielseitig (Mouillon et al., 2006). Funktionell
verwandt sind Hitzeschockproteine mit ihren cryoprotektiven Eigenschaften bei der
Stabilisierung von Membranen und Proteinen (Renaut ef al., 2006). Dabei unterstiitzen
kleinere HSPs die grofieren bei der Renaturierung und Faltung von Proteinen (Mogk
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et al., 2003). Antifreeze-proteins (Eisrekristallisierung-Inhibierungssproteine, AFPs) kom-
men im extrazelluldren Raum vor und interagieren mit Eiskristallen, um ihr Wachstum
zu inhibieren. Sie kommen in der Pflanzen- und Tierwelt vor (Griffith und Yaish, 2004).
Pflanzliche AFPs sind PR-dhnliche Proteine und umfassen g-Glucanasen, Chitinasen,
Thaumatin-dhnliche Proteine oder Polygalacturonase Inhibitor-Proteine (Hon et al., 1995;
Worrall et al., 1998). Kalteakklimatisierter Winterroggen zeigt daher verstarkte Resis-
tenz gegeniiber Pathogenen und gleichzeitig verbesserte Frosttoleranz (Hiilovaara-Teijo
et al., 1999). Neben PR-Proteinen werden nichtspezifische Lipidtransferproteine (nsLTP)
wihrend der Kélteakklimatisierung fiir eine mogliche Pathogenenabwehr akkumuliert
(Dunn et al., 1994; Pearce et al., 1998). Neben diesen typischen Kalteakklimatisiersre-
aktionen kommt es zu diversen metabolischen Adaptionen im Organismus (Fowler
und Thomashow, 2002; Hannah et al., 2005). Wie aus den Transkriptomanalysen bei
Arabidopsis hervorgeht, werden neben den o.g. Kategorien der Kohlenhydrat-, Polyamin-,
Aminosédure- (Prolin), Sekundar-Metabolismus (Flavonoide, Phenylpropanoide) generell
induziert. Zu einer Absenkung der Transkriptabundanz kommt es bei der Photosynthese
und beim Lipid-, Zellwand-, Nukleotid- und beim Tetrapyrrol-Metabolismus.

10
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1.4. Fragestellung und experimenteller Aufbau

Aufgrund der polygenen Vererbung handelt es sich bei Frosttoleranz um ein komple-
xes Merkmal, dessen Mechanismen und zugrundliegenden genetischen Faktoren bis
heute nur unvollstindig verstanden werden. Obwohl evolutionér sehr eng verwandt,
unterscheiden sich Roggen, Weizen und Gerste in ihrer maximal erreichbaren Frost-
toleranz. Dabei gilt Roggen als robuste Modelspezies fiir abiotischem Stress. Gerste
wurde als sensitivste, Weizen als moderat tolerante Spezies ausgewahlt, um folgende
Genexpressionsmerkmale durch eine Transkriptomanalyse untersuchen zu konnen:

1. Aufdeckung konservierter Mechanismen bei der Kalteakklimatisierung
2. Untersuchung der speziesspezifischen Genregulation

3. Beschreibung der genotypabhingigen Genexpression
4

. Korrelation der phanotypischen Merkmale mit der Genexpression zur Auffindung
von Kandidatengenen fiir Frosttoleranz

Die zentrale Frage besteht darin, ob aus den Erkenntnissen der toleranten Spezies bzw.
Genotypen Riickschliisse fiir die Verbesserung der Toleranz der sensitiven Spezies bzw.
der Genotypen gezogen werden konnen. Der Versuchsaufbau (Abb. 1.4) umfasst die
phénotypische Erfassung der Frosttoleranz und Kélteakklimatisierungsexperimente
unter kontrollierten Phytotronbedingungen. Wéahrend der Kélteakklimatisierung wurde
Material fiir eine anschlieffende Transkriptomanalyse gewonnen.

I. Phidnotypische Erfassung durch Il. Selektion von Genotypen Ill. Entnahme von Gewebe zur IV. Transkriptomanalyse

Frostsimulation und Bewertung der FT RNA-Extraktion
nach 14 d Regeneration

der nach KA auf: 3x toderant Kalteakklimatisierung bei 2°C
3x sensitiv Entnahme bei Tag 0, Tag 1, Tag 7 und Tag 21

Roggen -19°C1-21°C

Weizen -12°CI5°C

Gerste -10°CL13°C

Abbildung 1.4 — Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Die phanotypische Erfassung
der Frosttoleranz (I) umfasste Frostexperimente durch Absenkung der Temperatur auf spezies-
spezifischen Werten. Nach einer 14-tidgigen Regenerationsphase wurden die Frostschdaden bewer-
tet. Fiir die Transkriptomanalyse wurden je drei tolerante und sensitive Genotypen ausgewahlt
(IT) und bei 2°C kélteakklimatisiert. Wahrend der Kalteakklimatisierung wurde Sprossgewebe
an vier verschiedenen Zeitpunkten entnommen (III) und RNA fiir die Transkriptiomanalyse (IV)
extrahiert. FT, Frosttoleranz; KA, Kilteakklimatisierung.
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Kapitel 2.

2 Material und Methoden

Falls nicht anders erwéhnt, orientieren sich die beschreibenden molekularbiologischen
Methoden nach Protokollen von Sambrook und Russel (2001).

2.1. Pflanzenmaterial

Gerste- (Hordeum vulgare) und Weizenlinien (Triticum aestivum) wurden vom Land-
wirtschaftlichen Forschungsinstitut in Martonvasar (Ungarn) zur Verfligung gestellt.
CMS-Roggen-Inzuchtlinien (Secale cereale) wurden von der Firma KWS Lochow (Bergen)
zur Verfiigung gestellt. Die Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht {iber die verwendeten Linien,
bei denen es sich ausschliefdlich um Wintertypen handelt.

Tabelle 2.1 — Ubersicht des verwendeten Pflanzenmaterials. Die laufenden Nummern sind
Abkiirzungen der Genotypen, die im Dokument verwendet werden.

Roggen Weizen Gerste
1 LP1 7 Miranovszkaja (Russland) 13 Hundred (6-zeilig, USA)
2 LP2 8  Cheyenne izo (USA) 14 Barbinak (6-zeilig, Ukraine)
3 LP3 9  Uljanovka (Russland) 15 Kold (6-zeilig, USA)
4 LP4 10 G.K. Tiszat4j (Ungarn) 16 Baishishek (2-zeilig, Kasachstan)
5 LP5 11  Capelle Desprez (UK) 17 Rex (2-zeilig, Kroatien)
6 LP6 12 Martonvdsari 8 (Ungarn) 18 Rodnik (2-zeilig, Kroatien)

2.2. Genotypen der verwendeten E. coli Bakterienstimme

One Shot® (TOP10) F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) end A1 nupG
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.3. Plasmide

pGEM®-T (Easy) diente zur Klonierung von PCR-Produkten und wurde von der Firma
PROMEGA (Madison, USA) bezogen. Das Plasmid kodiert eine Ampicillin-
Resistenz zur Selektion.

2.4. Kulturmedien

LB (Luria-Bertani) wurde von der Firma Carl Roth (Karlsruhe) bezogen. Fiir die
Herstellung von Fliissigmedium wurden 20g Trockenmedium in 1L entio-
nisiertes Hy0 gelost und autoklaviert (15min bei 121°C). Fiir Festmedium
wurden zusitzlich 15g Bacto-Agar (BD, Hamburg) zugefiigt. Nach dem Auto-
klavieren wurde das entsprechende Antibiotikum in das auf 50°C abgekiihlte
Medium zugegeben (Amp 50 pg/ml, Sm 50 pg/ml).

2.5. Chemikalien und Lésungen

Die verwendeten Chemikalien entsprachen dem analytischen Reinheitsgrad und wurden
von folgenden Firmen erworben: Applichem (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Steinheim),
Roth (Karlsruhe).

2.6. Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (Ebersberg) bezogen und auf 100 pmol/ul
eingestellt. Die Sequenzen befinden sich im Anhang A.7.

2.7. DNA-GroBenstandard

DNA-Grofsenstandard der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) wurden fiir Agarosegel-
elektrophorese verwendet:

e pUC19/Mspl (Hpall)
¢ FastRuler DNA Ladder, Low Range
¢ GeneRuler 1kb DNA Ladder

2.8. Quantifizierung von Nukleinsduren

Die Konzentration und Reinheit von DNA- und RNA-Proben wurden mit dem UV-VIS
Spektralphotometer (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) durch Messung der Absorption
bei 260 nm und 280 nm gemé&fS Sambrook und Russel (2001) ermittelt. Ein Quotient von

ABSx0 —1,8 indiziert eine reine dsDNA-Losung.
ABSas0

14



2.9. ANALYTISCHE AGAROSEGELEKTROPHORESE

2.9. Analytische Agarosegelektrophorese

PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelektrophorese tiberpriift. Je nach Lange der
Amplicons wurden die verwendeten Agarosekonzentrationen fiir eine optimale Auf-
trennung variiert. Die Agarose wurde in 1x TBE durch Sieden geldst und 5 nul 1%
Ethidiumbromid (Fluka) pro 100 ml Agarosegel zugefiigt. Die Elektrophorese wurde bei
100 V in 1x TBE durchgefiihrt.

10xTBE 0,89 M Tris, 0,89 M Borsdure und 0,02 M NA,EDTA. Protokoll nach Sambrook
und Russel (2001).

2.10. Kultivieren von Escherichia coli

Ubernachtkulturen wurden in 5 mL LB-Medium inklusive Ampicillin (Amp, [50 pg/ml]
oder Streptomycin (Sm, [50 pg/ml]) bei 37°C fiir 16 h im Schiittler (220 rpm) inkubiert.

2.10.1. Dauerkulturen

850 pl einer Ubernachtkultur wurden mit 150 ul sterilem Glyzerin (85%) vermischt und
in fliissigem Stickstoff schock gefroren und bei -80°C gelagert.

2.10.2. Herstellung chemisch-kompetenter E. coli TOP10

Je 1 ml einer Ubernachtkultur (UN) von TOP10 mit Sm (50 pg/ml) wurde fiir die
Inokulation von 2x100 mL LB-Medium (Sm 50 mg/ml) verwendet. Die Vorkulturen
wurden bei 37°C fiir 3-4 h im Schiittler (220 rpm) inkubiert bis ODgponm = 0.4 gemessen
wurde. Die Kultur wurde bei 5400 xg und 4°C fiir 10 min zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 50 ml 100 mM CaCl, (eiskalten, steril) aufgenommen und fiir 20 min auf Eis
inkubiert. Die Zellen wurden fiir 10 min bei 5400 xg bei 4°C geerntet und das Pellet
in 5 ml eiskaltem CaCl, resuspendiert und fiir 1 h auf Eis gestellt. Danach erfolgte die
Zugabe von 872 ul sterilem Glyzerin (86%) bis zu einer Endkonzentration von 15 %. Die
Zellen wurden in Aliquots aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff schock gefroren und bei
-80°C gelagert.

2.10.3. Transformation und Blau-WeiB-Selektion

Hitzeschock-Transformation wurde mit chemisch-kompetenten Zellen TOP10 durch-
gefiihrt. Ein 50 pl-Aliquot kompetenter Zellen wurde auf Eis aufgetaut und 50 ng
Plasmid-DNA zugegeben. Der Ansatz wurde fiir 20 min auf Eis gestellt und danach
einem Hitzeschock fiir 45-50 sec bei 42°C unterzogen. Die Zellen wurden fiir 2 min auf
Eis gestellt und 950 pl LB-Medium zugegeben. Danach erfolgte die Ausbildung der Amp
Resistenz fiir 90 min bei 37°C im Schiittler. Die Zellen wurden fiir 2 min bei 10000 xg
zentrifugiert, resuspendiert und auf LB-Festmedium + Amp (50 pg/ml) ausgestrichen.
Sollte eine Blau-Weifs Selektion durchgefiihrt werden, so wurden das LB Medium auf
RT aufgewédrmt und 50 pl X-GAL (c = 50 mg/ml) darauf gleichmafig verteilt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.11. Genomische DNA Extraktion

Gefriergetrocknetes Blattmaterial (20-30 mg) wurde mit Hilfe einer Kugelmiihle (Retsch
MM300) fiir 30 sec bei 30 Hz homogenisiert und mit 700 ul 65°C heiflem Extraktionspuf-
fer (Doyle und Doyle, 1987) vermischt und fiir 30-45 min bei 65°C inkubiert. Danach
wurden 700 ul Chloroform:Isoamylalkohol (CIA 24:1) zugegeben. Das Homogenisat wur-
de bei 8000 rpm in einer Tischzentrifuge fiir 15 min zentrifugiert und der Uberstand (ca.
700 pl) in ein neues Reaktionsgefafs iiberfiihrt, mit 700 pl CIA versetzt und bei 13000 rpm
fiir 15 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefa8 iiberfiihrt. Es
wurden 85 pl einer Losung aus Natriumacetet (3 M) und Ammoniumacetat (10 M) im
Verhiltnis 6:5 und 500 nul Isopropanol (-20°C) zugesetzt und gemischt. Das Prazipitat
wurde bei 13000 rpm fiir 30 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
mit 1 ml 70% Ethanol (-20°C) gewaschen und fiir 20 min bei 13000 rpm zentrifugiert.
Das Pellet wurde getrocknet und mit 200 pl TE-Puffer (Tris-HCl pH 8 10 mM, EDTA
pH 8 1 mM) und 4 pl RNase (10 mg/ml) und fiir 30 min bei 37°C inkubiert und das
Pellet UN bei 4°C gelost. Die genomische DNA wurde bei 4°C gelagert.

Extraktionspuffer 1,4 M NaCl, 100 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, 1% Na»S,0s, ad 500 ml
ddH,0O , autoklavieren. Vor Gebrauch folgende Losungen dazugegeben: 2%
CTAB, 0,2% B-Mercaptoethanol.

2.12. Genotypisierung

Um den Habitus (Sommer/Winter) der Weizen- und Gerstenlinien zu bestétigen, wurde
eine Genotypisierung des Pflanzenmaterials durchgefiihrt. Die Weizenlinien wurden
mit den Primer-Kombinationen VA1-R und 361W-F bzw. 361S-F (Sherman et al., 2004)
durchgefiihrt. Die PCR-Konditionen sind in Abschnitt 2.18.3 beschrieben. Die Genotypi-
sierung wurde nach folgendem Programm durchgefiihrt (N. Pecchioni, pers. Mitteilung).
Als Primer diente HvZCCT-S und HvZCCT-AS.

1.5ul  10x Puffer (Qiagen)

0.6 ul sense Primer (10 pmol)

0.6 ul antisene Primer (10 pmol) 1omin 95°C Zyklen

0.4pul dNTP’s 10 mM (Fermentas) gg 222 g;og 40x
0.2pul HotStarTaq DNA Polymerase 5 u/ul . o
. . 1min 72°C
3ul  Q-Solution 5x (Qiagen) 7 min 72°C
09pul MgCl(25 mM) mf; e

73ul ddH,0
0.5ul gDNA (100 ng)

2.13. Mikrosatelliten Analyse

Die Konzentration der gDNA wurde auf 150 ng/pl eingestellt. Die PCR-Reaktionen wur-
den in 15 Multiplex-Mix-Reaktion & 3 Primerpaaren durchgefiihrt. Die Primer (Qiagen)
waren fluoreszenzmarkiert mit FAM, TAMRA oder HEX.
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2.14. RNA EXTRAKTION

15min 96°C Zyklen

2.5pul  Multiplex-Mix (Qiagen) 1min 94°C

0.5ul Primer Mix (konz. X) 30sec 60°C 40x
1pl ddH,0 15sec 72°C
1pl gDNA (150 ng) 10 min 72°C
oo 12°C

Vom Reaktionsansatz wurden 5 pl mit 150 pl ddH,0 verdiinnt und davon 3 pl in PCR-
Platten (ABgene PCR-Plates, Thermo) tiberfiihrt. Die DNA wurden mit 7 ul eines Mix
aus MegaBACE Loading Solution (GE Healthcare) und MegaBACE ET400R Standard
(GE Healthcare) (fiir eine 96er Platte 700 pl Loading Solution + 20 pl Standard) versetzt.
Die Mikrosatelliten wurden mit dem MegaBACE (GE Healthcare) Kapillarsequenzierer
aufgetrennt.

2.14. RNA Extraktion

Um Kontaminationen durch RNasen vorzubeugen wurden alle Arbeiten, Losungen
etc. mit DEPC (Fluka) behandelten H,0 (0.2%) durchgefiihrt. Falls moglich wurden
Laborutensilien durch Hitze bei 200°C fiir 4 h sterilisiert. Plastikware wurde in einer
Losung von 0,1 M NaOH und 0,1% SDS fiir mindestens 30 min inkubiert und mit
destillierten ddH,0 abgespitilt.

Fiir die RNA-Extraktion aus 200-300 mg Sprofigewebe wurde das Reagenz TRIzol®
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Das Gewebe wurde in fliissigem Stickstoff homo-
genisiert und nach Herstellerangaben verarbeitet. Abweichend vom Protokoll, wurde
die Phasentrennung mit Chloroform zweimal durchgefiihrt, um die Reinheit der RNA-
Praparation zu erhohen. Die RNA-Pellets wurden in 100 pl 0.2% DEPC-H,0 fiir 5-10 min
bei 65°C gelost.

2.15. Analytische, denaturierende RNA-Gelelektrophorese

Fiir die Uberpriifung der Qualitit der RNA Préaparation wurde eine denaturierende

Elektrophorese durchgefiihrt. Fiir die Herstellung eines 5 ml Agarosegels (1%) wurden

0.5 g Agarose (Invitrogen) in 36 ml 0.2% DEPC-H,0 durch Erhitzen gelost und 5 ml

10xMOPS und 9 ml Formaldehyd zugegeben. Zu den RNA-Proben (2 pg) wurden 15 nl

Ladepuffer zugegeben und fiir 15 min bei 65°C denaturiert. Die Elektrophorese wurde

bei 50 V in 1XMOPS Puffer durchgefiihrt. Nach 10 min wurde der obere Ethidiumbromid-

haltige Probenauftragsbereich entfernt und das Gel fiir weitere 2 h bei 50 V aufgetrennt
und dokumentiert (Herolab, Wiesloch).

Auftragspuffer 750 pl deionisiertes Formamid, 150 ul 10x MOPS, 250 ul Formaldehyd,
6 1l 10 mg/ml Ethidiumbromid in DEPC-H,0O, 160 pul 86% Glycerin, 122 ul
Bromophenol Blau (0,25%) in DEPC-H,0

10xMOPS 41,85g MOPS (MW =209,27) und 6,80 g Natriumacetat (MW =136,08) in
800ml DEPC-H,0 wurden vollstindig gelost. Dazu wurden dann 20 ml
0,5M NazEDTA (pH 8.0) zugeftigt und mit 10 M NaOH auf pH 7.0 eingestellt
und das Volumen auf 1 L mit DEPC-H,0 aufgefiillt. Die Stammlsung wurde
bei 4°C in Dunkelheit gelagert.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.16. Herstellung von cDNA Sonden fiir Hybridisierungen

2.16.1. Aquillibrierung der Dynabeads

mRNA wurde mittels magnetischer Dynabeads (Dynal Biotech, Oslo) mit kovalentge-
bundenen Oligo(dT),s isoliert. Dazu wurden 100 pl Dynabeads in 1,5 ml Reaktionsgefifse
(Eppendorf DNA /RNA Low Binding Tubes) tiberfiihrt und nach magnetischer Separa-
tion (Invitrogen) fiir 30 sec der Uberstand entfernt. Die Dynabeads wurden mit 50 ul
Bindepuffer gewaschen und aufgenommen.

2.16.2. mRNA-Isolation

Die mRNA-Isolation wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt (Dynal Biotech, Oslo).
Ein Gemisch von RNA dreier biologischer Replikate (3x12 pg in 50 pl) wurde fiir 2
min bei 65°C denaturiert und zu den &dquillibrierten Dynabeads zugefiigt, kurz auf
Eis gestellt und fiir 5 min bei RT rotiert (Dynal Sample Mixer). Der Uberstand wurde
entfernt und zweimal mit 100 pl Waschpuffer B gewaschen. Danach folgten zwei weitere
Waschschritte mit 1xRT-Puffer.

5xRT Puffer (100 mL) Eine Losung aus 250 mM Tris-HCl, 250 mM KCI, 50 mM MgCl3
x 6HyO wurde auf pH 8,3 mit HCI eingestellt und autoklaviert. Fiir die
Herstellung von 1x RT-Puffer wurden RNAsecure Reagent (Ambion, St.
Woodward, USA) der Losung zugesetzt und fiir 10 min bei 60°C erhitzt.

2.16.3. Erststrangsynthese von cDNA

Die Erstrangsynthese wurde laut Herstellerangaben bewerkstelligt (SuperScript II, Invi-
trogen) Die an den Oligo(dT),s hybridisierte mRNA wurde mit der reversen Transkrip-
tase in cDNA umgeschrieben und somit kovalent an die Dynabeads synthetisiert. Die
Dynabeads wurden mit folgendem Reaktionsgemisch resuspendiert:

35,2ul DEPC-H,0
10 pl  5x First Strand Puffer (Invitrogen)
1,0l 100 mM DTT (Invitrogen)
25ul 10 mM dNTP’s (Fermentas)
1,3ul  RNaseOUT 40 U/ul (Invitrogen)

Das Reaktionsgemisch wurde fiir 2 min bei 42°C inkubiert, 1 pl SuperScript II RTase
zugefiigt und fiir 1 h bei 42°C inkubiert. Die Dynabeads wurden mit 0.05% SDS zweimal
gewaschen. Um die mRNA vom Erstrang zu entfernen, wurden die Beads zweimal
mit 50 ul 2 mM EDTA (pH 8,0) resuspendiert, bei 95°C denaturiert und der Uberstand
entfernt. Danach erfolgte zweimaliges Waschen mit 250 pl DEPC-H,0.

2.16.4. Radioaktive Markierung von cDNA
Zur radioaktiven Markierung der cONA-Sonden wurde das MegaPrime (Amersham GE

Healthcare) System laut Herstellerangaben genutzt. Folgender Ansatz wurde zu den
Dynabeads zugeftigt. Die Markierungsreaktion wurde fiir 30 min bei 37°C durchgefiihrt:
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2.17. MAKROARRAY HYBRIDISIERUNG

28,0 ul  ddH,O (7x 196 l)

50ul Random-Nonamer Primer Mix (Amersham) (7x 35 pl)
10,0 ul  Labelling Puffer (AATP, dGTP, dTTP)

50ul  3*P-a-dCTP (10 mCi/ml) (Hartmann Analytik)

2,0pul  Klenow Fragment 1U/pl

2.16.5. cDNA Sondenpraparation

Der Reaktionstiberstand mit nicht eingebauten Nukleotiden wurde entfernt und die Son-
den wurden zweimal in 50 pl 2 mM EDTA (pH 8,0) bei 95°C von der Erststrang-cDNA
eluiert und in einem neuen Reaktionsgefafs vereinigt. Fiir die vollstindige Entfernung
der Dynabeads aus dem Uberstand wurden Anapore-Filter mit 0,2 um Ausschlussvolu-
men (Whatman) verwendet. Die Filter wurden mit 2 mM EDTA (pH 8,0) dquillibriert
und fiir 2 min bei 10000 xg zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der
Uberstand auf die Filter transferiert und bei 10000 xg fiir 4 min zentrifugiert. Zu voll-
standigen Eluierung der Sonden wurden 50 pl 2 mM EDTA (pH 8,0) dem Filter zugefiigt
und wie zuvor beschrieben zentrifugiert. Der Einbau der Nukleotide wurde mittels des
Verhiltnisses von nicht eingebauten Nukleotiden im Uberstand zu den eingebauten
Nukleotiden in der cDNA durch einen Geigerzahler abgeschitzt.

2.17. cDNA-Makroarray Hybridisierung

2.17.1. cDNA-Makroarrays

Die fiir die cDNA-Array benutzten Gerste-cDNA-Banken sind unter http://pgrc.
ipk-gatersleben.de/cr-est/index.php ersichtlich. Makroarrays wurden von der Fir-
ma Deutsches Ressourcenzentrum fiir Genomforschung (RZPD, Berlin) bezogen. Weitere
Informationen sind bei Sreenivasulu et al. (2006) dokumentiert. Spotting-Listen und
Klon-IDs des Arrays sind unter http://pgrc-35.ipk-gatersleben.de/pls/htmldb_
pgrc/f7p=138:1:3487298726502413 einzusehen.

2.17.2. Vorhybridisierung der Membran

Der modifizierte Hybridisierungspuffer nach Church und Gilbert (1984) wurde im Was-

serbad bei 65°C erhitzt und 10 ml davon in die Hybridisierungsrohre transferiert. Um

unspezifische Hybridisierungen zu unterbinden wurden nach 30 min 100 ul Herings-
sperma 10 mg/ml (Stratagene) zugefiigt, das zuvor bei 95°C fiir 2 min denaturiert wurde
und fiir 5 min auf Eis inkubiert wurde. Die Membranen wurden fiir 4 h unter Rotation

(7 rpm) bei 65°C vorhybridisiert.

Hybridisierungpuffer bestehend aus 0,5 M Na-Phosphatpuffer (pH 7,0), 2 mM EDTA
(pH 8,0), 1% BSA und 7% SDS wurde tiber Nacht vermischt und dann auf
37°C erwarmt. Der Puffer wurde mit einem Faltenfilter (Schleicher&Schuell,
Dassel) gefiltert und bei -20°C gelagert.
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2. MATERIAL UND METHODEN

(a) Schema Makroarray (b) Hybridisierter Makroar-
ray

Abbildung 2.1 - (a) Spotting-Muster der verwendeten Nylon-Makroarrays (11 x 22 cm). Der
Array ist in drei Subarrays untergliedert und die Duplikate befinden sich in einem 5x5 Grid. (b)
Ausschnitt eines exponierten Arrays nach Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden.

2.17.3. Hybridisierung der markierten cDNA Sonden

Der Vorhybridisierungpuffer wurde durch 7 ml frischen Hybridisierungpuffer (65°C)
ersetzt und fiir 10 min im Hybridisierungsofen rotiert. Es folgte die Zugabe von zuvor
denaturierten Heringssperma (s. vorheriger Abschnitt). Die cDNA-Sonden wurden bei
95°C fiir 3 min und fiir 5 min auf Eis denaturiert und in die Hybridisierungsrohren
transferiert. Die Hybridisierung erfolgte fiir 20 h bei 65°C und 7 rpm.

2.17.4. Waschen und Exposition

Sonden, die aus Gerste-cDNA hergestellt wurden, wurden zweimal mit 0,1% SDS und
0,1x SCC fiir 20 min darin gewaschen. Heterologe Weizen- und Roggensonden wurden
einmal mit 0,1% SDS und 1xSSC fiir 20 min und ein weiteres Mal mit 0,1% SDS und
0,5x SCC fiir 20 min gewaschen. Alle Waschschritte wurden bei 65°C durchgefiihrt. Die
Membranen wurden auf Filterpapier (Whatman, Maidstone, UK), das zuvor mit der
Waschlosung angefeuchtet wurde, gelegt und mit Frischhaltefolie eingeschlagen und
auf Phosphor-Imager-Screens (23x40 cm, Fuji Film, Diisseldorf) fiir 48 h in einer Kassette
(Fuji Film, Diisseldorf) exponiert.

2.17.5. Entfernen von cDNA-Sonden

Um cDNA-Sonden von gebrauchten Makroarrays zu entfernen, wurde eine Losung
aus 0,1x SSC und 0,1% SDS zum Sieden gebracht und darin die Membranen 45 min
gewaschen. Die Losung wurde durch eine 0,4M NaOH ersetzt und fiir 30 min bei 45°C im
Wasserbad inkubiert. Danach wurden die Membranen mit einer Neutralisierungslosung
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2.18. QUANTITATIVE REAL-TIME PCR

(0,1x SSC; 0,1% SDS; 0,2M Tris pH 7,5) fiir 45 min bei RT behandelt. Die Membranen
wurde standig feucht gehalten und bei -20°C gelagert.

2.17.6. Signaldetektion

Die Signale wurden mit dem Phosphor-Imager-System FLA-3000 (Fuji Film) detektiert
mit folgenden Parametern: IP reading, 16 Bits/Pixel, 50 pm PixelgrofSe. Die Bildpunkte
wurden mit dem Programm Array Vision 8.0 (GE Healthcare) in quantitative densio-
metrische Werte mit folgenden Parametern transformiert: Signal: Radio-Isotopic; Type:
Expression; Measure Type: Density 1 x 3; Background: Selected Spot (3-3).

2.18. Quantitative Real-Time PCR

Zur Evaluierung der Makroarray-Daten wurde die sensitivere Methode der qRT-PCR
angewendet. Sequenzanalyse und Design von genspezifischen Primern wurden mit
dem Programm VectorNTI (Invitrogen) durchgefiihrt. Das Amplifikat der Primer sollte
einen Grofienunterschied bei cDNA und gDNA aufweisen um die Prasenz eines Introns
zu detektieren. Damit konnten eventuelle Kontaminationen der RNA mit genomischer
DNA nachgewiesen werden. Die Primer wurden i.d.R. basierend auf der Sequenz eines
EST-Contigs aus HarvEST-Barley (Assembly 35) abgeleitet. Exon-Intron Grenzen wurden
mittels des Homologen Gens der genomischen Sequenz aus Oryza sativa und dem
Programm ,Spidey” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Ostell/Spidey/)
bestimmt.

2.18.1. DNase Verdau von RNA

Um kontaminierende gDNA aus RNA Praparationen zu entfernen, wurde ein DNase
Verdau mit dem DNA-free™ Kit (Ambion) mit 10 ng RNA nach Herstellerangaben
durchgefiihrt.

2.18.2. Reverse-Transkription PCR

cDNA wurde aus der zuvor DNasel behandelten RNA (2 ng) synthetisiert. Dazu wurde
das iScript™ Kit (BioRad) nach Herstellerangaben benutzt. Fiir die qRT-PCR wurden
die cDNA 1:5 mit ddH,0 verdiinnt und bei -20°C gelagert.

2.18.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Das Volumen der PCR-Ansétze betrug im Allgemeinen 15 pl und das Template hatte
eine Stoffmenge von 100 ng. Die Lange der Olignucleotide betrug etwa 18-28 Nukleotide
mit dhnlichen Schmelztemperaturen (T,). Die Anlagerungstemperatur betrug zwischen
55°C und 65°C. Die Reaktion wurden in Thermocyclern der Firma SensoQuest (Labcycler,
Gottingen) durchgefiihrt:
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2. MATERIAL UND METHODEN

1.5ul  10x Puffer (Qiagen)

0.3 ul sense Primer (10 pmol) 15 min 95°C  Zyklen
0.3pl antisene Primer (10 pmol) 30 sec 94°C
0.3ul dNTP’s 10 mM (Fermentas) 30sec 55-65°C 35x
0.15ul HotStarTag DNA Polymerase 1 min 72°C
5u/ul (Qiagen) 10 min 72°C
11.45 ddH,0 00 4°C

1ul cDNA/gDNA (100 ng)

2.18.4. Klonierung und Sequenzierung von PCR-Produkten

Um die Sequenz zu ermitteln, wurden die PCR-Fragmente in das Plasmid pGEM®-T-
Easy kloniert und in E. coli TOP10 transformiert. Nach Blau-Weif3-Selektion (Abschnitt
2.10.3) wurden 5 Kolonien in je 50 pl TE gelost. Davon wurden 1 pl abgenommen und
TempliPhi-DNA (Amersham Biosciences, Little Chalfont UK) nach Standard-Protokoll
synthetisiert und mit den Primer M13rev/uni sequenziert (ABI DNA-Analyzer 3730XL).
Folgender Ansatz wurde fiir 4 h bei 25°C und UN 4°C im Thermoblock inkubiert:

5ul  2x Puffer (PROMEGA)
0,5ul pGEM-T-Easy (50 ng/pl)
3,5ul  Amplicon
1ul T4 DNA Ligase (3 Weiss units/qul)

2.18.5. qRT-PCR

Reaktionsansitze wurden in , Optical ABI-PRISM” 384-Reaktionsplatten (Applied Bio-
systems) {ibertragen und mit ,MicroAmp Optical Adhesive Film” (Applied Biosystems)
versiegelt. Zur absoluten Quantifizierung benotigte Standardkurve, bestehend aus sechs
Ansédtzen mit 1:5-fachen Verdiinnungsschritten (1:1 - 1:3,2 - 10*4), wurden cDNAs aus
allen vier Zeitpunkten eines Genotyps vereinigt. Die qRT-PCR wurde mit dem Applied
Biosystems 7900HT System (Absolute Quantifizierung mit Standardkurve) und dem
QuantiTect-Kit (Qiagen) mit folgendem Ansatz durchgefiihrt:

5ul  2x SYBR Green PCR Master Mix 10 min 95°C  Zyklen
1ul sense Primer (1 pmol) 15 sec 94°C

1pl antisene Primer (1 pmol) 30sec 55-59°C 40x
2ul  ddH,0 30 sec 72°C

1ul cDNA [S) RT

Die Datenaufzeichnung erfolgte bei zwei Temperaturen: bei der Anlagerungstemperatur
der Primer und bei 72°C. Nachdem letzten Zyklus wurden die Daten zwischen 60-95°C
und bei 95°C gesammelt. Die Daten wurde mit der Methode von Vandesompele et al.
(2002) normalisiert. Die robuste und genaue Methode verwendet das geometrische
Mittel von mehreren Haushaltsgenen als Normalisierungsfaktor.
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2.19. KALTESIMULATION IM PHYTOTRON

2.19. Kiltesimulation im Phytotron

Die hier beschriebenen Experimente wurden in Klimakammern des Phytotron ARI Mar-
tonvasar (Controlled Environments Ltd., Kanada) durchgefiihrt. Die Phdnotypisierung
und die Gewinnung von RNA fiir die Makroarray-Hybridisierung wurden in zwei
verschiedenen Experimenten durchgefiihrt. Fiir beiden Arten von Experimenten wurde
das Saatgut auf feuchtem Filterpapier in Petrischalen gekeimt. Die Samen wurden fiir 12
h in Wasser gequollen und fiir 1 Tag bei RT, 1 Tag bei 4°C und Dunkelheit und schliefslich
2 Tage bei RT gekeimt.

2.19.1. Frostsimulation fiir die Phdnotypisierung

Zur Untersuchung der Frosttoleranz (Abb. 1.4) wurden 5 Keimlinge in einem randomi-
sierten Aussaatmuster in 5 Holzboxen und Pflanzenerde angezogen. Es erfolgte danach
eine Wachstumsperiode von 14 d. Zur Kilteakklimatisierung wurde das Programm
,FDA” (Tischner et al., 1997) verwendet. Der Temperaturverlauf der Frostsimulation sieht
eine stufenweise Absenkung der Temperatur um 1°C pro Stunde auf Unternulltempera-
turen vor:

* Roggen -19°C und -21°C fiir 12 h
e Weizen -12°C und -15°C fiir 12 h
e Gerste - 10°C und -13°C fiir 12 h

Die Temperatur wurde stiindlich von den spezifischen Unternulltemperatur um 1°C
bis zur einer finalen Temperatur von +1°C erhoht (Sutka, 1981; Kocsy et al., 2010). Der
Spross wurde bis auf 1 cm zuriick geschnitten und fiir 14 d bei 17/16°C, 16 h Pho-
toperiode, 70 bzw. 75% (Tag/Nacht) relativer Luftfeuchtigkeit und einer PPFD von
270 pmol - m? - min~! kultiviert. Die Regenerationsfihigkeit wurde in einem 5-gliedrigen
Bewertungsschema gemessen (0 = tot, 5 = unbeschédigt) und statistisch mittels ANOVA
ausgewertet. Die Pflanzen wurden zu zwei Zeitpunkten bewertet: das 1. Mal 14 Tage
nach der Frostbehandlung, das 2. Mal nach weiteren 1-2 Wochen, um stark frostgescha-
digte Pflanzen nochmals zu bewerten.

2.19.2. Kilteakklimatisierung fiir RNA-Gewinnung

Die Keimlinge wurden in hydroponischer Kultur auf modifiziertem 0,5x Hoagland-
Medium (Galiba et al., 2001) in Klimakammern fiir 10 Tage angezogen. Die Photoperiode
betrug 16 h pro Tag mit Tag/Nacht-Temperaturen von 18°C/15°C und 75% relativer
Luftfeuchtigkeit und einer PPFD von 270 pmol-m?-min~!. Danach folgte die Kalteakkli-
matisierung bei 2°C fiir 3 biologische Replikate. Die Probenentnahme (300 mg Blatt und
Spross) wurde in der Mitte der Photoperiode durchgefiihrt.

0.5x Hoagland-Medium: 500 mL Makronéhrsalze (1 L: 5.055 g KNO3, 11.81 g Ca(NO3);
x4H,0, 4,932 ¢ MgS0,4 x 7H,0, 1.361 g KHyPOy), 1.25 mL Mikrondhrsalze (100 mL:
286 mg H3BO3, 362 mg MnCl, x 4H,0, 22 mg ZnSO4 x 7H,0, 12 mg NaxMoOy4 x 2H,0O,
8 mg CuSO4 x 5H,0), 100 mL Fe-EDTA (1 L: 4g C19H12N;NaFeOg)
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2.20. Bioinformatische Methoden

2.20.1. Sequenzanalysen

Fiir allgemeine Arbeiten mit Sequenzen wie z.B. Primerdesign oder Sequenzalignments
wurde die Software Vector NTI Version 11 benutzt (Invitrogen). Der BLAST-Algorithmus
(Altschul et al., 1990) wurde fiir den Abgleich von Sequenzen genutzt. Die cDNA-
Bezeichnungen (cDNA ID) und -Sequenzen wurden aus der CROP-EST Datenbank
(CR-EST, http://pgrc.ipk-gatersleben.de/cr-est/) exportiert.

2.20.2. Mikrosatelliten Analyse

Die Mikrosatellitendatensdtze wurden mit dem Programm , Genetic Profiler Softwa-
re Suite v2.2” (GE Healthcare) verarbeitet. Die Analyse wurde mit dem Programm
,PowerMarker v3.25” durchgefiihrt.

2.20.3. Verarbeitung und Normalisierung der Makroarray-Signale

Falls nicht anders erwdhnt wurde die Datenverarbeitung mit der Statistikumgebung ,R”
Version 2.11.1 (R Development Core Team, 2011) durchgefiihrt (http://www.r-project.
org/). Danach wurden die Hintergrundintensitdten von den Signalintensitdten subtra-
hiert und ggf. negative Werte durch das Minimum der Hybridisierung ersetzt. Die Daten
wurden mit dem Bioconductor-Paket ,Limma” (http://www.bioconductor.org/) nach
der Quantilsmethode (Bolstad et al., 2003) normalisiert. Quantilnormalisierung gilt als
eine sehr robuste Methode, bei der die Quantile gleiche Werte besitzen und die Daten
eine identische Verteilung aufweisen ohne dabei die Daten stark zu verzerren. Bei der
Quantilnormalisierung geht man wie folgt vor:

1. Die Werte jeder Spalte der Expressionsmatrix (,,Arrays”) werden sortiert
2. Aus den sortierten Werten wird der Mittelwert jeder Matrixreihe (,,Gene”) gebildet
3. Der urspriingliche Wert wird durch den zuvor berechneten Mittelwert ersetzt.

Um die Effekte der Normalisierung zu untersuchen wurden Konkordanzkoeffizienten
nach folgender Formel berechnet:

2512

= T 2.1
52, 4+ 525, + (Y1 — Yz)z @1)

P12

Wobei Y1 und Yj; die Spalten von m Expressionswerte von zwei Arrays sind. Das
Symbol S bezeichnet hier die Kovarianz der Expressionswerte eines Arrays. Kon-
kordanzkoeffizienten konnen die Ubereinstimmung von zwei Arrays quantifizieren
(Lin, 1989). Als Qualitatskriterium mussten die Signalintensitdten 2-fach tiber den Hin-
tergrundsignalintensitidten liegen und ein Doppelspot-Ratio von kleiner 2 aufweisen.

2.20.4. MapMan Annotation

Um Expressionsdaten anhand biochemischer Stoffwechselwege zu visualisieren, wur-
de die Annotationsanwendung ,Mercator” (http://mapman.gabipd.org/web/guest/
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mercator) genutzt. Dabei handelt es sich um ein Analysewerkzeug mit dem Sequenz-
daten in funktionelle Kategorien klassifiziert und Expressionsdaten der zugrunde
liegenden Gene mit der MapMan-Anwendung (Version 2.5, http://mapman.gabipd.
org/web/guest/mapman) visualisiert werden konnen (Thimm et al., 2004). Um mog-
lichst genaue Sequenzinformationen zu erhalten, wurden die entsprechenden Gers-
tensequenzen aus der EST-Datenbank ,,HarvEST:Barley” (Version 1.68, Assembly 35,
http://harvest.ucr.edu/) genutzt. Folgende Parameter wurden fiir die Annotation
genutzt: TAIR BLAST (,release 8”), PPAP (,,swiss-prot”), KOG (,,clusters of ortholo-
gous eucaryotic genes database”), IPR (,interpro scan”), MULTIPLE (,,allow multiple
bin assignments”), ANNOTATE (,,append database annotation to mapping”), IS_DNA
(,,sequence file contains DNA sequence”), BLAST-SCORE > 80.

2.20.5. ldentifizierung von Hydrophilinen in silico

Die Contig-Sequenzen der cDNA-Proben wurden aus HarvEST:Barley (s.o.) exportiert
und mit dem Programm ESTScan (Version 2.1) die kodierenden Sequenzen (CDS) iden-
tifiziert und in Proteinsequenzen translatiert (Iseli et al., 1999). Als Vorgabe fiir die
CDS-Identifikation wurden die Matrix von Orzya sativa genutzt. Mit Hilfe des R-Paket
seqinr wurden potentielle Hydrophiline identifiziert.

2.21. Statistische Methoden

2.21.1. Differentielle Genexpression

Die differentielle Expression von Genen wurde mit dem , Induktions-Repressions-Faktor”
(expression fold-change nachfolgend als FC abgekiirzt) nach der Formel 105;21”1%021 berechnet.
I; steht in fiir die Expressionswerte der verschiedenen Zeitpunkte. Der FC wurde relativ
zum Zeitpunkt Tag 0 fiir Tag 1, Tag 7 und Tag 21 berechnet. Dabei musste das Signal
an mindestens einem Zeitpunkt tiber das 2-fache des Hintergrundes liegen und ein
Doppelspot-Ratio kleiner 2 aufweisen.

2.21.2. Verifikation mittels qRT-PCR

Bei der Korrelation der qRT-PCR wurde der arithmetische Mittelwert der drei biologi-
schen Replikate ermittelt und gegen die phianotypischen Daten korreliert. Fiir die Berech-
nung der Korrelationskoeffizienten nach Spearman wurde die R-Funktion cor.test()
mit einem Signifikanzniveau von a = 0.05 berechnet. Die Daten wurden ggf. nach der

Formel x = S’;Zf) standardisiert.

2.21.3. Anreicherungsanalysen

Anreicherungsanalysen wurden mit dem Exakten Test nach Fisher, implementiert in
der Statistikumgebung ,R” (R Development Core Team, 2011) durch die Funktion
fisher.test (), mit einem Signifikanzniveau von a = 0.05 berechnet. Als Ausgangs-
punkt wird eine Vierfeldertafel (Kontigenztabelle) mit den beobachteten Haufigkeiten
aufgestellt. Die Analyse wird in Anlehnung an Hannah et al. (2005, 2006) durchgefiihrt.

25



2. MATERIAL UND METHODEN

Die Vierfeldertafel (Tab. 2.2) wird wie in Poree et al. (2006) beschrieben aufgestellt und
enthalt die Anzahl von Eintrdgen, die den FC-Schwellenwert von 2x in einer bestimmten
funktionellen Kategorie iibertreten, und die Anzahl der gesamten Eintrdge in dieser
Kategorie. Der zweite Teil der Vierfeldertafel besteht aus den Objekten der absoluten
Anzahl an Eintragen, die den Schwellenwert iibertreten und der absoluten Anzahl von
Eintrdgen auf dem Array. Der grofie Umfang der Analyse macht die Korrektur der
p-Werte wegen der Problematik des multiplen Testen nach der FDR-Methode nétig
(R-Funktion p.adjust ()) (Benjamini und Hochberg, 1995).

Tabelle 2.2 — Vierfeldertafel zur Anordnung der Héufigkeitsdaten

differentiell (2x) nicht-differentiell total

in MapMan—BIN ni Nip = nyz — 111 niz

nicht in MapMan-BIN  ny) = ngy —nq1  npp = nigp — nyz + 111 noz
total ng1 = M Ngy = Ny n+ny=n

2.21.3.1. Genotypspezifische Anreicherungsanalyse

Die Stringenz der Filterkriterien sind identisch zu den vorherigen Analysen. Insgesamt
umfasst die Analyse 12 Zeitpunkte und -kombinationen fiir induzierte und reprimierte
Gene, 18 Genotypen und 34 funktionellen Kategorien. Die FDR-korrigierten p-Werte
sind in tabellarischer Form im Anhang enthalten (Tabellen A.9-A 42).

2.21.3.2. Speziesspezifische Anreicherungsanalyse

Hinsichtlich der funktionellen Kategorien unterscheidet sich jedoch diese Analyse im
Umfang von der o.g, da zusétzlich alle subBINs auf Anreicherung getestet werden. Die
,Heatmaps” wurden mittels dem HOPACH-Algorhitmus (van der Laan und Pollard,
2003) generiert und zeigen die normalisierten Expressionswerte als Farbintensitaten.
Aufgrund der Ubersichtlichkeit wurden nur Gene mit einem Gen-Score = 4 in das
Clustering mit aufgenommen. Fiir die Berechnung der Gen-Scores erhilt ein Gen pro
Genotyp in einer bestimmten Zeitklasse die Punktzahl +1 oder -1 fiir Induktion bzw. Re-
pression. Aufgrund der fehlenden statistischen Sicherheit wird ein Gen als kéltereguliert
bezeichnet, wenn es eine Punktzahl von mindestens +3 aufweist. Dieser Schwellenwert
ist aus dem Grund gewdhlt, da Expressionsmuster zwischen toleranten und sensitiven
Genotypen (je 3) abweichen konnen.

2.21.4. Korrelations- und Hauptkomponentenanalye

Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman wurden mit der R-Funktion cor.test()
und mit einem Signifikanzniveau von & = 0.05 berechnet. Signifikante Korrelationen
wurden dazu genutzt, um eine Hauptkomponentenanalye mit der R-Funktion prcomp ()
durchzufiihren. Zur Beurteilung der Gruppen-Separabilitidt wurde ein in R geschriebenes
,Permutationskript” programmiert, das alle moglichen Separabilitdts-Scores nach der
Formel

Score = | 213:1 loga, — Z?=1 logy, |
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berechnet, wobei a; bzw b; fiir die permutierten Expressionswerte stehen. Falls der
hochstmogliche Score bei der urspriinglichen experimentell bestimmten Frosttoleranz-
gruppe auftritt, indiziert er die bestmogliche Separabilitdt zwischen toleranten und
sensitiven Gruppen. Fiir die Hauptkomponentenanalye wurde der R-Befehl prcomp ()
benutzt. Der Datensatz basiert auf den signifikanten Korrelationen der differentiell ex-
primierten Genen an den Tagen 1, 7 und 21. Die Expressionsdaten wurden genbasierend
standardisiert (Mittelwert = 0, Varianz = 1) um auch schwécher exprimierte Gene im
Biplot identifizieren zu konnen. Die Standardisierung hat jedoch den Effekt, dass die
Varianz der Daten beachtlich reduziert wird.
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Kapitel 3.

3 Ergebnisse

Die fiir Regulation der Kalteakklimatisierung zugrunde liegenden polygenen Verer-
bungsfaktoren — mit Ausnahme weniger Komponenten - sind weitgehend unbekannt.
Der hier gewihlte Ansatz einer vergleichenden Transkriptomanalyse wahrend der
Kalteakklimatisierung von Roggen, Weizen und Gerste mit toleranten und anfélligen
Genotypen stellt ein , Screening” fiir die Identifizierung von Genen dar, die fiir eine
unterschiedliche Auspragung der Frosttoleranz verantwortlich sind.

3.1. Phanotypische Erfassung der Frosttoleranz

Die Uberpriifung der Frosttoleranz wurde im Phytotron des ,, Agricultural Research Insti-
tute” (ARI) Martonvasar (Ungarn) unter kontrollierten Bedingungen durchgefiihrt. Die
Frosttoleranz wurde unter moglichst kontrollierten Bedingungen bestimmt, indem die
Regenerationsfahigkeit des meristimatischen Gewebes der Pflanzen in Betracht gezogen
wurde. Um die Regenerationsfahigkeit zu quantifizieren, wurde eine Punktzahlskala
von 0 bis 5 (tot - unbeschddigt) verwendet (Abb. 3.1 und Tab. 3.1). Die Experimente
wurden bei zwei artspezifischen Unternulltemperaturen durchgefiihrt. Fiir die Weizen-
und Gerstekultivare waren bereits Langzeiterfahrungen (Karsai et al., 2001; Mészaros
et al., 2007) vorhanden, so dass die ausgewidhlten Genotypen sich eindeutig in sensitive
und tolerante Gruppen unterteilen lassen. Die Vorauswahl der Roggeninzuchtlinien
basierte auf ungenaueren Feldversuchsdaten. Zudem sind Inzuchtlinien weniger robust
als Hybride, so dass die gewdhlten Temperaturen fiir eine genauere Differenzierung
nicht optimal waren.
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(b) Roggen mit Frostschaden

Abbildung 3.1 — Experimente zur Evaluierung der Frosttoleranz unter kontrollierten Phyto-
tronbedingungen. (a) Pflanzen wurden in holzernen Boxen und Pflanzenerde kultiviert und
mit spezifischen Unternulltemperaturen behandelt. (b) Roggen mit Frostschdden nach der
Frostbehandlung. Die Pflanzen wurden zuriickgeschnitten, um nach 14 Tagen unter optimalen
Wachstumsbedingungen die Regenerationsfiahigkeit zu bewerten.
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Tabelle 3.1 — Auswertung der Phinotypisierung der Frosttoleranz in jeweils sechs ausgewéhlten
Roggen-, Weizen- und Gerstelinien (arithmetische Mittelwerte der Frosttoleranz-Punktzahlen).
Die Experimente wurden bei zwei verschiedenen Unternulltemperaturen durchgefiihrt. Die
Regenerationsfahigkeit wurde auf einer Skala von 0 (tot) bis 5 (unbeschddigt) bewertet.

Roggen -19°C | -21°C
1 LP1 1,22 0,98
2 LP2 0,93 | 0,54
3 LP3 0,78 | 0,17
4 LP4 0,75 0,51
5 LP5 0,58 | 0,46
6 LP6 1,24 | 0,24

Weizen -12°C | -15°C
7 Miranovszkaja 808 | 2,90 | 2,86
8 Cheyenne izo 3,44 | 3,44
9 Uljanovka izo 3,84 | 3,84
10 G.K. Tiszatdj 0,96 0,20
11 Capelle Desprez 0,00 0,00
12 Martonvasari 8 1,55 0,67

Gerste -10°C | -13°C
13 Hundred 3.3 1,8
14 Barbinak 3.3 2,5
15  Kold 3.5 2,1
16 Baishishek 4,0 0,2
17 REX 3,6 0,6
18 Rodnik 3,4 0,4

3.2. Genotypisierung des verwendeten Pflanzenmaterials

3.2.1. Bestimmung des Wintertyps

Die Genotypisierung sollte sicherstellen, dass es sich bei dem Pflanzenmaterial um
Wintertypen handelt. Die Genotypisierung der Weizenlinien wurde nach Sherman et al.
(2004) durchgefiihrt. Die allelspezifischen Primer konnen Sequenzunterschiede im Gen
VRN-1 zwischen Winter- (vrn-A1) und Sommerkultivaren (VRN-A1) detektieren (Abb.
3.2). Die Primer hybridisieren mit ihrem 3’-Terminus an den polymorphen Sequenzen.
Die Gerstenlinien wurden mit dominanten STS-Markern im Gen VRN-H2 genotypisiert
(N. Pecchioni, pers. Mitteilung). Da bei vrn-H2 Genotypen (Sommer) der gesamte Lo-
cus deletiert ist (Dubcovsky et al., 2005), wird nur bei Wintergenotypen ein Amplicon
synthetisiert. Detaillierte Informationen tiber die molekulare Struktur von Vernalisie-
rungsgenen in Gerste sind bei Tondelli et al. (2006) und Skinner et al. (2005b) zu finden.
Bei allen getesteten Linien handelt es sich eindeutig um Wintergenotypen. Bei der allel-
spezifischen Primer-Kombination VA1-R/361W-F wird ein Amplicon von etwa 500 bp
synthetisiert, beim Primerpaar VA1-R/361S-F wird hingegen nur bei der Positivkontrolle
(Sommergenotyp) ein Produkt gebildet. Die PCR-Reaktion mit den Primer HvZCCT-S
und HvZCCT-AS lasst ein Produkt von 237 bp entstehen. Fiir die Roggeninzuchtlinien
liegen Informationen von der Phanotypisierung des Ziichters vor, bei denen es sich um
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Linien aus einem Winterroggen-Zuchtprogramm handelt (pers. Mitteilung, V. Korzun;
Fa. KWS Lochow).

HvZCCT-S + HvZCCT-AS

VA1-R + 361W-F VA1-R + 361S-F
M1 2 3 4 5 6 -M 7 89 101112 + M

242 bp—

500 bp—

(a) Weizen (b) Gerste

Abbildung 3.2 — (a) Agarosegelelektrophorese (1,2%) der Weizenlinien mit allelspezifischen
Primern VA1-R/361W-F und VA1-R/361S-F. Als Negativ- bzw. Positivkontrolle (-/+) wurde der
Sommergenotyp ,Chinese Spring” gewéhlt. M, pUC19/Mspl; Spuren 1-6 + 7-12: Miranovszkaja
Cheyenne izo, Capelle Desprez, G.K. Tiszatdj, Capelle Desprez, Martonvasari 8. (b) Agarosegel-
elektrophorese (1,5%) der Genotypisierung der Gerstenlinien mit Primern HvZCCT-S/HvZCCT-
AS. M, pUC19/Mspl; Spuren 1-6: Hundred, Barbinak, Kold, Baishishek, REX, Rodnik; +, Igri
(Wintergenotyp); -, Morex (Sommergenotyp).

3.2.2. Bestimmung der genetischen Diversitat der verwendeten
Gerstegenotypen

Die Uberpriifung der Verwandtschaft sollte kldren, ob die Bestimmung der Frosttoleranz
auch auf genetischer Ebene mittels Mikrosatelliten-Analyse (SSRs) sichtbar ist. Zudem
konnen dhnliche Transkriptionsmuster bedeuten, daf3 es sich z.B. um tolerante oder
verwandte Kultivare handelt. Aus zeitlichen Griinden wurde die Analyse exemplarisch
nur fiir Gerste durchgefiihrt. Insgesamt wurden 38 Marker mit einem durchschnittlichen
PIC von 0,32 analysiert. Tabelle A.1 gibt einen Uberblick iiber die Polymorphismen
der verwendeten SSRs. Mittels der Allelfrequenzen wurde eine euklidische Distanz-
matrix berechnet und durch hierarchisches Clustern (UPGMA-Methode) ein phyloge-
netischer Baum erstellt, der die Verwandtschaftsverhiltnisse darstellt (Abbildung 3.3).

sasshek  Die Genotypen gruppieren sich anhand

ﬂ{ 4|—|: -t ihrer geographischen Herkunft eindeutig.
Rodik Rex und Rodnik (anfillig) stammen bei-

{7:3:@0.1 de aus Kroatien, Barbinak (tolerant) aus

der Ukraine. Aus den Vereinigten Staa-

e ten stammen Kold und Hundred (beide

Abbildung 3.3 — Phylogenetischer Baum der tolerant), die phylogenetisch am engsten

Gerstegenotypen basierend auf einer Analyse verwandt sind. Der anflligste Genotyp
von 38 Mikrosatelliten. Baishishek stammt aus Kasachstan und

stellt phylogenetisch eine separate Grup-
pe dar. Eine klare Gruppierung basierend
auf der Ahrenmorphologie (2 oder 6-zeilig) oder Frosttoleranz ist nicht ableitbar.
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3.3. Transkriptomanalyse wahrend der Kilteakklimatisierung in
Roggen, Weizen und Gerste

Die urspriingliche Strategie, mit einem eigenen produzierten Makroarray die Experimen-
te durchzufiihren, musste aufgrund von technischen Problemen aufgegeben werden.
Der Array umfasste mehr als 13.000 cDNA-Proben und wurde mit rund 2000 kélteindu-
zierten Genen, deren Auswahl auf Ergebnissen eines Experimentes mit einem Affymetrix
Gerste-Oligoarrays basierte (pers. Mitteilung, T. Close), angereichert. Nach Amplifika-
tion der cDNA und Herstellung der Makroarrays zeigten sich nicht reproduzierbare
Hybridisierungen mit sehr niedrigen Signalintensitdten. Aus Zeitgriinden wurde auf
eine systematische Fehlereruierung verzichtet. Da der hier verwendete Array in einer
begrenzten Stiickzahl verfiigbar war, wirkte sich dies auf die weitere Planung der Studie
aus. Die Sonden der drei biologischen Replikate konnten nicht mit einzelnen Makroar-
rays hybridisiert werden. Um trotzdem die biologische Varianz, die um ein Vielfaches
hoher sein kann als die technische Varianz, mit bertiicksichtigen zu konnen, wurden
die Replikate in einer Hybridisierungsprobe vereinigt. Daraus folgt, dass aufgrund der
fehlenden Freiheitsgrade kein statistisches Verfahren zum Testen der differentiellen Ex-
pression verwendet werden konnte. Stattdessen wurde die differentielle Expression von
Genen mit dem , Induktions-Repressions-Faktor” (expression fold-change nachfolgend als
FC abgekiirzt) nach der Formel log2. “To berechnet. I; steht in fiir die Expressionswerte
der verschiedenen Zeitpunkte. Der FC wurde relativ zum Zeitpunkt Tag 0 fiir Tag 1, Tag
7 und Tag 21 berechnet. Dabei musste das Signal an mindestens einem Zeitpunkt tiber
das 2-fache des Hintergrundes liegen und ein Doppelspot-Ratio kleiner 2 aufweisen.

3.3.1. Normalisierung

Die Untersuchung der Genexpression von jeweils 6 Genotypen dreier Spezies zu vier
Zeitpunkten wihrend der Kalteakklimatisierung machten 72 Hybridisierungen notwen-
dig. Insgesamt umfasst der Rohdatensatz damit rund 1.7 Mio. bzw. 870 000 gemittelte
Datenpunkte. Als Qualitdtskontrolle wurden die Doppelspot-Ratios ermittelt und nur
jene in die Analyse aufgenommen, die ein Ratio < 2 aufwiesen und 2-fach iiber dem
Hintergrundsignal lagen. Die Normalisierung dient dazu, die Vergleichbarkeit der Array-
ermittelten Daten untereinander zu iiberpriifen, herzustellen und systematische Fehler
zu minimieren. Da in dieser Studie sowohl homologe als auch heterologe Hybridisie-
rungen durchgefiihrt wurden, wurden drei verschiedene Verfahren der hintergrundnor-
malisierten Werten miteinander verglichen. Hierzu wurden Konkordanzkoeffizienten
berechnet und graphisch dargestellt (Abb. 3.4).

Die Quantilnormalisierung wird der Medianzentrierung gegeniiber bevorzugt, die nur
eine schwache Normalisierung darstellt und daher weniger Rauschanteil bereinigt.
Da nach der Quantilnormalisierung zumeist hohe Korrelationen zu beobachten sind,
konnen die Daten als qualitativ gesichert angesehen werden. Fiir die spdteren Analysen
wird die mehrstufige Quantilnormalisierung angewendet, bei der die Daten separat
nach Spezies normalisiert werden. Dabei werden mogliche Artefakte, die durch die
heterologen Hybridisierungen entstehen kdnnen, nicht auf die anderen Datensétze
tbertragen. Die Genexpressionsmuster zum Zeitpunkt Tag 0 sind sowohl zwischen
den Genotypen einer Spezies als auch zwischen den verschiedenen Spezies sehr hoch
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korreliert. Schwache Korrelationen sind nur bei Weizen an bestimmen Zeitpunkten zu
beobachten.
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Abbildung 3.4 — Graphische Darstellung von Konkordanzkoeffizienten zwischen Makroarrays.
Dunkle Grautdne indizieren hohe Ubereinstimmungen zwischen Expressionswerten. Deutliche
Gruppierungen von schwachen Korrelationen sind an bestimmten Zeitpunkten gehduft und
deuten auf eine biologische Ursache hin. Hohe Korrelationen sind bei den Kontrollen (0 Tage) zu
finden. R, Roggen; W, Weizen; B, Gerste.
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3.3.2. Anmerkungen zur Datenqualitat der homologen und heterologen
Makroarray-Hybridisierungen

Die heterologen Roggen- und Weizensonden benétigten eine geringere Stringenz bei
der Durchfiihrung der Hybridisierungen aufgrund der bekannten Sequenzdivergenz
zwischen den Arten. Die geringere Stringenz beim Waschen der Filter hat den Vorteil,
dass die Wahrscheinlichkeit erhoht wird, auch reprimierte Genregulation detektieren
zu konnen. Da zwischen den Triticeae eine hohe Sequenzkonservierung besteht, bei
der die Sequenzidentitdt nur selten < 85% (Mayer et al., 2009) ist, werden die meisten
Transkripte ohne Probleme zu detektieren sein. Ob und inwieweit die heterologen
Hybridisierungen auf die Qualitdt der Hybridisierungssignale einen Einfluss haben, soll
in diesem Abschnitt gekldrt werden.

3.3.2.1. Signalintensitat zu Hintergrund Verhailtnis

Die Abbildung 3.5 zeigt eine homogene Verteilung der Signalintensitdten zwischen den
Spezies. Auch bei den heterologen Hybridisierungen ist das Verhaltnis Signal/Hintergrund
stabil. So kann mit dem Gersten-Makroarray trotz Sequenzunterschieden eine dhnliche
Anzahl von Transkripten in Roggen und Weizen detektiert werden.
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Abbildung 3.5 - Logarithmierte Signal/Hintergrund Verhéltnisse der quantilnormalisierten Intensi-
taten bei Roggen (Sc, tiirkis), Weizen (Ta, gelb) und Gerste (Hyv, violett). Jeder ,Boxplot” repra-
sentiert dabei ein Array. Aufgrund der hohen Anzahl der Signale und deren Signalverteilung
stellen die ,, Whiskers” nicht das Maximum und Minimum der Signale dar sondern das 1.5-fache
des Interquartilabstandes.

Mit den Mittelwerten der Signal/Hintergrund-Verhéltnisse von homologen und heterologen
Hybridisierungen wurde ein Lowess-Fit durchgefiihrt. Dessen Funktion wurde abgebil-
det (Abb. 3.6), um Aufschluss zugeben, bei welcher Signalintensitit die Hybridisierungs-
spezifitat der heterologen Sonden Probleme bereiten konnte. Die Korrelationskoeffizi-
enten fiir die Vergleiche Sc/Hv und Ta/Hv betragen in beiden Féllen 0,90. Im unteren
Signalbereich werden Intensitdtsverhdltnisse zugunsten der heterologen Hybridisie-
rungen verstarkt. Der Grund hierfiir liegt vermutlich in der hoheren unspezifischen
Wechselwirkung, bedingt durch die weniger stringenten Hybridisierungsbedingungen
bei Genen mit geringer Transkriptabundanz. Die Interpretation differentieller Genexpres-
sion bei niedriger Signalstdrke muss deshalb vorsichtig vorgenommen werden. Durch
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Abbildung 3.6 — Log2-Mittelwerte der Signal/Hintergrund Verhéltnisse von Roggen (links) und
Weizen (rechts) aufgetragen gegen Gerste (x-Achse). Durchgingige Linie: Lowess-Funktion.
Differentielle oder unterschiedliche konstitutive Genexpressionen sind biologisch bedingte
Variabilitat in den Signal/Hintergrund Verhiltnissen. Deutlich erkennbar sind hohe Korrelationen
im oberen Intensitédtsbereich.

die Benutzung von Zufallsnonameren wihrend der Sondenherstellung (random priming)
werden solche Effekte, die durch Sequenzdivergenz bedingt sind, jedoch minimiert. Um
die Hybridisierungsspezifitit von Roggen- und Weizensonden zum Gerste-Makroarray
zu analysieren, wurden die beiden Datensdtze miteinander quantilnormalisiert und
das Signal/Hintergrund-Verhéltnis berechnet (Abb. 3.7). Die Hybridisierungen beider Arten
zeigen vergleichbare Signalintensitaten.

10
AN

log Ta

log Sc
Abbildung 3.7 — Log2-Mittelwerte der Signal/Hintergrund Verhéltnisse von Roggen (x-Achse) und

Weizen (y-Achse). Durchgéngige Linie: Lowess-Funktion. Der Korrelationskoeffizient betragt
0.95 und weist eine fast perfekte Korrelation im Bereich der hoheren Sequenzintensitaten auf.

3.3.2.2. Signalintensitiat und Doppelspotverhaltnis

Als interne technische Kontrolle wurde bei der Arrayherstellung jede cDNA-Probe
doppelt aufgebracht (,,Doppelspot”). Dies ermoglicht die Evaluierung der Qualitét des
Signals aufgrund des Intensititsverhaltnisses (,,Doppelspot-Ratio”). Vergleicht man die
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logarithmierten Mittelwerte der Signalintensitdt mit den Doppelspot-Verhéltnissen an-
hand von Dichtekarten, so ist erkennbar, dass im oberen Signalbereich nur wenige Gene
ein stark abweichendes Verhiltnis aufweisen. Im unteren Signalbereich erhoht sich die
Varianz der Signalstdrke zwischen den Doppelspots eines Gens und damit das Auftreten
von Hybridisierungsartefakten (Abb. 3.8). Stark negative Signal/Hintergrund Verhéltnisse
sind durch Uberstrahleffekte der radioaktiv markierten Sonden mit benachbarten Hin-
tergrundsignalen erklédrbar. Signale, die von dieser Art Artefakte beeintrachtigt waren,
wurden nicht in die Analysen einbezogen.
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Abbildung 3.8 — Log2-Mittelwerte der Signal/Hintergrund Verhiltnis (x-Achse) und dem
Doppelspot-Ratio (y-Achse) von Roggen (a), Weizen (b) und Gerste (c). Die gepunktete Li-
nie stellt ein Doppelspotverhiltnis von 1,5 dar. Die Spannweiten des Median der einzelnen
Hybridisierungen (je 24) sind vergleichbar und betragen beim Roggen 1.13-1.29, bei Weizen
1,15-1,34 und bei Gerste 1,15-1,29.
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3.3.2.3. Anzahl auswertbarer Signale

Da eine unterschiedliche Anzahl von auswertbaren Signalen (Doppelsportverhéltnis <
2, Signal/ Hintergrund > 2) die spateren Interpretation der Analyseergebnisse beeinflussen
konnte, bedarf es der Gewissheit, dass die einzelnen Hybridisierungen keine gravie-
renden Differenzen aufweisen. Ausgehend von den Kriterien der Doppelspot- und
Signal/ Hintergrund-Verhéltnisse, wird eine dhnliche Anzahl von Signalen bei allen Hybridi-
sierungen erfasst (Abb. 3.9).

Signale pro

8000 Tag 0 Tag 1 Tag 7 Tag 24
6000 4 Tt _FRER . R —— DR BN =
Abbildung 3.9 — Anzahl von auswertbaren Signalen (y-Achse) einzelner Hybridisierungen
bei Roggen (tiirkis), Weizen (gelb) und Gerste (violett). Eine marginal hohere Anzahl von

auswertbaren Signalen wird bei den Gerste-Hybridisierungen beobachtet. r, Roggen; w, Weizen;
b, Gerste; 01 -21, Tag 01-21; 01-18, Genotypen 01-18.

3.3.2.4. Hierarchische Clusteranalyse und mehrdimensionales Skalieren zur
Gruppierung der Array-Hybridisierungsresultate

Die hierarchische Clusteranalyse (HC) ist eine statistische Methode, mit der man Ge-
meinsamkeiten und Unterschiede von komplexen Datensédtzen priifen kann. In den
vorliegenden mehrdimensionalen Datensitzen mit vier Zeitpunkten und sechs Geno-
typen je Art wird gepriift, ob natiirliche Gruppen mittels HC in den molekularen Daten
gefunden werden konnen. Dabei soll gepriift werden, ob die Resultate zwischen Ge-
notypen einer Spezies zu einem gegebenen Zeitpunkt grundsitzlich vergleichbar sind
(Abb. 3.10).

Trotz der dynamischen Genexpression wahrend der Kélteakklimatisierung und mog-
licher Synchronisierungsunterschiede zwischen Genotypen in der Physiologie und
Entwicklung, lassen sich deutliche Muster ausmachen: identische Zeitpunkte gruppie-
ren sich deutlich und zeigen chronologische Unterschiede zwischen den Spezies auf.
Im Anhang B.1 befinden sich Dendrogramme, die mit dem R-Skript , Pvclust” (Suzuki
und Shimodaira, 2006) erstellt worden sind. Dabei handelt es sich um eine Bootstrap-
Analyse der Clusterzugehorigkeit, um Unsicherheiten bei der Zuordnung von Clustern
abschidtzen zu konnen. Es werden AU-Werte (aproximately unbiased) fiir jedes Cluster
berechnet, die ein Mafs fiir die Stabilitédt eines Cluster darstellen. Die Cluster sind bei
Weizen und Gerste robust, bei Roggen besteht bei den grofieren Clustern eine hohere
Unsicherheit in der Zugehorigkeit von einigen Hybridisierungen.
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Die mehrdimensionale Skalierung (MDS) wird in diesem Abschnitt eingefiihrt, um die
Dynamik der Genexpression zwischen Genotyp und Zeitpunkt in Verbindung mit dem
Rauschanteil der Daten darstellen zu kénnen. Sie dient dazu, Gruppen zu identifizieren
und Zusammenhédnge zwischen einzelnen Zeitpunkten bzw. Genotypen zu visualisieren.
Ausgangspunkt ist eine symmetrische (,,paarweise”) Distanzmatrix zwischen n Objekten.
Dabei passt MDS die 1 Objekte in einem k-dimensionalen euklidischen Raum so an, dass
die Punkte moglichst dhnlich der Distanzen sind (Gentleman, 2005). In diesem Abschnitt
wird das klassische metrische MDS genutzt, das die Methode der , Kleinsten Quadrate”
als Ahnlichkeitsmaf nutzt.
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Abbildung 3.10 — Dendrogramme der Array-Hybridisierungen von Roggen (a), Weizen (b) und
Gerste (c) nach hierarchischen Clustern. Es wurde eine korrelationsbasierte Distanzmatrix (Pear-
son) berechnet, ein hierarchisches Clustering durchgefiihrt (Mittelwertabstand) und es wurden
die Cluster in einem Dendrogramm abgebildet. Die Clusteranalyse zeigt Gemeinsamkeiten aber
auch Unterschiede zwischen den Arten. Bei Roggen und Gerste sind die Hybridisierungen von
Tag 0 homogen, es befinden sich nur Hybridisierungen desselben Zeitpunktes in dem Cluster.
Die Cluster der Zeitpunkte Tag 1 und Tag 7 sind bei Weizen und Gerste homogen. Bei Roggen
befindet sich eine Hybridisierung des Zeitpunktes Tag 7 im Cluster von Tag 1. Sehr homogene
Cluster sind bei Gerste und Roggen beim Tag 21 erkennbar. Die Anordnung der Zeitpunkte
unterscheidet sich stark zwischen den Spezies. So bilden bei Weizen und Gerste Tag 0 und Tag
21 ein gemeinsames Cluster, was bei Roggen nicht der Fall ist. r, Roggen; w, Weizen; b, Gerste;
01-21, Tag 01-21; 01-18, Genotypen 01-18.
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Abbildung 3.11 — Multidimensionale Skalierung mit verschiedenen Gen-Scores +3/6 (siehe
3.3.6) von Roggen, Weizen und Gerste. Die Ergebnisse sind vergleichbar mit denen der hierar-
chischen Clusteranalyse: Zeitpunkte gruppieren sich zu homogenen Clustern, insbesondere bei
Erniedrigung des Rauschanteils durch Auswahl von Genen mit einem hoheren Gen-Score. Blau,
Tag 0; griin, Tag 1; rot, Tag 7; gelb, Tag 21; dunklere Farbtone: tolerante Genotypen.
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3.3.3. Korrelation zwischen Makroarray und qRT-PCR von ausgewdhlten
Genen in Gerste und Roggen

Die Methode der quantitativen ,real-time”-PCR (qRT-PCR) wurde ergénzend zur Verifi-
kation der Makroarray-Daten eingesetzt. Die Experimente ermoglichen u.a. auch die
Bestimmung der Varianz zwischen biologischen Replikaten. Das Auswahlkriterium fiir
die Verifikationsgene bei Gerste bestand in der Korrelation zwischen Expressionswerten
und dem Phénotyp. Bei Roggen standen die Verifikation der differentiellen Genexpressi-
on und deren technische Reproduzierbarkeit im Vordergrund. Um sicherzustellen, dass
keine genomischen Loci amplifiziert werden, wurden die Primer in verschiedene Introns
platziert, um einen Grofienunterschied bei cDNA und gDNA detektieren zu kénnen
(Abb. 3.12). Primersequenzen fiir die Amplifizierung von Genen aus Roggen wurden
basierend auf den 6ffentlich zugénglichen Sequenzen sowie von 454-Sequenzdaten (Ha-
seneyer et al., 2011) synthetisiert. Alle Amplifikate wurden kloniert und sequenziert, um
die Spezifitdt der Primer zu tiberpriifen. Dartiber hinaus wurden alle cDNA-Proben von
Gerste aus den Klonbiobliotheken sequenziert. Die Kontrolle diente der Uberpriifung
des Arrays und der Zuordnung des Arraysignals zu der richtigen Genannotation. Als
Gene fiir die Normalisierung der qRT-PCR wurden bei Roggen f-Actin, eine ribosomale
RNA (rRNA 528) sowie B-Tubulin ausgewdhlt. Bei Gerste dienten als Standardisierungs-
gene rRNA 528, Succinat-Dehydrogenase und Elongationsfaktor 1-a.

Emecamon (i

HvSUS1-3 HVWCR1-3
M ¢ gcgec gec gec gec g -

242bp—

(a) Agarosegelelektrophorese (b) Schmelzkurve qRT-PCR

Abbildung 3.12 — (a) Agarosegelelektrophorese (1%) eines Tests von drei Primerpaaren (1-3)
einer Saccharose-Synthase (HvSUS) und einem WCOR-Protein (HvWCR) mit cDNA (c) und
gDNA (g) als Template. Deutlich sind die verschieden grofien Fragmente zwischen cDNA- und
gDNA-Proben bei HvSUS zu erkennen. Bei den ersten beiden PCR-Reaktionen von HvWCR
wurden iiberhaupt keine Amplifikate der gDNA detektiert, was auf eine genaue Platzierung der
Primer in einem Intron-Exon Bereich hindeutet. (b) Schmelzkurve der Verdiinnungsreihen eines
Amplicons (HvWCR-Primer). Einzelne Peaks sind deutlich zu erkennen und indizieren die hohe
Sequenzspezifitit eines Primers und Abwesenheit von Primerdimeren. x-Achse, Temperatur °C;
y-Achse, Fluoreszenzintensitat.

Neben der Validierung der differentiellen Expression wurde bei Gerste die Reproduzier-
barkeit der Korrelation von Makroarraydaten mit den phianotypischen Daten untersucht.
Insgesamt wurden fiir Roggen 12 und fiir Gerste 15 Verifikationsgene ausgewdhlt. Gene
aus Weizen wurden aufgrund des hexaploiden Genoms und der daraus resultierenden

41



3. ERGEBNISSE

Problematik bei der Verifizierung mittels qRT-PCR nicht validiert. Zwei Gene (HA(07D15,
HTO09BO05) stellten sich nach der Sequenzierung als nicht {ibereinstimmend mit dem
urspriinglich auf dem Array positionierten Gen heraus. In beiden Fillen konnte damit
auch keine Ubereinstimmung zwischen den Makroarray- und qRT-PCR-Daten berechnet
werden. Damit blieben 13 Gene fiir die Verifikation bei Gerste iibrig, zu denen eine be-
lastbare Aussage gemacht werden kann. Das Profil der Expression der qRT-PCR stimmte
in 4 Féllen bei Roggen bzw. 7 Féllen bei Gerste zu >70% mit den Expressionsprofilen der
Arrays tiberein. Tabelle 3.2 veranschaulicht die Ergebnisse der Korrelationsanalyse des
Makroarray und der phénotypischen Daten, die mindestens einen Korrelationskoeffizi-
enten von 2 0.7 aufweisen. Unter den Genen sind, sowohl bei Roggen als auch Gerste,
bekannte stressinduzierte Gene, die erwartungsgemafs mit Frosttoleranz korrelieren.
Dies zeigt, dass die Makroarray-Datensitze belastbare Aussagen zulassen.
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3. ERGEBNISSE

3.3.3.1. Varianz zwischen den biologischen Replikaten

Angesichts der fehlenden Replikate der Makroarraydaten konnte keine biologische
Varianz zwischen den Wiederholungen berechnet werden. Aus diesem Grund wurden
einige Gene fiir Verifikationsexperimente ausgewéhlt (Roggen s. Abb. 3.13 und Gerste s.
Abb. 3.14).
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Abbildung 3.13 — Verifikationsexperimente bei Secale cereale. Balkendiagramme ohne Fehlerbal-
ken stellen Makroarraydaten dar (Balken links). Fehlerbalken der qRT-PCR-Daten (Balken rechts)
stellen den Fehler des Mittelwertes dar, der auf drei arithmetisch gemittelten Messwerten von
drei biologischen Replikaten basiert. Die Daten der einzelnen Genotypen sind farblich kodiert.
Die Daten wurden in Bezug zur Kontrolle (Tag 0) normalisiert und als relative Expression (FC)
dargestellt. Die biologische Varianz zwischen den Replikaten ist abhéngig vom betrachteten Gen,
Genotyp und Zeitpunkt, wie man am ersten Beispiel von Secale cereale (HF17A10 bei LP4) erken-
nen kann. Aufgrund der guten Reproduzierbarkeit der drei Messergebnisse einer biologischen
Wiederholung (Daten nicht gezeigt) kann eine technische Varianz hier ausgeschlossen werden.

Die auffillig hoheren Induktionsfaktoren der qRT-PCR-Verifizierung lassen sich dadurch
erklédren, dass geringfiigige Abweichungen von niedrigen Werten bei der Kontrolle (Tag
0) bspw. durch unspezifische Hybridisierungen zu einer Uberschitzung der FC-Werte
fiihren. Andererseits konnen Kreuzhybridisierungen von anderen Genfamilienmitglie-
der zu einer Unterschidtzung der FC-Werte fithren. Bei Roggen zeigen von den 12 getes-
teten Genen zehn signifikante (P < 0.05) Korrelationen zwischen den Makroarray- und
qRT-PCR-Daten (Tab. 3.2). Eine Korrelationen > 0.7 ist bei Aldo-Reduktase, f-Amylase,
bei einem nicht-charakterisierten Protein sowie bei dem WSI18-Protein zu finden. Bei
der Varianzanalyse konnte bei sieben Genen eine statistisch signifikante (P < 0.05) diffe-
rentielle Genexpression bei mindestens drei Genotypen nachgewiesen werden. Dient
der FC als Kriterium fiir Reproduzierbarkeit, kann bei fiinf Genen eine differentielle Gen-
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Abbildung 3.14 — Verifikationsexperimente bei Hordeum vulgare. Balkendiagramme ohne Fehler-
balken stellen Makroarraydaten dar (Balken links). Fehlerbalken der qRT-PCR-Daten (Balken
rechts) stellen den Fehler des Mittelwertes dar, der auf drei arithmetisch gemittelten Messwerten
von drei biologischen Replikaten basiert. Die Daten der einzelnen Genotypen sind farblich ko-
diert. Die Daten wurden in Bezug zur Kontrolle (Tag 0) normalisiert und als relative Expression
(FC) dargestellt.

expression (FC > 2) bei allen Genotypen bestatigt werden. Bei den Verifikationsgenen
von Gerste zeigt sich ein dhnliches Bild: von den 15 getesteten Genen besitzen ebenfalls
zehn - z.T. hochsignifikante — Korrelationen zwischen Makroarray- und qRT-PCR-Daten.
Korrelationen > 0.7 konnten bei Chorismat-Synthase, UMP /CMP-Kinase, Dehydrin
1, Choline-Kinase, Eisrekristallisierungsinhibierungsprotein, ATP/NAD-Kinase und
Inositol-Phosphat-Kinase berechnet werden. Bei der Varianzanalyse der qRT-PCR-Daten
wurde bei 12 Genen und bei mind. drei Genotypen eine statistisch abgesicherte (P < 0.05)
differentielle Genexpression erfasst. Bei acht Genen wird bei allen Genotypen ein FC > 2
in den qRT-PCR-Daten detektiert.

Hingegen kommt es bei der Korrelation der qRT-PCR-Daten und dem Phénotyp zu
widerspriichlichen Ergebnissen. Bei Roggen weisen f-Amylase, Zuckertransporter, NAC-
TF und Saccharose-Synthase gute Korrelationen zwischen dem Makroarray bzw. qRT-
PCR und dem Phénotyp auf. Ahnlich verhilt es sich mit Chorismat-Synthase, Dehydrin
1 und Inositol-Phosphat-Kinase bei den Testgenen fiir Gerste. Hohe Korrelationskoeffizi-
enten zwischen qRT-PCR-Daten und Phéanotyp konnen auch an Zeitpunkten berechnet
werden, die urspriinglich bei der Analyse der Makroarraydaten nur geringe Asso-
ziationen zeigten. Ein Beispiel dafiir ist der Zuckertransporter bei Roggen, der beim
Makroarray am Tag 21 korreliert, aber in der qRT-PCR am Tag 7 eine hohe Korrelation
aufweist. Ein Sonderfall ist das Pyridoxal-Biosyntheseprotein bei Gerste, das aufgrund
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Abbildung 3.15 — Ausgewdhlte Beispiele standardisierter Expressionswerte der Makroarray-
und qRT-PCR-Daten von Secale cereale (A-C) und Hordeum vulgare (D). Am Verlauf der Expres-
sionsprofile bei den ersten drei Beispielen sind dhnliche Resultate erkennbar. Bei der letzten
Graphik (HS14015) ist die Quantifizierung am Tag 7 unterschiedlich.

der chimédren Sequenz auf dem Makroarray in der qRT-PCR getestet wurde und mit
dem Phénotyp am Tag 7 korreliert. Bei einer Standardisierung der Expressionswerte
werden die Profile zwischen qRT-PCR und Makroarray auf ein Niveau skaliert (Abb.
3.15).

3.3.4. Einteilung des Makroarrays in funktionelle Kategorien

Eine funktionelle Annotation verschafft einen Uberblick dariiber, welche physiologi-
schen Vorgédnge in der Pflanze vorgehen. Die Annotation wurde mit der Annotationssoft-
ware ,Mercator”, die fiir die Anwendung ,MapMan” (Thimm et al., 2004; Steinhduser
et al., 2005; Usadel et al., 2009) entwickelt wurde, durchgefiihrt. Sie dient dazu, die diffe-
rentielle Expression anhand der Annotation zu visualisieren um dies besser erfassen und
interpretieren zu konnen. Die auf dem Makroarray befindlichen 12 086 cDNA-Proben
sind in 34 funktionelle und pflanzenspezifische ,MapMan”-Gruppen (sog. , BIN’s")
eingeteilt. Diese 34 BINs konnen hierarchisch weiter in subBINs untergliedert werden.
So kann BIN 1 (Photosynthese) in die spezifischeren subBIN’s 1.1 (PS.lightreaction) oder
subBIN’s 1.3 (PS.calvin cycle) unterteilt werden. Die Informationen hierfiir befinden sich
in einer sogenannten ,Mapping-Datei”. Einen Uberblick iiber die Verteilung der funk-
tionellen Gruppen des hier verwendeten Makroarray verdeutlichen Abbildung 3.16 und
die Tabelle A.2 im Anhang. Die Annotations-Parameter wurden stringent gew&hlt, um
eine moglichst hohe Genauigkeit zu gewéhrleisten. Zusammenfassed lasst sich sagen,

46



3.3. TRANSKRIPTOMANALYSE

dass der Makroarray eine Vielzahl von funktionellen Gruppen umfasst und geeignet ist,
Kaéltestressreaktionen zu untersuchen.
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Abbildung 3.16 — Ubersicht {iber die funktionelle Einordnung mittels dem hierarchischen ,Map-
Man” BIN-Systems fiir die cDNA-Proben des Makroarrays. Der grofite Anteil (37,6%) der
Sequenzen wurde in BIN 35 klassifiziert. Der BIN umfasst Gene, deren Zuordnung nicht mog-
lich war oder fiir Proteine kodieren, die unbekannte Funktionen aufweisen. Weitere BIN’s mit
vielen Eintrdgen sind Protein (15,5%) und RNA (9,0%). Zu beachten ist, dass rund 2,5% der
cDNA-Proben zu BIN 20 eingeordnet wurden. Dieser BIN umfasst Gene, die spezifisch mit
Stressreaktionen im Zusammenhang stehen. Rund 600 Gene besitzen multiple Zuweisungen zu
unterschiedlichen BIN'’s, da diese in mehren Stoffwechselwegen aktiv sind. Die anderen Gene
verteilen sich mit recht dhnlichen Anteilen in die restlichen BIN’s. PS, Photosynthese; CHO,
Kohlenhydrat; OPP, oxidative Phosphorylierung; TCA, Tricarbonsdurezyklus. y-Achse: Anzahl
von Genen.
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3. ERGEBNISSE

3.3.5. Anzahl differentiell exprimierter Gene in Roggen, Weizen und Gerste
wadhrend der Kalteakklimatisierung

Um den Rauschanteil zu minimieren, wurden jeweils die starksten 2000 Regulationser-
eignisse (1000 induzierte und reprimierte Gene) betrachtet. Dabei wurden die Induktions-
bzw. Repressionsfaktoren iiber die Zeit summiert. Die Tabelle A.3 gibt einen Uberblick
tiber die Verteilung der regulierten Gene an den Zeitpunkten und deren Kombinationen,
sowie die Einteilung in induzierte und reprimierte Genexpressionen. Die Zeitpunktkom-
binationen beinhalten Eintrage, bei denen Gene an mehreren Zeitpunkten differentiell
exprimiert sind und detektieren daher umfassende, langsam ablaufende physiologische
Veranderungen. Aus der Tabelle geht hervor, dass bei allen drei Arten am Tag 7 die
hochste Aktivitat in der Genregulation detektierbar ist. Einige Gerstekultivare zeigen
eine groflere Anzahl permanent induzierter bzw. reprimierter Gene. Dies zeigt eine
deutliche genotypisch geprégte Variabilitat tempordrer Expressionsmuster. Wie bereits
in Abschnitt 3.3.4 erwdhnt, wurden alle Gene auf dem Makroarray klassifiziert und in
34 funktionelle Kategorien eingeteilt. Es wurde zundchst auf die Einteilung in indu-
zierte und reprimierte Gene verzichtet. So sind bei allen Kultivaren die Photosynthese
oder der Kohlenhydratstoffwechsel I die am starksten regulierte Kategorie (Abb. 3.17).
Funktionelle Kategorien des Primérstoffwechsels zeigen starke Regulationsereignisse in
allen drei Arten: der Kohlenhydratstoffwechsel I, bei dem rund ein Drittel der Gene eine
kélteregulierte Expression in allen Triticeae aufweisen. Besonders in dieser Kategorie
zeigen die Weizenkultivare die starkste Regulation. Der Polyamin-Stoffwechsel ist von
der kalteregulierten Genexpression ebenfalls speziesabhidngig reguliert: bei den Roggen-
und Weizenkultivaren sind 27% bzw. 30% und bei den Gerstekultivaren sind sogar 37%
der Gene betroffen. Ebenfalls deutliche Unterschiede sind bei der Tetrapyrrolsynthese

12 N-metabolism
3 minor CHO malabolism
20 stress

1 mitochondrial electron transport

27 RNA

25 C1-metabolism

11 fipid metabolism

ool
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23 nucleotide metabolism
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Abbildung 3.17 — Hierarchisches Clustern der Mittelwerte aus differentiell regulierten Genen zur
Anzahl aller Gene einer funktionellen Gruppe von Secale cereale (SC), Triticum aestivum (TA) und
Hordeum vulgare (HV). Zur besseren Ubersicht wurden Kategorien mit weniger als 25 Eintrdagen
(insg. 7) nicht in die Analyse mit einbezogen. Im Anhang sind die Werte tabellarisch zusammen-
gefasst (Tab. A.4). Primérstoffwechsel wie Photosynthese oder Kohlenhydratstoffwechsel zeigen
starke Regulationen.
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zu finden: Roggen- und Weizengenotypen exprimieren 23% bzw. 16% der Gene dieser
funktionellen Kategorie differentiell, Gerstegenotypen hingegen 29%. Funktionelle Kate-
gorien mit dhnliche Anteilen differentiell exprimierter Gene zwischen den Arten sind z.B.
RNA, DNA, Protein, Transport, Entwicklung und , Unbekannt”. Die Anzahl induzierter
bzw. reprimierter Gene bei jedem Genotyp und in jeder funktionellen Kategorie wird in
den Abbildungen 3.18 bzw. 3.19 gezeigt.

Abbildung 3.18 — Induzierte Genexpression an einzelnen Zeitpunkten (links) und Zeitpunkt-
kombinationen (rechts). Abgebildet ist die Log2-Anzahl induzierter Gene bei Secale cereale (SC),
Triticum aestivum (TA) und Hordeum vulgare (HV). Funktionelle Kategorien des Kohlenhydratstoff-
wechsels, der Aminosduren, des Stresses, der Redoxregulation, des Transportes, der ,,Sonstigen”
und , Unbekannten” weisen eine konstant hohe Anzahl induzierter Transkripte iiber den ge-
samten Zeitraum auf. Dabei kommt es zu genotyp- und speziesspezifischen Einfliissen bei
induzierter bzw. reprimierter Genexpression: Weizenkultivare induzieren im Unterschied zu
den anderen Kultivaren eine geringe Anzahl von Photosynthesegenen.
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Abbildung 3.19 — Reprimierte Genexpression an einzelnen Zeitpunkten (links) und Zeitpunkt-
kombinationen (rechts). Abgebildet ist die Log2-Anzahl reprimierter Gene bei Secale cereale (SC),
Triticum aestivum (TA) und Hordeum vulgare (HV). Zu einer permanenten Repression kommt es
in den Kategorien Photosynthese, Zellwand, Lipid-Metabolismus und DNA. Sowohl eine hohe
Anzahl induzierter als auch reprimierter Gene weisen auf eine dynamische Regulation bei RNA,
Protein und , Unbekannt” hin. Die umfassende Kategorie ,,Unbekannt” zeigt sowohl bei den
induzierten als auch bei den reprimierten Genen eine hohe Anzahl regulierter Gene auf.

Die Analyse erlaubt es, gezielt, die von der Kalteakklimatisierung am stiarksten in Bezug
auf Genregulation betroffenen, funktionellen Kategorien genotypspezifisch zu bestim-
men. Anhand der Intensitdten erkennt man deutlich die wichtigsten Veranderungen
in der Dynamik des Transkriptoms der Triticeae. Die Darstellung gibt Aufschluss da-
riiber, wie die Genregulation der einzelnen Genotypen vollzogen wird. Erkennbar sind
synchronisierte Verdnderungen in der Genregulation der funktionalen Kategorien Pho-
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tosynthese, Kohlenhydratstoffwechsel, Zellwand, Aminosduren, Stress, Redox, RNA,
DNA und Protein.

Fiir die Erstellung einer Consensusliste speziesspezifischer Genexpression wahrend der
Kalteakklimatisierung und fiir die spatere Korrelationsanalyse werden Gene entspre-
chend ihrer differentiellen Expression an den Einzelzeitpunkten gezahlt. Mit Hilfe von
Venn-Diagrammen koénnen die Schnittmengen zwischen den einzelnen Zeitpunkten
tibersichtlich dargestellt werden (Abb. 3.20). Besonders in der Frithphase und Spatphase
der Kalteakklimatisierung kommt es zu Unterschieden bei der Anzahl der differentiell
exprimierten Gene.

induziert
Secale cereale Triticum aestivum Hordeum vulgare
Tag 1 Tag7 Tag 1 Tag 7 Tag 1 Tag7

(= E
(2578 A%& (630

Tag 21 Tag 21 Tag 21

reprimiert
Tag 1 Tag7 Tag 1 Tag7 Tag 1 Tag7

as A
0 é%@ (0300

Abbildung 3.20 — Venn-Diagramme fiir induzierte und reprimierte Gene, die einen Gen-Score
von £3 aufweisen. Die Genexpression wird in der Anfangsphase bei allen drei Arten dhnlich stark
induziert (283-358). Bei Triticum aestivum und Hordeum vulgare kommt es in der mittleren Phase
zu einer hohen Anzahl induzierter Gene. Bei Hordeum wird eine kontinuierlich hohe Anzahl
induzierter Gene bis in die Spatphase der Kélteakklimatisierung (555) beobachtet. Bei den beiden
anderen Arten hingegen werden deutlich weniger beobachtet (116 und 129). Bei den toleranten
Arten Secale cereale und Triticum aestivum kommt es in der Frithphase zu einer umfassenderen
Repression (444 bzw. 372 zu 234 in Gerste). In der Spatphase der KA weist Hordeum vulgare
noch weitreichende Genregulationen auf. Die Anzahl der permanent induzierten Gene bei Secale
cereale ist im Vergleich zu den anderen Triticeae um etwa die Halfte reduziert.
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3.3.6. Anreicherungsanalyse fiir differentiell exprimierte Gene funktioneller
Kategorien zu verschieden Zeitpunkten der Kalteakklimatisierung

Der Zweck einer Anreicherungsanalyse ist die Beschreibung, zu welchem Zeitpunkt
oder welcher Zeitpunktkombination eine Uber- bzw. Unterrepréasentation einer funktio-
nellen Gruppe bei induzierten oder reprimierten Genen statistisch signifikant beobachtet
werden kann. Der Exakte-Test von Fisher dient dem Vergleich zweier relativer Haufigkei-
ten und eignet sich auch fiir kleinere Stichproben. Er wird hier als Signifikanztest fiir die
Anreicherungsanalyse genutzt. Die genotypspezifische Analyse (Tab. A.9-A.42) zeigt, in
welchem Umfang eine genotypgeprigte und temporal unterschiedliche Genexpression
zu detektieren ist. Die genotypische Varianz der Genexpression basiert auf den 1000 am
starksten induzierten und reprimierten Genen (2000 pro Genotyp). Die Ergebnisse wer-
den zusammen mit der speziesspezifischen Analyse in den Abschnitten 3.3.6.2-3.3.6.27
beschrieben. Bei der speziesspezifischen Analyse soll geklart werden, ob es funktionelle
Gruppen gibt, die in den Spezies bevorzugt differentielle Genexpressionen aufweisen.

3.3.6.1. Ubersicht: Metabolismus

Die MapMan-Anwendung kann genutzt werden, um z.B. die FC-Werte in den funktio-
nellen Kategorien darzustellen. Dazu wurde der arithmetische Mittelwert der FC-Werte
pro Spezies berechnet und logarithmiert (zur Basis 2). In den Abbildungen 3.21-3.23
weisen die so symbolisierten Transkripte mindestens einen Bewertungspunkt (Gen-
Score) von £3 auf. Symbolisierte Induktionswerte sind in blau und Repressionswerte in
Rot dargestellt. Die Analyse erlaubt, die wichtigsten physiologischen Verdnderungen
wahrend der Kalteakklimatisierung zu erfassen.
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Abbildung 3.21 — Metabolismus Secale cereale. Bei Roggen kommt es zu einer raschen Induktion
des Ascorbat- und Gluthationsystems (Tag 1, Pfeil). Glutamat-Dehydrogenasen werden transiert
am Tag 7 hochreguliert. Der Alanin-Stoffwechsel bleibt bis in die Spétphase induziert. Im
Vergleich zu den beiden anderen Spezies kommt es zu einer weniger starken Repression der
Photosynthese.
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Abbildung 3.22 — Metabolismus Triticum aestivum. Der Saccharose-Stoffwechsel wird bei Weizen
ausgepragter und lang anhaltender induziert als bei den anderen Spezies. Die Glykolyse und
die nachgeschalteten Stoffwechselwege werden gleichermafien hochreguliert. Transkripte der
RuBisCO werden sehr stark am Tag 7 exprimiert. Die Repression der Photosynthese ist am
prdgnantesten bei Weizen.
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Abbildung 3.23 — Metabolismus Hordeum vulgare. Zu umfangreichen Verdnderungen wahrend
der Kalteakklimatisierung kommt es bei Gerste. Dazu z&hlt neben der Repression der Photosyn-
these auch die Induktion des Kohlenhydrat-Stoffwechsels. Die Repression der Photosynthese
geht einher mit der Repression der Gene fiir die Tetrapyrrol-Synthese am Tag 7. Am Tag 1
werden Gene der Raffinose-Synthese stark differentiell exprimiert. Eine sehr starke Induktion
wird auch in der Betain-Synthese erfasst. In der Spatphase werden Transkripte der Expansine
charakteristisch herunterregliert.
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3.3.6.2. Photosynthese

Genotypen Die Photosynthese wird bei allen Genotypen iiber mehrere Zeitpunkte
signifikant herunterreguliert. Bei der Mehrheit der Genotypen wird eine Repression der
Photosynthesegene (31% Ta cv. Uljanovka, P = 3 x 10~1°) bereits in der Frithphase bis
zum Tag 7 erfasst. Bei den drei tolerantesten Roggen- und Gerstekultivaren kommt es
zu einer weniger stark ausgepragten Repression. Bei den toleranten Weizenkultivaren
dagegen kommt es zu einer verstarkten Repression, die iiber den gesamten Zeitraum
signifikant bleibt. Nur bei wenigen Genotypen wird eine permanente Genrepression
erfasst (z.B. Ta. cv. G.K. Tiszatdj P = 9 x 10-%).

Spezies Mit 107 Eintrdgen ist die Kategorie in Lichtreaktion, Calvin-Zyklus und Photo-
respiration untergegliedert. Eine konservierte Repression wird vor allem bei Chlorophyll-
A/B-Bindeproteinen und anderen Proteinen des Llchtsammelkomplexes I (LHC 1II)
beobachtet: der speziesspezifische Fisher-Test indiziert eine Uberreprasentation repri-
mierter Gene des Lichtsammlerkomplexes II und dessen Polypeptid-Untereinheiten
des PS II bei Secale cereale (P = 0.001), besonders signifikant bei Triticum aestivum
(P = 4 x 1071%) und Hordeum vulgare. Aufféllig divergent reguliert sind z.B. induzier-
te Gene fiir ein Protein des Reaktionszentrums des PS Il und der ATP-Synthase C!
bei Triticum aestivum und Hordeum vulgare. Secale cereale und Triticum aestivum induzie-
ren zusitzlich eine Untereinheit des PS I12. Induziert wird die groe Untereinheit von
Ribulose-1,5-Bisphosphat Carboxylase/Oxygenase® in Triticum aestivum und weniger
stark ausgepragt in Hordeum vulgare. Die Roggeninzuchtlinien induzieren den Elektro-
neniibertrager Ferredoxin?, dessen Expression in den beiden anderen Arten unverandert
bleibt. Am Tag 7 werden die niedrigsten p-Werte bei allen Spezies fiir die Photosynthese
erreicht (Abb. 3.24). Zu den signifikantesten Anderungen gehort die Repression von
Polypeptiden® des PS I, die bei Roggen signifikant akkumuliert ist (Tag 7, P = 0.025).
Es kommt ebenfalls zur Repression von weiteren Bestandteilen des PS II bspw. die des
Sauerstoffentwickelnden-Komplexes® bei allen Triticeae. Am Tag 21 wird eine Normali-
sierung in Relation zu Tag 0 jener Kategorien beobachtet, die drastische Anderungen
erfahren haben: die Repression der Photosynthese (Lichtreaktion) wird gemildert, so
dass beide Reaktionszentren vergleichsweise wenige reprimierte Gene in den Triticeae
aufweisen. Besonders die Transkriptabundanz der Chlorophyll-A /B-Bindeproteine im
Lichtsammelkomplex II erhoht sich bei Secale cereale und Hordeum vulgare im Vergleich
zu Tag 7. Bei den Weizenkultivaren und auch bei einigen Roggengenotypen kommt es
weiterhin zu hochsignifikanten Anreicherungen reprimierter Gene (Tag 21 P = 9 x 10~%
bzw. P = 9 x 107%), bei der Mehrheit der Weizengenotypen sogar iiber den gesamten
Zeitraum (Tag 1+7+21 P = 9 x 10~%). Die Repression des PS I wird bei Secale cereale
und Hordeum vulgare weitgehend vermindert, verbleibt aber beim Ersteren statistisch
signifikant (P = 0.015).

3.3.6.3. Kohlenhydrat-Stoffwechsel |

Genotypen Bereits am Tag 1 werden zwischen 5-19% der Gene bei allen Genotypen
differentiell reguliert. Das Maximum der Genexpression wird am Tag 7 erreicht, an

1 HA14P07, HB16C04, HZ51K03, HB25K03 2 PSB28-Protein, HZ51K03 3 HA23MO03, HY01G14
4 HZz45C05 ° HZ40N13, HA18H17, HZ58E05, HA02C10, HA25B19, HA09K16, HZ63B05 © HA13C02,
HZ52G10
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Chloroplast

Photosynthese (Tag 7)

Primarer Metabolismus

Secale cereale
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energy of mokcues
”
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Abbildung 3.24 — Photosynthese (Tag 7). Die Photosynthese wird in allen Triticeae am Tag 7
signifikant herunterreguliert. Betroffen sind Polypeptide des Photosystem I und II. Transkripte
des LHC-II (Pfeil) bei Roggen werden weniger stark herunterreguliert. Bei Weizen wird eine
starke Induktion von Untereinheiten der RuBisCO beobachtet.
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dem 13-26% der Gene induziert vorliegen. Die Anreicherungsanalyse zeigt bei den
Weizenkultivaren eine hohe Signifikanz iiber alle Zeitpunkte (bis P = 8 x 107%, am
Tag 1 bis P = 2 x 10~%). Gerstekultivare weisen zum Tag 1 nur wenige signifikan-
te Anreicherungen dieser funktionellen Gruppe auf. Bei den Roggenlinien hingegen
kommt es bereits zum selben Zeitpunkt bei fast allen Genotypen zu einer statistischen
Anreicherung induzierter Gene. Die Aktivierung des Kohlenhydrat-Katabolismus geht
mit der Aktivierung der Glykolyse in der mittleren Phase einher. Eine fast vollstandige
Normalisierung der Transkriptabundanz wird dann spéter bei Roggen und Weizen
beobachtet.

Spezies Die funktionelle Kategorie (97 Eintrdge) umfasst den Anabolismus und Ka-
tabolismus von Saccharose und Stirke. Stark konserviert ist die Induktion des Starke-
Saccharose-Metabolismus. Bei allen drei Spezies kommt es am Tag 1 zu einer Anreiche-
rung der Multigenfamilie der Saccharose-Synthasen (Triticum aestivum P = 3 X 10*06),
die den Abbau von Saccharose zu UDP-Glucose bzw. deren Umkehrreaktion katalysie-
ren. Bei Triticum aestivum wird bei der gesamten funktionellen Gruppe eine statistische
Signifikanz einer induzierten Genexpression beobachtet (P = 5 x 10~%). Verschiedene
Saccharose-Synthase Isoformen werden in allen drei Arten auf hohem Niveau am Tag 7
induziert!, wobei Triticum aestivum alleinig mehrere Isoformen? reguliert. Eine besonders
ausgepragte Geninduktion am Tag 7 (Abb.3.25) ist bei Triticum aestivum und Hordeum
vulgare zu erkennen, die bis in die Spatphase signifikant bleibt (P = 2 x 107% bzw.
P = 8 x 10%). Alle Triticeae zeigen signifikante Anreicherungen {iiber alle Zeitraume
auf, am deutlichsten bei Triticum aestivum (Tag 1+7+21 P = 9 x 10~%). Eine speziesspezi-
fische Aktivierung wird bei mehreren Invertasen? in allen drei Arten beobachtet, die bei
Secale cereale und Triticum aestivum besonders stark ist (P = 0.008 bzw. P = 2 x 10~%). Die
tiir die Saccharose-Synthese involvierten Transkripte der Saccharose-Phosphat-Synthase
(SPS) und der cytosolischen Fructose-1,6-Bisphosphatase werden besonders bei Triticum
aestivum am Tag 1 bzw. Tag 7 verstarkt induziert. Zusitzlich wird die Genexpression
von a- bzw. B-Amylasen am Tag 1 bei den Triticeae* transient aktiviert. Sie verdeutlicht
damit einerseits den Bedarf an gespeicherter Energie bzw. Storung der circadianen Gen-
expression und andererseits den Bedarf von Saccharose und anderen Polysacchariden
(Maltose und Glucose) als Osmoprotektant. Eine speziesspezifische Genexpression von
Stirke-Synthasen® kann am Tag 7 beobachtet werden. Ein Beispiel fiir eine konservierte
Kiltestressantwort der Triticeae ist die Induktion einer Fructan-6-Exohydrolase® am Tag
7.

3.3.6.4. Kohlenhydrat-Stoffwechsel Il

Genotypen Die Genregulation dieser Gruppe ist zumeist transient ausgepragt. Nur
bei einem Gerstegenotyp bzw. Weizengenotyp kommt es zu einer signifikanten Uberre-
prasentation reprimierter bzw. induzierter Gene bei Tag 1 (P < 0.05).

Spezies Die funktionelle Einheit umfasst 82 Eintrdge und ist in die Untergruppen
Raffinose-, Trehalose,- Galactose-Biosynthese usw. untergliedert. Am Tag 1 werden Gene
des Inositol-” und Raffinose-Stoffwechsels® sowie eine Aldose-Epimerase® induziert. Bei

1 HF11H21, HY05013 2 HB05N09, HT12J13, HT01D22, HF07C20, HA31014 3 HB25B07, HZ44H?21,
HZ37F12 4 HV02D09, HZ50D04, HG17A10 5 HBO5N09, HB02N20 ¢ HZ01D05 7 HZ62F20
8 HT07G15 ° HF12M07
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Abbildung 3.25 — Saccharose- und Starke-Stoffwechsel (Tag 7). Transkripte der Saccharose-
Synthasen (SUS) und -Invertasen (INVT) werden konserviert induziert. Eine besonders ausge-

prégte Expression kann bei Weizen erfasst werden. Gene der Saccharose-Phosphat-Synthasen
(SPS) werden weniger stark hochreguliert.
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Secale cereale und Triticum aestivum wird eine Aldose-Reduktase! ausschlieflich induziert.
Die konzertierte Expression von putativen Inositol-Triphosphat-Kinasen? in allen drei
Triticeae weist auf die evolutiondr konservierte Rolle in der Signaltransduktion von
Inositol-Phosphaten hin. Aktiviert wird bei Triticum aestivum und Hordeum vulgare der
Trehalose-Metabolismus durch die Induktion von putativen Trehalose-Phosphatasen®.
Ein weiteres fiir die Kilteakklimatisierung wichtiges in der Literatur beschriebenes
Enzym ist die Raffinose-Synthase?, die nur bei Triticum aestioum und Hordeum vulgare
transient exprimiert wird. Hingegen liegt sie bei Secale cereale permanent reprimiert vor
(Tag 1+7+21, P = 0.031). Exklusiv bei Hordeum vulgare wird eine isoforme Galactosinol-
Synthase® induziert, die die Reaktion von Galactinol zu Stachyose katalysiert, das
seinerseits als Osmoprotektant wirkt.

3.3.6.5. Glykolyse

Genotypen Die Geninduktion findet tiberwiegend am Tag 7 vorrangig bei den Wei-
zenkultivaren statt, bei denen bis zu 26% der Gene differentiell exprimiert werden. Bei
einigen Genotypen wird die Genexpression iiber mehrere Zeitpunkte induziert. (1a.
cv. Cheyenne und Ta. cv. G.K. Tiszatdj). Eine statistische Anreicherung von induzierten
Genen wird bei den erwdhnten Weizenkultivaren an mehreren Zeitpunkten beobachtet
(Ta. cv. Cheyenne izo am Tag 7: P = 2 x 10~%). Eine deutliche Aktivierung wird auch
bei den anderen Weizenkultivaren beobachtet, wie die niedrigen p-Werte verdeutlichen.
Auffillig ist die moderate Aktivierung der Glykolyse bei zwei Roggeninzuchtlinien.

Spezies Die 68 Eintrdge der Gruppe umfassen die einzelnen enzymatischen Reak-
tionen der Glykolyse. Obwohl der speziesspezifische Fisher-Test bei keiner Art eine
vermehrte Transkriptabundanz indiziert, vollziehen sich hier grundlegende indukti-
ve Regulationen, die spezifisch fiir die mittlere Phase sind. Eine deutliche Induktion
wird bei Triticum aestivum (Abb. 3.26) bei Transkripten der Glykolyse®, des TCA?, des
Oxidativen-Pentose-Phosphatweges®und des mitochondrialen Elektronentransportes’
beobachtet, die bei den anderen Spezies weniger stark ausgeprégt sind. Es kommt
in den Triticeae zu einer konservierten Aktivierung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenasen, Pyruvat-Kinasen, Fructose-6-Phosphate-1-Phosphotransferasen!’ und
diversen Enolasen.

3.3.6.6. Fermentation

Genotypen Signifikante Uberreprasentationen durch induktive Ereignisse sind bei
Weizen- und Gerstegenotypen zu finden. Hingegen kommt es bei mehreren Roggenin-
zuchtlinien zu signifikanten Anreicherungen reprimierter Gene (P = 8 x 10~%).

Spezies Die funktionelle Kategorie (25 Eintrédge) ist in die einzelnen enzymatischen Re-
aktionen eingeteilt: Alkohol-, Lactat- und Aldehyd-Dehydrogenase. Unter an- oder hypo-
xischen Bedingungen bei Eiseinschluss stellt die Fermentation Energie bereit und produ-
ziert als Nebenprodukte die toxischen Metabolite Ethanol, Lactat und Kohlenstoffdioxid.

1 HB30J07 2 HZ62F20, HF22B12 3 HS01B18, HP01A07 ¢ HT07G15 ° HF12G23 © HY(09HI16,
HF23G15, HX02]16, HS08012, HY07N13, HA02B04, HS16K08, HT07N06 7 HT01C14, HA25H05, HF02K04,
HF21B01, HS18120, HA11N21 8 HB32M14, HB04H10 ° HU12D08, HZ44L09, HF13P08 10 HB08K16
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Abbildung 3.26 — Glykolyse und TCA von Triticum aestivum (Tag 7). Transkripte der Glykolyse
und des TCA werden besonders bei Triticum aestivum induziert. Diese Reaktion verdeutlicht
den vermehrten Energiebedarf der Pflanzen wéhrend der Kalteakklimatisierung. Betroffen
sind bspw. Transkripte fiir Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenasen (GPDH) oder Malat-
Dehydrogenasen (MDH) im TCA.

Die speziesspezifische Anreicherungsanalyse zeigt eine statistisch signifikante Anreiche-
rung reprimierter Alkohol-Dehydrogenasen Transkripte bei den Roggeninzuchtlinien
(P = 0.008), die bis in die Spatphase hineinreicht. Bei den beiden anderen Arten kommt
es vorwiegend zu induktiver Genregulation v.a. von Pyruvat-Decarboxylasen'. Bei Seca-
le cereale und Triticum aestivum liegt eine differentielle Genexpression (Induktion bzw.
Repression) von Alkohol-Dehydrogenasen? vor. Des weiteren wird bei Hordeum vulgare
die Repression einer Sorbitol-Dehydrogenase® erfasst.

1 HF23C05, HT03]20 2 HT08P24, HU10K04, HB27E07, HY01002, HT01P04 3 HB04D17
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3.3.6.7. Gluconeogenese und Glyoxylatzyklus

Genotypen Der genotypspezifische Fisher-Test zeigt ein signifikantes Ergebnis nach
FDR-Korrektur bei einer Roggeninzuchtlinie.

Spezies Die aus 18 Eintrdgen bestehende Gruppe wird in die einzelnen enzymatischen
Reaktionen unterteilt: Malat-Synthasen, Malat-Dehydrogenasen sowie Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinasen. Der vermehrte Bedarf an Energie wahrend der Kélteakklimatisierung
wird durch die Verstoffwechselung von Fettsduren durch die Gluconeogenese bei den
Gerstegenotypen gedeckt. Der speziesspezifische Fisher-Test indiziert fiir Hordeum vul-
gare eine statistische Anreicherung von Malat-Dehydrogenasen! Transkripten in der
Spéatphase (Tag 7+21, P = 0.045).

3.3.6.8. Oxidative Photophosphorylierung, Tricarbonsidurezyklus und
Elektronentransportkette

Genotypen Generell werden die Stoffwechselwege in der mittleren und spéteren Phase
(Tag 7+21) in einigen Gersten- und Weizenkultivare aktiviert, was einige signifikante
p-Werte verdeutlichen.

Spezies Der Krebs-Zyklus mit 70 Eintrdgen ist Teil der Respiration, bei der das in der
Glykolyse entstandene Pyruvat zu CO, oxidiert wird und die Reduktionsdquivalente
(NADH und FADH)) generiert werden. Bei dem speziesspezifischen Fisher-Test konnten
keine signifikanten Ergebnisse berechnet werden. Dies ist auch der Fall fiir die oxida-
tive Photophosphorylierung und den mitochondrialen Elektronentransport. Mehrere
Enzyme werden jedoch speziesspezifisch bzw. in Kombination reguliert. Ein Beispiel
fiir ein Triticeae-konserviertes Expressionsmuster ist die permanente Induktion einer
Aldehyd-Dehydrogenase?. Eine artspezifische Regulation betrifft bei Hordeum vulgare
eine Succinat-Dehydrogenase® und das NADP-abhéngige Malatenzym?. Eine Induktion
liegt bei einer Succinat-CoA-Ligase®, einer putativen 3-Isopropylmalat-Dehydrogenase®,
einer Isocitrat-Dehydrogenase’ und bei einer putativen Pyruvat-Dehydrogenase® in
Triticum aestivum und Hordeum vulgare vor. Eine deutliche Repression wird bei allen drei
Arten in der mittleren Phase von Carboanhydrasen’ vollzogen, deren Aktivitit aufgrund
der inhibierten Photosynthese nicht gebraucht wird. Untereinheiten der mitochondrialen
Elektronentransportkette werden ebenfalls konzertiert induziert. So werden eine fiir
die ATP-Synthese wichtige NADH-Dehydrogenase!® sowie Cytochrom C! z.T. in allen
Triticeae induziert.

3.3.6.9. Zellwand

Genotypen Aus der Anreicherungsanalyse ldsst sich eine statistische Haufung geno-
typspezifischer Genrepressionen bei Gerste entnehmen, die z.T. hochsignifikant sind
(Ho. cv. Rex, P = 1 x 10~%), und bei denen 14% der Gene bis zum Tag 7 reprimiert
werden.

1 HT07K03, HS03G23, HZ42C05, HS06H115 2 HB10D14 3 HT13A11, HF02HO1 % HZ55B10
5 HA1IN21 © HS18120 7 HT01C14 & HF02K04 ° HV04N?24, HBOSN22 10 HF14M10 1! HA11N14
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Spezies Die aus 197 Genen bestehende funktionelle Gruppe gliedert sich u.a. in
Cellulose-Synthese, Zellwand-Proteine und Zellwand-Abbau. Bereits in der Frithpha-
se werden in Triticum aestivum und Hordeum vulgare Transkripte fiir die Synthese von
Zellwandvorstufen induziert. Der Fisher-Test zeigt Anreicherungen dieser funktionellen
Gruppe bei Hordeum vulgare (P = 0.038). Das von den Saccharose-Synthasen umgesetzte
UDP-D-Glucose kann mithilfe des Rhamnose-Biosynthese-Enzym! in UDP-L-Rhamnose
metabolisiert werden. Zudem kommt es bei Hordeum vulgare zu einer signifikanten
Uberreprasentation (P = 0.032) reprimierter Gene im Bereich der Zellwandmodifika-
tion (a- und B-Expansine?) und des Zellwandabbaus (Abb. 3.27). Die Repression der
zellwandmodifizierenden Enzyme Expansine, einigen Zellwandvorstufen, oder Zell-
wandproteinen von Hordeum vulgare wird bis in die Spatphase aufrechterhalten und
unterscheidet sich in dieser Hinsicht deutlich von den anderen Spezies (Tag 1+7+21,
P = 0.013). Ein weiteres, permanent induziertes und gut charakterisiertes zellwand-
modifizierendes Enzym ist die Xyloglucan-Endotransglycosylase (XET), das ebenfalls
kontinuierlich in Hordeum vulgare induziert vorliegt. In Secale cereale kann eine allei-
nige Gentranskription von einer UDP-D-Glucose Epimerase® beobachtet werden, die
ebenfalls eine Vorstufe fiir Zellwandbestandteile darstellt. Zu einer konservierten und
z.T. permanenten Induktion kommt es bei weiteren Enzymen fiir die Synthese von
Zellwandbausteinen (UDP-D—Glucuronat—Decarboxylase4, putatvies Protein® mit einer
LysM-Doméne). In Secale cereale und Triticum aestivum wird eine transiente Repression
einer putativen Pectin-Acetylesterase® detektiert. Eine besondere Expressionsdynamik
zwischen den Spezies zeigen UDP-Glucose-Dehydrogenasen’, die UDP-D-Glucose und
UDP-D-Glucuronsdure (beide Zellwandvorstufen) umsetzen . In der mittleren Phase
induzieren alle Triticeae diverse Cellulose-Synthase Gene®.

3.3.6.10. Lipid-Metabolismus

Genotypen Die Anreicherungsanalyse zeigt wenig signifikante Ergebnisse und deutet
darauf hin, dass sich beim Lipid-Metabolismus aufgrund des eingestellten Wachstums
nur geringfiigige Anderungen in der Transkriptmenge einstellen.

Spezies Die funktionelle Gruppe hat 338 Eintrdge und ldsst sich u.a. in Fettsdure-
Synthese, Fettsdure-Desaturasen und Phospholipid-Synthese unterteilen. Auch der
speziesspezifische Fisher-Test indiziert beim Lipid-Metabolismus keine signifikanten
Ergebnisse. Es kommen jedoch Genregulationen, insbesondere wahrend der Friihphase,
vor: eine konservierte Induzierung erfolgt bei der Glycolipid’-, Phospholipid-Synthese!?,
bei Lipidtransfer-Proteinen!! und bei der g-Oxidation'2. In Secale cereale und Triticum
aestivum (Abb. 3.28) wird zusétzlich eine in der B-Oxidation vorkommende putative Acyl-
CoA Thioesterase!® am Tag 1 induziert, die erst am Tag 7 in Hordeum vulgare induziert
wird. In Triticum aestivum werden Gene, die in der ﬁ-Oxidation14, Fettsdure-Synthese
und -Elongation!® und im Lipid-Katabolismus!® vorkommen reprimiert. Beispiel fiir
die synchronisierte Aktivierung der B-Oxidation in den Triticeae ist die Induktion ei-
nes glyoxysomalen Proteins!’, das in der frithsten Phase (Tag 1) exprimiert wird. Die
Transkripte der f-Oxidation (Lipid-Metabolismus) werden in der Spéatphase deutlich

1 HU04C15, HA26N18, HA12M20 2 z.B. HZ42I19, HS17P08, HZ43117, HRO1E04 3 HB19L11
4 HF19D20 > HZ56C12 © HVO03J15 7 HY03B24, HA24N01, HK06A01, HA31A05 & HT10H13
9 HF09A05 10 HV02A09 ! HZz53116 12 HB21H12 13 HSO7NO1 * HB09OO6 ° HZ58N09
16 HB28B23 17 HB21HI2
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Abbildung 3.27 — Heatmap der Expressionswerte der Kategorie ,Zellwand” bei Hordeum vul-
gare (Tag 0 - Tag 21). Deutlich erkennbar ist die hochgradige Repression der Expansine in der
Spatphase der Kalteakklimatisierung (grau hervorgehoben).

herunterreguliert. Wenige Transkripte wie z.B. Desaturasen verbleiben bei Triticum
aestivum und Hordeum vulgare jedoch auf einem hohem Niveau. Secale cereale und Tri-
ticum aestivum reprimieren transient Transkripte der Phospholipid-Synthese! und der
B-Oxidation?. In Hordeum vulgare werden eine Lysophospholipase® und Sphingolipase*
exklusiv herunterreguliert. Die Expression der im Lipid-Metabolismus eingeordneten
Lipidtransfer-Proteine® (Transporter-Molekiile) erreicht in der Spatphase in den Triti-
ceae die hochste Transkriptionsaktivitdt. Besonders markant ist die Akkumulierung der
Transkripte bei Hordeum vulgare. Triticum aestivum induziert in der Fettsdure-Elongation
und -Desaturierung vorkommende Enzyme®, die erst in den spéteren Phasen bei den
anderen Triticeae hochreguliert werden. Hordeum vulgare induziert exklusiv ein Oleosin”
und eine Acyltransferase in der Phospholipid-Synthese®. Bei Secale cereale und Hordeum
vulgare werden zugleich Transkripte hochreguliert, die in die Fettsauresynthese’ bzw.
-abbau®® involviert sind.

3.3.6.11. N-Metabolismus

Genotypen Die genotypische Anreicherungsanalyse indiziert zwei signifikante Anrei-
cherungen (Induktion bzw. Repression) der Transkripte bei den Roggen- und Weizenge-
notypen.

1 HU12104 2 HS04D02 3 HZ4A8F24 * HF25E0 5 HZ44D24, HA28C17, HZ38P01, HT12K04, HT12MO05
6 HA10HO07, HS01C24 7 HB26I24 8 HVO03P11 ° HB13H12 10 HZ36J09
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Abbildung 3.28 — Heatmap der Expressionswerte der Kategorie , Lipide” bei Triticum aestivum
(Tag 0 - Tag 21). Hervorgehoben sind Cluster fiir die Induzierung von Genen der g-Oxidation,
Phospholipid-Synthese, Fettsduresynthese (I) und von Lipidtransfer-Proteinen in der Spatphase

10).

Spezies Die funktionelle Kategorie umfasst 12 Eintrdge, die sich in Nitrat- und Ammon-
ium-Metabolismus einteilen. Bei der speziesspezifischen Analyse hingegen kommt es zu
einer signifikanten Haufung der Transkriptabundanz von Glutamat-Dehydrogenasen
(GDH, N-Katabolismus) bei Secale cereale (bei Tag 7+21, P = 0.006), die bis in die
Spitphase niedrige p-Werte aufweist. Die Induktion einer isoformen GDH! wird auch
bei den beiden anderen Arten detektiert, bei denen aber der Signifikanzschwellenwert
nicht tiberschritten wird. Eine Aktivierung der Expression v.a. bei Secale cereale wird
auch bei Glutamin-Synthasen? erfasst, deren Expression in Triticum aestivum inhibiert
wird.

3.3.6.12. Aminosaure-Stoffwechsel

Genotypen Die funktionelle Gruppe des Aminosdure-Stoffwechsels zeigt Induktions-
und Repressionsereignisse an einzelnen Zeitpunkten. Einige Roggeninzuchtlinien errei-
chen signifikante Anreicherungen (P = 0.03) bei induzierten Genen und verschiedenen
Zeitpunkten.

Spezies Die 211 Gene lassen sich in Aminosdure-Synthese und -Abbau gliedern.
Signifikante Anreicherungen finden sich bei Secale cereale im zentralen Aminosaure-
Stoffwechsel (Alanin) sowie bei den Alanin-Aminotransferasen (Tag 7+21, P = 0.008 bzw.
P = 0.038). Die permanente und konservierte Induktion der gut charakterisierten und

1 HAQ7A13 2 HV04J18, HBO1P06
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als Stressmarker bekannten A-1-Pyrroline-5-Carboxylat-Synthetase (P5CS)! im Prolin-
Anabolismus ist erwartungsgemafs zu beobachten (Abb. 3.21-3.23). Es werden unter-
schiedliche Isoformen zwischen den Triticeae spezifisch reguliert. Eine konservierte Ant-
wort besteht in der Induktion von Glutamat-Decarboxylasen? im zentralen Aminoséure-
Metabolismus, die bei Secale cereale transient sind. Funktionelle Redundanz zwischen
den Spezies, z.T. auch zwischen den Genotypen, ist bei den Glutamat-Decarboxylasen
(GAD) zu beobachten, bei denen mehrere Isoformen?® induziert werden. Ein ebenfalls
divergentes Expressionsverhalten ist in der Biosynthese der Vorstufe Chorismat fiir die
aromatischen Aminosduren Phe, Tyr und Trp erfassbar. Weitere hochregulierte Gene
sind bspw. eine Shikimat-Kinase 1* in Secale cereale und Hordeum vulgare (Tag 1) und
Shikimat-Kinase 2°, die ausschliefilich in Secale cereale aktiviert wird. Bei den Triticeae
kommt es zu einer synchronisierten Induktion einer S-Adenosylmethionin Synthase 1 im
Methionin-Anabolismus. Dektierbar ist in Secale cereale und Triticum aestivum die konser-
vierte Expression einer putativen Serin-Acetyltransferase® (Serin-Glycin-Stoffwechsel).
Secale cereale induzieren ausschliefllich und kontinuierlich eine Acetolactat-Synthase’
fiir die Synthese von Aminosduren mit verzweigten Seitenketten (Val, Leu und Ile).
Ebenfalls in den Roggeninzuchtlinien wird eine Alanin-Aminotransferase® im zentralen
Aminosdure-Metabolismus hochreguliert. In der mittleren Phase kommt es bei Secale
cereale zu charakteristischen Verdnderungen im Aminosdure-Metabolismus: neben den
bereits induzierten Transkripten in der Frithphase werden sowohl eine Arginase’ wie
auch eine putative Thiolase!® im Aminosiure-Katabolismus aktiviert. Eine besonders
starke und kontinuierliche Induktion zeigt eine isoforme Alanin-Aminotransferase!!, die
in der mittleren Phase in Triticum aestivum und Hordeum vulgare anhaltend induziert wird.
Die Kategorie Alanin-Synthese wird jedoch nur bei Secale cereale signifikant angereichert
(Tag 1+7+21 P = 0.039).

3.3.6.13. Metalloproteine

Die Genregulation von Metalloproteinen soll hier kurz erwdhnt werden, da es nur
zu wenigen — zumeist in der mittleren bis spateren Phase — signifikanten Ergebnissen
nach FDR-Anpassung kommt. Zu einer Transkription von Ferritin-Genen'?, die unter
oxidativen Stressbedingungen wichtige Aufgaben {ibernehmen, kommt es bei Triticum
aestivum und Secale cereale.

3.3.6.14. Sekundir-Metabolismus (BIN 16)

Genotypen Man findet signifikante Anreicherungen induzierter Gene bei Roggen- und
Gerstegenotypen (Tag 7, P = 6 x 10~%), die bei zwei Roggenkultivaren bereits friih
erfassbar sind. Es treten signifikante Anreicherungen induzierter Genexpression am
Tag 7 bei vier Gerstegenotypen (P = 0.01) auf. Bei den Weizenkultivaren kommt es zu
vereinzelten signifikanten Anreicherungen induzierter Gene.

Spezies Die 168 Eintrdge umfassende Kategorie ist u.a. in Isoprenoid-, Phenylpropan-
oid- und Flavonoid-Stoffwechsel eingeteilt. Die speziesspezifische Analyse indiziert fiir

1 HB14013 2 HY02N05, HZ47N10 3 HF08003, HV10003 % HB16E18 ° HFO9M05 © HZ58112
7 HF22F02 & HY10G24 2 HF09P19 10 HF22C21 1! HF06E08 12 HA04K22, HB25107, HY05122
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den sekundéren Stoffwechsel (Abb. 3.29) nur bei Triticum aestivum am Tag 1 eine signi-
fikante Anreicherung von Transkripten des gesamten sek. Metabolismus (P = 0.033)
und der Lignin-Biosynthese (Phenylpropanoide, P = 0.003). Bei Hordeum vulgare zeigen
Anreicherungen reprimierter Gene im gesamten sek. Stoffwechsels am Tag 7 und 21
(Tag 7, P = 0.026) sowie des Mevalonat-Stoffwechsels bei Tag 7 (P = 0.044). In allen
Triticeae werden isoforme Gene induziert, die im Isoprenoid-! und Phenylpropanoid-
Stoffwechsel® (Lignin-Biosynthese) funktionell annotiert sind. Secale cereale und Triti-
cum aestivum induzieren alleinig mehrere Gene in der Ligninbiosynthese wie z.B. eine
Phenylalanin-Ammonia-Lyase® oder eine Agmatine-Coumaroyltransferase*. Allgemein
ist die Genregulation der Lignin-Biosynthese in den Triticeae sehr divergent ausgepragt.
So werden artspezifisch Cinnamyl-Alkohol-Dehydrogenasen® induziert. Eine Represssi-
on bei Hordeum vulgare wird in der mittleren und spateren Phase bei Transkripten der Li-
gninbiosynthese®, (Iso)-Flavonoid-” und des Mevalonat-Stoffwechselweges® festgestellt.
Zusitzlich werden artspezifisch verschiedene Betain-Aldehyd-Dehydrogenasen® regu-
liert. Zu einer konservierten Induzierung kommt es bei einem Transkript der Flavonoid-
Chalcon—BiosyntheselO, das bereits in der frithen Phase in allen Triticeae induziert wird.
In der frithen und mittleren Phase werden bei Triticum aestivum Transkripte11 induziert,
die fiir die Biosynthese von Tocopherol essentiel sind. Reprimiert werden in Secale cereale
Transkripte der Flavonol-Synthese!?. Die im Mevalonat-Metabolismus vorkommende
Hydroxymethylglutaryl-Coenzyme A-Synthase!® wird bei Triticum aestivum herunter-
reguliert. Auerdem kann die Repression von Transkripten der Lignin-Biosynthese!*
und Wachs-Biosynthese!® in Hordeum vulgare beobachtet werden. In einer konservierten
Transkription werden Gene der Betain-Synthese!® und des Flavonoid-Stoffwechsel”
(Chalcone, Dihydroflavonol) induziert. Zu einer starken zeitpunktspezifischen Induktion
am Tag 7 kommt es bei Betainaldehyd-Dehydrogenasen'® in Hordeum vulgare. Induziert
in den Triticeae bleiben in der Spatphase sowohl eine Aldehyd-Dehydrogenase!® der
Betain-Biosynthese als auch speziesspezifsch induzierte Transkripte der Tocopherol-
Biosynthese?’ und des Flavonoid-Stoffwechsels?!.

3.3.6.15. Hormon-Metabolismus

Genotypen Es liegen Anreicherungen an den spéteren Zeitpunkten bei Gerste und
Roggen bei den reprimierten Genen vor (Hv. cv. Rex P = 0.002, LP3 P = 0.019).

Spezies Die aus 230 Genen bestehende funktionelle Kategorie ldsst sich in die ver-
schiedenen Biosynthesewege fiir Abscisinsdure, Auxin, Brassinosteroide, Salizylsdure
etc. einteilen. Die speziesspezifische Analyse des Hormon-Metabolismus zeigt keine
Signifikanz nach der FDR-Korrektur. Aufgrund der biologischen Bedeutung sollen
aber hier einige spezifische Expressionsmuster vorgestellt werden. Abscisinsdure (ABA)
spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Toleranz gegen abiotische Stressbe-
dingungen. So kommt es in allen Triticeae zu einer konservierten Repression der in der
ABA-Synthese vorkommenden putativen 9-cis-Epoxycarotenoid-Dioxygenase??. Dies
steht im Widerspruch zur geldufigen Annahme, dass die ABA-Synthese wihrend der

1 HZ65F24, HM01K08 2 HMO04B05, HS05A02, HY04P21 3 HZ58F14 ¢ HZ43H20 5 HVI3LIS5,
HA12E09 bzw. HT11L08, HM04B05 © HA11D12, HRO1IH18 7 HZ65]24 & HF04A18. ° HB10L24,
HF19L16, HF01J01, HS07M01 10 HF23B09 1! HF16H12, HY03F05, HZ49C18 12 HV13K06
13 HF24D17 4 HZ43H20, HA11D12 15> HZ41A03 16 HF19L16, HF01J01 7 HF23B09, HB28L02
18 HB10L24, HFOSH18 !° HF01J01, HF19L16 20 HY03F05, HZ36F12, HF16H12, HF14016 2! HF23B09
HB28L02 22 HZ48K08
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Abbildung 3.29 — Sekundérer Stoffwechsel (Tag 7). Eine konservierte Induktion wird bei den
Genen des Phenylpropanoid-Stoffwechsels beobachtet. Hochreguliert werden bei Weizen Gene
der Tocopherol- und Lignin-Biosynthese. Eine ausgepragte Induktion wird von Transkripten des
Shikimat-Stoffwechsel bei Roggen detektiert. Transkripte fiir die Synthese von Betainen werden
bei Gerste signifikant angereichert.
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Kaélteakklimatisierung aktiviert wird. Es kann sich aber hierbei um ein Gen handeln, das
fiir ein isoformes Enzym kodiert. Es ist aber auch moglich, dass bereits das Maximum der
Genexpression nicht erfasst werden konnte. Zu einer konservierten Induktion kommt es
bei einem ABA-regulierten Protein!, das fiir die Frithphase der Kalteakklimatisierung
kennzeichnend ist. Die Geninduktion des ABA-regulierten HVA22-Proteins® wird vor
allem bei Triticum aestivum und Hordeum vulgare stark hochreguliert. Eine Zeaxanthin-
Epoxidase® wird bei Triticum aestivum besonders stark induziert. Ebenfalls divergent
exprimiert werden die in der Jasmonat-Synthese involvierte Allenoxid-Synthase und die
Oxophytodiensdure-Reduktase®, die in Secale cereale bereits in der Frithphase mobilisiert
wird. Am Tag 7 werden bei Hordeum vulgare Lipoxygenase und Allenoxid-Synthase®
(Jasmonat-Metabolismus), die beide pflanzliche Verteidigungsmechanismen induzie-
ren und in die abiotische Signaltransduktion einbezogen sind, induziert. Bei einigen
Transkripten anderer Hormone wie z.B. Auxin-, Jasmonat-, Brassinosteroid-Stoffwechsel
kann eine kontinuierliche Repression in den Triticeae festgestellt werden.

3.3.6.16. Tetrapyrrol-Synthese

Genotypen Es kommt zu signifikanten Uberreprisentation reprimierter Gene bei den
Gerstekultivaren am Tag 7 (P = 0.012).

Spezies Die funktionelle Gruppe beinhaltet insgesamt 28 Eintrdge fiir die Synthe-
se von Vorstufen diverser Redoxverbindungen und Komplexbildner fiir die Chloro-
phyllsynthese, fiir Photorezeptoren oder fiir Vorstufen der Lichtsammelkomplexe. Die
Ergebnisse der genotypischen Anreicherungsanalyse werden gleichermaflen vom spe-
ziesspezifischen Fisher-Test verifiziert: es kommt bei Hordeum vulgare zu signifikanten
Anreicherungen reprimierter Transkripte am Tag 7 (P = 0.014). Die Regulation der Tran-
skriptabundanz wird an mehreren an der Biosynthese beteiligten Enzymen deutlich: in
den Triticeae werden z.B. Aminolavulinsdure-° (ALA) und Protochlorophyllid-Reduktase
Gene’ konserviert reprimiert. Die in der mittleren Phase stark reprimierte Tetrapyrrol-
Biosynthese der Hordeum vulgare normalisiert sich fast bis auf das Ausgangsniveau. Es
verbleiben jedoch einige Gene auf einem niedrigen Transkriptionsniveau.

3.3.6.17. Stress

Genotypen Die genotypspezifische Anreicherungsanalyse zeigt eine stark signifikante
Uberreprésentation der Geninduktion bereits am Tag 1 bei der Mehrheit der Genotypen
aller Triticeae (z.B. Hu. cv. Rodnik P = 2 x 10-%). Am Tag 1 sind bei Roggen 6-8%,
bei Weizen 6-11% und bei Gerste zwischen 5-13% der Gene induziert. Die Mehrheit
der Weizen- und Gerstegenotypen zeigt die hochste signifikante Anreicherung von
stressinduzierten Transkripten bereits bei Tag 1, die bei einigen Genotypen iiber mehrere
Zeitpunktkombinationen stabil bleibt. Bei den beiden tolerantesten Roggeninzuchtlinien
(LP1 und LP2) kommt es bei Tag 1 bereits zu signifikanten Anreicherungen. Hingegen
verbleibt die Geninduktion der sensitiven Roggenlinien — wie auch einige sensitivere
Genotypen der anderen Triticeae — auf einem hoheren Signifikanzniveau (LP3 P =
5 x 107%).

1 HF08D16 2 HF06L17, HF11P23 3 HT13F23 4 HFI2F02 ° HZ36H04, HY02]J18, HZ39L18)
6 HB03D05, HA05F16, HZ36C12 7 HV08F03, HB17G07, HA30D21
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Spezies Die 322 Eintrédge gliedern sich allgemein in biotischen und abiotischen Stress
(Trockenheit, Hitze und Kalte). Der speziesspezifische Fisher-Test zeigt bei Secale cereale
signifikante Ergebnisse in der funktionellen Gruppe des biotischen Stresses an der Zeit-
punktkombination Tag 7+21 (P = 0.027). Aufierdem zeigt sich bei Hordeum vulgare, dass
die gesamte Kategorie , Stress” signifikant mehr induzierte Transkripte aufweist als zu
erwarten ware (Tag 7 bzw. Tag 21, P = 0.035 bzw. P = 0.007). Die Abbildungen 3.31-
3.33 fassen die wichtigsten zelluldren Antworten zusammen. Die o0.g. Analyse deutet
bereits in der Frithphase eine starke Induktion dieser Kategorie an. Gemeinsam indu-
ziert werden v.a. 70kDa-Hitzeshock-Proteine! und mit biotischen Stress in Verbindung
stehende Gene?. Viele weitere Hitzeschock-Proteine verschiedener Klassen (HSP-17.4,
HSP-70, HSP-81-2, HSP-101 ) werden nur zwischen zwei Arten bzw. nur in einer Art
spezifisch induziert: Bei Secale cereale konnte bspw. ein putatives DnaJ-Protein® mit
Chaperon-Funktion detektiert werden. Alleinig induziert wird bei Hordeum vulgare ein
USP-Protein* (universal stress protein). Hingegen sind die Kélteakklimatisierungsproteine
WCOR413/410° in allen Spezies differentiell exprimiert, aber z.T. unterschiedlich stark
(FC ~ 20). Isoforme WCOR413-dhnliche Proteine werden nur in Secale cereale und Triti-
cum aestivum induziert®. Dariiber hinaus wird ein COR413-TM1-Protein” ausschliellich
in Triticum aestivum kontinuierlich reguliert. Die Expression eines WCOR413-dhnlichen
Proteins wird bei allen Triticeae bis in die Spatphase auf einem niedrigeren Niveau
induziert, dessen Transkriptabundanz sich aber zwischen den Spezies unterscheidet.

Ein weiteres nicht genauer spezifiziertes
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Abbildung 3.30 - Vergleich der Expressionswer-

te des AFP (anti-freeze protein) zwischen den Spe- y-Hordothionin verwandten Transkript!?
zies. Bei Secale cereale (blau) wird nur eine mode-

rate Expressionsdnderung erfasst. Deutliche Ex- in Secale cereale und Triticum aestivum. Ei-
pressionssteigerungen sind bei Triticum aestioum 1€ deutlich speziesspezifische Expressi-
(griin) und Hordeum vulgare (rot) zu beobachten. on von Secale cereale erkennt man in ei-

ner Gruppe von Genen, die aus biotischen
Stresseffektoren wie Chitinasen!® und Thaumatin-dhnlichen Genen'* besteht. Auch
Triticum aestivum und Hordeum vulgare induzieren in der Spéatphase eine Vielzahl von
Faktoren gegen biotische Stressoren. In allen Triticeae werden diverse Verteidigungsfak-

1 HZ61E11, HY10N15 2 HB04G06, HF22G23, HZ65E10, HS05A02 3 HY06P18  * HBO1K10
5 HT07K18, HWO01N21, HB28C03 © HY07I23 7 HB26G20 8 HZ65F24 2 HZ59C18 10 HZ42F18
11 HB04G06, HF22G23, HZ65E10, HS05A02 12 HF16F13 13 HT01L11 14 HZ55J23
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toren! wie bspw. Chitinasen oder Thaumatin-dhnlicher Proteine induziert. So werden

in der Spatphase Transkripte mehrerer Thaumatin-dhnlicher? Proteine in Secale cerea-
le und Hordeum vulgare induziert. Auch sehr kiltespezifisch exprimierte Proteine wie
das Eisrekristallisierung-Inhibierungsprotein® (anti-freeze protein, Abb. 3.30) zeigen ein
speziespezifisches Expressionsverhalten, das bei Secale cereale nur schwach ausgepragt
ist.

3.3.6.18. Redox-Metabolismus

Genotypen Die Transkripte des Redoxsystems werden in den Triticeae z.T. synchroni-
siert reguliert und verdeutlichen die wichtige Funktion zur Detoxifizierung von reak-
tiven Sauerstoffderivaten. Die Genexpression wird bei den Weizenkultivaren am Tag
1 induziert, besonders signifikant und lang anhaltend bei Tz co. Martonvésari 8 und
Ta cv. Uljanovka (P = 0.005 bzw. P = 0.008). Bei zwei Roggeninzuchtlinien kommt
es zu vereinzelten signifikanten Anreicherungen (bis P = 0.008). Beim tolerantesten
Gerstegenotyp treten signifikante Ereignisse bei den Zeitpunktkombinationen Tag 7+21
und 1+7+21 auf (bis P = 0.009). Bei dem sensitivsten Gerstegenotyp tritt sogar eine
signifikante Haufung reprimierter Gene bei der Zeitpunktkombination Tag 7+21 auf
(P =0.025).

Spezies Diese Gruppe (127 Eintrdge) umfasst Gene mit Funktionen im Gluthation-,
Ascorbat-, Thioredoxin- und Peroxidase-Metabolismus. Im Gegensatz zu den beiden
anderen Triticeae erreicht Triticum aestivum eine signifikante Anreicherung von indu-
zierten Genen der gesamten Redoxregulation am Tag 7 (P = 0.023), die auch tiiber alle
Zeitpunkte hinaus signifikant bleibt (Tag 1+7+21, P = 0.015). Betroffen sind Transkripte
des Gluthation- und Ascorbat-Stoffwechsels, Thioredoxine sowie Catalasen bzw. Dismu-
tasen (Abb. 3.31-3.33). Die differentielle Expression Letzterer ist in Secale cereale nicht aus-
gepragt. Zu einer raschen Induktion des Gluthation- und Ascorbat-Stoffwechselweges
kommt es bei Secale cereale, die sich in der mittleren Phase abschwécht und in der Spét-
phase wieder verstarkt wird. Triticum aestivum induziert bis zur mittleren Phase eine
betrdachtliche Anzahl von Genen. Bei Gerste indes kommt es ebenfalls zu Induktio-
nen, die erst in der Spatphase ihren Hohepunkt finden. Bereits in der Frithphase wird
kontinuierlich eine Monodehydroascorbate-Reductase* in Secale cereale und Triticum
aestivum induziert. Bei Triticum aestivum wird eine kontinuierliche Geninduktion einer
Superoxid-Dismutase’ erfasst, die bei den anderen Arten nur schwach reguliert wird.
Zu umfangreichen aber nicht-signifikanten Repressionen kommt es bei Hordeum vulgare.
Betroffen sind u.a. Thioredoxine, Gene des Gluthation- und Ascorbatstoffwechsels (z.B.
GDP-Mannose 3,5-Epimerase), Catalasen® sowie Superoxid-Dismutasen’. Die dynami-
schen Verdanderungen im Redoxsystem am Tag 7 werden nur in Hordeum vulgare bis in
die Spatphase aufrechterhalten. Secale cereale und Triticum aestivum exprimieren einige
Transkripte des Gluthation-Ascorbatstoffwechsels (z.B. Gluthation-Reduktasen und
-Peroxidasen und Ascorbat-Peroxidasen) auf hohen Niveau. Des weiteren werden in
den Triticeae diverse Thioredoxine, Glutaredoxine und Dismutasen bis in die Spatphase
hinein differentiell reguliert. In diesem Zusammenhang sind die ROS-detoxifizierenden
Gluthation-S-Transferasen zu nennen, die artspezifisch und besonders ausgepragt bei

1 HT01L11, HT02F22, HZ61P07, HT04C19, HS05A02, HS05B13 2 HZ56K16, HT14C24, HZ55]23, HS09D24
5 HS15H14 * HZ52E05 5 HT01P18 © HB11L24, HB29N12 7 HB19I17
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Abbildung 3.31 — Stress, Redox und Zellantwort von Secale cereale. Wie bei Weizen bleiben
auch bei Roggen LEA-Transkripte bis in die Spatphase induziert. Signifikante Anreicherungen
induzierter Gene des biotischen Stresses liegen in der Spétphase vor.
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Abbildung 3.32 - Stress, Redox und Zellantwort von Triticum aestivum. Die ausgepragte Induk-
tion bis in die Spatphase der Kélteakklimatisierungs-Proteine (WCOR) wird auch bei Roggen
beobachtet. Bei Weizen wird eine signifikante Uberreprasentation induzierter Gene der gesamten
Redoxregulation beobachtet.
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Abbildung 3.33 - Stress, Redox und Zellantwort von Hordeum cereale. In der Frithphase werden
in den Triticeae Hitzeschockproteine verschiedener Klassen induziert. Im Gegensatz zu den
anderen Arten ist die Induktion von Kélteakklimatisierungs- und LEA-Proteinen moderat.
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Triticum aestivum induziert werden. Transkripte diverser Peroxidasen! werden zeitpunkt-
spezifisch in Hordeum vulgare induziert.

3.3.6.19. Polyamin-Metabolismus

Genotypen Signifikante Uberreprisentationen induzierter Gene kommen bei allen
Triticeae vor, besonders ausgeprégt sind sie jedoch bei den Gerstekultivaren und den
Zeitpunktkombinationen (Tag 7+21, P = 8 x 10~%).

Spezies Die Gruppe (18 Eintrdge) besitzt mehrere Untergruppen wie Spermidin-
Synthase, S-Adenosylmethionin-Decarboxylase oder Polyamin-Oxidase. Die Polyamin-
Synthese zeigt bei allen drei Arten eine signifikante Anreicherung induzierter Gene be-
reits am Tag 1. Besonders stark induziert werden in allen Triticeae S-Adenosylmethionin-
Decarboxylasen (SAMDC), deren Transkripte sich tiber den gesamten Zeitraum signifi-
kant akkumulieren. SAMDC ist ein Schliisselenzym fiir die Bildung von den Polyaminen
Putrescin und Spermidin. Bei Hordeum vulgare tritt eine hohe Signifikanz (P = 2 x 10~%)
auf, gefolgt von Triticum aestivum und Secale cereale (P = 3 x 10~% bzw. P = 0.004). In
allen drei Spezies wird eine SAMDC? z.T. transient und zeitpunktspezifisch induziert
(FC 19,7). Drei verschiedene Isoenzyme der SAMDC sind in den drei Triticeae artspezi-
fisch oder in Kombination kiltereguliert®. Divergente Expressionsprofile sind bei einer
transient reprimierten Spermidin-Synthase* in Hordeum vulgare zu beobachten.

3.3.6.20. Sonstige

Genotypen Die genotypische Analyse indiziert am Tag 7 und Tag 21 signifikante
Anreicherungen induzierter Gene bei Roggen- und Gerstegenotypen. Bereits in der
Frithphase werden bei den sensitiven Gerstegenotypen signifikante Beobachtungen
induzierter Gene beobachtet (P = 0.002).

Spezies Die Gruppe umfasst eine Vielzahl verschiedener funktioneller Kategorien mit
insgesamt 545 Eintrdgen: z.B. Gluthation-S-Transferasen, Oxidasen, Cytochrom P450
und GDSL-Motiv Lipasen (Abb. 3.34). Der speziesspezifische Fisher-Test zeigt eine signi-
fikante Anhdufung induzierter Transkripte der Gluthation-S-Transferasen bei Triticum
aestivum (Tag 21, P = 0.05). Dariiber hinaus werden bei Hordeum vulgare signifikante An-
reicherungen induzierter Gene der gesamten funktionellen Gruppe tiiber alle Zeitpunkte
(Tag 1+7+21, P = 0.008) beobachtet. Aufierdem werden Gluthation-S-Transferasen (GST)
sehr speziesspezifisch induziert. Exemplarisch kommt es bei Secale cereale neben der
alleinigen Induktion einer GST?, die bis in die Spatphase induziert wird, auch zu einer
Induktion zweier Peroxidasen®. In der Spitphase werden bei Hordeum vulgare Peroxi-
dasen in hohem Mafle induziert. Eine Gengruppe mit einem Triticeae-konservierten
Induktionsprofil besteht aus GSTs’, Alkenal-Reduktasen® und ﬁ—Glucosidasen9. Bei den
B-Glucosidasen!? zeigt sich eine funktionelle Redundanz zwischen den Triticeae, wenn-
gleich bei Triticum aestivum eine besonders ausgepragte Induktion detektierbar ist. In
einer weiteren Gruppe von Genen, deren Expression bei Triticum aestivum und Hordeum

1 HRO1H14, HV05K16, HZ38121, HA28L21, HS14P23 2 HF24G21 3 HT10D21, HT10D21, HY08K17,
HTO01K08 4 HZ44N22 > HA18009 © HF17M04, HZ55D17 7 HRO1D11, HE25113, HT11M12
8 HF06E06 ° HT13P01, HBOINO4 10 HF01J17
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vulgare konserviert ist, finden sich Gluthation-S-Transferasen L ﬁ—Glucosidasen2 und
Cytochrom P4503.

3.3.6.21. RNA

Genotypen Die genotypspezifische Analyse zeigt signifikante Unterreprasentationen
induzierter und reprimierter Gene bei einigen Kultivaren, zumeist in der mittleren und
spateren Phase (Sc. co. LP1 bei Tag 21: P = 8 x 10704,

Spezies Die mit 1146 Eintragen drittgrofite funktionelle Gruppe umfasst diverse Un-
terkategorien wie Prozessierung, Regulation der Transkription oder RNA-Bindung. Die
Transkription bzw. RNA-Regulation ist von herausragender Bedeutung und wird trotz
fehlender Signifikanz nach der FDR-Korrektur hier beschrieben. In den Triticeae wer-
den bereits in der Frithphase AP2/EREBP-, CO-LIKE, HSF-, NAC- bZIB-, MYB-, bHLH-,
MADS-Box, Homdobox- Zinc-Finger- und Pseudo-ARR-Transkriptionsfaktoren (TF) regu-
liert. Bei Secale cereale fillt auf, dass nur eine geringe Anzahl von 32 Faktoren reguliert
werden. In den beiden anderen Triticeae wird eine doppelt so hohe Anzahl differentiell
exprimiert. Synchronisiert induziert werden C3H-Zinfinger-Protein, Homdobox-Protein
HOX-22 und Hitzeschock-TF*, WRKY-40-TF®, NAC-TF® und putative ARR-97. Trotz
dieser Gemeinsamkeiten werden Transkriptionsfaktoren sehr charakteristisch in den
Triticeae exprimiert. Nur eine kleine Anzahl gemeinsam exprimierter Transkriptionsfak-
toren weist Secale cereale mit den anderen Triticeae auf. Es werden weniger induzierte als
reprimierte Gene bei Secale cereale detektiert: Induziert werden ein Zinkfinger-Protein®
und ein HMG-&hnliches (high mobility group) Transkript’. Unter den reprimierten Ge-
nen sind EMF21 (embryonic flower 2) und diverse Zinkfinger-Proteine. Uber mehrere
Zeitpunkte (Tag 1+7) wird ein APETELA2/EREBP!! induziert. Es stellt ein wichtiges
potentielles Ziel fiir die Verbesserung der Frosttoleranz in den tibrigen Triticeae dar. Eine
synchronisierte Geninduktion zwischen Secale cereale und Triticum aestivum wird lediglich
bei einem Zinkfinger-Protein'? und einem heterogenen nukledren Ribonukleoprotein
(hnRNP A1)!3 beobachtet. Die grofite Schnittmenge kommt bei Triticum aestioum und
Hordeum vulgare vor. Zu einer positiven Regulation kommt es u.a. bei einem AP2-TF!4,
Pseudo-ARR-95%, CO-like Zinkfinger-Pro’cein16 und diversen nicht charakterisierten
Faktoren. Eine transiente Induktion wird bei einer Histone-Acetyltransferase ADA2Y,
einem Auxin-regulierten Protein IAA15'8 und einem CO-like Zinkfinger-Protein'? in
Triticum aestivum detektiert. Bei Hordeum vulgare kommt es zu einer Induktion diverser
Transkriptionsfaktorfamilien, wie einem AP2/ EREBP-TF?, einem VIN3-Protein?! (ver-
nalisation insensitive 3), Zinkfinger-Protein SAP1%? (multiple stress-associated protein) und
einen CO-like Transkriptionsfaktor?®. Aufgrund der ausgewéhlten Zeitpunkte, wird
die Expression der sogenannten CBF-Transkriptionsfaktoren nicht detektiert, da sie
charakteristisch nach etwa zwei Stunden induziert wird, und dieser Zeitraum bei dieser
Analyse nicht beriicksichtigt worden ist. Die Expression von Transkriptionsfaktoren
spielt in der spaten Phase eher eine untergeordnete Rolle und ist in Hordeum vulgare
starker ausgepragt. Zu erwdhnen bleibt hier aber eine konservierte Expression eines CO-
like Transkriptionsfaktors?*, der zwar bereits in der Frithphase bei einigen Genotypen

1 HZ61C04, HU01G03 2 HV05D22 3 HS16M19 * HTO01J17, HZ39]J10, HS01H02, HB12N10 > HF08L01
6 HZz44C05 7 HF24HO01 8 HB19D01 2 HF25H03 10 HB16F15 ! HX01C17 12 HZ42M17
13 HY05K12 1 HZ60ON22 15 HU02109 ¢ HZ38P03 17 HS01P04 18 HSOIN22 19 HTO02120
20 HS15K09 2 HB27G17 22 HZ42E211 23 HS15K07, HV03B12 2* HY01B17
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Abbildung 3.34 — Sonstige (Tag 21). Die niedrige Stresstoleranz der Gerste driickt sich in der
Anreicherung von Transkripten der gesamten funktionellen Kategorie aus. Beispielsweise wer-
den wichtige Enzyme zur Detoxifizierung induziert: Gluthation-S-Transferasen bei Weizen und

Peroxidasen bzw. Oxidasen bei Gerste.
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exprimiert wird aber erst in der Spatphase als konservierte Expression zu detektieren
ist. Einige andere CO-like Transkriptionsfaktoren bleiben in Hordeum vulgare und auch
in den Triticum aestivum starker induziert als in Secale cereale. In Secale cereale werden
kontinuierlich bis in die Spatphase u.a. ein Hitzeschock-TF! und das glycinreiche RNA-
Bindeprotein? bis in die Spatphase induziert. Abgesehen von TF werden auch andere
RNA-regulierende und -modifizierende Transkripte in den Triticeae reguliert So werden
eine RNA-prozessierende S-dhnliche RNase® und eine DEAD-Box ATP-abhingige RNA
Helicase* kontinuierlich induziert.

3.3.6.22. DNA

Genotypen Die Repression der Histongene ist ein Triticeae-konserviertes Expressions-
muster. Bei den Roggengenotypen werden bis zu 17% der Gene der funktionellen
Gruppe reprimiert, bei Weizen 25% und bei Gerste bis zu 16%. Die Repression startet
bei der Mehrheit der Genotypen bereits am Tag 1 und wird z.T. bis zum Tag 21 aufrecht-
erhalten. Am Tag 7 ist die Signifikanz bei den meisten Genotypen am hochsten. Sie ist
bei Weizen und Roggen besonders ausgeprégt (P = 2 x 10716).

Spezies Die funktionelle Kategorie umfasst 337 Eintrage mit den Unterkategorien
DNA-Synthese, Chromatinstruktur und DNA-Reparatur. Dabei werden mehrere hetero-
gene Expressionsmuster erfasst (Abb. 3.35). Eine besonders intraspezifische Heteroge-
nitdat wird bei Secale cereale deutlich, bei der nur schwach ausgepréagte Gencluster mit
moderater Genrepression zu beobachten sind. Homogene Gencluster sind in den Heat-
maps bei Triticum aestivum und Hordeum vulgare zu identifizieren. Darin kann ein relativ
homogenes Cluster aus H2- und H4 Histontypen erfasst werden, das weniger stark bei
Hordeum vulgare ausgepragt ist. Auch artspezifische Cluster fiir Hordeum vulgare sind
identifizierbar. Das erste besteht aus einer Agglomeration inhomogener Histongruppen,
das zweite hauptsdchlich aus H2(A /B)-Histonen. Zwischen den Arten und Genotypen
gibt es auch deutliche temporale Unterschiede. So zeigt Hordeum vulgare eine Authebung
der Repression bereits in der Spéatphase. Der speziesspezifische Fisher-Test indiziert
nach FDR-Korrektur hochsignifikante Uberreprasentationen reprimierter Histongene
in Secale cereale und Triticum aestivum (Tag 7, P = 3 x 10% bzw. P = 2 x 10-1%) bis in die
Spdtphase. Die Signifikanz der Roggeninzuchtlinien wird erst in der mittleren Phase
erreicht. Bei Hordeum vulgare ist die Repression der Histongene bereits in der Frithphase
erkennbar.

L HS01H02 2 HA11J24, HY05K12 3 HZ44J03 * HZ61H16
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Abbildung 3.35 — Heatmap der Expressionswerte der Kategorie ,DNA” (Tag O - Tag 21). Die
Heatmap von Weizen zeigt zwei Cluster aus H2- und H4-Histontypen (I bzw. II). Bei Gerste sind
die Cluster inhomogen, hervorgehoben sind kleinere Cluster aus H2-Histonen. Man beachte die
Aufhebung der Repression am Tag 21 bei Gerste. Eine vergroflerte Ansicht der Abbildungen
befindet sich im Anhang (Abb. B.2-B.4)

79



3. ERGEBNISSE

3.3.6.23. Protein

Genotypen Bei zwei Weizengenotypen kommt es zu signifikanten Anreicherungen
induzierter Transkripte am Tag 7 (Ta cv. Cheyenne izo , P = 0.007). Beziiglich der repri-
mierten Genen kommt es im gesamten Zeitraum zu signifikanten Unterreprasentationen
bei den Weizen- und Gerstegenotypen: besonders ausgepragt sind Unterreprésentatio-
nen in der mittleren bis spateren Phase (Hv cv. Rodnik bei Tag 21, P = 8 x 10704y,

Spezies Die mit 1968 Eintragen zweitgrofite funktionelle Kategorie umfasst u.a. die
Untergruppen Proteinsynthese, posttranslationale Modifikation, Proteinlokalisierung
und -glycosylierung. Die erhohte Transkriptionsaktivitdt wahrend der Friihphase spie-
gelt sich bei der Aktivierung der Translation wieder: der speziesspezifische Fisher-Test
indiziert signifikante Unterreprasentation reprimierter Gene sowohl in der gesamten
Kategorie am Tag 1, bzw. Tag 1+7+21 bei Triticum aestivum (P = 0.011 bzw. P = 0.02),
als auch bei der Protein-Ubiquitinylierung (P = 0.009). Es kommt zu umfassenden
speziesspezifischen Verdnderungen (Abb. 3.36) prokaryotischer und eukaryotischer
ribosomaler Proteine (grofle bzw. kleine Untereinheiten). Beispielsweise wird das ri-
bosomale Protein L3! (eukary. 60S LSU) in allen Spezies induziert. Interessanterweise
werden vielfach fast ausschlieSlich bei Hordeum vulgare die Transkripte der chloroplasti-
déren ribosomalen Proteine (LSU, 50S) wihrend Tag 7 induziert. Die Genregulation des
Protein-Metabolismus ist in Hordeum vulgare umfangreicher, wie die alleinige Induktion
verschiedener Transkripte ribosomaler Proteine? verdeutlicht. Weitere umfassende Gen-
induktionen vollziehen sich im Ubiquitinylierung-Prozess, die bei Triticum aestivum und
Hordeum vulgare stiarker ausgeprégt sind und eine grofie Schnittmenge von gemeinsam
regulierten Genen® aufweisen. Bei Triticum aestivum erreicht diese Unterkategorie eine
signifikante Unterreprasentation reprimierter Gene (P = 0.009). Auch Enzyme fiir die
posttranslationalen Modifikationen (Serin-Threonine-Kinase*) und den Proteinabbau
(Serin-Protease ERD1°) werden konserviert, frith induziert und erreichen bei Hordeum
vulgare eine fast signifikante Anreicherung nach FDR-Korrektur bei Tag 1 (P = 0.081).
Deutliche Gegensétze werden im Proteinmetabolismus in der Spéatphase erkennbar.
Bei Secale cereale und Triticum aestivum werden regulatorische Aktivitdten in der mitt-
leren Phase beendet. Der Fisher-Test indiziert zwar keine signifikanten Ergebnisse bei
Hordeum vulgare, es kann aber eine umfassende Geninduktionen bei der Proteindegrada-
tion (BIN 29.5) festgestellt werden. Ferner werden bei Hordeum vulgare Transkripte der
Proteinubiquitinylierung umfangreich induziert. Betroffen von der Genregulation sind
Ubiquitine, RING-Finger und Transkripte des Proteasoms. In der Mittelphase werden
jedoch auch bei Triticum aestivum Transkripte der Proteasom-Untereinheiten transient
induziert. Konserviert hochreguliert wird bei Secale cereale und Triticum aestivum ein
SUMO-konjugiertes Enzym®.

1 HSOIN21 2 HA27107, HA13G18, HY08N19, HY02K11, HY06E05, HU10C22, HA27001 3 HTO07F04,
HB24N23, HU01A15, HS01C16, HT01L08, HA04N11, HA18D24, HT01117, HT05L23, HS07A03, HS02M18,
HB201.22, HU12I11, HS09F22 HB21N19, HU10H23 4 HV06F20 5 HB32E06 © HB23N08
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Abbildung 3.36 — Heatmap der Expressionswerte der Kategorie ,Protein” (Tag O - Tag 21).
Hervorgehoben sind bei Roggen Gene, die am Tag 1 induziert werden und hauptséchlich in
den funktionellen Kategorien Proteinabbau und posttranslationale Modifikation lokalisiert
sind. Das hervorgehobene Cluster am Tag 7 bei Weizen enthilt reprimierte Transkripte der
Proteinbiosynthese (rib. Proteine) und des Proteinabbaus. Das kenntlich gemachte Cluster am
Tag 21 bei Gerste enthélt mehrheitlich induzierte Transkripte des Proteinabbaus (v.a. Ubiquitin).
Detailierte Heatmaps der hervorgehobenen Cluster befinden sich im Anhang (Abb. B.5-B.7).
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3.3.6.24. Signaltransduktion

Genotypen Der genotypspezifische Fisher-Test indiziert keine signifikanten Ergebnisse
nach FDR-Korrektur.

Spezies Die funktionelle Kategorie umfasst mehrere Untergruppen wie Calcium-, Re-
zeptorkinasen, G-Proteine u.d. mit insgesamt 458 Eintragen. Auch der speziesspezifische
Fisher-Test indiziert keine signifikanten Ergebnisse nach der FDR-Anpassung. Nur drei
Signaltransduktionsfaktoren werden in den Triticeae konserviert induziert: zum einen
wird ELIP-HV58! (early light induced protein) kontinuierlich induziert, zum anderen wird
das G-Protein Rab-2-B? wie auch ein EF hand family protein® transient in allen Arten
induziert. Die fiir abiotischen Stress wichtigen Ca?*-bindenden Proteine Calcineurin,
Calmodulin, EF-Hand-* und G-Proteine werden in den Spezies auffallend variabel
reguliert. Es kommt bei Triticum aestivum und Hordeum vulgare (Abb. 3.37) zu einer ausge-
pragten Induktion von CRYPTOCHROM-2°. Zusitzlich wird in den Roggeninzuchtlinien
ein Calmodulin-bindendes Protein® induktiv reguliert. Transient induziert werden EF-
Hand und Calmodulin-bindende Proteine 7 sowohl in Triticum aestivum als auch diverse
Calcium-Signaltransduktionsfaktoren® in Hordeum vulgare. In den beiden toleranten
Arten Triticum aestivum und Secale cereale wird eine SNF1-dhnliche Proteinkinase® in der
Spétphase induziert (signalling in sugar and nutrient physiology).

3.3.6.25. Entwicklung

Genotypen Die genotypspezifische Anreicherungsanalyse zeigt vereinzelte signifikan-
te Uberreprasentationen, die in der Frithphase bei Roggen- oder Weizengenotypen
zu finden sind. Die Weizengenotypen zeigen eine frithe Induzierung von Genen mit
statistischer Anreicherung (P = 0.03).

Spezies Die Gruppe ist unterteilt in Speicher-Proteine, Proteine der spaten Embryoge-
nese (late-embryogenesis abundant proteins, LEA) und umfasst 271 Eintrdge. Eine signifi-
kante Anreicherung von Proteinen der spaten Embryogenese findet man bei Secale cereale
und Triticum aestivum, die iiber den gesamten Zeitraum signifikant bleibt (P = 2 x 10~
bzw. P = 0.002). LEA-Proteine sind die mit am starksten induzierten Gene in den Triticeae
(bis zu 294-fache Induktion bei Hordeum vulgare). An dieser Stelle muss erwdhnt werden,
dass bekannte und potentielle Dehydrine bzw. Hydrophiline als unbekannt annotiert
worden sind. Einige LEA-Proteine!® werden Triticeae-konserviert und transient in der
Frithphase exprimiert. Bei Secale cereale und Triticum aestivum wird in der Frithphase ein
putatives LEA!" induziert. Fernerhin wird die transiente Induktion eines weiteren LEA’s
in Secale cereale beobachtet: WSI18'2 (water stress induced), das ein interessanter Kandidat
fiir die Resistenz gegeniiber abiotischem Stress sein konnte. Bei Triticum aestivum wer-
den ausgewdhlte LEA-3'3 induziert, die nur im geringem Mafe in den beiden anderen
Arten exprimiert werden. Ebenso induziert wird ein LEA-dhnliches Gen WRAB1'* in
Hordeum vulgare. Es zeigt, wie spezifisch LEA’s in den verschiedenen Arten reguliert

1 HS14A21 2 HZ64G06 3 HZ53G17 * HB13F18, HF15G05, HZ53G17, HF24L09, HY06D15, HZ57B04,
HZ40N06, HZ63B11 ° HUO05H13 © HZ57B04 7 HZ53F07, HU03M14, HZ40N06 ® HBO06I17, HA05G1S,
HZ63B11, HZ49012, HY01MO07, HB15A04 2 HB23L09 10 HS16K05, HF03M15, HS03G04, HS05A18,
HF14H10 ™ HB23J18 12 HT11L12 13 HB03C09, HF22C02, HT10J22, HS06M22 14 HF09K06
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Signaltransduktion
(Tag 1 - Tag 21)

Secale cereale

Triticum aestivum

g 8
i
==

TA_12 Tag 00

Hordeum vulgare

Abbildung 3.37 — Heatmap der Expressionswerte der Kategorie ,Signaltransduktion” (Tag O -
Tag 21). Ca?*-bindende Proteine werden in den Triticeae, v.a. bei Gerste, charakteristisch induziert.
Grau hinterlegt sind stark induzierte Ca?*-bindende Proteine. Eine vergroferte Ansicht der
Abbildungen befindet sich im Anhang (Abb. B.8-B.10)
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werden kénnen. LEA-Proteine! in Secale cereale und Triticum aestivum bleiben bis zu letzt
induziert. Ein weiteres LEA-Transkript? wird konserviert und kontinuierlich bis in die
Spétphase aktiviert. Dariiber hinaus bleiben sowohl Dehydrine® als auch potentielle
Hydrophiline in Secale cereale und Triticum aestivum bis in die Spédtphase hinein induziert.
Das MtN3-dhnliche Protein® zeigt ein Triticeae-konserviertes, permanent-induziertes
Expressionsmuster und besitzt wie die LEA’s eine bifunktionelle Bedeutung bei der
Entwicklung und bei der Bewiltigung von abiotischem Stress.

3.3.6.26. Transport

Genotypen Die Transportprozesse werden in der mittleren bis spateren Phase inten-
siviert und mobilisieren wichtige Stoffwechselprodukte fiir diverse physiologische
Anpassungen. In der mittleren und spédteren Phase kommt es zu hochsignifikanten
Anreicherungen von Transporter-Transkripten. Besonders ausgeprégt ist diese Anreiche-
rung bei den Weizen- und Gerstegenotypen am Tag 7 und 21 (bis P = 1 x 10~%).

Spezies Die funktionelle Gruppe mit 434 Eintragen umfasst u.a. Transporter fiir Zu-
cker, Aminosduren und fiir diverse andere Metabolite. Die speziesspezifische Analyse
indiziert eine signifikante Anreicherung induzierter Transporter-Transkripte (Abb. 3.38)
in der Mittel und Spéatphase bei allen Triticeae (Tag 7 bei Secale cereale und Hordeum
vulgare P = 0.005 bzw. P = 5 x 10~%; Tag 21 bei Triticum aestivum: P = 0.031). Zu einer
statistisch angereicherten Induktion von ABC-Transportern kommt es bei allen Triticeae
(P = 0.031, P = 0.046, P = 3 x 10~%), die bei Hordeum vulgare und Triticum aestivum bis
in die Spatphase signifikant bleibt. Demgegentiber steht eine konservierte Repression
von Aquaporinen (PIP), die in Secale cereale und Hordeum vulgare besonders signifikant
ist. Die besonders starke Repression bei Secale cereale wird bereits frith vollzogen und
dauert tiber den gesamten Zeitraum an (Tag 1+7+21 P = 4 x 10~%). Zusatzlich zu den
PIP-Aquaporinen werden die im Tonoplast lokalisierten TIP-Aquaporinen signifikant
bei Secale cereale bis in die Spatphase reprimiert (Tag 21, P = 0.002). Trotz der grofsen
Bedeutung des Zuckertransportes zur Ausbildung der Frosttoleranz kommt es zu keiner
signifikanten Anreicherung. Einige Zuckertransporter® werden in allen Triticeae frith
und kontinuierlich differentiell exprimiert. Triticum aestivum weist am Tag 1 die nied-
rigsten p-Werte fiir die Anreicherung von Zuckertransportern® auf. In Secale cereale wird
speziesspezifisch ein Saccharose-Transporter” hochreguliert. In Secale cereale und Triticum
aestivum kommt es zur Induktion eines Prolin-8, Zucker’cransporters9 sowie diverser
anderer Transporter'? in der Friithphase.

1 HS16K05, HF03M15, HT10]22, HS03G04, HS05A18 2 HF14H10 3 HT08A04, HF24]18, HS05D05,
HF02B13 % HYO08F18 5 HA15M17, HB26N24 © HF19]23, HZ01B04, HV09E17, HA05B24 7 HF24B01

8 HZ45F03 2 HUO04H16, HZ47112, HB17112 19 HY03F19 HB10E11 HF17E15 HU04H16 HU03K16
HB17003
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Transport (Tag 7) —
Ubersicht

Secale cereale

Triticum aestivum

Hordeum vulgare

Abbildung 3.38 — Transport (Tag 7). Die signifikante Transportergruppe (Pfeile) bei den Triticeae
sind ABC-Transporter (Induktion) und Aquaporine (Repression). Zusétzlich wird eine Vielzahl
anderer Transportergene wie bspw. Zuckertransporter und Lipidtransfer-Proteine reguliert.
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3.3.6.27. Unbekannt

Genotypen Der Fisher-Test zeigt eine deutliche Unterreprasentation induzierter und
reprimierter Gene bei der Mehrzahl aller Genotypen an verschiedenen Zeitpunkten (Hov.
cv. Rodnik P = 6 x 107%),

Spezies Die mit Abstand grofite Gruppe von 4715 Eintragen umfasst Gene mit unbe-
kannter Funktion oder solche, die zu keiner anderen funktionellen Einheit zugeordnet
werden konnten. Wegen der stringenten Anwendung der Annotationsparameter wur-
den einige, fiir die Kélteakklimatisierung wichtige Gene in diesen BIN eingeordnet.
Unter diesen Genen kénnen wichtige, bisher noch wenig beachtete Faktoren wie etwa
potentielle Hydrophiline sein. Insgesamt werden 315 Gene in allen Triticeae induziert
(Score = £3, Abb. 3.39), 84 davon sind als unbekannt annotiert (Tab. 3.3). Vier Gene
kodieren fiir potentielle Hydrophiline!. Bekannte Gene in dieser Auswahl sind einige
wenige LEA bzw. Dehydrine? oder die zuvor beschriebenen WCOR-Proteine®, BLT14-
Protein* und Gene mit diversen Annotationen. Auch hier wird nur ein kleiner Teil der
reprimierten Gene konserviert reguliert: bspw. ein Auxin-reprimiertes Protein ARP1°
und ein Zinkfinger-Protein®. Konserviert induziert bei Secale cereale und Triticum aesti-
vum werden rund 18 Gene u.a. Dehydrin 12 und diverse uncharakterisierte Proteine.
Zwischen Triticum aestivum und Hordeum vulgare wird ein umfangreiches Repertoire von
Genen synchronisiert induziert wie z.B. ein Zinkfinger-Protein’ oder ein kiltereguliertes
Protein®. Artspezifisch wird neben diversen nicht annotierten Genen ein glycinreiches
Zellwandprotein kontinuierlich in Secale cereale hochreguliert. Unter den nur in Triticum
aestivum induzierten Genen sind u.a. ein MYB-28-Protein® und ein Dehydrin 111°.

1 HA02B14, HA21114, HF24]18, HZ40H15 2 HF02B13, HS05A18, HF24]J18 3 HB28C03, HW0I1N21
4 HF24K13 5 HU10D12 © HVO08E02 7 HS04E01 8 HB19B20 ° HF12L06 10 HU0O3M22
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Unbekannt
(Tag 0 - Tag 21)

Secale cereale
n = 333

Triticum aestivum
n = 668

Hordeum vulgare
n=735

Abbildung 3.39 — Heatmaps der Expressionswerte der Kategorie ,Unbekannt” (Tag 0 - Tag 21).
Die Heatmaps verdeutlichen, dass viele unbekannte Faktoren wihrend der Kalteakklimatisie-
rung konservierte Genexpressionsprofile aufweisen. Insgesamt werden in allen 18 Genotypen 12
als unbekannt annotierte Gene induziert. Detailierte Heatmaps von induzierten Genen befinden

sich im Anhang (Abb. B.12-B.13).
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Tabelle 3.3 — Gene, die in allen 18 Genotypen wahrend der Kilteakklimatisierung induziert
werden.

cDNA ID MapMan Kategorie BLAST-Hit

HZ65F24 20 stress 5e-82 Putative uncharacterized protein
HF04F06 10.1.1.01 cell wall 0 Putative uncharacterized protein
HF19D20 10.15 cell wall 0 UDP-D-glucuronate decarboxylase
HFO9AQ5 11.10.02 lipid metabolism 0 Digalactosyldiacylglycerol synthase 1
HZ65F24 16.1 secondary metabolism 5e-82 Putative uncharacterized protein
HF11H21 2.2.1.05 major CHO metabolism 0 Saccharose synthase

HY05013 2.2.1.05 major CHO metabolism 0 Saccharose synthase

HZ44H21 2.2.1.3.03 major CHO metabolism 0 Saccharose:sucrose 1-fructosytransferase
HZ44H21 2.2.1.3.2 major CHO metabolism 0 Saccharose:sucrose 1-fructosytransferase
HB14K14 21.2.2 redox <none>

HF24G21 22.1.02 polyamine metabolism 1e-180 S-adenosylmethionine decarboxylase 2
HZ61H16 27.1.2 RNA 0 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 30
HF25P01 20.1.04 protein 0 Os09g0503400 protein

HS03D17 29.8 protein 6e-69 Putative uncharacterized protein
HZ64G06 30.5 signalling le-113 Ras-related protein Rab-2-B
HB0O8B09 31.4 cell 0 Putative uncharacterized protein
HB10A04  33.99 development 0 Expressed protein (Os03g0254700 protein)
HZ44C05 33.99 development 0 NAC domain transcription factor
HA13K05 35.2 not assigned.unknown 0 Putative uncharacterized protein

HB11P11 352 not assigned.unknown le-44 Putative uncharacterized protein
HB13A13 35.2 not assigned.unknown le-116 Putative uncharacterized protein
HB24K01 352 not assigned.unknown <none>

HB28C03  35.2 not assigned.unknown 1le-128 Cold acclimation protein WCOR410c
HF11L02 352 not assigned.unknown 0 Glycosyltransferase (Fragment)

HWO01N21 35.2 not assigned.unknown 1e-128 Cold acclimation protein WCOR410c
HYO01L11 35.2 not assigned.unknown 0 Saccharose:sucrose 1-fructosytransferase
HZ36K12 352 not assigned.unknown 3e-20 Putative uncharacterized protein
HZ44D20 35.2 not assigned.unknown 6e-92 Expressed protein (Os03g0666700 protein)
HZ55K15 35.2 not assigned.unknown 9e-35 Putative uncharacterized protein
HZ60D19 352 not assigned.unknown 3e-06 Putative uncharacterized protein
HZ63J08 35.2 not assigned.unknown 5e-25 Putative uncharacterized protein
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3.4. ldentifizierung von Hydrophilinen in-silico

Von den 12086 cDNA-Proben des Makroarrays wurden 184 als potentielle Hydrophili-

ne klassifziert. Als Identifizierungsmerkmal diente der Glycin-Anteil (> 6%) und der

Hydrophobizititsindex (> 1) (Garay-Arroyo et al., 2000). Unter den identifizierten cDNA-

Proben befinden sich eine Reihe von bereits bekannten Hydrophilinen wie Dehydrine
oder LEA’s (Abb. 3.4). Auflerdem besitzt eine Vielzahl von Proteinen unbekannte Anno-

tationen oder weist Ahnlichkeiten zu RNA-bindenden Enzymen auf.

Tabelle 3.4 — Auswahl von potentiellen Hydrophilinen. ID, cDNA Bezeichnung; KD Score, Kyte
und Doolittle GRAVY Score.

cDNA ID BLAST-Hit KD Score Glycin-Anteil
HAO01H09 3e-46 Putative uncharacterized protein 1,212 0,092
HA02B14  1e-58 Dehydrin 13 2,206 0,131
HA04C16 3e-54 Putative uncharacterized protein 1,189 0,090
HAO04F12  6e-44 Expressed protein 1,378 0,106
HA04P19  8e-41 Expressed protein 1,155 0,093
HA06C07  1e-25 Os01g0277900 protein 1,004 0,087
HAO6F11  5e-52 RNA recognition motif family protein 2,270 0,093
HA16120 4e-98 RNA-binding protein 1,414 0,222
HA25M17 1e-162 Putative nuclear RNA binding protein 1,164 0,151
HB32E15 1e-148 Putative uncharacterized protein 1,251 0,169
HF04N24  5e-71 Late embryogenesis abundant protein 1,479 0,203
HFO9K06  2e-79 ABA-inducible protein WRAB1 1,025 0,092
HF13P18  1e-125 Late embryogenesis abundant protein 1,032 0,097
HF22C02  3e-99 Late embryogenesis abundant protein 1,036 0,085
HF24]18 1e-77 Dehydrin 1 1,151 0,226
HS01B06  3e-83 Late embryogenesis abundant protein 1,551 0,209
HSO03H11  6e-07 BLT14.2 protein 1,286 1,101
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3.5. Korrelation der differentiellen Genexpression mit
experimentell bestimmer Frosttoleranz in Roggen, Weizen
und Gerste

Die experimentelle Quantifizierung der Frosttoleranz unter kontrollierten Bedingungen
ermoglicht es, die phdnotypischen Merkmale und die Genexpression miteinander in
Verbindung zu bringen. In einer Pilotstudie von Kocsy et al. (2010) konnten mehrere
Gene (z.B. Saccharose-Synthasen) gefunden werden, deren Expression in Chromoso-
mensubsitutionslinien von Triticum aestivum mit Frosttoleranz assoziiert ist. Die vorlie-
gende Arbeit stellt das Nachfolgeprojekt dar. Die Fragestellung dieser Arbeit wurde
erweitert, um die unterschiedliche Auspragung der Frosttoleranz in drei Spezies und
sechs Genotypen zu untersuchen. Zum Beurteilen der Giite der Assoziation wurde
der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet. In einer nachgeschalteten
Anreicherungsanalyse wurden nur Gene zugelassen, die einen Score von +3 (Berech-
nung s. 3.3.6) an mindestens einem Zeitpunkt aufwiesen. Eine pauschale Einteilung
der Genotypen bei Weizen und Gerste in tolerant und sensitiv ist aufgrund der guten
Separabilitdt der Frosttoleranzen besonders geeignet. In einer Separabilitidtsberechnung
(s. 2.21.4) wurden die Unterschiede zwischen toleranten und sensitiven Genotypen
beurteilt und als ergdnzende Analyse verwendet.

3.5.1. Hauptkomponentenanalyse

Eine Hauptkomponentenanalyse vereinfacht die Beschreibung einer Anzahl in Wech-
selbeziehung stehender Variablen. Bei der Hauptkomponentenanalyse werden die Va-
riablen transformiert, damit eine hochstmdgliche Varianz im Datensatz erhalten bleibt.
Die neu berechneten Variablen nennt man Hauptkomponenten, die nach ihrer Varianz
absteigend arrangiert sind. Die ersten beiden und damit wichtigsten Hauptkompo-
nenten konnen in eine zweidimensionale Darstellung mit Hilfe von Biplots abgebildet
werden. So konnen Gruppen von Beobachtungen oder auffalligen Expressionsmuster
identifiziert werden (Abb. 3.40). Die Varianzen der nicht standardisierten Daten der
ersten beiden Hauptkomponenten betrdgt bei Roggen fiir induzierte und reprimierte
Gene 71,0% bzw. 78,6%, bei Weizen 72,3% bzw. 79,7% und bei Gerste 71,7% bzw. 76,3%
der Gesamtvarianz.

3.5.2. Anreicherungsanalyse funktioneller Gruppen

Der Fisher-Test kann Schliisselereignisse in der Genregulation von Stoffwechselwegen
detektieren, vorausgesetzt dass eine funktionellen Gruppe iiber gentigend signifikante
Korrelationen verfiigt. Nach der FDR-Korrektur konnten nur wenige signifikante Ergeb-
nisse erzielt werden. Die Griinde dafiir liegen in der p-Wert Korrektur und der geringen
Anzahl signifikanter Korrelationen. Deswegen werden, falls nicht anders erwdhnt, die
nicht korrigierten p-Werte angegeben.
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Abbildung 3.40 - Biplots der Hauptkomponentenanalyse mit signifikant (« = 0.05) korrelierten
Genen (induziert, Abb. links; reprimiert, Abb. rechts) bei Roggen, Weizen und Gerste. Eine
prdagnante Gruppierung der Variablen kann bei Gerste beobachtet werden. Bei den induzierten
Genen ist Tag 1 der Zeitpunkt mit der hochsten Varianz, wie man anhand der Lange der Pfeile
(Variablen) erkennen kann. Eine Aufteilung der toleranten und sensitiven Genotypen (dunklere
bzw. hellere Farbtone) kann erwartungsgemafs bei mehreren Variablen erfasst werden. Die
jeweils zehn signifikantesten Korrelationen sind farblich als cDNA-ID’s hervorgehoben. Positive
Korrelationen, Kreise; Negative Korrelationen, Dreiecke. Benennungsschema der Variablen: 1-4,
Tag 0-21; R, Roggen; W, Weizen; B, Gerste; 1-6, Genotypen (s. Tabelle 2.1)

Aus Tabelle A.5 im Anhang geht hervor, dass das Verhiltnis induzierter Genexpression
bei Weizen am Tag 7 stark zugunsten der positiv korrelierten Genen (+I) verschoben
ist. So deutlich abweichende Verhéltnisse werden in keiner anderen Spezies beobachtet
(Tab. 3.5). Im nachfolgenden wird einfachheitshalber eine Symbolik fiir die moglichen
Kombinationen von Korrelation und Art der differentiellen Genexpression verwendet:

1. positive Korrelation und induzierte Genexpression (+I)
2. negative Korrelation und induzierte Genexpression (-I)
3. positive Korrelation und reprimierte Genexpression (+R)
4

. negative Korrelation und reprimierte Genexpression (-R)

Tabelle 3.5 — Gesamtanzahl der signifikanten Korrelationen (p < 0.05).

Induziert Reprimiert
Art der Korrelation  +I -1 +R -R

Roggen 39 43 38 38
Weizen 247 109 97 203
Gerste 111 63 52 94

3.5.2.1. Roggen

Am Tag 1 befinden sich unter den signifikant bzw. nicht-signifikant korrelierten Tran-
skriptabundanzen mit der Kodierung (+I) bekannte stressassoziierte Gene (Tab. 3.6). Die
Gene werden z.T. bei den anderen Triticeae induziert, erreichen jedoch keine statistische
Signifikanz. Signifikant (-I) korrelierte Transkriptmengen (25) kodieren fiir Proteine im
Saccharose-Abbau und im Aminosdure-Transport. Bei den reprimierten Genen (+R)
sind Transkripte der Cellulose-Synthese angereichert (P = 4 x 10~%). Die gruppenba-
sierte Analyse identifiziert eine Anreicherung der funktionellen Kategorie des LHC II
(P = 2 x 10~'°) bzw. die der Chlorophyll-A /B-Bindeproteine. Bei Tag 7 der Kalteakkli-
matisierung werden signifikante (+I)-Korrelationen u.a. im Polyamin-Metabolismus und
in der Redoxregulation detektiert. Bei den (-I)-korrelierten Eintragen sind Transkripte
des Protein-Metabolismus (P = 0.001) tiberreprédsentiert. Betrachtet man die Ergebnisse
der Gruppenseparabilitit, fallt auf, dass bei der sensitiven Gruppe die funktionelle
Kategorie der Saccharose-Synthasen iiberreprasentiert ist (P = 6 x 10~%). Ebenfalls
vertreten ist in beiden Analysen u.a. die grofie Untereinheit von RuBisCO. Die Anzahl
der signifikant korrelierten (+R) Transkriptabundanzen ist am Tag 7 gering. Der Fisher-
Test der Gruppenseparabilitit zeigt niedrige p-Werte bei Transkripten der ribosomalen
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40S-Unterheinheit (P = 0.001) und bei Histonen (P = 0.004). Bei den Transkripten mit
der Kodierung (-R) gibt es signifikante Korrelationen sowohl im Fettsdure-Metabolismus
als auch bei den Histonen (P = 0.001 bzw. P = 0.006). Beide Kategorien sind auch in
der Gruppenseparabilitdts-Analyse signifikant vertreten. Am Tag 21 sind (+I)-korrelierte
Gene von diversen funktionellen Kategorien iiberreprasentiert. Des Weiteren indiziert
die Anreicherungsanalyse u.a. eine statistische Uberreprasentation von Transkripten
im zentralen Aminosiure-Metabolismus (Alanin, P = 1 x 10~%), beim Transport von
Metallen (P = 4 x 10~%), beim Protein-Abbau (Aspartatproteasen, P = 8 x 10~%) sowie
bei Glucosidasen (P = 0.003). Wenige signifikante Eintrdge sind bei der (-I)-korrelierten
Transkriptabundanz zu finden, z.B fiir Transkripte des TCA (P = 9 x 10~%). Die si-
gnifikanten (+R)-Korrelationen der funktionellen Kategorie ,Sonstige” reichern sich
statistisch abgesichert an (P = 7 x 10~%). Weitere gute Korrelationen erreichen u.a. meh-
rere Aquaporine und Chlorophyll-A /B-Bindeproteine. Wird die Gruppenseparabilitats-
Analyse betrachtet, sind die Aquaporine am deutlichsten angereichert (P = 3 x 107%).
Die (-R)-korrelierten Gene verteilen sich in diverse funktionelle Kategorien mit relativ
wenigen Eintrdagen.

3.5.2.2. Weizen

Anreicherungen bei Tag 1 umfassen mehrere funktionelle Kategorien: Die signifikanteste
Anreicherung von (+I) korrelierten Genen (Tab. 3.7) ist bei den LEA-Proteinen zu finden
(P = 1 x 107%); sie bleibt iiber alle Zeitpunkte signifikant (P = 4 x 107%). Es folgen
dann die Kategorien fiir Saccharose-Abbau und Redoxregulation (beide P = 0.007).
Wird die Gruppierung zwischen toleranten und sensitiven Genotypen verglichen, so
werden vorherige Ergebnisse bestitigt, einige Kategorien sind zusitzlich angereichert:
LEA (P = 5 x 10~%), Phenylpropanoide (Lignin-Synthese) sowie Fettsiure-Synthese
und -Elongation und auch Calcium-Signaltransduktion. Gute Gruppenseparabilitét
ist z.B. bei einer Salzstress-induzierten Proteinkinase!, eines ELIP Hv58% oder bei ei-
nem chloroplastiddren LEA-Protein® (dhnlich zu Cor14b), das gleichermafen in Rog-
gen reguliert wird, zu beobachten. Eine signifikante Uberreprasentation beim Grup-
penvergleich wird bei der posttranslationalen Modifikation erreicht (P = 9 x 107%).
Transkriptabundanzen mit (+R)-Kodierung teilen sich ebenfalls bei der Korrelations-
analyse in diverse Kategorien wie Redox, Photosynthese oder Lipid-Metabolismus
auf. Die Gruppenseparabilitats-Analyse bestitigt, dass auffallig viele Gene mit unbe-
kannten Funktionen weniger pragnant in den toleranten Genotypen reprimiert werden
(P = 0.001). Transkripte mit (-R)-Korrelation verteilen sich tiberwiegend auf diverse
funktionelle Kategorien mit wenigen Eintrdgen. Die Gruppenseparabilitdtsanalyse indi-
ziert eine Anreicherung von Transkripten, die in der Calcium-Signaltransduktion* invol-
viert sind. Am Tag 7 indiziert die Anreicherungsanalyse der (+I)-korrelierten Transkrip-
tabundanz signifikante Uberreprasentationen der Saccharose-Synthasen (P = 4 x 107%),
des Polyamin-Metabolismus (P = 0.001), der Lignin-Biosynthese, der Glykolyse und
der Gluthation-S-Transferasen. Bei dem Gruppenvergleich werden Uberreprasenta-
tionen von LEA’s (P = 5 x 10~%), Pyruvat-Dehydrogenasen (TCA), SAMDC (Poly-
amin), bei Transkripten der Lignin-Biosynthese, der Glykolyse, der Redoxregulation
und der Tocopherol-Biosynthese beobachtet. Die Fiille der angereicherten Kategorien
verdeutlicht die dynamische Genexpression am Tag 7 bei Weizen und die damit ein-
hergehenden Unterschieden zwischen toleranten und sensitiven Genotypen. Bei den

1 HT11K07 2 HS14A21 3 HS04D19 ¢ HY06D15 HY03L23 HZ42P13
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Tabelle 3.6 — Ergebnisse der Korrelation von Expressionswerten (Tag 1, 7, 21) und phénotypi-
schen Daten von Secale cereale (Beispiele).

cDNA ID BLAST-Hit Tag Art Korrelation r P
HF12G20 GAMYB-Protein 1 (+1) 0,886 &
HBO1NO4  B-Glucanase 1 (+h 0,886 *
HTO7K18 WCORA413 1 (+) 0,886  *
HBO8M17  Trockenstress-induzierten Protein (CDSP34) 1 (+1) 0,829 *
HB08K03  Gluthation-Peroxidase 1 (+1) 0,771
HS03G04  LEA-Protein 1 (+1) 0,771
HB23C03  Cystatin 1 (+1) 0,714
HZ45F03 Prolin-Transporter 1 -N -1,000 *
HF11H21 Saccharose-Synthase 1 (-1 -0,829 ol
HT10H13  Cellulose-Synthase 1 (+R) 0,886 *
HV02G08  Cellulose-Synthase 1 (+R) 0,886 *
HZ40F05 12-Oxophytodiensaure-Reduktase 1 (-R) -0,943 *
HT10D21 SAMDC 7 (+1) 0,943  *
HZ40K06 Gluthation-S-Transferase 7 (+1) 0,886 *
HS08L23  ERD 7 (+) 0,829 *
HF03M15  LEA Protein 7 @) 0,771
HY08F18  MtN3-Protein 7 (-1) -0,771
HF11H21 Saccharose-Synthase 7 (-N -0,714
HS16F18 Enolase 2 7 (+R) 1,000 ol
HA04N08  Reaktionszentrum W-Protein PS Il 7 (+R) 0,829 *
HA15M17  Zuckertransporter 21 (+1) 1,000 &
HA07021  USP-Protein 21 (+1) 0,886 *
HB12M24  Starkeverzweigungsenzym | 21 (+1) 0,829 &
HB140O13  A-1-Pyrroline-5-Carboxylate-Synthetase 21 (+1) 0,771
HS03G04 LEA-Protein 21 (+1) 0,771
HZ65B01  PrMC-Protein 21 1) -0,829 *
HB23L09  SNF1-Kinase 21 (-) -0,771
HAQ06N23 Glycosyltransferase 21 (+R) 0,829 *
HA11C14  Gluthion-S-Transferase 21 (+R) 0,829 &
HB03DO05  delta-Aminolavulinsdure Dehydrase 21 (+R) 0,829 *
HV05M15  Aquaporin 21 (+R) 0,771
HA25D23  Aquaporin 21 (+R) 0,714
HS08KO07 Aquaporin 21 (+R) 0,714

starker exprimierten Genen der sensitiven Genotypen (-I) werden Anreicherungen von
RuBisCO-Transkripten (P = 6 x 10~%) und Phosphoglycerat-Mutasen der Glykoly-
se (P = 2 x 107%) registriert. Die beste Separabilitdt wird bei LEA-Proteinen! und
BLT14.2 verzeichnet. Bei der Untersuchung der (+R)-kodierten Transkriptabundanzen
ist die chloroplastidare ribosomale Untereinheit 50S (P = 0,003) in beiden Analysen
signifikant vertreten. Bei den (-R)-korrelierten Transkripten werden Uberreprasenta-
tionen von Histon- (P = P x 107%), Lichtreaktions- (PS-II) und Subtilasen-mRNA’s
(beide P = 0.003) beobachtet. Auch die Gruppen-Anreicherungsanalyse verifiziert die
Ergebnisse der vorherigen Analyse. In der Spatphase der Kélteakklimatisierung (Tag 21)

1 HF14H10 HA02B14 HS16K05 HS01F03
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erreichen (+I)-korrelierte Transkriptmengen der Kategorien LEA (P = 7 x 10~%) und
Saccharose-Synthasen (P = 3 x 10~%) eine statistische Signifikanz, die an allen Zeit-
punktkombinationen zu beobachten ist. Die Gruppenseparabilitdts-Analyse verifiziert
ebenfalls eine Uberreprasentation bei den LEA-Proteinen (P = 5 x 10~%). Des Weiteren
werden hochsignifikante Anreicherungen von Alkohol-Dehydrogenasen (Fermentation,
P = 2 x 10~%) erfasst. Gute Separabilitdt weisen cold shock domain protein', LEAZ, De-
hydrin 23, Superoxid-Dismutase, Alkohol-Dehydrogenase und Saccharose-Synthase 3*
auf. Die Anreicherungsanalyse der (-I)-korrelierten Transkriptabundanz erfasst Uber-
reprasentationen beim Zucker-Transport (P = 0.003) und ,Sonstige” (P = 0.006). Bei
der gruppenbasierten Analyse weisen die funktionellen Kategorien der Tocopherol-
Biosynthese (P = 0.002), Saccharose-Invertase und -Synthese und ,Sonstige” mehr
korrelierte Transkripte auf als zu erwarten wiren. Gene mit hoher Separabilitdt sind
z.B. FructosyltransferaseS, BLT14°, Dihydroﬂavonol-4-Reduktase7 oder das WCOR413-
dhnliche Protein®. Die (+R)-Korrelationsanalyse zeigt einzelne Eintrédge in diversen
funktionellen Kategorien. Unter den signifikante Kategorien bei den (-R)-korrelierten
Transkriptmengen sind Histone (P=2 x 1071%), Aquaporine PIP (P=2 x 10~¢), LHC II
(P =1 x 107%), ribosomale Proteine und Transporter. Die Ergebnisse der vorherigen
Korrelationen werden weitgehend auch von der Gruppenanalyse geteilt, bei der die
Kategorie der Aquaporine (P = 2 x 10~%) ebenfalls hochsignifikant ist.

3.5.2.3. Gerste

Bei den wenigen (+I)-korrelierten Transkriptabundanzen am Tag 1 (Tab. 3.8) werden si-
gnifikante Anreicherungen beim Nukleotid-Metabolismus (Uridilat-Kinasen, P = 0.003),
beim Kohlenhydrat-Stoffwechsel II (Inositol-Kinasen, P = 0.004), bei ribosomalen Prote-
inen (chloroplastiddre 50 S, P = 0.004), bei der Calcium-Signaltransduktion (P = 0.02)
und beim abiotischem Stress (Hitze, P = 0.01) beobachtet. Bei der Gruppenseparabi-
litat sind zusédtzlich CONSTANS und NAC-Transkriptionsfaktoren (P = 0.015) ver-
treten. Bei den (-I)-korrelierten Transkripten werden Anreicherungen bei den ABC-
Transportern (P = 0.003) beobachtet. Bei der Gruppenanalyse sind u.a. Cytochrom P450
(P = 0.005) und Fettsdure-Synthese bzw. -Elongation signifikant angereichert. Beide
Analysen bestéitigen bei der (-R)-korrelierten Transkriptabundanz signifikante Anreiche-
rungen von Histon-Transkripten (P = 0.003 bzw. P = 2 x 107%). Am Tag 7 indiziert die
Anreicherungsanalyse der (+I)-korrelierten Genexpression Uberreprasentationen von
Gluthation-S-Transferasen (P = 3 x 10~%°) und ,Sonstige” (P = 0.003). Eine Separabili-
tat zwischen toleranten und sensitiven Genotypen wird bei einer Hydroxycinnamoyl-
Transferase’ (Phenylpropanoid-Metabolismus), bei einer Cellulose-Synthase!? oder bei
einer B-Glucanase!! beobachtet. Die Transkriptabundanz mit (-I)-Korrelation verteilt
sich bei beiden Analysen auf verschiedenen Kategorien mit wenigen Eintrdgen. Bei den
reprimierten Genen mit der Kodierung (+R) werden diverse funktionelle Kategorien mit
wenigen Eintragen als signifikant ausgewiesen. Pragnante Anreicherungen funktioneller
Gruppen sind bei (-R)-korrelierten Transkriptmengen zu beobachten. Bei der Korrela-
tionsanalyse sind die Kategorien Zellwand-Abbau (P = 2 x 10~%) und -Modifikation
(P = 4 x 10~%) und PIP-Aquaporine (P = 2 x 10~%) deutlich signifikant. Die signifi-
kanteste Anreicherung bei der gruppenbasierten Analyse wird bei den Aquaporinen
(PIP)!2 erfasst (P = 3 x 10~%). Am Tag 21 werden die meisten signifikanten Korrela-

1 HV10G09 2 HS16K05HT10j22 3 HS05D05 ¢ HT12J13 5 HF11K03 © HY08C22 7 HB28L02
8 HY07I23 ° HT02E24 !0 HT10H13 1! HZ39E06 12 HA16G04 HA25D23
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Tabelle 3.7 — Ergebnisse der Korrelation von Expressionswerten (Tag 1, 7, 21) und phénotypi-
schen Daten von Triticum aestivum (Beispiele).

cDNA ID BLAST-Hit Tag Art der Korrelation r P
HS16K05  LEA 1 (+1) 0943  *
HY05013  Saccharose-Synthase 1 (+1) 0.943 *
HT12H02  Superoxid-Dismutase 1 (+1) 0.943 &
HFO3M15  LEA 1 (+1) 0.943 *
HB27P22 Protein-Phosphatase 2C 1 (+1) 0.886 &
HZ44B09 Saccharose-Fructan 6-Fructosyltransferase 1 (+1) 0.829 *
HA21G13  Glutaredoxin 1 (+1) 0.829 bl
HF24J18  Dehydrin 1 1 (+1) 0.771

HA02B14  Dehydrin 13 1 (+D) 0.771

HS05D05  Dehydrin DHN2 1 (+1) 0.771

HT10J22  LEA 1 (+) 0.771

HT13P04  Dehydrin 11 1 (+1) 0.771

HA14PQ7 Untereinheit des PS-II Reaktionzentrum 1 (-1 -1.000 *
HF18M03  Eis-Rekristallisierung-Inhibierungsproteine 1 (-h -0.943 *
HY08F18 MtN3-ahnliches Protein 1 (-1 -0.943 &
HB23J18  LEA 3 1 -1) -0.829  *
HAQ3D02  Peroxidase 1 (+R) 0.829 &
HA25B19  Untereinheit PS-| 1 (+R) 0.820  *
HT08A04  Dehydrin 12 7 (+) 0943  *
HS03H11  BLT14 7 (+) 0.943  *
HA07021  USP-Protein 7 (+1) 0.943 *
HZ59C18 hydrophobes Protein OSR8 7 (+1) 0.886 *
HF24J18  Dehydrin 1 7 (+1) 0.829 *
HF14H10  Dehydrin 7 (4D 0.771

HBO8B02  stressinduziertem STI1-Protein 7 (-1 -0.943 &
HS14K04 Gluthation-S-Transferase 21 (+1) 1.000 *
HTO01P18  Superoxid-Dismutase 21 (+) 0.943 bl
HB23L09  SNF1-Kinase 21 (+1) 0.829 *
HB17M02  Peroxidase 21 (-1 -1.000 ol
HZ01HO05  Zuckertransporter 21 (-1 -1.000 *
HY08C22  BLT14 Protein 21 @) -0.886 *
HAQ7C17 Chlorophyll-A/B-Protein 21 (+R) 0.886 *
HA30G01 Prolin-Dehydrogenase 21 (+R) 0.886 *

tionen bei den Gerstegenotypen beobachtet. Die Untersuchung der (+I)-korrelierten
Gene zeigt eine signifikante Anreicherung von induzierten Genen des abiotischem Stress
(Licht, P = 7 x 10~%), der Glykolyse (P = 0.003), des Ascorbat-Gluthation-Systems,
der Lipidtransfer-Proteine, der Oxidasen (Redox) oder der Protein-Ubiquitinylierung.
Die Ergebnisse der Quantifizierung der Gruppenseparabilitit weisen 99 Eintrdge auf.
Anreicherungen sind bei einer Vielzahl von Kategorien anzutreffen, wie z.B. beim
Calcium-Transport (P = 0.003), von Himoxygenasen (Tetrapyrrolsynthese) und bei
einigen Genen mit unbekannter Funktion (P = 0.03). Gene mit hoherem Transkriptions-
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Tabelle 3.8 — Ergebnisse der Korrelation von Expressionswerten (Tag 1, 7, 21) und phénotypi-
schen Daten von Hordeum vulgare (Beispiele).

cDNA ID BLAST-Hit Tag Art der Korrelation r P
HB19B20  cold-requlated protein 2 1 (+1) 0,886 w3
HB25K03  PS Il 44 kDA Protein 1 (+1) 0,829  *
HB16D18  NAC-TF (OsNAC6) 1 (+1) 0,771

HB25B07 apoplastische Invertase | 1 (+N 0,771

HY01G14  GroBe Untereinheit von RuBisCO 1 (+) 0,771

HF24J18  Dehydrin 1 1 (+1) 0,714

HF12F17 Oleosin 1 (-h -1,000 b
HA15M17  Zuckertransporter 1 (-n -0,943 *
HB06G09  beta-Glucanase 1 (-D -0,886 b
HZ56P10 GDP-Mannose 3,5-Epimerase 1 (+R) 0,771

HA04N08  PS-1l Reaktionzentrums Protein W 1 (-R) -0,943 *
HRO1E04 Expansin 1 (-R) -0,829 *
HB19B20  cold regulated protein 2 7 (+) 0,943 e
HTO2F22 Thaumatin-dhnliches Protein 7 (+1) 0,943 *
HZ39H07 EF-Hand Ca-Bindeprotein 7 (+) 0,943 E
HF18MOQ03  Eisrekristallisierungsinhibierungsprotein 2 7 (+1) 0,771

HV12024  12-Oxophytodienoat Reductase 1 7 (+R) 1,000 b
HA15A19 Peroxidase 7 (-R) -0,943 *
HZ42119 beta-Expansin 7 (-R) -0,943 b
HA24A13  ribosomales Protein 7 (-R) -0,829 *
HF04013 Glutamin-Synthasen 7 (-R) -0,829 *
HA16G07  putatives stressinduziertes Protein 21 (+1) 0,829 *
HF22E20 putativer Hexosetransporter 21 (+1) 0,829 *

niveau sind z.B. PDX1!, Gluthation-S-Transferase?, Lipidtransfer-Proteins, MtN3% oder
NAC4°. Die signifikanten (-I)-kodierten Transkripte verteilen sich auf viele verschiede-
ne Funktionen mit wenigen Eintrdgen in beiden Analysen. Bei den reprimierten und
positiv korrelierten Genen (+R) kommt es zu hochsignifikanten Anreicherungen von Be-
standteilen des Zellwand-Abbaus (P = 4 x 10~%), von Zellwand-Proteinen (P = 0.001)
oder Zellwand-Vorstufen. Bei der Analyse der Gruppenseparabilitidt sind Bestandteile
des PS II hochsignifikant angereichert (P = 8 x 10~%), vor allem Chlorophyll-A /B-
Bindeproteine. Bei den (-R)-korrelierten Genen sind in beiden Analysen die signifikan-
testen Eintrage die der Histone, die eine gute Auftrennung zwischen sensitiven und
toleranten Genotypen aufweisen (P = 0.001 bzw. P = 0.004).

1 HT09B05 2 HUO01G03 3 HT12K04 HT12MO05 HZ38P01 4 HS03018 35 HA24L10
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Kapitel 4.

4 Diskussion

Diese Arbeit untersucht die molekularen Grundlagen der Kalteakklimatisierung von
Winterkultivaren bei Roggen, Weizen und Gerste. Die Genexpression wihrend der Ak-
klimatisierung wird dabei als Maf fiir die Auspragung ihrer relativen Frosttoleranzen
genutzt. Generell konnen differentiell exprimierte Gene wéhrend des kumulativen Pro-
zesses der Kélteakklimatisierung Hinweise auf Kandidatengene fiir Frosttoleranz geben.
Dass ein Transkript bzw. Protein als Antwort auf Temperaturdnderungen akkumuliert,
muss nicht auf einen biologisch relevanten Vorgang zur Erh6hung der Frosttoleranz
hindeuten. Vielmehr konnen Gene auch andere Funktionen aufweisen als die, die aus
der funktionellen Annotation abgeleitet wurden. Die vorliegenden Genexpressionsdaten
weisen auf physiologische Verdnderungen hin und sind Ansatzpunkte fiir weiterfiih-
rende, experimentelle Untersuchungen. Zum Beispiel konnen auffillig kilteregulierte
Gene unter Zuhilfenahme von qRT-PCR, Western-Blotting, Fluoreszenzmikroskopie
oder auch durch transgene Ansétze funktionell charakterisiert werden.

Die Ausbildung der Frosttoleranz ist ein komplexes Phanomen, bei der Pflanzen massive
physiologische Anderungen vollziehen. Die Kélteakklimatisierung ist die wichtigste
Phase fiir die Ausbildung der maximal erreichbaren Frosttoleranz von temperenten
Pflanzen. Infolge der Temperaturabsenkung wird die Kinetik der (tausenden) metabo-
lischen Reaktionen einer Zelle thermodynamisch reduziert. Sie miissen auf die veran-
derten Umweltbedingungen angepasst werden. Dartiber hinaus wird die Stabilitdt von
Proteinen reduziert, so dass metabolische Prozesse aus dem Reaktionsgleichgewicht
gebracht werden. Die erhohte Rigiditdt von Membranen fiihrt zu einer Beeintrachtigung
aller membranassoziierten Prozesse. Aufgrund der reduzierten Kinetik der detoxifi-
zierenden Enzyme entstehen vermehrt reaktive Sauerstoffverbindungen, die zu Mem-
branschédden fithren konnen. Zusétzlich werden die sich im Chloroplasten befindlichen
Elektronentransportketten stiarker reduziert, so dass auch hier reaktive Sauerstoffver-
bindungen gebildet werden. Die vermehrte Ausbildung von Sekundarstrukturen bei
RNA-Molekiilen beeinflusst die Expression von Genen und Proteinen. Die Bildung von
Eiskristallen bei Frost fiihrt zur Zelldehydrierung und dadurch zu einem geringen Zell-
volumen. Letztlich kénnen Eiskristalle im Symplast auftreten und zu letalen Schaden an
intrazelluldren Strukturen fiihren. Dies erleichtert die Ausbreitung von Pathogenen, die
zu Schddigungen des Organismus fithren. Neben diesen Aspekten konnen Eiseinschluss
und Uberflutung zu Sauerstoffmangel (Hypoxia bzw. Anoxia) fiihren.
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4.1. Genregulation wahrend der Kilteakklimatisierung

Insgesamt konnten 31 Gene identifiziert werden, die in allen 18 Genotypen induziert
werden. Von diesem 31 sind 12 als unbekannt annotiert worden. Sie konnten fiir solche
Aspekte der Frosttoleranz der Triticeae von Bedeutung sein, die bisher noch keine Beach-
tung fanden. Erweitert man die Auswahl der Gene, die einen Score von 3 aufweisen,
steigt die Zahl auf 84 unbekannte Faktoren an. Aufgrund der z.T. fehlenden Homologien
erweist sich die Aufkldrung der Funktion als arbeitsintensiv und moglicherweise wenig
erfolgsversprechend. Methoden der reversen Genetik wie gerichtete Mutagenese oder
RNA-Interferenz konnen jedoch wertvolle Informationen {iber ihre funktionelle Rolle
geben.

Studien belegen, dass tolerante Arten eine grofiere Respirationshomeoostase besitzen,
um ein Wachstum bei ungiinstigen Bedingungen zu gewéhrleisten (Kurimoto et al.,
2004; Yamori et al., 2009). Diese Beobachtung wird von der Tatsache gestiitzt, dass
tolerante Arten bzw. Genotypen eine hohere Induktionstemperatur fiir die Kalteakkli-
matisierung besitzen und damit auch schneller akklimatisieren konnen. Die vorliegende
Transkriptomanalyse bestétigt diesen Sachverhalt dadurch, dass bei Gerste eine bis in
die Spatphase andauernde Genregulation zu beobachten ist. Einige charakteristische
Genregulationen bei Gerste konnten sich nachteilig auf die Frosttoleranz auswirken.
Die Aufhebung der Repression von Histongenen kann bspw. als eine fehlregulierte
Replikation wahrend der Kélteakklimatisierung interpretiert werden. Die Repression
von Expansin- und Tetrapyrrol-Transkripten und eine verstarkte Ubiquitinylierung in
der Spatphase gehoren zu den Mechanismen, die sich im gleichen Sinne als suboptimal
interpretieren lassen. Hingegen werden einige Transkripte, die in Zusammenhang mit
Frosttoleranz stehen, bei den toleranteren Arten stirker bzw. kontinuierlich induziert.
Am deutlichsten driickt sich dieses bei LEA-dhnlichen Proteinen aus. Die Komponen-
ten der Redoxregulation bei Roggen werden bereits in der Frithphase transient akti-
viert. Auffallend sind auch die selektive Induzierung von Glutamin-Synthasen und
Glutamat-Dehydrogenasen im Stickstoffmetabolismus und einige charakteristische Ver-
anderungen im Aminosdurestoffwechsel. Bei Roggen wird eine verstarkte Induzierung
von Effektoren gegen Pathogenbefall beobachtet. Eine auffallend starke Transkription
von Dissimilation-, Redoxregulation- und Tocopherolsynthese-mRNA’s wird bei Wei-
zen erfasst. Insbesondere zeigen calciumbindende Proteine in der Signaltransduktion
von abiotischem Stress divergente Expressionsprofile zwischen den Spezies auf. Mogli-
cherweise wird dadurch eine funktionelle Redundanz durch die Regulation isoformer
Mitglieder mehrerer Genfamilien zwischen den Spezies erzeugt. Andererseits ist auf-
grund von Polyploidie-Ereignissen wahrend der Evolution der Triticeae anzunehmen,
dass Gene eine Neofunktionalisierung bzw. Subfunktionalisierung erfahren haben und
die Pflanzen somit ihre Anpassungsfahigkeit an ihre Umwelt erhhen konnten (Wendel,
2000). Eine weitere denkbare Anpassung an extreme Habitate ist die Induzierung von
kalteadaptierten Enzymen, wie sie bereits bei Mikroorganismen nachgewiesen wurde
(Siddiqui und Cavicchioli, 2006).

Roggen stellt ein Modell fiir die Resistenz gegen abiotischen Stress dar. Daher sind Gene,
die nur in Roggen induziert werden, attraktive Ziele zur Verbesserung der Toleranz.
Wie schwierig jedoch die Ubertragung der Frosttoleranz selbst innerhalb der Triticeae
ist, zeigten bereits Dvorak und Fowler (1978) anhand von oktoploider Triticale, die nur
die Frosttoleranz des parentalen Weizens erreichte. Dass die Frosttoleranz nicht hoher
ist, konnte die Konsequenz in dem eingangs vorgestellten Konzept der Physiotypen
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sein: die Spezies konnten demnach unterschiedliche Mechanismen wihrend der Evo-
lution entwickelt haben, um sich gegen widrige Umwelteinfliisse schiitzen zu kdnnen.
Auch anatomische Vorteile zur Stressvermeidung (z.B. ausgepragtes Wurzelsystem des
Roggens) ermoglichten erst die Kolonisierung schwieriger Standorte.

4.1.1. Photoakklimatisierung: Interaktion von Photosynthese (PS) und
Kohlenhydrat-Metabolismus (CHO)

Im Gegensatz zu perennierenden Pflanzen kommt es bei den winteranuellen Triticeae
nach einer vorldufigen Einstellung der Entwicklung zu einem primaren Wachstum
und einem Bedarf von Photoassimilaten (Savitch et al., 2002; Leonardos et al., 2003).
Bei Roggen, Weizen und Gerste wurde genotypunabhiéngig eine starke Repression der
Photosynthesegene — vor allem die des PS II und spéter beim PS I — beobachtet. Nach
der Repression kommt es bei den Triticeae zu einer Steigerung der Transkriptabundanz
von Photosynthesegenen in der Spatphase der Kélteakklimatisierung. Dies ist ein be-
kannter Prozess und wird als Photoakklimatisierung bezeichnet. Die Supression der
Photosynthese ist notwendig, um die sogenannte Photostasis, der Energiefluss zwischen
photophysikalischen und photochemischen Prozessen, aufrechtzuerhalten (Ensminger
et al., 2006). Um eine Photoinhibition zu vermeiden, muss das Gleichgewicht zwischen
den photophysikalischen Prozessen und den langsamer ablaufenden photochemischen,
temperaturabhingigen Reaktionen (Calvin-Zyklus) angepasst werden. Die Mechanis-
men, die zur Photoakklimatisierung fiihren, umfassen u.a. Modifikationen der Thyla-
koidmembran (Elektronentransport), posttranskriptionale Aktivierung und vermehrte
Expression von Saccharose-Biosyntheseenzymen sowie eine verdnderte Expression von
Enzymen des Calvin-Zykluses (Huner et al., 1998, 2003; Stitt und Hurry, 2002). Die
schnelle Inhibierung (innerhalb von Minuten) der Saccharose-Synthese hat zur Folge,
dass eine erhohte Phosphorylierung von Intermediaten des Calvin-Zykluses vorliegt,
und damit die Bildung von ATP aus ADP durch den Mangel an inorganischem Phosphor
und durch die Anreicherung von Glycerat-3-Phosphat verhindert wird (Stitt und Hurry,
2002). Nachhaltige Veranderungen umfassen die Induktion der Saccharose-Synthese so-
wie den Schutz vor Photoinihibition durch einen erhchten Elektronentransport (Strand
et al., 1999; Hurry et al., 2000). Bei einem physiologischen Vergleichsexperiment bei Rog-
gen und Weizen, konnte bei Ersterem die hochste Photosyntheserate bei Lichtsattigung
gemessen werden. In der selben Studie wurde eine positive Korrelation zwischen Frost-
toleranz und Erholung der Photosynthese bei Sommer- und Wintertypen beobachtet
(Oquist et al., 1993).

Die Daten der vorliegenden Analyse bestétigen die 0.g. Beobachtungen der Literatur:
bei den Roggenlinien kommt es zu wenigen signifikanten Anreicherungen von PS- und
CHO-Transkripten iiber den gesamten Zeitraum. Bei den Weizenkultivaren kommt
es zu einer nachhaltigen Suppression der Photosynthese-Transkripte und einer gleich-
zeitigen Induktion des Kohlenhydratstoffwechsels bei den toleranten Genotypen. Die
umfangreiche Aktivierung des Kohlenhydratstoffwechsels unterstiitzt damit die Re-
aktivierung der Photosynthese in der Friih- bis Mittelphase durch die Bereitstellung
von Phosphat. Weiterhin bekannt bei Weizen ist, dass entwicklungsbiologische und
physiologische Prozesse zu einer modifizierten Photoakklimatisierung in der Spétphase
der Kilteakklimatisierung fithren (Ensminger et al., 2006). Denkbar wire auch, dass
durch die starkere Induktion der Respiration (Glykolyse) vorldufig Energie aus Spei-
chermolekiilen wie Stiarke bereitgestellt wird, um die Entstehung von ROS durch die
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Photosynthese zu vermeiden. Bei den Gerstekultivaren kommt es bereits in der Friih-
phase zu hochsignifikanten Anreicherungen reprimierter PS-Transkripte. Anders als bei
den Weizenkultivaren tritt die Induktion des Kohlenhydratstoffwechsels und die der
Respiration erst in der Mittel- bis Spatphase ein, so dass hier ein deutlicher temporaler
Unterschied zwischen den Arten besteht. Kaltetolerante Arten und Okotypen besitzen
neben der hoheren Photosyntheserate auch ein niedrigeres Temperaturoptimum fiir
die Photosynthese (Sage, 2002). Die Photosyntheserate wird limitiert durch die Car-
boxylierung von Ribose-1,5-Biphosphat und dessen Regeneration im Calvin-Zyklus
(Farquhar et al., 1980). In einer Untersuchung zwischen toleranten und sensitiven Arten
wurde festgestellt, dass tolerante Arten eine hohere Temperatur-Homoostase (bei Pho-
tosynthese und Respiration) aufweisen (Yamori et al., 2009). Der Vorteil einer hoheren
Temperatur-Homeodstase liegt darin begriindet, dass in den natiirlichen Habitaten der
kaltetoleranten Arten hohere tagliche und saisonale Temperaturfluktuationen auftreten
und sie daher weniger ihre Wachstumsraten an die Umgebungstemperaturen anpassen
miissen (Yamori et al., 2009). Dass Secale cereale langsamer auf Temperatursenkungen
anspricht geht auch aus der genotypischen Analyse hervor. In der Studie von Yamori
et al. (2009) wurde die RuBisCO-Aktivitit bei toleranten und sensitiven Arten untersucht.
Dabei konnten sowohl vorteilhafte Unterschiede in der Kinetik von RuBisCO als auch
quantitative Unterschiede fiir die toleranten Arten gefunden werden. Bei Weizen kommt
es zu einer massiven Induktion von RuBisCO-Transkripten in der mittleren Phase der
Kaélteakklimatisierung. Die geringere Induktion von RuBisCO bei Roggen kénnte darauf
hinweisen, dass bereits eine ausreichende Quantitat an RuBisCO per se verfiigbar ist,
die unter optimalen Wachstumsbedingungen gebildet worden ist. Parry et al. (2008)
diskutieren die inhibitorische Rolle von ROS fiir RuBisCO, bei der es zur Oxidation
bestimmter Residuen von RuBisCO kommt und damit das Protein fiir die Degradation
markiert. Secale cereale konnte weniger unter oxidativen Stress leiden als Weizen und
Gerste und damit weniger Energie in die Biosynthese von RuBisCO investieren. Bei
allen Triticeae tritt eine friihe, transiente Repression von Chlorophyll-A /B-Bindeproteien
(chlorophyll-A/B-binding protein, CAB oder Lhcb) im LHC II auf, die sich in der Spatpha-
se auflost. Der mogliche Grund kann die langfristige Reorganisation des LHC II sein.
Die Grofse des LHC II wird durch die transkriptionale und translationale Regulation
reduziert, um die Wahrscheinlichkeit zu verringern, dass Licht tiberhaupt absorbiert
wird. Um geniigend ATP bilden zu kénnen, wird das PS I weniger stark bei Weizen
und Gerste inhibiert, um so den zyklischen Elektronentransport aufrechterhalten zu
konnen. Dieser Vorgang wurde bereits in Pinus beobachtet (Ivanov et al., 2001). Dieser
Sachverhalt konnte auch erkldren, warum die toleranten Genotypen des Weizens tiber
eine verldngerte Suppressionsphase von CAB-Transkripten verfiigen. Die signifikanten
Anreicherungen der Untereinheiten des Reaktionszentrum des PS I kénnten auf eine
bisher nicht beachtete Reorganisation in der Spatphase hindeuten.

4.1.2. Die Aktivierung des CHO-Metabolismus ist entscheidend fiir die
Auspragung der Frosttoleranz

Pflanzen benotigen Energie, um die physiologischen Anderungen wihrend der Kalteak-
klimatisierung zu bewiltigen. Neben Substrat fiir die Glykolyse sind 16sliche Zucker, spe-
ziell Saccharose, wichtige Signalmolekiile in der Regulation der Kélteakklimatisierung.
Sie beteiligen sich an der Regulation des Kohlenhydratmetabolismus, der Steuerung
von Entwicklungsprozessen, der Verteilung von Assimilaten, der Expression von Genen
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oder bei der Interaktion mit Sensormolekiilen (Arenas-Huertero et al., 2000; Gibson,
2000; Rolland et al., 2006; Gonzali et al., 2006). So konnten Uemura und Steponkus (2003)
nachweisen, dass exogen verabreichte Saccharose bei Arabidopsis die Frosttoleranz er-
hoht. Die Autoren vermuten, dass die Ausbildung der Toleranz auf zwei verschiedenen
Mechanismen beruht. Saccharose kann sowohl als Substrat fiir den Metabolismus, als
auch cryoprotektiv wirken. In einem Experiment von Rekarte-Cowie et al. (2008) konnte
gezeigt werden, dass die Genexpression von COR78 (LEA) bei Arabidopsis direkt von
Saccharose beeinflusst wird. Neben den kurzfristigen Schutzmechanismen kommt es
zu einer langfristigen Umsetzung von Stdrke zu Saccharose und anderen freien Zu-
ckern. Unter natiirlichen Bedingungen vollzieht sich dieser Prozess im Herbst und die
Konversion zu Starke im Frithlung (Siminovitch et al., 1953; Kaplan et al., 2006).

Erwartungsgemafs sind die Transkripte fiir die Synthese von 16slichen Kohlenhydrate
wegen ihrer wichtigen regulatorischen Funktionen bei allen Triticeae hochsignifikant
induziert (Saccharose-Synthasen bzw. Invertasen). Ebenfalls von Bedeutung ist die Akti-
vierung von £5-Amylasen, die konserviert induziert werden. 5-Amylasen metabolisieren
Starke zu Maltose und werden bei niedrigen Temperaturen in Arabidopsis akkumuliert.
Die protektiven Eigenschaften von Maltose und Glucose bzw. Fructose als kompatible
Solute (Osmolyte) im Chloroplasten (Elektronentransportkette und PS II) sind in der
Literatur beschrieben (Kaplan und Guy, 2004, 2005). Eine spezifische Genregulation von
3-Amylasen wurde bei Arabidopsis bei Kaplan und Guy (2004) und in der vorliegenden
Studie beobachtet: unterschiedliche Isoformen von 3-Amylasen antworten spezifisch
auf Kéilte. In dieser Studie wurden auch a-Amylasen aktiviert und so verdeutlicht die
Studie damit die umfassende Starkehydrolyse bei den Triticeae. Bei Triticum aestivum
wird zusdtzlich eine glucan water dikinase (GWD, HA21G09) induziert, die Stirke an
der C6-Position phosphoryliert und den Abbau durch f-Amylasen beschleunigen kann
(Lloyd et al., 2005; Ritte et al., 2006; Edner et al., 2007). So kann auch die vermehrte und
starke Induktion des Kohlenhydratmetabolismus und der Dissimilation des Weizen
erklart werden, indem GWD den Abbau der Reservestiarke unterstiitzt und schneller
verfligbar macht. Eine konservierte Antwort auf Kéltestress in den Triticeae bildet die In-
duktion einer Glykogensynthase Kinase (GSK, HY06K05), die eine wichtige Verbindung
zwischen der Stress-Signaltransduktion und dem Kohlenhydrat-Metabolismus darstellt
(Kempa et al., 2007). In Medicago sativa konnten bei osmotischen Stressexperimenten mit
einer transgenen Linie, die eine Glykogensynthase Kinase (MsGSK4) iiberexprimiert,
ein verdnderter Kohlenhydrat-Metabolismus, eine vermehrte Starkeeinlagerung und
eine erhohte Stresstoleranz nachgewiesen werden. Die erhohte Stresstoleranz wird den
héheren Osmoprotektant-Konzentrationen von Raffinose und Galactinol zugeschrieben.
Die Daten sprechen dafiir, dass dieser Mechanismus ebenfalls unter Kéltestress aktiviert
wird und damit auch fiir die gute Frosttoleranz der Triticeae verantwortlich sein kdnnte.
Die konservierte Aktivierung der Transkription von Inositol-Polyphosphat-Kinasen
(IPK1, IPK2) und anderen Inositol-modifizierenden Enzymen verdeutlicht die heraus-
ragende Rolle von Inositol-Polyphosphaten in der Signaltransduktion von Kéltestress.
Inositol-Kinasen sind an der Plasmamembran lokalisiert und regulieren diverse zellulédre
Funktionen in Pflanzen (Lemtiri-Chlieh et al., 2003).

Das kodierende Gen fiir die Raffinose-Synthase ist fiir die Synthese des bekannten
Osmoprotektant Raffinose unabdingbar. Eine Induktion wird aber nur in Weizen und
Gerste (zusédtzlich auch Galactinol-Synthase) unter den beschriebenen Analysebedin-
gungen nachgewiesen. Die von Zuther et al. (2004) durchgefiihrte Studie bei Arabidopsis
,Knock-Out”-Mutanten fiir die Raffinose-Synthase zeigte, dass Raffinose nicht unbedingt
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notwendig fiir die Entwicklung der Frosttoleranz ist. Ahnlich kénnte sich diese Sachlage
auch bei den anderen 16slichen Kohlenhydraten aus der Raffinose-Familie (Raffinose,
Stachyose), bei Trehalose und Galactinol darstellen, da die Induzierung der Transkripte
fiir ihre Biosynthese in Roggen nicht beobachtet wird. Trehalose-6-Phosphat Syntha-
se/Phosphatase ist in der Synthese von Trehalose aus Saccharose involviert und als
Osmoprotektant bekannt. Bei mehreren transgenen Uberexpressionsexperimenten zeigte
sich, dass der Gehalt von Trehalose nur wenig mit der Toleranz korreliert, aber indirekt
die Genexpression von bekannten kélteinduzierten Genen positiv beeinflusst (Bae et al.,
2005; Iordachescu und Imai, 2008). In einer weiteren Studie mit einer transgenen Arabi-
dopsis-Linie, die verstarkt Galactinol und Raffinose synthetisiert, konnten antioxidative
Funktionen nachgewiesen werden (Nishizawa et al., 2008). Wie im vorherigen Abschnitt
ausgefiihrt wurde, besitzen kiltetolerante Arten eine per se hohere Photosynthesekapa-
zitat bedingt durch eine verstarkte RuBisCO-Aktivitat. Pellny et al. (2004) konnten mit
iiberexprimierenden Trehalose-Biosynthese Genen (Trehalose-Phosphat-Synthase, T6P)
bei Arabidopsis zeigen, dass dadurch die Photosynthesekapazitiat erhoht werden kann.
Weizen konnte durch Induktion dieser Transkripte die geringere Photosynthesekapazitét
—im Vergleich zu Roggen — kompensieren. Welcher Mechanismus zur Erh6hung der
Photosynthesekapazitdt durch T6P fiihrt, ist bisher nicht bekannt. Er wird im Bereich
der Feedback-Kontrolle der Photosynthese und Kohlenhydratregulation vermutet.

4.1.3. Zellwandmodifikationen sind charakteristisch fiir die
Kalteakklimatisierung

Die Zellwand ist — neben dem Schutz gegeniiber Pathogenen — eine Barriere fiir die
Ausbreitung von Eiskristallen, die sich in der extrazelluldren Matrix bilden kénnen. Die
Eisbildung hat zur Folge, dass Wasser aus dem Cytoplasma aufgrund des niedrigerem
Wasserpotentials des Eises diffundiert und so zur Dehydration der Zelle fiihrt. Die An-
derung des Zellvolumens kann soweit fithren, dass die Zellwand mit dem Protoplasma
kollabieren kann (Pearce, 1999). Daher ist es fiir die Pflanze notwendig, die Flexibilitat
der Zellwdnde und Plasmamembranen zu gewéhrleisten. Bei allen Triticene werden
Transkripte fiir die Biosynthese von Zellwdnden reguliert. Saccharose-Synthasen sind
funktionell mit der Zellwandsynthese verbunden (Koch, 2004).

Neben den diversen Transkripten fiir die Synthese von Zellwandvorstufen (bspw.
Rhamnose) werden auch Cellulose-Synthasen bei den Triticeae induziert. Die poten-
tielle Funktion der Cellulose-Synthasen konnte darin liegen, die Zellwand aufgrund der
mechanischen Beanspruchung zu verstarken, wie Nogueira et al. (2003) bei Saccharum sp.
postuliert haben. Die konservierte Induktion von Cellulose-Synthasen in allen Triticeae in
der mittleren Phase der Kilteakklimatisierung deutet auf eine stresspezifische Funktion
hin. Eine entwicklungsbedingte Genregulation (z.B. durch Wachstum) kann hier nicht
vollstindig ausgeschlossen werden. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass eine entwicklungs-
bedingte (graduelle) Genregulation erst in der Spatphase der Akklimatisierung erfassbar
ist.

Bei Hordeum vulgare ist eine signifikante Repression der gesamten funktionellen Grup-
pe ,Zellwandmodifikation” — insbesondere die der Expansine in der Spatphase — zu
beobachten. Expansine sind an der pH-abhidngigen Druckentspannung bei der Ent-
wicklung und beim Wachstum von Pflanzen beteiligt (Cosgrove, 1997, 2000). Daneben
sind Expansine an der Bewéltigung von abiotischen Stressbedingungen beteiligt, wie
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unter Trockenstressbedingungen bei Weizen festgestellt wurde (Zhao et al., 2011). Die
Induktion von Expansinen ldsst Zellwdnde dehnbarer und erweiterbarer werden (Wu
und Cosgrove, 2000). Eine weitere Erklarung fiir die Repression der Expansine bei Gerste
konnte das reduzierte Wachstum sein, wie es bereits bei Arabidopsis und a-Expansinen
beobachtet wurde (Lee et al., 2005). Der positive Effekt von Expansinen unter abiotischen
Stressbedingungen wurde vielfach belegt (Provart et al., 2003; Walia et al., 2005; Oh et al.,
2005; Xu et al., 2007; Qin et al., 2008; Geilfus et al., 2010; Li et al., 2011). Dass es sich bei den
Expansinen um eine funktionell heterogene Genfamilie handelt wird dadurch deutlich,
dass bei Gerste das Expansin-dhnliche Protein (HS18A12) permanent in den sensitiven
Genotypen induziert wird.

4.1.4. Die abiotische Stressantwort beinhaltet eine biotische Komponente

Die funktionelle Gruppe stressinduzierter Transkripte deckt ein breites Repertoire funk-
tioneller Effektoren gegen abiotische und biotische Einfliisse ab. Wie schwierig die
Trennung zwischen einer abiotischen und biotischen Stressantwort ist, verdeutlichen
einige PR-Proteine (pathogenesis related) bei Roggen, die Toleranz gegen Pathogene ver-
mitteln oder auch Funktionen in der abiotischen Stressantwort einnehmen. Alle Triticeae
induzieren — hauptsédchlich in der Spétphase — eine Reihe von Genen, die im Zusammen-
hang mit biotischem Stress stehen und potentielle Effektoren gegen Pathogene darstellen.
Die spdte Induktion von Verteidigungstranskripten wurden bereits in einer Transkripto-
manalyse von Gaudet et al. (2011) bei Weizen bestitigt. Sie stehen in Relation mit einer
gesteigerter Toleranz gegeniiber Pathogenen nach 21-42 Tagen Kalteakklimatisierung.
Besonders am Winterende, wenn Pflanzen ihre Energiereserven aufgezehrt haben und
Frostschdden aufweisen, kommt es zu Befall von psychrophilen Pathogenen wie Typhula
incarnata, Sclerotinia borealis und Microdochium nivale unter der schiitzenden Schneedecke
(Jamalainen, 1974). Homologe Mitglieder der Genfamilie der Hordothionine, die in
Gerste antifugale Eigenschaften aufweisen, liegen bei Roggen und Weizen induziert vor.
Andere antifugale PR-Proteine wie Glucanasen, Thaumatin-dhnliche Proteine (TLP) und
Chitinasen sind gleichermafien bei allen Triticeae induziert.

Eine vermehrte Induzierung wird bei Roggen beobachtet, so dass eine statistische An-
reicherung auftritt. Roggen wird neben Weizen und Gerste in grofierem Mafle in den
nordlichen Breitengeraden angebaut, wo im Winter mit einer permanenten Schneedecke
zu rechnen ist. Wie wichtig die Resistenz gegen fungale Pathogene ist, zeigt die hohe
genotypische Korrelation zwischen Frosttoleranz und Pathogenresistenz bei der Poaceae
Dactylis glomerata (Tronsmo, 1993). Die Expression von PR-Proteinen kann als eine regio-
nale Adaption der Frosttoleranz angesehen werden. Regionale Adaptionen konnten bei
verschiedenen Triticeae-Varietdten bei diversen Feldversuchen in Kanada und Finnland
nachgewiesen werden (Andrews et al., 1986; Hommo und Pulli, 1993). Frostschdden
konnen auf biotische (z.B. Schneeschimmel) und abiotische Stressoren (Frost bzw. Kahl-
froste, Bodenhebung, Dehydrierung, Eiseinschluss, Uberﬂutung, UV) zuriickgefiihrt
werden und kénnen regional unterschiedlich ausgepragt sein. Mehrere Winterroggen
induzieren Endo-B-1,3-Glucanasen, Endochitinasen und TLP’s, die auch eine inhibitori-
sche Aktivitat von Eiskristallbildung zeigen (Hon et al., 1995; Griffith und Yaish, 2004).
Welche Unterschiede zwischen PR-Proteinen mit Eiskristallinhibierungsaktivitat und
gewohnlichen PR-Proteinen bestehen, ist bisher unbekannt. Vermutlich kénnen andere
Faktoren wie Ca’* die Funktion modifizieren (Stressmann et al., 2004). Die mutmafli-
chen biotischen Effektoren konnten damit auch an der Bewiltigung abiotischen Stresses
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beteiligt sein und somit die Frosttoleranz von Roggen mafigeblich verbessern. Sie sind
ein vortreffliches Beispiel, wie orthologe Gene unterschiedliche Aufgaben wahrnehmen
konnen.

Unter den konservierten Reaktionen der Triticeae ist die Expression von Hitzeschock-
Proteinen (HSP) von Bedeutung. HSPs sind molekulare Chaperone und umfassen meh-
rere konservierte Proteinfamilien mit unterschiedlichen Funktionsmechanismen. Die
Mitglieder der Genfamilie von HSP-70 werden bei verschiedenen Stimuli unterschied-
lich reguliert. HSP-70 wird in Arabidopsis bei Kalte induziert und dient als moleku-
lares Chaperon im Cytoplasma und Mitochondrium (Sung et al., 2001). Andere HSP-
Genfamilienmitglieder werden v.a. in Weizen und Gerste friih induziert (z.B. HSP-17.4).
Die unterschiedlichen funktionellen Rollen der HSP kénnten daher bei den Triticeae
zusitzliche protektive Eigenschaften zeigen. Eine Bestdtigung fiir die wichtige Funktion
der kleineren HSP’s wurde im Zusammenhang mit Trockenstress bei Gerste gefunden
(Guo et al., 2009). Ein positiver Effekt auf die Kaltetoleranz bei Tomaten konnte mit einer
transgenen Linie, die ein kleines HSP iiberexprimiert, in einer Studie nachgewiesen
werden (Wang et al., 2005). Auch bei der Phanotyp-Genotyp Korrelationsanalyse sind
bei allen Triticeae HSP’s unter den positiv-korrelierten und induzierten Transkripten (+1I)
vertreten.

Die Rolle der WCOR410-Genfamilie bei Ausbildung der Frosttoleranz wurde bereits
von Danyluk et al. (1994) untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass ausschliefslich die
frosttoleranten Spezies Roggen, Weizen und Gerste im Unterschied zu den sensitiven
Kulturpflanzen wie Hafer, Mais, Reis und Raps Proteine der WCOR410-Familie akkumu-
lieren. Die WCOR-410 Genfamilie gehort zu den D-11 LEA-Proteinen und unterscheidet
sich von Dehydrinen durch ihre Aziditdt. Einige Isoformen sind an der Plasmamem-
bran von vaskulédren Zellen lokalisiert (Danyluk et al., 1998). Die Beobachtung, dass
WCOR410 ihre cryoprotektiven Aktivitdten in unterschiedlichen Kompartimenten ent-
falten, erklart auch die unterschiedliche Expression zwischen den Triticeae: Roggen und
Weizen akkumulieren isoforme Proteine deutlich langer als Gerste. WCOR410-Gene
kommen daher als potentielle Kandidatengene fiir die Verbesserung der Frosttoleranz
bei Gerste durch gentechnische Ansitze in Frage, indem sie sensitivere Gewebe vor
Dehydrationsschdden schiitzen konnten. Borovskii ef al. (2002) konnten in Roggen und
Weizen Dehydrin-dhnliche Proteine identifizieren, die spezifisch im Mitochondrium
akkumulieren. Zeitliche und quantitative Unterschiede in der Expression von WCOR410
in meristimatischen Sprosspitzen (crown tissue) und Blédttern von Weizengenotypen
konnten Ganeshan et al. (2008) feststellen, die ebenfalls eine starke Anreicherung von
Transkripten in einem toleranten Genotyp nachgewiesen haben.

4.1.5. Hydrophiline werden verstarkt in Roggen und Weizen induziert

Hydrophiline sind Gly-reiche (6%) hydrophile Molekiile (Hydrophilitatsindex > 1) und
werden als Proteine der ,Spaten Embryogenese” (late embryogenesis abundant proteins,
LEA) bezeichnet. Eine der am besten charakterisierten Untergruppen der LEA-Proteine
sind Dehydrine (Gruppe 2 LEA, oder ,D-11"). Als gemeinsames Merkmal besitzen sie
ein konserviertes und lysinreiches K-Segment mit der Aminosduresequenz EKKGIMDKI-
KEKLPG, das in mehren Kopien in einem Polypeptid vorkommen kann (Close et al.,
1989). Sie entfalten ihre protektiven Eigenschaften im Cytoplasma und im Nukleus. LEA-
Proteinen werden im Allgemeinen protektive Eigenschaften unter abiotischem Stress,
wie Wassermangel, zugeschrieben, wobei die Funktionsmechanismen bisher noch nicht
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aufgeklart wurden (Hundertmark und Hincha, 2008). Es gibt Hinweise darauf, dass
LEA-Proteine enzymatische Reaktionen unter ungiinstigen Bedingungen aufrechterhal-
ten konnen (Reyes et al., 2005). Wie die artspezifische Anreicherungsanalyse bestitigt,
wird bei Roggen und Weizen eine signifikante Anreicherung induzierter LEA-Gene
iiber den gesamten Zeitraum hinweg detektiert. Diese Beobachtung wird unterstiitzt
durch mehrere Publikationen, die die cryoprotektiven Eigenschaften von LEA-Proteinen
fiir die Verbesserung der Kailtetoleranz bei mehreren Spezies belegen (Danyluk et al.,
1994; Ismail et al., 1999a,b; Puhakainen et al., 2004). Dass LEA-Proteine auch interspezi-
fische Stressresistenz verleihen kénnen, konnte in einem Uberexpressionsexperiment
von HVAI und WCOR410 bei Oryza sativa bzw. Fragaria x anassassa gezeigt werden
(Xu et al., 1996; Houde et al., 2004). Ein LEA mit Homologie zu WSI18 wird nur bei
Roggen induziert. Das Protein steht bei Arabidopsis unter der Kontrolle von ABF3, einem
Transkriptionsfaktor, der ABA-Gene induziert (Kang et al., 2002). In einer Studie bei
Oryza sativa konnte durch eine vorherige Trockenstressbehandlung die Kiltetoleranz
eines sensitiven Kultivars erhoht werden (Takahashi et al., 1994). Dass WSI18 bei Tro-
ckenheit in Oryza sativa exprimiert wird, konnte darauf hinweisen, dass Roggen iiber
effektivere Mechanismen zur Bewiltigung des assoziierten Trockenstresses bei Frost
verftigt. Einen weiteren Hinweis auf den positiven Effekt von WSI18 bei Trockenstress
liefern die Ergebnisse von Oh et al. (2005) mit transgenem Oryza sativa.

4.1.6. Histone zeigen eine speziesabhdangige Genregulation in der Spatphase

Histone sind hochkonservierte Bestandteile von Nukleosomen, die fiir die strukturelle
Integritdt der DNA essentiell sind. Modifikationen wie Acetylierung oder Methylierung
haben einen mafigeblichen Einfluss auf die Expression von Genen. Die Repression der
Histongene mit einem Minimum am Tag 7 und dem nachfolgenden graduellen Anstieg
ihrer Transkriptabundanz wurde in einer anderen Transkriptomanalyse bei Gerste eben-
falls beobachtet (Janska et al., 2011). Dabei wurde die Repression von H2A und HTA11
Histon-Typen mit einem Nukleosom-Remodelling wahrend der Kélteakklimatisierung in
Zusammenhang gebracht. Wie eingangs erldutert, zeigen diese Histone (H2A.Z, HTA11)
eine temperaturabhdngige Zunahme der Affinitdt zur DNA bei niedrigen Temperaturen
(Kumar und Wigge, 2010). Die Autoren vermuten, dass die Repression mit der transi-
enten Regulation eines ,Kéalte-Transkriptoms” korreliert und durch eine umfangreiche
Genregulation charakterisiert wird. Diese Beobachtung konnte auch in dieser Analyse
besonders bei Histonen des H2A-Typus bestétigt werden. Das reduzierte Wachstum
wihrend der Kilteakklimatisierung ist ein weiterer entwicklungsbedingter Vorgang, der
zur Absenkung der Transkriptabundanz von Histongenen fiihrt. Jedoch zeigt sich bei
Roggen und Weizen eine umfassende Repression bis in die Spatphase hinein. Die tole-
ranten Spezies verfligen moglicherweise tiber einen Mechanismus, der fiir eine lingere
Transkription des , Kélte-Transkriptoms” verantwortlich ist. Dieser Mechanismus kann
eine weitere Komponente sein, die zu einer besseren Auspragung der Frosttoleranz von
Roggen und Weizen fiihrt. Dass die Adaptivitdt bzw. Widerstandsfdahigkeit von Orga-
nismen durch Regulierung der transkriptionellen Aktivitit an mehreren Ansatzstellen
erhoht wird, zeigten Tsankov et al. (2006) in einer systembiologischen Meta-Analyse.
Wie sich solch ein Mechanismus im einzelnen darstellt, miissen weitere Untersuchungen
zeigen. Denkbar wédren Chromatin-Immunoprazipitations-Experimente (ChIP), wel-
che Proteine (Repressoren, Transkriptionsfaktoren usw.) identifizieren konnen, die mit
dem Chromatin in Wechselwirkung treten konnten. Eine Moglichkeit zur weiteren ex-
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perimentellen Validierung wire die Uberpriifung der Frosttoleranz von transgenen
Linien mit einem bzw. mehreren bestimmten Histongen(en), die unter Kontrolle eines
kéalteinduzierten Promotors stehen und die kilteregulierte Repression kompensieren
konnen.

4.2. Korrelation der differentiellen Genexpression mit
Frosttoleranz in Roggen, Weizen und Gerste

Die Analyse umfasst die Berechnung von phédnotypischen Korrelationskoeffizienten,
um Genexpressionsunterschiede zwischen toleranten und sensitiven Genotypen zu
identifizieren. Die wichtigsten Anpassungen werden zu Beginn der Kélteakklimatisie-
rung initiiert (Fowler, 2008). Erwartungsgemafs zeigen die beiden ersten Zeitpunkte
(Tag 1 und 7, induzierte Genexpression) die hochsten Varianzen bei der Hauptkompo-
nentenanalyse. Die zahlreichen signifikanten Korrelationen bei Weizen konnten darauf
zuriickzufiihren sein, dass die Kélteakklimatisierungsbedingungen fiir Weizen optimal
sind. Beispielsweise konnten die Akklimatisierungstemperatur oder die Zeitpunkte der
Probenentnahme fiir Roggen und Gerste variiert werden, um mehr signifikante Korrela-
tionen zu erfassen. Um in dieser Analyse jedoch die Vergleichbarkeit zu gewihrleisten,
ist es eminent wichtig, identische Bedingungen zu wiahlen. Unter den Kandidatenge-
nen befinden sich zahlreiche bekannte stressinduzierte Gene. Fiir die Aussagekraft der
Analyse spricht weiterhin, dass unter den Kandidaten etliche LEA-Proteine zu finden
sind.

4.2.1. Roggen

Dass bei den sensitiven Genotypen die funktionelle Kategorie LHC II starker reprimiert
wird, stiitzt die These, dass tolerante Genotypen eine hohere Photosynthesekapazitit
aufweisen. Hochsignifikant mit Frosttoleranz korreliert sind S-Adenosylmethionin De-
carboxylasen (SAMDC), die bei der Synthese von Polyaminen involviert sind. Polyamine
zeigen antioxidative Eigenschaften und stabilisieren Membranen und Zellwéande unter
Kiltestress (Gill und Tuteja, 2010). Transformierte Pflanzen mit Biosynthesegenen fiir
Polyamine (wie SAMDC) sind unter diversen abiotischen Stressbedingungen toleranter
als der Wildtyp (Ji-Hong et al., 2007). In der spéteren Phase werden ebenfalls interessante
Kandidaten zur Verbesserung der Frosttoleranz identifiziert: bspw. stehen universal stress
proteins (USP) im Zusammenhang mit osmotischem Stress und reagieren auf diverse
Umweltverdanderungen (Walia et al., 2005; Isokpehi et al., 2011).

Aquaporine sind stressregulierte Wassertransporter (Tyerman et al., 2002; Nogueira
et al., 2003; Aroca et al., 2005) und werden in allen drei Spezies reprimiert, da extrazel-
luldres Wasser durch Eisbildung die Zelle stark dehydrieren kann (Peng et al., 2008).
Bei Roggen weisen jedoch die toleranten Linien eine weniger starke Supression des
Wassertransportes auf. Aquaporine sind fiir den passiven Zell-Zell Transport von Was-
sermolekiilen verantwortlich. Bei Kélte wird die Wasseradsorption der Wurzeln schnell
reduziert (hydralic water conductance). Kéltetolerante Spezies konnen wéhrend der Kal-
teakklimatisierung die Wasseradsorption erhohen, um die osmotische Homoostase
aufrechtzuerhalten (Fennell und Markhart, 1998). Dass tolerante Genotypen die Was-
seradsorption wahrend der Kélteakklimatisierung erhohen, konnten bereits Aroca et al.
(2001) bei Zea mays feststellen.
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Eine weitere interessante Beobachtung ist, dass TIP-Aquaporine bei Roggen generell
bis in Spatphase suprimiert bleiben. Die Aktivitdt der Aquaporine kann durch Phos-
phorylierung erhoht werden, um damit die verminderte Transkription wihrend der
Kalteakklimatisierung zu kompensieren. Wie wichtig die Regulation des aquaporinver-
mittelten Wassertransportes ist, konnten Herman et al. (2006) bei Weizen zeigen. Nach
einer zusatzlich Unternullakklimatisierung wurde eine gesteigerte Frosttoleranz beob-
achtet. Der Grund hierfiir war die Induzierung von PIP-Aquaporinen und des damit
aktivierten Wassertransportes vom intrazelluldren in den extrazelluliren Raum und
die Steigerung der Konzentration von 18slichen Stoffen im Cytoplasma. Des Weiteren
postulierten die Autoren aufgrund widerspriichlichen Aquaporin-Genexpressionen bei
verschiedenen Arten, dass der Zell-Zell Wassertransport unterschiedliche Auspragun-
gen in verschiedenen Spezies hat. Dariiber hinaus kann der Transport von toxischen
Stoffen bei Salzstress (Ionen) durch den Abbruch des Transpirationsstroms und dem
Schliefsen der Stomata reduziert werden (Veselov et al., 2008). Bei osmotischem Stress
konnte gezeigt werden, dass tolerante Gerstedkotypen eine reduzierte Transpiration
aufweisen (Vysotskaya et al., 2010). Welche Rolle die Repression der Aquaporine bei
der Ausbildung der Frosttoleranz bei Roggen spielt, miissen weitere Untersuchungen
eruieren. Dass sich unter den nicht-signifikanten Korrelationen auch Kandidaten fiir
Frosttoleranz befinden, zeigt z.B. die Induzierung von Cystatin. Phytocystatine sind In-
hibitoren fiir Cysteinproteasen und spielen in vielen unterschiedlichen physiologischen
Reaktionen eine Rolle, unter anderem auch zur Bewiltigung von (a)biotschem Stress
(Christova et al., 2006; Zhang et al., 2008).

4.2.2. Weizen

Bei Weizen wird eine signifikante Induktion von Tocopherolbiosynthese-Transkripten
beobachtet. Sie zeigt gleichzeitig ein Charakteristikum fiir Weizen bei der Kalteak-
klimatisierung. Tocopherol (Vitamin E) wird in Pflanzen im Plastid unter Kéltestress
akkumuliert und soll den Photosyntheseapparat vor oxidativen Schiden schiitzen (Berg-
miiller et al., 2003). Der Mechanismus liegt offenbar in der Vermeidung der Photoin-
hibition des PS II und im Schutz der Thylakoidmembranlipide vor Photooxidation
durch ROS-Quenching (Havaux et al., 2005). Einen noch bedeutsameren Mechanis-
mus konnten Maeda et al. (2006) im Verlauf der Kélteakklimatisierung bei Arabidopsis
Tocopherol-Nullmutanten vte2 (vitamin-E2) feststellen. Die Mutante ist defizitdr fiir
die Homogentisat-Phytyltransferase-Aktivitat in der Vitamin-E-Biosynthese und weist
daher keine Tocopherole und deren Intermediate auf. Unter Kalteeinfluss zeigte sich
dabei, dass Tocopherol, neben dem Schutz vor Lipidoxidation, eine entscheidende Rolle
bei dem Export von Photoassimilaten einnimmt. Bei den Nullmutanten wurde eine
Calloseablagerung bei Transferzellen des Phloems beobachtet. Die Mutanten weisen zu-
dem einen verminderten Photoassimilatexport sowie eine vermehrte Akkumulation von
16slichen Zuckern auf. Untersuchungen an RNAi-Linien von Mais und Kartoffel (sdx1
bzw. VTE-1), die defizitdr fiir die Tocopherol-Cyclase-Aktivitat sind, bestatigen die Wech-
selwirkung vom Kohlenhydrat-Metabolismus und der Tocopherol-Biosynthese (Russin
et al., 1996; Hofius et al., 2004). Daher ist es plausibel, dass die intensive Dissimilation
des Weizens parallel mit einer verstarkten Synthese von Tocopherolen einhergeht.

SNF1-dhnliche Protein-Kinasen werden in Folge von diversen Stressbedingungen ak-
tiviert und sind mit calciumabhdngigen Protein-Kinasen (CDPK) verwandt. Sie ver-
fiigen iiber mediatorische Eigenschaften zwischen Signaltransduktion und Energie-
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Metabolismus durch die Modulation von Genexpression und Enzymaktivitat (Halford,
2005). Uberexpression von SNF1-dhnlichen Proteinen hat eine verbesserte Toleranz
gegeniiber abiotischem Stress zur Folge (Mao et al., 2010; Zhang et al., 2010). Eine dif-
ferentielle Expression dieses Gens wird in Gerste nicht detektiert und konnte fiir die
herausragende Toleranz von Roggen und Weizen gegeniiber Frost mitverantwortlich
sein. Transkripte, die im Zusammenhang mit der Ca*"-Signaltransduktion stehen, sind
insbesondere bei Weizen und Gerste differentiell exprimiert. Dariiber hinaus ist bei der
Separabilititsanalyse die Kategorie ,Ca*"-Signaltransduktion” signifikant bei den posi-
tiv korrelierten Transkripten angereichert. Transkripte dieser Kategorie (Calmoduline,
Calcineurin B-like, CDPK) werden u.a. bei abiotischem Stress reguliert und fungieren als
Ca”"-Sensoren (Luan et al., 2002). Nach der Signalperzeption wird Ca*" ins Cytosol aus-
geschiittet (Knight et al., 1996). Es bindet an Ca’*-Sensoren, die daraufhin eine Konforma-
tionsanderung vollziehen und die Aktivitat der Zielproteine durch Bindung beeinflussen.
Die Zielproteine konnen Protein-Kinasen, metabolische Enzyme, Cytoskelett-assoziierte
Proteine u.4. sein, die zelluldre Mechanismen regulieren. Auch Transkriptionsfaktoren
konnen entweder direkt oder indirekt durch Protein-Kinasen/Phosphatasen aktiviert
werden. Wie bedeutsam Calmodulin fiir die Regulation der Kélteakklimatisierung ist,
wurde bei CAMTA-Proteinen (calmodulin binding transcription activator) und in Arabidopsis
gezeigt: Calmodulin interagiert mit CAMTA-Proteinen, die ihrerseits an cis-Elementen
von CBF2-Promotoren binden und somit die Expression verdandern konnen (Doherty
et al., 2009). Aufgrund ihrer Rolle in der Signaltransduktion von abiotischem Stress
stellen Ca*"-Sensoren wichtige Faktoren fiir die Beeinflussung der Frosttoleranz bei
Pflanzen dar. Die unterschiedliche Genexpression verschiedener Ca*"-Sensoren konnte
ein wesentlicher Grund fiir abweichenden Akklimatisierungsmechanismen bei den
untersuchten Triticeae sein. Die divergente Expression der Ca*"-Sensoren kann darauf
beruhen, dass sie in verschiedenen Geweben oder subzelluliren Kompartimenten regu-
liert werden oder grundlegend auf andere Zielproteine ausgerichtet sind. Daher wire es
besonders interessant, die Ziele in den verschiedenen Arten mittels Yeast-Two-Hybrid-
System zu identifizieren, wie es beispielsweise bei Halfter et al. (2000) beschrieben
wurde.

4.2.3. Gerste

Positive korrelierte und induzierte Transkripte der Ubiquitinylierung reichern sich in
der Spatphase signifikant an (P = 0.025). Ubiquitinylierung ist ein Prozess, bei dem
Proteine fiir ihren Abbau durch das 26S Proteasom vorbereitet werden. Dabei wird
Ubiquitin kovalent an das Protein gebunden und durch das Ubiquitin-aktivierende
Enzym (E1) und andere Faktoren (E2, E3) zu dem Proteasom geleitet. Dass etwa E3
Ubiquitin-Ligasen die Thermotoleranz von Arabidopsis beeinflussen, konnten Yan et al.
(2003a) mit iiberexprimierenden Linien belegen. Der Nutzen der Ubiquitinylierung unter
abiotischen Bedingungen ist der Abbau von geschéddigten Proteinen, die Regulation
der Proteinabundanz (z.B. Transkriptionsfaktoren) sowie die N-Wiederverwertung (Bel-
knap und Garbarino, 1996). Die Relevanz der Ubiquitinylierung in der Regulation der
Kalteakklimatisierung verdeutlicht HOS1, das eine E3-Ubiquitin-Ligase kodiert und
einen negativen Regulator fiir die Kélteakklimatisierung darstellt (Ishitani et al., 1998;
Lee et al., 2001). Die verldngerte Ubiquitinylierungsphase bei den Gerstegenotypen ist
moglicherweise ein weiterer Hinweis auf den erhohten Stress der Gerste infolge der
schlechteren Anpassungsmechanismen.
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4.3. Variabilitit der kalteinduzierten Genexpression

Eine Transkriptomanalyse mit neun Okotypen von Arabidopsis bestitigte eine betracht-
liche Variabilitdt in der Genexpression wahrend der Kélteakklimatisierung (Hannah
et al., 2006). Vergleicht man die Analyse mit der vorliegenden Arbeit, werden dhnliche
Muster zwischen Arabidopsis und den Triticeae erkennbar: So ist bspw. die Repressi-
on der Photosynthese konserviert. Zu einer konservierten Induktion kommt es beim
Kohlenhydrat-Stoffwechsel, bei der Glykolyse, beim Sek. Metabolismus, beim Stress, bei
der Redoxregulation, beim Polyamin-Metabolismus und beim Transport. Diese Uber-
einstimmungen verdeutlichen, dass die vorliegende Analyse wichtige Anpassungen
des Metabolismus mit hoher Zuverldssigkeit erfassen kann. In der Anfangsphase der
Akklimatisierung vollziehen sich gravierende Anderungen der Frosttoleranz (ausge-
driickt als LT50) (Fowler et al., 1999). Dabei fiihrt die frithe Anpassung des Metabolismus
zu zwei verschiedenen Wirkungen: Zum einen muss die Pflanze ihre Frosttoleranz
erhchen, zum anderen aber auch das Wachstum und die Entwicklung bei ungtinstigen
Umweltbedingungen gewéhrleisten (Korn et al., 2008). Deshalb kann es, in Bezug auf
Frosttoleranz, schwierig sein, Ursache und Wirkung von Temperaturdnderungen auf
den Metabolismus auseinanderzuhalten und zu interpretieren.

Eine genotypabhingige Genregulation konnte bei diversen Arten nachgewiesen wer-
den (Dunn et al., 1994; Murelli et al., 1995; Grossi et al., 1998; Mastrangelo et al., 2000;
Baldi et al., 2001; Ivashuta et al., 2002; Rizza et al., 2005; Pedron et al., 2009; Hanslin
und Hoglind, 2009). Wie aus Studien bei der Modellspezies Arabidopsis bekannt wurde,
sind genotypische Effekte der Frosttoleranz stark ausgepragt. Die wohl bekanntesten
und intensiv untersuchtesten Regulatoren der Kilteakklimatisierung sind die AP2-
Transkriptionfaktoren CBF. Die CBF-Transkriptionsfaktoren (TF) induzieren COR-Gene
(cold-regulated) und sind bei vielen verschiedenen Spezies (selbst in den sensitiven Spezi-
es Lycopersicon esculentum, Eucalyptus gunnii, Vitis vinifera) konserviert. Die Regulons, die
von den CBF’s reguliert werden, konnen sich in Quantitdt und Qualitdt zwischen ver-
schiedene Arten unterscheiden (Zhang et al., 2004). Eine genotypabhingige Expression
wurde sowohl bei den CBF’s (HvCBF2, HvCBF9, HvCBF4) von Ho cv. Dicktoo (fakultati-
ver Wintertyp) als auch bei Morex (Sommertyp) nachgewiesen und ist abhidngig von den
Allelen Fr-H1 (VRN-H1) und Fr-H2 (Stockinger et al., 2006, 2007; Campoli et al., 2009).
Deutliche Unterschiede in den Expressionsniveaus der CBF’s konnte bei vergleichenden
Expressionsanalysen von Roggen (Campoli et al., 2009), Gerste (Stockinger et al., 2007)
und Weizen (Vagujfalvi et al., 2005) nur zwischen den Winterformen, Sommerformen
und den Spezies gefunden werden. Bei einer Expressionsstudie mit Arabidopsis konnte
gezeigt werden, dass bei mehreren Okotypen zeitliche und quantitative Unterschiede in
der Expression der CBF’s vorkommen (McKhann ef al., 2008; Lee et al., 2009). Obwohl
genetische Untersuchungen die wichtige Rolle von CBF’s unterstreichen, konnte nur
in wenigen Fillen eine Korrelation zwischen Frosttoleranz und Expression von CBF1/2
gefunden werden (Hannah et al., 2006). Walia et al. (2005) zeigten, dass eine hohe Di-
vergenz im Transkriptom innerhalb der Poaceae (Reis, Gerste, Weizen) durch Salzstress
beobachtet werden kann. Bei einer Studie mit kéltesensitiven Mutanten von Arabidopsis
konnten Provart et al. (2003) typische ,, Expressionsphdnotypen” identifizieren, die aus
temporalen und quantitativen Unterschieden bestehen. Die zuvor aufgefiihrten Punkte
fithren daher zu einer dhnlich stark genotypgepréagten kélteinduzierten Genexpression
innerhalb bzw. zwischen den Triticeae. In den bisher publizierten Transkriptomanalysen
(Tab. 4.1) diverser Triticene wurden nur wenige Genotypen und Zeitpunkte untersucht,
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so dass die gegenwartige Analyse eine wertvolle Ressource fiir das kélteregulierte
Transkriptom darstellt. Eine Transkriptomanalyse von Roggen wurde bisher in keiner
offentlich zugéanglichen Datenbank hinterlegt.

Tabelle 4.1 — Veroffentlichte Transkriptomanalysen von Triticeae wiahrend der Kélteakklimatisie-
rung bzw. Vernalisierung.

Spezies Genotypen Design Autor

Hv Luxor Zeitverlauf Janska et al. (2011)
Hv Sonja Kontrollen  Greenup et al. (2011)
Ta Norstar, CI 14106 and PI181268 Zeitverlauf Gaudet et al. (2011)
Ta Paragon, Hamesk, Solstice Kontrolle Winfield et al. (2010)
Ta Chinese Spring, CS(Tsp5A), CS(CH5A)  Zeitverlauf Kocsy et al. (2010)
Hv Morex Zeitverlauf Tommasini et al. (2008)
Hv Dicktoo, Keunal Kontrolle Koo et al. (2008)

Hv Bonus, alb-¢', alb—f17, xan-s¢, xan-b12 Kontrolle Svensson et al. (2006)
Ta CDC Clair, Quantum Zeitverlauf Monroy et al. (2007)
Ta Glenlea, Norstar Zeitverlauf  Gulick et al. (2005)

Aus der genotypischen bzw. speziesspezifischen Analyse lassen sich jedoch folgende
Aussagen beziiglich den Triticeae verallgemeinern: bereits nach einem Tag kommt es
zu einer dynamischen Genregulation, die ihren Hohepunkt bei Tag 7 erreicht und die
bei Tag 21 nachlésst. Ein dhnliches Bild manifestiert sich bei der speziesspezifischen
Analyse: es handelt sich um eine konservierte Regulation, die ebenfalls bei Arabidopsis
zu beobachten ist (Hannah et al., 2005). Auch die tiberschaubare Anzahl von Genen, die
an allen Zeitpunkten in den Triticeae reguliert werden, sind zwischen Arabidopsis und
Triticeae konserviert. Bei den Triticeae wird eine vergleichbare Anzahl von induzierten
Genen reprimiert. Sie verdeutlicht damit die Wichtigkeit der Genrepression wiahrend
der Kilteakklimatisierung.

Uber die Anzahl kilteregulierter Gene gibt es unterschiedliche Schitzungen, die nach
experimentellen Bedingungen und statistischer Analyse stark variieren konnen. In ei-
ner Meta-Transkriptomanalyse von Arabidopsis (Hannah et al., 2005) detektieren 45%
der Mikroarrays-Targets eine differentielle Expression. Die hohe Anzahl von regulier-
ten Genen verdeutlicht die komplexen Mechanismen der Kélteakklimatisierung. Ein
Faktor fiir die Schwierigkeiten bei der Definition von kilteregulierten Genen konnten
Bieniawska et al. (2008) in einer Meta-Transkriptomanalyse bei Arabidopsis identifizieren.
Durchschnittlich 50% der differentiell exprimierten Gene unterschieden sich zwischen
den Experimenten. Verantwortlich dafiir waren in erster Linie tageszyklisch- und cir-
cadianregulierte Gene, die wahrend einer eintdgigen Kéltephase dereguliert wurden.
Moglicherweise sind die hohen Varianzen am Tag 1 bei der Hauptkomponentenanalyse
in der vorliegenden Arbeit auch eine Folge der deregulierten Genexpression. Dariiber
hinaus stellten die Autoren fest, dass Kontrollen ohne Kéltebehandlung diesen Prozess
nicht korrigieren konnen. Deshalb stellt das Fehlen von Kontrollen in der vorliegenden
Arbeit keinen grofieren Nachteil in der Genauigkeit der Analysen dar. Eine stark abwei-
chende Anzahl differentiell regulierter Gene ist zwischen den toleranten Arten Roggen
und Weizen und der sensitiven Gerste bei Tag 21 zu beobachten. Ein moglicher Grund
dafiir sind die weniger effizient angepassten Akklimatisierungsmechanismen, die bei
Gerste fiir eine langsamere metabolische Adaption verantwortlich sind. Die schnelle-

112



4.4. PHYTOTRONEXPERIMENTE (PHANOTYPISIERUNG)

ren Reaktionen des Roggens und des Weizens verldngern die Akklimatisierungsphase,
um auf extreme oder plotzlich auftretende Froste rasch reagieren zu konnen (Fowler
et al., 1996; Fowler, 2008). Unterstiitzt wird diese These durch eine Beobachtung bei
Weizen, bei dem eine signifikante Erhohung der Frosttoleranz bereits nach sieben Tagen
Kalteakklimatisierung auftritt (Kobayashi et al., 2004).

4.4. Phytotronexperimente (Phanotypisierung)

Die Einfiihrung von standardisierten Phytotronexperimenten war notwendig, da die
vielen unterschiedlichen experimentellen Bedingungen zur Evaluierung der Frosttole-
ranz zu wenig vergleichbaren Ergebnissen fiihrten (Sutka, 1981). Phytotronexperimente
sollten es daher erlauben, unter einheitlichen und wiederholbaren Umweltbedingungen,
klimatische Anpassungsreaktionen bei Pflanzen reproduzieren zu kénnen. Die schlechte
Differenzierbarkeit der Frosttoleranz unter Feldbedingungen war ein weiterer Grund,
dass Phytotronexperimente mit spezifischen Unternulltemperaturen durchgefiihrt wur-
den (Gusta und Fowler, 1979). Phytotronexperimente erlaubten es erstmalig, préazise
genetische Studien unter kontrollierten Bedingungen durchzufiihren. Ein Nachteil von
Phytotronexperimenten ist die Simplifizierung der simulierten klimatischen Bedingun-
gen. Dass eine Pflanze eine Temperatursenkung innerhalb einer sehr kurzen Zeit von
20°C auf 4°C erfahrt, kommt in der Natur eher selten vor.

Unter artifiziellen Bedingungen treten daher in den ersten 24-48 Stunden Dehydrie-
rungssymptome auf, die u.U. nicht auf die Kélteakklimatisierung zuriickzufiihren sind
(Trischuk et al., 2006). Um diesen ungewollten Effekt abzumildern, wurde bei der Kil-
teakklimatisierung ein hydroponisches Medium verwendet. Auch die Tatsache, dass
Pflanzen tiber einen prazisen Mechanismus zur Temperaturbeobachtung verfiigen,
macht es besonders notwendig, bei Expressionsstudien die Temperatur exakt zu kontrol-
lieren. Dass bereits geringfiigige Temperaturdnderungen im physiologischen Optimum
zu grofsen Expressionsdnderungen fiihren, konnten Kumar und Wigge (2010) bei Arabi-
dopsis zeigen.

Geeignete Phianotypisierungsmethoden der Frosttoleranz sind Messung des Elektro-
lytverlustes (electrolyte leakage) oder Fluoreszenzmessungen des Photosystems II. Diese
Methoden wurden bereits 1975 fiir die Messung von Frostschdden bei Pflanzen einge-
fihrt (Butler und Kitajima, 1975; Sutka, 1981; King et al., 1982) und stellen etablierte
und zuverldssige Techniken zur Quantifizierung von Frostschdaden dar. Die Quantifi-
zierung der Frosttoleranz durch Feldversuche, kontrollierte Frostsimulation und Fluo-
reszenzmessung wurde bei Francia et al. (2004) bei einer QTL-Analyse als vergleichbar
angesehen.

Bei Phytotronexperimenten wird nach einer optimalen Kultivierungsphase (18-20°C)
die Temperatur fiir die Kélteakklimatisierung auf 2-6°C gesenkt. Allgemein wird eine
Temperatur unter 10°C als Schwellenwert fiir die Initialisierung der Kélteakklimatisie-
rung angegeben (Olien, 1967; Alden und Hermann, 1971). In einer umfassenden Studie
zu Induktionstemperaturen! bei Triticeae hat Fowler (2008) wichtige Eigenschaften der
Kalteakklimatisierung untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass es eine hohe Varia-
bilitdt von Induktionstemperaturen sowohl innerhalb einer Spezie als auch zwischen
verschiedenen Spezies gibt. Beispielsweise liegt die Induktionstemperatur bei einer

1 Induktionstemperatur ist hier definiert als warmste Temperatur, bei der 50% (LT5() der Population bei
-3°C tiberleben.
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Akklimatisierung bei 6°C und sieben Tagen von Secale cereale cv. Puma bei 19.6°C, die
von Hordeum vulgare cv. Kold bei 12.5°C. Der Vorteil der hoheren Induktionstempera-
turen liegt dabei in der ldngeren Zeitperiode fiir die Vorbereitung fiir extreme Winter
sowie in der besseren Ausgangsposition fiir plotzlich auftretende Froste wahrend der
Vegetationsperiode. Aufgrund der hohen signifikanten Unterschiede zwischen den In-
duktionstemperaturen postuliert der Autor, dass die untersuchten Genotypen eine hohe
Variabilitit bei den Mechanismen zur Uberwachung von Temperaturunterschieden
besitzen.

Im Falle der Weizen- und Gerstegenotypen lagen Langzeiterfahrungen hinsichtlich der
Frosttoleranz seitens der Forschungskooperationspartner vor, so dass hier eine Selektion
von eingdngig charakterisierten Genotypen vorgenommen werden konnte und durch
artifizielle Frostsimulationen unter Phytotronbedingungen getestet wurde. Bei den
Roggeninzuchtlinien wurde die Auslese aufgrund von Feldversuchen (Ural, Russland)
durchgefiihrt, so dass eine begrenzte Erfahrung hinsichtlich der Frosttoleranz vorlag.
Die Verteilung der Frosttoleranzen ist daher weniger dichotom. Die statistische Analyse
der randomisierten Simulationen wurden mit Hilfe einer Varianzanalyse durchgefiihrt
um Gruppenunterschiede zu verifizieren. Eine weitere zweifaktorielle ANOVA zeigte
ebenfalls Unterschiede zwischen Genotypen und spezifischen Unternulltemperaturen.
Die Frosttoleranz wurde nach einer zweiwochigen Regenerationsphase anhand der Sché-
digung vom meristimatischen Gewebe des Wurzelsprosses evaluiert. Die gewidhlten
speziesspezifischen Tiefsttemperaturen fiir Weizen und Gerste lieferten eine zuverlassi-
ge Aufteilung der Genotypen. Frostsimulationen bei noch tieferen Temperaturen, die
maximal bei akklimatisierten Roggen bis zu -34°C, bei Weizen bis zu -25°C und bei
Gerste bis -19°C betragen, konnten optimierte Frosttoleranzwerte liefern. Eine weitere
interessante Fragestellung ware die Aufklarung, wie der Heterosiseffekt bei Hybridrog-
gen die Stresstoleranz beeinflusst. Dass Heterosis die Genexpression beeinflusst (bis zu
10%) konnten Swanson-Wagner et al. (2006) mittels Transkriptomstudie bei Zea mays
nachweisen. Die Roggenhybride zeigten auch bei den Frostsimulationen eine hohere
Stresstoleranz als die hier verwendeten Inzuchtlinien (unvero6ffentlichte Daten). Die
Inzuchtlinien selber bewiltigen aber auch ohne Heterosis Temperaturen von -21°C, bei
der letale Schdden bei Weizen und Gerste eintreten wiirden.. Auch technisch wéren
Tiefsttemperaturen von -34°C in einem Phytotron nur schwer umzusetzen.

4.5. Evaluierung der Datenqualitiat mittels gRT-PCR

Der Vergleich zwischen beiden technischen Plattformen zeigt gute Korrelationen zwi-
schen Array- und qRT-PCR-Expressionswerten und bestétigt die Detektion differentieller
Genexpression auch bei Verwendung von heterologen Sonden. Die cDNA-Proben der
Makroarrays konnen hinsichtlich Klonidentitdt und chiméren Sequenzen fehlerhaft sein
(Halgren et al., 2001). Bei der Resequenzierung konnten bei 2 von 15 cDNA-Proben solche
Unstimmigkeiten nachgewiesen werden. Um die Klonidentitdt von cDNA-Bibliotheken
zu liberpriifen, wurden bei der Herstellung des Makroarrays Proben aus den Biblio-
theken resequenziert. Die Beobachtung, dass Arrays im Vergleich zur qRT-PCR den
FC-Wert oft unterschitzen, wurde von Yuen et al. (2002) publiziert. Die Autoren empfeh-
len deshalb eine Art Kalibrierung der Arraydaten durchzufiihren, um die Genauigkeit
der Berechnung von FC-Werten zu erhdhen. Den Grund fiir die Uberschitzung nicht-
induzierter Transkripte sehen die Verfasser in unspezifischen Hybridisierungen und in
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der Sattigung des Signals. Diese Griinde haben dazu beitragen, dass nur wenige signifi-
kante Korrelationen berechnet werden konnten. Gleichwohl zeigen die Ergebnisse bei
Gerste hohe Korrelationskoeffizienten und machen deutlich, dass eine Transkriptomana-
lyse ein probates Mittel fiir die Identifizierung von Kandidatengenen darstellt. Dass
einige Gene zu widerspriichlichen Ergebnissen zwischen beiden technischen Plattformen
fiithren, ist ein weithin bekanntes Problem. Die Griinde sind vielféltig und resultieren
aus spezifischen, methodischen Defiziten der Plattformen (Morey et al., 2006). Neben
technischen Ursachen sind auch die Normalisierungsstrategien zwischen Makroarrays
und qRT-PCR unterschiedlich und kénnen daher zu abweichenden Ergebnissen fiihren.

4.6. Bemerkungen zur Datenanalyse

Die vorliegende Studie wurde wahrend einer Phase geplant und durchgefiihrt, bei der
technische Neuentwicklungen in der funktionellen Genomik noch nicht verfiigbar waren.
Oligonukleotid-Mikroarrays fiir Weizen oder Roggen waren zu dieser Zeit ebenfalls
nicht erhéltlich. Aus heutiger Sicht ist die direkte RNA-Sequenzierung (Wang et al.,
2009) die Methode der Wahl, um quantitative Transkriptomvergleiche zwischen Spezies
zu realisieren. Vorteile der RNA-Sequenzierung gegeniiber hybridisierungsbasierten
Methoden sind:

* Verzicht auf Hybridisierungen

¢ keine vorherigen Kenntnisse der Genomsequenz

komplette Genomabdeckung des Transkriptoms

Identifizierung und Quantifizierung seltener Transkripte

zusétzliche Informationen tiber Spleifivarianten und Sequenzvariationen (Metzker,
2010).

Die hohe Sequenzidentitit der Triticeae erlaubt es, heterologe Hybridisierungssysteme
zu nutzen. Beispielsweise unterschreitet die Sequenzkonservierung zwischen Weizen
und Gerste selten 85% (Mayer et al., 2009). Bei einem Vergleich von Hybridisierungs-
resultaten mit RNA von Solanum tuberosum (Kartoffel) und Lycopersicon esculentum
(Tomate) mit einem Kartoffel cDNA-Makroarray konnten Korrelationskoeffizienten von
r = 0.88 bzw. r = 0.89 berechnet werden (Bar-Or et al., 2006). Aufgrund der lingeren
(Vollangen)-cDNAs wirken sich kleinere interspezifische Unterschiede weniger stark
auf die Analyse aus als bei Oligo-Mikroarrays (Renn et al., 2004; Bar-Or et al., 2007). Um
etwaige Sequenzunterschiede zu kompensieren, sind die Hybridisierungsbedingungen
weniger stringent gewédhlt worden. Kocsy et al. (2010) konnten mit identischen Hybri-
disierungsparametern zuverldssig stressinduzierte Transkripte in Weizen durch einen
Gerste cDNA-Makroarray identifizieren. Die weniger stringenten Hybridisierungsbedin-
gungen haben den Effekt, die Effizienz der Hybridisierung mit heterologen Sonden zu
erhohen. Sie erleichtern damit auch die Detektion reprimierter Gene. Einer Reduzierung
der Signalintensititen, die oft bei CSH (cross-species hybridisation) auftreten, wird entge-
gengewirkt: die Signalintensitdten der heterologen Hybridisierung sind vergleichbar
mit denen der homologen Experimente. Eine zunehmende Detektion von Signalintensi-
taten oberhalb der Sittigungsgrenze konnte bei den heterologen Hybridisierungen nicht
beobachtet werden.
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4.6.1. Detektion differentieller Genexpression

Die Gegeniiberstellung der Signal/Hintergrund Verhéltnisse zeigt nur in den unteren Si-
gnalbereichen abweichende Hybridisierungseigenschaften bei den heterologen Hybri-
disierungen. Die Ursache ist sowohl eine verstdarkte Kreuzhybridisierung, als auch
unspezifische Hybridisierungen aufgrund der verringerten Hybridisierungsstringenz.
Diese Signale wurden durch ein Filterkriterium (Signal/Hintergrund > 2) aus der Analyse
ausgeschlossen. Bei den heterologen Hybridisierungen konnte eine dhnliche Anzahl von
Transkripten detektiert werden, die den Qualititsmerkmalen entsprach. Ein weiteres
Filterkriterium ist die Begrenzung der Anzahl auf 2000 differentiell exprimierte Gene,
die als Grundlage fiir die genotypische Analyse dienen. Bei der speziesspezifischen
Analyse sind nur jene Gene als kiltereguliert definiert, die bei mindestens drei Geno-
typen eine differentielle Expression aufweisen. Die hohen Konkordanzkoeffizienten
bei Tag 0 verdeutlichen die hohe Korrelation der nicht-akklimatisierten Transkriptome
zwischen den Spezies. Der FC (meistens 1,8 - 3,0) wurde als einfache ad hoc Methode zur
Feststellung differentieller Expression genutzt und diente als erstes Kriterium fiir die
Detektion differentiell regulierter Gene in Mikroarray-Experimenten (Schena et al., 1995,
1996). Aus statistischen Griinden dominieren falsch-positive Fehler in den Genlisten.
In einer Studie von Lee et al. (2000) konnte die Zahl der falsch klassifizierten Gene
durch Replikation von maximal 9% auf 0,7% gesenkt werden. Tendenziell werden bei
der Detektion regulierter Gene durch das FC-Kriterium schwécher exprimierte bzw.
weniger hochabundante Gene selektiert (Mutch et al., 2002). Bei einem Vergleich von elf
Selektionsmethoden zeigten Genlisten, die mittels dem FC-Kriterium ermittelt worden
sind, die groften Ubereinstimmungen mit jenen, die durch Rangprodukte und BGA
(Between Group Analysis) erstellt worden sind (Jeffery et al., 2006).

Generell konnen Hybridisierungsartefakte bei heterologen Hybridisierungen vorkom-
men und sich unterschiedlich auswirken. Wegen fehlender Sequenzkonservierung konn-
ten Transkripte nicht detektiert werden oder es kommt zu einer Reduzierung bei der
Anzahl von differentiell exprimierten Genen (Bar-Or et al., 2006). Als weiteres Problem
gelten Kreuzhybridisierungen, die von Mitgliedern hochkonservierter Genfamilien be-
glinstigt werden. Der Vorteil von cDNA-Makroarrays beziiglich Kreuzhybridisierungen
ist, dass die langeren Sonden eine hohere Spezifitit erreichen (Kane et al., 2000). Ein
weiterer kritischer Punkt bei der Detektion einer differentiellen Genexpression besteht
bei sogenannten Sequenzendeletionen (gaps), die die Hybridisierungseffizienz redu-
zieren konnen. Durch die zuféllige Anlagerung der Primer-Nonamere wahrend der
cDNA-Markierungsreaktion (random priming) werden jedoch von der selben cDNA
unterschiedliche Sonden synthetisiert. Zu beachten bleibt, dass bei einer geschitzten
Genomgrofie von 38.000-48.000 Genen bei Gerste (Mayer et al., 2009) und dem 12.000 Uni-
genen umfassenden Makroarray kilteinduzierte Genregulationen nicht erfasst werden
konnen.

4.6.2. Normalisierung und funktionelle Annotation

Die Griinde fiir die Notwenigkeit einer Normalisierung sind bspw. verschiedene RNA-
Quantitdten, Varianz beim Spotting, Unterschiede bei der Markierungsreaktion sowie
unspezifische Hybridisierungen. Die hier verwendete Quantilnormalisierung kann im
Gegensatz zu Skalierungsmethoden (Medianzentrierung) die Varianz zwischen den
Arrays reduzieren (Abs. 3.3.1) (Bolstad et al., 2003). Die Datensédtze wurden separat nach
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Spezies normalisiert, um mogliche Artefakte der heterologen Hybridisierungen nicht
auf andere Teildatensdtze zu iibertragen. Die hierarchische Clusteranalyse mit allen
12.086 Genen resultierte in weitgehend homogenen Gruppen von Zeitpunkten bei allen
Spezies. Dies zeigt, dass auch die heterologen Hybridisierungen konsistente Datensitze
liefern und aussagekréftige Interpretationen zulassen. Die wenigen heterogenen Cluster
konnen auf verschiedene Akklimatisierungsraten bzw. Entwicklungsvorgange in den
Genotypen zuriickgefiihrt werden (Fowler und Limin, 2004).

Um biologische Fragestellungen mittels Transkriptomanalysen interpretieren zu kénnen,
ist es hilfreich, Gene im biologischen Zusammenhang zu analysieren. So kann eine
funktionelle Redundanz von Genen besser interpretiert werden. Die MapMan-Ontologie
ist fiir Arabidopsis annotiert worden. Sie ist hierarchisch aufgebaut, d.h. die 34 funktio-
nellen Kategorien besitzen spezifischere Unterkategorien. Fiir alle drei Arten wurde
dasselbe Annotationsmodell genutzt, um eine Vergleichbarkeit herstellen zu kénnen.
Die fiir die Annotation genutzten Contigs stammen aus der HarvEST-Datenbank (Close
et al., 2007) und umfassen etwa 500.000 EST-Sequenzen fiir Gerste. Die Verteilung der
funktionellen Kategorien dhnelt der fiir Arabidopsis (Urbanczyk-Wochniak et al., 2006).
Rund 600 cDNA-Klone wurden in mehr als eine Kategorie eingeteilt. Griinde hierfiir
konnen chimire cDNA-Klone oder multifunktionale Proteine sein. Uberdurchschnittlich
viele Sequenzen wurden in die Kategorie ,Unbekannt” eingeteilt. Griinde hierfiir liegen
in den stringenten Annotationsparametern von ,Mercator” und in der Tatsache, dass die
Annotation auf der dikotylen Spezies Arabidopsis basiert. Sato et al. (2009) analysierten
5006 Volllangen-cDNAs und identifizierten etwa 11% als gerstespezifisch. Bei einer
funktionellen Annotation des selben Makroarrays konnten ebenfalls mehr als 5000 Gene
keiner Kategorie zugeordnet werden (Sreenivasulu et al., 2006).

4.7. Ausblick

Die Resultate stellen einen relevanten Beitrag fiir ein besseres Verstandnis der Kalteakkli-
matisierung verschiedener Triticeae-Spezies dar. Zum einen reprasentieren die Ergebnisse
einen Consens von Genen, der fiir die Kdlteakklimatisierung funktionell von Bedeu-
tung ist. Zum anderen konnen aus den vorliegenden Daten funktionelle Marker fiir
Frosttoleranz entwickelt werden. Mit der Entwicklung der neueren RNA-Seq Technolgie
konnen die Resultate auf der Gesamtebene des Transkriptoms noch gezielter untersucht
werden. Es wire interessant, die Fragestellung dieser Arbeit dahingehend zu erweitern,
inwiefern die Analyse verschiedener Gewebearten genauere Informationen iiber die
Rolle orthologer Gene aufzeigt. Mit Hinsicht auf mogliche klimatischen Veranderungen,
z.B. durch die Erderwdarmung werden neue Eigenschaften von Kulturpflanzen benétigt.
Mittels transgener Ansdtze konnen die hier identifizierten Kandidatengene in sensitivere
Arten transformiert werden, um Linien zu erzeugen, die gegen klimatische Einfliisse
besser gewappnet sind. So stehen Vernalisierung und biotischer Stress im Fokus der
zukiinftigen Erforschung der Kélteakklimatisierung. Ein wichtiger Aspekt wird auch
der Prozess der Deakklimatisierung sein, bei der die Pflanze ihre Frosttoleranz durch
plotzlich auftretende Warmeperioden im Winter verlieren konnen.
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Tabelle A.1 - Polymorphismus der verwendeten 38 Mikrosatelliten. MAF, major allel frequency;
GD, gene diversity; PIC, polymorphism information content.

Marker Allele | Beob. | MAF | GD | PIC
GBM1007 2 5| 080 0,32 0,27
GBM1008 1 6| 1,00 | 0,00 | 0,00
GBM1013 2 41 0,750,338 | 0,30
GBM1015 4 41 02510751 0,70
GBM1018 1 4| 1,00 | 0,00 | 0,00
GBM1020 2 6| 050 05010,38
GBM1021 1 5] 1,00 | 0,00 | 0,00
GBM1026 2 6| 0500501 0,38
GBM1029 2 6| 083028 ] 0,24
GBM1031 3 6| 067|050 0,45
GBM1033 3 6| 050 0,61]0,54
GBM1043 1 6| 1,00 | 0,00 | 0,00
GBM1047 2 6| 0830281 0,24
GBM1054 3 6| 0,67 0501|045
GBM1060 2 5| 080 0,32 0,27
GBM1061 2 41 0,750,381 0,30
GBM1063 2 5| 080|032 0,27
GBM1075 3 5| 0,60 | 0,56 | 0,50
GBM1110 2 6| 083|028 0,24
GBM1176 3 41 0501 0,63] 0,55
GBM1208 2 4 0,750,381 0,30
GBM1212 3 6| 067|050 0,45
GBM1218 1 6| 1,00 | 0,00 | 0,00
GBM1221 3 41 050 10,63 0,55
GBM1256 4 5| 040 | 0,72 | 0,67
GBM1280 1 51 1,00 | 0,00 | 0,00
GBM1334 2 6| 067|044 0,35
GBM1363 2 6| 067|044 0,35
GBM1404 1 6| 1,00 | 0,00 | 0,00
GBM1405 2 41 0,750,381 0,30
GBM1413 2 6| 0500501 0,38
GBM1419 3 6| 067|050 0,45
GBM1459 2 6| 083|028 0,24
GBM1461 4 6| 033|072 0,67
GBM1464 4 5| 040 0,72 | 0,67
GBM1483 1 51 1,00 | 0,00 | 0,00
GBM1501 3 5] 0,60 0,56 | 0,50
GBM1516 2 41 0,750,381 0,30
Mittelwert 2,23 526 | 0,71 0,37 | 0,32
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Tabelle A.2 - Ubersicht iiber die funktionellen Kategorien des Makroarrys.

BIN-Eintriage % | MapMan BINs
107 | 0.8 | 1PS
97 0.8 | 2 major CHO metabolism
82 | 0.6 | 3 minor CHO metabolism
63 0.5 | 4 glycolysis
25 0.2 | 5 fermentation
18 0.1 | 6 gluconeogenese/ glyoxylate cycle
19| 0.1 |7OPP
70| 06| 8TCA /org
71 0.6 | 9 mitochondrial electron transport
197 1.6 | 10 cell wall
338 | 2.7 | 11 lipid metabolism
29 0.2 | 12 N-metabolism
211 1.7 | 13 amino acid metabolism
6 0 | 14 S-assimilation
32 | 0.3 | 15 metal handling
168 1.3 | 16 secondary metabolism
230 1.8 | 17 hormone metabolism
26 | 0.2 | 18 Co-factor and vitamine metabolism
28 0.2 | 19 tetrapyrrole synthesis
322 2.5 | 20 stress
127 1 | 21 redox
18 0.1 | 22 polyamine metabolism
91 0.7 | 23 nucleotide metabolism
15 0.1 | 24 Biodegradation of Xenobiotics
20 | 0.2 | 25 Cl-metabolism
545 | 4.3 | 26 misc
1146 9 | 27 RNA
337 | 2.7 | 28 DNA
1968 | 15.5 | 29 protein
458 | 3.6 | 30 signalling
397 | 3.1 | 31 cell
271 2.1 | 33 development
434 3.4 | 34 transport
4715 | 37.2 | 35 not assigned
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Tabelle A.3 - Ubersicht iiber die Anzahl und Verteilung differentiell exprimierter Gene (2-fach)
an den verschiedene Zeitpunkten und deren Kombinationen fiir die jeweils 1000 stdrksten indu-
zierten bzw. reprimierten Genen. Das gleiche Gen kann an den unterschiedlichen Zeitpunkten
induziert oder reprimiert sein und daher redundant gezahlt werden. Am Zeitpunkt Tag 7 erreicht
die Genregulation in allen drei Arten ihren Hohepunkt. Einige Weizen- und Gerstegenotypen
(Uljanovka, G.K. Tiszatdj, Hundred oder Kold) haben im Vergleich zu den anderen Genotypen
eine hohere Anzahl permanent induzierter bzw. reprimierter Gene. G = Genotypen, T = Tag.

Anzahl induzierter Gene Anzahl reprimierter Gene
G T1 T 1+7 T7 T7+421 | T21 | T121 T1 T 147 T7 T7+21 | T21 | T121
1 | 362 | 261 | 778 405 574 | 155 || 281 | 204 | 719 450 704 | 148
2 | 509 | 236 | 672 353 442 | 106 || 527 | 209 | 612 302 405 95
3 | 715 | 241 | 446 | 154 | 283 | 79 || 799 | 229 | 408 | 141 | 211 | 52
4
5
6

612 | 205 | 382 140 412 61 688 | 203 | 351 172 417 75
674 | 271 | 488 257 555 | 146 || 765 | 339 | 530 360 731 | 249
461 301 783 401 526 | 187 || 352 | 273 | 893 418 508 | 186

X | 556 | 2563 | 592 285 465 | 122 || 569 | 243 | 586 307 496 | 134
7 | 580 | 406 | 792 317 395 | 169 || 428 | 346 | 862 310 379 | 134
8
9

799 | 747 | 939 797 822 | 627 || 740 | 654 | 910 800 872 | 544
516 | 339 | 794 425 507 | 200 || 509 | 256 | 718 419 470 84
10 | 788 | 557 | 699 476 700 | 378 || 783 | 394 | 560 385 816 | 237
11 | 499 | 270 | 709 211 432 | 120 || 640 | 330 | 634 311 662 | 134
12 | 729 | 565 | 820 631 725 | 392 || 741 | 505 | 764 562 641 | 313
X | 652 | 481 | 792 476 597 | 314 || 640 | 414 | 741 465 640 | 241

13 | 776 | 679 | 881 534 589 | 358 || 897 | 881 | 977 789 810 | 697
14 | 714 | 515 | 757 407 531 | 223 || 738 | 576 | 826 466 551 | 239
15 | 875 | 717 | 831 427 511 | 343 || 927 | 791 | 863 679 813 | 614
16 | 518 | 435 | 844 693 819 | 315 || 576 | 476 | 891 743 843 | 359
17 | 603 | 505 | 848 677 783 | 382 || 666 | 575 | 899 654 744 | 361
18 | 748 | 436 | 654 347 450 | 186 || 766 | 615 | 824 380 515 | 218
X | 706 | 548 | 803 | 514 | 614 | 301 || 762 | 643 | 880 | 619 | 713 | 415
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Tabelle A.5 - Ubersicht Korrelationsanalayse Phinotyp- versus Expressionsdaten. Anzahl signifikanter (« = 0.05) positiver:negativer Korrelationen bei
induzierten und reprimierten Genen.

Secale cereale Triticum aestivum Hordeum vulgare
1d 7d 21d 1d 7d 21 d 1d 7d 21d

1PS 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:1/1:0 1:2/1:3 0:0/1:5 1:0/0:0 0:0/1:0 0:0/0:0

2 major CHO metabolism 0:1/0:0 0:0/0:0 1:0/0:0 3:0/1:0 4:1/0:1 4:0/0:0 0:0/0:1 0:0/0:0 0:0/0:0

3 minor CHO metabolism 0:1/0:0 0:0/1:0 0:0/0:1 2:0/0:0 1:0/0:0 0:0/0:0 1:0/1:0 1:0/0:0 0:1/0:0

4 glycolysis 0:0/0:0 0:0/1:0 0:0/0:0 0:0/0:0 4:1/0.0 0:0/0:1 0:0/0:0 0:0/0:0 3:0/0:0

5 fermentation 1:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 1:0/0:0 1:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0

6 gluconeogenese/ glyoxylate cycle 0:0/1:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/1:0 1:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 1:0/0:0
7 OPP 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:1 0:0/1:0 1:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0

8 TCA / org 0:0/0:0 0:0/0:0 0:2/0:1 1:0/0:0 3:1/0:0 0:0/0:0 1:0/0:0 1:0/0:0 1:0/0:0

9 mitochondrial electron transport 0.0/0:0 0.0/0:0 0.0/0:0 0:0/0.0 0.0/0:0 1:1/0:0 0:0/0:0 0.0/0:0 0:0/0:1
10 cell wall 0.0/2:0 0.0/0:0 1:0/0:0 0:1/1.2 0.0/0:2 0.0/0:1 0:1/0:1 1:0/0:5 1:0/4:3

11 lipid metabolism 0.0/0:0 0.0/0:3 0.0/0:0 3.0/2:0 4:2/0:1 1:1/1:2 1:0/1:0 0.0/1:0 3.0/0:1

12 N-metabolism 0.0/0:0 0.0/0:0 0:0/0:0 0:0/0.0 1:.0/0:0 0.0/0:0 0:0/0:1 0:0/0:1 0:0/0:0

13 amino acid metabolism 0.0/0:0 0.0/0:0 3:1/0:0 0:0/0:1 2:0/0:0 2:1/2:1 0:0/0:0 1:1/2:1 0:0/1.3

14 S-assimilation 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:1 0:0/0:0 0:0/0:0

15 metal handling 0:0/1:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/1.0 2:0/0:0 0:0/0:1 0:0/0:0 0:0/0:0 1:0/0:0

16 secondary metabolism 0:1/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:2/0:0 5:0/1:2 1:1/0:2 0:0/0:0 1:0/0:1 0:1/0:3

17 hormone metabolism 0:2/0:1 0:0/1:1 1:0/1:0 0:2/0:0 1:0/1:1 2:1/0:1 0:0/0:1 0:0/1:0 2:0/0:4

18 Co-factor and vitamine metabolism 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 1:0/0:0 1:1/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 2:0/0:0
19 tetrapyrrole synthesis 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/1:0 0:0/0:0 0:0/1:0 0:0/0:1 0:0/0:0 0:0/1:0 1:0/0:0

20 stress 1:1/0:0 1:1/0:0 1:1/0:0 1:1/0:2 5:2/0:0 1:2/1:2 2:0/2:0 2:1/0:0 4:2/1:0

21 redox 0:1/0:0 0:0/0:1 0:0/0:0 3:1/1:0 4:0/0:0 2:0/0:0 0:0/0:0 1:0/0:0 2:0/0:0

22 polyamine metabolism 0:0/0:0 1:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 2:0/0:0 0:0/0:1 0:0/0:0 0:0/0:0 0:1/0:0

23 nucleotide metabolism 0:0/0:0 0:0/0:0 1:0/0:1 0:0/0:1 0:1/0:1 0:0/0:0 1:0/0:0 0:0/0:0 1:1/2:1

24 Biodegradation of Xenobiotics 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0
25 Cl-metabolism 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 1:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0 0:0/0:0

26 misc 1:0/1:0 1:0/0:0 3:1/5:2 1:1/2:2 5:1/5:4 2:5/0:3 0:3/0:1 5:1/1:1 5:0/1:0

27 RNA 0:2/3:0 0:0/0:0 0:0/0:4 2:1/3:2 5:1/3:4 8:2/1:7 1:0/1:0 0:3/2:0 6:1/2:1

28 DNA 0:0/1:0 0:0/0:2 0:0/0:0 0:1/0:0 1:0/0:7 1:0/0:23 1:0/0:3 0:0/2:3 1:0/0:4

29 protein 0:1/3:0 1:5/2:0 2:2/0:4 6:8/3:4 25:7/7:9 7:1/2:16 2:3/1:2 3:2/1:4 10:4/3:6

30 signalling 0:4/1:0 0:0/0:0 0:0/0:0 1:2/0:1 4:2/3:2 4:0/1:4 2:0/1:1 1:1/0:1 1:0/0:2

31 cell 1:3/0:0 0:0/1:1 1:0/0:4 1:0/1:0 3:4/1:3 0:1/1:3 1:0/0:0 0:1/1:0 2:1/0:2

33 development 0:2/0:0 0:0/1:0 0:0/0:1 3:2/1:0 6:0/0:2 5:0/0:3 0:0/0:0 0:0/0:0 1:0/0:1

34 transport 0:3/1:0 1:0/0:1 3:0/0:1 1:3/3:2 7:2/1:0 2:4/0:9 1:3/0:3 0:3/0:2 3:1/1:1
35 not assigned 1:3/6:0 8:1/3:3 4:4/1:5 16:9/16:14 33:15/16:17 25:11/9:27 4:9/0:8 6:9/9:5 18:9/8:14

Yy | 5:25/20:1 13:7/10:12 21:11/8:25 | 44:35/38:31 133:42/40:59 70:32/19:113 | 19:19/7:23 23:22/22:24 69:22/23:47
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Tabelle A.7 — Verwendete Primer fiir qRT-PCR (Gerste).

Oligo ID (5’- bzw. 3’-Ende) ID Sequenz 5’ Sequenz 3’

Actin_S Actin_AS GCCGTGCTTTCCCTCTATG GCTTCTCCTTGATGTCCCTTA
HvRBS S1 HvRBS AS1 GACGAACGATTTGCACGTC GCGAAGCCAGAGGAAACT
HvGAPDH-F1 HvGAPDH-R1 CAATGCTAGCTGCACCACCAACTG CTAGCAGCCCTTCCACCTCTCCA
HvSUCDH S  HvSUCDH AS AGTTCTGAAGCTTTGGGAGAATGGAG ACATGAACACCTTGGATGACGAAGTC
HvDHN9-S6 HvDHN9-AS8 HF24]18 TCCAAGGGCAGCACGACAACC GAGCGGCGTGCGCTCCCCCCA
HvPDX S1 HvPDX AS1 HTO9B0O5 GGCCACCATATCAACACCTGCCATCC AGGAGGTGCATGGTTGCTACGACTTGAA
HvAR S2 HvAR AS2 HA13D08 TGGCGTTGCGCTGGAACATT CGTAGGCGAGGAGCATGATGAAGCT
HvCDSP_S1 HvCDSP _AS1 HAO07D15 TGAACCCACCAAGGCATCTCACCAGC CGGGTGTTCTTGTTCGTGAAGCGA
HvGM10 S1 HvGM10 SA1l HA22D14 TTGATGATTTGTGTTCCCATTTGCG CAGATTTGCGACGGGACTACATCAA
HvSTO S2 HvSTO AS2 HY01B17 GCCTTCGTCTTCTGCGTGGAGGACA TGTAGCGTTGGTGGTTGGCGGAGAG
HvUMP S2 HvUMP AS2 HF23P23  AGCCATGGGCACGGTTGTGGAT CACCCAACATGTTCTCAGCAACCA
HvIP3K S1 HvIP3K AS1 HZ62F20 CCTGGAGTACTTTGGGAGCTGATGC CTGCAAGCTGAAGGAACATGGAAGA
HvCAX S3 HvCAX AS3 HV13B09 TCGTCGCGCAGTGCTTCCACTT GCCAGTGTAGAGGGCAATCTGCTCT
HvNADK S2  HvNADK AS2 HF02A08 TTGACCTCATTGTAACTCTCGGCGG AAGCAACAACTGGAGGAACTGGTCC
HvCS S2 HvCS AS2 HZ39A14 GAATGACCACTGGGACACCGATTC TCCGCATGGGAAGGTCTGTACG
HvAO S2 HvAO AS2 HT10H12 CACGTGCCCAACACGATGCTCGACA ACTGCGGCAACGGTCTCCAGCATCA
HvTSC S2 HvTSC AS2 HF19F09 ACTACCGTTGTCCTTGGTGCTGTCG AGATGCACTCACGACAGTTGGCAAT
HvCK S2 HvCK AS2 HA21L06  ACAACCTTGACATGCCTGGTCCC GCACAGGTTCTTGGCAGTTTTGAGC
HvICE S1 HvICE AS1 HS14015 TATGCAAGTATGAGATCCCGGAGCA GGTGACCCTCAACTTGGAACAAGCT
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Tabelle A.9 — Uberreprasentationsanalyse Photosynthese (97 Eintrdge). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl regulierter
Gene; +/-, Uberreprisentiert (+), Unterreprasentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des Fisher-Tests
(Unterreprésentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 1+7 7 7+21 21 1+7+421 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21
7 G 7 n 7 +/- p 7 /- p | +/- b | +/- b |+/- b | +/- p /- p | +/- b | +/- b |+/- b |+/- p +/- P
1 32 0.792 1.000 0.600 0.660 0.630 0.991 0.086 0.074  +++ 3e-06 0.054 + 0.016 0.080
2 39 0.581 0.863 0.794 0.330 0.266 1.000 1.000 1.000  +++ 4e-12  +++ 9e-08  +++ 9e-07 0.557
4 26 1.000 1.000 0.966 0.738 1.000 1.000 0.246 0.072 + 0.015 0.273 + 0.037 1.000
5 29 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 +++  8e-04 + 0.012 ++ 0.001 + 0.017 + 0.020 0.136
6 37 1.000 1.000 0.828 0.660 0.461 0.824 +++  9e-05  +++ 2e-04 44+ 3e-08 +++ 3e-05 +++ 2e-05 0.055
3 26 0.686 1.000 1.000 0.991 0.541 1.000 0.397 0.105  +++ le-04  +++ 2e-04 +++ 2e-05 0.087
9 48 0.586 0.161 0.604 0.822 0.733 0.623 +++  9e-04  +++ 2e-05 +++ 3e-15  +++ 8e-09 +++ 9e-09 +++ 4e-06
8 32 0.607 0.474 0.863 1.000 1.000 0.790 + 0.010 ++ 0.009  +++ 8e-04  +++ 2e-04 +++ 2e-04 4 0.002
7 48 0.187 + 0.032 0.392 1.000 1.000 0.998 +++ 4e-05  +++ 3e-06 +++ le-14  +++ 9e-07  +++ 2e-06 + 0.017
12 37 0.463 0.177 0.615 0.998 1.000 0.483 +++  2e-04 +++  4e-06  +++ 1e-07  +++ 4e-08  +++ 4e-07  +++ 9e-07
10 30 0.511 0.172 0.354 1.000 0.937 0.963 ++ 0.003  +++ 3e-04 +++ B8e-04 0.967 0.956 0.467
11 31 0.315 0.076 0.808 0.656 1.000 0.338 +++  3e-04  +++ 2e-06 +++ 2e-05 0.120 0.446 0.168
14 34 1.000 0.737 0.378 0.660 0.463 1.000 +++  2e-04 44+ 2e-05  +++  1e-07 0.062 0.169 0.256
15 18 1.000 1.000 0.957 1.000 1.000 0.943 1.000 0.950 0.531 0.679 0.956 0.993
13 41 0.152 0.052 0.199 0.738 0.898 0.330 +++  8e-12  +++ Be-12  +++ 9e-14 + 0.044 + 0.049 0.250
17 37 0.898 1.000 0.734 1.000 0.828 1.000 +++  3e-08  +++ 2e-09  +++ 6e-11  +++ le-04  +++  6e-04 ++ 0.002
18 42 1.000 1.000 0.792 0.790 0.553 1.000 +++  7€-06  +++ 2e-07  +++ 3e-15  +++ 8e-04 ++ 0.009 0.091
16 29 1.000 1.000 0.734 0.451 0.245 1.000 +++  1e-03  +++  le-04  +++ 7e-06 + 0.023 0.057 0.093
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Tabelle A.11 - Qwmﬂwm@wmmmsﬂmosmm:m_%mm Kohlenhydrat-Stoffwechsel II (82 Eintrdge). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n,
Anzahl regulierter Gene; +/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprésentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p:
p-Wert des Fisher-Tests (Unterreprésentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21
7 G 7 n 7 +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p
1 23 0.180 1.000 1.000 0.930 1.000 1.000 0.090 0.230 0.250 0.310 0.060 0.310
2 20 0.480 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.070 0.100 0.280 0.240 0.560 0.160
4 18 0.690 0.990 0.930 1.000 1.000 1.000 0.350 0.230 0.330 0.160 0.060 0.100
5 15 0.990 0.840 0.790 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
6 14 0.950 1.000 1.000 0.930 0.660 0.990 1.000 1.000 1.000 0.570 0.240 1.000
3 18 0.470 1.000 0.790 0.990 0.660 1.000 0.990 0.120 0.050 0.110 0.100 0.230
9 17 0.480 1.000 1.000 1.000 0.970 1.000 0.970 1.000 0.870 0.760 0.950 0.830
8 17 0.540 0.890 0.810 0.990 1.000 1.000 1.000 0.990 1.000 0.990 1.000 1.000
7 23 0.100 0.560 0.530 1.000 1.000 1.000 0.570 1.000 0.920 1.000 1.000 1.000
12 20 0.170 0180 + 0030 +  0.030 0.070 0.220 1.000 1.000 0.900 0.660 0.450 1.000
10 19 0.990 0.660 1.000 1.000 0.870 0.540 0.760 0.410 0.540 0.390 0.640 0.300
1 17 0.230 0.650 0.470 0.250 0.280 0.230 0.990 0.880 1.000 1.000 1.000 1.000
14 10 1.000 1.000 0.900 1.000 1.000 0.540 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
15 18 1.000 1.000 1.000 0.570 0.480 0.680 0.570 0.990 0.660 0.590 0.220 0.990
13 13 0.990 0.860 0.670 0.510 0.680 0.700 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
17 22 0.410 0.470 0.660 0.860 0.990 0.720 0.090 0.190 0.240 0.570 0.270 0.700
18 20 0.750 0.780 0.720 1.000 1.000 0.750 0.380 0.430 0.410 0.210 0.250 0.260
16 22 0.250 0.150 0.430 0.870 1.000 0.260 +  0.050 0.450 0.550 0270 +  0.040 0.180
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Tabelle >.mm - QUmﬁm_u&mmb.&mo:mmbw_%mm Fermentation (25 Eintrdage). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl regulierter
Gene; +/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprasentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des Fisher-Tests
(Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 147 7 7+21 21 147421 1 147 7 7+21 21 147421
7 G 7 n 7 +/- p 7 +/- P +/- p +/- p +/- P +/- P +/- P +/- P +/- p +/- P +/- P +/- p
1 8 0.196 0.818 0.564 0.233 0.054 0.658 1.000 1.000 0.521 0.603 0.992 1.000
2 7 1.000 0.792 0.796 0.495 0.599 0.557 0.673 0.749 0.185 +  0.037 0.075 0.530
4 8 0.986 1.000 0.942 0.630 0.963 1.000 0.232 0071 + 0011 +++ 8e-04 ++ 0.004 ++ 0.010
5 7 0.476 0.385 0.112 0.363 0.698 0.642 1.000 1.000 0.986 1.000 0.997 1.000
6 8 + 0028 0.425 0.567 1.000 0.672 1.000 1.000 1.000 1.000 0.569 0.658 1.000
3 8 0.516 0.794 0.599 1.000 1.000 1.000 1.000 0.319 0.076 ++ 0004 + 0.014 0.054
9 6 0.663 0473 + 0047 + 0004 ++  0.009 0.275 0.986 1.000 0.813 1.000 1.000 1.000
8 7 0.306 0.268 0.198 0.133 0.052 0.194 1.000 0.988 0.647 0.815 1.000 0.986
7 6 0.722 0.555 0208 + 0041 + 0017 0.230 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
12 4 1.000 1.000 0.598 0.767 0.996 1.000 1.000 1.000 1.000 0.986 0.987 1.000
10 6 0.297 0.703 0.991 0.627 0.240 0.527 1.000 0.950 0.704 0.943 1.000 1.000
17 1.000 1.000 0.511 0.752 0.586 1.000 1.000 0.890 0.769 0.868 0.792 0.616
14 7 0.993 0.662 1.000 0.557 0.676 0.310 0.263 0.719 0.601 0.986 1.000 1.000
15 4 1.000 0.994 1.000 0.576 0.658 0.476 1.000 1.000 1.000 0.804 1.000 0.752
13 6 0.288 0.226 0.170 +  0.044 0.057 0.056 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
17 9 + 0017 +  0.008 0.057 0.226 0.294 0.065 1.000 1.000 0.831 0.461 0.538 0.926
18 4 0.998 0.591 0.788 0.484 0.603 0.254 1.000 0.753 1.000 0.940 1.000 0.763
16 9 0.131 0.088 0.151 0.236 0.318 0.156 0.718 0.986 0.647 0.538 0.337 0.923
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Tabelle A.15 - d@mﬁmmamﬁammoaw:&%mm Oxidative Phosphorylierung (19 Eintrdge). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl
regulierter Gene; +/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprésentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des
Fisher-Tests (Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21
7 G 7 n 7 +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p
1 6 1.000 1.000 0.860 0.540 0.790 1.000 1.000 1.000 0.850 1.000 1.000 0.960
2 12 0.780 0.790 0.830 1.000 1.000 1.000 0.790 1.000 0.980 0.350 0.320 0.820
4 13 1.000 1.000 1.000 1.000 0.910 1.000 0.840 0.390 0.100 0.310 0.910 1.000
5 15 0.980 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.570 1.000 1.000 0.860 0.140 1.000
6 13 1.000 1.000 1.000 0.900 0.940 1.000 1.000 1.000 0.500 0.340 0.580 0.990
3 16 0.200 0.990 1.000 0.970 0.580 1.000 0.100 0.460 0.690 0.950 1.000 0.640
9 14 1.000 1.000 0.860 0.920 1.000 0.700 1.000 1.000 0.690 0.920 1.000 1.000
8 11 0.860 0.710 0.630 0.590 0.600 0.810 0.850 0.980 0.890 0.990 0.990 1.000
7 14 0.640 0.900 0.860 0.180 0.060 0.300 1.000 1.000 0.890 1.000 1.000 1.000
12 18 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 + 0.030 0070 +  0.040 0100 +  0.040 0.180
10 13 0.990 0.620 0110 +  0.020 0.110 0.270 0.860 1.000 1.000 0.880 1.000 1.000
11 16 0.570 0.280 0.060 +  0.020 0.090 0.470 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
14 16 0.420 0.590 0.560 0.320 0.170 0.440 1.000 1.000 0.870 0.420 0.620 1.000
15 11 0.890 0.690 0.160 0.080 0.150 0.430 0.290 0.450 0.370 0.550 0.460 0.660
13 10 1.000 1.000 0.890 0.320 0.470 0.460 1.000 1.000 1.000 1.000 0.990 1.000
17 16 0.480 0.280 0.070 +  0.050 0.090 0.280 1.000 1.000 1.000 0.980 0.850 0.660
18 14 1.000 0.930 0.170 0.100 0.210 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.940 0.990
16 17 0.940 0.710 0.160 0.110 0.230 0.640 0.960 1.000 0.990 0.990 0.870 1.000
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Tabelle A.17 - QumEm@&mm:.ﬂmmosmm:m_v.\mm Mitochondriale Elektronentransportkette (71 Eintrége). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18
Gerste; n, Anzahl regulierter Gene; +/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprasentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/-—), <
0.001; p: p-Wert des Fisher-Tests (Unterreprasentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 147 7 7+21 21 147421 1 147 7 7+21 21 147421
7 G 7 n 7 +/- p 7 +/- P +/- p +/- p +/- P +/- P +/- P +/- P +/- p +/- P +/- P +/- p
1 0 0.700 0.800 1.000 0.900 1.000 1.000 0.800 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
2 2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.500 1.000 0.900 0.800
4 0 0.300 1.000 0.700 1.000 1.000 1.000 0.800 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
5 4 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
6 2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.700 0.800 0.500 0.900 0.800 1.000
31 0.600 1.000 1.000 1.000 0.600 1.000 1.000 1.000 0.700 1.000 1.000 1.000
9 1 0.800 1.000 0.600 0.200 0.300 1.000 0.400 0.800 0.900 1.000 0.900 1.000
8 4 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.300 0.400 0.800 1.000 1.000 0.600
7 1 0.800 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.600 0.800 0.700 1.000
12 8 0.300 0.200 0.600 0.500 0.400 0.200 0.900 1.000 1.000 1.000 1.000 0.800
10 3 1.000 1.000 1.000 1.000 0.900 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
11 3 1.000 1.000 1.000 0.700 0.400 0.900 0.700 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
14 6 0.700 1.000 1.000 1.000 0.900 1.000 1.000 1.000 1.000 0.400 0.300 1.000
15 4 1.000 0.900 0.700 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
13 6 0.900 1.000 1.000 0.800 1.000 1.000 0.300 0.400 0.200 0.200 0.200 0.200
17 3 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.900 0.700
18 3 1.000 0.900 1.000 0.700 0.900 1.000 0.600 1.000 1.000 0.700 1.000 1.000
16 3 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.800 0.400 1.000 1.000 1.000 0.700
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Tabelle A.19 — Uberreprasentationsanalyse Lipid-Metabolismus (338 Eintrége). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl
regulierter Gene; +/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprisentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des
Fisher-Tests (Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 147 7 7+21 21 1+7+21 1 147 7 7+21 21 1+7+21
7 G 7 n 7 +/- P T\‘ p | +/- b | +/- P | +/- P | +/- P +/- P | +/- p | +/- P | +/- P | +/- P  +/- P
1 46 0.92 1.00 1.00 1.00 0.98 0.99 1.00 1.00 0.68 1.00 1.00 1.00
2 36 0.81 0.60 0.66 0.30 0.12 0.94 0.38 0.55 0.57 0.98 0.94 0.93
4 41 0.93 1.00 0.93 0.39 1.00 1.00 1.00 1.00 0.99 0.74 0.18 0.66
5 44 0.40 0.26 1.00 1.00 1.00 0.56 0.90 0.81 0.38 0.72 0.38 0.83
6 35 0.47 0.31 0.09 0.34 0.74 0.30 0.92 0.75 0.62 1.00 0.97 0.39
3 44 0.81 1.00 1.00 0.86 0.37 1.00 1.00 0.94 0.85 0.84 0.67 0.82
9 40 1.00 0.99 0.84 1.00 1.00 1.00 0.30 0.52 0.26 0.44 0.27 1.00
8 40 1.00 1.00 0.87 0.71 0.60 0.85 013 - 003 0.11 0.13 034 - 0.03
7 43 1.00 1.00 0.97 1.00 0.99 1.00 0.60 0.54 0.12 0.31 0.40 0.98
12 35 0.75 0.61 0.48 0.85 0.95 0.94 033 0.50 0.17 0.19 0.08 0.49
10 53 0.64 0.67 0.67 0.71 0.18 0.93 0.09 0.09 0.33 0.40 0.26 0.38
11 37 0.65 1.00 1.00 1.00 0.60 1.00 0.65 0.42 0.09 0.49 0.86 0.98
14 40 0.43 0.44 0.28 1.00 0.90 1.00 1.00 1.00 1.00 0.63 0.46 1.00
15 45 0.67 1.00 1.00 0.85 0.89 1.00 0.69 071 0.85 1.00 1.00 0.85
13 38 0.25 0.35 0.22 0.74 0.49 0.92 1.00 0.93 0.88 0.97 0.91 0.99
17 56 0.85 0.89 0.61 0.87 0.64 1.00 0.53 0.55 0.62 0.99 1.00 0.92
18 46 0.69 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.93 1.00 1.00 1.00 1.00
16 52 1.00 0.78 1.00 1.00 1.00 0.49 0.69 1.00 1.00 0.76 1.00 0.99
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Tabelle A.21 - Uberrepréisentationsanalyse Aminosiure (211 Eintrdge). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl regulierter
Gene; +/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprésentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/--), < 0.001; p: p-Wert des Fisher-Tests
(Unterreprésentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 1+7 7 7421 21 147421 1 147 7 7421 21 147421
7 G 7 n 7 +/- P 7 +/- P +/- P +/- P +/- p /- P +/- P +/- P +/- P +/- P +/- p +/- P
1 49 0.140 0.590 0.630 0410 +  0.030 0.240 0.620 0.980 0380 +  0.030 0.080 0.720
2 46 + 0.030 0.290 0.230 0.570 0.750 0.390 1.000 0.810 1.000 0.990 0.410 1.000
4 51 0.080 0.070 0.210 0.350 0.420 0.340 0.990 0.500 0.130 0.940 0.320 0.990
5 45 0.060 +  0.030 0.090 0.220 0.430  +  0.040 1.000 0.070 0.610 0.690 0.950 0.210
6 38 0.460 0200 +  0.040 0.610 0.800 0.460 0.940 1.000 0.600 0.740 0.890 1.000
3 35 0.610 0.440 0.540 0.740 1.000 0.480 1.000 0.980 1.000 0.700 0.520 1.000
9 34 1.000 1.000 0.640 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.860 0.960 1.000 0.820
8 31 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.810 0.980 0.610
7 34 0.630 0.730 0.800 0.650 0.390 0.780 1.000 1.000 0.820 0.780 0.700 0.900
12 39 0.380 0.620 0.890 1.000 0.950 0.950 1.000 0.250 0.960 1.000 0.990 0.540
10 38 1.000 1.000 1.000 1.000 0.950 1.000 0.110 0.720 0.620 0.490 0.120 0.690
11 36 0.780 1.000 0.370 0.980 0.850 1.000 1.000 0.240 1.000 0.540 0.090 0.540
14 36 0.950 1.000 1.000 1.000 0.690 1.000 1.000 0.920 1.000 0.980 1.000 0.850
15 33 0.740 0.310 0.200 0.130 0.320 0.340 0.400 0.490 0.660 0.600 0.500 0.390
13 35 1.000 1.000 0.750 0.510 0.380 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
17 37 0.730 0.590 1.000 0.940 1.000 0.300 0.990 0.920 0.540 0.580 0.540 0.460
18 40 0.960 1.000 0.750 0120 +  0.050 0.200 0.710 0.470 0.240 0.700 1.000 1.000
16 43 0.790 0.650 0.300 0.290 0.360 0.650 0.630 0.870 1.000 1.000 1.000 1.000
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Tabelle A.23 - Uberreprasentationsanalyse Metalloproteine (32 Eintrige). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl regulierter
Gene; +/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprésentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des Fisher-Tests
(Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21
7 G 7 n 7 +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p
1 8 0.286 0.467 0099 + 0010 + 0.038 0.274 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
2 12 ++ 0.006 0.148 0.623 0.984 0.712 0.622 0.479 0.382 0.569 1.000 0.986 1.000
4 12 0.297 1.000 0.986 1.000 0.138 1.000 0.639 1.000 0.979 0.767 0.354 1.000
5 7 0.355 0.909 0.437 0.889 1.000 1.000 1.000 1.000 0.991 1.000 0.653 1.000
6 8 0.406 0.535 1.000 1.000 1.000 0.792 0.274 0.489 0.676 1.000 0.785 0.792
3 8 0.393 0.151 0.387 1.000 0.926 1.000 0.862 0.853 1.000 1.000 0.827 1.000
9 10 0.217 0.260 0107 + 0013 +  0.024 0.109 0.988 1.000 0.837 1.000 1.000 1.000
8 7 0.245 0.212 0.176 0.108 0.119 0.138 0.653 0.822 1.000 1.000 1.000 0.991
7 11 0.998 1.000 0.859 0.955 0.655 1.000 0.149 0.265 0.138 0.951 0.986 1.000
12 11 0.405 0.524 0.484 0.590 0.402 0.654 0.416 0.211 0.095 0.255 0.325 0.551
10 6 0.238 0.251 0.181 0.186 0.181 0.306 0.655 0.986 0.814 0.986 0.659 1.000
11 10 0.449 0.184 0.389 0.121 0.374 0.210 0.599 0.572 0.315 0.950 0.616 1.000
14 7 1.000 1.000 1.000 1.000 0.804 0.846 0.414 0.998 0.870 1.000 1.000 1.000
15 10 0.143 0.394 0.495 0147 +  0.024 0.090 0.690 0.461 0.669 0.630 0.865 0.571
13 7 0.853 1.000 0.301 0090 +  0.041 0.611 1.000 1.000 0.924 1.000 1.000 1.000
7 7 0.557 0.456 0.275 0.168 0.235 0.310 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.986
18 8 0.422 1.000 1.000 0.977 0.393 0.791 0.852 0.572 0.490 0.638 0.791 0.838
6 7 0.792 1.000 0.509 0.375 0.258 0.955 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
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Tabelle A.25 - gumﬁm.@&mm:g.&osmmbwqmm Hormon-Metabolismus (230 Eintrdge). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl
regulierter Gene; +/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprésentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des
Fisher-Tests (Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21
7 G 7 n 7 +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p
1 34 1.000 1.000 0.737 1.000 1.000 1.000 0.212 0.194 1.000 1.000 1.000 0.262
2 43 0.217 0.096 0.256 1.000 1.000 0.663 1.000 0.403 0.594 0.318 0.352 0.180
4 42 0.505 0.556 0.253 0.552 1.000 0.986 0.703 0.385 0.297 0.459 0.970 0.098
5 34 0.998 0.902 1.000 0.377 0.465 0.425 0.971 1.000 0.916 0.834 0.967 0.987
6 40 0.586 1.000 0.976 1.000 1.000 1.000 0.707 0.514 1.000 1.000 1.000 0.350
3 43 1.000 0.986 1.000 1.000 0.993 0.998 0.598 0.214 0100 +  0.019 0116 +  0.034
9 33 0.986 0.382 0.822 0.373 0.807 0.263 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
8 34 1.000 1.000 0.986 1.000 0.977 1.000 1.000 1.000 0.703 0.823 0.840 1.000
7 37 1.000 0.443 0.523 0.457 0.441 0.332 0.216 0.209 0.620 1.000 0.961 1.000
12 35 1.000 0.986 0.754 0.436 0.562 0.740 1.000 0.535 0.895 1.000 0.948 1.000
10 31 0.897 0.112 0.268 0.890 0.874 0.523 0.738 0.963 0.986 1.000 0.824 1.000
11 26 0.986 0.635 0.715 0.984 0.777 1.000 1.000 1.000 0.600 1.000 0.863 0.933
14 47 0.796 1.000 0.970 0.862 1.000 1.000 0.090 0.090 0.146 0.315 0.306 0.099
15 37 0.773 0.880 1.000 0.568 0.356 0.382 1.000 1.000 1.000 0.699 0.531 0.597
13 40 1.000 0.318 1.000 0.819 0.574 0.834 1.000 1.000 1.000 0.822 0.528 0.708
17 48 0.937 1.000 0.611 0.792 0.819 1.000 0.785 0.986 0.986 0.609 0.237 0.393
18 55 1.000 1.000 0.309 0.942 0.780 0.349 0.075 0.598 0328 + 0034 ++ 0.002 0.133
16 48 0.986 0.977 0.610 0.552 0.533 0.933 0.986 0.600 0.250 0.066 0.187 0.221
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Tabelle A.27 - dwmﬁmwammamﬂobmmbm_%mm Tetrapyrrol-Biosynthese (28 Eintridge). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl
regulierter Gene; +/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprésentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des
Fisher-Tests (Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21
7 G 7 n 7 +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p
1 6 1.000 1.000 1.000 0.984 1.000 1.000 0.443 0.319 0.138 0.656 1.000 0.676
2 7 1.000 1.000 1.000 0.951 1.000 1.000 0.986 1.000 0.090 0.177 0.275 1.000
4 4 1.000 1.000 1.000 1.000 0.615 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
5 6 1.000 0.863 1.000 0.849 0.755 0.672 0.621 1.000 1.000 0.955 0.598 1.000
6 7 0.986 1.000 0.635 0.603 0.732 1.000 0.543 0.432 0.451 0.289 0.387 0.288
3 8 1.000 1.000 0.649 0.689 0.447 1.000 1.000 1.000 0.610 0.214 0.332 1.000
9 5 0.986 1.000 1.000 1.000 0.986 1.000 0.986 1.000 0.310 0.105 0.136 1.000
8 5 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.860 0.832 0.851 1.000
7 5 1.000 0.984 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.848 1.000 1.000 1.000
12 4 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.977 1.000 1.000 0.621 0.441 0.520 0.916
10 4 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.969 1.000 1.000 1.000 0.975 0.835 1.000
1 3 0.703 0.862 1.000 1.000 0.635 1.000 0.813 1.000 0.813 1.000 0.813 1.000
14 9 1.000 1.000 1.000 0.985 0.737 0.807 0.147 0.076 +  0.027 0.669 0.755 0.824
15 3 1.000 1.000 1.000 0.986 1.000 0.941 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.810
13 9 1.000 1.000 1.000 0.738 0.792 0.551 0.232 0.224 0.052 0.641 0.834 1.000
17 9 0.991 0.986 0.650 0.813 0.827 1.000 ++ 0002 4+ 0005 + 0.012 0.106 0.149 0.075
18 8 1.000 0.986 1.000 0.947 1.000 0.746 0.160 0091 +  0.026 0.252 0.393 0.797
16 10 1.000 1.000 1.000 1.000 0.835 1.000 0.075 0.139 0.099 0.149 0.083 0.231
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Tabelle A.29 — Uberreprasentationsanalyse Stress (322 Eintrige). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl regulierter Gene;
+/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprasentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des Fisher-Tests
(Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21
7 G 7 n 7 +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p
119 +  0.041 0232 + 0017 + 0018 +++ 2e-04 0.426 0.852 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
2 29 ++ 0002 + 0039 ++  0.008 0.427 0.105 0.138 1.000 0.792 1.000 1.000 0.831 0.933
4 26 0.097 0.066 +++ 7e-04 4+ 0.002  ++  0.002 0.573 0.525 1.000 1.000 1.000 0.838 1.000
5 26 0.189 0.091 0.212 0.714 1.000 0.390 0.681 1.000 1.000 1.000 0.810 0.603
6 22 0.061 +  0.019 0.106 0.057 +++ 9e-05 +  0.018 1.000 1.000 0.852 0.987 0.963 1.000
3 26 0.294 0592 + 0039 4+ 0.001 +++ 5e-07 0.469 0.337 0.565 1.000 0.977 1.000 0.794
9 19 0.414 0.326 0.446 0.275 0.275 0.531 0.963 0.712 0.871 0.749 0.695 1.000
8 34 + 0043 0.098 0.218 0.336 0.298 0.166 0.423 0.570 0.246 0.514 0.426 0.973
7 33 44+ Te-04 0.058 0.239 0.479 0.193 0.222 0.937 1.000 0.655 0.777 0.917 0.258
12 30 0.090 0.171 0.058 0.081 0.112 0.190 0.609 1.000 0.954 0.743 0.852 0.871
10 37 4+ 0007 + 0015 + 0014 ++ 0004 +++ 8e-04 ++ 0001 1.000 0.734 0.446 0.242 0.580 0.265
11 25 +  0.020 0.252 0.137 0.099 ++ 0.010 0.450 1.000 0.979 0.627 0.777 1.000 0.660
14 33 + 0.016 0413 +  0.049 0.154 0.068 0.928 0.609 1.000 1.000 1.000 0.975 1.000
15 27 0.658 0.736 0.254 0.128 0.181 0.603 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
13 44 44+ 3e-05 + 0045 +++ 8e-04 ++ 0002 ++ 0.002 0.117 1.000 1.000 0.935 1.000 1.000 1.000
17 22 0.342 0339 + 0022 + 0044 +  0.017 0.821 0.646 0.531 0.609 0.853 0.986 0.808
18 46  +++ 2e-06 0226 + 0.029 0.512 0.186 1.000 0.620 0.551 0.348 0.722 1.000 0.795
16 22 0.146 0.054 +++ 3e-04 4+ 0.003  ++  0.002 0.230 1.000 0.864 0.546 0.423 0.532 0.807
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Tabelle A.31 - meﬁ.m_wammmb.ﬂmmosmm:&%mm Nukleotid-Metabolismus (91 Eintrdge). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl
regulierter Gene; +/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprésentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des
Fisher-Tests (Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21
7 G 7 n 7 +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p
1 14 0.930 1.000 0.540 0.790 0.450 0.990 0.860 1.000 0.210 0.470 0.770 1.000
2 11 1.000 1.000 0.370 0.550 0.790 1.000 1.000 1.000 0.990 0.890 1.000 0.910
4 11 0.460 1.000 0.940 0.990 0.790 1.000 0.630 0.820 0.400 0.760 0.950 1.000
5 13 0.630 0.660 0.660 1.000 0.850 0.990 1.000 1.000 0.270 0.230 0.780 1.000
6 12 0.340 0.680 0.790 0.790 0.550 0.990 0.730 0.860 1.000 1.000 0.540 0.800
3 13 0.900 0.830 0.790 0.990 0.670 1.000 1.000 1.000 0.320 0.340 0.290 0.720
9 15 1.000 1.000 1.000 1.000 0.980 1.000 0.670 1.000 0.390 0.950 0.980 1.000
8 20 0.790 0.790 1.000 1.000 0.940 0.740 0.140 0.070 0070 +  0.030 0060 +  0.030
7 14 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.990 0.950 0.720 1.000 0.690 0.760 0.640
12 13 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.900 0.980 1.000 0.990 0.870 1.000
10 15 0.790 0.560 0.630 1.000 1.000 0.940 0.920 0.290 0.140 0.140 0.560 0.370
1 17 1.000 1.000 0.900 1.000 0.960 0.980 0.990 0.920 0.160 0.310 1.000 0.990
14 17 1.000 0.980 1.000 1.000 1.000 0.820 1.000 1.000 0.800 0.490 0.430 1.000
15 13 0.600 0.640 0.680 1.000 1.000 0.930 1.000 0.920 0.590 0.500 0.800 0.860
13 10 1.000 0.990 0.940 1.000 1.000 1.000 0.820 0.940 0.960 0.790 0.680 0.630
17 20 1.000 1.000 1.000 0.990 1.000 1.000 0.890 0.710 0.060 +  0.030 0.090 0.550
18 12 0.230 0.330 0.740 0.930 1.000 0.990 1.000 0.990 0.800 0.260 0.670 0.580
16 20 0.980 1.000 0.940 1.000 1.000 1.000 0.710 0.500 0100 + 0.030 +  0.040 0.230
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Tabelle A.33 - Uberreprasentationsanalyse C1-Metabolismus (20 Eintrédge). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl regulierter
Gene; +/-, Uberreprasentiert (+), Unterreprasentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des Fisher-Tests
(Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 147 7 7+21 21 147421 1 147 7 7+21 21 147421
7 G 7 n 7 +/- p 7 +/- P +/- p +/- p +/- P +/- P +/- P +/- P +/- p +/- P +/- P +/- p
1 3 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.800 0.700 0.400 0.200 0.400 0.600
2 1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
4 4 0.300 1.000 1.000 1.000 0.900 1.000 1.000 1.000 0.800 1.000 1.000 1.000
5 3 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
6 3 0.900 0.800 0.800 0.900 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.900 1.000 1.000
31 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
9 4 1.000 1.000 0.800 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.900 0.900 1.000
8 3 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.700 0.700 1.000 1.000 1.000 1.000
72 0.600 0.500 0.800 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.800 1.000 1.000 1.000
2 3 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.900 0.700 1.000 1.000 1.000 0.700 1.000
10 5 0.800 0.600 0.700 0.900 1.000 0.900 0.400 0.400 0.600 0.400 0.500 0.300
11 3 0.500 0.800 0.700 0.700 0.500 0.500 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
14 4 0.700 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.700 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
15 2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
13 0 1.000 1.000 0.800 1.000 1.000 1.000 0.800 0.800 0.800 1.000 1.000 1.000
17 2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
18 4 1.000 0.900 1.000 0.800 0.900 0.600 0.400 0.300 0.500 0.900 1.000 0.700
16 4 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.900 0.200 0.200 0.200 0.800
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Tabelle A.35 - Uberreprasentationsanalyse RNA (1146 Eintrige). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl regulierter Gene;
+/-, Uberreprésentiert (+), Unterreprasentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des Fisher-Tests
(Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 147 7 7+21 21 147421 1 1+7 7 7+21 21 147421
7 G 7 n 7 +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p
1 13 - 0003 - 0024 . 0015 - 0019 - 804 0.153 1.000 1.000 0.191 0.332 1.000 1.000
2 150 - 0.030 0.525 0.480 0.156 -  0.014 0.281 0.808 1.000 0.986 0.393 0.374 1.000
4 144 0.412 0209 -  0.046 0.258 0.095 0.785 0.986 0.082 0.052 0.341 0.467 0.294
5 171 1.000 0.306 0441 - 0016 0.337 0.057 1.000 0.963 0.941 0.863 1.000 0.656
6 170 0.919 0.393 0.341 0.410 0.594 0.785 0.551 0.746 1.000 1.000 1.000 0.564
3 161 0.677 0.258 0.579 0.574 0.171 0.955 1.000 0.337 0.203 0.259 0.365 0.352
9 164 0.665 0.637 0.408 0.986 0.987 0.796 1.000 1.000 1.000 0.654 0.986 0.853
8 181 0.998 0.770 1.000 0.998 1.000 0.721 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
7 161 0.620 0.792 0.934 0057 -  0.033 0.179 0.524 0.546 0.976 0.782 0.576 1.000
12 162 0.260 0.157 0.053 0.090 0.283 0.162 0.767 0.976 1.000 1.000 1.000 0.837
10 179 0.816 0.248 0.100 0.112 0.603 0.303 0.932 0.979 0.906 0.393 0.418 1.000
11 158 0.882 0.933 0.794 0.810 0.220 0.838 0.539 0.737 1.000 0.834 1.000 0.993
14 163 1.000 0.543 0.329 1.000 0.895 1.000 0.447 0.501 0.142 0.066 -  0.007 0.181
15 165 0.212 0.212 0079 - 0018 -  0.007 0.070 0.749 0.817 0.803 0.703 0.613 0.759
13 152 0.961 1.000 0.541 0.126 0.066 0.863 0.844 0.948 0.730 1.000 1.000 1.000
17 166 0.405 0.577 0.986 0.941 0.669 0.671 0.621 0.579 1.000 1.000 1.000 0.656
18 149 0.481 0.986 0.437 0.089 0.051 0.254 0.494 0.562 0.719 1.000 1.000 0.748
16 154 0.100 0.108 0.201 0.359 0.191 0.149 0.285 0.352 1.000 0.921 0.986 0.762
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Tabelle A.37 - Uberreprésentationsanalyse Protein (1968 Eintrdge). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl regulierter Gene;
+/-, Uberreprésentiert (+), Unterreprasentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des Fisher-Tests
(Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 147 7 7+21 21 147421 1 1+7 7 7+21 21 147421
7 G 7 n 7 +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p
1 317 0.662 0.702 0.318 1.000 1.000 0.719 1.000 1.000 0.233 0.350 0.329 1.000
2 294 0.940 0.726 0.441 0.392 0.510 0.470 0.320 0.083 1.000 1.000 1.000 0.288
4 308 1.000 0.906 0.419 1.000 0.819 1.000 0.085 1.000 0.538 0.412 0.558 1.000
5 347 0.886 1.000 1.000 1.000 0.920 1.000 0.053 0.151 0.154 0.466 0.118 0.500
6 343 1.000 1.000 0.125 1.000 1.000 0.885 0.696 0.813 0.348 0.788 0.488 0.885
3 332 1.000 1.000 0.762 0.599 0.593 0.426 0.401 0.991 0.698 0.446 0.964 0.535
9 201 0.762 1.000 0.213 1.000 0.653 1.000 ~ 0.002 0.056 0.463 0.900 0.960 0.686
8 326 + 0044 + 0016 ++ 0007 + 0009 + 0009 + 0016 0.871 0.723 0.166 0.265 0.385 0.950
7 218 0.723 1.000 0.446 1.000 1.000 0.862 - 0014 - 0024 - 0021 0.338 0.311 0.552
12 308 0.467 0.270 0.362 0.813 1.000 0.649 0.396 0.070 0.201 0.228 0.478 0.052
10 321 0.151  +  0.049 0.157 0.433 0.711 0.281 0.971 0.771 1.000 1.000 1.000 0.726
11 302 0.937 1.000 1.000 1.000 0.674 1.000 0.371 0.977 1.000 0.748 1.000 0.951
14 303 0.716 0.725 1.000 0.939 1.000 1.000 0.988 1.000 0516 - 0019 - 0015 0.311
15 279 0.684 0.717 0.439 1.000 0.986 1.000 0.947 0.986 0.656 0.214 0.237 0.463
13 296 1.000 0.767 0.939 0.977 0.990 1.000 0.616 0.686 0.616 0.261 0.219 0.300
17 304 0.577 0.552 0.171 0.111 0.093 0.453 - 0.034 0.076 0.161 0083 - 0016 -  0.009
18 281 0.873 1.000 1.000 1.000 1.000 0.655 0.969 1.000 0754 -  0.008 - 8e04 0.052
16 314 0.865 1.000 0.421 0.375 0.615 1.000 0.720 1.000 1.000 1.000 0.955 0.702
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Tabelle A.39 - Uberreprésentationsanalyse Zelle (397 Eintrdge). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl regulierter Gene;
+/-, Uberreprésentiert (+), Unterreprasentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des Fisher-Tests
(Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21 1 1+7 7 7+21 21 1+7+21
7 G 7 n 7 +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p
1 70 1.000 1.000 1.000 0.800 1.000 1.000 0.600 0.800 1.000 0.700 0.500 1.000
2 62 1.000 1.000 1.000 1.000 0.900 0.800 0.900 1.000 1.000 1.000 0.900 0.900
4 67 1.000 1.000 0.500 1.000 1.000 0.900 1.000 0.600 1.000 1.000 0.400 0.500
5 71 0.500 0.400 1.000 1.000 1.000 1.000 0.600 1.000 1.000 0.800 0.200 1.000
6 73 1.000 0.800 0.700 0.900 1.000 1.000 1.000 1.000 0.500 0.800 0.400 1.000
3 74 0.600 0.800 1.000 0.900 1.000 0.400 0.200 0.500 0.300 1.000 0.500 1.000
9 68 0.700 0.700 0.800 0.900 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
8 61 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
7 62 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.800 1.000 1.000 0.900 1.000 0.500
12 61 1.000 0.900 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.700 0.400 0.700 0.600
10 64 1.000 1.000 1.000 1.000 0.800 1.000 0.400 1.000 1.000 1.000 0.400 1.000
11 53 1.000 1.000 1.000 0.700 0.900 1.000 0.800 0.600 0.700 0.800 0.700 1.000
14 61 1.000 0.800 0.500 0.300 0.600 0.300 1.000 1.000 1.000 1.000 0.700 1.000
15 67 0.900 0.600 0.800 1.000 1.000 1.000 0.800 1.000 1.000 0.900 0.800 0.600
13 64 1.000 1.000 1.000 1.000 0.900 0.400 1.000 1.000 1.000 1.000 0.900 1.000
17 60 0.600 0.300 0.800 0.800 0.900 0.500 0.500 0.400 0.600 0.500 0.600 0.300
18 65 0.700 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.800 0.600 1.000 0.200 0.800
16 59 1.000 1.000 1.000 1.000 0.900 1.000 0.900 0.500 0.900 1.000 0.900 0.700
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Tabelle A.41 - Uberreprasentationsanalyse Transport (434 Eintrége). G, Genotypen: 1-6 Roggen, 7-12 Weizen, 13-18 Gerste; n, Anzahl regulierter Gene;
+/-, Uberreprésentiert (+), Unterreprasentiert (-) nach FDR-Anpassung. (+/-), < 0.05; (++/--), < 0.01; (+++/---), < 0.001; p: p-Wert des Fisher-Tests
(Unterreprisentiert).

Induziert Reprimiert
Tag 1 147 7 7+21 21 147421 1 1+7 7 7+21 21 147421
7 G 7 n 7 +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p +/- p
1 104 + 0.028 0.264  +++ T7e-04 +++ 1e-05 +++ 9e-06 0.150 0.630 0.427 0.752 1.000 1.000 0.991
2 83 4+ 0.006 ++ 0.002 +  0.031 0.541 0.613 0.185 1.000 0.741 0.969 0.833 1.000 1.000
4 90 0.645 0.630 1.000 0492 +  0.003 0.271 0.620 0.422 0.459 0.807 0.219 1.000
5 85 0.052  +++ 8e-04 44+ 3e-06 4++ 5e-05 4+ 0010 ++  0.002 1.000 0.776 0.250 0.321 0.871 0.890
6 79 0.163 0.478 0.658 0.655 0.600 0.707 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
3 87 + 0030 + 0016 + 0004 0.649 1.000 0.760 1.000 0.977 1.000 1.000 0.535 1.000
9 91 0.081 + 0.014 +++ 6e-04 + 0034 +  0.026 0.173 1.000 1.000 1.000 0.598 0.564 0.942
8 88 0.118 0083 + 0018 0.118 0.086 0.156 1.000 0.851 0.859 1.000 1.000 1.000
7 98 + 0.031 0.055 ++ 0.006 ++ 0.003 4+ 0008 +  0.029 0.181 0.309 0.794 0.121 0.082 0.251
12 90 0.062 0.082 + 0.017 + 0.010 ++  0.004 0.067 0.590 0.456 1.000 0.752 0.998 0.937
10 84 0.096 + 0036 +++ 4e-04 +++ 3e05 4+ 0003 ++ 0007 0.711 1.000 0.953 0.884 0.564 0.977
11 81 0.095 0.715 0.193 0.535 0.225 1.000 0.998 0.852 0.785 0.936 1.000 0.986
14 90 0.265 0658 +  0.017 +++ 204 44+ 1le-05 0.277 0.699 0.201 0.841 1.000 0.986 0.176
15 82 0.434 0.413 0.072  +++ 6€-06 +++ 1le-05  ++  0.002 1.000 1.000 1.000 0.856 0.788 0.969
13 90 + 0.039 + 0.010 ++ 0002 4+ 0002 +++ 6e-04 ++ 0.004 1.000 1.000 1.000 0.777 0.721 0.932
17 83 0.292 0.392 0157 + 0024 + 0019 0.145 0.332 0.385 1.000 1.000 1.000 0.395
18 79 0.874 0.401 0169 + 0006 + 0031 + 0.027 0.824 0.777 0.954 1.000 1.000 1.000
16 86 +  0.020 0.092 + 0.041 + 0.020 ++ 0.004 0.072 1.000 0.707 1.000 1.000 0.956 0.956
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Anhang B.
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Abbildung B.2 — Heatmap der Kategorie DNA von Secale cereale.
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Abbildung B.5 — Heatmap der Kategorie Protein von Secale cereale.
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— Heatmap der Kategorie Protein von Triticum aestivum.

Abbildung B.6
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Abbildung B.7 - Heatmap der Kategorie Protein von Hordeum vulgare.
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Abbildung B.8 — Heatmap der Kategorie Signaltransduktion von Secale cereale.
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Abbildung B.9 — Heatmap der Kategorie Signaltransduktion von Triticum aestivum.
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Abbildung B.10 — Heatmap der Kategorie Signaltransduktion von Hordeum vulgare.
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Abbildung B.11 — Heatmap der Kategorie ,, Unbekannt” von Secale cereale.
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Abbildung B.12 — Heatmap der Kategorie ,Unbekannt” von Triticum aestivum.
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Abbildung B.13 — Heatmap der Kategorie , Unbekannt” von Hordeum vulgare.
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