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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung
Der Klimawandel birgt viele gesellschaftliche Herausforderungen. Zweifellos stellen die
zunehmenden Wetterextreme auch fir Nutzpflanzen eine gro3e Herausforderung dar. Um
den Nahrungs- und Futtermittelbedarf der wachsenden Weltbevdlkerung zu decken, sollen
sie auch in Zukunft hohe Ertrage liefern. Ein Faktor, der entscheidend sein wird, dass die
Landwirtschaft auch unter den sich abzeichnenden Umweltbedingungen stabile Ertrage
generieren kann, ist die Entwicklung von neuen Pflanzensorten, die besser mit den widrigen
Wachstumsbedingungen umgehen kdénnen. Um die Entwicklung von neuen Gerstensorten
(Hordeum vulgare L.) zu unterstitzen, sollten molekulare und physiologische Reaktionen von
Gerstenpflanzen untersucht werden, die férderlich fir die Vitalitat und Ausdauer der Pflanzen
unter Trockenstress sein kdénnten. Zu diesem Zweck wurde ein Set genetisch vielfaltiger
Gerstengenotypen in einem Rollgewachshaus (RGH) angebaut. Die Pflanzen wuchsen unter
feldnahen Bedingungen sowohl unter hoher als auch unter dauerhaft reduzierter

Wasserverfugbarkeit.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Pflanzen auf den Gehalt von Tocopherol und
Tocotrienol getestet. In Biomembranen kdnnen diese, auch als Vitamin E bezeichneten,
lipophilen Verbindungen, die Ausbreitung der Lipidperoxidation verhindern, die insbesondere
bei oxidativem Stress auftreten kann. Dies wurde bereits als vorteilhaft fur das Wachstum
von Pflanzen unter diversen abiotischen Stressszenarien beschrieben. Vorangegangene
genomweite Assoziationsstudien (GWAS) deuteten darauf hin, dass eine Homogentisat-
Phytyltransferase (HPT-7H) und eine Homogentisat-Geranylgeranyltransferase (HGGT),
zwei Gene der Vitamin E Biosynthese auf Chromosom 7H, signifikant die Akkumulation von
Vitamin E in Blattern respektive Koérnern beeinflussen kénnen. Die Identifikation von
allelischen Variationen beider Gene, die mit hohen oder niedrigen Mengen an Vitamin E in
verschiedenen Geweben in Verbindung standen, bestatigten diese Vermutungen. Auch
abhangig von den verschiedenen Allelen, wurde in Blattern durch Trockenheit die
Akkumulation von HPT-7H-Transkripten induziert, und somit proportional die Akkumulation
von Tocopherolen. Auf Grundlage der gesammelten Informationen kdnnen genetische
Marker konstruiert werden, die bei der markerassistierten Zichtung von Gerstensorten
eingesetzt werden koénnen, welche einen hoéheren Vitamin E Gehalt aufweisen und

gegenulber oxidativen Schaden toleranter sein kénnen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde das Blatttranskriptom von acht ausgewahlten
Gerstensorten analysiert. Vier dieser Genotypen wiesen eine hohe und vier eine niedrige
Ertragsstabilitat unter Trockenstress auf. Die Ertragsstabilitdt wurde als reprasentatives Maf}
fur die Fitness der Pflanzen gewahlt. Globale Transkriptomanalysen sollten einen Einblick in

multiple molekulare und physiologische Reaktionen der Pflanzen ermdglichen, die durch
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unglnstige Wachstumsbedingungen hervorgerufen werden. Es gab Anzeichen, dass die
Pflanzen im RGH keinen Trockenschock erlitten. Der im RGH graduell und anhaltend
applizierte Trockenstress dirfte besonders gut geeignet gewesen sein, die Reaktionen von

Pflanzen abzuschatzen, die auch beim Anbau im Feld unter Wassermangel auftreten.

Fur jeden Genotyp wurden Gene identifiziert, die differentiell durch Trockenstress exprimiert
waren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden in erster Linie Gene betrachtet, die in mehreren
Genotypen auf den Trockenstress reagierten. Eine geteilte Antwort multipler Genotypen
deutet auf eine besonders konservierte Funktion hin, die womdoglich besonders relevant fir
die Adaption an den Stress sein kénnte. Zunachst wurden die Gene betrachtet, die in allen
acht Genotypen differentiell durch den Wassermangel reguliert wurden. Anschlielend
wurden Gene betrachtet, die nur spezifisch in allen vier ertragsstabilen oder spezifisch in
allen vier ertragsinstabilen Genotypen differentiell exprimiert wurden. Es fanden sich nur
wenige Gene, die den beiden letzten Kriterien entsprachen. Um weitere Gene zu
identifizieren, die einen Unterschied in den trockensensitiven und toleranten Genotypen
vermitteln kdnnten, wurden Gene identifiziert, deren Aktivitat mit der Ertragsstabilitat in
Verbindung stand. Somit wurden Gene betrachtet, die zwischen den verschiedenen
Genotypen differentiell reguliert waren. Im Allgemeinen war keines dieser Gene durch den
Trockenstress reguliert. In einigen Fallen konnte die Aktivitat dieser Gene mit verschiedenen
Allelen in Verbindung gebracht werden. Es wird davon ausgegangen, dass die
genotypspezifische Aktivitdt dieser Gene den physiologischen Zustand der Pflanzen
unabhangig von den betrachteten Wachstumsbedingungen beeinflusste. Die ausgel6sten
metabolischen Veranderungen ermdglichten den ertragsstabilen Pflanzen womdglich besser

auf den Wassermangel zu reagieren.

Fir einige der identifizierten Gene wurde der mdgliche Einfluss auf die Trockenadaption im
Kontext der molekularen Funktion diskutiert. Darunter waren eine Reihe von Genen, die
intrazelluldre Signalkaskaden beeinflussen kdnnten und somit auch die Expression weiterer
Gene. Dies wurde auch fir einige Gene vermutet, die an der Wahrnehmung und
Biosynthese von Pflanzenhormonen beteiligt sind. Dartber hinaus gab es Grund zur
Annahme, dass die Pflanzen die Aktivitat zentraler N- und C-Stoffwechselwege als Reaktion
auf Stress veranderten. Dabei wiesen trockentolerante Genotypen womdglich eine héhere
Rate der Zellatmung auf. Eine effektivere Energiegewinnung konnte bei der Bewaltigung von
Trockenstress von Vorteil sein. Eine dauerhaft erhdhte Rate der Zellatmung kénnte jedoch
mit generell niedrigeren Ertragsleistungen in Verbindung stehen. Auf Grundlage von
technischen und biologischen Validierungen der Expressionswerte wurde bewertet, ob die
gefundenen regulatorischen Merkmale eine geeignete Grundlage fir kinftigen Ansatze

darstellen kénnten, die Trockenanpassung von Gerste zu studieren.




Summary

lil. Summary
One of the many consequences of the imminent climate change will undoubtedly be that our
crop plants will have to cope with much more extreme climate conditions while maintaining
high yield to sustain the food and feed demand for the increasing world population. One
aspect to facilitate stable revenues is the development of new crop cultivars that are better
suited to embrace the looming changes in their habitats. By improving the understanding of
the molecular and physiological responses of barley (Hordeum vulgare L.) plants that
promote vigour and endurance under periods of drought stress one can hope to aid the
development of future-proven cultivars. To that end a genetically diverse set of barley
accessions was grown under near field conditions in a rainout shelter and has been

subjected to well provided as well as lasting reduced water supply.

In the first part of this thesis, these plants were analysed for their content of tocopherols and
tocotrienols. Commonly referred to as vitamin E these lipophilic compounds can protect
biomembranes by preventing the propagation of lipid-peroxidation especially during oxidative
stress. Beneficial effects of increased contents of vitamin E on plant growth have been
reported before. Preceding genome wide association studies (GWAS) implied that two genes
located on the barley chromosome 7H, a Homogentisate phytyltransferase (HPT-7H) and a
Homogentisate geranylgeranyltransferase (HGGT), influence the vitamin E accumulation of
different barley accessions in leaves and grains respectively. The allelic variations of those
two genes were unravelled connecting the genetic basis to high and low vitamin E contents
in different tissues. The level of HPT-7H transcripts was induced by drought in an allele-
dependent manner and proportionally induced the accumulation of tocopherols. Based on
the gathered information, genetic markers can be constructed that could assist in the smart

breeding of high vitamin E barley varieties potentially more tolerant to oxidative damage.

In the second part of this thesis, the leaf transcriptome of eight chosen barley varieties was
dissected. Under drought stress four genotypes displayed high yield stability and four
genotypes low yield stability. Yield stability was chosen to represent the overall fitness of the
plants. Global transcriptome analyses were presumed to give insight into many molecular
and physiological responses provoked by disadvantageous growth conditions. Indications at
multiple points manifested that the applied water withdrawal had no shock-like
characteristics. Rather gradually increasing and lasting water shortage affected the plants in
a way that is said to be more relevant when studying the effects of water shortage under field
conditions. For each genotype, genes differentially expressed by drought have been
identified. However, for this thesis emphasis was primarily put on identifying common
responses of genotypes as their conserved reaction might be fundamentally more relevant

for the adaption to adverse growth conditions. Therefore, genes were regarded that

\Y
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displayed differential expression in all eight genotypes or specifically in either all four
drought-tolerant genotypes or in all four drought-susceptible genotypes. In a second
approach, genes have been identified that showed either higher or lower activity in
genotypes with contrasting yield stability. Thus, genes have been identified that primarily
displayed activity in a genotype dependent manner that is linked to vyield stability.
Coincidentally, those genes did not display differentially regulation by drought, but in many
cases could be linked to different alleles. It is discussed how these genes might
fundamentally influence the physiological state of the plants already under well provided
growth conditions, priming the plants for the onset of possible adverse circumstances.
Among all identified genes several were chosen and discussed thoroughly in the context of
drought adaption. A number of genes might influence intracellular signalling mechanisms and
therefore regulated the expression of further downstream genes. Some genes were found to
participate in the perception and homeostasis of phytohormones possibly enabling systemic
drought signalling throughout the plant. Furthermore, several observations indicate that the
plants changed the activity of central N- and C-metabolic pathways as a reaction to stress.
Additionally, drought tolerant genotypes might be more efficient in generating energy through
respiration, which might be beneficial in coping with drought stress. Potential penalties on
overall yield performance are hinted at. Based on technical and biological validation an
assessment is given whether the discussed regulatory features might be exploitable for

future contemplations and approaches in studying the drought adaption of barley plants.

VI



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Kulturpflanzen im Klimawandel

Im Zeichen sich drastisch verandernder Klimabedingungen und steigender
Bevolkerungszahlen steht die Landwirtschaft vor groRen Herausforderungen (Lesk et al.
2016). Trockenheit und Hitze stellen limitierende Faktoren fir den Anbau von Nutzpflanzen
dar (Fahad et al. 2017). Reduzierte Niederschlage und vor allem veranderte
Niederschlagsperioden verursachen weltweit Duarren (Lobell et al. 2011), die das
Pflanzenwachstum und damit die Ertrdge negativ beeinflussen kénnen (Barnabas et al.
2008). So schlussfolgerten beispielsweise Daryanto et al. (2016), dass allein in den Jahren
1980 bis 2015 der Ertrag des weltweiten Weizen- (Triticum aestivum L.) und Maisanbaus
(Zea mays L.) um durchschnittlich 26 % respektive 40 % durch Trockenheit beeintrachtigt
war und zuklnftig noch starker betroffen sein wird. Trockenstress beeinflusst multiple
Aspekte des Pflanzenwachstums, von reduzierter Aktivitat der Photosynthese (Flexas et al.
2004) bis zur unterbrochenen Verteilung von Nahrstoffen und Photoassimilaten (Farooq et
al. 2009), die letztlich mit reduzierten Ertragen einhergehen koénnen (Praba et al. 2009,
Urban et al. 2017). Es gibt eine Vielzahl von Méglichkeiten den Einfliissen des Klimawandels
auf die Landwirtschaft entgegenzuwirken, von SubstitutionsmaRnahmen im Feld wie
kinstlicher Bewasserung, bis hin zur Zichtung von neuen Pflanzensorten, die besser den
widrigen Bedingungen trotzen konnen. Letztendlich wird die Kombination all dieser und
weiterer Mdoglichkeiten notwendig sein, um zuklnftig stabile Ertrage zu gewahrleisten
(George et al. 2017).

1.2. Reaktionen auf Trockenheit

Eine limitierte Wasserzufuhr |16st ein komplexes Geflecht aus physiologischen, zellularen und
metabolischen Adaptionsmechanismen in Pflanzen aus. Je besser diese verstanden sind,
umso besser kdnnen die Auswirkungen von abiotischem Stress bekampft werden. Einige
Antworten und Adaptionsmechanismen von Pflanzen auf Trockenstress sind (1) der Escape-
Phanotyp, bei dem die Pflanzen ihren Lebenszyklus drastisch beschleunigen um dem
Wassermangel zu entgehen, (2) die Vermeidung der Dehydrierung (sinkender Turgordruck)
durch Eingrenzung des Wasserverlusts durch Regulation der Stomata oder effektivere
Aufnahme von Wasser aus dem Boden oder (3) eine gesteigerte Toleranz gegenuber
Dehydrierung durch Akkumulation von schitzenden Proteinen, Aminosauren, Zuckern oder
Antioxidantien, der Aufrechterhaltung der Membranstabilitait oder eine verringerte
metabolische Aktivitat z.B. durch Dormanz (Turner 1986, Jackson et al. 2000, Chaves et al.
2003, Barnabas et al. 2008, Fleury et al. 2010, Blum 2011, Verslues & Junenger 2011, Hu &
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Xiong 2014, Jones 2014, Langridge et al. 2016). Diese adaptiven Mechanismen umfassen
kurzzeitige physiologische Regulationen, reversible zellulare Anpassungen, aber auch
strukturell irreversible Veranderungen. Die Relevanz jedes Mechanismus variiert nicht nur
von Pflanzenart zu Pflanzenart, sondern auch von Sorte zu Sorte und zusatzlich hangt sie
stark vom Entwicklungsstadium der Pflanze und von der Art des Stresses ab (Dauer, Starke
und Frequenz). In der Praxis sind Pflanzen, die all diese Mechanismen am effektivsten
kombinieren kénnen, gegenlber Stressszenarien am besten gewappnet (Demirevska et al.
2009, Schulze & Hall 1982, Tardieu & Simonneau 1998). Die GrofRe der Pflanzen, eine
reduzierte Blattflache, frihe Reife und verlangerte Perioden geschlossener Stomata zahlen
zu den effektivsten Antworten, um die durch Trockenstress ausgeldsten negativen Effekte zu
verringern, wobei viele dieser Mechanismen auch den Ertrag der Pflanzen negativ
beeinflussen kdénnen (Weisz et al. 1994, Mahan et al. 1995, Karamanos & Papatheohari
1999, Farooq et al. 2009, Xu et al. 2009).

Stomata sind Poren in der Epidermis der Pflanzen, die den Gasaustausch mit der
Umgebungsluft ermoglichen. Der Schluss der Stomata gehort zu den ersten Reaktionen von
Pflanzen, um den Wasserverlust zu limitieren (Sperry et al. 2017). Geschlossene Stomata
verringern jedoch nicht nur die Rate der Transpiration, sondern schréanken auch die
Assimilationsrate von CO; ein, wodurch auch die Rate der Photosynthese sinkt und das
Wachstum der Pflanzen beeintrachtigt wird (Ludlow 1989). Der Schluss der Stomata kann
auf Kosten des aktuellen Wachstums vor allem kurzfristig Perioden geringer
Wasserverfligbarkeit tberbriicken, um den Pflanzen anschlielend wieder Wachstum zu
ermoglichen (Spitters & Schapendonk 1990). Bei anhaltendem Lichteinfall kommt es durch
den photosynthetischen Elektronentransport zu einer Akkumulation des Elektronenakzeptors
NADPH (protoniertes Nicotinamidadenindinukleotidphosphat), wenn dieser durch eine
sinkende CO2-Assimilationsrate im Ribulosebisphosphatzyklus nicht regeneriert werden kann
(Schapendonk et al. 1989, Cruz de Carvo 2008, Livingston et al. 2009). NADPH kann in
ungewollten  Nebenreaktionen  Sauerstoff (O2) reduzieren, wodurch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) entstehen (Gomez et al. 2019), die oxidative Schaden verursachen
kénnen (dazu mehr in Abschnitt 1.5.2). Bei sinkender CO,-Konzentration steigt auch die
Oxygenierungsrate der RuBisCO (Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase), was
auch zur Akkumulation von ROS beitragt (Cruz de Carvalho 2008). Einige wenige
Pflanzenarten, die zur sogenannten Cs4-Photosynthese oder zum Crassulaceen-
Saurestoffwechsel befahigt sind, kdnnen trotz (teilweille) geschlossener Stomata noch
Photosynthese betreiben, da sie das nétige CO. entweder raumlich oder zeitlich vorfixieren
und somit unter solchen Bedingungen einen Wachstumsvorteil haben (Sage 2017). Die

meisten Pflanzenarten, darunter auch Gerste (Hordeum vulgare L.), sind dazu jedoch nicht
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befahigt, weshalb die Regulation der Stomata intensiv untersucht wird (Frank & Farquhar
2007). Gerste ist beispielsweise sehr schnell und effektiv in der Regulation der Stomata
(Schafer et al. 2018).

1.3. Gerste und Ziichtung

Gerste gehort zu den altesten Kulturpflanzen der Menschheit. Die Kultivierung kann bis ins
Natufien zurlckverfolgt werden, eine Kultur des Epipaldolithikums (12000 - 9500 v. Chr.) in
der Levante, eine Region an der Ostkiste des Mittelmeers (siehe z.B. auch Hayden et al.
2012 fur weitere kulturarchaologische Auffihrungen). Wirtschaftlich relevant ist Gerste
heutzutage vor allem als Futtermittel und zum Malzen flir die Herstellung alkoholischer
Getranke (Newman & Newman 2008, Zhou 2010). Im Vergleich zu anderen Getreiden ist
Gerste gut an das Wachstum unter trockenen Bedingungen angepasst, was unter anderem
mit der Kultivierung in mediterranen Gegenden in Verbindung gebracht wird (Gonzalez et al.
1999, Voltas et al. 1999). In ihrer Abhandlung Uber die Gerstenzucht beschreiben Harlan und
Martini (1936) Gerste sogar als ,das zuverlassigste Getreide der Menschheit, geeignet flr
den Anbau in den exponiertesten Gegenden der Welt, von den Oasen der Sahara bis zu den
Hangen des Mount Everest‘. Dabei stellen sie jedoch nicht klar, ob sie sich auf kultivierte
Gerste (Hordeum vulgare L. subsp. vulgare) oder wilde Gerste (Hordeum vulgare subsp.
spontaneum) beziehen. Wilde Gerste ist der direkte Vorfahre der kultivierten Gerste, der eine
noch bessere Toleranz gegenuber extremen klimatischen Bedingungen zugeschrieben wird
(Harlan & Zohary 1966, Gunasekera et al. 1994). Trotz einer etwas poetischen Darstellung
kamen Harlan und Martini bereits 1936 zu dem Schluss, dass das Wachstum verschiedener
Gerstensorten unter extremem Bedingungen in diversen Regionen der Welt mit einem
enormen genetischen Potential verknlpft sein muss, dass fur die Zichtung von neuen
Gerstensorten genutzt werden kann, die besser an unvorteilhafte Wachstumsbedingungen
angepasst sind. Dieses Potential wird auch heute noch von Genetikern und Zichtern
erkannt, die neue Quellen genetischer Variationen suchen, um diese fur die Zichtung von
stressresistenten Sorten zu nutzen (Ellis et al. 2000, Nevo 2006, Sharma et al. 2013). Die
grol’e Schwierigkeit dabei liegt in der erfolgreichen Identifikation und Selektion der
genetischen Determinanten, die fir eine gesteigerte Fitness der Pflanzen verantwortlich sind.
Eine elegante Methode genetische Determinanten zu identifizieren, die mit einem gewollten
Phanotyp verknlpft sind, ist die Identifikation von quantitative trait loci (QTLs) in
genomweiten Assoziationsstudien (GWAS). GWAS nutzen statistische Methoden, um
Chromosomenregionen im Genom zu lokalisieren, die mit groRer Wahrscheinlichkeit Gene

enthalten, die den gewilnschten Phanotyp hervorrufen (Mauricio 2001). QTLs kdnnen
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anschlieBend in Zichtungsprogrammen verwendet werden, um die Vererbung der
genetischen Determinanten Uber markerassistierte Selektion (MAS) nachzuverfolgen. GWAS
zur Trockentoleranz von Gerste finden sich beispielsweise flir Kreuzungspopulationen von
Kulturgerstengenotypen (Diab et al. 2004), fir Kreuzungspopulationen von Wildgersten-
genotypen mit Kulturgerstengenotypen (Sayed et al. 2012, Honsdorf et al. 2014) und flr
groflte Kollektionen von Kultur- und Wildgerstengenotypen (Varshney et al. 2012). Diese
Studien assoziierten genetische Determinanten vor allem direkt mit Ertragsparametern. Wie
erwahnt, kénnen Pflanzen mit einem Geflecht verschiedenster Anpassungen auf
Stressszenarien reagieren, die in Summe eine gesteigerte Fitness vermitteln (Demirevska et
al. 2009). Die Untersuchung von QTLs, die mit solchen Anpassungsstrategien in Verbindung
stehen, ist demnach eine valide Strategie den Einfluss von Stress auf das Wachstum von

Pflanzen zu betrachten.

1.4. Wegbereitende Arbeiten

Ein Ausgangspunkt flr die in dieser Arbeit aufgefihrten Analysen, waren vorangegangene
Arbeiten, die sich bereits mit molekularen Adaptionsmechanismen von Gerstenpflanzen
gegenlber Trockenheit und Hitze beschéaftigten (Templer et al. 2017). Templer et al. (2017)
hatten das Wachstum von 81 Sommergerstengenotypen unter gut bewasserten
Bedingungen, Trockenstress und kombiniertem Trocken- und Hitzestress in Klimakammern
betrachtet. Diverse morphologische und physiologische Wachstumsparameter wurden
protokolliert. Zum Zeitpunkt der Blite wurden Fahnenblatter beprobt und der Gehalt von

insgesamt 57 Metaboliten bestimmt.

Der Einfluss von Trockenheit auf das Wachstum von Gerstenpflanzen in verschiedenen
Entwicklungsstadien wird schon lange intensiv studiert (z.B. Aspinall et al. 1964, Aspinall
1965, Wells & Dubetz 1966). Es zeigte sich, dass die Pflanzen vor allem wahrend des
Ahrenschiebens, der Phase der Bliite und der Kornfiilllung am sensitivsten gegeniiber
Trockenheit sind. Die starksten Ertragseinbuf’en verursacht Trockenstress wahrend der
Kornflllung (Sanchez-Diaz et al. 2002). Das Fahnenblatt ist das oberste und damit jingste
Blatt einer Pflanze. Der Metabolismus in den obersten Blattern und den Grannen der Gerste
beeinflusst die Kornflllung, da dort die nétigen Photoassimilate flr den Transport durch das
Phloem bereitgestellt werden (Blum 1985, Bort et al. 1994, Rucker et al. 1995, Sanchez-Diaz
et al. 2002).

Von Templer et al. (2017) wurde der Gehalt von Metaboliten des primaren Kohlenstoff- und

Stickstoffstoffwechsels, sowie von Metaboliten, die an antioxidativen Mechanismen beteiligt
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sind, analysiert. Die Genotypen wurden mit einem Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP)-
Chip genotypisiert, der 7864 Uber das gesamte Genom verteilte SNP-Marker abdeckte.
AnschlieRend wurden Verbindungen zwischen den makroskopischen, den molekularen und
den genetischen Parametern gesucht. Zwischen den makroskopischen und den molekularen
Parametern wurden Zusammenhange gesucht, die nahelegen, dass Genotypen mit
veranderten molekularen Eigenschaften ebenso veranderte makroskopische Eigenschaften,
wie Ertragsparameter, aufweisen. AnschlieBend wurden die makroskopischen und
molekularen Parameter Gber GWAS mit den genetischen Markern in Verbindung gebracht.
Templer et al. (2017) identifizierten unter anderem fir den Gehalt des Metabolits y-
Tocopherol (mehr in Abschnitt 1.5) von Pflanzen, die unter Trockenstress oder kombiniertem
Trocken- und Hitzestress aufgewachsen waren, QTLs auf Chromosom 7H bei 118-122 cM
(Centimorgan) (Abbildung 1). In dieser Genomregion traten folglich Unterschiede in der
Auspragung der SNP-Marker zwischen den verschiedenen Genotypen auf, die mit

Unterschieden im Gehalt von y-Tocopherol assoziiert waren.

Darliber hinaus wurde ein positiver linearer Zusammenhang zwischen dem Gehalt von y-
Tocopherol und dem Tausendkorngewicht (TKG) von Genotypen beobachtet, die unter
Trockenstress aufgewachsen waren (Abbildung 2). Dementsprechend war das TKG in
Genotypen groRer, die einen erhdhten y-Tocopherolgehalt in Fahnenblattern zum Zeitpunkt
der BlUte aufgewiesen hatten. Templer et al. (2017) diskutierten, dass das Antioxidans y-
Tocopherol eine wichtige Rolle in der Stressadaption spielen kann. Es kdnnte das Wachstum
der Pflanzen positiv beeinflussen, weshalb Genotypen mit einem erhéhten Metabolitgehalt
eine gesteigerte Fitness aufgewiesen haben. Die Validierung dieser Hypothese stand dabei

unter anderem im Fokus dieser Arbeit.
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Abbildung 1: GWAS zum y-Tocopherolgehalt. Adaptiert aus Templer et al. (2017). Die Anzucht der
Gerstengenotypen fand in Klimakammern unter a) Trockenstress und b) kombiniertem
Trocken- und Hitzestress statt. Zum Zeitpunkt der Bllite wurde der Gehalt von y-Tocopherol
[ng/mgFG] (Frischgewicht) von Fahnenblattern bestimmt. Die Genotypen wurden Uber einen
lllumina iSelect 9K SNP Chip genotypisiert. Fur jeden SNP-Marker ist der Signifikanzwert (p-
Wert) der Assoziation aus Markerauspragung und Metabolitgehalt als negativer dekadischer
Logarithmus gezeigt, in Relation zur Position der Marker im Gerstengenom. Signifikante
Assoziationen (kleiner p-Wert) erscheinen grof3. Lagen sie Uber einem vorgegeben
Schwellenwert (False discovery rate, FDR, gestrichelte Linie), wurde die Assoziation als
statistisch signifikant angesehen. Signifikante Assoziationen werden als quantitative trait loci
(QTL) bezeichnet. Auf Chromosom 7H fanden sich QTLs fir den Gehalt von y-Tocopherol.
Weitere Details im Text und in Templer et al. (2017).




Einleitung

40
r’=0,5019
~ Q
E - 304 o
89
s 204 o0 <
hc o —0—
L0 L
.t
EX 104 °
@
|_
0 I I I

0 10 20 30 40

Templer etal. (2017)
y-Tocopherol [ng/mgFG] trocken

Abbildung 2: Zusammenhang zwischen dem Gehalt von y-Tocopherol und dem TKG. Adaptiert
aus Templer et al. (2017). Die Anzucht von Gerstengenotypen fand in Klimakammern unter
kontrolliertem Trockenstress statt. Zum Zeitpunkt der Blite wurde in Fahnenblattern der
Gehalt von y-Tocopherol [ng/mgFG] bestimmt. Das Tausendkorngewicht (TKG) [g] wurde
nach Reife der Pflanzen bestimmt. Jeder Datenpunkt gibt den Mittelwert (plus
Standardabweichung) aller biologischen Replikate eines Genotyps an. Weitere Details siehe

Text sowie Templer et al. (2017).

1.5. Tocochromanol/Vitamin E

1.5.1. Historisches und Struktur

Um die Rolle, die y-Tocopherol in der Stressadaption spielen kann, besser verstehen und
analysieren zu konnen, lohnt sich ein historischer Rickblick. Vor fast einhundert Jahren
berichteten Evans und Bishop (1922) erstmal von einem bis dahin unbekannten fettléslichen
Nahrstoff, der essenziell fir die Reproduktion von Mausen war. Fehlte diese unbekannte,
zunachst als Substanz X bezeichnete Komponente in der Nahrung, waren Mause
unfruchtbar. Diese Substanz wird heute als Vitamin E klassifiziert, da sie auch fir den
menschlichen Organismus essenziell ist, d.h. nicht von diesem synthetisiert werden kann
und Uber die Nahrung aufgenommen werden muss. Vitamin E bezeichnet dabei
hauptsachlich eine Gruppe an acht strukturell dahnlichen lipophilen Molekilen, vier werden
als Tocopherole und vier als Tocotrienole bezeichnet (Abbildung 3) (DellaPenna & Pogson
2006).
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R’ R2
a-Tocopherol CH, CH,
B-Tocopherol CH, H

y-Tocopherol H CH,
o-Tocopherol H H

a-Tocotrienol CH, CH,
B-Tocotrienol CH, H
y-Tocotrienol H CH,
&-Tocotrienol H H

Abbildung 3: Chemische Struktur der Tocopherole und Tocotrienole. Gezeigt ist die chemische
Struktur der vier natirlich vorkommenden Tocopherol-Isomere in der (RRR)-Konfiguration und
die chemische Struktur der vier naturlich vorkommenden Tocotrienol-Isomere in der (R)-
Konfiguration. Tocopherole haben eine gesattigte Seitenkette, Tocotrienole eine dreifach
ungesattigte Seitenkette. Die Anzahl der Methylgruppen am Chromanring differenziert die

verschiedenen Tocopherol- und Tocotrienolarten. Adaptiert nach Tsochatzis et al. (2012).

Der Begriff Tocopherol wurde dabei als Anspielung auf die physiologische Funktion
vorgeschlagen (griechisch: tékos: Geburt; und phérein: tragen), als erstmals aus
Weizenkeimdl ein Alkohol (deshalb Endung ,-ol“) isoliert werden konnte, der in
Futterungsexperimenten physiologische Vitamin E Aktivitat aufwies (Evans et al. 1936). Die
chemische Struktur dieses Alkohols konnte kurze Zeit spater aufgeklart werden, nachdem
das kunstlich synthetisierte Reaktionsprodukt (heute bekannt als a-Tocopherol) der beiden
Verbindungen Phytylbromid und Trimethylhydroquinone in Futterungsexperimenten ebenso
hervorragende Vitamin E Aktivitdt aufwies (Karrer et al. 1938). Allen Tocochromanolen
(Ubergeordneter Begriff fur Tocopherole und Tocotrienole) gleich sind eine hydrophobe
Polyprenyl-Seitenkette und ein Chromanring, der wahrend der Biosynthese aus
Homogentisinsaure (HGA) gebildet wird. Die hydrophobe Seitenkette verankert die
Tocochromanole dabei in Biomembranen, wahrend eine Hydroxygruppe am Chromanring,
der im wassrigen Milieu liegt, die molekulare Funktion vermittelt, die in heterotrophen
Organismen als physiologische Vitamin E Aktivitat bezeichnet wird (Hussain et al. 2013). Auf
Grund der phenolischen Natur des Chromanrings kann leicht ein Proton der Hydroxygruppe
abgegeben werden und als Radikalfanger agieren, hauptsachlich um Lipidperoxidation der
Biomembran zu stoppen (mehr in Abschnitt 1.5.2). Wahrend Tocopherole eine gesattigte

Polyprenyl-Seitenkette tragen, wurde die Bezeichnung Tocotrienole fir diejenigen
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Tocochromanole gewahlt, die eine dreifach (tri) ungeséattigte aliphatische Seitenkette
aufweisen, mit Doppelbindungen an der 3‘, 7 und 11‘ Position (Bunyan et al. 1961).
Tocochromanole werden ausschlieRlich in Organismen gebildet, die Photosynthese
betreiben kénnen, wie Cyanobakterien, Algen und Pflanzen (Hofius & Sonnewald 2003). Es
wird angenommen, dass Tocopherole ubiquitdr im Reich der Pflanzen auftreten, wahrend
Tocotrienole nur in wenigen Pflanzengruppen, wie einigen Monokotyledonen, auftreten, zu

denen auch die in dieser Arbeit betrachtete Gerste zahlt (Siles et al. 2013).

1.5.2. Antioxidative Wirkung

Eine entscheidende molekulare Funktion der Tocochromanole besteht in der Einschrankung
der Lipidperoxidation. Dieser Prozess kann als Kettenreaktion ablaufen und oxidative
Schaden an Lipiden verursachen, wodurch Biomembranen und damit Zellen geschadigt
werden. Die Lipidperoxidation startet, wenn ein Fettsduremolekull ein Proton an ein freies
Radikal abgibt, ein Molekll oder Atom mit mindestens einem ungepaarten Valenzelektron,
und dadurch zum Fettsaure-Radikal wird. Nach radikalischer Substitution mit Sauerstoff (O2)
entsteht ein Lipidperoxyl-Radikal, welches einem weiteren Fettsauremolekil ein Proton

entziehen kann, wodurch eine Kettenreaktion ablaufen kann (Abbildung 4).

Betroffen sind vor allem ungesattigte Fettsauren, da sich zwischen den Doppelbindungen
besonders reaktive Methylengruppen befinden, die leicht Protonen abgeben kdénnen
(Hasanuzzaman et al. 2004). Die Kettenreaktion kann abbrechen, wenn keine Fettsaure
mehr vorhanden ist, die ein Radikal bilden kann, zwei Radikale ein stabiles Nicht-Radikal
erzeugen oder Antioxidantien die Radikale abfangen. Durch die Inkorporation in die
Biomembran sind Tocochromanole besonders befahigt die Lipidperoxidation der
Membranfettsduren zu stoppen. Dabei kann durch die Abgabe eines Protons am
Chromanring ein Fettsdure-Peroxyradikal in ein Fettsdure-Hydroxyperoxid Uberfihrt werden,
welches kein Radikal mehr ist. Das Tocochromanol-Molekul wird dabei selbst zum
Tocochromanol-Radikal, ist auf Grund der delokalisierten Elektronen am Chromanring
jedoch weniger reaktiv und fihrt die Kettenreaktion nicht fort (Abbildung 5). Es kann
anschlieBend Uber das wasserldsliche Antioxidationssystem Ascorbinsdure (Vitamin C)
regeneriert werden, das selbst Uber  Glutathion, Thioredoxin und die
Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat)e (NAD oder NADP) an die Elektronentransportkette
in den Mitochondrien oder Chloroplasten gekoppelt ist. Das Tocochromanol-Radikal kann
alternativ auch abgebaut werden. Genauere Details zum Mechanismus finden sich in
Yamauchi (1997).
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1. Initiation

L=H + Xe- —> Le + X-H

2. Propagation (Autooxidation + Kettenreaktion)

v

Le + 0O, —> LOO - + L-H

LOO-H

3. Termination

LOO- + LOO+ —» Nicht-Radikale

LOO+« + Toc s LOO—-H + Toc »

Abbildung 4: Schema Lipidperoxidation. Die Reaktion einer Fettsdure (L-H) mit einem Radikal (X¢)
erzeugt ein Fettsdureradikal (L+). Durch radikalische Substitution mit Sauerstoff entsteht ein
Lipidperoxyl-Radikal (LOO¢). Eine Kettenreaktion kann ablaufen, in der subsequent Fettsaure-
Hydroperoxide (LOO-H) entstehen. Die Propagation der oxidativen Schadigung kann
terminiert werden, wenn Nicht-Radikale entstehen oder Antioxidantien wie Tocochromanole

(Toc) die Kettenreaktion abbrechen. Konzept adaptiert aus Hasanuzzaman et al. (2004).

Tocochromanol Tocochromanol-Radikal

Abbildung 5: Tocochromanol-Radikal. Tocochromanole kdénnen als Radikalfanger agieren. Ein
Proton einer Hydroxygruppe am aromatischen Ring des Chromanrings kann an ein freies
Radikal (z.B. Lipidperoxyl-Radikal) abgegeben werden. Auf Grund der delokalisierten
Elektronen am Chromanring ist das entstehende Tocochromanol-Radikal weniger reaktiv. RP:
Polyprenylrest, R1 und R2: siehe Abbildung 3. Adaptiert aus Yamauchi (1997).
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Initiiert wird die Lipidperoxidation oft durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die am Beispiel
des Hyperoxids (O2) als ungewollte Nebenprodukte in der Elektronentransportkette in den
Mitochondrien oder den Chloroplasten entstehen kénnen, oder, wie im Fall des
Wasserstoffperoxids (H202), von Zellen auch vorsatzlich gebildet werden kénnen, da sie
wichtige Botenstoffe darstellen, die bei Befall mit Bakterien in Pflanzen ein systemisches
Signal zur Pathogenabwehr auslésen kénnen (Torres 2010, Czarnocka & Karpinski 2018).
Wird der ROS-Gehalt nicht reguliert, kann dies zum Zelltod fihren (Sharma et al. 2012).
Dabei schadigen sie nicht nur Lipide, sondern auch Proteine, Kohlenhydrate und
Desoxyribonucleinsduren (DNA) (Choudhury et al. 2013). Als Schutzsysteme gegen
oxidative Schaden haben sich deshalb diverse Mechanismen entwickelt. Darunter
enzymatische Antioxidationssysteme wie Superoxiddismutasen, Katalasen, Peroxidasen und
die Enzyme des Ascorbat-Glutathion-Zykluses, als auch nicht-enzymatische
Antioxidationssysteme, wie Ascorbinsaure, Glutathion, Carotenoide und die in dieser Arbeit
betrachteten Tocochromanole (Sharma et al. 2012, Choudhury et al. 2013). Der Gehalt von
ROS kann durch abiotische und biotische Stressfaktoren wie Trockenheit, Hitze, hohem
Gehalt von Salzen und toxischen Metallen im Boden, Ozon, UV-Strahlung und
Pathogenbefall steigen (Gill & Tuteja 2010, Gomez et al. 2019). Da Tocochromanole in
Plastiden synthetisiert werden (Abschnitt 1.5.3), sind sie in Pflanzen vor allem am Schutz der
Komponenten der Photosynthese vor oxidativen Schaden beteiligt. Diverse Studien
berichten Uber positive Einflisse auf die Fitness von Pflanzen gegeniber abiotischen
Stressszenarien (siehe z.B. Zusammenstellungen in Hasanuzzaman et al. 2014). Da auch in
Gerste ein positiver Zusammenhang zwischen dem Tocopherolgehalt und morphologischen
Parametern beobachtet werden konnte (Abbildung 2) (Templer et al. 2017) bestand Grund
zur Annahme, dass bei detaillierterer Betrachtung weitere Zusammenhange zwischen der

Fitness von Gerstenpflanzen und dem Tocochromanolgehalt identifiziert werden kénnen.

1.5.3. Biosynthese

Die vier Arten der Tocopherole und Tocotrienole unterscheiden sich durch die Anzahl der
Methylgruppen am Chromanring (Abbildung 3), vermodgen jedoch dieselbe molekulare
Funktion zu vermitteln (Dormann 2007). In den meisten Pflanzenarten ist a-Tocopherol die
Tocochromanolart, die im griinen Gewebe am starksten akkumuliert (DellaPenna & Pogson
2006). Auch in Blattern von Gerste detektierten Templer et al. (2017) deutlich mehr a-
Tocopherol als andere Vitamin E Formen, demnach auch mehr a- als y-Tocopherol, flr das
ein Zusammenhang zu morphologischen Parametern identifiziert wurde (Abbildung 2). Um

die Dynamik der verschiedenen Tocochromanol-Isoformen zu verstehen und um die
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genetische Komponente identifizieren zu kénnen, die dem beschriebenen QTL zugrunde

liegen kénnte, lohnt es sich die Unterschiede in der Biosynthese der verschiedenen Vitamin

E Formen zu betrachten (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schema der Tocochromanolbiosynthese. Fett gedruckt: Metabolite, Graue Kastchen:

Enzyme, gestrichelte Pfeile: weitere enzymatische Zwischenschritte. a) Bereitstellung der
Edukte (unterstrichen) fur die Tocochromanolbiosynthese. Gezeigt sind nur die Schritte, von
denen bekannt ist, dass sie Einfluss auf den Tocochromanolgehalt nehmen kénnen (siehe
Erlduterungen in Abschnitt 1.5.3). b) Enzymatische Schritte spezifisch fiur die
Tocochromanolbiosynthese. Tph: Tocopherol, Ttr: Tocotrienol. a+b) Angedeutet ist auch die

Biosynthese von Plastochinon, das am Elektronentransport in der Photosynthese beteiligt ist.
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Die Biosynthese wird von der Homogentisat-Solanesyl-Transferase (HST) vermittelt, einem
zur HPT und HGGT strukturell verwandtem Enzym. S-PP: Solanesyl-Pyrophosphat, MSBQ: 2-
Methyl-6-Solanesyl-1,4-Benzoquinol. Weitere Ausfuhrungen im Text in Abschnitt 1.5.3.

Der erste charakteristische Schritt der Tocopherolbiosynthese wird von der Homogentisat-
Phytyl-Transferase (HPT; vte2; EC: 2.5.1.115) vermittelt, einem Enzym, das in der
Hullmembran der Chloroplasten Homogentisat (HGA) und Phytyl-Pyrophosphat (P-PP) zu 2-
Methyl-6-Phytyl-1,4-Benzoquinol (MPBQ) kondensiert (Soll et al. 1980). Der erste
charakteristische Schritt der Tocotrienolbiosynthese wird von der Homogentisat-
Geranylgeranyl-Transferase (HGGT; EC: 2.5.1.116) vermittelt, ein zur HPT strukturell
verwandtes Enzym, das HGA und Geranylgeranyl-Pyrophosphat (GG-PP) kondensiert, da es
eine erhohte Affinitdt zu dieser dreifach ungesattigten Polyprenyl-Verbindung gegeniber
dem gesattigten P-PP aufweist (Cahoon et al. 2003). Das Reaktionsprodukt der HGGT wird
analog dem Reaktionsprodukt der HPT als 2-Methyl-6-Geranylgeranyl-1,4-Benzoquinol
(MGGBQ) bezeichnet. Im Gegensatz zu den spezifischen Rollen dieser beiden Enzyme in
der Tocopherol- beziehungsweise der Tocotrienol-Biosynthese, diskriminieren die Ubrigen
Enzyme der Tocochromanol-Biosynthese nicht zwischen den Intermediaten der beiden
Biosynthesewege, was durch die alleinige biotechnologische Expression des Gerste HGGT-
Gens in der Modelpflanze Arabidopsis (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) bewiesen wurde,
eine Pflanzenart in der sonst keine Tocotrienole akkumulieren (Cahoon et al. 2003). Bekannt
war auf’erdem schon langer, dass die nachfolgenden Schritte spezifisch in der inneren
Hullmembran der Plastiden katalysiert werden (Soll et al. 1985). Der erste mogliche weitere
Schritt wird dabei von der MPBQ-Methyltransferase (MPBQ-MT, vte3, EC: 2.1.1.295)
vermittelt. Unter Verwendung des Methyldonors S-Adenosylmethionin (SAM) wird dem
aromatischen Ring von MPBQ oder MGGBQ eine Methylgruppe hinzugefugt, wodurch 2,3-
Dimethyl-6-Phytyl-1,4-Benzoquinol (DMPBQ), beziehungsweise 2,3-Dimethyl-6-
Geranylgeranyl-1,4-Benzoquinol (DMGGBQ) entsteht. Die Methylierung am aromatischen
Ring ist optional, d.h. alle vier Benzoquinone (MPBQ, MGGBQ, DMPBQ, DMGGBQ) kénnen
im nachsten Schritt von der Tocopherol-Cyklase (TC, vte1, EC: 5.5.1.24) als Substrat
verwendet werden (Sattler et al. 2003). Sie bildet zwischen der aromatischen Kopfgruppe
und dem aliphatischen Polyprenylrest eine zweite, sauerstoffhaltige, nicht aromatische
Ringstruktur aus, wodurch die charakteristische hydrophile Chromanstruktur entsteht. MPBQ
wird dabei zu ©&-Tocopherol, MGGBQ zu ©&-Tocotrienol, DMPBQ zu y-Tocopherol und
DMGGBAQ zu y-Tocotrienol. Die y-Tocopherol-Methyltransferase (yTMT, vte4, EC: 2.1.1.95)
kann schlussendlich dem aromatischen Ring aller - und y-Formen, unter SAM-Verbrauch,

eine weitere Methylgruppe hinzufligen. Dadurch wird &-Tocopherol zu B-Tocopherol, &-
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Tocotrienol zu B-Tocotrienol, y-Tocopherol zu a-Tocopherol und y-Tocotrienol zu a-
Tocotrienol, womit der Grad der Methylierung des Chromanrings den Unterschied zwischen

den verschiedenen Varianten darstellt (Abbildung 3).

Wahrend der Biosynthese akkumulieren die Benzoquinon-Intermediate nicht in
nennenswerten Mengen (Porfirova et al. 2002). Der Substratfluss zwischen den einzelnen
Vitamin E Varianten ist jedoch nicht gesattigt, d.h. die unterschiedlichen
Tocochromanolvarianten akkumulieren in unterschiedlichen Pflanzenarten, Geweben und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in planta in unterschiedlichen Verhaltnissen (Gliszczynska-
Swiglo et al. 2007, Lizarazo et al. 2010). Das Verhaltnis der verschiedenen
Tocochromanolformen wird durch die Aktivitat der verschiedenen an der Biosynthese
beteiligten Gene beeinflusst und ist auf Grund diverser Deletions-, Repressions- und
Uberexpressionslinien besonders gut in Arabidopsis studiert (sieche DellaPenna 2005). Auch
die Bereitstellung der Substrate fur die Tocochromanolbiosynthese kann Einfluss auf den
Tocochromanolgehalt nehmen. Die aromatische HGA leitet sich von der proteinogenen
Aminosaure L-Tyrosin ab. Dieses wird durch Tyrosin-Aminotransferasen (TAT, EC: 2.6.1.5)
in 4-Hydroxyphenylpyruvat (HPP) Uberfihrt, welches wiederum von HPP-Dioxygenasen
(HPD, EC: 1.13.11.27) in HGA umgesetzt wird. Norris et al. (1998) berichteten, dass der
Gehalt von Tocopherol in Arabidopsis durch die HPD-Aktivitdt beeinflusst werden kann.
Sowohl P-PP als auch GG-PP sind mdégliche Produkte des Methylerythritolphosphatwegs
(auch DOXP-Weg) und kénnen durch eine Geranylgeranyl-Diphosphate-Reduktase (GGDR,
EC: 1.3.1.83) direkt ineinander Uberflihrt werden (Keller et al. 1998). Die Desoxy-D-Xylulose-
5-Phosphat-Synthase (DXP, EC: 2.2.1.7) katalysiert den ersten Schritt des DOXP-Wegs und
jungst wurde vermutet, dass sie in Mais (Zea mays L.) Einfluss auf den Tocochromanol-
gehalt nehmen kann (Diepenbrock et al. 2017). Dartber hinaus wurde spekuliert, dass P-PP
und GG-PP auch nach dem Abbau von Chlorophyllen durch Chlorophyll-Dephytylasen (CDP,
EC: 3.40.50.1820) in die Tocochromanol-Biosynthese flieken kénnen, da dabei Phytyl (P)
freigesetzt wird (Rise et al. 1989). Diese Vermutung bestatigte sich als in Arabidopsis eine
Phytyl-Kinase (PK, vte5, EC: 2.7.1.182) und eine Phytyl-Phosphat-Kinase (PPK, vte6, EC:
2.7.4.-) identifiziert wurden, die sukzessive P in P-P und P-PP umwandeln und Einfluss auf

den Tocochromanolgehalt nehmen kénnen (VValentin et al. 2006, vom Dorp et al. 2015).

1.6. Rollgewachshaus Experimente

Um die von Templer et al. (2017) beobachteten Zusammenhéange validieren und erweitern
Zu kénnen, sollten genetische Parameter, Wachstumsparameter und  der

Tocochromanolgehalt von unabhangigen Genotypen in unabhangigen Experimenten
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betrachtet werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten Pflanzen analysiert werden, die in
einem Rollgewachshaus (RGH) gewachsen waren. Ein RGH ist ein Glasdach, das,
basierend auf einem Niederschlagssensor, automatisiert auf Schienen Uber eine
Versuchsflache im Feld rollen kann. Alle Pflanzen innerhalb der Versuchsflache wuchsen
direkt im Erdreich, wurden vor natirlichem Niederschlag abgeschirmt und waren sonst allen
ortstiblichen Wetter- und Witterungsbedingungen wie Wind, Sonneneinstrahlung und
Temperaturschwankungen ausgesetzt. Das Wachstum fand demnach nahezu unter
Feldbedingungen statt. Es gab keine klnstliche Beleuchtung, jedoch konnten Teile der
Versuchsflache gezielt kiinstlich beregnet werden. Dadurch konnten auf engstem Raum zwei
unterschiedliche Wachstumsbedingungen erzeugt werden, Trockenstress und gut
bewasserte Bedingungen. Es konnte kein Hitzestress appliziert werden. Die Analyse von
Pflanzen, die unter nahezu Feldbedingungen wuchsen, wurde gegenlber der erneuten
Analyse von Klimakammerexperimenten bevorzugt. Die Validierung von QTLs unter
Feldbedingungen wird als notwendig angesehen, um diese wahrend der markerassistierten

Selektion (MAS) in Zichtungsbemuhungen einzusetzen (Cattivelli et al. 2008).

Die Betreuung der RGH-Experimente erfolgte durch Kooperationspartner der Landesanstalt
fur Landwirtschaft (LfL) in Freising. Im Rahmen eines Projektverbundes (www.bayklimafit.de)
durften die drei RGH-Experimente der Jahre 2016, 2017 und 2018 begleitet werden, d.h. die
dort wachsenden Pflanzen analysiert werden. Der Anbau fand in einer fur Sommergerste
Ublichen Vegetationsperiode von circa Ende Marz bis Juli statt. In den Jahren 2016 und 2017
wurde die Bodenfeuchte im RGH Uber Tensiometer gemessen. In den Teilen der
Versuchsflache, die nicht kiinstlich bewassert wurden, nahm die Bodenfeuchtigkeit schneller
ab (Abbildung 7).

Abbildung 7 (ndchste Seite): Bodenfeuchte im Rollgewachshaus. Die Bodenfeuchte wurde in drei

verschiedenen Bodentiefen (15 cm, 45 cm, 75 cm) mit Tensiometern gemessen. Fur jede
Wachstumsbedingung und jede Bodentiefe wurden acht Tensiometer eingesetzt. Gezeigt sind
die Mittelwerte (plus Standardabweichung) der Messungen aus 45 cm Tiefe. In 75 cm Tiefe
nahm die Bodenfeuchte zeitlich verzégert ab, in 15 cm Tiefe frlher (siehe Abschnitt 6.2).
Gezeigt sind auch die Tage an denen Teile der Versuchsflache kinstlich bewéassert wurden.
Es wird vermutet (Beobachtungen der LfL), dass im RGH ab -500 hPa keine effektive
Wasseraufnahme aus dem Boden mdglich ist (Welkepunkt). In beiden Jahren erfolgte die
Probennahme am 22.Juni. Fir 2018 wurde die Bodenfeuchte nicht analysiert, das

Bewasserungsregime war jedoch vergleichbar. Abbildung adaptiert aus Schuy et al. (2019).
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Vergleichbar mit den Analysen von Templer et al. (2017) wurden ab dem Zeitpunkt des
Ahrenschiebens (BBCH-Skala fir Getreide: ab Stadium 59 (Lancashire et al. 1991),
basierend auf der Zodaks-Skala (Zodaks et al. 1974)) Blattproben fir molekulare Analysen
genommen. In den Jahren 2016 und 2017 herrschte in den Teilen der Versuchsflache, die

nicht bewassert wurden, zum Zeitpunkt der Probenname bereits fir mehrere Tage eine
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Bodenfeuchtigkeit unter dem Welkepunkt (-500 hPa) (Abbildung 7), weshalb angenommen
wurde, dass die Pflanzen Trockenstress erfahren hatten. Das Bewasserungsregime in 2018
war mit dem der Jahre 2016 und 2017 vergleichbar. Trockenstress kann auch hier vermutet

werden.

Pro Genotyp und Wachstumsbedingung wurden vier (2016, 2017) bzw. funf (2018)
Blattprobenpools erstellt und fortan als biologische Replikate gehandhabt. Es wurde das
Fahnenblatt-Minus-Eins (Fahnenblatt -1) beprobt, also das Blatt, das sich vor dem
Fahnenblatt entwickelte und demnach alter war. Bei vorangegangenen Analysen stellte sich
heraus, dass das Fahnenblatt in einigen Genotypen sehr klein ist und fir die
verschiedensten Analysen nicht genug Biomasse liefern konnte. Das Fahnenblatt -1 war
stets groRer. Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 68 Genotypen analysiert. Im Jahr
2016 wurden 57 Genotypen analysiert, im Jahr 2017 59 Genotypen und im Jahr 2018 15
Genotypen. Zwischen den Kollektionen der Jahre 2016 und 2017 bestand eine
Uberschneidung von 48 Genotypen. Der Austausch einiger Genotypen basierte auf der
Inkorporation weiterer Genotypen von projektassoziierten Zuchtbetrieben, die parallel zum
RGH-Experiment 2016 erst in Klimakammern auf ihre Tocochromanolakkumulation getestet
wurden (Analysen nicht gezeigt). Zwischen den Jahren 2016 und 2018 bestand eine
Uberschneidung von 13 Genotypen, zwischen den Jahren 2017 und 2018 eine von 15
Genotypen (Tabelle 2). Fiur die Uberprifung der Assoziationen von Tocochromanol- und
Wachstumsparametern wurden nur die Proben der Jahre 2016 und 2017 analysiert. Die
Proben der Jahre 2018 wurden nur flr die Validierung von Transkriptomanalysen verwendet
(n&heres in Abschnitt 3.2.7).

Die Auswahl der Genotypen wurde in Zusammenarbeit mit den Projektpartnern getroffen. Sie
umfasste aktuelle Zuchtlinien der assoziierten Zuchtbetriebe, bestehende Elitelinien, die fir
den Anbau in Europa und Nordamerika vorgesehen sind und Genotypen, die an das
Wachstum in hei3en und ariden Regionen angepasst sind (Tabelle 2). Elitelinien sind oft auf
eine hohe Ertragsleistung gezichtet und nicht unbedingt auf erhéhte Widerstandsfahigkeit
gegen widrige Wachstumsbedingungen (Templer et al. 2017). Im Gegensatz dazu weisen
Genotypen, die an das Wachstum unter heiRen und ariden Bedingungen angepasst sind, oft
geringere Ertrage auf, da Adaptionsmechanismen pleiotrope destruktive Effekte hervorrufen
kénnen (Chaves et al. 2002, Jones 2014, oder Beispiel zur Stomataregulierung in Abschnitt
1.2). Es gibt Hinweise darauf, dass die Kombination genetischer Ressourcen durch
Zichtungsbemihungen in ertragreichen und resistenten Sorten resultieren kann
(Mikotajczak et al. 2016).
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1.7. Transkriptomanalysen
1.7.1. Uberblick

Pflanzen reagieren mit einer komplexen Abfolge von Adaptionsmechanismen auf limitierte
Wasserverfugbarkeit (Chaves et al. 2002, Jones 2014). Die physiologischen, molekularen
und biochemischen Veranderungen basieren selbst auf Veranderungen in der Transkription
und Expression von Genen (Mane et al. 2008, Vasquez-Robinet et al. 2008). Das
Transkriptom ist die Gesamtheit aller transkribierten Gene einer Zelle zu einem bestimmten
Zeitpunkt. Globale Transkriptomanalysen ermdglichen einen tiefen und breiten Einblick in die
komplexe Antwort von Pflanzen auf Trockenstress (Janiak et al. 2018) und somit auch auf
die Interaktion verschiedener Adaptionsmechanismen (Evers et al. 2010). Trockenstress 6st
durch die Regulation der Stomata und die nachfolgenden molekularen Veranderungen, wie
eine Limitierung der Photosyntheserate, vor allem in Blattern eine starke Veranderung in der
Regulation des Transkriptoms aus (Zingaretti et al. 2013, Urban et al. 2017, Romero et al.
2017). Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit das Transkriptom von Blattern betrachtet.
Transkriptomanalysen in Gerstenpflanzen, die Trockenstress erfuhren, finden sich in einer
Vielzahl von Studien. In den meisten Fallen wurde auch das Transkriptom von Blattern
betrachtet (Talame et al. 2007, Guo et al. 2009, Bedada et al. 2014, Wehner et al. 2016,
Zeng et al. 2016). Weniger haufig werden andere oberirdische Gewebe wie Kérner, Ahren
oder Grannen betrachtet (Abebe et al. 2010, Hubner et al. 2015). Am seltensten werden
Wurzeln (Kwasniewski et al. 2016, Janiak et al. 2018) oder andere unterirdische Gewebe
analysiert (Svoboda et al. 2016). In den meisten dieser Studien wurden Pflanzen untersucht,
die nur wenige Tage alt waren (z.B. Atienza et al. 2004). Meistens wurde nur ein oder
maximal zwei Genotypen betrachtet (z.B. Diab et al. 2004) und so gut wie immer wurden
Pflanzen analysiert, die in Klimakammern, Gewachshausern oder auf Filterpapier
gewachsen und gekeimt waren (z.B. Ozturk et al. 2002, Michalek et al. 2002, Tommasini et
al. 2007). Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Pflanzen betrachtet werden, die im RGH unter
nahezu Feldbedingungen gewachsen waren. Die Analyse sollte in einem Stadium
stattfinden, dass fur die Kornflllung relevant ist (sieche Abschnitt 1.4). Es sollten Genotypen
analysiert werden die gut und Genotypen die schlecht mit dem Trockenstress umgehen
kénnen. Da das Wachstum der Pflanzen umfangreich protokolliert wurde, konnte die
Auswahl der Genotypen direkt auf den durch Trockenstress ausgeldsten Reaktion im RGH
basieren. Damit musste nicht auf eine externe Klassifizierung der Genotypen bezuglich der
Trockentoleranz zurlckgegriffen werden. Auferdem sollten mehr als nur zwei Genotypen
analysiert werden, um genotypspezifische transkriptionelle Regulationen von Regulationen

zu unterschieden, die allen Genotypen innewohnen.
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1.7.2. Probenauswahl

Es wurden Pflanzen analysiert, die im Jahr 2016 wuchsen. Im Jahr 2017 herrschten in den
Tagen vor und an der Probennahme deutlich gesteigerte Temperaturen (Abbildung 8).
Gezielte Untersuchungen an Modellpflanzen hatten gezeigt, dass das Transkriptom von
simultan Trocken- und Hitzestress ausgesetzten Pflanzen, entweder dem Transkriptom von
Pflanzen ahnelte, die nur Hitzestress ausgesetzten waren, aber nicht dem Transkriptom von
Pflanzen, die nur Trockenstress ausgesetzt waren (Prasch et al. 2015), oder grundséatzlich
wenig Ahnlichkeit gegenliber dem Transkriptom von Pflanzen zeigte, die nur einen Stress
erfahren hatten (Rizhsky et al. 2004). Der Einfluss von zwei Stressszenarien auf diese

Analysen sollte vermieden werden.
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Abbildung 8: Temperaturverlauf am RGH im Jahr 2016 und 2017. Die Temperatur wurde an einer
nahgelegenen (300 m) Wetterstation aufgezeichnet. Abbildung adaptiert aus Schuy et al.
(2019).
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In Getreiden wie Gerste ist der Ertrag das Produkt aus der Anzahl der Kérner und dem
Gewicht jedes Korns, das oft als das Gewicht von tausend Kdérnern angegeben wird (TKG).
Die Anzahl der Korner wiederum ist das Produkt aus der Anzahl der Kérner pro Halm, der
Anzahl der Halme pro Pflanze und der Anzahl der Pflanzen pro Anbauflache. In Gerste kann,
abgesehen von der Anzahl der Pflanzen pro Anbauflache, die bei der Ackerbestellung
festgelegt wird, jeder dieser Parameter negativ durch Trockenstress beeinflusst werden
(Samarah 2005). Gonzalez et al. (1999) berichteten beispielweise, dass Trockenstress
wahrend der Kornflllung die Anzahl der Kérner pro Halm minimierte und Stress, der noch
spater appliziert wurde, das individuelle Korngewicht beeinflusste. Im RGH war der Ertrag
der Pflanzen in beiden Jahren stark durch den Trockenstress beeinflusst (Abbildung 9a).
Dabei war der Ertrag im Jahr 2017 unter gut bewasserten Bedingungen vergleichbar mit dem
Ertrag im Jahr 2016 unter Trockenstress. Das Korngewicht war nur im Jahr 2017 unter
Trockenstress geringflgig verringert, ansonsten aber nicht durch Stress beeinflusst
(Abbildung 9b). Die Anzahl der Korner pro Halm war ebenso nur geringfugig verandert
(Abbildung 9c). Die Anzahl der Halme pro Pflanze war vergleichbar stark durch den
Trockenstress beeintrachtigt worden wie der Ertrag (Abbildung 9c). Der direkte Vergleich der
Wachstumsparameter zeigt, dass der Kornertrag in beiden Jahren im RGH nicht linear mit
dem individuellen Korngewicht in Verbindung stand, am starksten durch die Anzahl der
Kdérner pro Halm und nur im Jahr 2017 auch durch die Anzahl der Halme pro Pflanze
beeinflusst wurde (Abbildung 10).

Abbildung 9 (ndchste Seite): Ertragsparameter im RGH durch Trockenstress beeinflusst. Jeder

Datenpunkt zeigt einen Genotyp. Fir den jahresinternen Vergleich wurden die Werte aller
Genotypen mit einem zweiseitig gepaarten t-Test verglichen. Signifikante Unterschiede
(p<0,05) sind mit einem Asterisk (*) markiert. Fir den jahresibergreifenden Vergleich wurden
nur die 48 Genotypen verglichen, die in beiden Versuchsjahren wuchsen. Die Varianzanalyse
erfolgte mittels Bonferronis multiplem Vergleichstest, mit dem die Werte der vier
verschiedenen Wachstumsbedingungen paarweise miteinander verglichen wurden und
Alphafehlerakkumulierung berticksichtigt werden konnte. Signifikante Unterschiede (p<0,05)
sind durch ungleiche Buchstaben dargestellt. a) Durchschnittlicher Ertrag pro Pflanze
(=Gewicht aller Kdrner pro Pflanze) nach Sortierung (nur Kérner groRRer als 2,2 mm am Ort
des kleinsten Durchmessers). b) Durchschnittliches Gewicht eines einzelnen Korns. c)
Durchschnittliche Anzahl der Kérner pro Halm bzw. Ahre. d) Durchschnittliche Anzahl der

Halme bzw. Ahren pro Pflanze. Abbildungen a), b) und d) adaptiert aus Schuy et al. (2019).
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Abbildung 10 (ndchste Seite): Ertragsparameter im RGH im Vergleich. Jeder Datenpunkt zeigt

einen Genotyp. Auf Grund der Unterschiede in der Ahrenarchitektur sind die linearen

Zusammenhange nur fir die zweizeiligen Genotypen gezeigt. Gezeigt sind die linearen

Zusammenhange von Korngewicht, Anzahl der Kérner pro Halm und Anzahl der Halme pro

Pflanze jeweils zum Ertrag pro Pflanze.
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Der Ertrag ist immer eine komplexe Integration multipler Parameter (Flexas et al. 2004). Dies
wurde auch im RGH beobachtet (Abbildung 10). Fur die Auswahl der Genotypen fur
Transkriptomanalysen wurde nicht jeder dieser Parameter einzeln bedacht, sondern nur die
Dynamik des Ertrags, d.h. das Verhaltnis des Ertrags unter gut bewasserten
Wachstumsbedingungen und des Ertrags unter Trockenstress als reprasentativer Parameter
fur die Fitness der Pflanzen. Die durchschnittliche Ertragsstabilitat aller Genotypen im Jahr
2016 betrug 65,1 % und reichte von 29,8 % bis 117,9 % (Abbildung 11a). Die Analyse des
Transkriptoms konnte nur in einer Auswahl der Genotypen erfolgen. Es wurden acht
Genotypen gewahlt. Die durchschnittliche Ertragsstabilitat der vier gewahlten ertragsstabilen
Genotypen (Aischa, Romilda, Barke, B0004) betrug 80,53 %, die der vier gewahlten
ertragsinstabilen Genotypen (Scarlett, Marnie, Umbrella, Eunova) betrug 49,30 %. Dabei
wurde auch auf das Entwicklungsstadium geachtet. Im RGH wurde eine negative lineare
Korrelation aus der Ertragsstabilitdt und dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens beobachtet
(Abbildung 11b). Genotypen, die eine frihe Reife aufzeigten, wiesen eine hdhere
Ertragsstabilitdt auf als Genotypen, die eine spate Reife aufzeigten (vergleiche Escape-

Phanotyp Abschnitt 1.2). Dazu zahlten vor allem die sechszeiligen Genotypen. Um Einfllisse
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unterschiedlicher Entwicklungsstadien auf das Transkriptom zu vermeiden, wurden nur
Genotypen in Betracht gezogen, die sich in einem engen Zeitfenster in einem vergleichbaren
Entwicklungsstadium befanden und trotzdem unterschiedliche Ertragsstabilitat aufgewiesen
hatten (Abbildung 11b). Eine hohe Ertragsstabilitat ist auf Grund pleiotroper Effekte oft mit
niedrigen Ertragen verbunden (Abschnitt 1.6). Dies traf auch auf die fir
Transkriptomanalysen ausgewahlten Genotypen zu, denn die ertragsstabilen Genotypen
wiesen unter gut bewasserten Bedingungen niedrigere Ertrage auf als die ertragsinstabilen
Genotypen (Abbildung 11c). Ein extremes Beispiel war der Genotyp PamellaBlue, der die
hochste Ertragsstabilitat, aber mit die niedrigsten Ertrage unter allen Genotypen aufgewiesen
hatte, auch, da er eine sehr friihe Reife aufzeigte (Abbildung 11 mit (*) markiert). Fir die
Auswahl der acht Genotypen wurden auch genetische Determinanten berucksichtigt
(n&heres in Abschnitt 3.2ff).
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Abbildung 11 (vorherige Seite): Ertragsstabilitat im Jahr 2016. Die Ertragsstabilitdt ist das

Verhaltnis aus dem Ertrag unter gut bewasserten Bedingungen und dem Ertrag unter

Trockenstress. Jeder Datenpunkt zeigt einen Genotyp. b) Ertragsstabilitat der Genotypen (aus
a)) im Vergleich zum Zeitpunkt des Ahrenschiebens in Relation zum Tag der Probennahme
(Tag 0). Gezeigt sind alle 57 Genotypen, markiert sind die fir RNAseq Analysen
ausgewahlten Genotypen. b) markiert sind zusatzlich die sechszeiligen Genotypen der
Kollektion. Als Beispiel fiir einen Genotyp, der den Escape-Phanotyp aufzeigte, ist

PamellaBlue mit einem Asterisk (*) markiert.

1.8. Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss des Tocochromanolgehalts auf die Fitness von
Gerstenpflanzen unter Trockenstress beobachtet werden. Es sollten genetische und
molekulare Determinanten aufgeschlisselt werden, die den Tocochromanolgehalt
beeinflussen. Letztlich sollte abgeschatzt werden, ob zichterische Bemihungen, den
Tocochromanolgehalt zu beeinflussen, relevant dafir sein kénnen, die Fitness der Pflanzen
zu verbessern. Zusatzlich sollten Transkriptomanalysen tiefere und breitere Einblicke in die
Adaptionsmechanismen der Pflanzen gegenuiber Trockenstress liefern. Dabei sollte vor
allem auf Unterschiede zwischen ertragsstabilen und ertragsinstabilen Genotypen

eingegangen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterialen

Standardisierte Chemikalien und Verbrauchsmaterialein wurden von den Firmen Carl Roth
GmbH + Co. KG (Karlsruhe), Sigma Aldrich Chemie GmbH (Minchen), VWR International
GmbH (Darmstadt) oder der Eppendorf AG (Hamburg) bezogen.

2.2. Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Metabion International AG (Planegg/Steinkirchen) bezogen.

Name # Sequenz 5° > 3¢ [°C] Verwendung
HPT-7H_F1_FP 0SY 063 | GATCTTCAAGGGCGTAAGCTC 80 | Lpr7ne B "
HPT-7H F1_RP 0SY 062 | CAATGACTGTTTGTATGACTGAG 60 -/ Lenomiragmen
HPT-7H F2 FP 0SY 027 | TCTCGTGCGAATCTTGTCTGC 60 | Lor7nG ; o
HPT-7H F2 RP 0SY 028 | CACTGCTAGAAGATGGGAAGC 60 -fh tsenomiragmen
HPT-7H F3_FP 0SY 029 | CGTGGAATTCATCTCTGTGGC 60 | LoronG ; 3
HPT-7H_F3 RP 0SY 030 | CAACATTAGCTCCCACAGAAG 60 -fh fsenomiragmen
HPT-7H_F4_FP 0SY 031 | TGGATTGAATCAGTTGTTCGACA 60 | LorohG ; 4
HPT-7H_F4 RP 0SY 032 | CTCATTTCAACTGTATGTAGTCCA 60 -7H Genomfragment
HPT-7H_F5 FP 0SY 033 | TGTTGTTACCTACTCCCTCCG 680 | pr7HG ; 5
HPT-7H_F5 RP 0SY 034 | GAATGTCATGAAGGCAGTTGC 60 -fh senomiragmen
HPT-7H_F6_FP 0SY 035 | GTTTTCAGAAGGCCAGCAGTC 680 | pr7HG ; 46
HPT-7H_F6_RP 0SY 036 | ATTGCATGGCCCACGACCTGC 60 -fh senomiragmen
HPT-7H_F7_FP 0SY 037 | CCATTTAAGTTTGGCCGAAGC 60 | Lpr7HG B a7
HPT-7H F7 RP 0SY 038 | GCAGGACAAGCTTTGCATTGC 60 - enomiragmen
HGGT F1_FP 0SY 041 | GAGGTGAGACGAAAARACTGG 60 HGGT G " t
HGGT F1 RP 0SY 042 | ATATAACCCTCCCTCAGTTCG 60 enomiragmen
HPT-7H_gPCR_FP 0SY 011 | TGGAGCAAATCTATAACCGTCGTG 66 BCR HPT-7H
HPT-7H_gPCR_RP 0SY 012 | CATCTCACCAGAGGGATGAGCAAG 66 q -

HGGT gPCR_FP 0SY 102 | TGGTATCCAATCCTTGAGTGTGAG 66 PCR HGGT
HGGT gPCR_RP oSY 103 | ACCTCAAAGTGCTGCGCTCTCTGC 66 q

4H003290 PK_gFP 02 | 0SY 133 | CTACGCGCTGCTAGTGAGAGGATG 68

4H003290_PK_qRP 02 | 0SY 136 | ATGCTTTGTGTAGACGAAGATGGC gg | 9PCRHORVU4Hr1G003290
3H113090_VS_gFP_01 0SY 152 | TTTGGCGACGGATCCACACGGTTC 68

3H113090 VS gRP 02 | 0SY 155 | CTGTGGAAGCACAGCACCGTGCAC 6g | 9PCRHORVU3HrG113090
4H086050 OPR _gFP_02 | oSY_157 | ACATGATCGAGCCGCGGATGTGC 68

4H086050_ OPR _QRP 02 | 0SY 159 | TTGGCCAAGAAGATCCGCCCGTAC 68 | 9PCRHORVU4Hr1G086050
2H118410_CO_gFP 01 | 0SY 160 | TCCGTTTTCTAGCTTCTCAAGTGG 64

2H118410_CO_qRP 02 | 0SY 163 | GTATTGGTGCCTTGCTGCCTGGAC 64 | 9PCRHORVUZHr1G118410
3H072900 CB gFP 02 | 0SY 169 | AGGATCCAATGTCGGGAATCATGG 68

3H072900_CB qRP 02 | 0SY 171 | CAGCAGCTCTCGAAACCAAAACCG g | APCRHORVU3Hr1G072900
4H003420 ERD gFP_01 oSY 176 | GGCAGAATGGAAGAGATTCACGAG 68

4H003420 ERD_qRP_01 | 0SY 178 | CGTCCGAATTGTAGCTCCTGGTTG gg | 9GPCRHORVU4Hr1G003420
6H083570_GR_gFP _02 oSY 189 | CCGCTGAGCGTGTACATCAGCTC 66

6H083570 GR_QRP 01 | 0SY 190 | GATTACTATCTGAGAGGTCGTTGG 66 | IPCRHORVUGHrG083570
5H063510_GR_qFP_02 0SY 193 | TGGCAGAGGCCCTTAAACCTTGGC 68

5H063510 GR QRP 02 | 0SY 195 | TTGCTCGCCTACAGTGTACACGAG 68 | 9PCRHORVUSHr1G063510
Actin3_gPCR_FP 0AA 019 | GTTATCATCTAGTCTTCGGTTATG 56 BCR Acting Ref
Actin3_gPCR_RP OAA 020 | ACACACTGACAATGCACAAACATA 56 a clins Referenzgen

Tabelle 1: Verwendete Oligonukleotide (Primer). Der Name und die Nummer dienen primar als

interne Referenz.

Gezeigt ist auch die gewahlte Hybridisierungstemperatur (°C).
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2.3. Pflanzenmaterial und Sortenliste

In dieser Arbeit wurden Proben von Pflanzen analysiert, die in einem Rollgewachshaus
(RGH) gewachsen sind. Das RGH befindet sich am Institut fur Pflanzenbau und
Pflanzenzichtung an der Landesanstalt fir Landwirtschaft (LfL) in D-85354 Freising. Die
Aufzucht der Pflanzen fand unter Aufsicht von Dr. Markus Herz und Dr. Jennifer Groth statt.
Im Rahmen eines Projektverbunds (www.bayklimafit.de), der vom Bayerischen
Staatsministerium fir Umwelt und Verbraucherschutz geférdert wurde, durften die Pflanzen

beprobt und analysiert werden.

# Name Z | K |2016/2017]2018 # Name Z | K |2016{2017(2018

BF_001 | IPZ 24727 2 [ZL] x X x | BF_035|B3162 2 |ZL] x X

BF 002 | Barke 2 |[EU] x X x | BF_036 | B3194 2 |ZL ] x

BF 003 | Grace 2 |EU] x X x | BF_037 | B3254 2 [ZL] x X

BF 004 | RGT Planet 2 |[EU] x X x | BF_038 | B3482 2 |ZL ] x X
BF_005 | Arg. DH 168 2 [MD] x X x | BF_039 | B3274 2 |ZL] x

BF 006 | Abessinische (ETH) 6 [MD] x X BF 040 | B3457 2 |ZL] x

BF 007 | Alava KANN 6 [MD] x X BF 041 |B3914 2 |ZL ] x X

BF 008 | BRS 195 (Bra) 2 [MD] x X BF 042 | Scarlett 2 |EU| x X X
BF 009 | Caminant 2 |[EU] x BF 043 | Alexis 2 |EU] x

BF 010 | CDC McGwire (Kann)| 2 |US| x X BF 044 | Arg. DH 22 2 |MD| x X

BF 011 | Emperor (Kann) 2 |US] x X BF 045 | Lotos 2 |EU| x X

BF 012 | Jerusalemer (IL) 2 [MD] x X BF 046 | Baronesse 2 |EU| x X

BF 013 | Lenka 2 |EU] x X BF 047 | Eunova 2 |EU] x X X
BF 014 | Marnie 2 |[EU] x X x | BF_048 | SHAKIRA 2 |EU] x X
BF_015 | Union 2 |[EU] x BF_049 | Arg. DH 16 2 |[MD] x

BF 016 | Engledow India 6 US| x X BF 050 | Endora 2 |EU| x X

BF 017 |Iron 2 |EU] x X BF 051 | Ventina 2 |EU] x X
BF_018 | Pamella Blue 2 [MD] x X BF_052 | BO001 2 |ZL ] x X
BF_019 | Quench 2 |[EU] x X x | BF_053 | B0004 2 |ZL] x X X
BF_020 | Marthe 2 |[EU] x X BF 054 | Romilda 2 |EU| x X X
BF 021 | Propino 2 |[EU] x X BF 055 | Umbrella 2 |EU| x X X
BF 022 | Streif 2 |[EU] x X BF_056 | Aischa 2 |EU] x X X
BF 023 | Tesla 2 |[EU] x BF 076 | 12/667/25 2 | ZL X

BF 024 | Foster 6 [US] x X BF 077 | 13/594/74 2 | ZL X X
BF 025 | Ven 6 |[US] x X BF _082 | 13/554/34 2 | ZL X

BF 026 |B3163 2 |[ZL ] x X BF 083 | 13/568/39 2 | ZL X
BF_027 | B3250 2 [ZL] x X BF 089 | 13/542/6 2 | ZL X

BF 028 | B3484 2 [ZL] x BF 092 | STRG 690/16 2 | ZL X
BF_029 | B4032 2 [ZL] x X BF 094 | STRG 695/16 2 | ZL X
BF_030 | B4403 2 [ZL] x X BF_101 | STRG 706/16 2 | ZL X X
BF 031 | Flagship 2 [MD] x X BF 103 | Sydney 2 |EU] x X

BF 032 | Morex (M78) 6 [US] x X BF_107 | STRG 654/14 2 | ZL X
BF_033 | Steptoe 6 |[US] x X BF 108 | STRG 606/12 DILIGENCE| 2 | ZL X

BF 034 | Auriga 2 |[EU] x X BF 109 | STRG 689/12 A 2 | ZL X

Tabelle 2: Liste der analysierten Gerstengenotypen. In drei Versuchsjahren wurden insgesamt 68
Gerstengenotypen im RGH angebaut. Die Nummer dient primar der internen Referenz. Am
Projektverbund waren die drei kommerziellen Ziichtungsbetriebe Saatzucht Josef Breun
GmbH & Co. KG (Herzogenaurach), Ackermann Saatzucht GmbH & Co. KG (Irlbach) und
Saatzucht Streng-Engelen GmbH & Co. KG (Uffenheim) involviert. Einige der Sorten
stammten aus den aktuellen Zuchtprogrammen dieser Betriebe und wurden dem Projekt nur
kodiert zur Verfugung gestellt. Die Analyse dieser Sorten erfolgte blind, weshalb keine

Klassifikation stattfinden konnte. K: Klassifikation: ZL: Zuchtlinie, EU: Elitelinien fir den Anbau
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in Europa, US: Eliteline fir den Anbau in Nordamerika, MD: Genotyp, der als trocken/hitze-
adaptiert eingestuft wurde. Z: Ahrenarchitektur: 2: zweizeilig, 6: sechszeilig. Markiert sind die

Genotypen, die im entsprechenden Jahr im RGH angebaut wurden.

2.4. Pflanzenanzucht im RGH und Wachstumsparameter

Die Aussaat der Pflanzen erfolgte am 05.04.2016, 30.03.2017 sowie am 26.03.2018. Das
RGH (circa 450 m? Nutzflache) wurde darauf programmiert im Verlauf des Experiments bei
Regen uber die Versuchsflache zu rollen und die Pflanzen somit vor Niederschlag
abzuschirmen. Sonst wurden die Pflanzen nicht abgeschirmt. Die Pflanzen, die
Trockenstress erfahren sollten, wurden nicht bewassert. Kontrollbedingungen wurden mit
20 mm/m? Sprihbewasserung von oben, ein bis zweimal pro Woche erzeugt. In den Jahren
2016 und 2017 wuchsen die Genotypen in Doppelreihen (je 40 Pflanzen), im Jahr 2018
wuchsen sie in 3,5 m? groRen Parzellen. Die Versuchsflache war in Quadranten aufgeteilt. Je
Quadrant wuchs jeder Genotyp einmal. Die Position innerhalb der Quadranten war
randomisiert. Die diagonal gegenuberliegenden Quadranten wurden bewassert. Um
Randeffekte zu vermeiden wurde zwischen den Quadranten und am Rand der
Versuchsflache Randbepflanzung eingesetzt. In den Jahren 2016 und 2017 wurde die
Bodenfeuchte in 15 cm, 45 cm und 75 cm Tiefe in regelmafigen Abstidnden gemessen. Die
Ortstemperatur wurde an einer nahegelegenen Wetterstation (ca. 300 m vom RGH entfernt)
gemessen. Die Bestimmung der morphologischen und physiologischen Parameter erfolgte
unter Aufsicht von Dr. Markus Herz und Dr. Jennifer Groth. Zugang zu den Daten in Anhang
6.2.

2.5. Probennahme von Blattproben

Der Tag der Probennahme wurde auf Basis der Entwicklungsgeschwindigkeiten der Pflanzen
festgelegt. Die Probennahme erfolgte zu einem Zeitpunkt, ab dem alle Sorten Ahrenschieben
aufgewiesen hatten (BBCH-Skala fur Getreide: ab Stadium 59 (Lancashire et al. 1991),
basierend auf der Zodaks-Skala (Zodaks et al. 1974)). Die Probennahme erfolgte am
22.06.2016, 22.06.2017 sowie am 06.06.2018. Je Genotyp und je Wachstumsbedingungen
wurden vier (2016, 2017) bzw. funf (2018) Blattprobenpools erstellt, die fortan als biologische
Replikate angesehen wurden. Je Blattprobenpool wurden vier bis sechs Fahnenblatter -1
vereint. Die Blatter wurden circa 2 cm vom Halm entfernt abgeschnitten. Auch circa 5 cm der
Blattspitze wurde entfernt. Die Probenpools wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80 °C gelagert. Auf Grund der hohen Anzahl der Proben (2016: 456; 2017: 472;
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2018: 150) wurde sukzessiv immer ein Replikat von allen Genotypen erstellt, bevor das
nachste Replikat fur alle Genotypen erstellt wurde. Auch wurden die Replikate der
Wachstumsbedingungen im Wechsel erstellt. Somit verteilte sich der Effekt verschiedener
Tageszeiten moglichst gleichmaRig auf alle Genotypen und Wachstumsbedingungen.
Zeitraum Probennahme: 13:15-19:15 Uhr (2016), 12:30-19:30 Uhr (2017), 09:30-12:00 Uhr
(2018).

2.6. Probennahem von unreifen Kornern

Parallel zur Probennahme an Blattern wurden am 22.06.2017 auch Proben von unreifen
Kornern gesammelt. Von zehn ausgewahlten Genotypen wurde dafir pro
Wachstumsbedingung eine reprasentative Ahre beprobt, die sich im Stadium zwischen der
frGhen bis spaten Milchreife (BBCH-Skala fur Getreide: Stadium 73-77) befand. Beginnend
beim untersten Korn wurde jedes Korn einzeln aus der Ahre geldst, von allen Spelzen befreit
und in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Anschlieliend wurden die

Kdérner gewogen, um anhand des Frischgewichts das Alter abzuschatzen.

2.7. DNA-Extraktion

Genomische Desoxyribonucleinsduren (gDNA) wurden aus Blattproben extrahiert. Die
Extraktion basierte auf einem von Faris et al. (2000) entwickeltem Protokoll, adaptiert fir die
Verwendung von 2 ml Reaktionsgefalien. Details kdnnen Schuy et al. (2019) entnommen

werden.

2.8. RNA-Extraktion

Die Extraktion von Gesamt-Ribonukleinsduren (RNA) aus Blattgewebe oder unreifen
Kdrnern basierte auf einem von Chomczynski und Sacchi (1987) entwickeltem Protokoll. Das
Protokoll wurde adaptiert und erweitert. Details kdnnen Schuy et al. (2019) entnommen
werden. Der Gehalt, die Reinheit und die Integritat der extrahierten RNA wurde mit einem
NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific, Schwerte, Deutschland), einem Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Frankfurt am Main, Deutschland) und Uber Agarose-

Gelelektrophorese Uberpruft.
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2.9. PCR, Gelelektrophorese und Gelaufreinigung

Die Amplifikation von genomischen Fragmenten fur die Sequenzierung oder den Verdau in
CAPS-Markern erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durch Phusion® High-
Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland),
entsprechend den Angaben des Herstellers. Die verwendeten Oligonukleotide sowie die
Hybridisierungstemperaturen sind aufgelistet (Tabelle 1). DNA und RNA Proben (gDNA,
cDNA, RNA, PCR, CAPS-Verdau (Abschnitt 2.14)) wurden durch Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Laufpuffer: TBE-Puffer (Tris-HCI 10,8 g/l, Borsaure 5,5 gll,
EDTA 2 mM), Gelmatrix: 1 % (w/v) Agarose in TBE-Puffer. DNA-Fragmente nach Agarose-
Gelelektrophorese wurden mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) entsprechend der Anleitung des Herstellers aufgereinigt. Zugang zu den

ermittelten Daten in Anhang 6.2.

2.10. cDNA Synthese und qPCR

Fur die Synthese von komplementarer DNA (cDNA) wurde 1000 ng Gesamt-RNA aus
Blattproben oder 100 ng Gesamt-RNA aus Kornproben eingesetzt. Die Synthese erfolgte
mittels RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific, Schwerte,
Deutschland) entsprechend den Angaben des Herstellers. Fir die cDNA Synthese wurden
Oligo(dT)* Nukleotide verwendet. Die relativen Transkriptmengen wurden unter Verwendung
des Promega GoTaq® qPCR Master Mix 2x (Promega GmbH, Walldorf, Deutschland) in
technischen Triplikaten in einer Agilent Technologies G8830A AriaMx Real-Time PCR
Maschine (Agilent Technologies, Frankfurt am Main, Deutschland) entsprechend dem unten
folgenden Protokoll bestimmt. Die relativen Transkriptmengen (Qrel) wurden mittels der AAct
Methode (Livak & Schmittgen 2001) anhand des HvActin3-Transkripts normalisiert. Zugang

zu den ermittelten Daten in Anhang 6.2.

gPCR Reaktionsansatz
10,0 pl| Promega GoTag® qPCR Master Mix 2x
0,4 pl|Primer 1 (10 yM)
0,4 pl|Primer 2 (10 yM)
1,0 pl| cDNA
8,2 ul| H2Opidest

Tabelle 3: qPCR Reaktionsansatz. Verwendete Primer siehe Tabelle 1.
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Programmverlauf Zeit Temperatur
Hot Start 3 min 95 °C
15 sek 95 °C
Amplifikation | 40 Zyklen 30 sek spezifisch nach Primerpaar

20 sek 72 °C
30 sek 95 °C

30 sek spezifisch (s.o.)

Schmelzkurve Anstieg 0,5 °C / 5 sek bis 95 °C
30sek | 95 °C

Tabelle 4: qPCR Programm.
2.11. Sanger-Sequenzierung und Sequenzverwaltung

Fir die Sequenzierung der Genvarianten wurde genomische DNA als Template fiir die PCR
verwendet. Die Fragmente wurden Uber Gelelektrophorese aufgetrennt und aufgereinigt
(Abschnitt 2.9). Die verwendeten Oligonukleotide sind aufgelistet (Tabelle 1). Far die
Pyruvat-Kinase wurden die gPCR-Primer verwendet. Die Sequenzierung wurde vom
kommerziellen Sequenzierungsanbieter Eurofins GATC Biotech (Konstanz, Deutschland)
durchgefihrt. Die Sequenzierungen wurden Uber die Sequenzdatenbank Geneious Version

5.6 (Drummond et al. 2012) verwaltet. Zugang zu den ermittelten Daten in Anhang 6.2.

2.12. Kartierung von Strukturgenen

Die Verankerung erfolgte auf dem aktuellen Referenz-Assembly des Gerstengenoms, das
auf dem Genotyp Morex basiert (MRA, Mascher et al. 2017, Beier et al. 2017). Zuséatzlich
wurden whole genome shotgun sequencing contigs (WGS_contigs) der drei Genotypen
Barke, Bowman und Morex betrachtet (IBGSC 2012). Ausgangspunkt waren die
Primarsequenzen von bekannten und gut annotierten Strukturgenen, primar aus Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.). Verglichen wurden auch Sequenzhomologe aus weiteren
Getreidearten (Mais (Zea mays L.), Reis (Oryza sativa L.)). Eine Auflistung aller

identifizierten Gene und weitere Details finden sich in Anhang 6.1.
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2.13. KASP-Marker

Die Bestimmung der SNP-Marker i SCRI_RS 225155, i SCRI_RS 237466 und
i SCRI_RS_184488 Uber die KASP-Technologie (Kompetitive Allelspezifische PCR) wurde
von der Saatzucht Josef Breun GmbH & Co. KG (Herzogenaurach) durchgefuhrt. Details

konnen Schuy et al. (2019) entnommen werden. Zugang zu den Daten in Anhang 6.2.

2.14. CAPS-Marker

Zur Bestimmung der CAPS-Marker wurden genomische Fragmente durch PCR amplifiziert,
aufgereinigt und anschlieBend mit den angegebenen Restriktionsendonukleasen
entsprechend den Angaben des Herstellers verdaut. Anschlieiend wurde das Bandenmuster
uber Gelelektrophorese mit den erwarteten BandengroRen verglichen. Zugang zu den

ermittelten Daten in Anhang 6.2.

HPT-7H CAPS1 HPT-7H CAPS2
PCR Verdau PCR Verdau
HPT-7H_F4 FP HPT-7H_F7_FP
HPT-7H F5 Rp | ECORI| Dral Aatll HPT-7H_F7_RP Neol
940 926
Morex 1869 o909 | 1869 1869 1065 139
944 507
Barke 1869 1869 | gor 1869 1053 416
HPT-7H- 130
Allel 944 916
Bowman 1869 1869 | gor 1869 1043 107
507
Umbrella 1869 1869 | 244 1042 1047 413
925 827
127
HGGT CAPS
PCR Verdau
HGGT F1_FP bl
HGGT F1_RP
659
Morex 1025 366
655
H/flgr' Barke 1021 321
45
692
Bowman 1013 321

Tabelle 5: CAPS-Marker Design. Fir die eindeutige Bestimmung der vier HPT-7H-Allele mussten
zwei PCR-Fragmente amplifiziert werden. Fir die eindeutige Bestimmung der drei HGGT-
Allele musste ein PCR-Fragment amplifiziert werden. Gezeigt sind die beiden Oligonukleotide
(siehe Tabelle 1) und die erwarteten BandengréRen [bp] nach PCR und nach Verdau mit den

angegebenen Restriktionsendonukleasen.
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2.15. SNP-Chip

Die Genotypisierung aller Genotypen erfolgte mit dem /llumina iSelect 9K SNP Chip unter
Aufsicht von Dr. Ginther Schweizer (LfL, Institut fir Pflanzenbau und Pflanzenzichtung,
Freising). Details kdnnen Schuy et al. (2019) entnommen werden. Der Genotyp Tesla wurde
aus organisatorischen Versaumnissen nicht genotypisiert. Zugang zu den verwendeten

Markern in Anhang 6.2.

2.16. GWAS

Fir die Genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) wurde die Analyseplattform easyGWAS
(Grimm et al. 2017) eingesetzt, ein web-basiertes Programm (htips://easygwas.ethz.ch/) des
Machine Learning and Computational Biology Research Labs der ETH Zirich. Die
notwendige Datenhaufigkeit fur die Verwendung eines SNP-Markers (Abschnitt 2.15) in einer
GWAS in der Analyseplattform easyGWAS betrug 100 %, d.h. lediglich 2260 Marker
(28,74 % aller Marker), die fur alle Genotypen erfolgreich bestimmt werden konnten, konnten
fur die GWAS verwendet werden. Die Analyse erfolgte anhand der standardmaRig
vorgegebenen Einstellungen (keine Datentransformation, keine Kovarianten, kein
Allelhaufigkeitsfilter, additive SNP Encodierung, EMMAX Algorithmus). Lediglich die multiple
Testkorrektur gegen die Alphafehler-Kumulierung (Fehler 1. Art) wurde nach Benjamini &
Hochberg (False discovery rate FDR) berechnet. Assoziationen mit pag<0,05 wurden als

signifikant angesehen. Zugang zu den verwendeten Markern in Anhang 6.2.

2.17. Analyse der Populationsstruktur

Die Populationsstruktur wurde getrennt fiir die Genotypen bestimmt, die im Jahr 2016 und
2017 wuchsen. Die Analyse erfolgte auf Basis von 4320 SNP-Markern (Abschnitt 2.15).
Diese Marker wiesen in beiden Genotypensets (2016, 2017) jeweils mindestens eine
Datenhaufigkeit von 90 % (data frequency), und mindestens eine Haufigkeit von 10 % fur die
seltenere SNP-Variante auf (minor allele frequency). Die Analyse erfolgte mit einem
modellbasierten Ansatz, basierend auf den Arbeiten der Pritchard-Gruppe (Pritchard et al.
2000, Falush et al. 2003, Falush et al. 2007, Hubisz et al. 2009), die in der Anwendung
STRUCTURE v2.3.4 (https://web.stanford.edu/group/pritchardlab/structure.html)
implementiert sind. Um Heterozygotie zu berucksichtigen wurden die Daten mit einem
Ploidiegrad von zwei formatiert. Es wurde das admixture model gewahlt und keine prior

Populationsinformation, jedoch korrelierte Allelhdufigkeit angenommen. Wie in der
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Dokumentation des Programms empfohlen, wurde die Allelhaufigkeitsverteilung (A) zunachst
bei einer PopulationsgréfRe (K) von 1 bestimmt und anschlielend fir alle folgenden Analysen
auf den ermittelten Wert festgelegt. Nach finf Programmlaufen bei K=1 mit jeweils 100°‘000
burn-in und 500000 MCMC (Markov Chain Monte Carlo) Iterationen wurde A fir 2016 auf
den Mittelwert von 3,13606 (o: 0,01373) und fur 2017 auf 2,86704 (o: 0,02380) festgelegt.
Fir jedes K von 1 bis 15 wurde die Populationsstruktur anschlieRend zwanzigmal abgeleitet.
Anhand der A-posteriori-Wahrscheinlichkeit von K (In Pr(X|K)), die Anhand des Parameters
estimated In prob. of data vom Programm nach jedem Lauf angegeben wird, wurde fir 2016
K=5 und fir 2017 K=6 gewahlt, da, wie in der Dokumentation des Programms
vorgeschlagen, hier In Pr(X|K) ein stabiles Plateau erreichte und der von Evanno et al.
(2005) postulierte Wert AK maximal ist (Abbildung 12). Fiar die Darstellung wurde die
abgeleitete Abstammung jedes Genotyps (der etablierte Zugehdrigkeitskoeffizient jeder
Sorte zu jedem Populationscluster) aller zwanzig Programmldufe gemittelt. Die mittlere
Standardabweichung aller Populationsclusterzugehérigkeiten aller Genotypen betrug 0,004.
Damit hatte jeder Lauf auch reprasentativ fir alle Laufe verwendet werden kénnen. Zugang

zu den verwendeten Markern und den ermittelten Werten in Anhang 6.2.

Abbildung 12 (nachste Seite): Bestimmung der Anzahl der Populationscluster. Fir die Jahre
2016 (links) und 2017 (rechts) wurde die A-posteriori-Wahrscheinlichkeit von K (In Pr(X|K)) fur
jedes K von 1 bis 15 zwanzigmal bestimmt. a-d) Gezeigt sind die Mittelwerte (plus
Standardabweichung) von In Pr(X|K). e,f) Gezeigt ist AK nach Evanno et al. (2005). Abbildung
adaptiert aus Schuy et al. (2019).
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2.18. Bestimmung des Tocochromanolgehalts

Der Gehalt von fuinf Tocochromanolarten (a-, y- und &-Tocopherol, sowie a- und y-
Tocotrienol) in Blatt- und Korngewebe erfolgte nach einer von Panfili et al. (2003) und Abbasi
et al. (2007) adaptierten Methode. Aus Blattgewebe (40-80 mg (FG)) wurde in drei Schritten
mit 1 ml und zweimal 500 yl Methanol (MeOH) fur je 30 min bei 30 °C extrahiert. Die Extrakte
wurden vereint, in einem Vakuumkonzentrator eingeengt, in 250 pl MeOH aufgenommen und
bis zur Analyse bei -20 °C gelagert. Fur die Extraktion aus reifen Kornern wurden diese
zunachst mit einer haushaltsiblichen elektrischen MC 23200 Kaffeemihle (Siemens,
Milnchen) gemahlen. Es wurden immer zehn Korner gleichzeitig gemahlen und 80-100 mg
fur die Extraktion aliquotiert. Extrahiert wurde viermal mit 1 ml MeOH fir 1 h bei 4 °C und
1500 rpm horizontalem Schitteln. Ein beigefligtes Stahlklgelchen verhinderte die
Sedimentation des Pulvers. Die Extrakte wurden vereint, mittels Vakuumkonzentrator
eingeengt, in 250 uyl MeOH aufgenommen und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert. Die
unreifen Koérner wurden einzeln in flissigem Stickstoff gemdérsert und dreimal mit 1 ml MeOH
entsprechend der Methode extrahiert, die bei reifen Kérnern verwendet wurde. Der Gehalt
der Tocochromanolarten in den finalen Extrakten wurde mit Hilfe eines Dionex Ultimate 3000
HPLC Systems (ThermoFisher Scientific, Schwerte) bestimmt. Die Auftrennung erfolgte nach
einer Phenomenex Luna Security Guard C18 Vorsaule (4,0 x 3,0 mm) (Phenomenex Ltd.
Deutschland, Aschaffenburg) in einer Phenomenex 5 um Luna C18 reverse phase
Hauptsaule (250 x 4,6 mm) (Phenomenex Ltd. Deutschland, Aschaffenburg) bei einer
Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min in einer isokratischen Acetonitril:Methanol (50:50, v/v)
mobilen Phase fir 30 min bei 30 °C. Die Detektion erfolgte mittels Fluoreszenzmessung bei
einer Anregungswellenlange von 290 nm und einer Emissionswellenlange von 325 nm. Die
Quantifikation erfolgte anhand von externen Standards definierter Molaritat. Zugang zu den
Daten in Anhang 6.2.

2.19. Statistische Analysen und weitere verwendete Programme

Der exakte Test nach Fisher wurde in der statistischen Umgebung R v3.5.1 berechnet (R
Core Team 2018). Ein- und Zweistichproben-t-Tests wurden in Microsoft Excel (2016)
berechnet. Varianzanalysen mit multipler Testkorrektur wurden innerhalb der GraphPad
Prism v5 Software berechnet. Abbildungen wurden mit allen genannten Programmen und

Microsoft Powerpoint (2016) erstellt.
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2.20. RNAseq Analysen

Far die Analyse des Transkriptoms wurde Gesamt-RNA extrahiert (Abschnitt 2.8) und an den
kommerziellen Sequenzierungsdienstleister Eurofins GATC Biotech (Konstanz, Deutschland)
geschickt. Nach Qualitdtscheck wurde die mRNA Uber Polyadenylierung am 3‘-Ende
angereichert (PolyA-enrichment), fragmentiert und strangspezifisch randomisiert-geprimt in
cDNA umgeschrieben. Fir die Sequenzierung dber lllumina® paired-end Sequenzierung
wurden probenspezifische Bibliotheksadapter ligiert. Die Lange der Sequenzierungen betrug
150 bp, wobei je Probe mindestens 30 Millionen Sequenzpaare sequenziert werden sollten.
Die Lieferung der Sequenzen erfolgte in FastQ-Dateien, welche Qualitatsparameter fur jede
sequenzierte Base enthielten. Die anschliefende Aufarbeitung dieser Rohdaten, von den
individuellen Sequenzen (reads) zu Expressionshéhen von individuellen Genen (counts)
erfolgte ausschlielBlich durch Herrn Dr. José Maria Corral Garcia (jose.m.corral (at) fau.de,
ORCID ID: 0000-0001-7110-5756). Die bioinformatische Aufarbeitung war nicht Teil dieser
Arbeit, die vollzogenen Bearbeitungsschritte basierten ausschlieBlich auf seiner Expertise.
Eine Ubersicht der Schritte wurde zusammengefasst (Tabelle 6). Ausgangspunkt fiir die in
dieser Arbeit folgenden Analysen zur differenziellen Genexpression waren die
bereitgestellten counts, jeder Probe jedes Gens des MRA. Zugang zu den Daten in Anhang
6.2.

Die Analyse der differentiellen Genexpression erfolgte mit dem DESeq2-Paket (Love et al.
2014) in der statistischen Umgebung R v3.5.1 (R Core Team 2018). Beim Vergleich
verschiedener Wachstumsbedingungen wurde paq=0,05 als Schwellenwert fur statistische
Signifikanz gewahlt. Zugang zu den ermittelten Genen in Anhang 6.2. Die Auflistung
spezifischer Schnitt- und Ausschlussmengen dieser Gene findet sich in den Tabellen Tabelle
21 bis Tabelle 26. Bei der Assoziation mit der Ertragsstabilitat und beim Vergleich der beiden
Genotypen Barke und BO0004 mit den Ubrigen Genotypen wurde pag=0,001 als
Schwellenwert fir statistische Signifikanz gewahlt. Zugang zu den ermittelten Genen in
Anhang 6.2. Die Auflistung spezifischer Schnitt- und Ausschlussmengen dieser Gene findet
sich in Tabelle 27 und Tabelle 28. Ein weniger stringenter Schwellenwert inkludierte Gene,
die bei manueller Durchsicht, heuristisch betrachtet, nicht den gewiinschten Kriterien

entsprachen.

Tabelle 6 (nichste Seite): Ubersicht iiber die RNAseq Rohdaten Aufarbeitung. Ausgewahlte

Programme und Parameter auf Basis der Expertise von Herrn Dr. José Maria Corral Garcia
(Vergleiche Text Abschnitt 2.20). Die unterstrichenen Arbeitsschritte waren nicht Teil dieser
Arbeit.
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Arbeitsschritt

Programm + Beschreibung

RNA-Extraktion
Rohdaten
Qualitats-Check

Adapter- und
Qualitats-

trimming

Qualitats-Check

Mapping

Counting

Mapping zur
Visualisierung

und count-
Verifizierung

Expressions-

Siehe Abschnitt 2.8
FastQ-Daten (geliefert von GATC/Eurofins GmbH)
FastQC (auf Linux Basis)

- Erkennt aufgrund der tile und lane Zuordnung der reads auf Basis der
Qualitatsscores der einzelnen Nukleotide, ob systematische Probleme bei der
Sequenzierung auftraten, welche die Qualitat minderten (z.B. Kratzer oder
Unreinheiten auf dem lllumina Chip)

Bduk (auf MS-DOS Basis)

- Entfernt bibliotheksspezifische Adapter- und Indexsequenzen von den reads
(Parameter: ref=adapters, ktrim=rl, k=23, mink=11, hdist=1, tpe, tbo, gtrim=rl,
trimg=20, minlen=35)

- Entfernt reads mit niedriger Qualitat (Q<20, FastQ und FastQC Qualitat)

FastQC (auf Linux Basis)
- Validierung des Trimmings
STAR (auf Linux Basis)

- Mapping der einzelnen reads auf das aktuelle Morex-Referenzgenom
(runThreadN 12, alignintronMax 15000, alignMatesGapMax 15000)

featureCounts of Subread (auf Linux Basis)

- Furjeden vorhergesagten Genlokus des aktuellen Morex-Referenzgenoms
werden die dort gemappten reads gezahlt (counts)

IGV (auf Java Basis)
- Visualisierung des Mappings aller reads
- Verifizierung des Countings

- Schneller visueller Zugang zu den SNP-Mustern der verschiedenen Genotypen
(fir Allelidentifizierung)

DESeq2 (auf Linux Basis)

Analyse - Normalisiert die counts auf Basis der count-Verteilung und Menge aller Gene, und
berechnet signifikante statistische Zusammenhange zwischen den normalisierten
counts und den zu analysierenden Parametern, die als Input gesetzt werden

2.21. GO-Anreicherung und KEGG Kategorien
Die Analyse der Anreicherung von Genontology (GO) erfolgte mit der web-basierten

Analyseplattform AgriGOv2 (http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/) (Tian et al. 2017),
auf Basis der Gen IDs des MRA.

Auf Basis der translatierten primaren Transkripte (MRA) wurden mit dem web-basierten
BlastKOALA
(https://lwww.kanehisa.jp/) (Kanehisa & Sato 2020) den Genen KEGG-Kategorien zugeteilt.
KEGG-Mapper
(https://www .kegg.jp/kegg/tool/map_pathway1.html) in den KEGG-Karten fur Arabidopsis
(ath) visualisiert (Kanehisa & Sato 2020).

(https://lwww.kegg.jp/blastkoala/) der Kanehisa Laboratories

Diese wurden anschlielRend mit dem
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Ergebnisse

3. Ergebnisse
3.1. Validierung eines Tocopherol QTLs auf Chromosom 7H und weiterfiilhrende
Analysen zum Tocochromanolgehalt in Gerstenpflanzen

3.1.1. Messung des Tocochromanolgehalts in Blattern

Der Gehalt von finf Tocochromanolarten (y- und a-Tocotrienol, sowie ©-, y- und o-
Tocopherol) samtlicher Blattproben der RGH-Experimente der Jahre 2016 und 2017 wurde
mittels Hochdruckflissigchromatographie (HPLC) bestimmt (Tabelle 7).

y-Tocotrienol|a-Tocotrienol|5-Tocopherol | y-Tocopherol|a-Tocopherol

Mittelwert:

0,15

4,28

0,07

2,39

65,92

(O

0,29

1,81

0,21

3,61

24,70

Tabelle 7: Tocochromanolgehalt in Blattern in RGH-Experimenten. Von Pflanzen, die in einem
(RGH) [ng/mgFG]
(Frischgewicht) in Fahnenblattern -1 zum Zeitpunkt des Ahrenschiebens (BBCH-Skala fiir

Rollgewéachshaus wuchsen, wurde der Tocochromanolgehalt

Getreide, ab Stadium 59) mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt. Die
Daten wurden fir die verschiedenen Genotypen, Wachstumsbedingungen und Versuchsjahre
getrennt ausgewertet und anschliefend als Mittelwerte (plus Standardabweichung (o)) fir
diese Tabelle zusammengefasst. Zugang zur vollstindigen Aufschlisselung nach Genotyp,

Wachstumsbedingung und Jahr in Anhang 6.2.

Die durchschnittichen Werte sind mit den aus der Literatur bekannten Werten fur
ausgewachsene Gerstenblatter (z.B. Templer et al. 2017) vergleichbar. Dabei stellte o-
Tocopherol charakteristischerweise mit 90,84 % (o: 3,19 %) in diesem Gewebe den gréfiten
Anteil am Gesamt-Tocochromanol-Gehalt dar. Es wurden signifikante Unterschiede in der
Gesamtmenge der einzelnen Arten, der Komposition (Verteilung der verschiedenen Arten)
(Reaktion

Tocochromanole in den verschiedenen Gerstengenotypen gefunden, die in den folgenden

und der Akkumulation auf verschiedene Wachstumsbedingungen) der
Absatzen nach und nach aufgeschlisselt werden. Zugang zu den fir jeden Genotyp
individuell gemessenen Werten, sortiert nach Jahr und Wachstumsbedingung, in Anhang

6.2.
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3.1.2. Bestimmung genetischer Marker und Assoziation zum

Tocochromanolgehalt in Blattern

Um Zusammenhange zwischen dem Tocochromanolgehalt der verschiedenen Genotypen
und den funf SNP-Markern herzustellen, die in den Analysen von Templer et al. (2017) mit
dem y-Tocopherol in Verbindung standen (Abbildung 1), sollten die Marker gezielt Uber
KASP-Analysen (Kompetitive Allelspezifische PCR) bestimmt werden. Dadurch sollte
zunachst die umfangreichere, aber kostenintensivere Genotypisierung mittels eines SNP-
Chips umgangen werden. Die Analyse gelang nur fir die drei Marker i SCRI_RS 184488,
i SCRI_RS 225155 und i SCRI_RS 23746. Spater wurden auf Grund erweiterter
Fragestellungen alle Genotypen doch mittels eines SNP-Chips genotypisiert, weshalb auch
die Auspragungen der beiden Ubrigen Marker (i SCRI_RS 4520 und i SCRI_RS 154069)
bestimmt werden konnten. Da die Genotypisierung mit dem SNP-Chip nicht in allen
Genotypen fir alle Marker erfolgreich war, konnten die KASP-Analysen die fehlenden Daten

des SNP-Chips erganzen.

In Einklang mit den von Templer et al. (2017) beschriebenen Beobachtungen, konnte auch
fur die Genotypen, die im RGH unter Trockenstress wuchsen, ein Zusammenhang zwischen
dem vy-Tocopherolgehalt und der Auspragung der finf beschriebenen SNP-Marker
identifiziert werden (Tabelle 8). Demnach konnte flr jeden der finf SNP-Marker eine SNP-
Variation validiert werden, die Uberwiegend mit einem hohen und eine SNP-Variante, die
uberwiegend mit einem niedrigen Gehalt von y-Tocopherol assoziiert war. Zusatzlich dazu
wurden auch signifikante Assoziation zwischen den Auspragungen der Marker und dem y-
Tocopherolgehalt von Pflanzen gefunden, die unter gut bewasserten Bedingungen
gewachsen waren, sowie Assoziationen zum a-Tocopherolgehalt unter beiden
Wachstumsbedingungen (Tabelle 8). Dies wurde in den genomweiten Assoziationsstudien
(GWAS) von Templer et al. (2017) nicht beobachtet und festigt die Hypothese, dass die

Auspragung dieser Genomregion fest mit dem Tocopherolgehalt in Verbindung steht.
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2016 2017
bewassert trocken bewassert trocken
y-Tph a-Tph y-Tph a-Tph y-Tph a-Tph y-Tph a-Tph

i SCRI_RS G (n: 22) 0,61 43,20 0,80 57,13 0,87 57,32 2,81 75,80
_4520 p-Wert t-Test 0,0875| 0,1894| o0,0014| 0,0890{ 0,0008] 0,0032] 0,0011| 0,0017
(n: 49) T (n: 27) 0,76 47,70 1,32 65,14 1,58 69,33 7,55| 100,21

i SCRI_RS T (n: 39) 0,62 42,94 0,82 56,46 1,13 59,07 4,49 79,46
_154069 p-Wert t-Test 0,0421| 0,1047| 0,0030{ 0,0130f 0,0027| 0,0002] 0,0069| 0,0002
(n: 67) C (n: 28) 0,80 48,66 1,51 68,78 1,77 73,18 8,65 106,41
i_SCRI_RS G (n: 49) 0,63 41,13 0,90 55,75 1,03 57,63 511 79,96
184488 p-Wert t-Test 0,0231| < 0,0001 0,0128| 0,0001] <0,0001| < 0,0001 0,0111| < 0,0001
(n: 68) T (n: 19) 0,91 58,38 1,76 79,26 2,18 80,68 8,65/ 113,86
i_SCRI_RS T (n: 38) 0,61 42,96 0,82 56,23 1,04 58,29 4,42 78,31
_225155 p-Wert t-Test 0,0254| 0,0783] 0,0027| 0,0054] 0,0002| <0,0001 0,0057| < 0,0001
(n: 67) C (n: 29) 0,81 49,22 1,49 69,53 1,81 74,18 8,69| 108,55
i_SCRI_RS C (n: 48) 0,63 41,85 0,93 56,80 1,14 58,89 5,76 82,50
_237466 p-Wert t-Test 0,0411| 0,0009| 0,0380| 0,0068] 0,0005| <0,0001 0,3156] 0,0002
(n: 68) T (n: 20) 0,87 54,39 1,58 73,65 1,96 78,01 7,29] 108,52

Tabelle 8: Assoziationen zwischen Tocopherolgehalt in Blattern und Auspragung von SNP-
Markern. Die Auspragungen der funf gezeigten SNP-Marker (i_SCRI_RS) wurden mit einem
SNP-Chip bestimmt und teilweise mit KASP-Analysen erganzt (vergleiche Text). Nicht fir alle
Genotypen konnte die Auspragung aller Marker bestimmt werden (n: Anzahl). Gezeigt sind die
Mittelwerte des Tocopherolgehalts [ng/mgFG] der Genotypen, nachdem diese entsprechend

SNP-Varianten p-Wert

heteroskedastischen Gruppen verglich.

der gruppiert wurden, sowie der eines

die Werte beider
Unterschiede (p<0,05) zwischen den Werten der Gruppen sind fett markiert. y/a-Tph: y/a-

zweiseitigen

t-Tests, der Signifikante

Tocopherol. Nicht jeder Marker konnte fir alle Genotypen bestimmt werden (n). Tabelle
adaptiert und erweitert aus Schuy et al. (2019).

Fir den Gehalt von o-Tocotrienol wurden keine signifikanten Assoziationen zu den
Auspragungen dieser Marker gefunden. Sowohl flr den Gehalt von y-Tocotrienol als auch fir
den Gehalt von &-Tocopherol wurden signifikante Assoziationen identifiziert (nicht gezeigt).
Diese waren flir y-Tocotrienol, in Relation zu den in Tabelle 8 gezeigten Assoziationen, stets
negativ, d.h. die SNP-Varianten, die in Tabelle 8 mit einem hohen Tocopherolgehalt
assoziiert waren, standen mit einem niedrigen y-Tocotrienolgehalt in Verbindung. Fir ©-
Beide Arten

akkumulierten in den analysierten Blattern in sehr geringem Malde (Tabelle 7). Im HPLC-

Tocopherol wurden positive und negative Assoziationen identifiziert.
System fand die Detektion sogar nahe des unteren Detektionslimits statt, weshalb
entschieden wurde weitere Analysen zu diesen beiden Tocochromanolarten auszusetzen.
Obwohl in allen Genotypen durchschnittlich Mengen bestimmt werden konnten, die der
Literatur entsprachen (siehe Abschnitt 3.1.1), ware eine Interpretation der Unterschiede

zwischen den Genotypen moglicherweise zu stark durch das Signalrauschen beeinflusst.
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3.1.3. GWAS zum Tocochromanolgehalt in Blattern

Da alle Genotypen mittels eines SNP-Chips genotypisiert wurden, konnten neben den
gezielten Analysen zu Marker-Assoziationen (Abschnitt 3.1.2) auch GWAS durchgeflhrt
werden. Es wurden GWAS fiur die drei Tocochromanolarten a-Tocotrienol, y- und o-
Tocopherol, sowie flir die Summe der beiden Tocopherole, die Summe aller drei
Tocochromanole, die prozentualen Anteile von y-Tocopherol an der Summe der Tocopherole
und die prozentualen Anteile der Summe der Tocopherole an der Summe der
Tocochromanole durchgefiihrt. Die GWAS erfolgte auf Basis von 2260 SNP-Markern, da die
Ubrigen Marker des SNP-Chips nicht ausnahmslos in allen Genotypen bestimmt werden
konnten. Insgesamt 54  signifikante = Assoziationen  wurden zwischen den
Tocochromanoleigenschaften und den Auspragungen von 19 SNP-Markern identifiziert
(Tabelle 9). Fur a-Tocopherol ist ein Manhattan-Plot reprasentativ in Abbildung 13
dargestellt. Fir a-Tocotrienol und die Anteile am Gesamt-Tocochromanolgehalt konnten
keine signifikanten Assoziationen identifiziert werden. Die meisten SNP-Marker waren in den
Pflanzen assoziiert, die im Jahr 2017 unter gut bewasserten Bedingungen aufwuchsen. Die
gréfte Ansammlung von assoziierten Markern fand sich auf Chromosom 7H bei 118-120 cM
und umfasste drei der funf Marker, die bereits von Templer et al. (2017) identifiziert wurden
(Tabelle 8). Die zwei fehlenden, zuvor betrachteten Marker waren nicht Teil der GWAS, da
sie nicht in allen Genotypen erfolgreich bestimmt werden konnten. Daflr fanden sich in
dieser Genomregion insgesamt vier weitere Marker, die mit den Tocochromanolgehalt

assoziiert waren.

Abbildung 13 (nachste Seite): Manhattan-Plot von Chromosom 7H der GWAS zum a-

Tocopherolgehalt in Blattern von Pflanzen die im Jahr 2017 unter gut bewasserten

Bedingungen wuchsen. Fir jeden analysierten SNP-Marker ist der angepasste
Signifikanzwert (pagj, korrigiert nach Benjamini & Hochberg) der Assoziation zwischen der
Auspragung und dem Gehalt von a-Tocopherol als negativ dekadischer Logarithmus in
Abhangigkeit von der Position in Centimorgan (cM) auf dem Chromosom dargestellt. Die
Auspragung von sieben SNP-Markern (siehe Tabelle 8) war signifikant (paqgj<0,05) assoziiert.

Die Positionen der Marker Uberlagerten sich teilweise.
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2017 bewéassert - a-Tocopherol - Chromosom 7H

-logo(Pagj)
SN WhAO

30 60 90 120

Rekombinationswahrscheinlichkeit [cM]

* SNP-Marker — Benjamini & Hochberg Schwellenwert (0,05)

y-Tph/ | Ges-Tph
a-Ttr y-Tph a-Tph |Ges-Tph| Ges-Tcr | Ges-Tph|/ Ges-Tcr|
16 (|17 )16 (17 )16 |17 |16 |17 |16 |17 |16 |17 | 16 | 17
Chr.|[cM]In[t|{n|t|n|t|n|tn|t{n|t]n|t{n|t|n|t{n|t]n|t{n{t]n|t|n|t

i_11 10996 2H | 53,7
i SCRI_RS 125325| 2H [ 54,2
i SCRI_RS 169913] 2H | 58,1
i SCRI RS 161041) 3H [ 17,5

i_11 10914 4H | 514
i SCRI_RS 135365] 4H | 57,5
i_SCRI_RS_166159| 4H | 59,7 I

i SCRI_RS 197405| 4H | 63,4
i SCRI_RS 126397 7H [118,3
i SCRI_RS_237466| 7H |118,3
i SCRI_RS_161703| 7H [118,5
i 11_21209 7H [119,8
i SCRI_RS_196031] 7H [119,8
i SCRI_RS_154069| 7H [120,0
i SCRI_RS_225155| 7H [120,0
i SCRI_RS_126437| 7H [126,3
i SCRI_RS_178933| 7H [126,6

i_11_20170 7H [140,9
|

i 12 11044 7H | NaN

Tabelle 9: Zusammenstellung aller assoziierten SNP-Marker der durchgefiihrten GWAS fiir den
Tocochromanolgehalt in Blattern. Basierend auf 2260 SNP-Markern wurden GWAS flr
verschiedene Tocochromanoleigenschaften (a-Ttr: a-Tocotrienol; y/a/Ges.-Tph: y/a/Gesamt-
Tocopherol, Ges-Tcr: Gesamt-Tocochromanol) durchgefiihrt. Die Analyse fand fiir beide
Versuchsjahre (2016, 2017) und beide Wachstumsbedingungen (n: bewassert, t. trocken)
getrennt statt. Gezeigt sind die SNP-Marker, die in mindestens einer GWAS signifikant mit
einer Tocochromanoleigenschaft assoziiert waren, sortiert anhand der Position auf den
Chromosomen (Chr.) in cM. Fett markierte Marker: vergleiche Tabelle 8. Markierte Zellen:

signifikante Assoziation gefunden.
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3.1.4. Verankerung von Strukturgenen im Gerstengenom

Sowohl fur Pflanzen aus Klimakammern (Templer et al. 2017) als auch fur Pflanzen, die
unter nahezu Feldbedingungen im RGH wuchsen (Tabelle 9), wurde auf Chromosom 7H in
der Region zwischen 118-120 cM ein QTL fur den Gehalt verschiedener Tocopherolarten
identifiziert. Die identifizierten Marker eignen sich demnach prinzipiell fir die Verwendung in
der MAS. In dieser Arbeit sollte jedoch mdglichst exakt die genetische Komponente
identifiziert werden, die in dieser Region den Tocochromanolgehalt beeinflusste. Templer et
al. (2017) stellten bereits die Hypothese auf, dass eine Homogentisat-Phytyl-Transferase

(HPT), die in dieser Region kodiert ist, diese genetische Determinante ist.

Bevor dies genauer Uberprift wurde, wurden weitere Strukturgene im Gerstengenom
verankert, die direkt an der Biosynthese der Tocochromanole beteiligt sind, oder von denen
bekannt ist, dass sie substanziell an der Bereitstellung der Edukte mitwirken (siehe Abschnitt
1.5.3). Damit sollte ausgeschlossen werden, dass weitere Gene in dieser Region einen
Einfluss auf den Tocochromanolgehalt nehmen konnen. Ausgangspunkt waren die
Primarsequenzen von bekannten und gut annotierten Strukturgenen, primar aus Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.). Verglichen wurden auch Sequenzhomologe aus weiteren
Getreidearten (Mais (Zea mays L.), Reis (Oryza sativa L.)). Die Verankerung erfolgte auf
dem aktuellen Referenz-Assembly des Gerstengenoms, das auf dem Genotyp Morex basiert
(MRA, Mascher et al. 2017, Beier et al. 2017), sowie auf den whole genome shotgun
sequencing contigs (WGS_contigs) der drei Genotypen Barke, Bowman und Morex (IBGSC
2012). Fruhere Kartierungsansatze waren weniger ausfihrlich (Graebner et al. 2015) und
nutzten abweichende Rekombinationskarten (Munoz-Amatriain et al. 2014), die einen
Positionsvergleich zu den identifizierten QTLs erschwert hatten. Insgesamt wurden 25 Gene
kartiert (Abbildung 14). Auf Chromosom 7H konnte neben der HPT (HPT-7H) kein weiteres

Gen gefunden werden, das einen Einfluss auf den QTL bei 118-120 cM vermuten Iasst.

43



Ergebnisse

o

oH | | | )

3H () ) )

av ) || )

5H (O )

TH | | | (jg) )

Abbildung 14: Die Gene der Tocochromanolbiosynthese auf den Gerste Chromosomen. Gezeigt
sind die sieben Chromosomen des Gerstengenoms. Die Lange reprasentiert die maximale
Rekombinationshaufigkeit in cM. Gezeigt sind die Positionen von 25 Genen der
Tocochromanolbiosynthese (weille Markierungen) und die der SNP-Marker die auf
Chromosom 7H bei 118-120cM einen QTL erzeugt hatten (dunkelgraue Markierungen,
vergleiche Tabelle 8, Tabelle 9). yTMT: y-Tocopherol-Methyltransferase (vte4); CDP:
Chlorophyll-Dephytylase; DXP: Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Synthase; GGPR:
Geranylgeranyldiphosphat-Reduktase; HGGT: Homogentisat-Geranylgeranyl-Transferase;
HPD: 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase; HPT: Homogentisat-Phytyl-Transferase (vte2);
HST: Homogentisat-Solanesyl-Transferase; MPHQ-MT: 2-Methyl-6-Phytyl-1,4-Hydroquinon-
Methyltransferase (vte3); PK: Phytyl-Kinase (vtebd); PPK: Phytyl-Phosphat-Kinase (vte6); TAT:
Tyrosin-Aminotransferase, TC: Tocopherol-Cyclase (vte1). Der biologische Kontext der Gene
wird in Abschnitt 1.5.3 beschrieben. Weitere Details zur Kartierung in Abschnitt 2.12.
Abbildung adaptiert aus Schuy et al. (2019).

3.1.5. Variabilitat der HPT-7H und Verbindung zu SNP-Markern

Die Analyse der genetischen Variabilitdt der HPT-7H begann mit der Verifizierung der

vorhandenen Sequenzvariationen der drei Genotypen Barke, Bowman und Morex. Basierend
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auf allen vorhandenen Sequenzcontigs (WGS_contigs, MRA) die fir den HPT-7H-Genort
gefunden wurden, wurde eine Konsensussequenz erstellt, anhand derer circa 1000 bp grofe
Uberlappende Fragmente abgeleitet, mittels genomischer PCR amplifiziert und anschlielend
Uber Sanger-Sequenzierung sequenziert wurden. Dadurch konnten fir alle drei Genotypen
erstmals lickenlose, 6500 bp lange Sequenzcontigs erstellt werden, die von circa 1200 bp
upstream des Startcodons bis circa 600 bp downstream des Stoppcodons reichten. Diese
Sanger_contigs bestatigten alle bekannten Sequenzvariationen der drei Genotypen.
Zusatzlich erweiterten sie die Sequenzinformationen der Genotypen in den Bereichen, in
denen zuvor nur flr die beiden anderen Genotypen Sequenzinformationen vorlagen. Damit
bestatigten sie auch die Orientierung der MRA_contigs innerhalb des MRA_Pseudomolekiils
des Chromosoms 7H und bestimmten deren Abstdnde zueinander. Eine reprasentative
lllustration dafir findet sich in Abbildung 15. Zugang zu den ermittelten Sanger_contigs findet

sich in Anhang 6.2.

Basierend auf dem Tocopherolgehalt sowie der Tocopherolakkumulation unter
Trockenstress wurden zwolf weitere Genotypen der Sortenkollektion ausgewahlt und deren
HPT-7H-Lokus sequenziert. In zwei Sorten (Umbrella, Eunova) die eine besonders niedrige
Tocopherolakkumulation aufwiesen, wurde ein weiteres HPT-7H-Allel identifiziert und fortan
als Umbrella-Allel bezeichnet. Die Ubrigen zehn Genotypen trugen die bereits bekannten
Allele ohne jegliche Sequenzvariationen. Fur das Umbrella-Allel konnte upstream des
erstens Exons selbst mittels Genome Walking keine Sequenzinformation bestimmt werden.
Das Sanger_contig dieses Allels ist dadurch nur etwa 5500 bp lang (Abbildung 15 sowie
Anhang 6.2). Neben 59 SNPs oder Einzelnukleotid-Insertionen/Deletionen (Indels) im
transkribierten Bereich und 55 im Promotorbereich, stellten eine 95 bp Insertion zwischen
Exon 1 und 2 im Umbrella-Allel und eine 392 bp Deletion im Promotorbereich des Bowman-
Allels die grofiten Unterschiede zwischen den vier Allelen dar (Abbildung 15). Fir jedes Allel
konnten mindestens zehn Nukleotide identifiziert werden, die spezifisch waren, d.h. fir die in
den anderen Allelen Sequenzkonsens bestand. Diese eignen sich fur die Entwicklung von
allelspezifischen SNP-Markern. Zur kostenglnstigen Durchmusterung der Ubrigen
Genotypen der Kollektion wurden CAPS-Marker (cleaved amplified polymorphic sequence)
entwickelt. Die einzigartige Kombination von drei SNPs im transkribierten Bereich der vier
Allele erzeugte nach Restriktionsverdau von PCR-Produkten mit Restriktionsendonukleasen
ein spezifisches Bandenmuster (Abbildung 15). Die Bandenmuster deuteten darauf hin, dass
20 Genotypen der Kollektion das Morex-Allel aufwiesen, 43 Genotypen das Barke-, vier

Genotypen das Umbrella- und ein Genotyp das Bowman-Allel.
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Abbildung 15: lllustration des HPT-7H-Genorts. Das Chromosom 7H ist wie in Abbildung 14
dargestellt. Gezeigt ist der HPT-7H-Genort, wie er Uber Sanger-Sequenzierung bestimmt
wurde. Graue Balken stellen Exon-Bereiche dar. Dargestellt sind auch die Bereiche, in denen
die WGS_contigs und die MRA_contigs anlagern. Fir die verschiedenen Allele sind SNPs
(inkl. Indels) durch Rauten (grau: allelspezifisch, schwarz: nicht allelspezifisch) und Deletionen
(>1bp) durch Zrkumflexe (*) markiert. Drei SNPs (*) verandern die vorhergesagte
Primarsequenz des kodierten Proteins. Der Verdau von zwei PCR-Produkten mit
Restriktionsendonukleasen erzeugte allelspezifische Bandenmuster zur Durchmusterung

weiterer Genotypen (siehe Abschnitt 2.14). Abbildung adaptiert aus Schuy et al. (2019).
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AnschlieRend wurde die Verteilung der HPT-7H-Allele mit den Auspragungen der neun SNP-
Marker verglichen, die die QTLs auf Chromosom 7H bei 118-120 cM erzeugt hatten (Tabelle
8 und Tabelle 9). Es zeigte sich, dass in Genotypen, die das Morex-Allel trugen, fir jeden
Marker vermehrt die SNP-Variation auftrat, die mit hohen Tocochromanolwerten in
Verbindung stand (Tabelle 10). Das Barke-Allel fand sich vermehrt in Genotypen, die die
SNP-Variante trugen, die vermehrt mit niedrigen Tocochromanolwerten in Verbindung stand.
Fur die beiden Ubrigen Allele konnte auf Grund der niedrigen Stichprobenanzahl keine
Aussage getroffen werden. Exakte Tests nach Fisher bestatigten, dass die Verteilungen

nicht zufallig waren (Tabelle 10).

HPT-7H Allel
Morex Barke Umbrella | Bowman
Fisher-Test | SNP [5: 68 20 43 4 L
i_SCRI_RS_126397 Na;gﬁoho;tﬂ g] 12 173 347 :13 (1)
<
i_SCRI_RS_237466 NaNf;??‘oe:ﬂ cT;I 12 173 347 :13 (1)
<
i_SCRI_RS_161703 NaNg;"fh";zz ?I 13 173 346 :1», (1)
<
11121209 NaNg,10;0h0e1t=1 é I ‘112 146 329 2 (1)
<
i_SCRI_RS_196031 NaN(_—),10;0h0;t=1 iI 12 146 329 2 (1)
i_SCRI_RS_154069 Na,\?ﬁ?‘:;t:o ?I §S 146 ;1 :1:, (1)
i_SCRI_RS_225155 Nar\?;(:?%:eﬁo (T:I §§ 146 ;1»,1 :1», (1)
|_SCRI_RS_184488 Naf\lgﬁohogt=0 él 12 119 402 2 (1)
_SCRIRS 4520 = uebt—o gl a o T : 0

Tabelle 10: Verteilung zwischen Auspriagungen von SNP-Markern und HPT-7H-Allelen. Die
Verteilung der SNP-Marker aus den Tocochromanol-QTLs auf Chromosom 7H bei 118-
120 cM (Tabelle 8 und Tabelle 9) wurde mit der Verteilung der HPT-7H-Allele verglichen, die
Uber CAPS-Analysen bestimmt wurden (Abbildung 15). Die Verteilungen wurden mit dem
exakten Test nach Fisher auf Unabhangigkeit getestet. Fir jeden Marker ist die Summe der
Randwahrscheinlichkeiten des Tests so gering (p<0,05), dass davon ausgegangen werden
kann, dass die SNP-Marker mit dem HPT-7H-Genort verknlpft sind. 1/|: SNP-Variante ist mit
hohen/niedrigen Tocochromanolwerten verknlpft. NaN/het: Anzahl der Genotypen in denen
der Marker nicht/heterozygot bestimmt wurde und deshalb nicht zugeordnet werden kann.
Tabelle adaptiert und erweitert aus Schuy et al. (2019).
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3.1.6. Zusammenhang zwischen Tocochromanolgehalt in

Variabilitat der HPT-7H

Blattern und

Die Verteilung der HPT-7H-Allele ist mit dem Tocochromanolgehalt assoziiert. Der Gehalt

von a-, y- und Gesamt-Tocopherol sowie von Gesamt-Tocochromanol war fast unter jeder

Wachstumsbedingung in den Genotypen erhdht, die das Morex-Allel trugen (Tabelle 11). Far

a-Tocotrienol traf dies nicht zu. Fur a-Tocopherol ist dieser Zusammenhang in Abbildung 16

dargestellt. Zwischen den Genotypen mit den anderen Allelen konnten keine Unterschiede

identifiziert werden. Damit ist die HPT-7H wahrscheinlich, wie bereits von Templer et al.

(2017) postuliert, die genetische Determinante, deren Auspragung den Tocopherolgehalt

beeinflusst.
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Abbildung 16 (vorherige Seite): Der a-Tocopherolgehalt von Blattern in Genotypen gruppiert

nach HPT-7H-Allelen. Jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert [ng/mgFG] von vier biologischen
Replikaten eines Genotyps in den verschiedenen Jahren und Wachstumsbedingungen. Die
Varianzanalyse erfolgte mittels Bonferronis multiplem Vergleichstest, mit dem die Werte der
verschiedenen Gruppen paarweise miteinander verglichen wurden und
Alphafehlerakkumulierung berticksichtigt wurde. Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen
den Gruppen wurden durch ungleiche Buchstaben dargestellt. Das Bowman-Allel fand sich
nur in einem Genotyp, weshalb keine Varianzanalyse moglich war. Abbildung adaptiert aus
Schuy et al. (2019).

2016 bewassert] 2016 trocken |2017 bewassert] 2017 trocken

MW VA MW VA MW VA MW VA
Morex 2,89 a 4,60 a 4,49 a 6,20 a
a-Ttr Barke 2,41 a 4,02 a 4,33 a 5,57 a
Umbrella 3,19 a 5,46 a 4,94 a 6,14 a

Bowman 2,44 NaN 1,07 NaN 4.41 NaN 5,15 |NaN
Morex 0,90 a 1,76 a 2,18 a 8,65 a

\-Tph Barke 0,65 b 0,91 b 1,09 b 5,43 ab
Umbrella 0,54 ab 0,55 b 0,65 b 1,03 b

Bowman 0,18 NaN 1,13 NaN 0,64 |NaN| 10,25 |NaN
Morex 58,62 a 77,59 a 80,68 a 113,9 a
a-Tph Barke 41,19 b 57,18 b 58,24 b 82,53 b
Umbrella 41,65 b 51,17 b 55,78 b 59,72 b

Bowman 16,00 |NaN| 2288 |NaN|] 43,29 |NaN| 71,17 |NaN
Morex 59,52 a 79,34 a 82,86 a 122,5 a
Ges-Tph Barke 41,84 b 58,09 b 59,34 b 87,96 b
Umbrella 42,19 b 51,72 b 56,43 b 60,75 b

Bowman 16,17 |NaN| 24,01 |[NaN| 43,93 [NaN]|] 81,43 |[NaN
Morex 62,42 a 83,94 a 87,35 a 128,7 a
Ges-Tcr Barke 44,25 b 62,11 b 63,67 b 93,53 b
Umbrella 45,38 b 57,18 b 61,37 b 66,89 b

Bowman 18,61 NaN| 2508 |[NaN| 48,35 [NaN] 86,58 |NaN

Tabelle 11: Der Tocochromanolgehalt in Bliattern von Genotypen gruppiert nach HPT-7H-
Allelen. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) der Tocochromanolgehalte [ng/mgFG] der
Genotypen, nachdem diese entsprechend der HPT-7H-Allele gruppiert wurden. Die
Varianzanalyse (VA) erfolgte mittels Bonferronis multiplem Vergleichstest, mit dem die Werte
aller Gruppen paarweise miteinander verglichen wurden. Signifikante Unterschiede (p<0,05)
zwischen den Gruppen wurden durch ungleiche Buchstaben dargestellt. Das Bowman-Allel

fand sich nur in einem Genotyp, weshalb keine Varianzanalyse moéglich war (NaN).
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3.1.7. Einfluss der Populationsstruktur

Um auszuschlie®en, dass die beobachtete Verteilung der Tocochromanole nicht auf einer
tiefergehenden genetischen Struktur basierte, sondern tatsachlich auf die verschiedenen
Genvarianten zuriickgefuhrt werden kann, wurde die Populationsstruktur der Genotypen
bestimmt. Basierend auf SNP-Markern stellte die Populationsstrukturanalyse die
Verwandtschaftsverhaltnisse der Genotypen durch einen modelbasierten Ansatz dar (siehe
Abschnitt 2.17). Die Zuteilungen der Populationscluster wurde fir die Genotypen der beiden
Versuchsjahre 2016 und 2017 getrennt abgeleitet und anschlieend mit der Verteilung der
Ahrenarchitektur und der Verteilung der HPT-7H-Allele verglichen (Abbildung 17). Wie in
anderen Studien bereits beobachtet (z.B. Pasam et al. 2012), wurden den sechszeiligen
Genotypen groRe Anteile der abgeleiteten Abstammungen an einem exklusiven
Populationscluster (hier: 1) zugeschrieben. Die Zuteilung der Populationscluster und der
HPT-7H-Allele fand hingegen unabhangig voneinander statt. Damit dirfte keine

tiefergehende genetische Struktur die Verteilung der Tocochromanole beeinflusst haben.
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Abbildung 17: Analyse der Populationsstruktur. Basierend auf 4320 SNP-Markern wurde die
Populationsstruktur der Genotypen in einem modelbasierten Ansatz abgeleitet. Die Analyse
erfolgte fir die Genotypen der beiden Versuchsjahre getrennt. Die Zuteilung der
verschiedenen Populationscluster wurde mit der Ahrenarchitektur, den HPT-7H-Allelen, den
HGGT-Allelen (Abschnitt 3.1.12) und den Pyruvat-Kinase (PK)-Allelen (Abschnitt 3.2.6)
verglichen. Markiert sind auch die Genotypen, die fir RNAseq-Analysen ausgewahlt wurden
(Abschnitt 3.2ff). Abbildung adaptiert und erweitert aus Schuy et al. (2019)
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3.1.8. Einfluss verschiedener Wachstumsbedingungen auf den

Tocochromanolgehalt in Blattern

Unabhangig vom Versuchsjahr wurden in Pflanzen, die Trockenstress erlitten, hohere
Tocochromanolwerte gemessen (Tabelle 12). Bei einem Vergleich der Werte beider Jahre,
fanden sich durchschnittlich die niedrigsten Werte im Jahr 2016 unter gut bewasserten
Bedingungen, die hochsten Werte im Jahr 2017 unter Trockenstress. Die Werte aus dem
Jahr 2016 unter Trockenstress waren mit den Werten aus dem Jahr 2017 unter gut

bewasserten Bedingungen vergleichbar. Fur a-Tocopherol ist dies auch in Abbildung 18

dargestellt.
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Abbildung 18: Der a-Tocopherolgehalt in Blattern unter verschiedenen Wachstums-
bedingungen. Jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert [ng/mgFG] von vier biologischen
Replikaten eines Genotyps. Fur den jahresinternen Vergleich wurden die Werte aller
Genotypen mit einem zweiseitig gepaarten t-Test verglichen. Signifikante Unterschiede
(p<0,05) sind mit einem Asterisk (*) markiert. Fir den jahresubergreifenden Vergleich wurden
nur die 48 Genotypen verglichen, die in beiden Versuchsjahren wuchsen. Die Varianzanalyse
erfolgte mittels Bonferronis multiplem Vergleichstest, mit dem die Werte der verschiedenen
Wachstumsbedingungen paarweise miteinander verglichen wurden. Signifikante Unterschiede
(p<0,05) sind durch ungleiche Buchstaben dargestellt. Abbildung adaptiert aus Schuy et al.
(2019).
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Jahresinterner Vergleich Jahresubergreﬁender
Vergleich

MW t-Tests MW VA

2016 n 2,59 2,64 a

Tt 2016t 2,22 | <9007 ™5 b
2017n 443 | _ o001 243 b

2017 t 5,80 ’ 5,80 c

2016 n 0,70 0,70 a

Ton |_2016¢ 11| <0001 a
v-ip 2017 n 140 | 0001 1,30 a
2017 t 6,25 ’ 543 b

2016n | 45,37 45,46 a

wron 2016t | 6153 | %99 76105 b
P 2017n 6505 | _ o001 |_6417 b
2017 t 90,88 ’ 88,61 c

2016n | 46,07 46,16 a

Ges-Tpn 2016t | 6264 | 0.0001 %308 b
2017n 6645 | _ o001 16547 b

2017 t 97,13 ’ 94,04 c

2016n | 48,66 48,81 a

cooter 2016t | 6686 | “%%" [T67.39 b
2017n 7088 | _ 0001 |_69.90 b

2017t | 102,93 ’ 99,84 c

Tabelle 12: Der Tocochromanolgehalt in Blattern unter verschiedenen Wachstums-
bedingungen. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) der Tocochromanolgehalte [ng/mgFG] der
Genotypen, nachdem diese entsprechend der Wachstumsbedingungen (n: bewassert,
t: trocken) gruppiert wurden. FUr den jahresinternen Vergleich sind die Werte fur alle
Genotypen gezeigt, die im jeweiligen Jahr wuchsen. Die Werte wurden mit einem zweiseitig
gepaarten t-Test verglichen. Fir den jahresibergreifenden Vergleich wurden nur die 48
Genotypen betrachtet, die in beiden Versuchsjahren wuchsen. Die Varianzanalyse (VA)
erfolgte mittels Bonferronis multiplem Vergleichstest, mit dem die Werte aller Gruppen
paarweise miteinander verglichen wurden. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind durch

ungleiche Buchstaben dargestellt.

3.1.9. Expressionshohe der HPT-7H in Blattern in Abhédngigkeit der Allele und

Einfluss auf den Tocochromanolgehalt

Unterschiede in der Genaktivitdt der verschiedenen Allele wurden als eine mogliche
molekulare Determinante angesehen, die den Tocochromanolgehalt beeinflussen kdnnte.
Deshalb wurde in den zwdlf Genotypen, in denen die HPT-7H-Allele eindeutig Uber Sanger-
Sequenzierung bestimmt wurden (sieche Abschnitt 3.1.5), die Transkriptmenge der HPT-7H
uber RT-gPCR-Analysen ermittelt. In beiden Jahren stieg in den Genotypen mit dem Morex-
oder dem Barke-Allel die Transkriptmenge durch den Trockenstress signifikant, nicht aber in

den Genotypen mit dem Umbrella-Allel (Abbildung 19). Dartber hinaus war im Jahr 2016
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unter beiden Wachstumsbedingungen und im Jahr 2017 unter Trockenstress die Aktivitat in

den Genotypen mit dem Morex-Allel héher als in den Gbrigen Genotypen.
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Abbildung 19: Transkriptmenge der HPT-7H in Blattern von Genotypen gruppiert nach Allelen
und Wachstumsbedingungen. Jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert der relativen
Transkriptmenge der HPT-7H von vier biologischen Replikaten eines Genotyps innerhalb
einer Wachstumsbedingung (n: bewassert, t: trocken). Die Transkriptmenge wurde durch RT-
gPCR-Analysen bestimmt. Der Vergleich zwischen den Wachstumsbedingungen innerhalb
eines Allels erfolgte mit einem zweiseitig gepaarten t-Test. Signifikante Unterschiede (p<0,05)
sind mit einem Asterisk (*) markiert. Der Vergleich zwischen den Allelen innerhalb einer
Wachstumsbedingung erfolgte Uber Varianzanalyse mittels Bonferronis multiplem
Vergleichstest. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind durch ungleiche Buchstaben
dargestellt. Abbildung adaptiert aus Schuy et al. (2019).

Es konnten positive lineare Zusammenhange zwischen den Transkriptmengen und dem
Gehalt von a-, y- und Gesamt-Tocopherol sowie Gesamt-Tocochromanol gefunden werden,
nicht jedoch mit dem Gehalt von a-Tocotrienol (Tabelle 13). Fir a-Tocopherol ist dieser
Zusammenhang in Abbildung 20 dargestellt. Spater (siche Abschnitt 3.2ff) wurden in acht
Genotypen RNAseqg-Analysen durchgefihrt. Damit wurde auch in diesen Genotypen die
Transkriptmenge der HPT-7H bestimmt. Es konnten positive lineare Zusammenhange zum
Gehalt von a-, y- und Gesamt-Tocopherol sowie Gesamt-Tocochromanol identifiziert werden
(Tabelle 13). Fir a-Tocopherol ist dieser Zusammenhang in Abbildung 21 dargestellt. Fur

den Gehalt von a-Tocotrienol konnte unter Trockenstress ein negativer lineare

54



Ergebnisse

Zusammenhang identifiziert werden, denn eine hohe HPT-7H-Transkriptmenge stand mit

einem niedrigen a-Tocotrienolgehalt in Verbindung (Tabelle 13).
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Abbildung 20: Zusammenhang zwischen relativer HPT-7H Transkriptmenge und a-

Tocopherolgehalt in Blattern. Jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert (plus
Standardabweichung) der relativen Transkriptmenge der HPT-7H und dem o-
Tocopherolgehalt von vier biologischen Replikaten eines Genotyps. Die Transkriptmenge
wurde durch RT-qPCR-Analysen bestimmt (Abbildung 19). Abbildung adaptiert aus Schuy et
al. (2019).
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Abbildung 21: Zusammenhang zwischen HPT-7H Transkriptmenge (/nncounts) und a-

Tocopherolgehalt in Blattern. Jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert (plus
Standardabweichung) der Transkriptmenge der HPT-7H und dem a-Tocopherolgehalt von vier
biologischen Replikaten eines Genotyps. Die Transkriptmenge wurde durch RNAseg-
Analysen bestimmt (Abschnitt 3.2ff).

a-Ttr y-Tph a-Tph Ges-Tph Ges-Tcr

r r r r r r r r r r
nass: RT-gPCR: + 0,0161 + 0,1562 + 0,5712 + 0,5773 + 0,5646
2016: RNAseq: + 0,1144 + 0,6418 + 0,4888 + 0,5149 + 0,5346
trocken: RT-gPCR: + 0,0519 + 0,721 + 0,5541 + 0,5662 + 0,5492
"| RNAseq: - 0,4729 + 0,8670 + 0,6456 + 0,6768 + 0,6688
2017 nass: RT-gPCR: - 0,0478 + 0,4923 + 0,4790 + 0,4842 + 0,4748
" | trocken: | RT-gPCR: - 0,0298 + 0,5753 + 0,6692 + 0,6928 + 0,6888

Tabelle 13: Lineare Korrelationen zwischen der HPT-7H-Transkriptmenge und dem Gehalt

verschiedener Tocochromanolarten in Blédttern. Fir alle ermittelten linearen Zusammenhange ist

das Vorzeichen des Korrelationskoeffizienten (r), also die Richtung der Korrelation und das

Bestimmtheitsmal (r?) der Korrelation gezeigt. Die HPT-7H Transkriptmenge wurde uber RT-gPCR-
(Abbildung 19) oder Uber RNAseqg-Analysen (Abschnitt 3.2ff) ermittelt.
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3.1.10.Messung des Tocochromanolgehalts in reifen Kérner

Da deutliche Zusammenhange zwischen dem Tocochromanolgehalt und genetischen und
molekularen Komponenten in Blattern identifiziert werden konnten, wurde auch der
Tocochromanolgehalt von reifen Kérnern untersucht. Die untersuchten Kérner stammten von
den Pflanzen, die im Jahr 2016 im RGH gewachsen waren. Die durchschnittlichen Werte
sind mit den aus der Literatur bekannten Werten (Panfili et al. 2003; Graebner et al. 2015)

vergleichbar (Tabelle 14).

y-Tocotrienol|a-Tocotrienol|5-Tocopherol | y-Tocopherol|a-Tocopherol
Mittelwert; 13,85 23,27 0,56 4,20 12,02
(oK 3,17 4,78 0,35 1,81 2,84

Tabelle 14: Tocochromanolgehalt von reifen Kérnern. Von reifen Kérnern von Pflanzen, die im
Jahr 2016 im RGH wuchsen, wurde der Tocochromanolgehalt [ng/mgFG] bestimmt. Die Daten
wurden fir die verschiedenen Genotypen und Wachstumsbedingungen getrennt ausgewertet
und anschlieBend als Mittelwerte (plus Standardabweichung (o)) fir diese Tabelle
zusammengefasst. Zugang zur vollstandigen Aufschlisselung nach Genotyp und

Wachstumsbedingung in Anhang 6.2.

Im Gegensatz zu Blattern (Tabelle 7) akkumulierte in reifen Kdérnern deutlich mehr
Tocotrienol und weniger Tocopherol. Insgesamt akkumulierte sogar mehr Tocotrienol als
Tocopherol. Die a-Formen machten immer noch den groften Anteil an der jeweiligen
Metabolitgruppe aus, jedoch akkumulierten auch substanzielle Mengen der y-Formen. Es
konnte durchschnittlich achtmal so viel &-Tocopherol gemessen werden wie in Blattern,

weshalb fur die folgenden Analysen keine Tocochromanolart ausgeschlossen wurde.

3.1.11.GWAS zum Tocochromanolgehalt in reifen Kérnern

Fiar den Tocochromanolgehalt von reifen Kérnern wurden GWAS durchgefuhrt. Analysiert
wurde der Gehalt der fiinf Tocochromanolarten individuell, die Summe der beiden
Tocotrienolarten, die der drei Tocopherolarten und die Summe aller flnf
Tocochromanolarten. Analysiert wurden aulRerdem die prozentualen Anteile der einzelnen
Tocotrienolarten an der Summe der Tocotrienole, die Anteile der Tocopherolarten am
Gesamt-Tocopherolgehalt und der Anteil des Gesamt-Tocopherols am Gesamt-
Tocochromanol. Insgesamt  wurden  zehn SNP-Marker  (i_SCRI_RS_162504,
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i SCRI_RS_153797, i SCRI_RS 144579, i SCRI_RS 229687, i_SCRI_RS_161533,
i_12_30749, i_ SCRI_RS_144162, i_ SCRI_RS_148652, i_12_30765 und
i SCRI_RS_126229) identifiziert, die in Kérnern, die unter Trockenstress gebildet wurden,
mit dem prozentualen Anteil von y-Tocotrienol am Gesamt-Tocotrienolgehalt assoziiert
waren. Die Marker wurden auf Chromosom 6H zwischen 53,9-55,0 cM verankert und
befinden sich somit in der Nahe der HPD und einer MPHQ-MT (Abbildung 14).

3.1.12.Variabilitat der HGGT und Verbindung zur HPT-7H

Neben den Analysen zur Variabilitat der HPT-7H (Abschnitt 3.1.5) wurde auch die Variabilitat
der HGGT betrachtet. Die HGGT ist das Enzym, das die Tocotrienol- von der
Tocopherolbiosynthese unterscheidet (Cahoon et al. 2003). Im Korn akkumulierte mehr
Tocotrienol als Tocopherol (Tabelle 14) und Graebner et al. (2015) hatten in der
Genomregion, in der die HPT-7H und HGGT liegen, in reifen Kérnern QTLs fur den Gehalt
aller vier Tocotrienolarten, flir den Gehalt von &- und y-Tocopherol und fiir den Gehalt von
Gesamt-Tocotrienol und -tocochromanol identifiziert. Die WGS_contigs der drei Genotypen
Morex, Barke und Bowman legten nahe, dass die héchste Variabilitat im HGGT-Genort in
der Region des Kernpromotors bis 1000 bp upstream des Startcodons auftritt. Dies wurde
Uber Sanger-Sequenzierungen in den zwolf Genotypen bestatigt, die bereits fir die
Sequenzierung der HPT-7H ausgewahlt wurden. Fir die HGGT wurde dadurch kein weiteres
Allel identifiziert, jedoch konnte ein CAPS-Marker erstellt werden, der zur Durchmusterung

weiterer Genotypen der Kollektion eingesetzt wurde (Abbildung 22).

Abbildung 22 (niachste Seite): lllustration des HGGT-Genorts. Das Chromosom 7H ist wie in
Abbildung 14 dargestellt. Gezeigt ist der HGGT-Genort, wie er Uber die vorhandenen WGS-

und MRA_contigs bestimmt wurde. Graue Balken stellen Exon-Bereiche dar. Der Verdau
eines PCR-Produkts, dessen Sequenz zuvor Uber Sanger-Sequenzierung validiert wurde,
erzeugte allelspezifische Bandenmuster (CAPS-Marker, siehe Abschnitt 2.14) zur

Durchmusterung weiterer Genotypen. Abbildung adaptiert aus Schuy et al. (2019).
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In 16 Genotypen wurde das Morex-Allel identifiziert, in 15 das Bowman- und in 26 das
Barke-Allel. Das Morex-HGGT-Allel fand sich dabei Uberwiegend in Genotypen, in denen das
Morex-HPT-7H-Allel auftrat. Das Barke- und das Bowman-HGGT-Allel fanden sich
uberwiegend in Genotypen, in denen das Barke-HPT-7H-Allel auftrat. Die Verteilung war laut
einem exakten Test nach Fisher nicht zufallig (p=6,28*10°) (Tabelle 15). Die Verteilung der
HGGT-Allele stand jedoch in keinem erkennbaren Zusammenhang zur Zuteilung der

Populationscluster (Abbildung 17).

HPT-7H-Allel
Morex Barke | Bowman |Umbrella
>: 57 15 37 1 4
Morex 16 11 4 0 1
HGGT-Allel Bowman 15 1 13 1 0
Barke 26 3 20 0 3

Tabelle 15: Verteilung zwischen HGGT-Allelen und HPT-7H-Allelen. Die Verteilung der HGGT-
Allele, die Uber CAPS-Analysen bestimmt wurden (Abbildung 22), wurde mit der Verteilung
der HPT-7H-Allele verglichen. Die HGGT-Allele wurden nur in den 57 Genotypen bestimmt,

die im Jahr 2016 wuchsen.
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3.1.13.Zusammenhang zwischen dem Tocochromanolgehalt in reifen Kérnern
und der Variabilitat der HGGT und HPT-7H

Wurden die Tocochromanolgehalte der Kérner nach HGGT-Allelen gruppiert, konnten nur
Unterschiede im Gehalt von y-, a- und Gesamt-Tocotrienol identifiziert werden (Tabelle 16).
Im Detail traten in Genotypen mit dem Morex-HGGT-Allel héhere Werte auf als in Genotypen
mit dem Barke-HGGT-Allel, jedoch nur in Kdrnern, die unter gut bewasserten Bedingungen
gebildet wurden. Fur Gesamt-Tocotrienol ist dieser Zusammenhang in Abbildung 23
dargestellt. Fur die Tocopherole wurden keine Unterschiede gefunden, nachdem die
Genotypen auf Basis der HGGT-Allele gruppiert worden waren. Wurden die Genotypen auf
Basis der HPT-7H-Allele gruppiert, konnten keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen gefunden werden, weder fir Tocotrienole noch flir Tocopherole (Tabelle 17).
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Abbildung 23: Der Gesamt-Tocotrienolgehalt in reifen Kérnern von Genotypen gruppiert nach
HGGT-Allelen. Jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert [ng/mgFG] von allen biologischen
Replikaten eines Genotyps innerhalb einer Wachstumsbedingung (n: bewassert, t: trocken).
Der Vergleich zwischen den Wachstumsbedingungen innerhalb eines Allels erfolgte mit einem
zweiseitig gepaarten t-Test. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind mit einem Asterisk (*)
markiert. Der Vergleich zwischen den Allelen innerhalb einer Wachstumsbedingung erfolgte
Uber Varianzanalyse mittels Bonferronis multiplem Vergleichstest. Signifikante Unterschiede
(p<0,05) sind durch ungleiche Buchstaben dargestellt. Abbildung adaptiert aus Schuy et al.
(2019).
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bewassert trocken

HGGT-Allel MW VA t-Test MW VA

Morex 15,22 a 0,1510 16,07 a

y-Ttr Bowman 13,05 ab 0,0220 14,44 a
Barke 11,71 b < 0,0001 13,89 a

Morex 25,40 a 0,9828 25,42 a

a-Ttr Bowman 23,38 ab 0,4174 24,06 a
Barke 20,74 b 0,0026 22,61 a

Morex 40,62 a 0,5635 41,49 a

Ges-Ttr Bowman 36,42 ab 0,1350 38,50 a
Barke 32,45 b < 0,0001 36,50 a

Morex 0,41 a 0,0022 0,70 a

o-Tph Bowman 0,37 a 0,0001 0,57 a
Barke 0,41 a < 0,0001 0,82 a

Morex 3,76 a 0,0005 4,56 a

y-Tph Bowman 3,57 a 0,0032 4,06 a
Barke 3,76 a < 0,0001 5,14 a

Morex 11,85 a 0,0747 10,85 a

a-Tph Bowman 13,67 a 0,0221 12,00 a
Barke 11,85 a 0,7598 12,01 a

Morex 16,01 a 0,8565 16,11 a

Ges-Tph Bowman 17,61 a 0,2036 16,63 a
Barke 16,02 a 0,0011 17,96 a

Morex 56,63 a 0,6316 57,60 a

Ges-Tcr Bowman 54,04 a 0,5719 55,13 a
Barke 48,47 a < 0,0001 54,46 a

Tabelle 16: Der Tocochromanolgehalt von reifen Kérnern von Genotypen gruppiert nach
HGGT-Allelen. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) der Tocochromanolgehalte [ng/mgFG] der

Genotypen,

Varianzanalyse (VA) erfolgte mittels Bonferronis multiplem Vergleichstest.

nachdem diese entsprechend der

HGGT-Allele gruppiert wurden.

Die
Signifikante

Unterschiede (p<0,05) zwischen den Gruppen wurden durch ungleiche Buchstaben

dargestellt. Die Werte zwischen den Wachstumsbedingungen wurden mit einem zweiseitig

gepaarten t-Test verglichen.
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bewassert trocken
HPT-7H-Allel MW VA t-Test MW VA
Morex 14,56 a 0,0792 15,59 a
V-Tir Barke 12,56 a < 0,0001 14,25 a
Umbrella 11,87 a 0,0372 14,31 a
Bowman 14,08 NaN NaN 16,37 NaN
Morex 24,46 a 0,6634 24,79 a
o-Tir Barke 22,41 a 0,0808 23,39 a
Umbrella 20,10 a 0,1694 22,94 a
Bowman 22,38 NaN NaN 26,71 NaN
Morex 39,02 a 0,2829 40,38 a
Ges-Tir Barke 34,97 a 0,0024 37,64 a
Umbrella 31,97 a 0,0834 37,25 a
Bowman 36,46 NaN NaN 43,08 NaN
Morex 0,45 a 0,0006 0,91 a
5-Tph Barke 0,40 a < 0,0001 0,67 a
Umbrella 0,28 a 0,1551 0,52 a
Bowman 0,26 NaN NaN 0,50 NaN
Morex 4,27 a 0,0009 5,51 a
v-Tph Barke 3,58 a < 0,0001 4,44 a
Umbrella 3,11 a 0,1866 4,30 a
Bowman 2,76 NaN NaN 3,65 NaN
Morex 12,35 a 0,0136 11,08 a
a-Tph Barke 12,40 a 0,0910 11,79 a
Umbrella 12,56 a 0,8629 12,72 a
Bowman 10,02 NaN NaN 12,51 NaN
Morex 17,06 a 0,5042 17,50 a
Ges-Tph Barke 16,37 a 0,3440 16,90 a
Umbrella 15,95 a 0,3523 17,54 a
Bowman 13,04 NaN NaN 16,67 NaN
Morex 56,08 a 0,3292 57,88 a
Ges-Ter Barke 51,34 a 0,0111 54,54 a
Umbrella 47,93 a 0,1393 54,79 a
Bowman 49,50 NaN NaN 59,75 NaN

Tabelle 17: Der Tocochromanolgehalt von reifen Kérnern in Genotypen gruppiert nach HPT-7H-
Allelen. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) der Tocochromanolgehalte [ng/mgFG] der
Genotypen, nachdem diese entsprechend der HPT-7H-Allele gruppiert wurden. Die
Varianzanalyse (VA) erfolgte mittels Bonferronis multiplem Vergleichstest. Signifikante
Unterschiede (p<0,05) zwischen den Gruppen wurden durch ungleiche Buchstaben
dargestellt. Die Werte zwischen den Wachstumsbedingungen wurden mit einem zweiseitig
gepaarten t-Test verglichen. Das Bowman-Allel fand sich nur in einem Genotyp, weshalb

keine statistische Analyse moglich war (NaN).

3.1.14.Einfluss verschiedener Wachstumsbedingungen auf den

Tocochromanolgehalt in reifen Kérnern

Ebenso wie im Blatt (Tabelle 12), verursachte der Trockenstress auch in reifen Kornern
einen Anstieg des Tocochromanolgehalts. Dabei stieg der Gehalt von y-, a- und Gesamt-
Tocotrienol nur in Kérnern von Genotypen, die das Barke- oder teilweise das Bowman-
HGGT-Allel hatten, nicht jedoch in Kérnern von Genotypen, die das Morex-HGGT-Allel
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hatten (Tabelle 16). Der Gehalt von 8-, y- und a-Tocopherol stieg nur in Kérnern von
Genotypen, die das Morex- und teilweise das Barke-HPT-7H-Allel hatten, nicht jedoch in
Kornern von Genotypen, die das Umbrella-HPT-7H-Allel hatten (Tabelle 17).

3.1.15.Messung des Tocochromanolgehalts und der Expressionshohe der HPT-
7H und HGGT in unreifen Kornern

Um weitere Aspekte der Tocochromanolakkumulation in Kérnern zu entschlisseln, sollten
unreife, sich entwickelnde Koérner (frihe Milchreife bis frihe Teigreife, BBCH-Skala flr
Getreide Stadium 73 bis 83) analysiert werden. Wie im Blatt (Abschnitt 3.1.9), sollten die
Tocochromanolwerte mit Expressionshohen von Biosynthesegenen verglichen werden.
Jedes individuelle Korn konnte nur flr die Messung der Tocochromanole oder fir die
Extraktion von RNA verwendet werden. Deshalb wurden Kornpaare gebildet. Aus einem
Korn wurde RNA extrahiert, fir das andere der Tocochromanolgehalt bestimmt. Um die
Vergleichbarkeit beider Parameter zu gewahrleisten, wurden je Paar Kérner gewahlt, die
innerhalb der Ahre in Nachbarschaft gewachsen waren (Abbildung 24a) und ein
vergleichbares Frischgewicht aufgewiesen hatten (Abbildung 24b). Das Frischgewicht
reprasentiert auch das Entwicklungsstadium der Koérner. Fir zehn Genotypen wurden je
Wachstumsbedingungen jeweils zwei Kornpaare analysiert, also insgesamt 40 Kornpaare.
Da die Entwicklung der Koérner im RGH nicht kinstlich synchronisiert wurde, wurden Korner
in verschiedensten Entwicklungsstadien analysiert (Abbildung 24b). Deshalb wurden die
Tocochromanolwerte stets unter zwei Aspekten betrachtet. Einmal als Gesamtmasse pro
Korn ([ng/Korn], Tabelle 18) und einmal wie in Blattern und reifen Kérnern als Massenanteil
am Frischgewicht ([ng/mgFG], Tabelle 19). Da sich der Gehalt von &-Tocopherol in den
folgenden Analysen vergleichbar wie der Gehalt von y-Tocopherol verhielt, wurde er nicht

weiter aufgefihrt.

Abbildung 24 (néchste Seite): Analysierte Paare unreifer Kérner. Jedes individuelle Korn konnte

nur fur die Analyse der Tocochromanole oder fur die Extraktion von RNA verwendet werden.
Damit die Werte miteinander verglichen werden kénnen, wurden Kornpaare analysiert. a) Die
Korner eines Paars wuchsen in der Ahre in Nachbarschaft und b) wiesen ein vergleichbares
Frischgewicht (FG) und somit Entwicklungsstadium auf. Gezeigt sind die Frischgewichte aller

analysierten Kornpaare. Abbildung adaptiert aus Schuy et al. (2019).
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a) Position in der Ahre b) Vergleich Frischgewicht
S
o r2=0,9786 8
Paar 1 g g
RNA < —= Tocochromanol § = 20-
= >
o £S5
Sz
RNA =— — Tocochromanol <S40
o X
<© W
Paar2 = .0
ET Steigung=0,9569
8 0 ] ]
0 10 20 30

FG [mg] des Korns verwendet fur
die Extraktion der Tocochromanole

y-Tocotrienol|a-Tocotrienol|§-Tocopherol | y-Tocopherol|a-Tocopherol
Mittelwert; 4,65 12,83 0,05 2,90 37,85
o’ 2,22 15,65 0,05 3,14 9,90

Tabelle 18: Tocochromanolgehalt (Gesamtmasse pro Korn) von unreifen Kérnern. Von unreifen
Kérnern von Pflanzen, die im Jahr 2017 im RGH wuchsen, wurde der Tocochromanolgehalt
[ng/Korn] bestimmt. Die Daten wurden fur die einzelnen Kdrner getrennt ausgewertet und
anschlieBend als Mittelwerte (plus Standardabweichung (o)) flr diese Tabelle

zusammengefasst. Zugang zur vollstandigen Aufschlisselung findet sich in Anhang 6.2.

y-Tocotrienol|a-Tocotrienol|&-Tocopherol | y-Tocopherol|a-Tocopherol
Mittelwert; 0,41 0,80 0,01 0,40 3,85
(o} 0,21 0,68 0,01 0,54 2,10

Tabelle 19: Tocochromanolgehalt (Massenanteil am Frischgewicht) von unreifen Kérnern. Von
unreifen Koérnern von Pflanzen, die im Jahr 2017 im RGH wuchsen, wurde der
Tocochromanolgehalt [ng/mgFG] bestimmt. Die Daten wurden fiir die einzelnen Kérner
getrennt ausgewertet und anschlieBend als Mittelwerte (plus Standardabweichung (o)) fur
diese Tabelle zusammengefasst. Zugang zur vollstdndigen Aufschlisselung findet sich in
Anhang 6.2.
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3.1.16.Verlauf des Tocochromanolgehalts in unreifen Kérnern

Es konnte weder ein Zusammenhang zwischen den Tocochromanolwerten und den
verschiedenen Genvarianten der HPT-7H und HGGT, noch ein Einfluss verschiedener
Wachstumsbedingungen identifiziert werden. Die Tocochromanolwerte standen jedoch
teilweilRe in direktem Zusammenhang mit dem Alter der Kérner und wurden deshalb fortan
unabhangig von der Zugehdrigkeit der Genotypen und der Wachstumsbedingungen
betrachtet. Die Gesamtmasse [ng/Korn] von a-, y- und Gesamt-Tocotrienol nahm mit
steigendem Kornalter exponentiell zu (Abbildung 25a,c,e). Der Massenanteil [ng/mgFG] von
y-Tocotrienol blieb in den hier betrachteten Entwicklungsstadien konstant (Abbildung 25b),
der von a- und damit auch der von Gesamt-Tocotrienol stieg linear (Abbildung 25d,f). Von y-
Tocopherol sank die Gesamtmasse mit steigendem Kornalter exponentiell (Abbildung 26a),
die von a- und Gesamt-Tocopherol veranderte sich in den hier betrachteten
Entwicklungsstadien nicht (Abbildung 26c,e). Die Massenanteile von y-, a- und Gesamt-

Tocopherol sanken mit zunehmendem Alter der Kérner exponentiell (Abbildung 26b,d,f).

Die Betrachtung der prozentualen Verteilungen der einzelnen Tocochromanolarten und der
Gruppen verriet, dass in jingeren Kérnern mehr y- als a-Tocotrienol detektiert wurde, sich
das Verhaltnis aber verschob (Abbildung 27a). Es wurde nie mehr y- als a-Tocopherol
detektiert, jedoch verschob sich auch hier die Verteilung zunehmend zu Gunsten von a-
Tocopherol (Abbildung 27b). Mit zunehmendem Alter akkumulierten darliber hinaus

insgesamt mehr Tocotrienole als Tocopherole (Abbildung 27c).

Abbildung 25 (ndchste Seite): Verlauf des Tocotrienolgehalts in unreifen Kérnern. Jeder

Datenpunkt zeigt den Tocochromanolgehalt eines einzigen Korns. Gezeigt sind die
Gesamtmassen pro Korn (links) und die Massenanteile am Frischgewicht (FG) (rechts) der
angegebenen Tocochromanolarten oder -gruppen, stets in Relation zum individuellen
Frischgewicht der Kérner. Abbildung adaptiert aus Schuy et al. (2019).
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Abbildung 26: Verlauf des Tocopherolgehalts in unreifen Kérnern. Weiteres siehe Abbildung 25.

Abbildung adaptiert aus Schuy et al. (2019).
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Abbildung 27: Verlauf der Tocochromanolanteile in unreifen Kérnern. Jeder Datenpunkt zeigt
den Tocochromanolgehalt eines einzigen Korns. Gezeigt sind die prozentualen Anteile
verschiedener Tocochromanolarten an Tocochromanolgruppen wie angegeben, stets in
Relation zum individuellen Frischgewicht der Korner. Abbildung adaptiert aus Schuy et al.
(2019).

3.1.17.Verlauf der Expressionshohen von HPT-7H und HGGT in unreifen

Koérnern und Einfluss auf den Tocochromanolgehalt

Auch die Transkriptmengen der HPT-7H und HGGT konnten weder mit den Genvarianten
noch mit unterschiedlichen Wachstumsbedingungen in Verbindung gebracht werden. In
alteren Kdérnern wurden jedoch schwach erhdhte Transkriptmengen der HGGT detektiert

(Abbildung 28a). Wurde die Transkriptmenge der HPT-7H mit dem Kornalter verrechnet,
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wurde eine exponentielle Abnahme in alteren Kérnern verzeichnet (Abbildung 28d). Wurden
die Expressionswerte mit den Tocochromanolwerten verglichen, konnte nur ein schwacher
linearer Zusammenhang zwischen der Gesamtmenge der HGGT und der Gesamtmasse der
Tocotrienole (Abbildung 29a), sowie ein Zusammenhang zwischen den Massenanteilen der
Tocopherole und den Transkriptmengen der HPT-7H gefunden werden, die mit dem
(Abbildung 29d). Zu

Tocochromanolarten ergaben sich vergleichbare Zusammenhange (nicht gezeigt).

Kornalter der Kornern verrechnet wurden den einzelnen
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Abbildung 28: Verlauf der Transkriptmengen in unreifen Koérnern. Jeder Datenpunkt zeigt die
relative Transkriptmenge [Qrel] der HGGT (oben) oder der HPT-7H (unten), entweder direkt

(links) oder mit dem Kornalter verrechnet (rechts), stets in Relation zum individuellen

Frischgewicht jedes einzelnen Korns. Abbildung adaptiert aus Schuy et al. (2019).
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Abbildung 29: Zusammenhang zwischen relativer Transkriptmenge und Tocochromanolgehalt

in unreifen Kérnern. Jeder Datenpunkt zeigt die relative Transkriptmenge [Qrel] der HGGT

(oben) oder der HPT-7H (unten), entweder direkt (links) oder mit dem Kornalter verrechnet

(rechts), stets in Relation zur Gesamtmasse einer Tocochromanolgruppe (links) oder dem

Massenanteil einer Tocochromanolgruppe (rechts) (vergleiche Abbildung 25e,f und Abbildung

26e,f). Abbildung adaptiert aus Schuy et al. (2019).
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3.1.18.Einfluss des Tocochromanolgehalts auf die Stressresistenz von

Gerstenpflanzen

Neben der Aufschlisselung der Tocopherol-QTLs sollten auch Einflisse der
Tocochromanole auf das Pflanzenwachstum untersucht werden. Daflir wurden
Assoziationen  zwischen dem  Tocochromanolgehalt und den  verschiedenen
morphologischen und physiologischen Wachstumsparametern der Pflanzen im RGH
gesucht. Es wurden auch die dynamischen Veradnderungen der Werte zwischen
unterschiedlichen Wachstumsbedingungen betrachtet, wie es beispielsweise fir den
Quotienten des Kornertrags in Abschnitt 1.7.2 dargestellt ist. Es konnten keine eindeutigen
Hinweise detektiert werden, dass Genotypen mit verbesserten Tocochromanoleigenschaften
veranderte Wachstumseigenschaften aufwiesen. Auch die von Templer et al. (2017)
berichtete Beobachtung, dass Genotypen mit einem hdheren y-Tocopherolgehalt ein
hoheres TKG aufweisen, konnte nicht validiert werden (Abbildung 30). Betrachtet wurde all
dies stets fur alle analysierten Genotypen, nur flr die Gruppe der zweizeiligen Genotypen,
um den Einfluss verschiedener Ahrenarchitekturen zu verringern und nur fiir die Gruppe der
europaischen Elitelinien. Auch von Templer et al. (2017) wurde der Zusammenhang
(Abbildung 2) nur flr die Gruppe der europaischen Elitelinien, nicht jedoch fur die als
mediterran eingestuften Genotypen gefunden. Es konnte jedoch ein linearer Zusammenhang
zwischen dem durchschnittlichen Tocopherolgehalt aller Genotypen und verschiedenen
Wachstumsparametern detektiert werden, die mit steigender Stressintensitdt abnahmen
(Abbildung 31).
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Abbildung 31: Zusammenhang zwischen Wachstumsparametern und dem a-Tocoperholgehalt
im RGH. Jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert (plus Standardabweichung) des a-
Tocoperholgehalts in Blattern der 48 Genotypen, die in beiden Jahren im RGH gewachsen

sind, in Relation zum Mittelwert verschiedener Wachstumsparamater. Abbildung adaptiert aus

Schuy et al. (2019).
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3.2. Transkriptomanalysen

3.2.1. Uberblick iiber die Transkriptomstruktur

Die Analyse des Transkriptoms von Blattern sollte weitere Einblicke in die
Adaptionsstrategien der Pflanzen gegen Trockenstress liefern (Abschnitt 1.7). Daftr wurden
vier Genotypen, die eine hohe, und vier Genotypen, die eine niedrige Ertragsstabilitat
aufwiesen, analysiert (Abbildung 11). Bei der Auswahl der Genotypen wurde auch die
Populationsstruktur bertcksichtigt. Nicht allen ertragsstabilen bzw. -instabilen Genotypen

sollten ahnliche Anteile der Populationscluster zugeschrieben worden sein (Abbildung 17).

Von jedem Genotyp wurden zunachst alle vier Replikate beider Wachstumsbedingungen
bearbeitet, also insgesamt 64 Proben. Der kommerzielle Sequenzierungsanbieter konnte
jedoch funf Proben nicht verarbeiten. Die Sequenzierungsdaten wurden anschlief3end intern
bioinformatisch aufgearbeitet (Details siehe Abschnitt 2.20). Nach Qualitatsfilterung wurden
alle Sequenzen (reads) einzeln auf das aktuelle Gerstenreferenzgenom (Mascher et al.
2017, Beier et al. 2017) kartiert. Alle reads, die eindeutig in Regionen Kkartiert werden
konnten die als Transkripte annotiert sind, wurden fiir das jeweilige Gen als Transkriptmenge
(counts) gezahlt. Von den 39734 Genen, die im Referenzgenom annotiert sind, waren je
Probe durchschnittlich 20332,4 Gene exprimiert (o: 455,3 Gene), d.h. fir diese Gene wurde
mindestens ein count gefunden, wobei fir durchschnittlich 4139,7 dieser Gene (o: 216,9
Gene) zehn oder weniger counts gezahlt wurden. Die schwach exprimierten Gene dirften

wenig Einfluss auf die Ubergeordnete Struktur des Transkriptoms nehmen.

Um die Ubergeordnete Struktur des Transkriptoms abschatzen zu kénnen, wurden basierend
auf den counts aller Gene Hauptkomponentenanalysen (PCAs, engl.: principal component
analysis) durchgefuhrt. Dabei gruppieren die einzelnen Proben primar entsprechend ihres
Genotyps, wobei die Gruppierung nach Transformation der Daten durch VST deutlicher
ausfiel als nach Transformation durch RLOG (Abbildung 32). Funf Proben gruppieren nicht
mit den jeweils anderen Proben ihres Genotyps. Daflr konnte keine definitive Erklarung
gefunden werden, weshalb sie von den Analysen ausgeschlossen wurden. Ohne diese
Ausreiler war die Gruppierung der 54 Ubrigen Proben noch deutlicher zu erkennen
(Abbildung 33a,b). Somit waren die Unterschiede in der Transkriptomstruktur zwischen den
Genotypen  grolker als die Unterschiede, die durch die verschiedenen
Wachstumsbedingungen  ausgelést wurden. Die Proben der verschiedenen
Wachstumsbedingungen teilten sich erst innerhalb der Gruppierungen nach Genotyp auf,
dafur stets entlang derselben Hauptkomponenten (PCs, engl.: principal components). Sie
separierten nach RLOG entlang PC 1 und nach VST entlang PC 2 (Abbildung 33a,b).

Zusatzlich dazu konnte vor allem nach RLOG eine Aufteilung der Proben nach dem
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Zeitpunkt der Probennahme erkannt werden (Abbildung 33d). Die Replikate eins und zwei,
die friher am Tag erstellt wurden, separierten in der hier gewahlten Darstellung entlang PC 1
vermehrt nach links, wahrend die Replikate drei und vier, die spater am Tag erstellt wurden,

sich vermehrt nach rechts aufteilten.

Auch die Separierung der Genotypen folgte einem gewissen Muster. Die ertragsstabilen
Genotypen Aischa und Romilda trennten sich nach VST entlang PC 1 und nach RLOG
entlang PC 2 von den ubrigen Genotypen. Die beiden anderen ertragsstabilen Genotypen
Barke und B0004 trennten sich entlang der jeweils anderen PCs von den ubrigen Genotypen
(Abbildung 33a,b). Der ertragsinstabile Genotyp Scarlett separierte nach VST entgegen den
ertragsstabilen Genotypen Barke und BO0004. Ansonsten zeigten alle ertragsinstabilen
Genotypen ein dhnliches Verhalten auf. Den erwahnten Genotypenpaaren wurden bereits in
der Populationsstrukturanalyse ahnliche abgeleitete Abstammungen zugeschrieben
(Abbildung 17). Dies traf auch auf die Genotypen Barke und Marnie zu, die trotz

unterschiedlicher Ertragsstabilitat vor allem nach VST ahnlich gruppierten.
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Abbildung 32: PCAs fiir 59 RNAseq-Proben. Basierend auf den RNAseqg-counts aller Gene wurden
fur 59 Proben Hauptkomponentenanalysen (PCAs) durchgefiihrt. Die Daten wurden mit zwei
unterschiedlichen Transformationsmethoden (VST: variance stabilizing transformation; RLOG:
regularized log transformation) transformiert, wodurch Unterschiede in den Daten verschieden
akzentuiert wurden. Dadurch erklaren auch die Hauptkomponenten (PCs) unterschiedlich
groRe Anteile der Varianz des Datensatzes. Funf Proben gruppierten nicht mit den Ubrigen

Proben desselben Genotyps (Ausreifer) und wurden anschlieBend von den Analysen

ausgeschlossen.
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Abbildung 33: PCAs fiir 54 RNAseq-Proben. Basierend auf den RNAseqg-counts aller Gene wurden
fur 54 Proben PCAs durchgefiihrt. Sowohl die PCAs in a) und ¢) als auch die in b) und d) sind
identisch, zur Erkennung von Ubergeordneten Strukturen wurden die Proben, wie in der

Legende angedeutet, unterschiedlich markiert. Weiteres in Abbildung 32.
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3.2.2. Normalisierung der count-Werte und Gene mit der starksten Expression

Die einzelnen Proben wurden unterschiedlich effektiv sequenziert. Die Anzahl der reads
reichte von 39621000 bis 181°415'82. Dadurch unterschied sich auch die Summe der
counts aller Gene (linearer Zusammenhang: r> = 0,6262). Vor der Analyse der differentiellen
Genexpression wurde die Anzahl der counts fur alle Proben normalisiert (ncounts). Die
Normalisierung der counts der verschiedenen Gene und Proben ist ansatzweise mit der VST
aus den PCAs vergleichbar (Love et al. 2014). Fur die Darstellung in dieser Arbeit wurden
die ncounts anschlieRend zusatzlich anhand der annotierten Lange des primaren Transkripts
normalisiert (Inncounts = ncounts / 1 kbp), da durch den Fragmentierungsprozess vor der
Sequenzierung langere Transkripte o6fter sequenziert werden kénnen. Unabhangig von

Genotyp oder Wachstumsbedingung zeigt

Tabelle 20 die flinfzig am starksten exprimierten Gene. Darunter befinden sich einige Gene,
die laut Annotation an der Photosynthese, der CO,-Assimilation, der Stressadaption oder der

Verteilung der Photoassimilate beteiligt sind.

Gen ID Inncounts Annotation
HORVU3Hr1G116060 347511,5 | undescribed protein
HORVU3Hr1G115990 339120,0 | undescribed protein
HORVU5Hr1G002150 196674,2 | RNA-binding protein 1
HORVUG6Hr1G085170 180871,0 | Photosystem |1 10 kDa polypeptide
HORVU5Hr1G051010 151236,1 | ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1A
HORVUG6Hr1G033160 148062,7 | chlorophyll A/B binding protein 3
HORVUOHr1G013900 147220,8 | L-lactate dehydrogenase
HORVU2Hr1G057700 146633,2 | Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic
HORVU7Hr1G090100 141582,6 | Thiamine thiazole synthase
HORVU7Hr1G046320 139477,5 | Chlorophyll a-b binding protein 1B-21, chloroplastic
HORVUOHr1G004830 133795,1 | glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2
HORVU2Hr1G005150 124082,3 | Glyoxylate/hydroxypyruvate reductase B
HORVU3Hr1G057090 119069,7 | carbonic anhydrase 2
HORVU2Hr1G017420 118257,3 | Stress responsive protein
HORVU4Hr1G015260 106909,0 | Chlorophyll a-b binding protein 2, chloroplastic
HORVU4Hr1G058970 105786,3 | ATP synthase subunit b'
HORVU2Hr1G036960 102042,9 | Chlorophyll a-b binding protein 7, chloroplastic
HORVU2Hr1G010690 100279,2 | ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1A
HORVU5Hr1G002130 97540,4 | undescribed protein
HORVU4Hr1G019570 93979,8 | fructose-bisphosphate aldolase 2
HORVU5Hr1G082420 88755,6 | Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic
HORVU7Hr1G049870 85314,4 | alanine:glyoxylate aminotransferase
HORVU2Hr1G041610 81692,3 | Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit
HORVU2Hr1G019270 78055,6 | undescribed protein
HORVUOHr1G003270 76882,3 | Oxygen-evolving enhancer protein 3-1, chloroplastic
HORVU3Hr1G026920 73816,6 | metallothionein 3
HORVU4Hr1G027260 72245,4 | Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase A, chloroplastic
HORVU5Hr1G109710 69610,9 | Photosystem | reaction center subunit Il
HORVU3Hr1G112010 69260,8 | Abscisic stress-ripening protein 1
HORVU1Hr1G055520 65778,9 | Peptide methionine sulfoxide reductase MsrA
HORVUG6Hr1G012570 63614,2 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
HORVU7Hr1G091740 63067,6 | post-illumination chlorophyll fluorescence increase
HORVU3Hr1G009210 62123,6 | Photosystem | reaction center subunit XI|
HORVU5Hr1G032980 61848,1 | fructose-bisphosphate aldolase 2
HORVU2Hr1G041280 60340,0 | Chlorophyll a-b binding protein CP29
HORVU2Hr1G086140 60261,9 | S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme
HORVU3Hr1G013840 57944,5 | Metallothioneine type2
HORVU6Hr1G089600 51222,2 | Sugar transporter SWEET
HORVU2Hr1G079920 51126,6 | Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic
HORVU7Hr1G107740 51101,5 | ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH
HORVU2Hr1G040780 51057,3 | Chlorophyll a-b binding protein 13, chloroplastic
HORVU6Hr1G087720 50171,1 | Thioredoxin-like 2-2, chloroplastic
HORVU4Hr1G082040 50047,7 | catalase 2
HORVU2Hr1G019820 49810,3 | Photosystem | reaction center subunit N, chloroplastic
HORVU7Hr1G077740 48323,8 | ferredoxin 1
HORVU5Hr1G061770 46565,1 | Cathepsin B-like cysteine proteinase
HORVU5Hr1G098890 45369,6 | malate dehydrogenase
HORVU4Hr1G011500 43645,4 | serine hydroxymethyltransferase 2
HORVU4Hr1G085050 43101,2 | purple acid phosphatase 27
HORVU5Hr1G040970 42450,7 | Aluminium induced protein with YGL and LRDR motifs
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Tabelle 20 (vorherige Seite): Top 50 exprimierte Gene. Gezeigt sind die flinfzig Gene, die in allen

54 analysierten Proben durchschnittlich die meisten Inncounts aufwiesen.

3.2.3. Durch Trockenstress differentiell exprimierte Gene

Die Analyse der differentiellen Genexpression zwischen den beiden Wachstumsbedingungen
erfolgte fur jeden Genotyp individuell. Die Anzahl der differentiell exprimierten Gene (DEG)
reichte von 597 (Umbrella) bis 3429 (Eunova). Durchschnittlich 38,1 % (o: 4,3 %) der DEG
wiesen unter Trockenstress eine hdhere Transkriptmenge auf als unter gut bewasserten
Bedingungen. Die Unterschiede in der Anzahl der DEG konnten nicht mit der Ertragsstabilitat
oder einer anderen morphologischen oder physiologischen Eigenschaft der Genotypen in
Verbindung gebracht werden. Die Anzahl konnte jedoch mit der kleinsten Differenz zwischen
zwei Proben kontrastierender Wachstumsbedingungen entlang PC 1 nach RLOG in
Verbindung gebracht werden (Abbildung 34).

PC 1 nach RLOG erklarte den gréten Anteil der Varianz des Datensatzes (Abbildung 33).
Somit stellt die Differenz in PC 1 nach RLOG annahernd ein MaR fir die Ahnlichkeit von zwei
Proben dar. Fir jeden Genotyp wurde die kleinste Differenz zwischen zwei Proben
unterschiedlicher Wachstumsbedingungen entlang PC 1 ausgelesen (Abbildung 34a). Fir
alle Genotypen, fur die mindestens drei Proben je Wachstumsbedingung analysiert wurden,
stand diese kleinste Differenz linear mit der Anzahl der DEG in Verbindung (Abbildung 34b).
Fir den Genotyp Marnie wurden nur 2zwei Replikate von gut bewasserten

Wachstumsbedingungen analysiert.
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Abbildung 34: Zusammenhang zwischen Transkriptomstruktur und Anzahl der DEG. Der
Abstand von zwei Proben entlang PC1 nach RLOG reprasentiert die Ahnlichkeit der
Transkriptomstruktur. a) Fir jeden Genotyp wurde die kleinste Differenz entlang PC1
ausgelesen, die zwischen zwei Proben kontrastierender Wachstumsbedingungen auftrat
(APC1). b) Fur alle Genotypen, fur die mindestens drei Replikate je Wachstumsbedingung
analysiert wurden, stand APC1 linear mit der Anzahl der DEG exprimierten Gene in

Verbindung.

AnschlieRend wurden sechs Schnitt- bzw. Ausschlussmengen der DEG der verschiedenen
Genotypen gebildet. Gene, die unter Trockenstress in allen acht Genotypen eine hdhere
(Tabelle 21) oder niedrigere Transkriptmenge (Tabelle 22) aufwiesen als unter gut
bewasserten Bedingungen, stellen die generelle Reaktion aller Genotypen dar. Gene, die
unter Trockenstress nur in allen vier ertragsstabilen Genotypen, jedoch in keinem
ertragsinstabilen Genotyp eine hdhere (Tabelle 23) oder niedrigere Transkriptmenge
(Tabelle 24) aufwiesen, stellen die spezifische Reaktion der ertragsstabilen Genotypen dar.
Gene, die ausschlie3lich in den vier ertragsinstabilen Genotypen eine hoéhere (Tabelle 25)
oder niedrigere Transkriptmenge (Tabelle 26) aufwiesen, stellen die spezifische Reaktion
dieser Genotypen dar. Insgesamt 119 Gene wurden uniform in allen Genotypen entweder
induziert oder reprimiert (Tabelle 21, Tabelle 22). Davon waren 46 induziert (Tabelle 21), ein
Prozentsatz von 38,6 %. Ahnliches wurde bereits fiir die Genotypen individuell beobachtet

(s.0.). Die gemeinschaftliche Reaktion ist demnach die Essenz der individuellen Reaktionen.
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Bei der Erstellung der Schnittmengen wurde nicht auf Unterschiede in den Transkriptmengen

zwischen den Genotypen geachtet. Auch

Induktion/Reprimierung nicht beachtet.

(1) In allen Sorten durch Trockenstress induziert

wurde der Grad der trockenstressvermittelten

Umbrella
47,0%

Eunova
47,6%

Marnie
50,3%

Scarlett
52,4%

Aischa
77,6%

B0004

Barke
82,5%

78,9%

Romilda
83,2%

Gen ID

Annotation

nlt

[n]t

[o]

t

n| t

Aln|t

>

n

t[A[n]t

[n]t

HORVUOHr1G008950

Branched-chain-amino-acid aminotransferase 6

HORVU1Hr1G018370

undescribed protein|none

HORVU1Hr1G025870

UDP-Glycosyltransferase superfamily protein

HORVU1Hr1G031460

lacyl carrier protein 1

HORVU1Hr1G053930

(Oxysterol-binding protein-related protein 2A

HORVU1Hr1G057880

Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1-2

HORVU1Hr1G058520

beta glucosidase 11

HORVU1Hr1G081490

Ubiquitin domain-containing protein

HORVU1Hr1G089730

Iron-sulfur cluster assembly protein 1

HORVU1Hr1G095410

IZinc finger protein CONSTANS-LIKE 4

HORVU2Hr1G039640

NAC domain protein

HORVU2Hr1G078380

undescribed protein

HORVU2Hr1G103150

Pectinesterase inhibitor domain containing protein

HORVU2Hr1G110230

Protein kinase superfamily protein

HORVU2Hr1G116090

undescribed protein

HORVU3Hr1G029750

unknown protein

HORVU3Hr1G050340

Protein phosphatase 2C family protein

HORVU3Hr1G053210

unknown protein

HORVU3Hr1G059170

Protein phosphatase 2C family protein

HORVU3Hr1G067380

Protein phosphatase 2C family protein

HORVU3Hr1G074360

unknown function

[N FCY N [ BN PG DY ) I G DG Y ) NG G PRI (R Y G P P

HORVU3Hr1G077930

Nucleoredoxin

HORVU3Hr1G083250

bZIP transcription factor 27

HORVU3Hr1G085930

Protein phosphatase 2C family protein

HORVU3Hr1G090170

tropinone reductase

e

HORVU3Hr1G093310

Transcription factor bHLH62

HORVU3Hr1G112600

unknown function

HORVU4Hr1G000620

IATP binding cassette subfamily B1

HORVU4Hr1G049500

sucrose synthase 3

HORVU4Hr1G060370

Protein phosphatase 2C family protein

HORVU4Hr1G074840

ICytochrome P450 superfamily protein

HORVU4Hr1G084390

beta-amylase 1

HORVU5Hr1G021610

ICASP-like protein 4C1

HORVU5Hr1G045650

INAC domain protein

HORVU5Hr1G077140

Esterasel/lipase/thioesterase family protein
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o

HORVU5Hr1G105840

JAluminium induced protein with YGL and LRDR motifs

HORVU6Hr1G015480

Phototropic-responsive NPH3 family protein

HORVU6Hr1G026370

undescribed protein

HORVU6Hr1G084070

Dehydrin DHN3

HORVU7Hr1G024960

IABC transporter C family member 10

HORVU7Hr1G024980

IABC transporter C family member 10

HORVU7Hr1G051860

methyl-CPG-binding domain protein 02

ﬁ

HORVU7Hr1G073640

nitrate reductase

HORVU7Hr1G088730

Dentin sialophosphoprotein-like

HORVU7Hr1G095890

undescribed protein

HORVU7Hr1G115670

undescribed protein
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Tabelle 21: Gene, die in allen acht Genotypen unter Trockenstress signifikant hohere

Transkriptmengen aufwiesen. Fur jeden Genotyp wurde der Mittelwert der ncounts aller

analysierten Replikate jeder Wachstumsbedingung (n: gut bewassert; t: trocken) bestimmt.

Fir jedes Gen ist die Anzahl der ncounts als Farbskala dargestellt, von niedrig (rot) bis hoch

(gran). Auf Basis der reads wurde fur jeden Genotyp die Genvariante (A) bestimmt. In

einzelnen Fallen konnten keine Allele ausgelesen werden, da keine reads vorhanden waren.

Gezeigt ist aullerdem die prozentuale Ertragsstabilitat der Genotypen.
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(2) In allen Sorten durch Trockenstress reprimiert Umbrella | Eunova | Marnie | Scarlett | Aischa Barke B0004 | Romilda
P 47,0% 47,6% 50,3% 52,4% 77,6% 78,9% 82,5% 83,2%

Gen ID Annotation nft]A[nftJAln]t]AIn]t]Aln]t]A]N]t n[t[A
HORVU1Hr1G018710 |Carboxypeptidase Y homolog A
HORVU1Hr1G028030 [NAD-dependent malic enzyme 1
HORVU1Hr1G045690 [Benzyl alcohol O-benzoyltransferase
HORVU1Hr1G049120 |Glutathione S-transferase family protein
HORVU1Hr1G054020 [Protein NRT1/ PTR FAMILY 6.3
HORVU1Hr1G060960 [Pyrimidine-specific ribonucleoside hydrolase RihA
HORVU1Hr1G070420 |Abscisic acid receptor PYR1
HORVU1Hr1G072890 [unknown function
HORVU1Hr1G086450 [pirin
HORVU1Hr1G092240 |Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 13
HORVU1Hr1G092250 [receptor kinase 2
HORVU1Hr1G092300 |receptor kinase 2

HORVU1Hr1G092310 |Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 13

HORVU2Hr1G000280 |[cysteine synthase C1
HORVU2Hr1G004230 |12-oxophytodienoate reductase 2
HORVU2Hr1G014670 [undescribed protein
HORVU2Hr1G028330 [EF hand family protein
HORVU2Hr1G034090 [Heparanase-like protein 2
HORVU2Hr1G060350 |serine/threonine protein kinase 1
HORVU2Hr1G093210 [cyclin p4;1

1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
4
2
2
2
1
1

i

HORVU2Hr1G098390 |receptor kinase 2

HORVU2Hr1G109590 [HXXXD-type acyl-transferase family protein
HORVU2Hr1G117360 [Protein kinase superfamily protein

HORVU2Hr1G124930 |Peroxidase superfamily protein

HORVU3Hr1G010140 Jauxin response factor 16

HORVU3Hr1G010190 [B3 domain-containing transcription factor NGA2
HORVU3Hr1G018820 [Chromosome 3B, genomic scaffold, cultivar Chinese Spring
HORVU3Hr1G020230 [HXXXD-type acyl-transferase family protein
HORVU3Hr1G095340 [Chromosome 3B, genomic scaffold, cultivar Chinese Spring
HORVU4Hr1G000850 |Calcium-dependent lipid-binding (CaLB domain) family protein
HORVU4Hr1G002390 |WRKY DNA-binding protein 57

HORVU4Hr1G004460 [Protein NRT1/ PTR FAMILY 2.9

HORVU4Hr1G050930 |Cytochrome P450 superfamily protein
HORVU4Hr1G050990 [calmodulin like 42

HORVU4Hr1G055220 |Abscisic acid receptor PYR1

HORVU4Hr1G059150 [Cysteine-rich receptor-like protein kinase 25
HORVU4Hr1G062330 [unknown function

HORVU4Hr1G067450 |sugar transporter protein 7

HORVU4Hr1G081210 [Cytochrome P450 superfamily protein
HORVU5Hr1G012240 [Glucan 1,3-beta-glucosidase

HORVU5Hr1G019650 [Heparanase-like protein 1

HORVU5Hr1G043010 [unknown function

HORVU5Hr1G043460 [calmodulin like 23

HORVU5Hr1G062410 [Hypersensitive-induced response protein 1
HORVU5Hr1G064260 |[HXXXD-type acyl-transferase family protein
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HORVU5Hr1G084880 [receptor kinase 2

HORVU5Hr1G084900 [Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 13
HORVU5Hr1G094700 |Disease resistance-responsive (dirigent-like protein) family
HORVU5Hr1G098640 [receptor kinase 2

HORVU5Hr1G102900 [Cysteine-rich receptor-like protein kinase 25
HORVU5Hr1G104670 [Glutathione S-transferase family protein
HORVU5Hr1G123550 |receptor kinase 2

HORVUG6Hr1G011970 |Calcium-binding EF-hand family protein

HORVUGHr1G017860 |L-aspartate oxidase

HORVU6Hr1G027360 [mercaptopyruvate sulfurtransferase 1
HORVU6Hr1G055820 |Ankyrin repeat family protein
HORVUG6Hr1G062380 [Ethylene-responsive transcription factor 1
HORVUGHr1G083680 |glutamate receptor 2.8
HORVUGHr1G084370 |receptor kinase 2

HORVUGHr1G088980 |receptor kinase 3

HORVU7Hr1G001570 [UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
HORVU7Hr1G024670 [GDSL esterase/lipase
HORVU7Hr1G043620 |receptor-like protein kinase 2
HORVU7Hr1G045330 |Chromosome 3B, genomic scaffold, cultivar Chinese Spring
HORVU7Hr1G048970 |caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase
HORVU7Hr1G050670 |lipoxygenase 2

HORVU7Hr1G050680 |lipoxygenase 2

HORVU7Hr1G077600 [undescribed protein

HORVU7Hr1G083270 |[WRKY DNA-binding protein 70
HORVU7Hr1G091100 |Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 13
HORVU7Hr1G092510 |ABC transporter G family member 44
HORVU7Hr1G114660 |Indole-3-glycerol phosphate synthase
HORVU7Hr1G118090 [HXXXD-type acyl-transferase family protein
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Tabelle 22: Gene, die in allen acht Genotypen unter Trockenstress signifikant niedrigere

Transkriptmengen aufwiesen. Weiteres siehe Tabelle 21.
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(3) Spezifisch in ertragsstabilen Sorten durch Trockenstress induziert U‘?;%rflnla i‘;“gg’f l;/l(??oloe Ssczal"lge:t | ﬁ';%';f Eggf,eo Sg%(g‘: l-'\;%rglocia

Gen ID Annotation nftJA[nftJAln]t]A[n]t]Afn]t[A]In]t]A[n]t]AIN]t]A
HORVU4Hr1G067430 |Heat shock 70 kDa protein 8 1 2 2 1 1 2 1 H 1
HORVU7Hr1G060130 [Superoxide dismutase [Cu-Zn] 4A 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabelle 23: Gene, die nur in den vier ertragsstabilen Genotypen, aber in keinem
ertragsinstabilen Genotyp unter Trockenstress signifikant héhere Transkriptmengen

aufwiesen. Weiteres siehe Tabelle 21.

Umbrella| Eunova | Marnie | Scarlett Aischa Barke B0004 Romildal

(4) Spezifisch in ertragsstabilen Sorten durch Trockenstress reprimiert 47.0% 47.6% 50,3% 52.4% 77.6% 78.9% 82.5% 83.2%

Gen ID Annotation n[{t|/A[n|t[Aln|[t]A[n]t[Aln|t|A|In|[t|A[Nn]t[AlN[t]A
HORVU2Hr1G032330 |sulfotransferase 17 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU4Hr1G054970 |Wound-induced protein 1 1 1 1 1 2 1 1 1

Tabelle 24: Gene, die nur in den vier ertragsstabilen Genotypen, aber in keinem
ertragsinstabilen Genotyp unter Trockenstress signifikant niedrigere Transkriptmengen

aufwiesen. Weiteres siehe Tabelle 21.

Umbrella| Eunova | Marnie | Scarlett | Aischa Barke B0004 | Romilda

47,0% 47,6% 50,3% 52,4% 77,6% 78,9% 82,5% 83,2%
Gen ID Annotation n[{t|/A[n|t[Aln|[t|]A[n]t[Aln|t|A|In|[t|A[Nn]t[AIN[t]A

HORVU2Hr1G105140 |Protein of unknown function

HORVU3Hr1G094100 |Protein of unknown function

HORVU4Hr1G022950 |vacuolar sorting receptor homolog 1 H_

HORVU4Hr1G056100 |Mitochondrial substrate carrier family protein

HORVU5Hr1G015010 |dihydroflavonol 4-reductase-like1

HORVU5Hr1G015040 (dihydroflavonol 4-reductase-like1

HORVU6Hr1G049790 [acyl carrier protein 1

HORVU7Hr1G014870 |ABC transporter G family member 14 H

HORVU7Hr1G056700 [BAG family molecular chaperone regulator 3 1 I 1

(5) Spezifisch in ertragsinstabilen Sorten durch Trockenstress induziert

alalalala
alalw|al=

1 1
1 1
1 1
1 1
1 1

alaln]al=

1
1
1
1
1

Tabelle 25: Gene, die nur in den vier ertragsinstabilen Genotypen, aber in keinem
ertragsstabilen Genotyp unter Trockenstress signifikant héhere Transkriptmengen

aufwiesen. Weiteres siehe Tabelle 21.

Umbrella | Eunova | Marnie | Scarlett Aischa Barke B0004 | Romilda

(6) Spezifisch in ertragsinstabilen Sorten durch Trockenstress reprimiert 47.0% 47.6% 50,3% 52.4% 77.6% 78.9% 82.5% 83.2%
Gen ID Annotation nft[A[n]Jt]A[nTt]A[n[t]JAIn[t]A[nJtJA[n]t]A[N]t]A
HORVU6Hr1G027620 [tubulin beta chain 2 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU7Hr1G033230 [sucrose synthase 4 1 2 1 1 1 1 1 1

Tabelle 26: Gene, die nur in den vier ertragsinstabilen Genotypen, aber in keinem
ertragsstabilen Genotyp unter Trockenstress signifikant niedrigere Transkriptmengen

aufwiesen. Weiteres siehe Tabelle 21.
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3.2.4. Gene, deren Aktivitat mit Ertragsstabilitat korreliert

Als nachstes wurden Gene identifiziert, deren Aktivitat direkt mit der prozentualen
Ertragsstabilitdit der Genotypen in Verbindung stand. Die Ertragsstabilitdt ist der
Wachstumsparameter, der als reprasentatives Mald flr die Fithess der Pflanzen betrachtet
wurde (Abschnitt 1.7). Folglich wurden Gene gesucht, die zwischen den Genotypen
unterschiedliche Transkriptmengen aufwiesen. Die Analyse erfolgte getrennt fir die Proben
beider Wachstumsbedingungen. Unter gut bewdasserten Bedingungen stand die
Transkriptmenge von 386 Genen mit der Ertragsstabilitat in Verbindung. Davon waren 232
positiv assoziiert, d.h. hohe Transkriptmengen fanden sich in Genotypen mit hoher
Ertragsstabilitat, und 152 waren negativ assoziiert, d.h. hohe Transkriptmengen fanden sich
in Genotypen mit niedriger Ertragsstabilitat. In den Trockenstressproben wurden 541 Gene
identifiziert, 352 waren positiv und 189 negativ assoziiert. Die Ertragsstabilitat errechnete
sich aus dem Kornertrag beider Wachstumsbedingungen (Abbildung 11). Deshalb wurden
zunachst nur Gene betrachtet, deren Aktivitdt unter beiden Wachstumsbedingungen
assoziiert war. 128 Gene waren unter beiden Wachstumsbedingungen positiv assoziiert, 89

negativ und kein Gen unter beiden Wachstumsbedingungen entgegengesetzt.

Bei der individuellen Betrachtung der Gene, die positiv mit der Ertragsstabilitat assoziiert
waren, fand sich in einer Vielzahl von Genen ein sehr distinktes Expressionsmuster. Die
Gene waren in den beiden ertragsstabilen Genotypen Barke und B0004 deutlich starker
exprimiert als in allen anderen sechs Genotypen. Die Transkriptmenge dieser Gene stand
damit nicht strikt linear mit der Ertragsstabilitat in Verbindung, wie es fur die anderen Gene
beobachtet wurde (Abbildung 35). Deshalb wurden in einem nachsten Schritt speziell Gene
identifiziert, die in den beiden Genotypen Barke und B0004 im Vergleich zu den Ubrigen
sechs Genotypen starker exprimiert waren. Die Analyse erfolgte erneut getrennt fir die
Proben beider Wachstumsbedingungen. Unter gut bewasserten Bedingungen wurden 1867
und unter Trockenstress 1999 Gene identifiziert. Anhand dieser Gene wurde die Liste der
128 Gene bereinigt, die mit der Ertragsstabilitat in Verbindung standen (s.0.). Somit standen
noch 53 Gene streng linear positiv mit der Ertragsstabilitdt in Verbindung (Tabelle 27).
Heuristisch betrachtet beschrankte sich dieser Phanotyp nur auf Gene, die in den beiden
Genotypen starker exprimiert waren. Formell konnten Gene identifiziert werden, die in den
beiden Genotypen Barke und B0004 schwacher exprimiert waren als in den Ubrigen sechs
Genotypen. Dieser Phanotyp war jedoch nicht stark ausgepragt. Die Liste der 89 Gene, die
negativ mit der Ertragsstabilitat in Verbindung standen (s.o.), wurde nicht bereinigt (Tabelle
28).
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Abbildung 35: Beispiele fiir betrachtete Expressionsmuster in RNAseq-Analysen. Jeder
Datenpunkt zeigt den Mittelwert (plus Standardabweichung) der Inncounts aus RNAsegq-
Analysen von allen Proben eines Genotyps, je Wachstumsbedingung, in Relation zur
Ertragsstabilitdt des Genotyps. (a) Ein Beispiel fir ein Gen, dessen Transkriptmenge unter
beiden Wachstumsbedingungen streng linear mit der Ertragsstabilitdt assoziiert ist (Pyruvat-
Kinase, siehe auch folgende Abschnitte). (b) Ein Beispiel fir ein Gen, dessen
Transkriptmenge formell auch mit der Ertragsstabilitat assoziiert ist, jedoch heuristisch
betrachtet nicht linear (nicht weiter betrachtet, siehe Erklarungen in Abschnitt 3.2.4). Auf Basis
von weiteren Analysen wurde es letztlich von der Liste der Gene, die streng linear mit der

Ertragsstabilitat in Verbindung stehen sollen, ausgeschlossen.

85



Ergebnisse

Positiv mit Ertragsstabilitat in Verbindung El;rjg;na hs/lg gl'/? S;;""ﬁj:‘ 7Bsa g(oeo gg%?,‘: F\;g?"da
Gen ID Annotation AlnJtJA[n]t]AIn]t]A A t[A[n[t][A[n A
HORVU1Hr1G004080 [Disease resistance protein 1 3 |! 4 5 6 5 7
HORVU1Hr1G005260 jankyrin repeat family protein 1 1 1 2 3 2 3 3
HORVU1Hr1G007310 [Calcium-transporting ATPase 1 1 2 3 4 5 6 7 5
HORVU1Hr1G090950 |Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 3-I1 1 2 2 2 2 2 2 2
HORVU1Hr1G094050 |Protein kinase superfamily protein 1 1 1 2 3 3 3 3
HORVU1Hr1G094800 -type proton ATPase subunit C 1 1 1 2 3 4 3 3
HORVU1Hr1G095270 [Zinc finger CCCH domain-containing protein 37 1 1 1 2 3 4 3 3
HORVU2Hr1G015240 [auxin response factor 2 0 1 0 1 2 ! 0 2 2
HORVU2Hr1G104500  [F-box protein PP2-B1 1 2 1 1 3 2 3 3
HORVU2Hr1G105130  [Glycosyltransferase 1 1 1 1 2 2 3 3
HORVU2Hr1G118290 |actin-related protein 8 1 2 1 1 1 1 1 1
HORVU2Hr1G118520 [exocyst subunit exo70 family protein H6 1 2 1 1 3 3 3 3
HORVU2Hr1G119780 |Disease resistance protein RPM1 1 2 2 2 1 1 1 1
HORVU2Hr1G119820 [CsAtPR5, putative, expressed 0 1 0 0 2 2 2 2
HORVU2Hr1G120440 |early nodulin-like protein 6 0 0 0 0 1 1 1 1
HORVU3Hr1G021970  [Transcription initiation factor 1A subunit 2 1 2 2 1 3 2 2 3
HORVU3Hr1G095770 |Insulin-degrading enzyme 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU3H1G096330 _|UDP-Glycosyltransferase superfamily protein 0 0 0 0 1 % 0 1 1
HORVU3Hr1G096830 |Carboxypeptidase Y homolog A 1 2 1 1 3 1 3 3
HORVU3Hr1G098150 |Disease resistance protein 0 0 0 0 1 0 1 1
HORVU3Hr1G098430 [unknown function 0 0 0 0 1 0 1 1
HORVU3Hr1G099000 [unknown function 0 0 0 0 1 0 1 1
HORVU3Hr1G110190  [unknown function 0 0 0 0 1 0 1 1
HORVU3Hr1G110550  [unknown function 0 0 0 0 1 0 1 1
HORVU3Hr1G113090 acuolar protein sorting-associated protein 55 homolog 1 1 1 1 2 3 2 3
HORVU3Hr1G113120 _|Wound-induced protein 1 1 1 1 2 3 2| 3]
HORVU4Hr1G001070 _ |Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein 1 1 1 1 2 1 2 1
HORVU4Hr1G002160 _ |C2 calcium/lipid-binding plant phosphoribosyltransferase fam 1 1 1 1 2 1 2 1
HORVU4Hr1G003290 |Pyruvate kinase family protein 1 1 1 1 2 2 2 2
HORVU4Hr1G003420 [Early-responsive to dehydration stress protein (ERD4) 1 1 1 1 2 2 2 2
HORVU4Hr1G007220  |Basic blue protein 1 1 1 1 1 1 1 2
HORVU4Hr1G043300  [14-3-3-like protein GF14-D 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU4Hr1G056080  |2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase fam 0 0 0 0 1 H 0 2 1
HORVU4Hr1G064080  [B-cell receptor-associated 31-like 1 1 1 1 2 1 1 2
HORVU4Hr1G083950 |serine carboxypeptidase-like 19 1 1 1 1 2 1 2 2
HORVU4Hr1G085990 |Cysteine-rich receptor-like protein kinase 25 1 1 2 1 1 2 ! 2 1
HORVU4Hr1G088190  [2-phosphoglycerate kinase 1 1 1 1 2 1 2 2
HORVU4Hr1G088610  [Quinone oxidoreductase 1 1 1 1 2 1 1 2
UDP-N-acetylglucosamine-peptide N-
HORVUA4Hr1G089080 acetylgIucos{l%inyltransferase 110 kDa subunit ! ! ! ! 2 ! ! 2
HORVU5Hr1G079830  [unknown function 1 2 1 1 1 3 2 3
HORVU5Hr1G098710  |[Endoglucanase 7 0 0 1 0 1 ! 0 1 1
HORVUSHr1G099160  [NB-ARC domain containing protein 1 2 3 1 4 3 4 4
HORVUBHr1G030590 [calcium-transporting ATPase, putative 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU7Hr1G000910 INAC domain containing protein 62 1 1 1 1 2 3 2 2
HORVU7Hr1G001560 [Mitochondrial pyruvate carrier 4 1 2 2 2 2 2 2 2
HORVU7Hr1G003920 [glutamine cyclotransferase 1 2 2 2 1 3 1 1
HORVU7Hr1G012370  |Succinate dehydrogenase subunit 5, mitochondrial 1 2 3 1 3 3 3 4
HORVU7Hr1G020720 |receptor-like protein kinase 4 1 2 1 1 3 4 3 3
HORVU7Hr1G021200 |Oligosaccharyltransferase complex/magnesium transporter 1 2 1 1 1 2 1 1
HORVU7Hr1G103550  [Polyubiquitin 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU7Hr1G103560  [unknown function 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU7Hr1G107010 _ [Ubiquitin family protein 1 1 1 2 1 2 1 1
HORVU7Hr1G108000 _|BTB/POZ domain-containing protein 1 T 0 1 2 1 1

Tabelle 27: Gene, deren Transkriptmenge unter beiden Wachstumsbedingungen positiv linear

mit der Ertragsstabilitat in Verbindung steht. Fir jeden Genotyp wurde der Mittelwert der

ncounts aller analysierten Replikate jeder Wachstumsbedingung (n: gut bewassert; t: trocken)

bestimmt. Fir jedes Gen ist die Anzahl der ncounts als Farbskala dargestellt, von niedrig (rot)

bis hoch (griin). Auf Basis der reads wurde flur jeden Genotyp die Genvariante (A) bestimmt.

Fett gedruckte Gen IDs: Die Allele verteilen sich spezifisch auf die ertragsinstabilen oder die

ertragsstabilen Genotypen. In einigen Fallen konnten keine Allele ausgelesen werden, da

keine reads vorhanden waren. Gezeigt ist auflerdem die prozentuale Ertragsstabilitdt der

Genotypen.

Tabelle 28 (ndchste Seite):

Gene, deren Transkriptmenge unter beiden Wachstums-

bedingungen negativ linear mit der Ertragsstabilitat in Verbindung steht. Weiteres siehe
Tabelle 27.
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A A . Aischa Barke B0004 | Romilda
Negativ mit Ertragsstabilitit in Verbindung 77.6% 78.9% 82.5% 83.2%

Gen ID Annot_ation A A A Aln|[T|A[nNn | T|IA[n]t[A|n|[t]A
HORVUOHr1G039050  |C2 domain-containing protein 1 1 1 2 2 2 3 3
HORVUOHr1G040540  [RING/U-box superfamily protein 1 2 1 1 1 1 1 1
HORVU1Hr1( Di: resistance protein 1 0 1 2 0 0 0 0
HORVU1Hr1G001510 |Disease resistance protein RPM1 1 2 1 2 3 4 3 2
HORVU1Hr1G002590 |receptor-like protein kinase 4
HORVU1Hr1G002600 [receptor-like protein kinase 4
HORVU1Hr1G003700 |Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) family 1 1 1 3 3 3 3
HORVU1Hr1G012180 |Disease resistance protein RPP13 1 1 1 1 2 2 2 2
HORVU1Hr1G068380 [Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein 1 1 1 1 1 [ 1] 1 1
HORVU1Hr1G079510  |Galactosyltransferase family protein 1 1 2 1 1 1 1
HORVU1Hr1G079610 |unknown function 1 2 1 2 2 2 2 2
HORVU1Hr1G079650  |unknown function 1 2 1 2 2 2 2 2
HORVU1Hr1G091050 |ATP-dependent RNA helicase DBP2 1 1 1 1 2 2 2 2
HORVU1Hr1G091230  |Protein kinase superfamily protein 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU1Hr1G092260 |Glutaredoxin family protein 1 1 1 1 2 2 2 2
HORVU1Hr1G094810 |Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein 1 1 1 1 2 1 2 2
HORVU1Hr1G095020 |casein kinase I-like 5 1 1 1 0 0 0 0 0
HORVU1Hr1G095170  |Rho GDP-dissociation inhibitor 1 1 2 2 1 1 1 1 1
HORVU1Hr1G095430 |UDP-glucose 4-epimerase 1 1 1 1 2 3 4 3 3
HORVU2Hr1G001330 |serpin 3 1 2 1 0 0 0 0 0
HORVU2Hr1G005340 |Disease resistance protein RPM1 1 2 1 0 0 0 0 0
HORVU2Hr1G006280  |Phosphoglycerate mutase family protein 1 1 1 2 3 3 2 3
HORVU2Hr1G006320  |Phosphoglycerate mutase family protein 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU2Hr1G006910  [Cytochrome P450 superfamily protein 1 2 1 3 3 3 3 3
HORVU2Hr1G024120 [terpenoid synthase 13 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU2Hr1G029230 [NAD-dependent epimerase/dehydratase 1 1 2 1 1 1 1 1
HORVU2Hr1G036220  [NAD-dependent epimerase/dehydratase 1 1 1 2 2 2 2 2
HORVU2Hr1G096400  |CsAtPRS5, putative, expressed 1 2 1 2 1 1 1 1
HORVU2Hr1G102130 _ |Hypoxia-responsive family protein 1 1 2 1 3 2 3 3
HORVU2Hr1G104530 |ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH 1 2 1 3 4 5 4 4
HORVU2Hr1G117380  |Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor family protein 1 1 1 1 1 0 1 1
HORVU2Hr1G117490 [Serine/threonine-protein kinase 1 1 1 1 0 0 0 0
HORVU2Hr1G117600 |homogentisate phytyltransferase 1 1 1 1 1 0 0 0 0
HORVU2Hr1G117680 |Protein kinase superfamily protein 1 1 1 1 0 0 0 0
HORVU2Hr1G118410 _ [Plant cysteine oxidase 3 1 2 1 1 3 3 3 3
HORVU2Hr1G118420 |regulatory protein RecX family protein 1 2 1 1 3 3 3 3
HORVU2Hr1G119380 |Disease resistance protein 1 3 2 2 1 1 1 1
HORVU2Hr1G119680 |undescribed protein 0 1 1 1 0 0 0 0
HORVU2Hr1G119970  |ankyrin repeat family protein
HORVU2Hr1G120340  |myb domain protein 16 1 2 1 1 1 1 1 1
HORVU2Hr1G120420 |undescribed protein 1 1 1 1 2 2 2 2
HORVU2Hr1G122030 _ |unknown function
HORVU3Hr1G002330 [receptor-like protein kinase 4
HORVU3Hr1G004110 |Chromosome 3B, genomic scaffold, cultivar Chinese Spring 1 1 1 1 0 0 0 0
HORVU3Hr1G004130 [LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1 1 1 1 1 0 0 0 0
HORVU3Hr1G006220 junknown function 1 2 1 0 0 0 0 0
HORVU3Hr1G015120  |Cytochrome P450 superfamily protein 1 2 3 1 3 3 3 3
HORVU3Hr1G015130  [Cytochrome P450 superfamily protein 1 2 3 1 3 3 3 3
HORVU3Hr1G067020 [NAD-dependent epimerase/dehydratase 1 2 2 1 3 3 3 2
HORVU3Hr1G097010  |beta glucosidase 11 1 3 1 1 2 1 2 2
HORVU3Hr1G097230  |[Oxalyl-CoA decarboxylase 1 1 1 1 2 1 2 2
HORVU3Hr1G098730 [Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein 1 2 3 1 4 3 4 H 4
HORVU3Hr1G099430 [Histone-lysine N-methyltransferase setd3 1 1 1 1 2 1 2 2
HORVU3Hr1G104070  [BRCT domain-containing DNA repair protein
HORVU3Hr1G108150  |Cytochrome P450 superfamily protein
HORVU4Hr1G003090 |Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 7 1 1 1 1 2 2 2 2
HORVU4Hr1G003470 [unknown function 1 1 1 1 2 2 2 2
HORVU4Hr1G050580  |unknown function 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU4Hr1G057520  |Protein kinase superfamily protein 1 1 1 1 3 1 1 2
HORVU4Hr1G057530  [Elongator complex protein 6 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU4Hr1G060600  |Protein of unknown function (DUF3527) 1 2 2 2 3 2 2 3
HORVU4Hr1G083310 [DET1- and DDB1-associated protein 1 1 1 1 1 2 1 2 2
HORVU4Hr1G083930  [Cytochrome P450 superfamily protein 1 1 1 1 2 1 2 2
HORVU4Hr1G089230  [Cytochrome P450 superfamily protein 1 1 1 1 2 1 1 2
HORVU5Hr1G095140  |junknown function 1 2 1 3 4 1 4 4
HORVUS5Hr1G099640 |Protein of unknown function (DUF1068) 1 1 1 1 2 2 2 2
HORVUSHr1G114950  [Kinetochore protein NDC80 homolog 1 1 2 3 2 2 2 2
HORVUS5Hr1G115280 |Disease resistance-responsive (dirigent-like protein) family 1 1 2 1 2 2 2 2
HORVU5Hr1G115320  |Pre-mRNA-splicing factor CWC21 1 1 2 1 2 2 2 2
HORVUSHr1G117070  [Pentatricopeptide repeat-containing protein 1 1 2 1 2 2 2 2
HORVUS5Hr1G117600  |4-hydroxybenzoate octaprenyltransferase 1 1 0 1 0 0 0 0
HORVU5Hr1G117610 _ |Domain of unknown function (DUF2431) 1 1 2 1 2 2 2 2
HORVUSHr1G117680  |Cytidine/deoxycytidylate deaminase family protein 1 1 2 1 2 2 2 2
HORVUS5Hr1G117800  [B3 domain-containing protein 1 1 2 1 2 2 2 2
HORVU6Hr1G003630  Junknown function 1 2 1 1 1 1 1 1
HORVU6Hr1G057260  |P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases 1 0 1 2 0 2 2
HORVUG6Hr1G091600  [unknown function 1 0 0 1 0 0 0 0
HORVU7Hr1G000820  |WD repeat-containing protein 89 homolog 1 1 1 1 2 1 2 2
HORVU7Hr1G000870 |Protein N-lysine methyltransferase METTL21A 1 1 1 1 2 3 2 2
HORVU7Hr1G000980 [sterol C4-methyl oxidase 1-2 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU7Hr1G001450 |receptor kinase 3 0 1 1 1 0 0 0 0
HORVU7Hr1G001490 |Heavy metal transport/detoxification superfamily protein 0 1 1 1 0 0 0 0
HORVU7Hr1G001600 |cysteine-rich RLK (RECEPTOR:-like protein kinase) 33 0 1 1 1 2 2 2 2
HORVU7Hr1G012760  |[NAC domain protein 66 1 1 2 0 2 0 0 0
HORVU7Hr1G081400 |Mitochondrial transcription termination factor family protein 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU7Hr1G093370  [dihydroflavonol 4-reductase-like1 1 1 1 1 1 1 1 1
HORVU7Hr1G097880 |Disease resistance protein 1 1 2 1 2 2 2 2
HORVU7Hr1G099870  Junknown function 1 1 2 1 2 2 2 2
HORVU7Hr1G101710  |UDP-Glycosyltransferase superfamily protein 1 0 0 1 0 0 0 0
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3.2.5. Technische Validierung der Daten liber RT-qPCR

Welche Rolle die in den Abschnitten 3.2.3 und 3.2.4 identifizierten Gene flr die Adaption der
Pflanzen an den Trockenstress spielen kdnnten, wird spater diskutiert. FUr acht reprasentativ
ausgewahlte Gene sollten die Uber RNAseq ermittelten Transkriptmengen technisch Uber
RT-gPCR Analysen validiert werden. Sechs dieser Gene standen linear mit der
Ertragsstabilitat in Verbindung und zwei wiesen das in Abschnitt 3.2.4 beschriebene
spezielle Expressionsmuster auf, waren also in den beiden Genotypen Barke und B0004
starker exprimiert als in den Ubrigen Genotypen (Abbildung 36a,b). Die RT-gPCR Analysen
erfolgten fur die identischen RNA-Proben, von denen Teile an den kommerziellen
Sequenzierungsanbieter verschickt wurden. Fir sieben Gene konnten starke lineare
Korrelationen zwischen den Inncounts und der ermittelten relativen Quantitat identifiziert
werden (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Technische Validierung der Inncounts von acht ausgewahlten Genen. Jeder
Datenpunkt zeigt die Inncounts in Relation zur relativen Quantitat [Qrel] jedes biologischen
Replikates. Naheres zu den gezeigten Genen: a+b) Glutamate Receptor 2.8 + 2.7: (Abschnitt
4.2.9). ¢) Vacuolar protein sorting-associated protein 556 homolog (Abschnitt 4.2.1, Abschnitt
4.2.7). d+f) 12-oxophytodienoate reductase + Calcyclin-binding protein (Abschnitt 4.2.11).
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eth) Plant cysteine oxidase + Early-responsive to dehydration stress protein (im Rahmen

dieser Arbeit nicht detaillierter betrachtet) g) Pyruvat-Kinase (u.a. folgender Abschnitt).

3.2.6. Biologische Validierung im Jahr 2016

Das als Pyruvat-Kinase annotierte Gen HORVU4Hr1G003290 wurde fur fortfUhrende
Analysen als ein primares Kandidatengen identifiziert. Die Transkriptmengen dieses Gens
konnten in den Proben der acht analysierten Genotypen technisch validiert werden
(Abbildung 36g). Es stand unter beiden Wachstumsbedingungen positiv mit der
Ertragsstabilitat in Verbindung (Abbildung 35a, Tabelle 27) und wies unter allen 142 Genen,
die streng linear mit der Ertragsstabilitdt in Verbindung standen (Tabelle 27, Tabelle 28),
unter anderem die grofdten prozentualen Unterschiede in der Transkriptmenge zwischen den
ertragsstabilen und den ertragsinstabilen Genotypen auf. Uber die reads konnten zwei
distinkte Genvarianten identifiziert werden, die mit der Transkriptmenge in Verbindung
standen (Tabelle 27). Um zu Uberprifen, ob diese Beobachtungen auch auf weitere
Genotypen ausgeweitet werden koénnen, wurde die Transkriptmenge in 33 weiteren
Genotypen Uuberpriift, die im RGH im Jahr 2016 in einem sehr engen Zeitfenster unter
Trockenstress Ahrenschieben aufgewiesen hatten (Abbildung 11b). Auch fir die acht
ursprunglichen Genotypen wurde erneut RNA extrahiert, um den Einfluss verschiedener
Extraktionsvorgange zu uberprifen. Fur alle Genotypen wurde aulerdem die Genvariante
der Pyruvat-Kinase bestimmt. Die Verteilung der Genvarianten konnte nicht mit der Zuteilung

der Populationscluster in Verbindung gebracht werden (Abbildung 17).

Fir die Replikate der acht in den Transkriptomanalysen betrachteten Genotypen wurden
starke lineare Zusammenhange zwischen der Transkriptmenge der neu extrahierten RNA,
den Inncounts und der Transkriptmenge identifiziert, die bei der technischen Validierung
ermittelt wurde (Abbildung 37). Es konnten erneut Unterschiede in der Transkriptmenge
zwischen den Genotypen mit unterschiedlichen Genvarianten identifiziert werden (Abbildung
38). Die Transkriptmenge anderte sich auch signifikant in Proben aus unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen (Abbildung 38). Es konnte jedoch kein streng linearer, positiver
Zusammenhang zwischen der Transkriptmenge der Pyruvat-Kinase und der Ertragsstabilitat
aller 41 Genotypen identifiziert werden, da auch in Genotypen mit einer niedrigen
Ertragsstabilitat hohe Transkriptmengen und in Genotypen mit hoher Ertragsstabilitat geringe
Transkriptmengen gefunden wurden (Abbildung 39a,b). Wurden die Genotypen jedoch auf
Basis der Hohe der Transkriptmenge in zwei Gruppen eingeteilt, wiesen die Genotypen mit

hoher Transkriptmenge signifikant hdhere Werte flur die Ertragsstabilitat auf (Abbildung 39c).
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Abbildung 37: Erneute technische Validierung: Einfluss verschiedener Extraktionsvorginge.

Jeder Datenpunkt =zeigt die relative Quantitat [Qrel] der (PK,

HORVU4Hr1G003290) von neu extrahierter RNA jedes biologischen Replikates, in Relation
zur den Inncounts a) und der Qrel der urspriinglichen RNA b).
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Abbildung 38: Transkriptmenge der PK in Blattern von Genotypen gruppiert nach Allelen und

Mittelwert der

Transkriptmenge der PK von vier biologischen Replikaten eines Genotyps innerhalb einer

Wachstumsbedingungen. Jeder Datenpunkt zeigt den relativen
Wachstumsbedingung (n: bewassert, t: trocken). Die Transkriptmenge wurde durch RT-qPCR-
Analysen bestimmt. Der Vergleich zwischen den Wachstumsbedingungen innerhalb eines
Allels erfolgte mit einem zweiseitig gepaarten t-Test. Der Vergleich zwischen den Allelen
innerhalb einer Wachstumsbedingung erfolgte mit einem zweiseitigen heteroskedastischen t-

Tests. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind mit einem Asterisk (*) markiert.
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Abbildung 39: Einfluss der PK-Transkriptmenge auf die Ertragsstabilitit. a,b) Jeder Datenpunkt
zeigt den Mittelwert (plus Standardabweichung) der PK-Transkriptmenge eines Genotyps in
Relation zur Ertragsstabilitat. Markiert sind auch die acht RNAseq-Genotypen. ¢) Jeder
Datenpunkt zeigt die Ertragsstabilitat eines Genotyps. Die Genotypen wurden auf Basis der
Transkriptmenge der PK in zwei Kategorien eingeteilt. hoch: Qrel>10; niedrig: Qrel<10 (vgl.
auch Abbildung 38). Der Vergleich zwischen den Gruppen erfolgte mit einem zweiseitigen
heteroskedastischen t-Tests. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind mit einem Asterisk (*)

markiert.

3.2.7. Biologische Validierung im Jahr 2018

Zuletzt wurden einige Expressionsdaten in einem unabhangigen Experiment validiert.

Analysiert wurde das RGH-Experiment aus dem Jahr 2018. In diesem Jahr wurden nur 15
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Genotypen angebaut, diese jedoch in grolkeren Parzellen, wodurch Ertragsdaten
zuverlassiger bestimmt werden konnten. Die Anzucht erfolgte erneut unter zwei
Wachstumsbedingungen. Die Bodenfeuchte wurde nicht analysiert, das
Bewasserungsregime war jedoch mit dem der Jahre 2016 und 2017 vergleichbar. Die
Analyse der Proben aus dem Jahr 2018 wurde gegeniber den Proben aus dem Jahr 2017
bevorzugt, da die Ertragsdaten der Jahre 2016 und 2018 vergleichbarer waren als die der
Jahre 2016 und 2017 (Tabelle 29). Aulderdem waren die Temperaturen vor und wahrend der
Probennahme im Jahr 2018 mit denen aus dem Jahr 2016 besser vergleichbar. In den drei
Tagen vor der Probennahme war die Tagesdurchschnittstemperatur im Jahr 2017 um
durchschnittlich 7,9 °C erhoéht, im Jahr 2018 um 4,2 °C. Am Tag der Probennahme war die
Tageshochsttemperatur im Jahr 2017 um 6,9 °C erhoht, im Jahr 2018 um 1,8 °C.

Ertrag 2017 Ertrag 2018
Ertrag 2016 n: 48 n: 13 n: 13
nass 0,1674 0,0006 0,2628
trocken 0,0710 0,0052 0,4303
Stabilitat 0,0243 0,0420 0,4325

Tabelle 29: Vergleich der Ertragsdaten der Jahre 2017 und 2018 zum Jahr 2016. Im Jahr 2018
wurden 15 Genotypen angebaut, von denen 13 auch im Jahr 2016 angebaut wurden. Auf
Basis dieser 13 Genotypen wurde der Ertrag unter beiden Wachstumsbedingungen und die
Ertragsstabilitat verglichen. Fur den Vergleich der Jahre 2016 und 2017 ist zusatzlich der
Vergleich auf Basis aller 48 Genotypen gezeigt, die in beiden Jahren wuchsen. Gezeigt sind

die Bestimmtheitsmale (r?) einer linearen Korrelation.

Erneut wurden Fahnenblatter -1 zum Zeitpunkt des Ahrenschiebens analysiert. Betrachtet
wurden die Expressionswerte von sieben Genen, die bereits im Jahr 2016 technisch validiert
wurden (Abschnitt 3.2.5). Fur vier Gene konnten im Jahr 2018 lineare Zusammenhange zu
den Expressionswerten des Jahres 2016 identifiziert werden (Abbildung 40d-g). Die
Expressionswerte des Gens HORVU3Hr1G113090 konnten ebenso wie bei der technischen
Validierung nicht bestatigt werden (Abbildung 40c). Die beiden Gene, die im Jahr 2016 in
den beiden Genotypen Barke und B0004 sehr hohe Expressionswerte aufgewiesen hatten,
wiesen nur noch im Genotyp Barke und nicht mehr im Genotyp B0004 hdhere
Transkriptmengen auf als in den Ubrigen Genotypen (Abbildung 40a,b). Fur die Pyruvat-
Kinase (HORVU4Hr1G003290) konnten die fur das Jahr 2018 ermittelten Werte nicht nur mit
den Werten der acht RNAseq Genotypen in Verbindung gebracht werden (Abbildung 40g),
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sondern auch mit den Werten von zwdlf Genotypen, die bei der biologischen Validierung aus
dem Jahr 2016 betrachtet wurden (Abbildung 40h).

[Qrel] 2018

[Qrel] 2018
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Abbildung 40: Biologische Validierung der Transkriptmengen von sieben Genen. Jeder

Datenpunkt zeigt die Mittelwerte (plus Standardabweichung) der Transkriptmenge von allen

Replikaten einer Wachstumsbedingung eines Genotyps der Proben aus dem Jahr 2018, in

Relation zu den Transkriptmengen aus dem Jahr 2016. a-g) Transkriptmenge aus dem Jahr

2016 aus der technischen Validierung fir acht Genotypen (vergleiche Abbildung 36). h)

Transkriptmenge aus dem Jahr 2016 aus der biologischen Validierung fiur 12 Genotypen

(Abbildung 39). Die lineare Korrelation ist flr alle Werte gezeigt, unabhangig von der

Wachstumsbedingung. Weiters zu den Genen siehe Abbildung 36.

Wurden alle 15 Genotypen betrachtet, konnten die Transkriptmengen nicht linear mit der

Ertragsstabilitdt in Verbindung gebracht werden (Abbildung 41). Wurden nur die acht

Genotypen betrachtet, die Gber RNAseq Analysen abgedeckt wurden und in denen im Jahr

2016 lineare Zusammenhange zur Ertragsstabilitat identifiziert wurden, konnten nur fir die
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Pyruvat-Kinase (HORVU4Hr1G023290, Abbildung 41j) und ein weiteres Gen (Abbildung 41f)

Assoziationen zur Ertragsstabilitat identifiziert werden.
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Abbildung 41: Einfluss der Transkriptmenge auf die Ertragsstabilitat im Jahr 2018. Fir jeden
Genotyp ist der Mittelwert (plus Standardabweichung) der Transkriptmenge aller biologischer
Replikate gezeigt, in Relation zur Ertragsstabilitdt. Je Gen sind die Werte fur alle 15
Genotypen gezeigt, die im Jahr 2018 wuchsen (links), und nur fur die acht Genotypen, die im
Jahr 2016 fur RNAseq Analysen verwendet wurden (rechts). Weiteres zu den Genen siehe
Abbildung 36.
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4. Diskussion
4.1. Analysen zum Tocochromanolgehalt

4.1.1. Aufschliisselung eines Tocopherol-QTLs im Blatt

GWAS zum Tocochromanolgehalt von Nutzpflanzen finden sich unter anderem flr Tomate
(Almeida et al. 2011), Raps (Marwede et al. 2005, Fritsche et al. 2012, Wang et al. 2012),
Mais (Diepenbrock et al. 2017, Shutu et al. 2012, Lipka et al. 2013, Wang et al. 2018), Soja
(Lietal 2010, Shaw et al. 2017), Reis (Sookwong et al. 2009, Wang et al. 2015) und Gerste
(Graebner et al. 2015, Templer et al. 2017). Nachfolgende Berichte Uber die genetische und
molekulare Aufschlisselung der QTLs finden sich seltener (s.u.). In dieser Arbeit sollte der
von Templer et al. (2017) identifizierte QTL fur den Tocochromanolgehalt in Blattern auf
Chromosom 7H (Abbildung 1) validiert werden, da auch ein Zusammenhang zwischen der
Fitness der Pflanzen und dem Tocochromanolgehalt identifiziert wurde (Abbildung 2). Da
kandidatengenbasierte Ansatze bereits erfolgreich eine Feinkartierung von QTLs unnétig
gemacht hatten (Nguyen et al. 2004, Tondelli et al. 2006), wurde die Position des
Tocopherol-QTLs mit der Position von Genen im Gerstengenom verglichen (Abbildung 14),
von denen bekannt war, dass sie den Tocochromanolgehalt beeinflussen kénnen (Abschnitt
1.5.3). Nur ein Gen, die HPT-7H, qualifizierte sich fir weitergehende Analysen. Es wurden
verschiedene Genvarianten identifiziert, die genetisch an die zuvor identifizierten SNPs
gekoppelt waren (Tabelle 10). Die verschiedenen Allele konnten mit Unterschieden im
Tocopherolgehalt in Verbindung gebracht werden, nicht jedoch mit unterschieden im
Tocotrienolgehalt (Tabelle 11). Deshalb wurde angenommen, dass die HPT-7H die
Determinante ist, die fur die Ausbildung des QTLs in den Analysen von Templer et al. (2017)

und den in dieser Arbeit identifizierten QTLs (Tabelle 9) verantwortlich war.

In einem nachsten Schritt sollten die Ursachen identifiziert werden, warum die verschiedenen
HPT-7H-Allele Unterschiede im Tocochromanolgehalt vermitteln. Die Analyse der SNP-
Muster hatte gezeigt, dass im Barke-Allel SNPs einen KG0E und einen S358N
Aminosaureaustausch in der vorhergesagten Primarsequenz des translatierten Proteins
verursachen (Abbildung 15). Im Bowman-Allel kann von einem A388T Aminosaureaustausch
ausgegangen werden. Das Morex- und das Umbrella-Allel waren mit den héchsten bzw. den
niedrigsten Tocopherolwerten assoziiert (Tabelle 11), wiesen jedoch eine identische
vorhergesagte Primarsequenz auf (Abbildung 15). Die Unterschiede im Tocopherolgehalt
von Genotypen mit dem Morex- und dem Umbrella-Allel konnten damit nicht auf eine

veranderte Funktion des Proteins zuriickzufiihren sein.

Deshalb wurde in ausgewahlten Genotypen die Transkriptmenge der HPT-7H analysiert. In

Genotypen mit verschieden Genvarianten konnten distinkte Transkriptmengen identifiziert
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werden (Abbildung 19), die darUber hinaus linear mit dem Tocochromanolgehalt in
Verbindung standen (Tabelle 13). Der Gehalt der Tocochromanole war in beiden
Versuchsjahren in Pflanzen hoher, die unter Trockenstress aufgewachsen waren (Tabelle
12). Da die Transkriptmenge der HPT-7H auch in beiden Versuchsjahren durch
Trockenstress stieg (Abbildung 19) und stets mit dem Tocochromanolgehalt assoziiert war
(Tabelle 13), wurde vermutet, dass die trockenstressvermittelte Induktion der HPT-7H-

Expression den Anstieg der Tocochromanolakkumulation verursachte.

Durch biotechnologische Veranderungen in Uberexpressions-, Repressions- und
Deletionsgenotypen in verschiedenen Pflanzenarten ist bekannt, dass die Transkriptmenge
von Strukturgenen der Vitamin E Biosynthese Einfluss auf den Tocochromanolgehalt
nehmen kann (siehe z.B. Zusammenstellungen in Fritsche et al. 2017). Ebenso wurde ein
Anstieg des Tocochromanolgehalts durch abiotischen Stress bereits mehrfach in
verschiedenen  Pflanzenarten  beobachtet  (Abschnitt  4.1.6).  Berichte, dass
Umweltbedingungen, verschiedene Entwicklungsstadien oder genetische Variationen
natirlicherweise die Expression von Strukturgenen der Tocochromanolbiosynthese
beeinflussen und damit den Gehalt der Tocochromanole verandern, finden sich in der
Literatur seltener. In Arabidopsis (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) wurde gezeigt, dass das
Phytohormon Jasmonsaure, das die Seneszenz von Pflanzengeweben fordern kann, die
Expression einer Tyrosin-Aminotransferase (TAT) erhdhen kann, was eine Akkumulation von
y-Tocopherol verursachte (Sandorf & Hollander-Czytko 2002). Falk et al. (2002) berichteten,
dass in Gerste die Transkriptmenge der 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (HPD) stieg,
nachdem Blatter extern mit Methyljasmonat, einem Methylester der Jasmonsaure, versorgt
wurden, dem Phytohormon Ethen ausgesetzt wurden oder direkt oxidative Schaden durch
Applikation von H>O; induziert wurden. Auch in Mangopflanzen (Mangifera indica L.) konnte
gezeigt werden, dass die HPD-Aktivitat durch Ethen induziert werden kann, was laut Singh et
al. (2011) direkt in einem Anstieg des Tocopherolgehalts in Blattern resultierte. GWAS und
RNAseqg-Analysen lielken Diepenbrock et al. (2017) dartuber hinaus schlussfolgern, dass in
Mais (Zea mays L.) der Vitamin E Gehalt durch genotypspezifische Unterschiede in der
Aktivitdt von einigen Tocochromanolbiosynthesestrukturgenen beeinflusst wird. Fur den
Tocopherolgehalt von reifen Tomatenfriichten von Introgressionslinien von domestizierten
Tomatensorten (Solanum lycopersicum L.) und wilden Tomatensorten (Solanum pennellii
CORRELL) konnte ebenso ein QTL identifiziert werden (Almeida et al. 2011). Spéter zeigte
sich, dass dieser QTL auf verschiedene Epiallele einer MPBQ-MT zurlickzufiihren ist, die
den ursprunglichen Tomatenarten entsprangen und durch epigenetische Regulation
unterschiedliche Genaktivitat aufwiesen, wodurch sie den Tocopherolgehalt beeinflussten

(Quadrana et al. 2014). Basierend auf 137 Reisgenotypen (Oryza sativa L.) identifizierten
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Wang et al. (2015) QTLs und schlussfolgerten, dass Unterschiede im Promotorbereich einer
yTMT mit gesteigerter Genaktivitat in Verbindung gebracht werden kénnen, die mit einem
erhdhten Gehalt von a-Tocopherol einhergingen. Ahnlich den Beobachtungen, die im
Rahmen dieser Arbeit gemacht wurden, identifizierten demnach Diepenbrock et al. (2017),
Quadrana et al. (2014) und Wang et al. (2015) natlrlich vorkommende Variationen in Genen
der Tocochromanolbiosynthese, die mit unterschiedlichen Genaktivitaten in Verbindung
standen und den Vitamin E Gehalt beeinflussten. In dieser Arbeit konnte zusatzlich gezeigt
werden, dass unterschiedliche Allele nicht nur unterschiedliche Grundaktivitaten
(Genaktivitat unter Kontrollbedingungen) vermittelten, sondern auch unterschiedlich stark
durch abiotische Stressfaktoren aktiviert werden koénnen (Abbildung 19) und somit die

Akkumulation von Tocochromanolen beeinflussen.

Da Wang et al. (2015) Unterschiede in der Promotorstruktur mit Unterschieden in der
Aktivitat der OsyTMT in Verbindung bringen konnten, sollte dies auch fir die HPT-7H
untersucht werden. Es wurden Bindestellen fir MYB- und ethylene response
Transkriptionsfaktoren (TF) identifiziert, die prinzipiell die Steigerung der Genaktivitat unter
Trockenstress erklaren kénnten (Erlauterungen zu den TFs z.B. in Ambawat et al. 2013,
Muller & Munne-Bosch 2015). Da Promotorbereiche des Umbrella-Allels nicht sequenziert
werden konnten und das Bowman-Allel eine gro3e Deletion aufwies (Abbildung 15) konnten
Unterschiede in den Bindestellen der verschiedenen Allele nicht aussagekraftig interpretiert
werden. Details zu diesen Analysen finden sich deshalb nur an anderer Stelle (Schuy et al.
2019).

4.1.2. Weitere QTLs zum Tocochromanolgehalt in Gerste

Um die Tocochromanolbiosynthese in Gerste weiter aufzuschlisseln, wurde die Position der
im Gerstengenom verankerten Gene (Abbildung 14), noch mit weiteren QTLs verglichen, die
fur den Tocochromanolgehalt in Gerste bekannt sind. Templer et al. (2017) identifizierten fur
den a-Tocopherolgehalt von Pflanzen, die unter gut bewasserten Bedingungen
aufgewachsen waren, drei weitere QTLs, die in der Nahe von Strukturgenen der
Tocochromanolbiosynthese kartiert worden waren. Assoziiert war ein SNP-Marker auf
Chromosom 3H bei 146,1 cM neben der MPHQ-MT bei 148,2 cM, ein SNP-Marker auf
Chromosom 6H bei 49,2 cM neben der HPD bei 52,8 cM und acht SNP-Marker auf
Chromosom 5H zwischen 44,5-51,6 cM neben einer MPHQ-MT bei 43,8 cM. Sechs dieser
acht Marker auf Chromosom 5H waren auch mit dem Gehalt von Gesamt-Tocopherol
assoziiert (Templer et al. 2017). In dieser Arbeit wurden ebenso GWAS fiir den

Tocochromanolgehalt im Blatt durchgefiihrt. Neben den Markern, die im Kontext der HPT-7H
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untersucht wurden, fanden sich noch zwei Marker, die auf Chromosom 7H nahe der HGGT
kartierten (Tabelle 9). In dieser Studie wurden auch GWAS zum Tocochromanolgehalt in
reifen Kérnern durchgeflhrt. Die zehn assoziierten Marker wurden auf Chromosom 6H
zwischen 53,9 - 55,0 cM verankert und befinden sich somit in der Nahe der HPD und einer
MPHQ-MT (Abschnitt 3.1.11). Fir den Tocochromanolgehalt in reifen Kérnern von Gerste
hatten auch Graebner et al. (2015) QTLs identifiziert. Sie kartierten einen QTL fur den Gehalt
von y-Tocotrienol nahe der yTMT auf Chromosom 6H und diverse QTLs fir den Gehalt aller
vier Tocotrienolarten, fir den Gehalt von &- und y-Tocopherol und flir den Gehalt von
Gesamt-Tocotrienol und Gesamt-Tocochromanol in der Region auf Chromosom 7H, in der
die HPT-7H und die HGGT kodiert sind.

Fir die genannten Gene wurde die Variabilitat anhand der WGS_contigs der Genotypen
Morex, Barke und Bowman abgeschatzt. Nur fir den HGGT-Genort konnten Hinweise auf
genetische Variation identifiziert werden, die eine genauere Untersuchung rechtfertigten.
Deshalb wurde die genetische Variation der in dieser Arbeit betrachteten Genotypen
bestimmt (Abbildung 22). Auf Grund der Nahe auf Chromosom 7H war die Verteilung der
HPT-7H- und HGGT-Allele nicht zufallig, sondern deutete auf eine Kopplung der Genorte hin
(Tabelle 15). Fur die Koérner der Pflanzen, die im Jahr 2016 im RGH wuchsen, konnten
Unterschiede im Tocochromanolgehalt identifiziert werden, wenn Genotypen basierend auf
verschiedenen HGGT-Allelen gruppiert wurden (Tabelle 16). Somit kdnnen die von Graebner
et al. (2015) identifizierten QTLs fur den Tocotrienolgehalt als validiert angesehen werden.
Einflisse verschiedener HPT-7H-Allele auf den Tocochromanolgehalt in reifen Koérnern
konnten nicht identifiziert werden (Tabelle 12). Die geringere Anzahl der Genotypen (57) im
Vergleich zu den Analysen von Graebner et al. (2015) (1466 Genotypen) kénnte die

Diskrepanz in der Auspragung einer statistischen Signifikanz erklaren.

4.1.3. Verteilung der Tocochromanolarten

Wahrend der Biosynthese akkumulieren die Benzoquinon-Intermediate nicht in
nennenswerten Mengen (Porfirova et al. 2002). Der Substratfluss zwischen den einzelnen
Vitamin E Varianten ist jedoch nicht gesattigt, d.h. die unterschiedlichen Tocochromanolarten
akkumulieren in unterschiedlichen Pflanzenarten, Geweben und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten in planta in unterschiedlichen Verhéltnissen (Gliszczynska-Swiglo et al. 2007,
Lizarazo et al. 2010). Dies wurde auch in dieser Arbeit beobachtet. Sowohl in Blattern
(Tabelle 7), reifen Kérnern (Tabelle 14) und unreifen Kdrnern (Tabelle 18, Tabelle 19)
konnten substantielle Mengen der y-Tocochromanolarten detektiert werden. Dabei war das

Verhaltnis in reifen Koérnern starker zu den y-Formen verschoben als in Blattern. In unreifen
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Kdrnern konnte direkt eine Verdnderung der Verhaltnisse in verschiedenen
Entwicklungsstadien beobachtet werden (Abbildung 27). Dies deutete darauf hin, dass es in
verschiedenen Geweben und Entwicklungsstadien zu einer Limitierung in der Umsatzrate
von den y- zu den a-Tocochromanolarten gekommen ist, limitiert durch die Aktivitat der y-
Tocopherol-Methyltransferase (yTMT) (Abbildung 6). Vergleichbare Beobachtungen wurden
bereits in transgenen Arabidopsis-Pflanzen gemacht, in denen die kiinstliche Uberexpression
der AtHPT die Komposition des Tocopherolgehalts hin zum y-Tocopherol verschob, ein
Phanotyp, der durch die simultane Uberexpression der AtyTMT wieder revidiert werden
konnte (Collakova & DellaPenna 2003). Ein starker Substratfluss am Beginn der Biosynthese
kann demnach einen Substratstau am Ende erzeugen. Dies erklart auch, warum in Blattern
durch eine trockenstressvermittelte Steigerung der HPT-7H-Aktivitat, y-Tocopherol
prozentual starker akkumuliert als a-Tocopherol (Tabelle 12). In Samen von Arabidopsis
akkumuliert hauptsachlich y-Tocopherol, d.h. auch dort ist der Substratfluss zum a-
Tocopherol beschrankt, kann aber ebenso durch biotechnologische Expression der AtyTMT
kdnstlich verschoben werden (Shintani & DellaPenna 1998). Dass es in Kdrnern von
Getreiden vermehrt zu einer Limitierung der yTMT-Aktivitdt kommen kann, zeigten auch
Metabolitmessungen von reifen Kérnern anderer Getreidearten wie Roggen, Weizen, Hafer,
Dinkel und Reis (Panfili et al. 2003, Gornas et al. 2015). Die Analyse unreifer Korner legte
jedoch Nahe, dass die yTMT-Aktivitat in Gerste nicht wahrend der gesamten
Kornentwicklung limitiert ist. In den friihen analysierten Entwicklungsstadien war die yTMT-
Aktivitat offenbar zunachst sehr limitiert, nahm dann aber zu (Abbildung 27). In spateren, hier
nicht abgedeckten Entwicklungsstadien muss sie jedoch wieder abnehmen, um die grof3en
Mengen der y-Formen in reifen Kérnern zu erklaren (Tabelle 14). Ein weiterer Hinweis fur die
Relevanz der yTMT ist der von Graebner et al. (2015) identifizierte QTL fur den y-

Tocotrienolgehalt in reifen Kérnern nahe der yTMT.

Neben dem Verhaltnis der y- zu a-Formen war auch der Verlauf der Tocochromanole in
unreifen Koérnern interessant. Trotz der Zunahme des Korngewichts stieg der Gehalt von a-
Tocopherol und damit von Gesamt-Tocopherol nicht (Abbildung 26c¢,e). Falk et al. (2004)
sezierten reife Gerstenkdrner und stellten fest, dass Tocopherole primar im Embryo und
Tocotrienole hauptsachlich im Endosperm akkumulierten, eine Beobachtung die auch in
Hafer (Peterson 1995, Gutierrez-Gonzalez et al. 2013) und Reis gemacht wurde (Jeng et al.
2012). In Anlehnung an diese Beobachtung wird folgendes Modell postuliert: Die
Tocopherole akkumulierten im Embryo in noch friheren, als den hier beobachteten
Entwicklungsstadien und wurden dann auf einem konstanten Niveau gehalten. Da der
Embryo wahrend der Kornentwicklung (siehe z.B. Sreenivasulu et al. 2010) wenig Masse

zulegte, vor allem im Vergleich zum wachsenden Endosperm, nahm auch die Gesamtmasse
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der Tocopherole nicht zu (Abbildung 26c¢,e). Da primar das Endosperm gewachsen ist, in
dem die Tocopherole nicht in nennenswerten Mengen akkumulierten (Falk et al. 2004), sank
ihr Massenanteil an der Gesamtmasse im Verlauf des Kornwachstums (Abbildung 26d,f). Da
die Gesamtmasse der Tocopherole nicht zunahm (Abbildung 26¢,e), musste die Rate der
Biosynthese nur so hoch sein, dass eventuelle Degradationsprozesse ausgeglichen wurden,
weshalb, anders als im Blatt (Abbildung 20, Abbildung 21), die HPT-7H-Transkriptmenge
nicht limitierend fir die Tocopherolmenge war (Abbildung 29c). Die Beschrankung der
Tocopherolbiosynthese auf den Embryo kann auch erklaren, weshalb die Transkriptmenge
der HPT-7H unverandert blieb (Abbildung 28c), aber ebenso wie die Tocopherole (Abbildung
26d,f) stark exponentiell sank, wenn sie mit dem Kornalter verrechnet wurde (Abbildung
28d). Die Beschrankung auf verschiedene Gewebe innerhalb des Korns kdonnte auch den
Verlauf der Tocotrienole erklaren. Die Massenanteile von a- und damit Gesamt-Tocotrienol
stiegen linear (Abbildung 25d.f), folglich akkumulierte zusatzlich zum Wachstum des
Endosperms standig mehr Tocotrienol, weshalb es zu einer exponentiellen Zunahme der
Gesamtmasse der Tocotrienole kam (Abbildung 25a,c,e). Die stetige Biosynthese der
Tocotrienole war dabei schwach durch die Transkriptmenge der HGGT limitiert (Abbildung
29a), obwohl diese in alteren Kornern sogar schwach zunahm (Abbildung 28). Das
Wachstum des Endosperms, in dem primar Tocotrienole akkumulierten, verschob letztlich
das Verhaltnis von Tocopherolen zu Tocotrienolen (Abbildung 27c), sodass in reifen Kérnern

letztlich mehr Tocotrienole statt Tocopherole detektiert wurden (Tabelle 14).

Im reifen Korn schien die Tocopherol- und die Tocotrienolbiosynthese raumlich getrennt aktiv
zu sein (s.0.). Im Rahmen dieser Arbeit gab es zwei Hinweise, dass im Blatt beide
Biosynthesewege in Konkurrenz stehen kénnten. Die Auspragung von einigen Markern, die
mit dem Tocopherolgehalt assoziiert waren (Tabelle 8), war negativ mit dem y-
Tocotrienolgehalt assoziiert (Abschnitt 3.1.2). Wahrend die HPT-7H-Transkriptmenge stets
positiv mit dem Tocopherolgehalt assoziiert war, war sie teilweile negativ mit dem a-
Tocotrienolgehalt assoziiert (Tabelle 13). Der einzige spezifische Unterschied in der
Biosynthese beider Metabolitgruppen geht auf die beiden Enzyme HPT und HGGT zurtck,
die wahrend der Kondensation mit Homogentisat (HGA) gegentber dem gesattigten Phytyl-
Pyrophosphat und dem ungesattigten Geranylgeranyl-Pyrophosphat unterschiedliche
Affinitaten aufweisen (Yang et al. 2010), wobei beide Prenylverbindungen direkt Uber eine
Geranylgeranyl-Diphosphat-Reduktase in Verbindung stehen (Keller et al. 1998). Eine stark
aktive Tocopherolbiosynthese koénnte die Edukte fur die Tocotrienolbiosynthese limitieren,
wobei keine weiteren Hinweise dafur in der Literatur gefunden wurden. Selbst die
biotechnologische Expression der Gerste HGGT in Arabidopsis hatte keinen negativen

Einfluss auf die Tocopherolakkumulation (Cahoon et al. 2003).
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4.1.4. Kein Einfluss auf die Fitness der Pflanzen im RGH

Die Analysen von Templer et al. (2017) zeigten, dass unter Trockenstress Genotypen mit
einem gesteigerten y-Tocopherolgehalt ein erhdhtes Korngewicht aufgewiesen hatten
(Abbildung 2). Dies konnte im RGH in keinem der beiden Versuchsjahre beobachtet werden
(Abbildung  30). Auch die Analyse weiterer Wachstumsparameter, anderer
Tocochromanolarten und die dynamischen Veranderungen der Werte zwischen den
Wachstumsbedingungen offenbarten keine eindeutigen Hinweise, dass Genotypen, die
vermehrt Tocochromanole akkumulieren, eine gesteigerte Fitness aufwiesen. Im
Umkehrschluss konnten auch keine Hinweise gefunden werden, dass Genotypen mit
niedrigen Tocochromanolwerten eine geringere Fitness aufwiesen. Wie einflhrend
dargestellt (Abschnitt 1.2) kdnnen Pflanzen mit einem komplexen Geflecht physiologischer,
zellularer und biochemischer Mechanismen auf Trockenstress reagieren. So ist auch
bekannt, dass der Verlust der Vitamin E-Biosynthese ansatzweil’e mit einer gesteigerten
Akkumulation von Vitamin C kompensiert werden kann (Munné-Bosch 2005). Der Einfluss
jedes einzelnen Parameters auf die Fitness der Pflanzen kann schwer zu erkennen sein und

unterscheidet sich vermutlich von Genotyp zu Genotyp.

Der von Templer et al. (2017) dargestellte Zusammenhang (Abbildung 2) fand sich auch nur
in den zentraleuropaischen Elitelinien, nicht aber in den an Trockenheit und Hitze
angepassten mediterranen Linien. Templer et al. (2017) diskutierten, dass die Elitelinien, die
fur den Anbau in gemaRigten Breiten gezichtet wurden, womdglich primar auf hohe
Ertragsleistung und nicht zwangslaufig auf ein Wachstum unter widrigen Bedingungen
gezlchtet wurden, weshalb eine Akkumulation von Tocochromanolen in diesen Genotypen
starker Einfluss auf die Fitness der Pflanzen haben konnte, als in Genotypen, die auch
andere Adaptionsmechanismen effektiv utilisieren kénnen. Womdglich konnte deshalb in
diesen Genotypen ein positiver Einfluss detektiert werden. Unter den im RGH applizierten
Wachstumsbedingungen schien die Tocochromanolakkumulation jedoch nicht fir die
europaischen Elitelinien oder irgendeine andere Gruppe der Genotypen limitierend flir die

Fitness der Pflanzen gewesen zu sein.

4.1.5. Tocochromanolakkumulation im RGH als Reaktion auf Stress

Verschiedene Erklarungen fur die Diskrepanz zu den Beobachtungen von Templer et al.
(2017) kénnen diskutiert werden. Zunachst ist jedoch festzuhalten, dass die Tocochromanole
auch im RGH zumindest einen Anteil in der Stressadaption gespielt haben mussen. Der

trockenstressvermittelte Anstieg im Tocochromanolgehalt (Tabelle 12), der im Fall der

101



Diskussion

Tocopherole durch die Induktion der HPT-7H vermittelt wurde (Abbildung 19), stand streng
mit stressvermittelten Ertragseinbriichen in Verbindung (Abbildung 31). So wurden fir die
Pflanzen, die im zweiten Versuchsjahr unter gut bewasserten Bedingungen gewachsen
waren, Ertragsparameter beobachtet, die mit den Ertragsparametern der Pflanzen
vergleichbar waren, die im ersten Versuchsjahr unter Trockenstress aufgewachsen waren
(Abbildung 9). Fur diese Pflanzen wurden ebenso vergleichbare Tocochromanolwerte
gemessen (Tabelle 12). Da die Wasserverflgbarkeit in beiden Jahren vergleichbar war
(Abbildung 7), wird postuliert, dass die gesteigerten Temperaturen im Jahr 2017 (Abbildung
8) fur die Pflanzen ebenso einen Stressfaktor darstellten, der das Wachstum einschrankte
(Abbildung 9). Im direkten Vergleich zum Jahr 2016 herrschte im Jahr 2017 demnach
Hitzestress und kombinierter Trocken- und Hitzestress. Je hoéher das Stressniveau war,
desto mehr Tocochromanole wurden gebildet, wobei der Gehalt von y-Tocopherol prozentual
am starksten Anstieg (Tabelle 12). Eine durch Hitzestress ausgeldste Akkumulation von
Tocochromanolen wurde in einigen Pflanzenarten (siehe Zusammenstellungen in
Hasanuzzaman et al. 2014) und unter anderem in Gerste bereits beobachtet (Templer et al.
2017).

Trotz des erhdhten Stressniveaus im Jahr 2017 konnten die Beobachtungen von Templer et
al. (2017) nicht reproduziert werden. Dies konnte auf Unterschiede in der Amplitude und der
Frequenz der Stressapplikation zurlickzufihren sein. In den Klimakammerexperimenten von
Templer et al. (2017) wuchsen alle Pflanzen zunachst unter moderaten Temperaturen und
mit ausreichender Wasserversorgung auf. Zur Blite wurden einige Toépfe einem strengen
Wasserentzug ausgesetzt und andere Topfe zusatzlich in Hitzekammern transferiert. Die
Pflanzen erfuhren in wenigen Tagen eine drastische Reduktion der Wasserverfugbarkeit und
sofort eine gesteigerte Temperatur (Templer et al. 2017). Die Messungen der Bodenfeuchte
im RGH deuten darauf hin, dass die Wasserverfiigbarkeit tber einen gréReren Zeitraum
graduell abnahm (Abbildung 7) und die Temperatur regelmaligen Schwankungen unterlag
(Abbildung 8). Im RGH hatten die Pflanzen langer Zeit sich an widrige
Wachstumsbedingungen anzupassen. Die Pflanzen im RGH waren demnach anders durch
den Stress beeinflusst als die Pflanzen in Klimakammern, was sich auch am y-
Tocopherolgehalt ablesen lasst. y-Tocopherol ist die Tocochromanolart, deren Gehalt am
sensitivsten auf einen stressvermittelten Anstieg der Biosynthese reagierte (s.0.). In den 16
Genotypen, die sowohl von Templer et al. (2017), als auch im RGH analysiert wurden, stieg
der y-Tocopherolgehalt in Klimakammerexperimenten von durchschnittlich 1,02 ng/mgFG auf
9,13 ng/mgFG (Trockenstress) bzw. 22,72 ng/mgFG (Hitze- und Trockenstress), im RGH nur
von 0,64 ng/mgFG auf 1,06 ng/mgFG (2016) und von 1,34 ng/mgFG auf 6,36 ng/mgFG

(2017). Somit vermittelte das starkste Stressniveau im RGH einen geringeren Anstieg als
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das schwachste Stressniveau in den Klimakammerexperimenten. Der applizierte Stress im
RGH koénnte nicht stark genug gewesen sein, die positiven Effekte der
Tocochromanolakkumulation quantitativ aufzuzeigen. Munné-Bosch (2005) und di Toppi et
al. (2012) berichteten aulerdem, dass die stressvermittelte Tocopherolakkumulation in zwei
Phasen aufgeteilt werden kann, d.h. nach einem initialen Anstieg kann es auch wieder zu
einer deutlichen Abnahme im Gehalt kommen, wenn weitere Adaptionsmechanismen
aktiviert werden. Demnach konnte ein hoher Tocochromanolgehalt vor allem bei rapide
auftretenden Stressszenarien einen Wachstumsvorteil vermitteln und dies insbesondere in

Genotypen, die anderweitig weniger gut befahigt sind darauf zu reagieren.

4.1.6. Tocopherolvermittelte Stresstoleranz

Dass Tocochromanole die Stressresistenz verbessern, wird in der Literatur haufig diskutiert
(siehe auch Abschnitt 1.5.2). Dabei gilt es jedoch zwischen Berichten zu unterscheiden, die
einen stressvermittelten Anstieg im Metabolitgehalt beobachtet haben und deshalb
vermuteten, dass dieser fir die Adaption relevant sein kdénnte, und Berichten, die direkt
verbesserte Wachstumseigenschaften identifizieren konnten, wenn der

Tocochromanolgehalt verandert war.

Uber trockenstressvermittelte Anstiege berichteten z.B. Tanaka et al. (1990) und Moran et al.
(1994) in Erbsen, Price et al. (1989) und Bartoli et al. (1999) in Weizen und anderen
Getreiden, Munné-Bosch et al. (1999) in Rosmarin, Munné-Bosch und Alegre (2001) in
Lavendel oder auch Hernandez et al. (2004) in Zistrosen (Cistus clusii DUNAL) und Cela et
al. (2009) in Eiskraut (Aptenia cordifolia (L.f.) SCHWANTES). Im Gegensatz dazu konnte in
Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L.) unter Trockenstress die Uberexpression einer
Tocopherolcyclase direkt mit einer geringeren Lipidperoxidation, H>O.-Akkumulation, einem
geringeren Elektrolytverlust und einem erhdhten Chlorophyligehalt assoziiert werden (Liu et
al. 2008). Die Uberexpression einer HPT vermittelte in Tabak ebenso eine gesteigerte
Trockenstresstoleranz (Espinoza et al. 2013). Eine durch RNA-Silencing verringerte HPT-
Aktivitat vermittelte hingegen eine verringerte Toleranz gegeniber osmotischem Stress
(Abbasi et al. 2007). Brauner Senf (Brassica juncea (L.) CZERN.) wies durch eine yTMT-
Uberexpression erhdhte Resistenz gegeniiber Salzstress (Aslam et al. 2010) und
osmotischem Stress auf (Kumar et al. 2013). In Reis konnte eine erhéhte bzw. verringerte
Salztoleranz fur Pflanzen nachgewiesen werden, wenn Gene der Tocopherolbiosynthese
Uberexprimiert bzw. deletiert wurden (Ouyang et al. 2011). Farouk (2011) berichtet von
gesteigerter Resistenz von Weizenpflanzen gegenlber Salzstress, wenn Blatter mit a-

Tocopherol bespriiht wurden.
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Berichte Uber eine gesteigerte Fitness der Pflanzen durch erhéhte Tocochromanolwerte
finden sich demnach vor allem dann, wenn Stress rapide und intensiv appliziert wird oder der
Tocochromanolgehalt sehr deutlich verandert wurde, z.B. durch Deletion, Repression oder
Uberexpression von Strukturgenen der Biosynthese. Auch wird vor allem von positiven
Einflissen auf molekulare Eigenschaften, der Pflanzen berichtet und seltener von Einflissen
auf makroskopische Eigenschaften, geschweige denn auf Ertragsparameter. Auch in Gerste
konnten Einflisse auf molekulare Parameter beobachtet werden. In parallel zu dieser Arbeit
durchgefiihrten Klimakammerexperimenten hatte der Gehalt, und vor allem der
stressvermittelte Anstieg der Tocochromanole, einen deutlichen, positiven Einfluss auf den
Chlorophylligehalt und die Membranstabilitat (Eydam 2018).

4.1.7. Jenseits der Pflanzenfithess

Per Definition sind Vitamine ein essenzieller Teil der Erndhrung. Neben den forderlichen
Einflissen fur das Pflanzenwachstum (s.0.), kdnnen die gesteigerten Vitamin E Level im
grinen Gewebe der Gerstenpflanzen jedoch fir die menschliche Erndhrung nur schwerlich
als relevant eingestuft werden (Schuy et al. 2019). Laut Newman und Newman (2008) und
Zhou (2010) werden uber 60 % der geernteten Biomasse der Gerste in Form von Heu oder
Stroh nach dem Dreschen als Futtermittel eingesetzt. In vitro Tests hatten gezeigt, dass die
antioxidativen Eigenschaften der verschiedenen Tocochromanolarten vergleichbar sind
(Mdller et al. 2010). Bei der Aufnahme aus der Nahrung wird die Sekretion der
Tocochromanole aus Hepatozyten (Leberepithelzellen) ins Blutplasma von einem als ao-
Tocopherol-Transferase-Protein designierten Protein vermittelt (Manor & Morley 2007). Es
weist gegenlber dem namensgebenden a-Tocopherol die hochste, gegenlber den anderen
Tocochromanolarten verringerte Affinitdten auf und bestimmt dadurch die physiologische
Vitamin E Aktivitdt der verschiedenen Arten (siehe Rigotti 2007 fur weitere Details zur
Affinitat und Verteilung der Vitamin E Formen im Saugetiersystem). Demnach kénnen die
durch das Morex-HPT-7H-Allel vermittelten gesteigerten a-Tocopherollevel in Blattern als

Qualitatskriterium der Gerstenpflanzen als Futtermittel angesehen werden.

Auch gesteigerte Vitamin E Level in reifen Kérnern stellen ein Qualitatskriterium dar. Sowohl
in Reiskdrnern (Chen et al. 2016), als auch in Arabidopsissamen (Sattler et al. 2004) wurden
nach langeren Lagerungsperioden drastisch verringerte Keimungsraten beobachtet, wenn
die Korner frei von Vitamin E waren, und so weniger gegenuber oxidativen Schaden
geschitzt waren. Hohe Keimungsraten sind fur die Bestellung des Ackers von Interesse.
Zusatzlich stellen vor allem gleichmaRige Keimungsraten von Gerstenkdrnern ein

entscheidendes Qualitatskriterium fur das Malzen im Brauvorgang dar (\Woonton et al. 2005).
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Ein hoher Vitamin E Gehalt in Kérnern konnte darliber hinaus mit einem hohen Vitamin E
Gehalt im prozessierten Malz in Verbindung gebracht werden (Do et al. 2015), der
nachweislich die Wachstumseigenschaften der Hefe (Saccharomyces cerevisiae Meyen ex
E.C. Hansen) wahrend des Fermentationsprozesses beginstigen kann (Zhang et al. 2016).
Demnach kénnen vor allem die durch das Morex-HGGT-Allel vermittelten, gesteigerten

Tocotrienollevel in reifen Kérnern ein gesteigertes Qualitatskriterium darstellen.
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4.2. Transkriptomanalysen

4.2.1. Nehmen Fahnenblatter -1 Einfluss auf die Kornfiillung?

Pflanzen kdénnen mit einem komplexen Netzwerk an Mechanismen auf Trockenstress
reagieren (Abschnitt 1.2). Adaptionsmechanismen setzen eine Veranderung des
Metabolismus voraus, dies wiederum einen Umbau der Transkriptomstruktur (Janiak et al.
2018). Transkriptomanalysen kdnnen einen Einblick in dieses Netzwerk liefern, weshalb in
dieser Arbeit das Blatttranskriptom von Gerstenpflanzen analysiert wurde, die unter
Trockenstress aufwuchsen. Uber die multiplen Vorteile von Transkriptomanalysen Uber
RNAseq gegenlber anderen Methoden, wie RNA-Microarrays, wird an anderen Stellen
diskutiert (z.B. Wang et al. 2009). Hier konnten die Uber RNAseq bestimmten
Transkriptmengen nahezu vollstandig tGber RT-gPCR Analysen verifiziert werden (Abbildung
36). Dies validierte die bioinformatische Datenverarbeitung der Rohdaten (reads) zu den
genspezifischen normalisierten Expressionsdaten (ncounts). Fir ein Gen, konnten die Werte
nicht validiert werden (Abbildung 36c¢). Die Anzahl der Inncounts verrat, dass sich die
Transkriptmenge dieses Gens nur um einen Faktor von 2,03 zwischen der Probe mit den
wenigsten und der Probe mit den meisten Inncounts unterschied. Die geringere Auflosung
der AAct-Methode in der RT-gPCR Auswertung (Abschnitt 2.10) kénnte daflr verantwortlich
sein, dass die geringen relativen Unterschiede nicht reproduzierbar nachgestellt werden
konnten. Dies unterstrich die hohe Effektivitdt der RNAseqg-Analysen, da auch geringe

Veranderungen in der Transkriptmenge detektiert werden konnten.

Unter den Genen, die im Fahnenblatt -1 die hochsten Expressionswerte aufgewiesen hatten
(Tabelle 20), fand sich ein SWEET Zucker-Transporter (HORVUGHr1G089600). SWEETs
(Sugars Will Eventually be Exported Transporters) sind membranstéandige Proteine, die
Kohlenhydrate aus den Mesophylizellen in den Apoplast exportieren kénnen und somit an
der apoplastischen Phloembeladung von Sacharose beteiligt sein konnen (Baker et al.
2012). Fur Gerste wird apoplastische und nicht symplastische Phloembeladung
angenommen (Evert et al. 1996). Das identifizierte SWEET-Protein weist die hodchste
Sequenzhomologie zum Arabidopsis SWEET11-Protein auf (BLAST-Analysen, weitere
Details nicht gezeigt), dass neben AtSWEET12 in Arabidopsis substanziell an der
Phloembeladung beteiligt ist (Chen et al. 2012b). Es kann vermutet werden, dass dieses
SWEET in Gerste an der Phloembeladung beteiligt ist. Interessanterweise ist in Gerste
weniger die Rolle der SWEETSs, sondern vor allem die Rolle der Saccharose-H*-Symporter
(SUTs) studiert, die bei der Beladung des Phloems mit Saccharose aus dem Apoplast
beteiligt sind (Sivitz et al. 2005, Xu et al. 2018).
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Unter den Genen, die stark aktiv waren, fanden sich des Weiteren viele Gene, die an der
Photosynthese und der COz-Assimilation beteiligt sind (Tabelle 20). Ohne tiefergehende
Analysen wurde deshalb vermutet, dass zum Zeitpunkt des Ahrenschiebens das
Fahnenblatt -1 Photoassimilate fir den Transport durch das Phloem bereitgestellt haben
kénnte. Die Analyse des Transkriptoms kénnte demnach weitere Einblicke in die
Adaptionsmechanismen in diesem wichtigen Entwicklungsstadium (siehe Abschnitt 1.4 und
1.7.2) liefern.

Der Vergleich der durch PCAs reprasentierten Transkriptomstruktur (Abbildung 33) und der
durch die Populationsstruktur reprasentierten Verwandtschaft der Genotypen (Abbildung 17)
zeigte auf, dass die Auspragung des Transkriptoms stark durch die genetische Variabilitat
beeinflusst wurde. Die Aktivitat vieler Gene wurde demnach potenziell durch distinkte
genetische Faktoren reguliert. Dies kann ein entscheidender Faktor sein, wenn die
Vererbung von Genen, die auf Grund ihrer transkriptionellen Regulation Einfluss auf
morphologische Parameter nehmen konnen, wahrend zlchterischen BemuUhungen uber

markerassistierte Selektion (MAS) kontrolliert werden soll.

Die ermittelten RNAseq Daten wurden unter verschiedensten Gesichtspunkten betrachtet. In
den folgenden Absatzen sind einige Beobachtungen dargestellt, die Hinweise darauf liefern
kénnen wie die Pflanzen im RGH mit dem applizierten Trockenstress umgegangen sind. Da
im Rahmen dieser Arbeit mehrere Genotypen analysiert wurden, wurden primar auch nur
Gene betrachtet, die in multiplen Genotypen eine Rolle fir die Adaption an den Stress
spielen kdnnten. Da diese Mechanismen von mehreren Genotypen geteilt wurden, wohnt
ihnen potenziell eine elementare Bedeutung fur die Adaption an den Trockenstress inne. Die
Rolle der individuellen Reaktionen einzelner Genotypen birgt selbstverstandlich auch groRes

Potential, die Aufschllisselung wiirde jedoch den Rahmen dieser Arbeit Gberschreiten.

4.2.2. Im RGH wurde kein Trockenschock appliziert

Trockenstress 10st in vielen Genen eine transkriptionelle Induktion aus (siehe diverse zitierte
Studien zum Transkriptom unter Trockenstress). Ein Gen, das diesbezlglich haufig als
Stressmarker betrachtet wird, ist die A-Pyrrolin-5-Carboxylat-Synthetase (P5CS). Die P5CS-
Aktivitat beeinflusst die Rate der Umsetzung von Glutamat zu Prolin, das in Pflanzen unter
osmotischem Stress als molekulares Chaperon und Osmolyt akkumuliert (Turchetto-Zolet et
al. 2009), auch um eine gesteigerte Toleranz gegenuber Dehydrierung zu vermitteln
(Abschnitt 1.2). Im RGH konnte kein allgemeiner (Tabelle 21) oder spezieller (Tabelle 23,

Tabelle 25) stressvermittelter Anstieg der Transkriptmenge beider P5CS-Gene
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nachgewiesen werden, die im MRA annotiert sind (HORVU1Hr1G072780,
HORVU3Hr1G085760). Andere Studien hatten dies in Gerste bereits beobachtet (z.B.
Talame et al. 2007). Obwohl keine Induktion der P5CS nachgewiesen werden konnte, stieg
der Prolingehalt von durchschnittlich 37,24 pmol/mgFG auf 104,64 pmol/mgFG in allen 57
Genotypen im RGH (p<0,001, gemessen nach Abbasi et al. (2007), weitere Details nicht
gezeigt, Zugang zu den Daten siehe Anhang 6.2). Ein stressvermittelter Anstieg des
Prolingehalts wurde auch in Gerste bereits mit Stressadaption in Verbindung gebracht (Singh
et al. 1972, Szabados & Savouré 2010, Templer et al. 2017).

Bereits Talamé et al. (2007) stellten fest, dass Transkriptomanalysen haufig auf Pflanzen
beruhen, die einem sehr starken und abrupt applizierten Trockenstress ausgesetzt waren
(Trockenschock) (z.B. in Kawasaki et al. 2001, Kreps et al. 2002, Ozturk et al. 2002, Seki et
al. 2002, Rabbani et al. 2003, Atienza et al. 2004, Lan et al. 2005, Rensink & Buell 2005).
Wenn die Reaktion von Pflanzen auf Trockenstress im Feld untersucht werden soll, ist die
Applikation von graduell appliziertem und langanhaltendem Trockenstress praxisnaher als
die Applikation eines Trockenschocks (Talamé et al. 2007, Kebede et al. 2019). Da sich
Berichte Uber solche Studien seltener finden (z.B. in Rizhsky et al. 2002, Giuliani et al. 2005,
Hazen et al. 2005, Luo et al. 2005), untersuchten Talamé et al. (2007) sowohl
Gerstenpflanzen, die einem Trockenschock ausgesetzt wurden, als auch Pflanzen die in
Klimakammern unter graduell abnehmender Wasserverfugbarkeit wuchsen. Talamé et al.
(2007) kamen zu dem Schluss, dass unter Trockenschock generell mehr Gene differentiell
exprimiert wurden, inklusive des Stressmarkers P5CS. Unter graduell abnehmender
Wasserverfligbarkeit wurde keine differentielle Expression der P5CS detektiert (Talamé et al.
2007). Durch Trockenschock waren die Gene auRerdem generell starker differentiell
exprimiert (Talame et al. 2007). Auch unter Berlcksichtigung der bereits in den Abschnitten
4.1.5 und 4.1.6 diskutierten Beobachtungen wurde deshalb vermutet, dass die Pflanzen im
RGH einem mildem, daflir andauerndem Stress ausgesetzt waren. Dies hatte offensichtlich
zur Folge, dass zum Zeitpunkt der Probennahme keine signifikante Induktion des

Stressmarkers P5CS beobachtet werden konnte.

Dies kénnte auch erkldaren, warum unter den Genen, die in allen Genotypen in ihrer
Expression reprimiert waren (Tabelle 22), keine Komponenten der Photosynthese auftraten.
Trockenstress kann den Schluss der Stomata induzieren, wodurch die Rate des
Gasaustausches, die Rate des Calvin-Zyklus und so die Rate der Photosynthese sinken
kann (Abschnitt 1.2). Um die negativen Effekte einer zu hohen Photosyntheserate zu
kompensieren, zahlt eine geringere Expression von Genen, die Komponenten der
Photosynthese kodieren, zu einer universellen Reaktion von Pflanzen auf Trockenstress
(Evers et al. 2010, Kondrak et al. 2012, Zhang et al. 2014, lovieno et al. 2016).
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Die Magnitude des applizierten Trockenstress kann auch erklaren, warum der Stress die
Transkriptomstruktur weniger stark beeinflusste als die genetische Variabilitat (Abbildung
33). Genotypen, deren Transkriptomstruktur durch Stress deutlicher beeinflusst war, wiesen
mehr differentiell exprimierte Gene (DEG) auf (Abbildung 34). Dieser anschauliche
Zusammenhang unterstitzt die Validitat der Daten und steht mit den Beobachtungen von
Talamé et al. (2007) im Einklang, dass die Starke des applizierten Stresses die Anzahl der
regulierten Gene beeinflussen kann. Warum die analysierten Replikate mancher Genotypen
starker durch den Trockenstress beeinflusst wurden, konnte weder mit den makroskopischen
Eigenschaften der Pflanzen noch anderen Eigenschaften der Genotypen in Verbindung

gebracht werden.

4.2.3. Potenzieller Einfluss der Synthese und Wahrnehmung von

Phytohormonen auf intrazellulare Signalkaskaden

Fiar einige Gene, die durch Trockenstress differentiell reguliert wurden (Tabelle 21 bis

Tabelle 26), sollten mogliche Funktionen im Kontext der Stressadaption diskutiert werden.

Gene, die an der Biosynthese und der Signalubertragung von Pflanzenhormonen wie
Abscisinsdure (ABA), Auxin, Ethen, Jasmonsdure oder Salicylsdure beteiligt sind, kdnnen
durch Trockenstress differentiell exprimiert werden (Jakoby et al. 2002, Aimar et al. 2011).
Die Expression einer Beta-Glucosidase (HORVU1Hr1G058520) war unter Trockenstress in
allen acht Genotypen induziert (Tabelle 21). Es konnte gezeigt werden, dass Beta-
Glucosidasen ABA aktivieren kdnnen, das in Zellen durch Konjugation mit Glukose in
inaktivierter Form vorliegt (Lee et al. 2006). ABA ist ein wichtiges Pflanzenhormon, das unter
anderem als Reaktion auf Trockenstress gebildet wird und wichtige Adaptionsmechanismen
wie die Regulation der Stomata kontrolliert (Schroeder et al. 2001, Chaves et al. 2003,
Gonzalez-Guzman et al. 2012). Dabei wird ABA in der Zelle durch Pyrabactin Resistance
(PYR)-Rezeptoren gebunden (Park et al. 2009). Dies aktiviert auf Proteinebene eine
Signalkaskade aus Protein Phosphatasen 2C (PP2C) (Ma et al. 2009), SNF1-related
Kinasen (SnRK2) (Melcher et al. 2009) und einer Reihe von Transkriptionsfaktoren (TF, z.B.
ABF (Choi et al. 2000), bZIP (Sahoo et al. 2013), MYB/MYC (Abe et al. 2003), AP2/ERF
(Zhan et al. 2009)). Diese TF kdnnen anschliefend die Aktivitdt von Genen regulieren, die
fur die Stressadaption wichtig sind (Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki 2007). ABA kann in
der Pflanze nicht nur dort agieren, wo es gebildet wird, sondern auch als systemisches
Stresssignal beispielsweise aus den Wurzeln in die Blatter wandern, um dort drohende
Wasserknappheit zu signalisieren (Davies & Zhang 1991, Davies et al. 2002, Dodd 2005,
Hey et al. 2010). Neun Gene, die an der ABA-Wahrnehmung beteiligt sind, waren unter
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Trockenstress differentiell exprimiert (Abbildung 42). Die differentielle transkriptionelle
Regulation dieser Gene konnte eine Folge andauernder systemischer ABA-Signale sein,
wodurch in Blattern der Grad der ABA-Wahrnehmung verandert wurde. Zu den durch ABA
induzierten Genen, gehoéren beispielsweise auch Dehydrine (Robertson 2003). Ein Dehydrin
(HORVUGBHr1G084070) wurde in allen Genotypen durch Stress induziert (Tabelle 21).
Dehydrine konnten in Gerste bereits mit Resistenz gegen Wasserstress in Verbindung

gebracht werden (Suprunova et al. 2004).
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Abbildung 42: Durch Trockenstress regulierte Gene, die an der Perzeption von ABA beteiligt
sind. Gezeigt ist ein Ausschnitt der KEGG-Karte ko04075 (Plant Hormone Signal

Transduction) (naheres siehe Abschnitt 2.21). Die Karte stellt bekannte molekulare

Interaktionen zwischen Genen und Proteinen schematisch dar. Zwei PYR/PYL-Rezeptoren
(KEGG-Kategorie K14496, HORVU1Hr1G054020, HORVU4Hr1G055220) wiesen unter
Trockenstress eine geringere Transkriptmenge auf (Tabelle 22) (Rote Pfeile). Funf PP2C
(K14497, HORVU3Hr1G050340, HORVU3Hr1G059170, HORVU3Hr1G067380,
HORVU3Hr1G085930, HORVU4Hr1G060370), eine SnRK2 (K14498, HORVU2Hr1G110230)
und ein ABF-TF (K14432, HORVU3Hr1G083250) wiesen unter Trockenstress eine hdhere
Transkriptmenge auf (Tabelle 21) (Blaue Pfeile).

Darlber hinaus waren zwei Lipoxygenasen (HORVU7Hr1G050670, HORVU7Hr1G050680),
eine 12-Oxophytodienoat-Reduktase (HORVU2Hr1G004230) und eine Benzylalkohol O-
Benzoyiltransferase (HORVU1Hr1G045690) durch Trockenstress reprimiert (Tabelle 22). Sie
sind am o-Linolensaure-Metabolismus beteiligt, dessen mogliches Endprodukt das
Pflanzenhormon Jasmonsaure (JA) ist (Abbildung 43). Auch ein TF, der laut Annotation an
der durch Ethen ausgeldsten Regulation beteiligt ist (HORVUGHr1G062380) und ein TF, der
mit Auxin in Verbindung steht (HORVU3Hr1G010140), waren unter Trockenstress in allen
Genotypen in der Expression reprimiert (Tabelle 22).
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Abbildung 43: Durch Trockenstress regulierte Gene, die an der Biosynthese von Jasmonséaure
beteiligt sind. Gezeigt ist die KEGG-Karte ko00592 (a-Linolenic Acid Metabolism). Die Karte
stellt schematisch einen Biosyntheseweg dar. Kreise: chemische Verbindungen; Kastchen:
von Enzymen vermittelte Schritte (inklusive EC-Nummer). Vier Gene, die potenziell auf die
Biosynthese von Jasmonsaure einwirken kénnen, wiesen unter Trockenstress eine geringere

Transkriptmenge auf (Tabelle 22) (Rote Pfeile).

Zwei Gene der NRT1/PTR FAMILY (HORVU1Hr1G054020, HORVU4Hr1G004460) waren
ebenso durch Trockenstress reprimiert (Tabelle 22). NRT1/PTR-Transportproteine sind am
Stickstoff-Transport beteiligt (Parker & Newstead 2013). Flr einige Formen dieser grof3en
Proteinfamilie konnte auch ein Transport von Pflanzenhormonen nachgewiesen werden
(Chiba et al. 2015). Die grole Anzahl der DEG, die an der Biosynthese oder der
Signalwahrnehmung von Pflanzenhormonen beteiligt sind, deutet darauf hin, dass die
Pflanzen spezifisch das Gleichgewicht und die Verteilung der Pflanzenhormone als Reaktion

auf den Wasserentzug regulierten. Da der Gehalt der Phytohormone im Blattgewebe nicht
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bestimmt wurde, sollte jedoch Uber die moglichen Dynamiken der Pflanzenhormone

zueinander nicht weiter spekuliert werden.

Es wurden auch neun Rezeptorkinasen (HORVU1Hr1G092250, HORVU1Hr1G092300,
HORVU2Hr1G098390, HORVUS5Hr1G084880, HORVU5Hr1G098640,
HORVU5Hr1G123550, HORVUG6Hr1G083680, HORVUG6Hr1G084370,
HORVUGHr1G088980), drei Rezeptor-like Kinasen (HORVU4Hr1G059150,
HORVUS5Hr1G102900, HORVU7Hr1G043620) und zwei WRKY-Transkriptionsfaktoren
(HORVU4Hr1G002390, HORVU7Hr1G083270) identifiziert, die eine geringere Expression
unter Trockenstress aufwiesen (Tabelle 22). Membranstandige Rezeptorkinasen und l6sliche
Rezeptor-like Kinasen koénnen intrazellulare Signalkaskaden beeinflussen (Liang & Zhou
2018). Die Regulation von WRKY-TF wird oft im Kontext von abiotischem Stress diskutiert
(Chen et al. 2012a). Es kann spekuliert werden, dass diese Kinasen und TF im
Zusammenspiel mit den DEG, die an der Biosynthese und Signalwahrnehmung von
Phytohormonen beteiligt sind, in den Pflanzen eine veranderte Regulation von anderen

Genen auslosten, die eine Adaption an den Trockenstress ermoglichten.

4.2.4. Regulation der Stickstoff- und Kohlenstoff-Verteilung

Sowohl der Gehalt als auch der Transport von Stickstoffverbindungen aus Blattern in die
Speichergewebe kann den Ertrag beeinflussen (Tahir & Nakata 2005, Li et al. 2015). Wie
gezeigt, waren zwei NRT1/PTR-Transporter in allen acht Genotypen reprimiert (Tabelle 22).
NRT1/PTR-Transporter kdnnen Pflanzenhormone transportieren (Abschnitt 4.2.3), besser
studiert ist jedoch der Transport von Nitrat (Chamizo-Ampudia et al. 2017). Die grof3e Anzahl
der Nitrat-Transporter (z.B.: Arabidopsis: ~53 (Krapp et al 2014), Gerste: ~101 (MRA))
ermdglicht eine effektive Regulierung der Verteilung der Stickstoffverbindungen innerhalb
und zwischen den Pflanzenzellen, erschwert jedoch die Interpretation der spezifischen
Funktion jedes einzelnen Gens (Tsay et al. 2007). Die beiden reprimierten Nitrat-Transporter
kénnten darUber hinaus mit einer Nitrat-Reduktase (HORVU7Hr1G073640) in Verbindung
stehen, die in allen Genotypen durch Trockenstress induziert war (Tabelle 21). Die Nitrat-
Reduktase-Aktivitat ist elementar und ratenlimitierend bei der photosynthetischen
Assimilation von Nitrat (siehe z.B. Crawford 1995, Campbell 2011). Relevant unter
Trockenstress konnte bei der Reduzierung von Nitrat zu Nitrit auch der Verbrauch des
Elektronenakzeptors NADPH sein, der bei einer sinkenden Rate des Calvin-Zyklus
akkumulieren kann (Abschnitt  1.2). Auch eine Indol-3-Glycerophosphat-Synthase
(HORVUT7Hr1G114660), die an der Tryptophan Biosynthese beteiligt ist, sowie eine Cystein-
Synthase (HORVU2Hr1G000280) und eine Aspartat-Oxidase (HORVUGHr1G017860), die
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durch Trockenstress reprimiert wurden (Tabelle 22), kdénnten die Stickstoffverteilung

beeinflussen.

Durch die Umsetzung von L-Aspartat zu Oxalacetat konnte die Aspartat-Oxidase zusatzlich
Einfluss auf die Kohlenstoffverteilung nehmen. Dies kann auch flr eine Mercaptopyruvat
Sulfurtransferase (HORVUGHr1G027360) vermutetet werden, die beim Abbau von Cystein
zu Pyruvat beteiligt ist. Sie war ebenso in allen acht Genotypen reprimiert, wie ein NAD-
abhéngiges Malat-Enzym (HORVU1Hr1G028030) (Tabelle 22), das Malat zu Pyruvat
umsetzen kann. Einige dieser Enzyme sind Schlisselenzyme, die den Substratfluss
innerhalb und zwischen dem Aminosauremetabolismus, dem Citratzyklus, dem
Pentosephosphatweg, der Glykolyse und der Gluconeogenese beeinflussen kdnnten. Die
Regulation dieser Gene ermoglichte den Pflanzen womaoglich, entscheidend Einfluss auf die
Aktivitat dieser Stoffwechselwege zu nehmen. Auffallig war, dass unter Trockenstress vor
allem der Substratfluss zum Pyruvat beeintrachtigt sein koénnte. Da Pyruvat zentraler
Bestandteil vieler Biosynthesewege ist, sollte jedoch nur auf Basis der dargestellten

Genregulationen nicht weiter tUber den Substratfluss spekuliert werden.

Durch Trockenstress aktiviert waren eine Beta-Amylase (HORVU4Hr1G084390) und eine
Saccharose Synthase (HORVU4Hr1G049500) (Tabelle 21). Vor allem in der Nacht
vermitteln Beta-Amylasen in Blattern die hydrolytische Abspaltung von Maltose-Molekulen
von transitorischer Starke, und stellen so auch die Versorgung der Saccharose-Synthese mit
Edukten sicher (Lu & Sharkey 2006, Zanella et al. 2016). Saccharose-Synthasen kénnen
sowohl die Synthese als auch die Spaltung von Saccharose vermitteln (Zheng et al. 2011). In
Mesophylizellen sollte vorrangig die Synthese stattfinden, denn wie die meisten
Pflanzenarten transportiert auch Gerste Uberwiegend Saccharose durch das Phloem (Winter
et al. 1992). Unter gut bewasserten Bedingungen wurde in allen Genotypen ein
durchschnittlicher Saccharose-Gehalt von 44,04 nmol/mgFG gemessen, unter Trockenstress
von 82,21 nmol/mgFG (p<0,001, gemessen nach Abbasi et al. (2007), weitere Details nicht
gezeigt), Zugang zu den Daten siehe Anhang 6.2). Im RGH kdnnte die erhdhte Aktivitat der
Beta-Amylase und der Saccharose Synthase zum gesteigerten Saccharosegehalt unter
Trockenstress beigetragen haben. Ahnlich wie Prolin (Abschnitt  4.2.2) kdénnen
Zuckermolekile (z.B. Saccharose, Maltose) als kompatible Osmolyte in Zellen akkumulieren
(Toleranz gegenuber Dehydrierung, siehe auch Abschnitt 1.2), was im Kontext eines
Hitzeschocks (Kaplan & Guy 2004) und eines Kalteschocks (Kaplan & Guy 2005) bereits mit
der Aktivitat von Beta-Amylasen und dem Abbau von Starke in Verbindung gebracht wurde.

Zum Zeitpunkt der Probennahme (Blattproben 13:15-19:15 Uhr) betrug der durchschnittliche

Starkegehalt aller Genotypen unter gut bewasserten Bedingungen 12,25 nmol/mgFG und
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unter Trockenstress 20,09 nmol/mgFG (p<0,001, gemessen nach Abbasi et al. (2007),
weitere Details nicht gezeigt, Zugang zu den Daten siehe Anhang 6.2). Dies kann weder mit
vorherigen Beobachtungen in Gerste (Templer et al. 2017) und anderen Pflanzenarten
(Krasensky & Jonak 2012) in Verbindung gebracht werden, die Trockenstress erfuhren, noch
steht es im Einklang mit der gesteigerten Beta-Amylase Aktivitat. Im RGH wurde kein
Trockenschock appliziert (Abschnitt 4.2.2). Ahnlich wie beim Gehalt von Prolin (Abschnitt
4.2.2) war womdglich eine rapide Akkumulation von Maltose und Saccharose als kompatible
Osmolyte nicht nétig, weshalb die gesteigerte Beta-Amylase-Aktivitat keine Erschopfung der

Starke am Tag verursachte.

Vielmehr kdnnten die erhdhten Transkriptmengen der Beta-Amalyse und die gesteigerte
Akkumulation der transitorischen Starke am Tag mit einer anderen Beobachtung in
Verbindung stehen. Im Jahr 2016 wiesen alle Genotypen unter Trockenstress
durchschnittlich 2,6 Tage frilher (p<<0,001) Ahrenschieben auf als unter gut bewéasserten
Bedingungen. Die frihe Reife kann als Escape-Phanotyp interpretiert werden (siehe
Abschnitt 1.2). Die Pflanzen konnten sich im RGH uUber einen langeren Zeitraum an den
Trockenstress akklimatisieren (Abschnitt 4.2.2). Womdglich erhohten sie tagsuber die
Akkumulation transitorischer Starke, um auch nachts durch eine erhdhte Abbaurate eine
effektivere Versorgung der Korner mit Saccharose zu gewahrleisten, um den Trockenstress
durch eine fruhere Reife zu vermeiden. Da die Regulation von Beta-Amylasen sehr komplex
ist, da sie unter anderem durch Phytohormone (\Wang et al. 1996), abiotische Stressfaktoren
(Dreier et al. 1995, Monroe et al. 2014, Kaplan & Guy 2004, Maruyama et al. 2009) und Licht
(Datta et al. 1999) reguliert werden, hatten lediglich Messungen zu weiteren Tageszeiten

diesbezlglich weitere Erkenntnisse liefern kénnen.

Stress kann Einfluss auf die Bereitstellung und den Transport von Photoassimilaten durch
das Phloem nehmen (Savage et al. 2016). In Gerste kann dies die Kornflllung beeinflussen
(Schnyder 1993). Nach dem Source-Sink-Konzept (siehe z.B. Fernie et al. 2020) kdnnte die
gesteigerte Saccharose-Akkumulation im Blatt (Source) auch ein pleitroper Effekt eines
eingeschrankten Transports durch das Phloem in die Speichergewebe (Sink) sein. Unter der
Annahme, dass die Saccharose-Akkumulation vorsatzlich von den Pflanzen initiiert war
(s.0.), mussten positive Effekte auf das Wachstum der Speichergewebe detektierbar sein. Im
Jahr 2016 bildeten sich unter Trockenstress mehr Kérner pro Halm (bzw. Ahre) (Abbildung
9c). Das TKG war nicht beeinflusst (Abbildung 9b). Zum Zeitpunkt des Ahrenschiebens
(=Probennahme) wird in Getreiden vor allem die Anzahl der Kérner pro Ahre bestimmt, das
Gewicht der einzelnen Kdérner wird erst wahrend der anschlielenden Phase der Kornflllung

beeinflusst (Nese & Schnurbusch 2012). Der erhéhte Saccharose-Gehalt in den Blattern zum
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Zeitpunkt des Ahrenschieben kénnte demnach eine vermehrte Ausbildung von Kérnern

vermittelt haben, um dem Einbruch des Ertrags (Abbildung 10) teilweise entgegenzuwirken.

Auch die Regulation der Ubrigen in diesem Kapitel dargestellten Gene kdénnte mit einer
beschleunigten Kornfullung in Verbindung stehen. Die Mobilisierung von Stickstoff wird,
meist im Kontext der Blattseneszenz, oft mit der Aktivitdt von Glutamin-Synthasen und
Glutamat-Dehydrogenasen in Verbindung gebracht (Pageau et al. 2006, Goel et al. 2015,
Zhang et al. 2018). Es konnten keine Hinweise gefunden werden, dass Blattseneszenz zum
Zeitpunkt der Probennahme eine Rolle spielte. Der Einfluss der hier aufgezahlten Gene
kénnte deshalb vor allem bei der Adaption an Trockenstress eine Rolle spielen, der nicht

abrupt auftritt.

4.2.5. Einfluss auf die Regulation der Stomata?

Neben einem mdoglichen Einfluss auf die Mobilisierung von Photoassimilaten und die
Akkumulation von Osmolyten, kénnten die Beta-Amylase, die Saccharose-Synthase und das
Malat-Enzym auch an der Regulation der Stomata beteiligt sein. Die Regulation der Stomata
ist komplex und beruht zu groRen Teilen auf der Regulation des Turgordrucks in den
SchlieRzellen (siehe z.B. Hedrich 2012). In Arabidopsis-Deletionsmutanten der Beta-
Amylase 1 konnte mehr Starke, geschlossene Stomata und eine erhdhte Trockentoleranz
nachgewiesen werden (Valerio et al. 2011, Prasch et al. 2015). Es konnte gezeigt werden,
dass die Akkumulation von Malat entscheidend an der Regulation des osmotischen
Potentials der Schlief3zellen beteiligt ist (Outlaw et al. 1979, Hedrich 2012). Die spezifische
Aktivitat einer Saccharose-Synthase in SchlieRzellen wurde in Arabidopsis bereits mit der
Bewegung der Stomata in Verbindung gebracht (Antunes et al. 2012). Da in dieser Arbeit
jedoch das gesamte Blattgewebe analysiert wurde, soll nicht weiter Uber mdgliche
Regulationen in Schlie®- und Nebenzellen spekuliert werden. Verwiesen wird hier auf die
Arbeiten von Schéafer et al. (2018) die spezifisch das Transkriptom von Schlie®- und
Nebenzellen der Stomata in Gerste untersuchten und auch eine Nitrat-abhangige Regulation

beobachteten.

4.2.6. Spezifisch durch Trockenstress reguliert

Nur wenig Gene waren spezifisch in den ertragsstabilen oder ertragsinstabilen Genotypen
durch Trockenstress differentiell exprimiert (Tabelle 23 bis Tabelle 26). Bei keinem dieser

Gene konnte die Spezifitdt in der Regulation auf verschiedene Genvarianten zurlckgefuhrt

115



Diskussion

werden. Weitere cis- oder trans-regulatorische Elemente muissen dafir verantwortlich

gemacht werden.

Spezifisch nur in den ertragsstabilen Genotypen induziert waren ein Hsp70-Chaperon und
eine Superoxiddismutase (Tabelle 23). Hsp70-Proteine sind molekulare Chaperone, die eine
Faltung von anderen Proteinen begunstigen kdnnen. Sie werden unter Stress induziert und
ihre biotechnologische Expression fihrte bereits erfolgreich zur Steigerung der
Pflanzenfitness unter diversen Stressbedingungen, weshalb sie als Adaptionsmechanismus
angesehen werden (Sung et al. 2002, Ray et al. 2016). Superoxiddismutasen katalysieren
die Disproportionierung von Superoxid (Oz), sind also wichtige Komponenten des
Antioxidativen-Systems und kénnen die Resistenz gegeniber oxidativem Stress erhéhen
(Gupta et al. 1993, Bowler et al. 2011).

Spezifisch nur in den ertragsinstabilen Genotypen induziert waren eine Sulfotransferase und
ein Wound-induced-Gen (Tabelle 25). Sulfotransferasen sind eine grof’e Genfamilie, deren
Einfluss auf das Wachstum von Pflanzen unter verschiedenen Stressszenarien untersucht
wurde (Jin et al. 2019). Auch in Gerste wurde ein QTL fur Trockenadaption bereits mit einer
Sulfotransferase in Verbindung gebracht (Zhang et al. 2017). Wound-induced-Gene waren in
Pflanzen induziert, die Ozon (Miller et al. 1999) oder Effektoren von Pathogenen ausgesetzt

wurden (Keates et al. 2003). Die genauere molekulare Funktion ist nicht bekannt.

Spezifisch nur in den ertragsstabilen Genotypen wiesen sieben Gene unter Trockenstress
eine niedrigere Expression auf (Tabelle 24). Das vacuolar sorting receptor homolog 1 weist
die hochste Proteinsequenzhomologie zum Arabidopsis VSR1 auf (BLAST-Analysen, weitere
Details nicht gezeigt). Die Rolle von AtVSR1 wird vor allem bei der Beladung des
Endosperms von Arabidopsis-Samen mit Proteinen studiert, da es an der Steuerung von
Vesikeln bei der Sekretion von Idslichen Proteinen beteiligt ist (Zouhar et al. 2010). Eine
Abnahme der Menge von mitochondrialen Substrat-Carrier-Proteinen wurde in
Proteomanalysen bereits spezifisch in kaltetoleranten Wintergerstensorten beobachtet
(Gotebiowska-Pikania et al. 2017). Dihydroflavonol-4-Reduktasen werden auf Grund ihrer
Funktion in der Biosynthese von Anthocyanen eigentlich bei gesteigerter Expression mit
Stresstoleranz in Verbindung gebracht (Wang et al. 2013), ebenso wie Acyl-Carrier Proteine
auf Grund ihrer Beteiligung an der Fettsaure-Synthese (Klinkenberg et al. 2014). BAG
Chaperon Regulatoren kénnen, durch Bindung der ATPase Doméne, Hsp70-Proteine sowohl
positiv als auch negativ regulieren (Takayama et al 1997). Von einer veranderten Expression
von zwei BAG-Genen wurde in Gerste bereits als Reaktion auf Kaltestress und Infektion mit
Pathogenen berichtet (Kabbage & Dickman 2008). ABC-Transporter vermitteln den

Transport von Substraten (Uber Biomembranen und gehdren zu einer der groften
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Proteinfamilien (Henikoff et al. 1997). Auf Grund der hohen Anzahl der Paralogen kann diese
Proteinfamilie den Transport verschiedenster Metabolite vermitteln, inklusive der
Ausscheidung von giftigen Metaboliten aus Zellen (Martinoia et al. 2002). Die spezifische
Funktion des ABC-Transporters, der in den ertragsstabilen Genotypen reprimiert wurde
(Tabelle 24), ist damit ebenso schwer einzuschatzen wie die Funktion der drei ABC-
Transporter, die in allen acht Genotypen induziert oder reprimiert wurden (Tabelle 21,
Tabelle 22).

Spezifisch in den ertragsinstabilen Genotypen in der Expression reprimiert war eine (3-
Tubulin-Komponente und eine Saccharose-Synthase (Tabelle 26). Als Bestandteil des
Cytoskeletts sind Tubuline an einer Vielzahl an zellularen Mechanismen beteiligt, und auch
ein Einfluss auf die Bewaltigung von oxidativem Stress wird intensiv untersucht (Livanos et
al. 2014). Wie ausfihrlich in Abschnitt 4.2.4 diskutiert, kbnnen Saccharose Synthasen
Einfluss auf den Transport der Photoassimilate nehmen. Speziell diese Saccharose-
Synthase koénnte demnach (mit)verantwortlich daflr sein, dass die ertragsinstabilen
Genotypen drastische Ertragseinbulien aufwiesen. Zu erwahnen ist jedoch, dass sich unter
beiden Wachstumsbedingungen der Saccharose-Gehalt der vier ertragsstabilen und der vier
ertragsinstabilen Genotypen im Blatt nicht signifikant unterschied. Uber einen Einfluss auf

spatere Entwicklungsstadien (Kornflllung) kénnte nur spekuliert werden.

Die spezifische Rolle differentiell exprimierter Gene fir die Adaption an verschiedene
Umweltbedingungen zu interpretieren, kann schwierig sein (Andre et al. 2009). Auch in den
hier gezeigten Analysen kann die spezifische Induktion eines Hsp70 und einer
Superoxiddismutase in den ertragsstabilen Genotypen, auf Grund der molekularen Funktion,
leichter im Kontext der Stressadaption erklart werden als die Rolle anderer Gene. So wurden
beispielsweise zwei Dihydroflavonol-4-Reduktasen spezifisch in  den ertragsstabilen
Genotypen reprimiert. Auf Grund ihrer Beteiligung an der Biosynthese der Anthocyane hatte
jedoch vermutet werden kdnnen, dass sie bei gesteigerter Expression mit einer hohen

Ertragsstabilitat assoziiert sind.

4.2.7. Aktivitat assoziiert mit Ertragsstabilitat

Nur wenige Gene waren spezifisch in den Gruppen der ertragsstabilen oder ertragsinstabilen
Genotypen reguliert (Abschnitt 4.2.6). Es sollten weitere Gene identifiziert werden, die
zusatzliche Hinweise darauf liefern kdnnen, auf welche Weise die ertragsstabilen Genotypen
anders mit dem Trockenstress umgehen kdnnen als die ertragsinstabilen Genotypen. Dafur
wurden Gene identifiziert, deren Aktivitat mit der prozentuellen Ertragsstabilitat in Verbindung

stand. Es wurden nicht die Replikate unterschiedlicher Wachstumsbedingungen innerhalb
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eines Genotyps verglichen, sondern die Proben unterschiedlicher Genotypen innerhalb einer
Wachstumsbedingung. Die Identifikation der DEG konnte direkt auf den quantitativen Werten
der Ertragsstabilitdt beruhen und musste nicht auf eine kiinstliche Klassifizierung beziiglich
der Pflanzenfitness zurlickgreifen. Die Ertragsstabilitat ist das Verhaltnis der Ertragsleistung
aus beiden Wachstumsbedingungen (Abschnitt 1.7.2). Deshalb wurden primar nur Gene
betrachtet, die unter beiden Bedingungen mit der Ertragsstabilitat in Verbindung standen.
Nachdem ein spezieller Phanotyp ausgeschlossen wurde, der spater getrennt betrachtet wird
(Abschnitt 4.2.9), verblieben 53 Gene, die positiv (Tabelle 27) und 89 Gene, die negativ mit
der Ertragsleistung assoziiert waren (Tabelle 28). Die Analyse der Transkriptomstruktur
zeigte, dass die Genotypen entsprechend der Ertragsstabilitat gruppierten (Abbildung 33). Es
kann vermutet werden, dass die hier identifizierten Gene fur das Verhalten der Proben in den
PCAs mitverantwortlich waren. Fir 45 dieser Gene konnten Allele identifiziert werden, die
nur spezifisch in den ertragsstabilen oder ertragsinstabilen Genotypen auftraten (Tabelle 27,
Tabelle 28). Ahnlich wie bei der HPT-7H (Abbildung 19) beeinflusste der genetische
Hintergrund die Expressionshohe dieser Gene. Keines der 142 Gene fand sich unter den
durch Trockenstress DEG (Tabelle 21 bis Tabelle 26). Somit waren diese Gene im

Allgemeinen unabhangig von der Wachstumsbedingung aktiv.

Fur Gene, die nicht erst als Reaktion auf einen Stress differentiell exprimiert werden, die
aber an der Adaption beteiligt sind, wurde des Begriff des Primings gepragt (Karlusich et al.
2017). Karlusich et al. (2017) bezogen sich auf die Expression von Genen, die bei der
Ausbildung einer Resistenz gegentiber Pathogenbefall beteiligt sind, jedoch bereits ohne den
Pathogenbefall das entscheidende Expressionsmuster aufgewiesen hatten, dass die
Resistenz vermittelte. Beim Vergleich der Transkriptomstruktur eines stresssensitiven und
eines stresstoleranten Gerstengenotyps kamen Janiak et al. (2018) zu einem ahnlichen
Fazit. Sie schlussfolgerten, dass Pflanzen ,keine Zeit zu verschwenden haben“ wenn es um
die Adaption an abiotischen Stress geht (Janiak et al. 2018). Vor allem Gene, die an der
Wahrnehmung von Trockenheit und der intra- und interzellularen Weiterleitung von Signalen
beteiligt sind, wurden in den Analysen von Janiak et al. (2018) im stresssensitiven Genotyp
erst bei auftretendem Trockenstress differentiell exprimiert, waren im stresstoleranten
Genotyp jedoch bereits unter Kontrollbedingungen entsprechend aktiv. Diese Gene konnten

womaoglich eine schnellere Antwort auf den Stress vermitteln (Janiak et al. 2018).
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Im RGH war die Aktivitat einer Rezeptorkinase (HORVU7Hr1G001450), von elf Rezeptor-like
Kinasen (HORVU1Hr1G002590, HORVU1Hr1G002600, HORVU1Hr1G068380,
HORVU1Hr1G094810, HORVU3Hr1G002330, HORVU3Hr1G004130,
HORVU3Hr1G098730, HORVU4Hr1G001070, HORVU4Hr1G085990,
HORVU7Hr1G001600, HORVU7Hr1G020720) und von zwei TF (HORVU2Hr1G015240,
HORVU2Hr1G117380) mit der Ertragsstabilitat assoziiert (Tabelle 27, Tabelle 28). Einer der
TF wird mit der Auxin-vermittelten Antwort in Verbindung gebracht. Wie bereits in Abschnitt
4.2.3 diskutiert, kann die Aktivitat dieser Gene potenziell die Aktivitat weiterer Gene
beeinflusst haben, die an der Stressadaption beteiligt sein kénnten. In Anlehnung an die
Beobachtungen von Janiak et al. (2018), konnten diese Gene spezifisch in den
ertragsstabilen oder den ertragsinstabilen Genotypen Einfluss auf die Stressadaption
genommen haben. Auch die Expression von elf Disease Resistance (R) Proteinen war mit
der Ertragsstabilitat assoziiert (Tabelle 27, Tabelle 28). R-Proteine sind intrazellulare
Rezeptorproteine, die bei der Perzeption von Pathogenbefall eine wichtige Rolle spielen
(Karlusich et al. 2017). Das komplexe Zusammenspiel zwischen biotischem und abiotischem
Stress auf das Wachstum von Pflanzen wird an anderen Stellen ausfihrlich diskutiert (Rejeb
et al. 2014, Dresselhaus & Huckelhoven 2019). Da diese Gene auch regulatorische
Signalkaskaden aktivieren kdnnen (Belkhadir et al. 2004), kénnten sie auch Einfluss auf die

durch Trockenstress aktivierten Regulierungen genommen haben.

Eine hohere Transkriptmenge in den ertragsstabilen Genotypen wiesen ein weiteres
Vacuolar protein sorting-Protein (HORVU3Hr1G113090, auch in technischer Abbildung 36¢
und biologischer Validierung Abbildung 40c, Abbildung 41a,b betrachtet), ein Wound-
induced-Protein (HORVU3Hr1G113120, vergleiche Abschnitt 4.2.6), sowie eine V-Typ H*
ATPase Untereinheit (HORVU1Hr1G094800) auf (Tabelle 27). Unter Adenosintriphosphat
(ATP)-Verbrauch kdénnen V-Typ H* ATPasen Protonen gegen ein Konzentrationsgefalle Gber
Biomembranen pumpen (Nishi & Forgac 2002). Das gespeicherte chemische Potential kann
anschliel’end fur den Transport anderer Verbindungen Uber die Membranen genutzt werden
und kann auch den pH-Wert und den Turgor von Zellen beeinflussen (Fukuda et al. 2004,
Chen et al. 2005). Im Zusammenspiel mit vakuolaren Pyrophosphatasen und Na*/H*
Antiportern werden V-Typ H® ATPasen im Tonoplasten in Pflanzen unter anderem im
Kontext der Adaption an Salzstress studiert (\Vasekina et al. 2005). Das elektrochemische H*
Potential Uber den Tonoplasten ermdglicht die Akkumulation von lonen (z.B. Na*) und
anderer kompatibler Solute in der Vakuole (Sze et al. 1992). So konnten unter Salzstress
gesteigerte V-Typ H" ATPase-Transkriptmengen unter anderem in Tabak (Narasimhan et al.,
1991), Arabidopsis (Perera et al. 1995), Tomate (Binzel & Dunlap 1995), Zuckerribe (Kirsch
et al. 1996, Lehr et al. 1999) und Eiskraut (Tsiantis et al. 1996) beobachtet werden. Auch
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gesteigerte Protonen-Transportaktivitdten konnten unter anderem in Tomate (Sanchez-
Aguayo et al. 1991), Arabidopsis (Fukuda et al. 1998), Gerste (Ahmed et al. 2013) und Raps
(Mohammadi et al. 2013) gemessen werden. In Gerste stieg die Transportaktivitat auch unter
Trockenstress (Ahmed et al. 2013). Als Reaktion auf Trockenstress konnte in Raps sogar ein
spezifischer Anstieg der Transportrate in einem trockentoleranten Genotyp, und eine
spezifische Abnahme in einem trockensensitiven Genotyp beobachtet werden (Mohammadi
et al. 2013). Gong et al. (2010) berichteten, dass in Hafer eine schnellere V-Typ H* ATPase
Aktivierung auch mit einer gesteigerten Trockentoleranz in Verbindung stand. Die hohere
Aktivitat der V-Typ H* ATPase in den ertragsstabilen Sorten (Tabelle 27) kénnte demnach im

RGH mit einer verbesserten Trockenstressadaption in Verbindung stehen.

4.2.8. Einfluss auf zentrale Energiestoffwechselwege

Trockenstress Ioste in allen acht Genotypen eine differentielle Regulation einiger Gene aus,
die an wichtigen Energiestoffwechselwegen beteiligt sind (Abschnitt 4.2.4). Auch unter den
Genen, deren Transkriptmenge mit der Ertragsstabilitat in Verbindung stand, fanden sich
Gene, fir die diesbeziglich ein Einfluss angenommen werden kann. Potenziell vermittelten
sie in den ertragsstabilen und ertragsinstabilen Genotypen entscheidende Unterschiede in
der Regulation zentraler Stoffwechselwege. Neben einer Untereinheit einer mitochondrialen
Succinat-Dehydrogenase (HORVU7Hr1G012370) und einem mitochondrialen Pyruvat
Carrier (HORVU7Hr1G001560) waren eine 2-Phosphoglycerat Kinase
(HORVU4Hr1G088190) und eine Pyruvat Kinase (PK, HORVU4Hr1G003290) positiv mit der
Ertragsstabilitdt assoziiert (Tabelle 27). Negativ mit der Ertragsstabilitdt assoziiert waren
zwei Phosphoglycerat Mutasen (HORVU2Hr1G006280, HORVUZ2Hr1G006320) (Tabelle 28).

Der membranstandige Succinat-Dehydrogenasen Komplex ist in den Mitochondrien sowohl
am Citratzyklus als auch an der Atmungskette beteiligt. Der mitochondriale Pyruvat Carrier
ist an der Translokation von Pyruvat zwischen dem Zytosol und den Mitochondrien beteiligt.
Pyruvat ist das Endprodukt der Glykolyse, einem zentralen cytosolischen Stoffwechselweg,
der beim Katabolismus von Kohlenhydraten beteiligt ist. Im letzten Schritt der Glykolyse wird

Phosphoenolpyruvat (PEP) durch PK unter ATP-Gewinn zu Pyruvat umgesetzt.

In tierischen und bakteriellen Zellen wird die Rate der Glykolyse mit der Aktivitat der PK in
Verbindung gebracht (Podesta & Plaxton 1991a) und im Allgemeinen wird die Rate der
Zellatmung auch vom Pyruvatgehalt beeinflusst (Pilkis & Granner 1992, Teusink et al. 2000).
Da Pflanzen Photosynthese betreiben kénnen, sind sie nicht vollstandig auf die Zellatmung

zur Energiegewinnung angewiesen, wodurch sich einige ,faszinierende Aspekte“ der
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Zellatmung entwickeln konnten (van Dongen et al. 2011 und Auffuhrungen darin). So kann
es beispielsweise, basierend auf physiologischen und metabolischen Gegebenheiten und
auch abhangig vom Lichteinfall und der Sauerstoffsattigung, zu nicht-zyklischen Reaktionen
des Citratzyklus kommen (Rocha et al. 2010, Sweetlove et al. 2010). Darlber hinaus steht
die Zellatmung auch mit der Lichtatmung (Photorespiration) in Verbindung, fir die ein
komplexer Metabolitfluss zwischen dem Zytosol, Mitochondrien, peroxisomalen
Kompartimenten und den Plastiden entscheidend ist (Sweetlove et al. 2006, Cousins et al.
2008, Roche et al. 2010). Die Rate der Glykolyse wird in Pflanzen auch durch Inhibition der
Phosphofructokinase durch PEP gesteuert und es zeigte sich, dass Pflanzen weitere
Enzyme nutzen, die in der ,klassischen® Glykolyse in tierischen Zellen nicht vorhanden sind
(Givan 1999). Darunter beispielsweise eine Phosphoenolpyruvat Phosphatase in der
Vakuole, PK-Aktivitat in Plastiden oder eine Sequenz aus drei Enzymen, die, unabhangig
von der PK, Pyruvat aus PEP generieren kann (Givan 1999). Die Unterschiede in der
Aktivitat der mitochondrialen Succinat-Dehydrogenase, des mitochondrialen Pyruvat Carriers
und der Pyruvat Kinase in den Pflanzen des RGH-Experiments kdnnten demnach in den
ertragsstabilen und ertragsinstabilen Genotypen die Aktivitdt der Zellatmung entscheidend
beeinflusst haben. Laut web-basierten Vorhersage-Programmen (z.B. TargetP-2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/), Armenteros et al. (2019)) ist die identifizierte PK
(Tabelle 27) im Zytosol lokalisiert. Fur cytosolische PK wurden bereits allosterische

Regulationen beschrieben (Plaxton & Podesta 2006).

Das Wachstum von Pflanzen beruht auf dem Gleichgewicht von Gewinn und Verlust von
Photoassimilaten durch Photosynthese bzw. Zellatmung (Amthor 1984). Unter Trockenstress
kann die Rate der Photosynthese um bis zu 100 % sinken, wahrend die Rate der Zellatmung
entweder steigen oder sinken kann (Flexas et al. 2005). Eine steigende Rate der Zellatmung
in Pflanzen kann, bei einer sinkenden Photosyntheserate, die Erschépfung des ATP-Niveaus
ausgleichen und wurde bereits mit gesteigerter PK-Aktivitat in Verbindung gebracht (Podesta
& Plaxton 1991a,b, Turner et al. 2005). Unter Trockenstress wurden in Blattern sowohl
erhohte (Rodrigues et al. 2009, Li et al. 2016) als auch reduzierte PK-Aktivitadten beobachtet
(Cramer et al. 2013, Yao & Wu 2016). Dies kann potenziell mit diversen PK-Isozymen in
Verbindung gebracht werden, die in unterschiedlichen Pflanzengeweben und Organellen
differentiell aktiv sind (Janiak et al. 2018).

Die aufgezahlten Gene wurden im RGH im Allgemeinen unter Trockenstress nicht
differentiell exprimiert, konnten aber im Kontext des transkriptionellen Primings (siehe
Abschnitt 4.2.7) entscheidend an der Adaption an den Stress beteiligt sein. Janiak et al.
(2018) identifizierten in Gerste eine weitere cytosolische PK, die, vergleichbar zu den

Beobachtungen im RGH, in Blattern einer trockenresistenten Gerstensorte unter
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Kontrollbedingungen starker exprimiert war als in Blattern einer trockensensitiven Sorte und
als Reaktion auf trockenstress stieg (Janiak et al. 2018). Janiak et al. (2018) analysierten
und diskutierten, auch im Kontext einer mitochondrialen PK, auch die Aktivitat und
Regulation in Wurzeln, in denen keine Photosynthese stattfindet. Sie identifizierten auch
weitere Gene, die an der Glykolyse beteiligt sind und in verschiedenen Genotypen
spezifische Aktivitaten aufwiesen, bzw. durch Trockenstress differentiell exprimiert waren
(Janiak et al. 2018). Sie schlussfolgerten, dass effektivere Prozesse der Energiegewinnung
Uber Zellatmung unter Trockenstress zu einer gesteigerten Trockentoleranz beitragen
kénnen (Janiak et al. 2018). Ahnliches wurde unter anderem auch nach Proteomanalysen in
Weinreben (Cramer et al. 2013), Transkriptomanalysen in Weidelgras (Pan et al. 2016) oder
Metabolomanalysen in Arabidopsis (Hummel et al. 2010) diskutiert. Wie bereits in Abschnitt
4.2 .4 diskutiert, sollte jedoch, ohne Auskunft Gber den Metabolitgehalt, nicht weiter Gber den

Einfluss der Gene auf den Metabolitfluss spekuliert werden.

Uber einen Einfluss auf die Glykolyse durch die beiden Phosphoglycerat Mutasen und die
Phosphoglycerat Kinase konnte auch spekuliert werden. Die Phosphoglycerat Kinase konnte
an der Umsetzung von 1,3-Bisphospholgylcerat zu 3-Phospholgylcerat beteiligt sein,
wahrend die Phosphoglycerat Mutasen an der Umsetzung von 3-Phospholgylcerat zu 2-
Phospholgylcerat Uber das Intermediat 2,3-Bisphospholgylcerat beteiligt sein kdnnten. Wie
auch bei der Succinat-Dehydrogenase, dem mitochondrialen Pyruvat Carrier und der Pyruvat
Kinase wurden routinemaflig, basierend auf annotierten Homologen aus anderen
Organismen, Sequenzvergleiche durchgefihrt. Initiale Analysen offenbarten, dass beide
Phosphoglycerat Mutasen und das explizit als 2-Phosphoglycerat Kinase annotierte Gen nur
geringe Sequenzhomologien zu ,klassischen® Enzymen aufweisen, die laut Annotationen an
der Glykolyse beteiligt sind (Analysen nicht gezeigt). Die drei identifizierten Gene kdnnten an
diversen alternativen Schritten beteiligt sein, die fir Pflanzen in der Glykolyse und
Zellatmung bekannt sind (Givan 1999, van Dongen et al. 2011). Intensiv studiert sind 2-
Phosphoglycerat Kinasen (nicht 3-Phosphoglycerat Kinasen) auch in hyperthermophilen
Archaeen bezuglich ihrer Beteiligung an der Biosynthese des thermostabilisierenden
zyklischen 2,3-Diphosphoglycerats Uber 2,3-Bisphospholgylcerat (Shima et al. 1998). Zu
diesen wies das identifizierte Gen jedoch ebenso nur geringe Sequenzhomologie auf. 2,3-
Bisphosphoglycerat spielt auch im Rapoport-Luebering-Zyklus eine wichtige Rolle, einem
Nebenweg der Glykolyse in roten Blutkérperchen. In Pflanzen wurden auch bereits
Nebenwege des Calvin-Zykluses postuliert, in denen, analog zum Rapoport-Luebering-
Zyklus, 2,3-Bisphosphoglycerat eine wichtige Rolle spielt (Livingston et al. 2010). Die beiden

Phosphoglycerat Mutasen und die 2-Phosphoglycerat Kinase konnten Einfluss auf den
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Gehalt von 2,3-Bisphosphoglycerat nehmen. Ein Einfluss auf einen moglichen Substratfluss

zwischen der Glykolyse und dem Calvinzyklus ware jedoch sehr spekulativ.

4.2.9. Das augenscheinlich auffalligste Expressionsmuster

Bei der Identifikation von Genen, deren Transkriptmenge mit der prozentualen
Ertragsstabilitat in Verbindung stand, wurden Gene mit einem sehr distinkten
Expressionsmuster identifiziert. Die Transkriptmenge dieser Gene stand nicht ansatzweise
linear mit der Ertragsstabilitat in Verbindung (wie in Abbildung 35a), sondern war stets in den
beiden ertragsstabilen Genotypen Barke und B0004 sehr stark erhoht (wie in Abbildung
35b). In den beiden anderen ertragsstabilen Genotypen Aischa und Romilda war die
Transkriptmenge dieser Gene augenscheinlich mit der Transkriptmenge der vier
ertragsinstabilen Genotypen vergleichbar. Ein vergleichbar ausgepragter Phanotyp fand sich
unter den Genen, die negativ mit der Ertragsstabilitdt assoziiert waren, nicht. Das
Expressionsmuster konnte tGber RT-qPCR-Analysen anhand von zwei ausgesuchten Genen
validiert werden (Abbildung 36a,b). Es wurde entschieden, diesen Phanotyp bei der
Betrachtung von Genen auszuschliel3en, die mit der Ertragsstabilitat assoziiert waren. Dort
sollten nur Gene analysiert werden, deren Aktivitdt in allen ertragsstabilen Genotypen
vergleichbar war. Der Ausschluss erfolgte auf Basis der Identifikation von Genen, die in den
beiden Genotypen Barke und BO0004 im Vergleich zu den Ubrigen sechs Genotypen
differentiell exprimiert waren. Unter gut bewasserten Bedingungen waren dies 1867, unter
Trockenstress 1999 Gene (Abschnitt 4.2.7). In der Analyse der Transkriptomstruktur wiesen
die vier ertragsinstabilen Genotypen ein ahnliches Verhalten auf (Abbildung 33). Die vier
ertragsstabilen Genotypen separierten so paarweise von den ertragsinstabilen Genotypen,

dass vermutet werden kann, dass die hier identifizierten Gene darauf einen Einfluss hatten.

Anlehnend an das bereits diskutierte Konzept des Primings (Abschnitt 4.2.7) sollte ein
moglicher Einfluss dieser Gene auf die Fitness der Pflanzen aufgeschlisselt werden. Fur die
1359 DEG in der Uberschneidung beider Wachstumsbedingungen wurden unter anderem
Genontology (GO)-Kategorien betrachtet (Abschnitt 2.21). Insgesamt 946 Gene konnten mit
mindestens einer GO-Kategorie in Verbindung gebracht werden. Im Vergleich zu den 21146
Genen, die im MRA mit mindestens einer GO-Kategorie assoziiert waren, konnten 88
signifikant angereicherte GO-Kategorien identifiziert werden. Innerhalb der GO-Kategorie
molecular_function (GO:0003674), die selbst nicht angereichert war, war unter anderem die
Kategorie ionotropic glutamate receptor activity (GO:0004970) angereichert (Abbildung 44).
Keine weitere angereicherte Kategorie war so eindeutig mit einer eigenstandigen

molekularen Funktion assoziiert. Laut GO-Annotationen finden sich im MRA 29 Gene, die mit
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dieser molekularen Funktion in Verbindung stehen. Innerhalb der 946 betrachteten Gene

fanden sich 10 davon, eine signifikante Anreicherung um einen
(Abbildung 44).
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Abbildung 44: Ausschnitt von signifikant angereicherten GO-Kategorien. Fir die 1359 Gene, die

in den

beiden

ertragsstabilen

Genotypen

Barke

und BO0O004 unter beiden

Wachstumsbedingungen differentiell exprimiert waren (Zugang zur Liste siehe Anhang 6.2),

erfolgte die Analyse der Anreicherung von GO-Kategorien mit der

web-basierten

Analyseplattform AgriGOv2 (Tian et al. 2017) (Abschnitt 2.21). Die signifikant angereicherten
GO-Kategorien sind farbig markiert. Gezeigt ist nur ein Ausschnitt der Kategorien, die der
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Kategorie molecular_function (GO:0003674) zugeordnet sind. lhre Beziehung ist mit Pfeilen

dargestellit.

lonotrope Glutamatrezeptoren (iGluRs) sind primar Glutamat-gesteuerte Membrankanale,
die einen Na* und Ca?" Strom (ber die Membran erméglichen kénnen (Dingledine et al.
1999). In Tieren sind sie stark an die Entwicklung des zentralen Nervensystems gekoppelt
(Jorgensen 2014). Die zu den iGluRs homologen glutamate receptor-like (GLR) channels
finden sich in Chlorophyten, Moosen, Farnen und Samenpflanzen (De Bortoli et al. 2016). Da
sich GLRs nicht in Eubakterien, Archebakterien und Pilzen finden, wird vermutet, dass
iGIuRs und GLRs in den verschiedenen Reichen der Lebewesen unterschiedliche Rollen
einnehmen (Chiu et al. 1999). Da Pflanzen kein zentrales Nervensystem haben, war die
Identifikation von pflanzlichen GLRs (Lam et al. 1998) eine ,unerwartete Offenbarung®
(Wudick et al. 2018a). Der ldentifikation pflanzlicher GLRs ging die Annahme voran, dass
Pflanzen einen Mechanismus besitzen konnten, der Uber die Rate der Stickstoffassimilation
Auskunft geben kann, bei der zunachst Glutamin und Glutamat gebildet werden (Lam et al.
1996). Auch die Rolle von Homologen bakterieller N-Sensoren wurde in diesem Kontext
untersucht (Hsieh et al. 1998). Im Gegensatz zu den sehr spezialisierten tierischen iGIuRs,
die primar durch Glutamat aktiviert werden, konnte flr verschiedene pflanzliche GLRs bereits
eine Aktivierung durch insgesamt 12 proteinogene Aminosauren und das Tripeptid
Glutathion nachgewiesen werden (Tapken et al. 2013, Qi et al. 2006, Stephens et al. 2008,
Vincill et al. 2012). Oft kénnen pflanzliche GLRs durch mehrere Aminosauren aktiviert
werden, weshalb sie allgemein auch als Aminosaurerezeptoren angesehen werden (Forde &
Roberts 2014). Pflanzliche GLRs wurden bereits in der Plasmamembran (Vincill et al. 2013),
in der Hullmembran der Chloroplasten und Mitochondrien (Teardo et al. 2011 & 2015), und
im Tonoplasten lokalisiert (Wudick et al. 2018b). Die Expression der GLR-Gene ist sehr
dynamisch und kann auf eine Vielzahl von externen und internen Stimuli reagieren (\Weiland
et al. 2016). Die grol’e Bandbreite in der Regulation, Aktivierung und Lokalisation der
verschiedenen GLRs ermdglicht eine ,nahezu endlose“ Anzahl an moéglichen Stimuli, auf die
Pflanzen durch GLR-vermittelte Transportaktivitat von hauptséchlich Ca?* reagieren kénnen
(Weiland et al. 2016). Ca?* kann als sogenannter Second Messenger Kinasen, Enzyme und
TF aktivieren und so eine zellulare und transkriptionelle Antwort auslésen (Dodd et al. 2010).
Pflanzliche GLRs wurden unter anderem bereits mit Stomata-Regulation (Cho et al. 2009),
Immunantworten (Manzoor et al. 2013, Forde & Roberts 2014), Wurzelgravitropismus (Miller
et al. 2010), Pollenschlauchwachstum (Wudick et al. 2018b), ABA-Signalweiterleitung (Kong
et al. 2015) und Trockentoleranz (Kang et al. 2004, Lu et al. 2014) in Verbindung gebracht.
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In Gerste wurde ein QTL fir die Auspragung der Rhizosphare mit einem GLR assoziiert
(George et al. 2014).

Nach einer erneuten Durchmusterung des MRA fanden sich vier weitere GLRs, also
insgesamt 33 GLRs, von denen insgesamt 13 in den beiden ertragsstabilen Genotypen
Barke und B0004 differentiell exprimiert waren. Innerhalb der Samenpflanzen werden die
GLRs meist in drei Kladen eingeteilt (Price et al. 2012, Weiland et al. 2016). In einer
ausfuhrlicheren Betrachtung postulierten De Bortoli et al. (2016) fur Landpflanzen vier
Kladen. Interessanterweise folgte die Expression der Gerste GLRs im RGH der Aufteilung
auf die verschiedenen Kladen, die fir die Arabidopsis GLRs postuliert wurden (Abbildung
45). Vor allem auf Basis von Sequenzhomologie zu den menschlichen iGluRs wurden bereits
Hypothesen zur mdglichen Regulation und Bindeeigenschaften der pflanzlichen GLRs
aufgestellt (Wudick et al. 2018a). Uber die genaue molekulare Funktion der Gerste GLRs
koénnte hier jedoch nur spekuliert werden. Fir die 13 GLRs, die in den beiden Genotypen
Barke und B0004 im Fahnenblatt -1 zum Zeitpunkt des Ahrenschiebens differentiell
exprimiert waren, konnte ein Einfluss auf das Wachstum der Pflanzen durch differentielle

Regulation weiterer Gene vermutet werden.

Abbildung 45 (ndchste Seite): Phylogenetischer Baum ausgewahliter pflanzlicher GLRs.

Annotation und Proteinsequenzen der Arabidopsis thaliana GLRs (AtGLR) nach Wudick et al.
(2018a). Orange markierte Gerste GLRs: in den Blattproben aus dem RGH nicht exprimiert
(durchschnittlich weniger als 10 Inncounts). Blau: im RGH exprimiert. Griin: im RGH exprimiert
und in den beiden Genotypen Barke und B0004 unter beiden Wachstumsbedingungen
differentiell exprimiert. Unterstrichen: nur unter Trockenheit in Barke und B0004 signifikant
differentiell exprimiert. #: in allen Genotypen durch Trockenstress reprimiert (Tabelle 22).
gPCR: Expressionsmuster Uber RT-gPCR-Analysen technisch validiert (Abbildung 36a,b).
Phylogenetischer Baum erstellt mit der Sequenzdatenbank Geneious Version 5.6 (Drummond
et al. 2012).
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4.2.10.Einschéatzungen zur Stabilitat der gefundenen Assoziationen

Fir eine Auswahl an Genen wurde ein moéglicher Einfluss auf die Fitness der Pflanzen unter

Trockenstress diskutiert (Abschnitt 4.2.1 bis 4.2.9). Die dargestellten, und weitere Gene und

Gengruppen, kdnnen ein Ausgangspunkt fur zukinftige detailliertere Betrachtungen sein, da
im Rahmen dieser Arbeit keine weiteren Analysen zur molekularen Funktion dieser Gene
durchgefuhrt wurden. Getestet wurde lediglich, ob die gefundenen Assoziationen in weiteren

Genotypen und in einem unabhangigen Experiment erneut auftraten.

Zunachst wurde die Aktivitat der Pyruvat-Kinase in weiteren Genotypen des RGH-
Experiments des Jahres 2016 getestet, die einen dhnlichen Entwicklungsstand aufgewiesen
hatten (Abbildung 11b). Durch ihre zentrale Rolle in einem wichtigen Stoffwechselweg

(Abschnitt 4.2.8) wurde vermutet, dass die Aktivitdt der PK auch in weiteren Genotypen
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Einfluss auf die Steuerung wichtiger Stoffwechselwege und damit die Fitness der Pflanzen
nehmen  kann. In  den ausgewahlten Genotypen konnte unter beiden
Wachstumsbedingungen kein streng linearer Zusammenhang zwischen der Transkriptmenge
und der Ertragsstabilitat identifiziert werden (Abbildung 39a,b), wie es fir die acht RNAseq-
Genotypen der Fall war (Abbildung 35a). Die Aktivitat der PK bildet letztlich einen Baustein
im komplexen Geflecht verschiedenster Mechanismen, die Einfluss auf die Fitness der
Pflanzen nehmen kdnnen, weshalb eine lineare Korrelation in einem Set heterogener
Genotypen auch nicht zwangslaufig erwartet wurde. Wurden die Genotypen entsprechend
der Aktivitat der PK in zwei Gruppen eingeteilt, wies die Gruppe mit einer erhéhten PK-
Aktivitat eine signifikant gesteigerte Ertragsstabilitat auf (Abbildung 39c). Demnach kann
vermutet werden, dass die Aktivitat dieser PK auch zur Ertragsstabilitdt in diesen Genotypen
beitragt. Die Aktivitat der PK stand mit zwei Allelen in Verbindung (Abbildung 38) und kann
somit bei der MAS analysiert werden. Die Verteilung der Allele folgte keiner Zugehdrigkeit zu
den Populationsclustern (Abbildung 17), weshalb eine voreingenommene Struktur in der
genetischen Variabilitdt der Genotypen, wahrend der Einteilung auf Basis der PK-Aktivitaten
(Abbildung 39c), als gering eingestuft werden kann. Auf Grund der groReren
Stichprobenanzahl wurde auch ein trockenstressvermittelter Anstieg in der Aktivitat ermittelt
(Abbildung 38), der in den RNAseqg-Daten zuvor nicht beobachtet wurde. Dies unterstreicht

die Relevanz fir die Adaption an den Trockenstress.

Die Aktivitat mehrerer Gene sollte in einem weiteren RGH-Experiment aus dem Jahr 2018
validiert werden, das, abgeschatzt an den Ertragsdaten (Tabelle 29), ein vergleichbares
Wachstum der Pflanzen ermdglichte und potenziell nicht durch Hitzestress beeinflusst war
(Abschnitt 1.6 und 3.2.7). Es wurden Gene getestet, die im Jahr 2016 mit der Ertragsstabilitat
in Verbindung standen. Die Aktivitat von vier Genen war im Jahr 2016 und 2018 vergleichbar
(Abbildung 40d,e,f,g,h). Fur die PK traf dies sogar beim Vergleich von 12 Genotypen zu
(Abbildung 40h) und nicht nur beim Vergleich der acht RNAseq-Genotypen (Abbildung 409).
Damit ist die Aktivitdt dieser Gene wahrscheinlich auch im Jahr 2018 weniger von den
verschiedenen Wachstumsbedingungen, sondern primar durch genetische Determinanten
bestimmt. Das Gen, das im Jahr 2016 geringe Unterschiede in der Transkriptmenge
aufgewiesen hatte (Abschnitt 4.2.1), zeigte auch im Jahr 2018 eine geringe Dynamik,
wodurch erneut kein linearer Zusammenhang erkennbar war (Abbildung 40c). Getestet
wurden auch erneut zwei GLRs (Abbildung 40a,b). Nur fir den Genotyp Barke, nicht jedoch
fur den Genotyp B0004 konnte im Jahr 2018 eine gesteigerte Transkriptmenge gemessen
werden. Dies spricht dafir, dass, im Vergleich zu den Genen, die linear mit der
Ertragsstabilitdt assoziiert waren und in beiden Jahren potenziell vor allem auf Grund

verschiedener genetischer Hintergrinde differentiell exprimiert waren (s.0.), dieses spezielle
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Expressionsmuster womdglich deutlicher durch Umweltbedingungen beeinflusst wurde als

zuvor vermutet. Detailliertere Interpretationsansatze konnten jedoch nicht gefunden werden.

Die Assoziation zwischen Ertragsstabilitat und Genaktivitat war im Jahr 2018 nur far die
Pyruvat-Kinase (Abbildung 41j) und ein weiteres Gen (Abbildung 41f) auffindbar und konnte
nicht auf weitere Genotypen ausgeweitet werden (Abbildung 41e, Abbildung 41i). Obwohl die
Aktivitat einiger Gene in den Jahren 2016 und 2018 vergleichbar war und die Pflanzen in
beiden Jahren &ahnliche Ertrdge lieferten (s.0.), kann vermutet werden, dass sich die
individuellen Einflisse der Gene auf die Ertragsleistung von Jahr zu Jahr unterschieden.
Assoziationen finden sich womoéglich hauptsachlich flir Gene, die stets sehr deutlich und
unter verschiedensten Wachstumsbedingungen Einfluss auf den Metabolismus der Pflanzen
nehmen konnen. Detailliertere Analysen waren jedoch nétig, um fundiertere Aussagen

treffen zu konnen.

4.2.11. AbschlieBende Anmerkungen, Fazit und Ausblick

Wie anhand der PCAs abgeschatzt werden konnte, wiesen die vier ertragsinstabilen
Genotypen eine ahnlichere Transkriptomstruktur untereinander auf als die vier
ertragsstabilen Genotypen (Abbildung 33). Wie diskutiert nahmen die Gene, die mit der
Ertragsstabilitat assoziiert waren, darauf mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenso einen Einfluss
wie die Gene, die in den beiden Genotypen Barke und B0004 stark exprimiert waren. Die
Gene, die in den beiden Genotypen Barke und B0004 sehr stark exprimiert waren,
vermittelten im Jahr 2016 jedoch keine gesteigerte Ertragsstabilitat im Vergleich zu den
beiden anderen ertragsstabilen Genotypen Romilda und Aischa (Abbildung 11a). Es kdnnte
spekuliert werden, dass die Gene, die in den beiden Genotypen Barke und B0004 starker
aktiv waren, auch pleiotrope Effekte auslosten. Auch ein positiver Effekt unter deutlicheren
Stressbedingungen ware denkbar. In den RGH-Experimenten der Jahre 2017 und 2018 gab
es auch keine unumstoRlichen Hinweise, dass die beiden Genotypen Barke und B0004 eine
deutlich gesteigerte Fitness gegenuber den ertragsstabilen Genotypen Romilda und Aischa
unter abiotischem Stress aufwiesen. Wie die Expressionsanalysen im Jahr 2018 zeigten, war
dieser Phanotyp auch weniger ausgepragt als im Jahr 2016. Nur unter sehr speziellen

Voraussetzungen kénnten diese Gene demnach einen Effekt auf die Ertragsstabilitat haben.

Die ertragsstabilen Genotypen wiesen unter Trockenstress einen héheren Ertrag auf als die
ertragsinstabilen Genotypen (Abbildung 11c). Die Gene, die positiv mit der Ertragsstabilitat
assoziiert waren, waren unter Trockenstress auch Uberwiegend positiv mit dem Ertrag

assoziiert (detaillierte Analysen nicht gezeigt). Die ertragsstabilen Genotypen wiesen unter
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gut bewasserten Bedingungen einen geringeren Ertrag auf als die ertragsinstabilen
Genotypen (Abbildung 11c). Damit waren die Gene, die positiv mit der Ertragsstabilitat
assoziiert waren, unter gut bewasserten Bedingungen berwiegend negativ mit dem Ertrag
assoziiert (detaillierte Analysen nicht gezeigt). Fur die Gene, die negativ mit der
Ertragsstabilitdt assoziiert waren, wurden analoge Beobachtungen gemacht (nicht gezeigt).
Auf Grund der Verteilung der Ertragsparameter und der daraus resultierenden
Ertragsstabilitait konnten keine Gene identifiziert werden, deren Aktivitat positiv mit der
Ertragsstabilitat und positiv sowohl mit dem Ertrag unter gut bewasserten Bedingungen als

auch unter Trockenstress assoziiert war. Gleiches galt fir negative Assoziationen.

Unter dem Konzept des transkriptionellen Primings wurde diskutiert, dass Gene, die unter
beiden Wachstumsbedingungen mit der Ertragsstabilitat assoziiert waren, unabhangig von
der Wachstumsbedingung Einfluss auf den Metabolismus und die Physiologie der Pflanzen
nehmen konnten (Abschnitt 4.2.7f). Diese Veranderungen erlaubten den ertragsstabilen
Genotypen potenziell besser auf den Trockenstress zu reagieren. Ein entscheidender Faktor
fur die bessere Reaktion kénnte die gesteigerte Rate der Zellatmung sein. Die Versorgung
von Adaptionsmechanismen mit Energie konnte unter Trockenstress von einer hdheren Rate
der Zellatmung profitieren (Abschnitt 4.2.8). Das Wachstum von Pflanzen beruht auf einem
Gleichgewicht von Gewinn und Verlust von Photoassimilaten durch Photosynthese bzw.
Zellatmung (Amthor 1984). Unter idealeren Wachstumsbedingungen konnte eine erhdhte
Rate der Zellatmung zu einem unndétigen Verbrauch von Photoassimilaten fuhren und so die
Entwicklung der Speichergewebe beeintrachtigen. Generell konnte die konstitutive Aktivitat
von Genen, die speziell fir die Adaption an den Trockenstress wichtig sind, fir die Pflanzen
mit einem hohen Energieaufwand in Verbindung stehen, der sich negativ auf den Ertrag
unter gut bewasserten Bedingungen auswirken kdnnte. Solche pleiotropen Effekte wurden
bereits beschrieben (siehe Abschnitt 1.2 und 1.7.2).

Sollen neue Genotypen entwickelt werden, muss demnach die Aktivitat von Genen, die unter
dem Konzept des transkriptionellen Primings betrachtet wurden, auch stets im Kontext der
generellen Ertragsleistung betrachtet werden, was im Rahmen dieser Arbeit nicht detaillierter
dargestellt wurde. Anhand dieser Erkenntnis kénnte in kiinftigen Analysen auch ein starkerer
Fokus auf Gene gelegt werden, deren Aktivitat unter idealen Wachstumsbedingungen in
allen Genotypen vergleichbar ist und nur unter Trockenstress mit der Ertragsstabilitat in
Verbindung steht. Zwei dieser Gene wurden in der technischen und biologischen Validierung
bereits betrachtet. Ein Calcyclin-bindendes Protein (HORVU3Hr1G072900, Abbildung 36f,
Abbildung  40f,  Abbildung  41g,h) und eine 12-Oxophytodienoat-Reduktase
(HORVU4Hr1G086050, Abbildung 36d, Abbildung 40d, Abbildung 41c,d). Bei der 1712-

Oxophytodienoat-Reduktase, die nur unter Trockenstress negativ mit der Ertragsstabilitat
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assoziiert war, handelt es sich nicht um das Gen, welches in allen acht Genotypen durch
Trockenstress reprimiert wurde (Abschnitt 4.2.3), gibt jedoch einen weiteren Hinweis auf eine
komplexe Regulation der Phytohormon-Homd&ostase. Konzeptionell umfassen Gene, die nur
unter einer Wachstumsbedingung mit der Ertragsstabilitat assoziiert sind auch Gene, die
spezifisch in den ertragsstabilen oder ertragsinstabilen Genotypen durch Trockenstress
differentiell exprimiert wurden (Abschnitt 4.2.6), oder Gene, die spezifisch stark durch den
Trockenstress reguliert wurden. Letzteres wurde im Rahmen der globalen Analysen dieser
Arbeit nicht betrachtet. Zusammenfassend wird deutlich, dass der generierte RNAseg-
Datensatz noch unter multiplen Aspekten betrachtet werden kann, was weitere Erkenntnisse

Uber die Adaption der Gerstenpflanzen an Trockenstress liefern wird.
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5.4. Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Erkldrung
(v/v) Volumen pro Volumen (in % oder anteilig)
(w/v) Gewicht pro Volumen (in % oder anteilig)
°C Grad Celsius
ul Mikroliter
UM Mikromolar (siehe M)
um Mikrometer
ABA Abscisinsaure
ABC-Transporter |siehe Henikoff et al. 1997
ABF siehe Choi et al. 2000
ANOVA Varianzanalyse
AP2/ERF siehe Zhan et al. 2009
ATP Adenosintriphosphat
BAG siehe Kabbage & Dickman 2008
BBCH Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie.
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
bp Basenpaare
bZIP siehe Sahoo et al. 2013
CAPS Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
cDNA komplementdre DNA
CDP Chlorophyll-Dephytylase
DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTPs Didesoxyribonukleosid-Triphosphate
DOXP Methylerythritolphosphat
DR Doppelreihe
DXP Desoxyxylulosephosphat-Synthase
EC Enzyme Commission
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
et al. und andere
ETH Eidgendssische Technische Hochschule
EtOH Ethanol
FAU Friedrich-Alexander-Universitat
FDR false discovery rate
FG Frischgewicht
FW Frischgewicht
g Gramm
GGK Geranylgeranyl-Kinase
GGPR Geranylgeranyl-Dehydrogenase
GISAH Global Information System on Alcohol and Health
GWAS Genomweite Assoziationsstudien
h Stunde(n)

H202 Wasserstoffperoxid

H20bidest doppelt sterilisiertes und filtriertes Wasser
HGGT Homogentisat-Geranylgeranyl-Transferas
HPD Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase
HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
HPT Homogentisat-Phytyl-Transferase
HPT-7H HPT auf Chromosom 7H

Hsp70 heat shock protein 70

HST Homogentisat-Solanyl-Transferase

IPP Isopentenyl Diphosphate Isomerase
KASP Kompetitive allele specific PCR

I Liter

LfL Landesanstalt fir Landwirtschaft
Abkiirzung Erklarung

M Stoffmengenkonzentration (Molar)

max. maximal

MDA Malondialdehydgehalt

MeOH Methanol

mg Milligramm

min Minute(n)

ml Milliliter
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Abkiirzung Erkldrung
mM Millimolar (siehe M)
mol Stoffmenge
MPHQ-MT Methyl-Phytyl-Benzochinon-Methyltransferase
mU milli Unit (Einheit der Enzymaktivitat)
MYB/MYC siehe Abe et al. 2003
ng Nanogramm
P5CS A-Pyrrolin-5-Carboxylat-Synthetase
PC Hauptkomponente
PCA Hauptkomponentenanalyse
PCR Polymerase Kettenreaktion
PhyK Phytyl-Kinase
PIN performance index
PK Pyruvat-Kinase

PK (Kontex: Tcr)

Phytyl-Kinase

PP2C

Protein Phosphatasen 2C

PPK Phytyl-Phosphat-Kinase

PYR/ Pyrabactin Resistance

gPCR quantitative PCR

Qrel relative Quantitat

QTL Quantitative Trait Locus

RGH Rollgewachshaus

RNA Ribonukleinsdure

RNAseq RNA Sequnzierung

ROS reaktive Sauerstoffspezies

rpm Rotationen pro Minute

RT Reverse Transkriptase

S.0. siehe oben

S.u. siehe unten

sek Sekunde(n)

SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus
SnRK2 SNF1-related Kinasen

SWEET Sugars Will Eventually be Exported Transporters
TAT Tyrosin-Aminotransferase

tBLASTn siehe BLAST

TC Tocopherol-Cyclase

Ter Tocochromanol

TKG Tausendkorngewicht

Tph Tocopherol

Tris HCI Tris(hydroxymethyl)aminomethan Hydrochloride
Ttr Tocotrienol

VSR1 vacuolar sorting receptor homolog 1
vie1-6 Vitamin E Mutanten

WGS Whole genome shotgun sequencing
WHO Weltgesundheitsorganisation

yTMT y-Tocopherol-Methyltransferase

a Standardabweichung
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Anhang

6. Anhang
6.1. Kartierung der Strukturgene

Weitere Details auch in Anhang 6.6 (siehe Abschnitt 6.2).

Gen ID Name Abkirzung | Chr.. cM
HORVU1Hr1G015090 | Tyrosin-Aminotransferase TAT 1 47,66
HORVU1Hr1G060090 | Tocopherol-Cyklase TC 1 57,29
HORVU1Hr1G060610 | Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Synthase DXP 1 57,29
HORVU1Hr1G064290 | Chlorophyll-Dephytylase CLD 1 62,32
HORVU1Hr1G071260 | Tyrosin-Aminotransferase TAT 1 80,24
HORVU1Hr1G071260 | Tyrosin-Aminotransferase TAT 1 80,24
MLOC 16149.3 Homogentisat-Solanesyl-Transferase HST 1 97,95
HORVU1Hr1G084900 | Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Synthase DXP 1 112,25
HORVU2Hr1G117600 | Homogentisat-Phytyl-Transferase HPT 2 132,45
HORVU2Hr1G121250 | Phytyl-Kinase PK 2 141,5
HORVU2Hr1G126150 | Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Synthase DXP 2 149,25
AK366103 Geranylgeranyl-Diphosphate-Reduktase GGDR 3 51,55
AK367002 Phytyl-Phosphat-Kinase PPK 3 59,63
HORVU3Hr1G113670 | 2-Methyl-6-Phytyl-1,4-Benzoquinol-Methyltransferase | MPHQ-MT 3 148,16
HORVU4Hr1G002050 | 2-Methyl-6-Phytyl-1,4-Benzoquinol-Methyltransferase | MPHQ-MT 4 3,47
HORVU4Hr1G031510 | Tyrosin-Aminotransferase TAT 4 50,64
HORVU5Hr1G008980 | 2-Methyl-6-Phytyl-1,4-Benzoquinol-Methyltransferase | MPHQ-MT 5 43,76
HORVUGHr1G027650 | 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenasen HPD 6 52,76
HORVUG6Hr1G060690 | 2-Methyl-6-Phytyl-1,4-Benzoquinol-Methyltransferase | MPHQ-MT 6 59,79
HORVUGBHr1G068410 | y-Tocopherol-Methyltransferase yTMT 6 64,31
HORVUGBHr1G075900 | Geranylgeranyl-Diphosphate-Reduktase GGDR 6 72,95
HORVUGBHr1G081670 | Tyrosin-Aminotransferase TAT 6 88,74
HORVU7Hr1G082450 | Tyrosin-Aminotransferase TAT 7 75,42
HORVU7Hr1G110990 | Homogentisat-Phytyl-Transferase HPT 7 121,81
HORVU7Hr1G114330 | Homogentisat-Geranylgeranyl-Transferase HGGT 7 126,56

6.2. Auflistung der Anhange in digitaler Form

Folgende Anhange finden sich in maschinenlesbarer Form auf dem beigefugten digitalen

Datentrager sowie teilweise in Schuy et al. (2019).

auch in
Anhang Inhalt Schuy et al. (2019)
6.3. | Tensiometerdaten Ja
6.4. | Umgebungstemperatur nicht fur 2018
6.5. | morphologische und physiologische Parameter der Genotypen nicht fiir 2018
6.6. | weitere Details zur Kartierung der Strukturgene Ja
6.7. | Tocochromanolmessungen Blatt und reife Kérner Ja
6.8. | Tocochromanolmessungen unreife Kérner Ja
6.9. | RT-qPCR Blatt nur fir HPT-7H
6.10. | RT-gPCR unreife Kérner Ja
6.11. | Zuordnung von KAPS- und CAPS-Markern und Allelen nach Sanger-Sequenzierung nicht fur PK
6.12. | ermittelte HPT-7H-Sanger_contigs Ja
6.13. | SNP-Marker verwendet fiir Analyse der Populationsstruktur Ja
6.14. | SNP-Marker verwendet fir GWAS Nein
6.15. | Bestimmung von In PR(x|K) in Analyse der Populationsstruktur Ja
6.16. | Bestimmung der Zugehdorigkeiten der Populationscluster Ja
6.17. | RNAseq counts 59 Proben Nein
6.18. | RNAseq Inncounts 54 Proben Nein
6.19. | DEG durch Trockenheit induziert Nein
6.20. | DEG durch Trockenheit reprimiert Nein
6.21. | DEG mit Ertragsstabilitat assoziiert Nein
6.22. | DEG in Barke und B0004 starker exprimiert Nein
6.23. | Gehalt von freien Aminosauren, Zuckern und Starke in Blattern Nein
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