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Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung

Winterweizen ist neben Mais die bedeutendste landwirtschaftliche Kulturpflanze in Bayern und

reagiert auf klimatische Veranderung, wie z. B. Trockenheit, besonders empfindlich. Wahrend

den letzten Sommern wurden zum Teil dramatische Ertragseinbuf3en beim Winterweizen ver-

zeichnet. Ausgehend von aktuellen Klimavorhersagen muss zunehmend mit ausgepragten

und langanhaltenden niederschlagsarmen Phasen insbesondere im Fr¢hjahr und Fr¢hsom-

mer gerechnet werden. Das Mer kmal A TFaktoerkab-nt ol e |
hangig und kann sich zwischen einzelnen Weizenpflanzen innerhalb einer Population und zwi-

schen Pflanzen verschiedener Weizensorten sowohl im Zeitpunkt/Pflanzenstadium als auch

in der Auspragung erheblich unterscheiden.

Das Teilprojekt 11 hatte zum Ziel die molekularen Faktoren und Gene zu identifizieren, die an
der Auspragung der Trockentoleranz im Weizen beteiligt sind. Dazu wurden verschiedene fir
Bayern relevante Weizensorten systematisch auf Trockenstresstoleranz hin untersucht und
diese Ergebnisse mit genomischen Daten korreliert. Dieses Wissen kann nun in Form von
molekularen Markern fiir Wassernutzungseffizienz in die bestehende Ziichtungsprogramme
eingebunden werden.

Im Projekt wurden umfangreiche Phanotypisierungsversuche am Helmholtz Zentrum Miinchen
(HMGU) durchgefiihrt. Dazu wurden zunéchstd i e 10 Aextremstenfi Wei zen
ihrer im Feld gemessenen Wassernutzungseffizienz ausgewahlt. Die Phénotypisierungsver-
suche umfassten jeweils eine Anordnung mit appliziertem Trockenstress und eine Anordnung
mit Kontrollbedingungen (normale Bewésserung). Fir alle Pflanzen wurden systematisch so-
wohl automatisiert tGiber einen 3D-Multispektralscanner als auch manuell relevante Parameter
wie Pflanzenh6he, Kornertrag oder Biomasse bestimmt und anschlie3end vergleichend aus-
gewertet. Dabei konnten wie erwartet statistisch signifikante Unterschiede zwischen den bei-
den Anordnungen beobachtet werden (unter anderem fir Biomasse und Tausendkornge-
wicht), zum Teil auch zwischen den Gruppen mit hoher und niedriger Wassernutzungseffizi-
enz. Um die den Beobachtungen zugrunde liegenden molekularen Mechanismen zu identifi-
zieren und besser verstehen zu kénnen, wurde eine vergleichende Transkriptomdatenanalyse
aller Weizenlinien aus dem Gewéachshausversuch durchgefiihrt. Dabei wurden fur alle Wei-
zenlinien aus dem Trockenstressversuch Expressionsdaten erhoben und diese pro Gen zwi-
schen den Linien sowie den Gruppen mit hoher und niedriger Wassernutzungseffizienz vergli-
chen. Die in dieser Analyse identifizierten Gene mit signifikanten Expressionsunterschieden
stellen Kandidaten fur Markergene fir Trockenstress(-toleranz) dar und werden abschlie3end
in Korrelation mit den Ergebnissen aus den Phanotypisierungsexperimenten sowie der Isoto-
pendiskriminierungsmessung weiter charakterisiert und evaluiert.
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2 Einfihrung

Die Toleranz der Kulturpflanzensorten gegentber abiotischen Stressfaktoren, wie z. B. Tro-
ckenheit, Hitze oder Starkniederschlége, ist Uiberaus bedeutsam fur die nachhaltige Produktion
in der Landwirtschaft. Winterweizen ist neben Mais die bedeutendste landwirtschaftliche Kul-
turpflanze in Bayern. Durch andauernde Ziichtung wird versucht die Sorten an die sich veran-
dernden Umweltbedingungen, bedingt durch den fortschreitenden Klimawandel, bestmdglich
anzupassen und zu verbessern. Die in Bezug auf das Entwicklungsstadium des Weizens und
auf die Dauer wenig vorhersagbaren Trockenstressereignisse stellen eine enorme Herausfor-
derung fur die Selektion der geeignetsten Linien dar. Diese selektierten Linien sollten dann zur
Sortenzulassung und in den Sortenversuchen der Lander erfolgreich sein, um fir den Anbau
empfohlen zu werden.

Im Rahmen des Projekts werden Linien einer Population, die aktuelles Zuchtmaterial repra-
sentiert und fur die bereits umfangreiche Feldversuchsdaten vorhanden sind, fur detaillierte
weitergehende Untersuchungen genutzt. Das Projekt stellt die Verknupfung der im Feld erho-
benen phanotypischen Daten zum *C/*2C-Verhéaltnis des Erntegutes, der Wurzelmorphologie
im Rhizotron und den Expressionsdaten her. Die Integration mehrerer Weizensorten aus dem
internationalen 10+Wheat Genomes-Sortiment erlaubt dabei allgemeine Rickschlisse auf die
mechanistische/molekulare Reaktion der unterschiedlichen Weizensorten auf Trockenstress,
mit dem in Teilen Bayerns im Zuge des Klimawandels vermehrt zu rechnen ist.

Wesentliche Voraussetzung fur die genomischen Analysen in Brotweizen sind die revolutiona-
ren und neuen genomischen Ressourcen fiir Weizen, an deren Erstellung die Mitglieder dieses
Verbunds mal3geblich beteiligt waren. Im Rahmen mehrerer und andauernder Arbeiten wur-
den hier vollstdndige Referenzgenomsequenzen und Genkartierungen fiir verschiedene Wei-
zensorten erstellt (Brenchley et al., 2012, IWGSC, 2014; IWGSC, 2018; 10+Wheat Genomes
Project). Das Genom des Brotweizens besteht aus drei verschiedenen Subgenomen, seine
Sequenz ist hoch-repetitiv und die Genomgrol3e Ubersteigt mit 15 Gigabasen die des mensch-
lichen Genoms um das Finffache. Auch im Vergleich mit anderen Getreidearten und Kultur-
pflanzen wie Reis, Gerste und Mais liegt das Weizengenom im Hinblick auf GenomgréRe und
genetische Komplexitat an der Spitze. Die erwahnten genomischen Ressourcen erlauben nun
erstmals prazise genomische Analysen im hochkomplexen Genom des Brotweizens und er-
maglichen damit prinzipiell die Identifizierung von Markergenen und -allelen, die Einfluss auf
die Widerstandsfahigkeit gegentiber Trockenheit haben. Dabei stellen Expressionsdaten, die
in diesem Projekt fUr verschiedene Bedingungen (Trockenstress und Kontrolle) erhoben und
analysiert wurden, im Zusammenspiel mit den Genomsequenzen ein méachtiges Instrument
dar (Ramirez-Gonzalez et al., 2018).

Parallel zu den genomischen Ressourcen steht die Bayerische Magic Wheat (BMW)-Popula-
tion mit 394 Linien zur Verfiigung, die einen groRen Teil der genetischen Variabilitdt im deut-
schen/mitteleuropédischen Zuchtmaterial erfasst (Stadlmeier et al. 2018). Fir die Linien der
BMW-Population stehen phanotypische Daten, u. a. zum Kornertrag aus neun Umwelten, zur
Verfiigung. Dabei sind auch Standorte wie Morgenrot bei Quedlinburg, die von Trockenheit
beeintrachtigt waren.




Einfihrung

Di eC/%C-Isotopendiskriminierung (CID) in der Biomasse (z. B. Blatter, Samen, Korner)
stellt ein indirektes Auswahlkriterium fuir die Selektion von Pflanzen mit effizienter Wassernut-
zungseffizienz (WUE, engl. AwWwater Use Effi
sche Variation im 2C/*2C-Verhaltnis unter und zwischen Pflanzenarten, die weitgehend durch
genotypische Unterschiede in der stomataren Leitféahigkeit (g) und der photosynthetischen Ka-
pazitat (A) erklart werden. Studien belegen, dass *C/*2C eine positive und lineare Beziehung
zum Verhdltnis der CO,-Konzentration im Blattinneren und der CO,-Konzentration in der At-
mosphare aufweist (Condon et al 2004, Barbour et al. 2011). Dieses Verhaltnis wird haupt-
sachlich durch die stomatare Leitfahigkeit und die photosynthetische Kapazitat beeinflusst. Es
wird daher angenommen, dass ein hoher *C/*2C-Genotyp eine hohe stomatare Leitfahigkeit,
eine niedrige photosynthetische Kapazitat oder beides ausdriickt, wahrend bei einem niedri-
gen BC/*?C-Genotyp das Gegenteil angenommen werden kann. Es zeigte sich, dass das
13C/*2C-Verhaltnis hoch vererblich ist und relativ leicht in Getreide zlichterisch angepasst wer-
den kann (Rebetzke et al. 2002). Die Messung des *C/*?C-Verhéltnisses ermdglicht Rick-
schliisse auf grundlegende pflanzenphysiologische Prozesse und dient im vorliegenden Pro-
jekt neben allgemeinen phanotypischen Merkmalen als ein physiologisches Mal fur die An-
passung an Trockenstress.

cCi enc
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3 Zielstellung

Das Projekt hatte die Identifizierung von Markergenen fir Trockentoleranz in modernen Brot-
weizensorten (Triticum aestivum) zum Ziel. Weizen ist eine der bedeutendsten Nutzpflanzen
in Bayern. Wahrend den letzten Sommern, die sich durch starke Trockenheit und Hitze aus-
zeichneten, wurden zum Teil dramatische Ertragseinbriiche beim Winterweizen verzeichnet.
Ausgehend von aktuellen Klimavorhersagen muss zunehmend mit ausgepragten und langan-
haltenden niederschlagsarmen Phasen insbesondere im Frihjahr und Frihsommer gerechnet
werden. Moderne Brotweizensorten wurden lange Zeit mit dem Hauptziel der allgemeinen Er-
tragssteigerung gezichtet, wahrend im Zuge des Klimawandels nun auch die Widerstandsfa-
higkeit gegeniber abiotischen Stressoren zunehmend an Bedeutung gewinnt. Dabei ist das
Mer k mal ATrockentoleranzfi von einer Rei he
hangig und kann sich innerhalb einer Population und zwischen einzelnen Weizensorten so-
wohl im Zeitpunkt/Pflanzenstadium als auch in der Auspragung unterscheiden (Sallam et al.,
2019). Vor diesem Hintergrund erscheint es besonders wichtig, die fur diese Beobachtungen
involvierten molekularen Faktoren und Gene zu identifizieren und als Marker fir Trocken-
stresstoleranz verfuigbar zu machen. Des Weiteren sollte im Projekt die Variabilitat in der Tro-
ckentoleranz des flr Bayern relevanten Elitezuchtmaterials systematisch untersucht werden.
Die im Projekt gewonnen Erkenntnisse und Ergebnisse kénnen dann in Form von diagnosti-
schen Markern dazu beitragen, trockenstresstolerante Weizenlinien zu identifizieren und ihre
positiven Eigenschaften in Zichtungsprogramme einzubringen.

31 AP1: Er f as $20/MQlsotopendigkriminierung als
Marker fur Trockentoleranz in Weizen

Die Messung des 13C/12C-Verhéltnisses ist am HMGU etabliert (IR-MS-Labor von EUS) und
wird routinemaRig fur verschiedenste Pflanzenproben angewandt (z. B. Ghirardo et al. 2020).
In einem ersten Schritt wurde das 3C/*2C-Verhaltnis im Korn von 394 Weizenlinien der BMW-
Population der Bayerischen Landesanstalt fir Landwirtschaft (LfL) bestimmt, die im Jahr 2019
am Standort in Morgenrot bei Quedlinburg unter Trockenstressbedingungen kultiviert wurden.
Anhand dieser Messungen konnten in der LfL-Population Linien mit deutlich unterschiedlicher
13C/12C-Signatur identifiziert werden. Die jeweils 5 extremen Linien (insgesamt 10) wurden
fur die detaillierte Phanotypisierung (in AP2) und die Transkriptomanalyse (in AP3) ausge-
wahlt.

3.2 AP2: Phanotypisierung ausgewahlter Linien unter Trocken-
stress

Die anhand ihrer 13C/12C-Signatur ausgewdahlten Linien wurden im Gewé&chshaus von
HMGU-EUS in einer Sprossphéanotypisierungsanlage (siehe Kap. 4.2, S. 16) unter kontrollier-
ten Bedingungen kultiviert und gezielt einem definierten Trockenstress ausgesetzt. Je Linie
wurden 20 Topfe bis zu einem BBCH-Stadium 31 unter gut bewéasserten Bedingungen ange-
zogen. Danach wurde die Bewdasserung reduziert und die Bodenwasserspannung (Matrixpo-
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tential) bis zum permanenten Welkepunkt (PWP: entspricht pF-Wert von 4,2) abgesenkt. Blatt-

proben aller Linien wurden zu den Zeitpunkten vor Beginn des Trockenstresses (Fahnenblatt-

2; F-2) und zur Kornfillung (Fahnenblatt BBCH 71) entnommen. Sie dienten zum einen der
Bestimmung der *C/*?C-Si gnatur (1l °slicher [SOC, engl. ASol
[ TOC, engl . ATot al Organic Carboni] Kohl enstof
Generation Sequencing" (NGS). Die Pflanzen wurden bis zur Kornreife kultiviert und geerntet.

Die Korner wurden auf ihre *3C/*2C-Signatur (erlaubt den Vergleich zu den Freilanddaten aus

AP1), C/N-Verhaltnis und Proteingehalt hin untersucht. Am Ende des Versuchs wurden die
Wurzelstécke der Pflanzen gewaschen und biometrische GroRen wie Wurzel/-Sprossverhalt-

nis und Fein-/Grobwurzelverhéltnis ermittelt, um phénotypische Unterschiede und Anpassun-

gen an den Wassermangel zu quantifizieren.

3.3 AP3: Transkriptomanalyse ausgewahlter Linien unter Tro-
ckenstress

Analog zu den Versuchen in der Phanotypisierungsanlage wurden die Transkriptome der 10
ausgewahlten Linien im Fahnenblattstadium analysiert. Hierbei wurde zunéchst die absolute
Expressionsstarke der einzelnen Gene ermittelt und diese dann in Bezug gesetzt mit Daten
aus dem Weizenexpressionsatlas (Ricardo-Gonzalez et al., 2018). Zusammen mit der Einbet-
tung der Daten in funktionale Expressionsnetzwerke (Ricardo-Gonzalez et al., 2018) erlaubte
dies die Bestimmung der am stérksten differentiell exprimierten Gene zwischen den Extremli-
nien und damit der am starksten korrelierten Expressionsmarker. Hinzu kamen Messungen
des ¥C/*?C-Verhaltnisses im Samen und weiterer biometrischer Eigenschaften wie in AP2 be-
schrieben. Die Transkriptomdaten wurden mithilfe robuster etablierter Analysepipelines und -
strategien ausgewertet und sowohl mit vorhandenen Referenzgenom- als auch Transkrip-
tomdaten des Weizens in Bezug gesetzt. Die dadurch errechneten differentiell exprimierten
Gene werden derzeit als potentielle Kandidaten weiter untersucht und sollen insbesondere
hinsichtlich auf bereits bekannte Trockenstress-Loci verglichen und integriert werden (Sallam
et al., 2019).

3.4  AP4: Identifizierung von Markergenen und Korrelation mit
phénotypischen und populationsgenetischen Daten

Im abschlielBenden Schritt wurden die zuvor fér das Sortiment von 394 Weizenlinien erhobe-
nen phanotypischen Daten fir Trockenstress mit den bereits vorhandenen populationsgeneti-
schen Daten (SNP-Daten f¢r die BMW-Population aus Stadimeier et al., 2018) und den in AP3
identifizierten Genkandidaten f¢r Trockenstressmarker in Korrelation gebracht werden. Dazu
werden derzeit SNP-Daten-Haplobldcke auf dem Weizengenom analysiert und definiert. Diese
Haploblécke beschreiben f¢r mehrere Linien gemeinsame genomische Abschnitte und werden
insbesondere (aber nicht ausschliel3lich) f¢r die Bereiche der Markergenkandidaten mit den
phéanotypischen Daten zu Trockenstress (aus AP2) korreliert. Dies ermdglicht die Identifizie-
rung von diagnostischen Markergenen f¢r erhéhte oder verminderte Trockentoleranz. Als wei-
teres Kriterium f¢r die Auswahl der Markergene wurde deren chromosomale Verteilung fest-
gelegt. Die Markergene werden im Anschluss im Hinblick auf ihnre genomischen Eigenschaften

10



Zielstellung

(Expression, Genfunktion, Single Nucleotide Polymorphisms [SNP], Genfamilie und Copy
Number Variation [CNV] und Presence/Absence Variation [PAV]) charakterisiert. Neben der
Entwicklung selektiver Markergene und eQTL f¢r Trockentoleranz in Weizen kdnnen mit der
Integration der Expressionsdaten auf Netzwerkebene tiefe molekulare Einblicke in die Regel-
mechanismen gewonnen werden.

11
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1  AP1: Erfassung der 3C/*2C-Isotopendiskriminierung als Mar-
ker fur Trockentoleranz in Weizen

4.1.1 Messung des ¥C/*2C-Verhéltnisses

In einem ersten Schritt wurde das 3C/*2C-Verhaltnis im Korn von 394 Weizenlinien der BMW-
Population der LfL bestimmt, die in 2019 am Standort Morgenrot bei Quedlinburg unter Tro-
ckenstressbedingungen kultiviert wurden. Je Linie wurde an der LfL Korn gemahlen. Mehlpro-
ben wurden in Zinkkapseln eingewogen und die *C/*?C-Signatur im IR-MS-Labor von EUS
am HMGU gemessen. Erganzend dazu wurden der C- und N-Gehalt in den Proben bestimmt.
Aus den N-Messungen kann dann der Proteingehalt des Korn ermittelt werden. Insgesamt
wurden 394 Proben mit zwei technischen Wiederholungen gemessen. Tabelle 1 zeigt einen
Auszug aus der resultierenden Ergebnistabelle.

Parzelle |Linie ProbenID Labor |Wiederholung |Block [Probe N-Gehat D Qv GGehat D C ON d=c D

11001 BMW2114 (GK2106038 1 1 11001 2,18 0,03 1,2 41,3 0,1 0,3 18,9 -26,91 0,08
11002 BMW2366 (GK2106039 1 1 11002 195 0,07 35 409 0,1 0,1 21,0 -26,12 0,05
11003 BMW2300 (GK2106040 1 1 11003 2,000 0,02 1,0 40,2 0,1 0,1 20,1 -25,70 0,10
11004 Reform (GK2106041 1 1 11004 2,04 0,14 6,7 40,2 0,1 0,3 19,7 -25,98 0,07
11005 BMW2453 GK2106042 1 1 11005 2,18 0,10 4,6 409 0,1 0,3 18,8 -26,09 0,02
11006 BMW2297 GK2106043 1 1 11006 2,10, 0,00, 0,0 40,7 0,0 0,0 19,4 -26,46 0,10
11007 BMW2241 (GK2106044 1 1 11007 2,07 0,03 15 409 0,0 0,1 19,8 -26,21 0,05
11008 BMW2062 (GK2106045 1 1 11008 2,18 0,06 2,9 41,3 00 0,1 189 -25,53 0,01
11009 BMW2307 GK2106046 1 1 11009 2,15 0,04 1.8 41,1 0,1 0,3 19,2 -26,63 0,10
11010 Julius (GK2106047 1 1 11010 2,12 0,05 23 41,2 0,1 0,2 19,4 -25,71/0,00
11011 BMW2237 (GK2106048 1 2 11011 2,25 0,07 29 41,0 0,2 0,4 18,2 -25,87 0,03
11012 BMW2321 GK2106049 1 2 11012 2,01 0,05 2,3 40,4 0,2 0,6 20,1 -26,42 0,10
11013 BMW2029 GK2106050 1 2 11013 2,04 0,06 28 40,8 0,2 0,4 20,0 -26,34 0,02
11014 BMW2473 (GK2106051 1 2 11014 1,89 0,06/ 34 40,8 0,1 0,1 21,6 -26,34 0,10
11015 BMW2290 GK2106052 1 2 11015 2,12, 0,07 3,2 40,8 0,2 0,5 19,3 -26,44 0,03
11016 BMW2173 (GK2106053 1 2 11016 2,36 0,10 44 410 03 0,6 17,4 -2555 0,05
11017 BMW2493 (GK2106054 1 2 11017 2,31 0,13 55 41,3 0,0 0,0 17,9 -25,79 0,01
11018 BMW2269 GK2106055 1 2 11018 2,19, 0,000 0,1 41,1 0,0 0,0 18,7 -25,89 0,00
11019 BMW2426 GK2106056 1 2 11019 2,21 0,04 17 41,2 0,0 0,0 18,6 -26,13 0,03
11020 BMW2100 (GK2106057 1 2 11020 2,27 0,04 1,8 41,2 0,0 0,0 18,1 -25,80 0,05
11021 BMW2005 (GK2106058 1 3 11021 2,28 0,02/ 0,9 41,1 0,1 0,2 18,0 -25,97 0,04
11022 BMW2151 GK2106059 1 3 11022 2,34 0,02/ 09 410 0,2 05 17,5 -25,96 0,08
11023 BMW2179 GK2106060 1 3 11023 2,21 0,09 4.2 41,2 0,0 0,0 18,7 -26,03 0,02
11024 BMW2073 (GK2106061 1 3 11024 2,14, 0,04 1,7 41,2 0,1 0,3 19,2 -25,77 0,03
11025 BMW2082 GK2106062 1 3 11025 2,27, 0,07 2,9 41,3 0,0 0,1 18,2 -25,92 0,02

Tabelle 1: Auszug aus der *C/*2C Ergebnistabelle. Es sind die Messergebnisse der ersten 25
Weizenlinien exemplarisch dargestellt.

Anhand dieser Messungen konnten in der LfL-Population Linien mit deutlich unterschiedlicher
13C/*2C-Signatur identifiziert werden. Die jeweils flinf extremen Linien (insgesamt 10) wurden
dann fur die detaillierte Phanotypisierung (in AP2) und die Transkriptomanalyse (in AP3) aus-
gewahlt (siehe Details und zusatzliche Auswabhlkriterien im Bericht nachfolgend). Abbildung 1
gibt einen Uberblick tiber die allgemeine Versuchsanordnung.
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Abbildung 1: Zusammenfassung der Versuchsanordnung fir die Bestimmung des *3C/*?C-
Verhaltnis im Korn von 394 Weizenlinien der BMW-Population; M bezeichnet den Standort
Morgenrot bei Quedlinburg; H bezeichnet den Standort Hadmersleben.

4.1.2 Identifizierung von genomischen QTL fir die Ergebnisse der **C/*2C-Isotopen-
diskriminierung

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Quantitative Trait Loci (QTL) und genomischen
Regionen in Weizen, welche signifikant assoziiert sind mit sowohl den oben beschriebenen
13C/*2C-Messwerten als auch mit den bei Feldversuchen erhobenen phanotypischen Daten.

Dazu wurden die *C/*?C-Messergebnisse mit den phanotypischen Daten in Korrelation ge-

setzt und statistisch ausgewertet. Als genotypische Daten wurden fur die BMW-Population

bereits bestehende Marker (sogenannte 20k SNP Marker) verwendet sowie, als genomische
Datengrundlage, die Weizen-Referenzgenomsequenz mit Annotation (IWGSC RefSeq v1.1

2020). Die 20k SNP-Dat en wurden zun?2chst wie folgt gefil
I u g(Bafenpunkte mit nicht ausreichender Abdeckung durch Sequenzierungsdaten) und eine

Ami nor al | e(ektivd Hafigkeitales sejteneren Allels) von kleiner 0,01. Durch An-

wendung dieser Filterkriterien reduzierte sich die Zahl der anwendbaren SNP-Marker auf

10.842. Bei Verwendung genau eines SNP-Mar kers pro Lokus auf der s
mapf ver bl i eb &0 SER:NE ri keeCrl ,i cvne 12c h eMabpepii rm gAil nftcerr vdail
Identifizierung zum Einsatz kamen. Mithilfe einer maodifizierten R-Funktion aus dem mpMap
Software-Paket konnten insgesamt sechs verschiedene QTL auf dem Weizengenom identifi-

ziert werden. Diese sind in Abbildung 2 dargestellit.
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Abbildung 2: Ergebnisse der QTL-Analyse auf den 394 Weizenlinien der BMW-Population.
Untersucht wurde der Zusammenhang der *C/*2C-Messergebnisse mit den zuvor erhobenen
phanotypischen und genotypischen Daten. Dargestellt sind die insgesamt 21 Chromosomen
von Brotweizen i je sieben fir die drei Subgenome A, B und D.

Die erfolgreiche Identifizierung von gleich sechs QTL fur die 3C/*2C-Isotopendiskriminierung
stellte einen bedeutenden Zwischenschritt dar auf der Suche nach Markern fir Trocken-
stresstoleranz in den 394 Weizenlinien der BMW-Population.

4.1.3 Auswahl der extremen Weizenlinien fir nachfolgende Analysen

Far die Auswahl der im Hinblick auf ihre WUE, beschrieben durch ihr gemessenes *C/'2C-
Verhdltnis, Aext remstenii (hoch oder niedrig) Weizenli
identifizierten QTL verschiedene weitere Kriterien herangezogen. Auf der Grundlage der nach-

folgend dargestellten Analysen wurden jeweils 5 Weizenlinien ausgewahlt (insgesamt 10), wel-

che die beiden AEXx tdieiatrimsisthe WE (Hachinkedrig) avkkonzbiniérten
Datensatz abbildeten und diese zusétzlichen Kriterien erfullten.

4131 Al lelische Fixierung der sogenannten Adwarf

Innerhalb der oben beschriebenen QTL wurden auch die dwarfing Gene Rht-D1 auf Chromo-
som 4D sowie Rht-B1 auf Chromosom 4B identifiziert. Diese Gene spielen eine wichtige Rolle
bei der Auspragung der Pflanzenhdhe und sind ein bedeutendes Merkmal in der Pflanzen-
zucht. In unserem Pflanzenmaterial wurden zwei verschiedene Allele fur diesen Lokus be-
stimmt, Wildtyp und mutiert. Letztere Variante fuhrt zu Pflanzen mit niedriger Wuchshohe (ein
wichtiges Merkmal fir bessere Standfestigkeit) und damit zu niedrigerer Transpirationseffizi-
enz und héherer WUE. Um zu verhindern, dass dieser starke Effekt der dwarfing Gene andere
Effekte in der WUE Uberdeckt, wurden nur Weizenlinien ausgewahlt, welche die Wildtyp-Aus-
pragung fir beide Gene aufweisen und damit monomorph hinsichtlich dieses Merkmals sind.
Abbildung 3 zeigt einen Ausschnitt aus der Merkmalstabelle fur die dwarfing Genes und ihrer
Allele (Base innerhalb des Genes in Auspragung G fiir Rht-D1 und C fir Rht-B1). Die insge-
samt 10 Kandidatenlinien (G i C), die fur die nachfolgenden Analysen ausgewahlt wurden,
sind in roter Farbe dargestellt.
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name RE1 RD1 Isoto
1 BMW2218 -25.1038711606774
2 BMW2231 -25.2238358503856
3 BMWIZ364 -25. 2505303844238
4 BMW2Z007 -25.2676566349949
=] BMW22Z6T -25.28439867 66446
6 BMW2232 -25.315022318589
7 BMW2025 -25.3376271373111
& BMW2Z496 -25.3461465167217
9 BMW2ZZ96 -25.35110895822535

10 EMWZZ08
11 BMW2098
12 BMWZ0E3
13 BMWZ162
14 BMWZ425
15 BMW2157
16 BMW2006
17 BMW2041
18 BMW2Z130
19 EMWZ449
20 BMW2173
21 BMW20E1

-25.3633692586573
-25.3742430799055
-25.3748364298429
-25. 3BEV46ETELIOTOS
-25.392587 8063046
-25.3982334558888
-25. 4241373179877
-25.4346385625534
-25. 4367393364468
-25. 4398984562245
-25.44040901717434
-25. 4665224158687

22 BMWZ167 -25. 4686076647633
23 BMW2Z0G2 -25.4725854195885
24 BMWZ2ZG5 -25.47643361 19541
25 BMW2Z163 -25.4937503300687
26 BMW2048 -26.1797065096418
27 BMW2Z451 -26. 1816979359736

28 BMW2351
29 EMWZ144
30 BMW2286
31 BMWZ195
32 BMW2Z445
33 BMW2277
34 BMW2Z468
35 BMW2193
36 BMW2Z230
37 BM W2Z340
38 EMWZ043

-26.1847 7594352343
-26.15934142685
-26.1958470627125
-26.204205958144 1
-26.2231665215586
-26.2339110329806
-26.2400561754344
-26.2454109320043
-26.2506001807959
-26.2545369225166
-26.2615702854686

39 BMW2156 -26.278895688078
40 BMW2188 -26.2831399722654
41 BMW2352 -26.3161565598379

42 BMW2Z190
43 EMWZ3I06
44 BMW2Z140
45 BMWZ456
46 BM W2Z0E9
47 BMWZ321
48 BMW2297
49 BMW2388
=11 BM W2095

-26.3329316652146
-26.3429081102862
-26.3499485428483
-26.3740334470937 4
-26. 3801200425717
-26.391 7003304367
-26.4076483069551
-26.4392793080954
-26.5052118038254
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Abbildung 3: Ausschnitt aus der Merkmalstabelle fur die unterschiedliche Auspragung der
dwarfing Gene Rht-D1 (RB1) und Rht-B1 (RD1). Rot markiert: ausgewahlte Kandidatenlinien.

4.1.3.2 Genetische Distanz zwischen den verschiedenen Weizenlinien

Um einen hohen Grad der genetischen Distanz zwischen den ausgewéhlten Weizenlinien si-
cherzustellen, wurden die (oben beschriebenen) genotypischen Daten verglichen und mit den
13C/*2C-Messergebnissen in Verbindung gebracht. Ein hohes MaR an genetischer Distanz zwi-
schen den Linien ist insbesondere im Hinblick auf die nachfolgenden Analysen (Phanotypisie-
rung, AP2, Transkriptomanalyse AP3) winschenswert, da es auch die Wahrscheinlichkeit fur
deutlichere Auspragungen im Material im Hinblick auf Trockenstresstoleranz bzw. -anfélligkeit
erhoht. Dazu wurde in Abbildung 4 die genetische Distanz der je 25 Weizenlinien mit héchstem
und niedrigstem 3C/*2C Messwert berechnet und analysiert. Das Ergebnis dieser Analyse
zeigte eine Aufteilung der gewéhlten Linien in verschiedene, abgegrenzte Gruppen mit ausrei-
chender genetischer Distanz (zu erkennen anhand der Clusterstruktur oben und rechts seit-
lich).
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Abbildung 4: Darstellung der genetischen Distanz der je 25 Weizenlinien mit héchstem und
niedrigstem *C/2C Messwert.

4.1.3.3 Unterschiede in den Messergebnissen der WUE zwischen Wiederholungen in
ausgewahlten Weizenlinien

Die 3C/*2C-Messungen wurden in zwei Wiederholungen durchgefihrt. Um die Zuverlassigkeit
der Messungen bei der Auswahl der Weizenlinien sicherzustellen, wurden die Messwerte der
Wiederholungen der 50 Kandidatenlinien systematisch miteinander verglichen. Abbildung 5
zeigt das Ergebnis dieser Analyse. Je kleiner der Unterschied zwischen den Messwerten
zweier Wiederholungen, umso zuverlassiger wurde dieser Messpunkt eingeschatzt. Die unter
Berlcksichtigung der bisher genannten Kriterien (dwarfing Gene, genetische Distanz) fur die
weiteren Analysen ausgewdhlten Weizenlinien sind in Abbildung 5 (X-Achse) mit Farbe mar-
kiert und weisen hohe Ubereinstimmungen beziiglich ihrer 13C/*>C Messwerte auf bzw. zeigen
konsistent hohe Extremata.
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Abbildung 5: Ergebnisse der Analyse der CID (**C/*?C) zwischen Wiederholungen in 50 aus-
gewahlten Weizenlinien. Die fur die nachfolgenden Analysen ausgewahlte Linien zeigen kon-
sistent hohe (pinke Farbe) bzw. konsistent niedrige 3C/*?C-Messwerte (griine Farbe).

4.1.4 Diskussion und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die in AP1 erhobenen Messungen zur intrinsischen Wassernutzungsfahigkeit der verschiede-
nen Weizenlinien aus der BMW-Population stellen fir sich bereits ein wichtiges Ergebnis dar.
Sie beschreiben die Fahigkeit der einzelnen Weizenlinien Wasser zu verwerten, was insbe-
sondere unter Mangelbedingungen eine wichtige agronomische Eigenschaft darstellt. Unsere
Ergebnisse ermdglichen eine gezielte Auswahl geeigneter Weizenlinien flr bestimmte zu er-
wartende Standortbedingungen. Mit Hilfe der vorhandenen genetischen (SNPs) und genomi-
schen Daten (Weizen Referenzgenomsequenz) war es uns mdaglich, insgesamt sechs ver-
schiedene genomische Regionen zu identifizieren, welche mit dem Merkmal der Wassernut-
zungseffizient assoziiert sind. Diese kénnen direkt in der Ziichtung als Marker fiir Trocken-
stresstoleranz genutzt werden und stellen die Grundlage dar flir eine spatere, detaillierte Su-
che nach einzelnen Kandidatengenen oder genetischen Faktoren innerhalb dieser Regionen.
Daruber hinaus dienen uns die WUE-Me s ser gebni sse (in Form d
als Ausgangspunkt fir die detaillierte Aufklarung von an Trockenstresstoleranz beteiligten ge-
netischen Faktoren (im Weiteren beschrieben).

415  Stellungnahme zum Projekterfolg

Die in AP1 geplanten Ziele wurden in Form der WUE-Messergebnisse (und der daraus gebil-
deten Gruppen von Weizenlinien mit hoher und niedriger WUE), QTL-Analysen mit sechs sig-
nifikant assoziierten genomischen Regionen und Marker-Kandidaten vollumfanglich erreicht.
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4.2  AP2: Phanotypisierung ausgewahlter Linien unter Trocken-
stress

Zehn ausgewahlte Linien wurden im Gewachshaus des HMGU in einer Sprossphanotypisie-
rungsanlage unter kontrollierten Bedingungen kultiviert und gezielt einem definierten Trocken-
stress ausgesetzt. Dazu wurden die 10 ausgewahlten Winterweizensorten gekeimt (Anzucht
in 200 mL Topfen), fir 8 Wochen in einer Klimakammer des HMGU bei 4°C vernalisiert und
anschliel3end tber 2 Wochen an das Klima des Gewéchshaues angepasst. Danach wurden
die Jungpflanzen in 5,5 Liter Topfe Uberflhrt (Kultursubstrat: Quarzsand [1:1,2 (w/w)]). Das
Kultursubstrat bestand aus organischem Bodenmaterial (Hochmoortorf, Zersetzungsgrad H2-
H5), Rohton, Dungemittel (kohlensauer Kalk, NPK und Einheitserde Typl; der Quarzsand hat
eine KorngréRe von 0.6 1 1.2 mm).

Die Sprossanlage verfigt Gber insgesamt 195 Stellplatze fiur Tépfe (39 Trager mit je 5 Pflanzen
im Topf & 5,5 Liter), die Uber Transport- und Lagerstrecken automatisch zwischen der Mess-
kabine, der Bewasserungsstation und den Lagerabschnitten bewegt werden. Die Messkabine
ist ausgestattet mit einem 3D-Multispektralscanner "PlantEye F500" (Phenospex, Heerlen,
Niederlande) zur Erfassung oberirdischer, pflanzenrelevanter Wachstums- und Gesundheits-
parameter. In der Messkabine befindet sich auch eine Waage. Die Gewichtsbestimmung dient
als SteuergroRRe fir das Bewasserungssystem. Je Linie wurden 19 - 20 Topfe bis zu einem
BBCH-Stadium 31 unter gut bewasserten Bedingungen angezogen. Danach wurde die Be-
wasserung fur die Pflanzen, welche Trockenstress ausgesetzt werden sollten, reduziert, und
die Bodenwasserspannung (Matrixpotential) bis zum permanenten Welkepunkt (PWP: ent-
spricht pF-Wert von 4,2) abgesenkt. Blattproben aller Linien wurden zu den Zeitpunkten vor
Beginn des Trockenstresses (Fahnenblatt-2; F-2) und zur Kornftllung (Fahnenblatt BBCH 71)
entnommen. Sie dienten zur Transkriptomanalyse mittels NGS (siehe nachstes Kapitel). Eine
zwi schenzeitlimbdi Etretkal(Aestd) wurde -30Mager halt
nach Beginn des Trockenstresses durchgefiihrt, mit dem Ziel den friihen Effekt des Trocken-
stresses erfassen zu kénnen. Die Pflanzen wurden anschliel3end bis zur Kornreife kultiviert
und geerntet (Af i n a | harvest ).
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Abbildung 6: Bilder der Anzucht von 10 Winterweizensorten: wahrend der 8-wdchigen Ver-
nalisierungsphase in einer Klimakammer des HMGU (oben links), bei Beginn des Versuchs in
der Sprossphéanotypisierungsanlage im Gewéachshaus (oben rechts) und in fortgeschrittenen
Entwicklungsstadien (untere Reihe).

Die vergleichende Analyse der phanotypischen Ergebnisse dieses Versuchs wird im Folgen-
den ausfihrlicher beschrieben. Bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse wurden zwei
Gruppen unterschieden: Die Weizenlinien mit hoher gemessener intrinsischer Wassernut-
zungseffizienz (AHigh CIl DA, | ewei,;lsisheAbbildungen

7und9 sowie mit niedriger Wassernutzungsef fizie

Farbe beschriftet; siehe Abbildungen 7 und 9). Die folgenden Ergebnisse stellen eine Auswabhl
der Uber 10 automatisiert und manuell gemessenen Pflanzenparameter dar. Diese wurden
jeweils fur die oben beschriebenen Gruppen vergleichend statistisch ausgewertet. Die Aus-
wahl der hier gezeigten Parameter basiert auf der festgestellten statistischen Signifikanz sowie
ihrer Bedeutung fur die Pflanzenzucht. Weitere untersuchte Pflanzenparameter beinhalten un-
ter anderem maximale und durchschnittliche Pflanzenhéhe, Blattflache, Ahrenzahl, Ahrenge-
wicht und Samenanzahl.

19

en,;



Ergebnisse und Diskussion

4.2.1 Digitale Biomasse

Die digitale Biomasse beschreibt das Produkt aus Pflanzenhthe und Blattflache (gemessen
mithilfe des 3D-Multispektralscanners). Deutlich erkennbar ist der Trockenstresseffekt (Abbil-
dung 7), wie auch Unterschiede sowohl in der Kontrolle als auch im Stresszustand zwischen
Sorten mit gemessener hoher und niedriger CID (Abbildung 8). Die digitale Biomasse wurde
hierbei mit zwei komplementaren Methoden quantitativ bestimmt: Aufnahmen mit einem 3D-
Multispektralscanner (Phenospex) sowie manuelle Messungen. Mit Hilfe der Phenospex-Auf-
nahmen wird nicht destruktiv die 3-dimensionale Biomasse der individuellen Pflanzen gemes-
sen. Die Ergebnisse beider Methoden wurden kombiniert, es zeigte sich dabei eine hohe Uber-
einstimmung. Die Pflanzen wurden zur Auswertung in zwei Gruppen unterteilt (hohe und nied-
rige CID). Aus Abbildung 7 geht der signifikante Unterschied in Biomasse zwischen den ver-
glichenen Weizenlinien (niedrige WUE in roter Farbe; hohe WUE in schwarzer Farbe) unter
Kontrollbedingungen (links in blauer Farbe) und Trockenstress (rechts in roter Farbe) klar her-
vor. Daruber hinaus konnten wir ebenso signifikante Unterschiede in der Biomasse zwischen
den beiden Testgruppen (hohe und niedrige CID) feststellen (Abbildung 8). Wahrend wir ins-
gesamt signifikante Unterschiede sowohl zwischen den Versuchsbedingungen als auch den
Testgruppen feststellen konnten, ist auch die Varianz zwischen den untersuchten Weizenlinien
innerhalb einer Gruppe augenscheinlich. Diese Beobachtung wird ausfuhrlicher in der Diskus-
sion beleuchtet.

a
| “““\
95 2156

Behandlungen [ Kontrolle M Trockenstress

conitrol drought

Abbildung 7: Digitale Biomasse der 10 Weizenlinien unter Kontrollbedingungen (links in
blauer Farbe) und Trockenstress (rechts in roter Farbe). Statistische Analyse mit Tukey-
Range-Test, gemeinsame Buchstaben indizieren keine statistische Signifikanz zwischen den
einzelnen Messwerten. Im Durchschnitt wurden pro Linie 12 individuelle Pflanzen untersucht
(6 als Kontrolle, 6 unter Trockenstress). Linien mit niedriger WUE sind in roter Farbe darge-
stellt, solche mit hoher WUE in schwarzer Farbe.
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Gruppen Hohe 613¢/12C [l Niedrige 613C/12C
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Abbildung 8: Digitale Biomasse der verglichenen Weizenlinien unter Kontrollbedingungen

(links) und Trockenstress (rechts). Dabei wurde jeweils unterschieden fur Weizenlinien mit ho-

hem CI D fraukjj gtwédil s 5 Linien) sowi grinmjéeweilsBli-edr i g
nien). Statistische Analyse mit Tukey-Range-Test, gemeinsame Buchstaben indizieren keine
statistische Signifikanz zwischen den einzelnen Messwerten.

4.2.2 Tausendkorngewicht

Das Tausendkorngewicht (TKG) beschreibt die Masse von jeweils 1000 Kdrnern der gemes-
senen Weizensorten in der finalen Ernte. Das TKG stellt eine wichtige Kenngrol3e fir den Er-
trag einer Weizensorte dar. Hier sind besonders in der Gruppe der Linien mit niedriger Was-
sernutzungseffizienz signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Trockenstress zu be-
obachten (Abbildung 9 und 10), wahrend diese fir die Linien mit hoher WUE nicht signifikant
ausfallen. W2hrend f¢gr einige Weizenlinien wie
schen Trockenstress- und Kontrollbedingungen gemessen wurden, sind diese fur die Linien
A2496fA und A2267f klar erkennbar . gGredlagedare ob ac |
fur die weitere Aufklarung der Unterschiede in der WUE der verschiedenen Weizenlinien

(siehe auch Diskussion).
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Abbildung 9: Tausendkorngewicht (y-Achse) der verglichenen Weizenlinien (x-Achse) unter
Kontrollbedingungen (bewéssert in blauer Farbe) und Trockenstress (in roter Farbe). Statisti-
sche Analyse mit Tukey-Range-Test, gemeinsame Buchstaben indizieren keine statistische
Signifikanz zwischen den einzelnen Messwerten. Linien mit niedriger WUE sind in roter Farbe
dargestellt, solche mit hoher WUE in schwarzer Farbe.
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Abbildung 10: Tausendkorngewicht der 10 Weizenlinien unter Kontrollbedingungen (bewés-

sert, rote Farbe) und Trockenstress (gelbe Farbe). Dabei wurde jeweils unterschieden fir Wei-

zensorten mit hohem gemessenen CID ( AHi ghid, jeweils 5 Linien; I
CIlD (ALowhA, jeweils 5 Linien; -Ramgeffé¢ssgemeinSamat i st i
Buchstaben indizieren keine statistische Signifikanz zwischen den einzelnen Messwerten.

Als zusétzliche Evaluierung aller im Phénotypisierungsversuch erhobener Messwerte wurden
diese mithilfe einer Pearson Korrelationsberechnung miteinander verglichen. Abbildung 11 lie-
fert einen Uberblick Gber das Ergebnis dieser Korrelationsberechnung. Die hohe Korrelation
zwischen verwandten Merkmalen wie Pflanzenhéhe und Biomasse bestatigen die Relevanz
und Verwertbarkeit der Messergebnisse. Zudem geben die Ergebnisse aus Abbildung 11 ei-
nen Hinweis darauf, welche phénotypischen Merkmale miteinander am stérksten (positiv oder
negativ) korrelieren.
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Abbildung 11: P e a r s KomefaBonsberechnung ausgewahlter gemessener Merkmale aus
dem Phéanotypisierungsversuch. Die Farbe der Kreise zeigt an, ob eine Korrelation positiv
(blau) oder negativ (rot) ist. Die Grol3e der Kreise gibt das Signifikanzniveau an: je groRer
desto signifikanter ist die Korrelation zwischen den beiden Merkmalen.

4.2.3 Diskussion und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die Ergebnisse von AP2 stellen eine umfangreiche, state-of-the-art und vergleichbare Samm-
lung von phénotypischen Daten fur 10 Weizenlinien der BMW-Population dar. Wahrend die
Ergebnisse aus der Kontrollauswertung (ohne Trockenstress) bereits eine wertvolle Daten-
grundlage fir den Vergleich der Linien untereinander darstellen (z. B. im Hinblick auf Merk-
male wie Ertrag), liefern die Ergebnisse aus dem Trockenstressexperiment in Kombination mit
der Kontrolle die Grundlage sowohl fiir die tiefgreifende Analyse von Trockenstresseffekten
als auch fur die ldentifizierung von Markergenen. Unsere Ergebnisse aus AP2 zeigen wie er-
wartet fUr die Mehrzahl der gemessenen phéanotypischen Merkmale deutliche Unterschiede
zwischen den beiden experimentellen Bedingungen Kontrolle und Trockenstress. Dabei konn-
ten wir allerdings zum Teil ausgeprégte Unterschiede zwischen einzelnen Weizenlinien be-
obachten. Dies ist insofern positiv zu bewerten, da die Weizenlinien im Wesentlichen nach
ihrer Variabilitat im Merkmal WUE ausgewahlt wurden und es das Ziel war, méglichst auch in
der Phanotypisierung eine ausgepragte Varianz zu beobachten. Fir die Gruppen der Weizen-
linien mit hoher und niedriger WUE konnten wir fur einen Teil der gemessenen Merkmale sta-
tistisch signifikante Unterschiede feststellen. Dies ist erwartbar, da einige Merkmale eine be-
schrankte intrinsische Variabilitat aufweisen. Die in AP2 erzielten Ergebnisse bestéatigen un-
seren Versuchsaufbau und stellen einen wichtigen Zwischenschritt bei der Suche nach
Markergenen fur WUE dar. Die Ergebnisse sind zudem direkt verwertbar bei der Selektion von
Weizenlinien aus der BMW-Population hinsichtlich bestimmter Merkmale wie Tausendkornge-
wicht.
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4.2.4  Stellungnahme zum Projekterfolg

Die in AP2 geplanten Ziele wurden in Form der umfangreichen Phanotypisierungsergebnisse
sowie ihrer vergleichenden statistischen Auswertung erreicht. Zudem wurden Daten erhoben
uber die Wurzelanatomie der Weizenlinien unter Kontroll- und Trockenstressbedingung. Diese
Ergebnisse wurden aber aufgrund ihrer bedingten Vergleichbarkeit bisher nicht ausgewertet,
kdnnen aber zu einem spateren Zeitpunkt fiir andere Analysen herangezogen werden.

4.3 APS3: Transkriptomanalyse ausgewahlter Linien unter Tro-
ckenstress

4.3.1 Transkriptomanalyse

I n AP3 wurden Transkriptomdat en Augwahlsidhé Kkap.10 Ae
4.1) generiert. Dazu wurde zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten fur alle Weizenlinien aus

dem Gewachshausversuch im gleichen Entwicklungsstadium ein Fahnenblatt entnommen und

RNA isoliert.

Fur die ausgewahlten 10 Genotypen wurden sowohl fir die Kontroll-, wie auch fur die Trocken-
stress-Bedingungen jeweils vier bis flinf biologische Replikate erstellt (Abbildung 12) und von
einem externen Dienstleister sequenziert (lllumina MySeq 150 Basenpaare, 20 Millionen
Apaiernedd r eadsfi) .
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Abbildung 12: Ubersicht tiber die im Projekt generierten Transkriptomdaten.

Die Sequenzdaten wurden mithilfe der am HMGU etablierten Analysepipeline fur Transkrip-
tomdaten umfangreich evaluiert. Dabei wurden keine auffalligen Ausreil3er oder andere Qua-
litatsprobleme festgestellt. Alle Sequenzdaten wurden mithilfe der Software kallisto (version
3.27.0) auf der Weizen Referenzgenomsequenz (IWGSC version 1.1) verankert. Die daraus
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abgeleiteten Expressionswerte wur Danscriplavel aal i si
bundance estimatesitWerte ausgegeben. Hierbei handelt es sich um Messwerte, welche die
normalisierte Expressionsstarke eines jeden Gens wiedergeben. Eine hierarchische Cluster-

analyse der verschiedenen Proben mithilfe dieser Werte ergab in erster Linie eine Auftrennung

der unterschiedlichen Genotypen (siehe Abbildung 13). Dies ist ein typisches und erwartetes

Ergebnis bei Expressionsexperimenten mit verschiedenen Genotypen: die erste Hauptkompo-

nente wird h&ufig durch den Genotyp bestimmt, und erst nachrangig durch die experimentellen
Bedingungen und weitere Faktoren. Dies ist auch in Abbildung 13 entsprechend dokumentiert.

Unt Genotypefi (mi ttl ere Spalte in der Legende unten
aus Kontrolle und Trockenstressexperiment in einem Cluster unter Genotyp zusammenge-

fasst, dort allerdings dann haufig weiter untergegliedert nach Kontrolle/Trockenstress. Die hier
beobachtete Clusterstruktur unterstiitzt damit einen erfolgreichen Versuchsaufbau.

Abbildung 13: Hierarchische Clusteranalyse der verschiedenen Proben aus der Transkrip-
tomanalyse. Die X-Achse gibt die Zugehorigkeit der jeweiigen Pr obe zur Gr uppe
Cl DA sowie zu Trockenstress oder Kontrolle an ¢

AnschlieRe nd wur den die differentiell exprimierten
Trockenstressfi al s atheeh WUGFEr vdse m i kamrtirgees tWUEHRH b e
gende Abbil dung logfldchangefist mil st dd en VAfoldBedadr ung |
nung) der Expression jeweils eines Gens im Kontroll- und Trockenstress-Experiment. Blau
eingefarbte Datenpunkte entsprechen dabei den statistisch signifikanten Beobachtungen. Zu

erkennen sind insbesondere jeweils ganz oben und unten im Diagramm die am hdchsten sig-

nifikanten (= unterschiedlich exprimierten) Gene, darunter 1752 Gene, die dabei unter Tro-
ckenstressbedingungen hochreguliert sind (oben, positive log-fold Werte), wahrend 1905

Gene als herunterreguliert eingestuft wurden (unten, negative log-fold Werte).
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