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Abstract
As the fi rst consequences of the climatic change can 
be observed by now, the demand for barley varieties 
tolerant to abiotic stress will soon increase.  But as 
these tolerances are usually of a quantitative nature, it 
is essential to fi nd the genes involved and to understand 
the function of these genes, before trying to breed for 
effective and enduring tolerance. For this purpose three 
genotypes differing in tolerance to drought stress were 
submitted to an experiment in the exposition chambers 
at the Helmholtz Center in Munich. In this experiment 
the plants were submitted to drought stress and/or inc-
reased UV radiation. Samples for RNA extraction were 
taken at ten dates throughout the experiment. Four of 
those sampling dates covering the whole drought stress 
period were chosen for a transcriptome analysis with 
a 44k Agilent Microarray and a 454 sequencing assay. 
The resulting data is currently being analyzed at the 
Max Planck Institute for Molecular Plant Physiology in 
Golm. The expression data will be visualized on barley 
signaling pathways using the MapMan tool. Thereby can-
didate genes related to drought stress will be identifi ed. 
Those candidate genes will be validated with Real-Time 
PCR and correlated with the phenotypic data from the 
experiment.
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Einleitung
Die ersten Auswirkungen des Klimawandels sind bereits 
zu spüren. Die Nachfrage nach Sorten, die gegenüber abi-
otischem Stress tolerant sind, dürfte daher stark ansteigen. 

Da diese Toleranzen aber meist quantitativ bedingt sind 
(CATTIVELLI et al. 2008), ist es essentiell, zunächst die 
beteiligten Gene zu identifi zieren und ihren Einfl uss auf 
Funktion und Sorte zu verstehen. Ziel dieses Projektes ist 
es, über eine umfassende vergleichende Transkriptomana-
lyse solche Gene zu identifi zieren und ihre Rolle bezüglich 
Trockenstress-Toleranz weiter aufzuklären.

Material und Methoden
Das Experiment wurde in den Expositionskammern des 
Helmholtz Zentrums in Neuherberg, München, durch-
geführt. Drei zweizeilige Sommergersten-Genotypen 
wurden auf ihre Toleranz gegenüber Trocken- und UV-
Stress untersucht: Barke, eine deutsche Braugerstensorte, 
Mut6519, eine Akzession aus Argentinien, die durch gute 
Toleranz gegenüber Trockenstress aufgefallen ist und 
IPZ24727, ein Zuchtstamm des Institutes für Pfl anzenbau 
und Pfl anzenzüchtung an der Bayerischen Landesanstalt 
für Landwirtschaft.
Die drei Genotypen wurden in speziellen Röhren parallel in 
vier Expositionskammern angebaut. Je Röhre wurden vier 
Pfl anzen ausgesät. Die Pfl anzen in der linken Kammerhälfte 
wurden während des ganzen Versuches durchgehend be-
wässert, während die Pfl anzen in der rechten Kammerhälfte 
einer Trockenperiode von 12 Tagen ausgesetzt wurden, be-
ginnend jeweils im Entwicklungsstadium BBCH 59 (Ende 
Ährenschieben).
In zwei der Kammern wurde die UV-Strahlung auf norma-
lem Level gehalten, in den anderen beiden Kammern waren 
die Pfl anzen einer deutlich erhöhten UV-Strahlung ausge-
setzt. Das simulierte Wetter in den Kammern entsprach dem 
Durchschnitt der Jahre 2004-2006, beginnend Anfang April 
und endend Mitte August. Proben wurden zu zehn Zeitpunk-
ten über die gesamte Dauer des Experimentes genommen. 
Die Zeitpunkte wurden abhängig vom Entwicklungsstadium 
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Abbildung 1: Übersicht über die Probennahmezeitpunkte, bezogen auf Entwicklungsstadium und Trockenstressperiode. Die 
eingekreisten Zeitpunkte wurden für die Gesamt-Transkriptomanalyse verwendet. Beginn und Ende der zwölftägigen Tro-
ckenstressperiode sind angegeben
Figure 1: Overview about sampling dates referring to developmental stage and drought stress period.  Circled sampling dates 
have been used for the transkriptome analysis. Beginning and end of the drought stress period are indicated.

Abbildung 2: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der Transkript-
Expressionswerte der drei Genotypen. Zur Analyse wurden die 
normalisierten Signalstärken des Agilent Microarray-Experi-
mentes verwendet. Die Standard-Hauptkomponentenanalyse 
wurde mit der Statistik-Software R durchgeführt. Die drei 
ausgewählten Genotypen lassen sich anhand ihres Expressi-
onsmusters deutlich differenzieren.
Figure 2: Principial component analysis (PCA) of transcript 
expression values of the 3 genotypes. Normalised signal inten-
sities measured in the Agilent array experiments were used for 
the analysis. A standard principal component (PC) analysis 
was performed using the R software package for statistical 
computation. The three genotypes can easily be differentiated 
by their expression values.

und der Trockenstressperiode gewählt (Abbildung 1). Jeweils 
das zweitjüngste Blatt (F-1) von vier Bestockungstrieben 
wurde abgeschnitten und sofort in fl üssigem Stickstoff 
eingefroren. Für jeden Beprobungszeitpunkt wurde eine 
andere Pfl anze gewählt.
Um vielversprechende Kandidatengene für weitere 
Untersuchungen zu identifi zieren, wurde zunächst eine 
Gesamt-Transkriptomanalyse zu ausgewählten Zeitpunkten 
durchgeführt. Dies geschah parallel mit einem 44k Agilent 
Microarray (Agilent 2010), und einer 454-Sequenzierung 
(MARGULIES et al. 2005, WICKER et al. 2006, EMRICH 
et al 2007), bei welcher alle Gene, die zum Zeitpunkt x in der 
Pfl anze exprimiert sind, quantitativ erfasst werden können. 
Die bioinformatische Auswertung wird in Zusammenarbeit 
mit dem MPI für molekulare Pfl anzenphysiologie in Golm 
durchgeführt. 

Ergebnisse
Vor der eigentlichen Auswertung der Daten wurden diese 
zunächst auf ihre Qualität und Integrität geprüft. So wurde 
beispielsweise eine Hauptkomponentenanalyse (RINGNÉR 
2008) basierend auf den Transkript-Expressionswerten der 
Proben aus dem Microarray-Experiment durchgeführt (Ab-
bildung 2). Wie erwartet zeigten sich zwei eng beisammen 
liegende Cluster für die Genotypen Barke und IPZ24727 
(LfL), während das Cluster von Mut6519 deutlich abge-
grenzt ist. Dies lässt auf eine saubere Verarbeitung der 
Proben sowie eine hohe Qualität der Expressionsdaten 
schließen.
Im nächsten Schritt wurden alle Gene ermittelt, welche im 
Vergleich Trockenstress-Kontrolle differentiell exprimiert 
sind. Abbildung 3 gibt beispielhaft am Zeitpunkt T5 die 
Anzahl der jeweils regulierten Gene des Micrarray-Experi-
mentes wieder. Die linke Seite der Abbildung gibt die Anzahl 
der Gene mit erhöhter Expression an, die rechte Seite die 
der Gene mit verminderter Expression.
Auch die Daten der 454-Sequenzierung zeichnen sich 
durch ihre sehr gute Qualität aus. So konnten je Zeitpunkt 
und Genotyp ca. 40-50.000 Gentranskripte erfasst und zu 
Contigs mit einer durchschnittlichen Länge von 850 bp zu-

sammengefasst werden, was etwa der Anzahl der zu einem 
bestimmten Zeitpunkt in einer Zelle aktiven Gene entspricht. 
Es ist daher davon auszugehen, dass das Transkriptom ein-
fach abgedeckt wurde.
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Abbildung 3: Anzahl der Gene, die in den drei Genotypen im Vergleich T5 Trockenstress - T5 Kontrolle spezifi sch oder gemeinsam 
reguliert sind (links hochreguliert, rechts herunterreguliert).
Figure 3: Number of genes which are regulated in one or more of the three genotypes comparing T5 drought stress and T5 control 
(left upregulated, right downregulated).

Ausblick
Zurzeit werden die Expressionsdaten beider Ansätze über 
unterschiedliche Softwareansätze, z.B. MapMan (USADEL 
et al. 2005) integriert. Darüber sollen die Stoffwechselwege 
identifi ziert werden, welche bei Trockenstress signifi kante 
Aktivitätsunterschiede aufweisen (SREENIVASULU et al. 
2008). Desweiteren wurden im Forschungsverbund von 
den beteiligten Arbeitsgruppen regelmäßig stressrelevante 
physiologische Parameter erhoben, sowie nach der Ernte 
Qualitäts- und Ertragsdaten. In einem weiteren Schritt wer-
den die Gen-Expressionsdaten mit diesen erhobenen Daten 
korreliert. Mittels dieser beiden Ansätze sollen diejenigen 
Gene identifi ziert werden, welche für eine Toleranz gegen-
über Trockenstress eine Schlüsselrolle spielen. Diese Gene 
sollen mittels Real-Time PCR über alle beprobten Zeitpunkte 
validiert und auf ihre Nutzbarkeit für die praktische Pfl an-
zenzüchtung untersucht werden. 
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