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DNS Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP 2’-Desoxynukleosid-5’-triphosphat



dsDNS
dTTP
EDTA

EDDHA

FW

HATS

kb

LATS

uS/cm
Min.
Hg

ul

ml

mM
MOPS

mRNS

doppelstrangige Desoxyribonukleinsdure
2’-Desoxythymidin-5’-triphosphat
Ethylendiamintetraacetat

Ethylendiamin-N,N‘-bis(2-hydroxiphenylessigsaure)Eisen!!!-
Natrium-Komplex (C1sH1sFeN2NaOs)

Frischgewicht
Stunde(n)

physiologisch erfasstes hochaffines Transportsystem ,high-

affinity transport systems"
Kilobase(n)
Liter

physolgisch erfasstes niederaffines Transportsystem ,low-

affinity transport system*
molar (mol/1)

Meter

Mikrosiemens je Zentimeter
Minute(n)

Mikrogramm

Mikroliter

Milliliter

Millimeter

millimolar (millimol /1)
Morpholinopropansulfonsaure

,messenger“-Ribonukleinsdure



mV Millivolt

nF Nanofarad

ng Nanogramm

NIL nahe-isogene Linie

ns nicht signifikant

p gibt die prozentuale Irrtumswahrscheinlichkeit wieder

p.a. fir Analysezwecke

PCR Polymerasekettenreaktion

QTL »,Quantitative Trait Locus“

RIN »,RNA Integrity Number*

RNS Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RPKM »,Reads Per Kilobase per Million mapped reads”

rRNS ribosomale Nukleinsdure

RTCL1 ROOTLESS CONCERNING CROWN AND SEMINAL ROOTS
LIKE 1

RTCS1 ROOTLESS CONCERNING CROWN AND SEMINAL ROOTS 1

S Sekunde(n)

Sek. Sekunde(n)

SL kaltesensitive und stickstoffnutzeffiziente Inzuchtlinie von
Zea mays

Std. Stunde(n)

subNIL nahe-isogene Linie mit durch Rickkreuzung geschmalerter
Introgression
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TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer

TH kaltetolerante und stickstoffineffiziente Inzuchtlinie von Zea
mays

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan

U Enzymmenge, welche unter angegebenen Bedingungen ein

Mikromol Substrat pro Minute umsetzt
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4 Einleitung

4.1 Bedeutung der Nahrstoffnutzeffizienz fiir die Landwirtschaft des 21.

Jahrhunderts

Die Weltbevolkerung wachst seit Beginn des 20. Jahrhunderts nahezu ungebremst. Dem
gegeniiber steht die gleichzeitige Stagnation der landwirtschaftlich 6konomisch sinnvoll
kultivierbaren Flache. Im Zuge des Klimawandels ist sogar noch mit einer Minimierung
dieser Flachen zu rechnen. Ein stetig steigender Meeresspiegel und sich immer mehr
ausdehnende  Wiisten  filhren zu  einer  weiteren  Verscharfung  der
Nahrungsmittelknappheit. Die Milderung dieses Problems durch die Menschheit selbst
ist eine der Herkulesaufgaben des 21. Jahrhunderts (Foley et al., 2011). Schon heute
reichen die Errungenschaften der sogenannten Griinen Revolution des 20. Jahrhunderts
nicht mehr aus, um den menschlichen Bedarf an Nahrungsmitteln vollstandig zu decken

(FAO).

Die Grine Revolution fiihrte zu einer deutlichen Ertragssteigerung wichtiger
Kohlenhydrate liefernder Getreidearten. Durch die Erzeugung sogenannter
kurzstrohiger Sorten mit einem verbesserten Verhaltnis von Korn zu Stroh und der
damit einhergehenden verbesserten Standfestigkeit kam es zu einer bis zu zweifachen
Ertragssteigerungen (Curtis and Halford, 2014). Die Entwicklung der neuen
Hochzuchtsorten mit stark auf den menschlichen Bedarf optimierten oberirdischen
Pflanzenorganen erfolgte stets bei optimalen Bodenbedingungen und gleichzeitiger
optimaler Nahrstoffversorgung. Die enorme Ertragsleistung der modernen Sorten des
20. Jahrhunderts war und ist also gebunden an gleichbleibend optimale Bedingungen
(Earl and Ausubel, 1983; Lynch and Brown, 2012; York et al., 2015). Schaut man sich die
praktizierte Pflanzenselektion von Saatgutfirmen an, erfolgt die Bewertung neuer
Hybriden und Sorten im Regelfall auf Boden mit hochsten Ackerwertzahlen (Lynch and
Brown, 2012; Raun and Johnson, 1999). Uber die Jahrhunderte ist sogar von einer
unbewusst indirekten Selektion auf {iberdurchschnittlich nahrstoffreiche Bdden
auszugehen (Hirel et al, 2001; York et al, 2015). Ertragseinbriiche moderner

Hochleistungssorten unter suboptimalen Nahrstoffbedingungen belegen dies

12



anschaulich. Kombiniert mit der Tatsache, dass die ausreichende Versorgung mit
Nahrstoffen ein erheblicher Kostenfaktor in der Landwirtschaft (Gewin, 2010; Raun and
Johnson, 1999) und im Falle der Abbaustatten von Phosphor auch endlich ist, macht all
dies ein Umdenken noétig (Lynch and Brown, 2012). Eine zweite Griine Revolution ist

zwingend notwendig (Lynch, 2007).

Wahrend die erste Griine Revolution ihr Hauptaugenmerk auf ein optimales Verhaltnis
von Ertrag zu oberirdischer Biomasse legte, blieb bis heute die Ziichtung auf ein ebenso
optimiertes Wurzelwerk auf der Strecke. Bedenkt man die eher niedrigere
Bodenqualitit auf den meisten Anbauflichen und insbesondere in den
Entwicklungslandern, ist dies ein Missstand (Bishopp and Lynch, 2015). Wie grofd der
Einfluss von Wurzeln auf den Ertrag, die Ertragsqualitdt und auch das Wachstum von
Pflanzen ist, zeigt die seit Jahrhunderten gartenbaulich praktizierte Methode des
Veredelns. So lasst sich beispielsweise bei Apfelbdumen (Malus) die Endgrofie des
Baumes anhand der Wahl der Unterlage und damit des Wurzelwerkes bestimmen. Ein
im Erwerbsanbau essentieller Faktor, wo alle Apfelsorten als 06konomische
Spindelbaume gezogen werden. Ebenso haben die Unterlagen Einfluss auf die
Fruchtgrofie. Es ist iblich, fiir verschiedene Bodentypen die am besten angepasste
Unterlage zu wahlen (Ikinci, 2014). Der Einfluss der Unterlage lasst sich schon frith nach
der Veredlung auch auf Ebene der Gentranskription zeigen (Jensen et al., 2003). Bei
pflegebediirftigen Feldfriichten wie Melonen (Cucumis) und Tomaten (Solanum) ist es
langst gdngige Praxis, jeweils separat sowohl auf optimale Eigenschaften von Friichten
und Spross als auch auf beste Eigenschaften des Wurzelsystems zu selektieren.
Anschlieféend werden beide Zuchtlinien oder Arten durch Pfropfen zu einer neuen
Pflanze vereint, die nun die jeweilig besten Eigenschaften besitzt (Liu et al.,, 2011; Nilsen

etal, 2014).

Studien an der Gartenbohne (Phaseolus vulgaris) zeigen, dass die Auslese auf ein perfekt
dem Boden angepasstes Wurzelwerk zu deutlichen Ertragssteigerungen fithren kann. Im
Fall von Phaseolus vulgaris ist, wie bei allen Fabaceaen, durch die Stickstofffixierung
iiber Knollchenbakterien der Pflanzennahrstoff Phosphor der limitierte Faktor.
Phosphate sind immobil und befinden sich vorrangig in der obersten Bodenschicht,
weshalb prognostiziert wurde, dass insbesondere Genotypen mit einem flachen
Wurzelsystem vorteilhaft sein sollten. Nach der Analyse vieler Genotypen und der

Verifizierung der Bohnensorte mit dem flachsten Wurzelsystem, wurde diese
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Eigenschaft in andere Sorten eingekreuzt, so dass Nachkommen mit deutlich erh6hten
Ertragen auf Phosphatmangelbdden erzielt werden konnten (Lynch and Brown, 2012).
In einer weiteren Studie mit Phaseolus wurde ein flaches Wurzelsystem mit langeren
Wurzelhaaren, einem weiteren in der Literatur zutrdglichen Phanotyp bei
Phosphatmangel, kombiniert. Die Kombination dieser beiden giinstigen Phanotypen
fiihrte zu einer Steigerung der pflanzlichen Biomasse um 298 % bei Mangelbedingungen
(Miguel et al, 2015). Der Erfolg dieser Studien zeigt sehr deutlich die Grofde des
Potentials, welches in der Optimierung von Wurzelsystemen liegt. Die Optimierung von
Wurzelsystemen ist bisher bei den typischen Feldfriichten nur marginal ziichterisch
ausgeschopft worden (Bishopp and Lynch, 2015; Gewin, 2010). Damit liegt in der
pflanzenziichterischen  Integration  optimaler = Wurzelsysteme in  aktuelle
Hochleistungssorten der wichtigsten Feldfriichte wie Mais (Zea mays L.) das Potential
fir den nachsten Quantensprung in der Landwirtschaft: einer zweiten Grinen

Revolution.

4.2 Stickstoff: essentiell fiir das Pflanzenwachstum, folgenschwer fiir die

Umwelt

Stickstoff ist einer der Makronahrstoffe der Pflanze. Makronahrstoff bedeutet, dass er
den meisten Pflanzen in grofierer Menge als andere essentielle Nahrstoffe zur Verfiigung
stehen muss. Viele biochemische Bausteine der Pflanzen bestehen zu einem Grof3teil aus
Stickstoffatomen, wie z. B. die Nuklein- und die Aminosauren. Ohne Stickstoff ist kein
pflanzliches Wachstum moglich. Stickstoffmangel zeigt sich bei Pflanzen schnell in Form
von gelb gefarbten Blattbereichen mit einem Chlorophylldefizit, sogenannte Chlorosen,

und Kiimmerwuchs (O'Brien et al.,, 2016).

Stickstoff selbst kann von der Pflanze iiber die Wurzeln oder das Blatt aufgenommen
werden. Einige wenige Pflanzenarten verfiigen tiber Anpassungen und Strategien, um
selbst an Standorten zu gedeihen, wo edaphisch Stickstoff nur unzureichend zur
Verfligung steht (Glass et al., 2002; Nasholm et al., 1998; O'Brien et al., 2016). Eines der
bekanntesten Beispiele ist die Symbiose von Leguminosen mit Rhizobien. Diese
Bakterien ermdglichen eine Fixierung von Luftstickstoff fiir die Pflanze (Nazariuk et al.,

2006). Diese biologische Stickstoffzufuhr hatte vor der Entwicklung des Haber-Bosch-
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Verfahrens eine grofde agronomische Bedeutung (Hirsch and Mauchline, 2015). Doch
nur wenige Pflanzenarten sind in der Lage, durch die Symbiose mit Rhizobien oder

Cyanobakterien den reichlich vorhandenen Luftstickstoff nutzbar zu machen.

Bei Landpflanzen erfolgt die Aufnahme von stickstoffhaltigen Verbindungen in der Regel
tiber die Wurzel. Daher sind die Pflanzen also abhdngig vom im Boden vorhandenen
Stickstoff. Stickstoff wird von der Pflanze meist in ionischer Form als Nitrat (NO3") oder
Ammonium (NH4*) aufgenommen (Glass et al.,, 2002; O'Brien et al., 2016). Bei einigen
Pflanzenarten ist es auch im Laufe der Evolution zu einer Spezialisierung auf eine der

beiden Ionenarten gekommen (Glass et al., 2002).

Im Gegensatz zu Phosphor ist Stickstoff im Boden in seiner ionischen Form mobil und
wird so schnell durch Regenwasser in tiefere Erdschichten ausgewaschen. Aufgrund der
Mobilitit der Ionen gelangt ein grofder Teil des vom Landwirt ausgebrachten
Stickstoffdiingers schnell ins Grundwasser und in naheliegende Gewasser (Lynch and
Brown, 2012). Die Herstellung von stickstoffhaltigen Diingemitteln ist durch das Haber-
Bosch-Verfahren zwar nahezu unbegrenzt moglich, aber mit einem hohen Energie- und
damit auch Kostenaufwand verbunden. Eine weitere Problematik des massiven
Gebrauchs von Stickstoffdiinger stellen Umweltschdaden dar. Durch den tibermafiigen
Stickstoffeintrag kommt es in den betroffenen Gewassern zu Algenbliiten, auf die
wiederum weitere Reaktionen wie Fischsterben folgen (Gewin, 2010; Quan et al,, 2016;
Weyer et al, 2001). Die durch den hohen Stickstoffeintrag erhohte Denitrifikation
resultiert in einer verstarkten Bildung von Distickstoffmonoxid (N:0).
Distickstoffmonoxid ist ein klimaschadliches Gas (Schlesinger, 2009). Der massive
Einsatz von Stickstoffdiinger kann also global gesehen zu einer Verringerung von
fruchtbaren Ackerland fithren. Im Grundwasser selbst ist Nitrat auch schadlich fiir den
Menschen und muss aufwendig wahrend der Trinkwasseraufbereitung entfernt werden
(Weyer et al, 2001). Die hohen Kosten fiihren zu einem Umdenken und neuen
Richtlinien in der Landwirtschaft, welche sich wiederum auf die Zuchtziele auch bei

Mais auswirken (Gallais A., 2008; Presterl et al., 2003).
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4.2.1 Nitrat als Ndhrstoff und seine Wirkung auf die Pflanze im Boden

Der Aufbau von Proteinen und vielen weiteren Stoffen in Pflanzen setzt eine
Stickstoffquelle voraus. Die Hauptaufnahmeform von Stickstoff durch Nutzpflanzen ist
Nitrat (NOs), weshalb in der Landwirtschaft Stickstoffdiinger auf Basis von
nitrathaltigen Salzen verwendet wird. Die aus den Salzen hervorgehenden Ionen sickern
mit dem Regenwasser in den Boden. Dort gelangt das Nitrat an die Pflanzenwurzeln, den

Ort der Aufnahme durch die Pflanzen (Raun and Johnson, 1999).

Nitrat ist fiir die Pflanze aber nicht nur ein Makronahrstoff, sondern auch Botenstoff: Bei
der Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana L.) wurde der Einfluss von Nitrat auf die
Keimungsrate der Nachkommen gezeigt (Chopin et al., 2007). Daneben wirken auch
aufdere Nitratkonzentrationen auf die Keimung der Ackerschmalwand (Osuna et al,,

2015).

Nitrat wirkt auch als Botenstoff auf die Wurzelarchitektur und initiiert die Ausbildung
von Lateralwurzeln (Lopez-Bucio et al, 2003; Zhang et al,, 1999). Es gibt zahlreiche
Studien fiir Zusammenhange zwischen der Ausbildung des Wurzelsystems und den
edaphischen Nahrstoffverhaltnissen (Giehl et al., 2014; Lopez-Bucio et al., 2003). Nitrat
bewirkt eine stirkere Elongation von Lateralwurzeln. Ammonium, eine weitere Form
der Stickstoffaufnahme, fordert hingegen die Initiierung weiterer Lateralwurzeln (Giehl
et al., 2014). So konnte fiir Arabidopsis eine verstarkte Bildung weiterer Lateralwurzeln
sowohl erster als auch zweiter Ordnung durch lokale Ammoniumzufuhr gezeigt werden

(Lima et al., 2010).

4.2.2 Aktive Stickstoffaufnahme in der Wurzel auf molekularer Ebene durch

Transportsysteme

Der radiale Transport der Nahrstoffionen durch die Wurzel erfolgt auf zwei
Moglichkeiten: apoplastisch und symplastisch. Erstere Transportmoglichkeit geschieht
passiv im apoplastischen Raum, d.h. entlang der pflanzlichen Zellwinde im
apoplastischen Raum (Glass et al., 2002). Der apoplastische Transport der Nitrationen
mit dem Wasserstrom folgt dem Konzentrationsgefille innerhalb der Wurzel von der
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Rhizodermis (Abbildung 1 a) tber die Exodermis (Abbildung 1 b) und das
Rindenparenchym (Abbildung 1 c) bis zur Endodermis (Abbildung 1 d), wo er am
Casparischen Streifen (Abbildung 1 e) endet. Dieser einschichtige Zellstreifen bildet eine
physiologische Scheide in Form einer wasserundurchlédssigen Barriere aus Endodermin.
Dort findet der Wechsel zum symplastischen und damit selektiven Transport durch die
lebenden Zellbestandteile statt. Nitrationen kdénnen aber auch direkt durch aktiven
gesteuerten Transport an der Kontaktstelle von Boden und Wurzeloberflache tiber
Spezifische Nitrattransporter in die Zellen aufgenommen und dann direkt von Beginn an
symplastisch ins Wurzelzentrum transportiert werden (Glass et al., 2002; O'Brien et al,,
2016). Die Hauptrolle bei der aktiven und passiven Aufnahme von Nahrstoffen und
Wasser spielen die Wurzelhaare - Ausstilpungen der Rhizodermis, welche die
Wurzeloberflache erhohen (Hochholdinger et al.,, 2008; Meharg and Blatt, 1995; Parker
etal, 2000).

-
100Ipm

Abbildung 1. Querschnitt durch die Primiarwurzel einer Maispflanze nach 25 Tagen Wachstum.
Der Querschnitt wurde mit Lactoglycerin blau behandelt, welches proteinreiche Regionen blau anfirbt. a:

Rhizodermis, b: Exodermis (roétlich), c: Rindenparenchym (bldulich), d: tertiire Endodermis (rétlich), e:
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Casparyscher Streifen (rétlich), f: Perizykel (rotlich), g: Phloem (bldulich), h: Xylem (rétlich), i: Trachee
(rétlich), j: Markparenchym (bldulich) (Wever, 2010).

Von grofdter Bedeutung fiir die Aufnahme von Nitrationen ist der aktive Transport tiber
die Plasmamembran, der gekoppelt an einen H*-Gradienten durch in der
Plasmamembran befindliche H*-ATPasen aufgebaut wird, wie dies in Arabidopsis
thaliana nachgewiesen werden konnte (Meharg and Blatt, 1995). Fir den aktiven
Symport von einem Nitration und zwei Protonen wurden drei mdgliche
Aufnahmesysteme in Pflanzen identifiziert: ein niederaffines Transportsystem, ,low-
affinity transport system“ (LATS), und zwei hochaffine Transportsysteme, ,high-affinity
transport systems” (HATS) (Crawford, 1998; Glass et al., 2002). Eines der hochaffinen
Transportsysteme ist konstitutiv aktiv (cHATS) wund das andere durch
Nitrationenanwesenheit  induzierbar  (iHATS). cHATS =zeigen schon ohne
Nitrationenzugabe Aktivitat und ihre Regulation ist unklar (Kronzucker et al., 1995).
Nitratmetabolite wie Ammonium und Aminosduren wirken auf die moglichen iHATS
hingegen reprimierend (Kronzucker et al,, 1999a; Kronzucker et al.,, 1999b; Zhuo et al,,
1999). Bei Nitrationenkonzentrationen von 0 bis 0,5 mM (Crawford, 1998) bzw. 0 bis
0,2 mM (Aslam et al, 1992) sind in Gerste (Hordeum vulgare L.) beide HATS aktiv.
cHATS und iHATS unterscheiden sich durch ihre Km-Werte, die von 6 bis 20 uM (cHATS)
bzw. 20 bis 100 uM (iHATS) reichen, und durch die Induzierbarkeit letzterer bei
niedrigen Nitrationenkonzentrationen (Crawford, 1998). cHATS haben eine hdhere
Affinitat fir Nitrationen, wohingegen iHATS aufgrund ihres Viax-Wertes, erst deutlich
spater eine Sattingung zeigen (Kronzucker et al., 1995; Siddiqi et al., 1990).

Steigt die aufdere Nitrationenkonzentration Uber 1 mM, Ubernimmt das LATS die
Nitrataufnahme (Glass et al.,, 2002; Siddiqi et al., 1990). Eine Sattigung des LATS findet
ab einer dufderen Nitrationenkonzentration von 50 mM statt (Orsel et al., 2002). Als eine
mogliche  Regulierung fir die  Aktivitit des LATS gilt die &ufiere
Nitrationenkonzentration. Bei einigen Pflanzenspezies konnte eine Hemmung des LATS
durch Nitrationenzugabe nachgewiesen werden (Kronzucker et al, 1995). Einige
Autoren konnten zeigen, dass auch bei den LATS zwischen induzierbaren und

konstitutiven Transportern unterschieden werden kann (Tsay et al., 2007).

Insbesondere in Arabidopsis thaliana wurden Gene gefunden, die verschiedene

Nitrattransporter (NRTs) der beschriebenen Transportsysteme kodieren. Die NRT-Gene
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konnen aufgrund der abgeleiteten Aminosduresequenzen in 2 Multigenfamilien
unterteilt werden: NRT1 und NRTZ2 (Tsay et al., 2007). In Arabidopsis wurden anhand
von Sequenzvergleichen 53 Mitglieder der NRT1- und 7 der NRTZ2-Familie identifiziert
(Orsel et al., 2002), welche wahrscheinlich durch Gen- und/oder Genomduplikationen
entstanden sind und im Laufe der Evolution verschiedene Funktionen tibernommen
haben. Beispielsweise wird NRT2.1 spezifisch in der Wurzel von Arabidopsis thaliana
exprimiert, NRT2.7 dagegen fast ausschliefdlich in Samen (trocken und gequollen) und
Blattern von Arabidopsis (Chopin et al., 2007). Auch fiir die NRT1-Genfamilie gibt es
Beobachtungen, die darauf hinweisen, dass sie auch in anderen Zelltypen als der Wurzel

aktiv ist (Plett et al,, 2010; Tsay et al., 2007).

Aufgrund der geringen Informationen iiber beide Genfamilien, die meist nur auf
Sequenzvergleichen beruhen, ist eine jeweilige Zuordnung zu den verschiedenen
Transportsystemen nicht immer eindeutig méglich. Es gibt vermehrt Hinweise darauf,
dass die HATS der NRTZ- und die LATS der NRT1-Familie zugeordnet werden kénnen
(Orsel et al,, 2002; Plett et al., 2010; Wang et al., 1998). Fir NRT1.1 ist bekannt, dass er
ambivalent agieren kann (Wang et al., 1998). Fiir 2 NRT2-Mutanten bei Arabidopsis
thaliana konnte nachgewiesen werden, dass einzelne Wurzelzellen der mutanten
Pflanzen im Gegensatz zu den wildtypischen Wurzelzellen keine Reaktion bei 0,25 mM
aufderen Nitrationenkonzentrationen zeigten, wohingegen bei 10 mM Nitrationen beide
Genotypen gleich reagierten (Wang and Crawford, 1996). Einzelne NRT-Gene kénnen
nicht immer eindeutig den beiden HATS (cHATS und iHATS) zugeordnet werden. So
wird NRT2.1 bei Zea mays von Trevisan et al. (2008) beiden Systemen zugeordnet. Eine
weitere Genfamilie stellen die NRT3-Gene dar. Diese sind allerdings nicht aktiv am
Transport der Nitrationen beteiligt sondern dienen der Regulation der Aktivitat der

NRT2-Familie. Bei Arabidopsis sind zwei NRT3-Gene bekannt (Okamoto et al., 2006).
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4.3 Das Wurzelsystem und dessen genetische Regulierung bei Zea mays

4.3.1 Die homorhize Wurzelarchitektur der Poaceae Zea mays

Die Wurzeln der Pflanzen kénnen verschiedenartige Aufgaben haben, wobei sie in der
Regel der Verankerung im Bodengrund sowie der Aufnahme von Nahrstoffen aus dem
Boden dienen. Mit Abstand am intensivsten ist die Wurzelbildung und -entwicklung bei
Arabidopsis thaliana studiert wurden (Petricka et al., 2012). Zea mays besitzt gegeniiber
dem allorhizen Wurzelsystem von Arabidopsis ein homorhizes Wurzelsystem. Bei dieser
speziellen Form von Wurzelsystem dominiert nicht die embryonal angelegte
Primarwurzel wahrend der ganzen Entwicklungszeit. Bei einem homorhizen
Wurzelsystem bilden sich im Laufe der Entwicklung weitere meist sprossbiirtige und in
der Ausdehnung gleichberechtigte oder sogar dominierende Wurzeln aus. Teilweise
wird die Primarwurzel im Laufe der Entwicklung abgebaut und durch die neu
gebildeten Wurzeln ersetzt. Dieser Aufbau des Wurzelsystems und die endogene Anlage
von Primarwurzel und Seminalwurzeln ist typisch fiir die Familie der Poaceaen, zu der
neben den Getreiden Weizen und Reis auch Mais gehort (Pages and Picon-Cochard,
2014). Die Skizze in der Abbildung 2 gibt den beschriebenen Aufbau des Wurzelsystems

von Zea mays wieder.

Bei Zea mays wird zuerst die Primarwurzel (auch Keimwurzel genannt) sichtbar und
ibernimmt die erste Verankerung und Versorgung des Keimlings im Boden
(Hochholdinger and Tuberosa, 2009). Wenige Tage spater werden die ebenfalls
embryonal angelegten Seminalwurzeln erkennbar. Beide Wurzeltypen zusammen

werden als primares oder embryonales Wurzelsystem bezeichnet.

Dem gegentliber steht ein postembryonales, auch als sekunddres bezeichnetes,
sprossbiirtiges Wurzelsystem. Es setzt sich aus den unterirdisch liegenden Kronwurzeln
und den oberirdisch entspringenden Stiitzwurzeln zusammen. Beide entstehen aus den
Nodien und unterscheiden sich nur durch die Lage, ihre Entstehung ist genetisch aber
identisch reguliert (Hochholdinger et al., 2004). Wahrend die embryonal angelegten
Wourzeln fiir die anfangliche Etablierung der Maispflanze sorgen, dient das sprossbiirtige
Wurzelsystem vor allem der spateren Erndhrung und beeinflusst damit auch den Ertrag

(Hochholdinger and Tuberosa, 2009). Alle Wurzeltypen von Mais bilden Lateralwurzeln
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aus, die auch postembryonal entstehen. Nur die Bereiche der Stiitzwurzeln, die sich
oberirdisch befinden, unterlassen dies. Erst durch den Erdkontakt kommt es zu einer
Ausbildung von Lateralwurzeln an den Stiitzwurzeln (Hochholdinger et al., 2004). Wie
bei anderen Nutzpflanzen sind die auch bei Mais vorhandenen sogenannten
Wurzelhaare die biologische Stellschraube, welche zu wesentlich grofderen Oberflachen
fiihrt und wo der Grofdteil der Aufnahme von Wasser sowie Nahrstoffen stattfindet.
Diese Ausstiilpungen der Rhizodermis konnen im ganzen Wurzelsystem auf den
unterschiedlichsten Wurzeltypen ausgebildet werden (Parker et al., 2000; Wen et al,,
2005).

Kronwurzeln

Abbildung 2. Das homorhize Wurzelsystem von Mais.

Die Abbildung zeigt eine Skizze, welche die homorhize Wurzelsystementwicklung darstellt. Die links
dargestellte Jungpflanze zeigt die typischen embryonal angelegten Wurzeln: die Primarwurzel und
Seminalwurzeln. Gleichzeitig sind im skizzierten Entwicklungszustand die am Coleoptilenknoten
entspringenden ersten 4 Kronwurzeln zu sehen. Rechts sind die oberirdischen Anlagen des sprossbiirtigen
Teils des Wurzelsystems zu sehen. Die Stiitzwurzeln entspringen ringférmig aus den unteren Sprossnodien.

Abgewandelt von Hochholdinger (Hochholdinger, 2009).
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4.3.2 Genetische Regulation der Wurzelarchitektur bei Zea mays

Die Entwicklung der Wurzeln ist, wie bei Arabidosis (Galinha et al.,, 2007; Peret et al,,
2009), auch bei Zea mays genetisch geregelt. Allerdings sind im direkten Vergleich zu
Arabidopsis bei Zea nur wenige Gene und Mutanten hierzu bekannt. Wie im Kapitel 4.3.1
beschrieben unterscheiden sich bei Arten grundsatzlich in ihrer Wurzelarchitektur und

Mais bildet mehrere gleichberechtige Hauptwurzeln aus.

Primar-, Seminal- und Kronwurzelentwicklung

Die Mutante rtcs (rootless concerning crown and seminal roots) bildet eine vollstandige
Primarwurzel inklusive Lateralwurzeln aus, die Seminalwurzeln und alle
postembryonalen Wurzeltypen fehlen aber. Auch Primordien sind fir diese
Wurzeltypen nicht nachweisbar (Hetz, 1996; Taramino et al., 2007). Das RTCS-Gen liegt
auf dem Chromosom 1 und ein im Laufe der Evolution durch Duplikation entstandenes
Homolog RTCS-LIKE befindet sich auf Chromosom 9. Aufgrund bioinformatischer
Abgleiche wird vermutet, dass beide Homologe durch das Pflanzenhormon Auxin
gesteuert werden. Neben der gestorten Entwicklung weiterer Hauptwurzeln aufder der
Primarwurzel, konnte in Experimenten auch ein Einfluss auf die gravitrope Reaktion der
Primarwurzel gezeigt werden (Taramino et al, 2007). Einen dhnlichen Phanotyp, wie
fir die Mutante rtcs beschrieben, zeigt die Mutante rootless1, welche ebenfalls auf die
Ausbildung der Kron- und Stitzwurzeln wirkt. Im Unterschied zu rtcs kommt es bei
rootless1 zu einer Reduktion der Anzahl der Kronwurzeln der ersten beiden Nodien und
zu einem volligen Verlust aller sprossbiirtigen Wurzeln ab dem dritten Nodium (Jenkins,

1930).

Mit der Mutante rum1-R (rootless with undetectable meristems 1-Reference) wurde ein
fur die Bildung der Seminalwurzeln essentielles Gen gefunden. Die mutanten
Maispflanzen zeigen keine Seminalwurzeln. Zusatzlich bilden die Primarwurzel dieser
Mutanten keine Lateralwurzeln aus. RUMI-R liegt auf Chromosom 3. Uber
Sequenzvergleiche wurde ein von der Basensequenz ahnliches Gen RUMILIKE1 auf

Chromosom 8 gefunden (von Behrens L, 2011).
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Lateralwurzelentwicklung

Fir die Entwicklung von Lateralwurzeln sind bei Mais drei Mutanten bekannt: lateral
rootless1 (Irt1), short lateral roots1 (slr1) und short lateral roots2 (slr2) (Hochholdinger
and Feix, 1998; Hochholdinger et al., 2001). Die gefundene Mutation in LTR1 fiihrt dazu,
dass mutante Pflanzen keine oder verzogert Lateralwurzeln an Primar-, Seminal- und
Kronwurzeln des Coleoptilenknotens bilden (Hochholdinger and Feix, 1998). Neuere
Studien zeigen auch eine Abhangigkeit des zu beobachtenden Phanotyps und der
Kulturmethode auf (Husakova et al, 2013). Beide SLR-Gene wirken auf das
Langenwachstum der Seitenwurzeln bei Priméar-, Seminal- und frithen Kronwurzeln,

welches bei den Mutanten veringert ist (Hochholdinger et al., 2001).
Wurzelhaare

Die Bildung von Wurzelhaaren ist genetisch sehr komplex. In Arabidopsis wurde ein
Zusammenspiel mehrerer Gene aufgedeckt (Bruex et al, 2012). Fiir die genetische
Steuerung der Bildung und Entwicklung von Wurzelhaaren sind 6 Mutanten bei Mais
bekannt: disorganized aleurone layerl, disorganized aleurone layer2, roothairlessl,
roothairlessZ2, roothairless3 und roothairless5 (Lid et al., 2004; Nestler et al., 2014; Wen et
al, 2005, Wen and Schnable, 1994). Roothairlessl weist eine geminderte
Wurzelhaarelongation bereits angelegter Wurzelhaare gegeniiber dem Wildtyp auf. Der
Locus des betroffenen Gens befindet sich auf Chromosom 1 (Wen et al, 2005).
Roothairless2 fithrt zu einem d&hnlichen Phanotyp, allerdings wachsen hier die
Wurzelhaare minimal aus (Wen and Schnable, 1994). Roothairless3 flihrt ebenfalls zur
generellen Stagnation bereits angelegter Wurzelhaare. Phanotypisch ist roothairless3
roothairless1 ahnlich. Das Gen ROOTHAIRLESS3 befindet sich auf Chromosom 1 (Wen
and Schnable, 1994). Es konnte die physiologische Bedeutung von ROOTHAIRLESS3 fiir
den Kornertrag in situ gezeigt werden. Die Mutation und damit die Beeintrachtigung der
Wurzelhaarbildung fithrte zu einem signifikanten Riickgang des Ertrages
(Hochholdinger et al., 2008). Fir roothairless5 wurde eine um 64 % reduzierte Dichte
der Wurzelhaare festgestellt, auch die Liange der Wurzelhaare betrug nur 4 % von der
des Wildtyps. ROOTHAIRLESSS5 konnte auf Chromosom 3 lokalisiert werden (Nestler et
al, 2014). Des Weiteren wurden beziiglich der genetischen Regulierung der

Wurzelhaarbildung aberrante Effekte fiir Wurzelhaare und die Anzahl von
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Wurzelhaaren bei den Maismutanten dill und dil2 (disorganized aleurone layer)

gefunden (Lid et al., 2004).

4.4 Optimierung der Maiswurzelarchitektur fiir Nitratmangelbedingungen

Sehr intensiv mit der Thematik der Optimierung von Wurzelarchitektur, sowohl
theoretisch als auch praktisch, hat sich Lynch beschaftigt (Lynch, 2007; Lynch, 2011,
2013; Lynch and Brown, 2012; Postma and Lynch, 2011). Mit den Schlagwdértern ,steil,
billig und tief” gibt er die aus seiner Sicht wichtigsten Eigenschaften fiir den Idealtyp
eines fur Stickstoffaufnahme optimierten Wurzelsystems an. Mit ,steil“ nimmt Lynch
Bezug auf die Winkel der Wurzeln, mit denen diese von der Pflanze in den Boden
auswachsen. Diese Steilheit ist wichtig, um maéglichst tiefe Bodenschichten zu erreichen,
wo es wahrscheinlicher ist, den mobilen Nahrstoff Nitrat vorzufinden (Lynch, 2013). Die
Korrelation zwischen steileren Wurzelwinkeln und dem Erreichen tieferer Erdschichten
wurde schon vielfdltig dokumentiert (Bonser et al,, 1996; Hund et al., 2011; Trachsel et
al,, 2013). Allerdings ist zu bedenken, dass die an fiir sich schon inhomogene Verteilung
von Nahrstoffen auch abhangig von der Art der agrarischen Bewirtschaftung ist. So
kommt es insbesondere bei 6kologisch bewirtschaften Ackern zu einer Anreicherung
von Stickstoff in den oberen Bodenschichten (Poudel et al, 2001). Fir die
Seminalwurzeln sieht Lynch zwei Moglichkeiten: Sie konnten flach oder steil in die Erde
wachsen, je nach dem Verhalten der spateren Kronwurzeln. Nicht aufer Acht gelassen
werden sollte, dass die Seminalwurzeln noch zusammen mit der Primarwurzel agieren
und es somit bei flachen Seminalwurzeln zu einer besseren Erschliefiung des Bodens

insgesamt kommt (Lynch, 2013).

Essentiell fiir eine sticktoffeffiziente Wurzelarchitektur hinsichtlich des Ertrages ist der
Aufbau des postembryonalen Wurzelsystems. Kron- und Stiitzwurzeln sind
hauptverantwortlich fiir die spate Entwicklungsperiode der Maispflanze (Hochholdinger
and Tuberosa, 2009; Lynch, 2013). Fiir die Anzahl der Kronwurzeln wird eine mittlere
Menge im Rahmen von 5-50 unter Feldbedingungen vorgeschlagen, da eine grofiere
Anzahl nur weitere Kosten beziiglich der Ernahrung dieser verursachen wirde, bei
gleichzeitiger Konkurrenz der Kronwurzeln untereinander (Lynch, 2013; Saengwilai et

al,, 2014; Trachsel, 2011). Diese Eigenkonkurrenz kdme vor allem durch die geforderten
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steilen Winkel zustande. Zu wenige Kronwurzeln wiederum wiirden das Risiko erhéhen,
bei beispielsweise Pathogenbefall zu wenige Wurzeln zu besitzen (Lynch, 2013). Fiir die
Stiitzwurzeln wird angefiihrt, dass es vorteilhaft ware, wenn sich diese am ersten
Nodium bilden, um ein méglichst vollstindiges Eintauchen der Wurzeln ins Erdreich zu

erreichen (Lynch, 2013).

Um moglichst ,billige” (Lynch, 2013) Wurzeln zu erzeugen, ist es glinstig, wenn der
Durchmesser der Wurzeln aller Typen moglichst diinn ist. Dem gegeniiber stehen die
Beobachtungen bei Reis, dass Wurzeln mit grofderen Durchmessern aufgrund der
Steifheit besser tiefere Bodenschichten erreichen kénnen (Clark et al., 2008), weshalb
Lynch geringe Wurzeldurchmesser bei Wurzeln mit flacher Orientierung als Losung
sieht (Lynch, 2013). Eine weitere Moglichkeit fiir Wurzelsysteme mit einem geringeren
Grundumsatz und damit hoheren Ertragsmoglichkeiten, ist die Ausbildung eines
speziellen Durchliftungsgewebe, eines sogenannten Aerenchyms (Saengwilai et al,
2014; Zhu et al, 2010). Berechnungen durch Postma und Lynch anhand von
Modellierungen mit dem Programm SimRoot sagen ein Potential um bis zu 55 %
verbessertes Wachstum wunter Stickstoffmangelbedingungen fiir 40 Tage alte
Maispflanzen voraus, welche verstarkt Wurzeln mit Aerenchym im Wurzelcortex bilden

(Postma and Lynch, 2011).

Lateralwurzeln sind aufgrund ihrer Grofde eine im Verhadltnis zu den Hauptwurzeln
physiologisch gesehen preiswerte Moglichkeit, mehr Bodenvolumen zu erschliefien
(Zhu and Lynch, 2004). Trotz geringer Gesamtmasse konnen sie einen Grofdteil der
Gesamtwurzeloberflache ausmachen (Postma et al., 2014). Fiir Phosphatmangel wurde
gezeigt, dass neben einer erhohten Dichte und Liange von Wurzelhaaren (Gahoonia et al.,
1999), eine hohe Anzahl von Lateralwurzeln in oberen Bodenschichten die Effizienz von
Wurzelsystemen erhoht (Paszkowski and Boller, 2002; Zhu and Lynch, 2004). Fiir
stickstoffarme Boden postuliert Lynch dagegen mehr Effektivitit durch weniger und
daftr langere Lateralwurzeln bei moglichst steilen Kron- bzw. Stiitzwurzel, da diese bei
gleicher Gesamtlange fahig waren, ein grofieres Erdvolumen zu erschliefden (Lynch,
2013). Diese These wird unterstiitzt durch die Ergebnisse der SimRoot-Simulationen

von Postma (Postma et al., 2014).
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4.4.1 Definition der Stickstoffnutzeffizienz fiir die analysierten Maispflanzen

Stickstoffnutzeffizienz von Pflanzen wird in der Literatur unterschiedlich definiert und
auch bewertet und ist abhangig davon, welcher Teil der pflanzlichen Entwicklung
betrachtet wird (Chardon et al,, 2012; Good et al., 2004). Ein effizienterer Umgang der
Maispflanze mit dem verfligbaren Stickstoff kann auf verschiedene Arten erreicht
werden: der effizienteren Aufnahme von Stickstoff (Lynch, 2013; York et al., 2016), der
Verwertung des aufgenommenen Stickstoffs (Hirel et al, 2001) und bei Kérnermais
auch durch die Remobilisierung des Stickstoffs aus der seneszent werdenen Pflanze
selbst bei der Fiillung der Kérner (Gallais and Hirel, 2004; Hirel et al., 2001). Eine der
gangigsten Definitionen fir Stickstoffnutzeffizienz von Kornermais ist die von
Kornertrag pro Einheit bodenverfiighares Nitrat (Chardon et al., 2012; Good et al., 2004;
Moll et al., 1987). Fiir die pflanzliche Biomasse wird dagegen oft das Verhaltnis von
Biomasse (frisch oder trocken) zum Stickstoffgehalt als Sticknutzeffizienz-Index
definiert (Chardon et al., 2012; Good et al, 2004; Pestsova et al, 2016). Diese
Definitionen wurden als Orientierungslinie fiir die hier vorgenommenen Bewertungen

der Stickstoffnutzeffizienz verwendet.

4.5 Loci fiir quantitative Eigenschaften

Quantitative Merkmale sind gegeniiber den distinkten nicht scharf voneinander
abgrenzbar. So ist die Farbe einer Bliite ein diskretes Merkmal, wenn sie aufgrund des
genetischen Hintergrundes entweder rot oder weifd sein kann. Es gibt aber auch den
Fall, dass die Nachkommen einen neuen Phanotyp oder Kombinationen aus Phanotypen
zeigen (Geldermann, 1975; Paterson, 1995). Die unterschiedlichen Auspragungen dieses
Phanotyps sind darin begrindet, dass, im Fall eines quantitativen Merkmals, dieses
Merkmal auf einem komplexen Zusammenspiel verschiedener Gene beruht und sich
nicht auf ein einziges Gen zurickfiihren lasst (Darvasi, 1998; Geldermann, 1975). Fiir
polygene Merkmale wie Stickstoffnutzeffizienz ist die Berechnung von ,Quantitative
Trait Loci“ (QTLs) eine aussichtsreiche Methode (Mackay, 2001). Ein QTL ist eine
Chromosomenregion, wo sich ein oder mehrere Gene befinden, die fiir ein quantitatives

Merkmal bei einem Lebewesen verantwortlich sind.
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Eines der bekanntesten und ersten Beispiele fiir die Nachverfolgung von Merkmalen
quantitativer Natur und mit Hilfe von Markern sind die Untersuchungen von Sax. Er
stellte anhand von der Beobachtung der Vererbung von Samenschalenfarbe, -musterung
und -gewicht bei Phaseolus vulgaris Assoziationen in der Weitergabe der drei Merkmale
fest (Sax, 1923). Gleichzeitig hat Sax damit auch gezeigt, dass es notwendig ist, Marker
zu besitzen, mit denen genetische wie auch phédnotypische Eigenschaften verfolgt
werden konnen. Sax dienten rein morphologische Marker (Phdnotyp). Heute stehen
aber stattdessen genetische Marker zur Verfligung welche ein essentielles Werkzeug fiir
die konkrete genetische Berechnung und Kartierung von QTLs darstellen. Schon friih
wurde erkannt, dass fiir die Prazision der Berechnung der Lage auf den Chromosomen

die Anzahl an genetischen Markern eine entscheidende Rolle spielt (Paterson, 1995).

4.5.1 Quantitative Eigenschaften und deren Bedeutung in der Pflanzenziichtung

Viele phanotypische Eigenschaften bei Nutzpflanzen sind quantitativer Natur. So ist der
Ertrag von Nutzpflanzen, der im stidndigen Fokus des Pflanzenziichters steht, ein sehr
komplexes Merkmal. Der Bedarf der Auslese leistungsfiahiger und an diverse
Bedingungen angepasster Sorten macht es notwendig, die genetischen Faktoren fur
bedeutsame Eigenschaften zu kennen. Durch das Wissen um diese genetischen
Teilmerkmale und mit Hilfe molekularer Markertechnologien kénnen gewiinschte
Eigenschaften wesentlich schneller und gezielter in Zuchtlinien eingekreuzt werden, so
dass der Zuchterfolg neuer Sorten nicht allein auf Zufall beruht und planbarer wird.
Auch stellt diese Methodik eine sinnvolle Herangehensweise beim Einkreuzen
verwandter Wildarten in Nutzpflanzensorten dar (Tanksley and Nelson, 1996).
Allerdings birgt gerade das Einbringen exotischer Allele in den vorhandenen Genpool
auch Gefahren. Selbst beim Einkreuzen einer relativ kleinen Genregion kann es durch
Elemente, die diese positive Region flankieren, zu negativen Effekten bei anderen
Eigenschaften kommen (Rasmusson and Phillips, 1997). Durch das gezielte Einkreuzen
exotischer Gene in das Elitematerial kann z. B. viel schneller auf neu aufkommende
Kulturschadlinge und Krankheiten reagiert werden, was aufgrund der prognostizierten
sich dndernden Umweltbedingungen in Zukunft von grofier Bedeutung sein sollte. Ein

aktuelles Beispiel fiir die Kulturpflanze Mais ist der Maisziinsler (Ostrinia nubilalis, Z-
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Rasse), der sich aufgrund der Klimaerwarmung verstarkt in Europa Richtung Norden
ausbreitet und fiir den eine Resistenz gesucht wird (Papst et al., 2004). Auch im
tropischen Mais-Material lassen sich QTLs fiir eine Resistenz gegeniiber dem
Maisziinsler finden und durch die Markertechnologie besitzen sie auch das Potenzial in
den europdischen Genpool eingekreuzt zu werden (Samayoa et al., 2015), gleichzeitig
soll der europaische Genpool seine fiir die gemafdigten Zone wichtigen Eigenschaften

beibehalten.

Fir Zea mays wurden, wie fiir die meisten Nutzpflanzen, zahlreiche QTLs fir
unterschiedliche Eigenschaften identifiziert. Dies gilt auch fiir verschiedene
Wurzeleigenschaften (Burton et al., 2015; Hund et al,, 2011). Es wurden auch QTLs fiir
Wurzeleigenschaften gefunden, welche sich mit denen fiir Kornertrag iiberlappen

(Pestsova et al., 2016; Tuberosa et al., 2002).

4.5.2 Voraussetzungen und Strategie einer QTL-Kartierung

Soll der Locus bzw. sollen die Loci einer quantitativen Eigenschaft kartiert werden, muss
zunachst eine Moglichkeit der Bonitierung bzw. Messung fiir den zu untersuchenden
Phanotyp gefunden werden. Wenn der zu untersuchende Phanotyp nicht erfassbar ist,
kann alternativ auch ein anderer Phanotyp als Surrogatphanotyp zur Kartierung genutzt
werden, falls er mit dieser Eigenschaft assoziiert ist. Fiir eine QTL-Analyse und -
Kartierung ist es notwendig, dass das untersuchte Merkmal innerhalb des Genpools
Variation zeigt. Eine weitere Voraussetzung, um einen QTL zu kartieren, ist eine
genetische Landkarte auf der Grundlage molekularer Marker mit einer ausreichenden

Genomabdeckung (Meksem et al., 2005).

Sind diese Voraussetzungen erfiillt, ist die nachste Voraussetzung, dass aufspaltende
Kartierungspopulationen aus doppelhaploiden Linien oder rekombinanten Inzuchtlinien
hergestellt werden konnen. Die Anzucht der DH-Kartierungspopulation kann bei Zea
mays aus den Pollen oder durch sogenannte ,Inducer”-Linien erfolgen (Prigge and
Melchinger, 2012). Die Kartierungspopulation wird mit Hilfe der molekularen Marker
genotypisiert und auf die Auspragung des quantitativen Merkmals hin analysiert. Durch

eine Korrelationsanalyse dieser Ergebnisse kann die Eigenschaft bestimmten

28



Chromosomenregionen (QTLs) zugeordnet werden. Aufgrund der Analyse der
Aufspaltung kann auch das Ausmafd der Beeinflussung des einzelnen QTL an der
untersuchten Eigenschaft abgeschiatzt werden, wobei die einzelnen QTLs eine
unterschiedlich starke Wirkung auf eine quantitative Eigenschaft haben koénnen

(Tanksley and Nelson, 1996).

Soll ein QTL-Bereich feiner kartiert werden bzw. auf einzelne Gene herunter gebrochen
werden, ist die Verfiigbarkeit von nahe-isogenen Linien (NILs) bzw. SubNILs, deren
QTL-Stlicke des Donor-Elters sich iiberschneiden, von Nutzen. Im Rahmen in dieser
Arbeit durchgefiihrten Experimente einerseits, damit alle Gene und Bereiche in voller
Lange erfasst werden konnen andererseits, um den zu untersuchenden Bereich in den
weiteren Generationen weiter einengen zu konnen. NILs bzw. SubNILs kénnen durch
wiederholtes Rickkreuzen von doppelhaploiden Pflanzen der Kartierungspopulation
mit der Elternlinie, welche das negative Allel enthailt, erzeugt werden. Parallel zu den
Rickkreuzungen muss der Prozess durch Genotypisierungen iiberpriift werden. In jeder
Generation wird analysiert, wie grofd der QTL-Bereich ist, bzw. ob die QTL-Region nicht
durch Rekombination DNS-Stiicke des rekurrenten Elters enthalt. Durch den Einsatz der
molekularen Marker und der NILs, bei denen der QTL durch Riickkreuzungen mit dem
rekurrenten Elter immer kleiner wird, kann der QTL im giinstigsten Fall auf ein
einzelnes Gen oder zumindest eine kleinere Genregion mit wenigen Genen eingegrenzt
werden. Da QTLs insbesondere bei Kulturpflanzen wie Zea mays sehr grofde
Chromosomenabschnitte beinhalten konnen und nicht immer eine ausreichende Dichte
genetischer Marker vorhanden ist, kann alternativ auch versucht werden, mogliche
bekannte Kandidatengene und Mutationen innerhalb der QTL-Regionen zu ermitteln,
die vermeintlich etwas mit dem relevanten Allel zu tun haben kénnten (Meksem et al.,,

2005).

Ein weiterer Ansatz zur Verifizierung bietet die Analyse der DNS-Transkripte, bei der
untersucht wird, ob die Kandidatengene der QTL-Region in den Elternlinien
unterschiedlich stark exprimiert werden. Segregieren diese Expressionsunterschiede
gemeinsam mit der untersuchten Eigenschaft, ist dies ein starker Hinweis darauf, dass
die untersuchten Gene im direkten Zusammenhang mit dem untersuchten Allel stehen

(Xiao et al.,, 2015).

29



4.6 Problematik bei der Phinotypisierung von Wurzelmerkmalen

Bei den meisten Pflanzen befinden sich die Wurzeln im Substrat oder Erdboden. Will
man die Wurzeln auf diverse Eigenschaften hin untersuchen, stellt dies den
Experimentator vor gewisse Herausforderungen. Eine simple, aber arbeitsaufwandige
Methode ist das Entfernen des Substrates und damit verbunden die Entnahme der
Pflanze vom Wachstumsort. Diese Methode ist destruktiv, und die verwendeten
Pflanzen sind nach erfolgter Auswertung nicht mehr zu gebrauchen. Des Weiteren
besteht bei vielen Substraten die Gefahr, dass insbesondere feine Teile des
Wurzelsystems, wie z. B. Lateralwurzeln und Wurzelhaare, teilweise zusammen mit dem
Substrat entfernt werden. Ganze Wurzelsysteme sind sehr komplex und leicht zu
beschadigen, ebenso wie der Boden, in dem sie wachsen (Lynch and Brown, 2012).
Dieses Problem kann umgangen werden, indem man spezielle Substrate zur Kultur der
zu phanotypisierenden Pflanzen verwendet. Diese konnen beispielsweise leichter zu
entfernen sein oder wie die Anzucht auf Agar ein direktes Erfassen der Wurzelmerkmale
wahrend der Kultur erlauben. Mit dem Substrat Turface® gibt es erste speziell fiir die
Wurzelphanotypisierung im Gewachshaus entwickelte Substrate (Goron et al., 2015).
Ein Nachteil vieler dieser Ersatzsubstrate ist, dass sie meist hoch artifiziell sind und
wenig mit den Bodenbedingungen auf dem Feld zu tun haben. Zum Teil entwickeln sich
Wurzeln sogar anders als in ihrer natiirlichen Umgebung, weshalb es zum Beispiel mit
einem gewissen Aufwand verbunden ist, in Fliissigkultur Wurzelhaare zu erzeugen. Bei
dem meisten Kulturfithrungen in Hydrokulturen bilden Pflanzen keine Wurzelhaare aus

(Guo-dong and Phung, 2006).

4.6.1 Messung der elektrischen Kapazitit von Wurzeln - eine nicht-invasive in-

situ-Losung

Die Analyse der Oberfliche und Masse von Wurzelsystemen in situ wahrend eines
Feldversuches ist mithsam und unprazise, da die Pflanzen aufwendig ausgegraben und
gereinigt werden miissen, will man alle Wurzelsystembestandteile bergen. Die Methode
des Ausgrabens ist zudem stets destruktiv und fiihrt den Verlust der Pflanze mit sich, so

dass ein Bedarf an nicht-invasiven Methoden besteht (Cao et al., 2010; Dietrich, 2013;
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Ellis, 2013a, b). Nur fiir sehr spezielle Fragestellungen ist das Ausgraben von
Wurzelsystemen eine Losung, wenn zum Beispiel die Winkel von groben Kronwurzeln

bestimmt werden sollen (Trachsel, 2011).

Schon frith wurde eine Beziehung zwischen der elektrischen Kapazitit von
Pflanzenwurzeln und weiteren Parametern gefunden (Chloupek, 1972). Jahre spater
stellte Dalton diese Methodik bei Lycopersicon esculentum vor und sah ihn ihr eine
vielversprechende Methode, Wurzelmasse zu erfassen, die weiter entwickelt werden
sollte (Dalton, 1995). Er erklarte die physikalischen Hintergriinde damit, dass das Xylem
als innerer Leiter vom &dufderen Leiter, in dem Fall der Bodenlésung, durch das
Wurzelgewebe getrennt ist. Dadurch, dass alle Einzelwurzeln tuber das Xylem
miteinander verbunden sind, addieren sich die einzelnen Kapazititen im gesamten
Wurzelsystem. Dalton ging davon aus, dass insbesondere die Dicke des Wurzelgewebes
und dessen Volumen und somit die Oberflaiche die Kapazitit von Wurzeln als
Kondensatoren mafdgeblich beeinflussen, aber auch die Art und Qualitdat und die damit

verbundenen unterschiedlichen Zellinhalte.

Verschiedene Autoren bewerten die Ergebnisse der Messung der elektrischen Kapazitit
von Wurzeln sehr unterschiedlich. Chloupek fand nicht fir alle analysierten
Pflanzenarten eine Korrelation zwischen Kapazitat und der Oberflache der Wurzeln,
wohl aber bei Zea mays (Chloupek, 1972). Andere Autoren fanden bei Maiswurzeln nur
zu bestimmten Entwicklungszeitpunkten und Bedingungen eine Korrelation fiir die

Wurzelfrischmasse mit deren elektrischer Kapazitat (van Beem, 1998).

4.7 Entwicklung des analysierten Pflanzenmaterials, QTL-Berechnung und

vorangegegangende Untersuchungen

Die in dieser Dissertation untersuchten Maislinien waren Teil eines Zuchtprogramms
des Projektpartners KWS SAAT SE. Es handelte sich um die Inzuchtlinie SL, die sensitiv
(,sensitive“) fiir Kélte und effizient bei geringen (,low") Stickstoffbedingungen ist und
TH, welche tolerant (,tolerant”) gegeniiber Kélte und effizient bei hohen (,high)
Stickstoffbedingungen ist. Das urspriingliche Ziel des Zuchtprogramms war die

Entwicklung von Inzuchtlinien, die zu Kérnermais-Hybriden fiihren, welche besser die
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schwankenden und suboptimaleren Bedingungen des 6kologischen Landbaus tolerieren
(Presterl et al,, 2003). Die unter niedriger Stickstoffzufuhr ausgelesenen Inzuchtlinien
zeigten aber auch einen Mehrwert fiir das herkdmmliche Hybrid-Zuchtprogramm und
wirkten sich positiv auf die Ertragsstabilitit der mit ihnen entwickelten Hybriden aus
(miindliche Kommunikation mit KWS SAAT SE). Die quantitativen Hintergriinde und
Potentiale fiir Stickstoffnutzeffizienz im europdischen Maisgenpool sind nur sehr
marginal untersucht (Presterl et al., 2003). Die untersuchten Linien unterscheiden sich
besonders stark hinsichtlich ihrer Stickstoffnutzeffizienz: Die Linie TH zeigt bei hohen
Stickstoffbedingungen gute Kornertragsdaten, diese brechen allerdings bei niedriger
Stickstoffzufuhr ein. Zusatzlich wird der obere Teil der Kolbenspindeln nicht vollstandig
aufgefiillt. Die Linie SL weist unter niedriger Stickstoffzufuhr einen deutlich héheren
und damit stabileren Ertrag auf. Unter hohen Stickstoffbedingungen zeigten die
Ertragsdaten der Testkreuzungen mit SL und TH hingegen dhnliche Ergebnisse im

direkten Vergleich (miindliche Kommunikation; Daten KWS SAAT SE, unveroffentlicht).

Beide Linien wurden miteinander gekreuzt und aus der F1 eine doppelhaploide
Kartierungspopulation (DH-Population) erstellt. Von dieser Population mit 720
Individuen wurden Testkreuzungen gemacht und diese auf dem Feld auf ihren
Kornertrag bei hohen und niedrigen Stickstoffbedingungen getestet. Die DH-Linien
wurden mit 188 genetischen Markern genotypisiert. Fiir 691 DH-Testkreuzungen lagen
Daten fiir den Kornertrag vor. Die Berechnung der QTLs erfolgte mit dem Programm
PLABQTL. Anhand der Daten konnten mehrere QTLs fiir Kornertrag durch ,composite
intervall mapping” berechnet werden. Als LOD-Schwellenwerte wurde 3.0 gesetzt. Eine
Ubersicht gibt hierzu die Abbildung 3. Bei der Berechnung wurde unterschieden, ob der
Ertrags-QTL einen positiven Effekt bei hoher (rote Markierung) oder bei niedriger
Stickstoffzufuhr (griine Markierung) zeigte. Dreizehn Ertrags-QTLs zeigten nur bei
hoher Stickstoffzufuhr einen positiven Effekt auf den Kornertrag. Finf QTLs wiesen
einen sich uiberschneidenden positiven Effekt auf den Ertrag sowohl bei niedriger als
auch bei hoher Stickstoffzufuhr auf. Fir drei Ertrags-QTLs konnten positive
Auswirkungen auf den Kornertrag nur bei geringer Stickstoffzufuhr ermittelt werden,
die daraus folgernd mit einer besseren Stickstoffnutzeffizienz bei niedrigen
Stickstoffbedingungen zusammenhdngen sollten. Ein QTL fiir hoheren Ertrag nur bei
geringer Nitratdliingung konnte auf dem Chromosom 4 der Linie SL lokalisiert werden,

welcher 5 % der phanotypischen Varianz erklart. Die starkeren QTLs mit einer Wirkung
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nur bei niedrigen Stickstoffbedingungen liegen auf den Chromosomen 8 und 10 der
Linie SL. Diese QTLs erklaren fiir den QTL 8 11 % und fiir den QTL 10 13 % der
phanotypischen Varianz, weshalb man sich auf die weitere Analyse dieser beiden QTLs

fokussierte (Daten KWS SAAT SE, unveroffentlicht; Presterl et al. 2008,

unveroffentlicht).
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Abbildung 3. Ubersicht iiber die Lage der Kartierten QTLs fiir Kornertrag.

Die Abbildung gibt die Lage der mit Hilfe der Kartierungspopulation berechneten Lagen der QTLs wieder. Die
rot markierten Bereiche geben die Lage von QTLs an, welche einen Mehrertrag bei hohen
Stickstoffbedingungen bewirken, die griin markierten dagegen die Bereiche fiir QTLs, welche bei niedriger
Stickstoffzufuhr auf den Kornertrag wirken. Bei vielen QTLs kommt es zu Uberschneidungen. Mit den blauen
Ellipsen wurden die beiden QTLs markiert, welche nur bei niedriger Stickstoffzufuhr wirken und im Rahmen
dieser Dissertation analysiert wurden. Die Zahlen geben die Chromosomennummer der schematisch
dargestellten Chromosomen an. Quelle: KWS SAAT SE, unverdéffentlicht, geindert. Die gezeigten Daten

basieren auf der ersten QTL-Berechnung (siehe 4.7.2).

Fir die Feinkartierung der Ertrags-QTLs wurden NILs hergestellt, welche jeweils die
QTL-Genregion des Elters SL in sich trugen und ansonsten den genetischen Hintergrund
des anderen Elters TH besitzen. Eine Moglichkeit zur Herstellung von NILs ist das
Ruckkreuzen von geeigneten Individuen aus der DH-Population mit dem rekurrenten
Elter TH. In mehreren Kreuzungsschritten wurden aus den ausgewahlten DH-Linien die
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NILs fiir QTL 8 und 10 entwickelt. Dabei war TH die rekurrente Linie fiir
Chromosomensegmente des Donor-Elters SL, welche in den Feldversuchen eine
Korrelation zwischen konstant hohem Kornertrag und niedrigem Stickstoffgehalt im
Boden gezeigt hatte (Presterl et al, unveroffentlicht). Das Ziel waren NILs mit den
fokussierten Ertrags-QTL-Bereichen aus der Linie SL. Durch erneute Riickkreuzungen
mit dem Elter TH wurden die SL-stammigen Chromosomensegmente dieser NILs weiter
zerteilt und/oder verkleinert. Die so entwickelten Linien werden im Weiteren als

SubNILs bezeichnet.

4.7.1 Vorangegangene Untersuchungen an den Maislinien SL und TH und deren

Nachkommen

Die Elternlinien SL und TH wurden im Rahmen weiterer Arbeiten und Projekte
untersucht. Die bessere Stickstoffnutzeffizienz der Linie SL unter limitierten
Stickstoffbedingungen zeigt sich bei den Feldversuchen erst spat in der Entwicklung.
Dann zeigt die Linie SL namlich einen stabil hoheren Ertrag und Wuchs gegentiber der

Linie TH (Daten nicht gezeigt, Quelle: KWS SAAT SE).

Fir die Linie SL konnte von Gou in Hydrokultur gezeigt werden, dass sie deutlich mehr
Lateralwurzeln bei niedrigen Stickstoffbedingungen ausbildet als die Linie TH. Von der
DH-Kartierungspopulation wurde eine Auswahl der hinsichtlich des Kornertrages bei
niedrigen Stickstoffbedingungen besten und schlechtesten Linien getroffen und
ebenfalls in Hydrokultur auf die Lateralwurzeldichte und -lange hin untersucht. Es
konnte eine Korrelation zwischen der verstirkten Lateralwurzelbildung und dem
hoheren Kornertrag beobachtet werden, die sowohl beim Elter SL als auch bei
doppelhaploiden Linien der Kartierungspopulation auftrat (Abbildung 4, Gou et al,

unveroffentlicht).
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Abbildung 4. Korrelation zwischen Kornertrag und Lateralwurzeldichte von DH-Linien.

Die Abbildung zeigt eine Auswahl der von Gou (unveréffentlicht) auf Lateralwurzeldichte hin getesteten DH-
Linien. A, Sdulendiagramm, welches den Kornertrag in der Einheit Doppeltonnen/ha von 23 Testkreuzungen
mit DH-Linien bei niedriger Stickstoffzufuhr zeigt. Links der rot gestrichelten Linie befinden sich DH-Linien
mit einem hdéheren Ertrag. B, im Sidulendiagramm wird fiir die im Diagramm A aufgefiihrten DH-Linien in
gleicher Reihenfolge die Lateralwurzeldichte dargestellt. Linien mit niedrigem Kornertrag zeigten meist

geringere Lateralwurzeldichten.

Fiir die beiden im Fokus stehenden QTLs wurden jeweils NILs entwickelt. Analysen von
NILs fiir die QTLs 8 und 10 =zeigten einen Einfluss des QTLs 8 auf die
Lateralwurzelbildung in dem unter 5.5 beschriebenen Keimrollensystem. Anhand der
aus den NILs entwickelten SubNILs wurde versucht, die QTL-Region 8 mit Hilfe des
Lateralwurzelphanotyps zu begrenzen (unveroéffentlichte Daten Claudia Tietze). Ob
dieser Phanotyp fur die Stickstoffnutzeffizienz und den erhéhten Ertrag verantwortlich
ist oder sich zufallig nahe bei dem gesuchten Gen im QTL befindet und daher mit diesem
zusammen segregiert, kann allerdings erst dann sicher gesagt werden, wenn das
putative Gen isoliert und in eine ineffiziente Maispflanze transformiert worden ist. Zeigt
diese Pflanze dann ebenfalls einen erhéhten Kornertrag und eine erhohte

Lateralwurzeldichte, nimmt das Gen im QTL 8 auf beide Phanotypen Einfluss.

Zur Absicherung des von Gou (unveroffentlicht) beobachteten Phanotyps, wurde in
zahlreichen Experimenten mit den Elternlinien und einer NIL fiir QTL 8 (SL-N8-40x)
sowie einer NIL fiir QTL 10 (SL-N10-1) diese Beobachtung tiberpriift. Im Rahmen der

Diplomarbeit konnte statistisch bestdtigt werden, dass es einen signifikanten
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Zusammenhang zwischen der Lateralwurzelbildung der Primarwurzel und dem Genotyp
der Pflanzen gibt, und dass eine hohere Lateralwurzelbildung der Elternlinie SL
mindestens teilweise durch die Wirkung der Gene vom QTL 8 erklart werden kann
(Wever, 2010). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die erhohte
Lateralwurzeldichte unabhingig vom Nitratgehalt ist. Ein Zusammenhang zwischen
erhohter Lateralwurzelentwicklung, dem Nitratgehalt der Losungen und den Genotypen
der Linien konnte nur fiir den Phanotyp ,Lateralwurzeldichte der langsten
Seminalwurzel“ gefunden werden. Auch hier konnte eine signifikant erhéhte Anzahl von
Lateralwurzeln fiir die Linie SL und die NIL 8 statistisch bestitigt werden (Wever,
2010). Neben dem hoheren Ertrag bei niedrigen edaphischen Nitratkonzentrationen
gegentiiber der Elternlinie TH ist fiir den QTL 10 und damit fiir die hierfiir entwickelten
NILs 10 zu Beginn dieser Dissertation kein mit dem QTL korrelierender Phanotyp

bekannt.

4.7.2 Anderung der QTL-Loci nach Neuberechnung mit deutlich grofRerer

Markeranzahl zum Projektende

Die Berechnung der Kornertrags-QTLs im Jahr 2002 (siehe Kapitel 4.7) beruhte auf nur
188 iiber das Genom verteilte SSR-Marker. Zum Projektende und damit auch zum Ende
dieser Dissertation wurde anhand der alten Ertragsdaten der Kartierungspopulation
und der aktuellen Markerlage von 622 Markern die Position der QTL-Loci erneut
berechnet. Dadurch kam es zu einer veranderten Lage der berechneten QTL-Bereiche
auf den Chromosomen 8 und 10. Diese Veranderung ist in der Abbildung 5 schematisch

dargestellt.

Im Rahmen der gezeigten Experimente werden jeweils fiir die Genotypen die Loci beider
QTL-Berechnungen dargestellt. Im Folgenden werden die QTL-Berechnung auf
Grundlage der 188 SSR-Marker als ,alter QTL® bezeichnet, die Loci der erneut
berechneten QTLs als ,neue QTLs"“. Durch die Verschiebung der QTL-Lage trugen viele
der entwickelten Linien in der Retroperspektive, keine oder nur eine unvollstindige
Introgressionen der QTL-Region. Im Fall des QTL 8 tiberschnitten sich neuer und alter
QTL nicht. Beim QTL 10 gab es dagegen eine Uberlappung des alten QTL-Bereichs als
auch des neuen Bereiches.
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Abbildung 5 Schematische Darstellung von alten und neu berechneten Ertrag-QTLs auf den Chromosomen 8
und 10.

A zeigt schematisch die Lage des alten und des neu berechneten Ertrags-QTL fiir das Chromsom 8. Nach der
Neuberechnung des Ertrag-QTL mit deutlich mehr Markern kam es zu einer deutlichen Verschiebung seiner
Lage und die Gréfie des Bereichs verkleinerte sich. B zeigt die die Anderungen fiir das Chromosom 10. Der
dort kartierte QTL-Bereich wurde aufgrund der hoheren Markerdichte ebenfalls dichter. Die Lage auf dem

Chromosom 10 blieb aber innerhalb des urspriinglichen Vertrauensintervalls.
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4.8 Ziele der Dissertation

Ein wichtiges Zuchtziel bei Mais ist eine Erhohung der Stickstoffnutzeffzienz. Von den
beiden ziichterisch genutzten Maislinien SL und TH, zeichnet sich die Linie SL durch
einen stabil hoheren Ertrag bei Stickstoffmangelbedingungen gegeniiber der Linie TH
aus. Fur dieses quantitative Merkmal wurden zwei, bei niedrigen edaphischen
Stickstoffkonzentrationen wirksame QTLs, auf den Chromosomen 8 und 10 identifiziert.
Im Rahmen dieser Dissertation sollte analysiert werden wodurch die Unterschiede der
Stickstoffnutzeffizienz der Linien TH und SL begriindet sind. Dieses Ziel soll durch
folgende genetische, physiologische und molekularbiologische Untersuchungen erreicht

werden.
1. Genetische Analyse der Wurzelarchitektur der Elternlinien

Die Wurzelarchitektur von Pflanzen kann entscheidend deren Nahrstoffeffizienz
beeinflussen. Fiir den nach der QTL-Berechnung starksten QTL auf Chromosom 10 war
kein moglicher verantwortlicher Phanotyp bekannt. Das Ziel war es, einen Phanotyp zu
finden, der mit diesem Chromosomenbereich korreliert und weiterfithrend diesen
Phanotyp innerhalb der QTL-Region naher zu lokalisieren. Beziiglich des QTLs auf
Chromosom 8 wurde bereits in vorhergegangenen Arbeiten gezeigt, dass es eine
Korrelation zwischen dem Mehrertrag von DH-Linien und deren Lateralwurzeldichte
geben konnte. Ein Teilziel dieser Dissertation war es, den Phdnotyp weiter zu
charakterisieren und dessen genetischen Locus naher zu bestimmen und, falls moglich,

auf ein bestimmtes Gen herunter zu brechen.

2. Physiologische und molekularbiologische Untersuchungen der

Stickstoffnutzeffizienz

Pflanzen reagieren in vielfaltiger Weise auf Nitrat. Das Ziel war eine Analyse der
Reaktion der Elternlinien SL und TH auf unterschiedliche Nitratzufuhr. Ein weiteres Ziel
dieser Dissertation war die Evaluation der Konzentration des im Pflanzenmaterial
vorhandenen Stickstoffes. Dariber hinaus sollte untersucht werden, ob sich weitere
Unterschiede finden lassen die Hinweise auf die Ursachen der unterschiedlichen

Stickstoffnutzeffizienz der Maislinien TH und SL geben.
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Die Messung der elektrischen Kapazitdt scheint eine der wenigen nicht-invasiven und
auf dem Feld praktikablen Methoden fiir die Phanotypisierung von Wurzeln zu sein. Das
Ziel war es zu klaren, ob sich diese Methodik in den wahrend der Dissertation laufenden

Feldversuchen zuverldssig fiir die untersuchten Linien anwenden lasst.

Genomweite Studien der Gentranskription koénnen wichtige Hinweise auf
unterschiedliche genetische Reaktionen zwischen zwei Individuen liefern. Ein Zielpunkt
dieser Dissertation war es, die Unterschiede der Transkription des Wurzelgewebes
zwischen beiden Mais-Elternlinien zu analysieren. Es sollte die transkriptionelle
Reaktion des Wurzelgewebes auf unterschiedliche dufdere Nitratkonzentrationen und
im zeitlichen Verlauf vergleichend untersucht werden. Dies sollte klaren, ob sich
Hinweise auf Gene oder Genregulatoren finden lassen, die fiir die Unterschiede im

Kornertrag verantwortlich sind.
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5 Material und Methoden

5.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien hatten p.a.-Qualitit und wurden von den folgenden

Firmen bezogen: Duchefa (Haarlem, Niederlande), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck

(Darmstadt, Deutschland), Riedel-de Haén (Seelze, Deutschland), Roth (Karlsruhe,

Deutschland), Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland). Enzyme und weitere Materialien

sind an den entsprechenden Stellen gesondert mit ihren Bezugsquellen angegeben.

5.1.1 Enzyme

Phusion-High-Fidelity-DNS-Polymerase (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)

Taq-Polymerase selbst

aufgereinigte DNS-Polymerase des

Instituts

SuperScript I Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)

5.1.2 Reagenziensatze

KAPA Library Quantification Kit
TruSeq® RNA Sample Prep Kit-v2, 48 Set A
TruSeq® SBS Kit v3-HS (50 CYCLES)

TruSeq® SR Cluster Kit v3 cBot™ -HS

(Kapa Biosystems, Wilmington , USA)
(Ilumina, San Diego, USA)
(Ilumina, San Diego, USA)

(Ilumina, San Diego, USA)
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5.1.3 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide fiir die Analyse mit genetischen Markern wurden von

der Firma ThermoFisher Scientific, (Waltham, USA) synthetisiert.

Marker 164-44P51/50 (gestellt von Karin Ernst), kartiert auf Chromosom 4:

Oligonukleotid 1: 5’-GGCACTTGTGATCACACAG-3’

Oligonukleotid 2: 5’-ATCTCTAGATACATCCTACAC-3’

Marker umc1336, kartiert auf Chromosom 10 (http://www.maizegdb.org, (Andorf et al.,

2016)):

Oligonukleotid 1: 5’-CTCTGTTTTGGAAGAAGCTTTTGG-3’

Oligonukleotid 2:CTGCCCTTGCTTATCATTTGTAC-3’

5.1.4 Weitere Reagenzien

Aatiram 65-Beize
Agencourt AMPure XP Beads

Biozym® LE-Agarose

dATP, dCTP, dGTP, dTTP

1 kb-DNS-Leiter

(Stahler, Stade, Deutschland)
(Beckmann Coulter, Brea, USA)

(Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland)

(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)

(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)
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5.2 Pflanzenmaterial

5.2.1 Saatgutproduktion und -qualitit

Es wurde Saatgut der Inzuchtlinien SL und TH sowie der aus denen entwickelten NILs
bzw. SubNILs verwendet (KWS SAAT SE, Einbeck, Deutschland). Diese Linien waren
durch die Selbstungen homozygot. Soweit dies moglich war, wurden die Samen der

Linien innerhalb eines Versuches am selben Standort und im selben Jahr produziert.

Fir die Feldversuche wurde, je nach Art des Versuches, entweder Saatgut der Linien
bzw. deren NILs und SubNILs oder Saatgut von sogenannten Topcross-Bestaubungen
verwendet. Bei einem Topcross wird in der Maisziichtung eine entwickelte Inzuchtlinie
mit einer anderen Varietdt, dem sogenannten Tester, gezielt gekreuzt. Die erhaltenen
Pflanzen waren Hybriden. In den aufgefiihrten Experimenten diente der Topcross auch
dazu, mogliche vorhandene Inzuchtdefekte zu reduzieren, um so die homozygoten
Inzuchtlinien besser untereinander vergleichen zu kdnnen (Sprague, 1946). Im Fall
dieser Versuche geschah dies mit dem Tester 1 der KWS SAAT SE. Im Folgenden werden

diese so erzeugten Hybriden als Testkreuzungen bezeichnet.

5.2.2 Ubersicht iiber die verwendeten Saatgutchargen in den Laborversuchen

Neben den Elternlinien SL und TH wurde fiir die Experimente auch Saatgut
verschiedener NILs verwendet, welche Introgressionen der Linie SL besafden und
ansonsten genetisch identisch mit dem Elter TH waren. Diese Linen besaféen entweder
Introgresssionen auf dem Chromosom 8 oder 10 jeweils im Bereich der Ertrags-QTLs.
Die Bezeichung N8 oder N10 zeigt an auf welchen der beiden Chromosomen die
Introgression lag. Aus den Linien SL-N10-1 und SL-N10-2 wurden SubNILs entwickelt
deren Introgressionen durch Riickreuzungen reduziert waren. Die SubNILs A und B
wurden aus der Linie SL-N10-1, die SubNILs C und D aus der Linie SL-N10-2 entwickelt.
Die VP-Nummer sind interne Beszeichungen der KWS Saat SE. Eine Ubersicht gibt die
Tabelle 1.
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Tabelle 1 Ubersicht iiber die verwendeten Saatgutchargen

Die Tabelle gibt eine Ubersicht der in dieser Dissertation verwendeten Saatgutschargen und VP-Nummern.

Linie VP-Nummer Experiment

SL VP2-30779 Grobkartierung Wurzelwinkel E1/E2 (siehe 6.2.4)
TH VP2-30704 Grobkartierung Wurzelwinkel E1/E2 (siehe 6.2.4)
SL-N10-1 VP2-30710 Grobkartierung Wurzelwinkel E1/E2 (siehe 6.2.4)
SL-N10-2 VP2-30711 Grobkartierung Wurzelwinkel E1/E2 (siehe 6.2.4)
SL-N8-30X | VP2-31529 Grobkartierung Wurzelwinkel E1/E2 (siehe 6.2.4)
SL-N8-32X | VP2-31532 Grobkartierung Wurzelwinkel E1/E2 (siehe 6.2.4)
SL VP3-31801 Grobkartierung Wurzelwinkel E3/E4 (siehe 6.2.4)
TH VP3-31802 Grobkartierung Wurzelwinkel E3/E4 (siehe 6.2.4)
SL-N10-1 VE2-62617 Grobkartierung Wurzelwinkel E3/E4 (siehe 6.2.4)
SL-N10-2 VE2-62616 Grobkartierung Wurzelwinkel E3/E4 (siehe 6.2.4)
SL-N8-30X | VE2-62633 Grobkartierung Wurzelwinkel E3/E4 (siehe 6.2.4)
SL-N8-32X | VE2-62636 Grobkartierung Wurzelwinkel E3/E4 (siehe 6.2.4)
TH VE2-62507 Feinkartierung Wurzelwinkel E1-E4 (siehe 6.2.5)
SL VE2-62508 Feinkartierung Wurzelwinkel E1-E4 (siehe 6.2.5)
SL-N10-1 VE2-62502 Feinkartierung Wurzelwinkel E1-E4 (siehe 6.2.5)
SL-N10-2 VE2-62503 Feinkartierung Wurzelwinkel E1-E4 (siehe 6.2.5)
SubNIL-D VE2-62525 Feinkartierung Wurzelwinkel E1-E4 (siehe 6.2.5)
SubNIL-C VE2-62522 Feinkartierung Wurzelwinkel E1-E4 (siehe 6.2.5)
SL-N8-26X | VE2-62554 Feinkartierung Wurzelwinkel E1-E4 (siehe 6.2.5)
SubNIL-A VE2-62515 Feinkartierung Wurzelwinkel E3/E4 (siehe 6.2.5)
SubNIL-B VE2-62516 Feinkartierung Wurzelwinkel E3/E4 (siehe 6.2.5)

5.2.3 Beizen des Saatguts

Fir die Kultur in Hydrokultur oder in Keimrollen wurden alle Samen zwei bis fiinf Tage
vor dem Auslegen mit Aatiram 65 gebeizt (Stahler, Stade, Deutschland). Hierzu wurden
500 pupl Beizmittel in

25 Samen mit einem Zentrifugenrohrchen (50 ml

Fassungsvermogen) versetzt, geschiittelt und in Petrischalen tiber Nacht getrocknet.
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5.3 Phanotypisierung der Pflanzen

5.3.1 Allgemeine Phinotypisierungsmethoden

Die Aufnahme von Pflanzengrofde und Wurzellinge fiir Pflanzen aus kontrollierter
Aufzucht im Gewachshaus oder der Klimakammer erfolgte, soweit nicht anders
angegeben, mit einem handelsiiblichen Lineal. Bei nicht-adulten Maispflanzen wurden
zur Grofdenbestimmung die Blatter hochgestrichen und auf diese Weise die Gesamtlange
erfasst. Die photographische Dokumentation der Pflanzen erfolgte mit einer Lumix
DMC-TZ5 (Panasonic, Osaka, Japan). Die Bestimmung der Biomasse wurde auf jeweils
fir den Gewichtsbereich geeigneten elektronischen Waagen durchgefiihrt. Die
Trocknung von Pflanzenmaterial fiir die Bestimmung der Trockenmasse oder des
Stickstoffgehaltes erfolgte fiir sieben Tage im Trockenschrank bei 60 °C. Das warme
Material wurde in einen Exsikkator, bestiickt mit Trockenperlen, gegeben und kiihlte

dort aus.

5.3.2 Entfernung von Nahrlésung im apoplasmatischen Transportbereich

Die Aufnahme von Nahrstoffen erfolgt in der Pflanzenwurzel zunachst apoplasmatisch.
Dies bedeutet, dass der Transport passiv entlang der Zellwdnde geschieht.
Zuruickbleibende Nahrlosung innerhalb dieses Transportbereiches kann also
insbesondere bei hohen Konzentrationen die Messergebnisse fiir Nitratbestimmungen
verfalschen. Um die Nahrlosung aus dem apoplasmatischen Transportweg zu entfernen,
wurden Wurzeln, die fiir eine spatere Stickstoffanalyse bestimmt waren, 15 Min in 0,5 M

CaS04-Losung bei 4° C inkubiert.
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5.3.3 Vermessung der Wurzeln und Wurzelsysteme mit dem Programm

WinRhizo™

Zur Bestimmung verschiedener Wurzelparameter wurde das Programm WinRhizo™
Pro V. 2009c (Regent Instruments Inc, Kanada) benutzt. Es wurden nur vollstandig
erhaltene Wurzelsysteme oder intakte Einzelwurzeln verwendet. Hierzu wurden
abhiangig von der Versuchsfragestellung einzelne Wurzelteile oder ganze
Wurzelsysteme von der Nahrlosung oder dem Substrat befreit und in Wasser
aufbewahrt. Die Wurzeln wurden in fiir den Scanner (Epson Expression 10000XL 1.0,
Epson, Suwa, Japan) einsetzbare Wasserschalen tiberfiihrt und schwimmend gescannt.
Wurden nur 10 cm Abschnitte der Primarwurzel analysiert, wurden die unteren 10 cm
ab der ersten sichtbaren Lateralwurzel zurechtgeschnitten und eingescannt. Die so
erhaltenen Wurzelbilder wurden mit dem oben genannten Programm analysiert und
eventuell vorhandene Erdreste manuell mit der Radiergummifunktion des Programms

entfernt. Es wurden folgende Kategorien fiir die Analyse gewahlt:
Hauptwurzeln: 0,75-2,5 mm
Lateralwurzeln: 0-0,75 mm

Die erhaltenen Daten wurden als Microsoft Excel-Tabelle exportiert und in diesem

Programm weiterbearbeitet.

5.3.4 Messung der elektrischen Kapazitit von Maiswurzeln

Im Rahmen der Feldversuche und der Versuche im Gewdichshaus wurde versucht,
Riickschliisse  von der elektrischen Kapazitit der Maiswurzeln auf die
Gesamtwurzelmasse, sowie die Gesamtoberflache zu ziehen. Alle Messungen wurden
mit dem Kapazitatsmeter 810C (B&K Precision , Yorba Linda, USA) durchgefiihrt (van
Beem, 1998). Vor allen Messungen wurde das Gerat im Bereich von 20 nF adjustiert. Nur
Feldmessungen wurde der Skalierungsbereich von 200 nF gewahlt. Bei den
Gefafdversuchen wurden die Pflanzen eine Stunde vor der Messung durchdringend

gewassert und die Beleuchtung wahrend der Messung ausgeschaltet, um die
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Verdunstung zu minimieren. Im Versuchsfeld wurde die Anode 6 cm tiber Erdniveau mit
einer Klemme an den Spross befestigt, ohne diesen zu schadigen (van Beem, 1998). Als
Kathode diente ein 40 cm langer, Kupferstab mit einer Kantenldnge von 1 cm, der leicht
angespitzt war. Bei Versuchen in den beschriebenen Gefafen mit Sand als Substrat
wurde die Kathode in eine Topfecke gestochen (siehe 5.5.3) und die Anoden in 3 cm
Hohe am Spross befestigt. Um spater die weiteren Daten einer Pflanze zuordnen zu
konnen, wurden sie oberhalb der Anode mit einem beschrifteten Isolierband markiert.
Bei Feldversuchen wurde die Kathode 30 cm von der zu messenden Pflanze entfernt 25
cm tief in den Boden gestochen. Der Versuchsaufbau im Feld wird in der Abbildung 6
gezeigt. Die Messwerte wurden notiert, nachdem sich der angezeigte Wert nach einer

Minute stabilisiert hatte.

Versuchspflanze

Kathode

Anodenklemme

Kapazitatsmeter

Abbildung 6. Messung der elektrischen Kapazitit von Wurzeln im Versuchsfeld.

Die Abbildung zeigt die Messung der elektrischen Kapazitit auf dem Versuchsfeld im bayrischen Grucking.
Das Kapazititsmeter war iiber ein Kabel mit der Anode aus Kupfer verbunden. Die Anode wurde 30 cm von
der Versuchspflanze in die Erde gestochen. Mit dem zweiten Kabel wurde das Kapazititsmeter mit der 6 cm

iiber dem Erdniveau angebrachten Klemme verbunden.
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5.3.5 Messung der Austrittswinkel von Kronwurzeln

Die drei Wochen alten Pflanzen wurden wie unter 5.5.3 beschrieben angezogen und vom
Substrat befreit. Fiir die Messung der Austrittswinkel der Kronwurzeln wurde ein
Geodreieck verwendet. Dazu wurde der Winkel zwischen der Sprossachse und den
ersten 4 cm der austretenden Kronwurzel gemessen. Die Abbildung 7 zeigt schematisch
die Messung eines Winkels an der Pflanze. Pro Pflanze konnten abhéangig von der Anzahl
vorhandener Kronwurzeln mehrere Winkel gemessen werden. Wurzeln, die beim

Entfernen des Substrates beschadigt wurden, wurden nicht ausgewertet.

Bei Zea mays entstehen die ersten Kronwurzeln am Coleoptlilenknoten (Abbildung 7 I).
Dieser liegt knapp unter dem Substratoberflachenniveau, dadurch sind Messwerte im
Bereich von etwa 85-90° bei anndhernd horizontal austretenden und 180° bei
senkrecht in die Erde wachsenden Kronwurzeln maglich. Die untersuchten Pflanzen

hatten meist vier gleich gut entwickelte Kronwurzeln ausgebildet.

Y

Abbildung 7. Schema zur Messung der Austrittswinkel von Kronwurzeln.

Das Schema zeigt die Messung der Austrittswinkel von Kronwurzeln. A, der Spross der Maispflanze; B,
Austrittswinkel; C, eine der vier dargestellten Kronwurzeln; D, Seminalwurzel; E, Primdarwurzel, F, eine der
zahlreichen abgebildeten Lateralwurzeln; G, Maiskorn; H, Coleoptile; I, Coleoptilenknoten. Der dargestellte

rot markierte Austrittswinkel betragt ca. 90°.
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5.3.6 Bestimmung des Stickstoff- bzw. Kohlenstoffgehaltes und Berechnung der

Stickstoffnutzeffzienz

Fir die Bestimmung des Stickstoffgehaltes wurde das Pflanzenmaterial wie in Kapitel
5.3.1 beschrieben getrocknet. Das trockene Material wurde zuniachst grob zerkleinert
und anschliefsend in die Kugelmiihle MM 200 (Retsch, Haan, Deutschland). gegeben und
fir 8 Min. bei hochster Stufe fein gemahlen. Mit den pulverisierten Proben wurde vom
Institut fiir Nutzpflanzenwissenschaften und Ressourcenschutz (INRES, Bonn,
Deutschland) eine Elementaranalyse durchgefiihrt. Mit dem Elementaranalysator Fisons
NA 2000 (gemafd ISO 10694, Fisons Instruments, Ipswich, England) wurde der
Kohlenstoff/Stickstoff-Gehalt (C/N) der Proben bestimmt. Es wurden jeweils

Doppelproben durchgefiihrt und deren Mittelwerte verwendet.
Die Berechnung der Stickstoffnutzeffizienz-Index erfolgte mit folgender Formel:

Stickstoffnutzeffizienz-Index = Trockengewicht Gewebe X (Trockengewicht Gewebe /

Nitratgehalt des Gewebes) (Good et al., 2004)

5.3.7 Hypothesentest und Festlegung der Signifikanzniveaus

Um zu Testen welche Linie(n) sich signifikant unterscheiden wurde ein
Zweistichproben-t-Test durchgefiihrt. Die Linie TH, welche das rekurrente Elternteil
darstellt, wurde soweit nicht anders angegeben als Bezugsgrofde gewahlt, weil sie den

genetischen Hintergrund fiir die untersuchten NILs und SubNILs bildet.

Die Bewertung der Aussagen, ob und mit welchem Mafd die Unterschiede statistisch
signifikant sind, beruht auf den folgenden zuvor festgelegten Signifikanzniveaus (a),

ausgehend davon, dass eine Normalverteilung vorliegt:

o < 0,1% (=<0,001) = hochsignifikant HoHok
a < 1% (=0,01) = sehr signifikant ok
a < 5% (=0,05) = signifikant *
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Anhand dieser Signifikanzniveaus konnen die erhaltenen p-Werte, welche die
Irrtumswahrscheinlichkeit wiedergeben, auf ihre Signifikanz hin bewertet werden. Ein
p-Wert von 0,01 bedeutet also, dass sich mit 99% Wahrscheinlichkeit eine Linie
signifikant von anderen Linien unterscheidet und dieser Unterschied nicht auf Zufall

beruht. Fiir die restlichen 1 % gilt hingegen die Annahme der Nullhypothese.

5.4 Feldversuche bei unterschiedlicher Nitratzufuhr

Die Daten der Feldversuche wurden in Zusammenarbeit mit der KWS SAAT SE erhoben.
Ziel der Feldversuche waren Leistungspriiffungen der KWS SAAT SE hinsichtlich des
Kornertrages. Gleichzeitig wurden Daten zur Entwicklung der Maislinien erhoben,
Bonituren und Messungen der elektrischen Kapazitit (5.3.4) im Rahmen dieser
Dissertation durchgefiihrt. Es gab 3 Versuchsstandorte: Bernburg (Sachsen-Anhalt),
Einbeck (Niedersachsen) und Grucking (Bayern). An allen Standorten gab es je zwei
direkt beieinander gelegene Versuchsfelder, die eine unterschiedliche Diingung erfahren
hatten. Jeweils eines der Felder wurde konventionell mit einer zugefiihrten
Stickstoffmenge von 200 kg N ha-! gediingt. Das andere Feld erhielt eine stickstofffreie
Volldiingung. Die untergepfliigte Pflanzenbiomasse nach der Kornernte stellte die
einzige Stickstoffquelle fiir dieses Feld dar. Diese Feldfithrung war bei den Standorten in
Bernburg und Grucking schon vor Versuchsbeginn tber mehrere Jahre praktiziert
worden, bei dem Versuchsfeld in Einbeck dagegen erstmalig im Versuchsjahr. Die fiir die
Feldversuche genutzten Versuchsfelder waren auch schon fiir die Testung der

Elternlinien und fiir die Berechnung der Ertrags-QTL verwendet worden.

Der Versuchsaufbau mit den Mais-Inzuchtlinien und den aus diesen entwickelten NILs
und SubNILs erfolgte stets nach dem gleichen Schema: Es wurden je 100 Korn des
jeweiligen Genotyps in einer Parzelle bestehend aus 2 Reihen mit je 50 Pflanzen
ausgebracht. Von jeder Parzelle gab es innerhalb eines Versuchsfeldes - soweit das
Saatgut reichte - mehrere randomisiert verteilte Wiederholungen. Die Randomisierung
war notwendig, um Standorteffekte zu evaluieren, die durch beispielsweise
diskontinuierliche Bodenunterschiede zustande kommen konnen. Die gleiche Anzahl

von Priifgliedern wurde immer an jedem Versuchsstandort getestet.
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Es wurden verschiedene phdnotypische Merkmale erfasst:
1. Pflanzengrofe:

Hierzu wurde mit einem Zollstock die Grofde einer reprasentativen Pflanze einer

Parzelle vom Boden bis zur Fahnenspitze gemessen.
2. Bonituren:

Eine Bonitur bezeichnet die Bewertung von pflanzlichen Eigenschaften anhand
des Vergleiches mit weiteren Individuen. Es wurden verschiedene Bonituren der
Versuchspflanzen durchgefiihrt. Hierzu wurden zunachst mehrere Parzellen bei
einer Versuchsbedingung und insbesondere die beiden Elternlinien begutachtet.
Nach dieser ,Justierung” des Auges wurden die einzelnen Parzellen hinsichtlich
verschiedener Eigenschaften bewertet. Die Bewertung erfolgte nach einer jeweils

festgelegten Skala.

5.5 Kultivierung von Maiskeimlingen bzw. -pflanzen unter kontrollierten

oder semikontrollierten Bedingungen

5.5.1 Anzucht der Pflanzen in Keimrollen

Fir die Anzucht von Mais in Keimrollen wurden je zehn gebeizte Samen gleichmaf3ig auf
eine befeuchtete Lage Keimpapier (Anchor Paper, Hoffman Manufacturing, Inc., OR,
USA) platziert. Die Samen befanden sich 3 cm vom oberen Rand entfernt und wurden so
ausgerichtet, dass der spatere entspringende Spross zum oberen Rand hin gerichtet war.
Die Samen wurden mit einem zweiten feuchten Keimpapier bedeckt und beide Papiere
ahnlich einer Zigarre aufgerollt. Jeweils sechs dieser Einzelrollen wurden mit einem
weiteren Keimpapier zusammengefasst und in ein 1 | Becherglas gestellt, welches mit
300 ml Aqua demin. aufgefiillt wurde. Das Saatgut wurde fiir drei Tage bei 25 °C im
Dunkeln angekeimt. Einen Eindruck von der Kultur der Pflanzen in den Keimrollen gibt

die Abbildung 8 wieder.
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Die so vorgezogenen Keimlinge wurden entweder in Hydrokultur genommen oder fiir
weitere Phanotypisierungsexperimente in den Keimrollen belassen. Fiir die weitere
Anzucht in den Keimrollen wurden die Bechergldser in eine Klimakammer (Conviron,
Manitoba, Kanada) gestellt. Dort wurden sie bei 16 h Licht (300 pmol Photonen m-2 s'1)
und 8 h Dunkelheit kultiviert. Die Temperatur betrug 25 °C wahrend der Lichtzufuhr
und 20 °C bei Dunkelheit. Wahrend der Kulturzeit wurde der Wasserstand im
Becherglas konstant bei 300 ml gehalten. Bei Experimenten in Keimrollen mit

Nitratzufuhr wurden die unter 5.5.2.1 beschriebenen Losungen verwendet.

Abbildung 8 Maiskeimlinge in der Keimrollenkultur

Die Abbildung zeigt beispielhaft Maiskeimlinge, welche in Keimrollen angezogen wurden. Der Abildungsteil
A stellt die Maispflanzen widhrend der Kultur dar. Es sind die zwo6lf Tage alten Keimlinge (a), die
aufgewickelte Keimrollen (b) und das Becherglas (c) mit der Nadhrlésung sichtbar. Dagegen zeigt die
Teilabbildung B eine entrollte Keimrolle. Dort sind neben den Keimlingen (d), auch die Wurzeln der

Keimlinge (e) erkennbar. (f) ist das Keimpapier in dem sich die Sdmlinge entwickelten.
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5.5.2 Anzucht der Pflanzen in Hydrokultur

Bei der Anzucht in Hydrokultur wurden zunachst, wie bei der Kultivierung der Pflanzen
in Keimrollen (5.5.1), Samen in langs halbierten Keimpapieren ausgelegt. Anschlief3end
wurden je sechs einzelne Rollen mit einem weiteren Keimpapier zu einer grofieren
Keimrolle zusammengefasst. Diese kamen in einen mit etwa 100-150 ml Aqua dest.
gefiillten 1 Liter Messbecher und wurden bei 25 °C fiir drei Tage dunkel im Brutschrank
inkubiert. Die Kulturwannen ,Cutting Boards“ (General Hydroponics, Sebastopol,
California, USA) wurden mit Aqua demin. gewaschen und fiir 24 Stunden gewassert. Als
Kulturtopfe wurden PVC-Schlitztopfe Typ S5,5 LB der Firma Poppelmann (Lohne,
Deutschland) gewahlt. Je Wanne konnten 27 Stiick dieser Kulturtopfe in die Deckelplatte

eingehdangt werden.

Bei dem Kultursubstrat handelte es sich um handelsiiblichen Blahton der Kérnung 4-8
mm. Der Blahton wurde in Aqua demin. gewassert, bis das Waschwasser einen stabilen
Leitwert unter 30 uS/cm zeigte. Anschlief3end wurde der Bldahton autoklaviert. Die
Schlitztopfe wurden jeweils zur Halfte mit bereits gewadssertem Bldahton befiillt und in
die Kulturwannen eingehdangt (Abbildung 9). Die Hohe des Wasserstandes in der
Kulturwanne wurde so hoch gewahlt, dass der Blahton gerade bedeckt war. Die
Keimrollen wurden entrollt und die Keimlinge ab einer Keimwurzellinge von
mindestens 1 cm auf den Bldhton gesetzt (Abbildung 9 A, B und C). Es wurde dabei
darauf geachtet, dass die Primarwurzel Kontakt mit dem Aqua demin. hatte, die Samen
aber nicht direkt mit dem Wasser in Beriithrung kamen. Nur unvollstindig entwickelte
Keimlinge wurden verworfen. Die keimenden Samen der einzelnen Linien wurden
jeweils randomisiert in den Kulturwannen verteilt. Die Topfe wurden mit gewassertem
Blahton aufgefiillt, so dass die Keimlinge bedeckt waren (Abbildung 9 D). Es wurde
hiernach die Beliiftung der Wannen aktiviert (Wever, 2010). Die Beliiftung der
Kulturwannen erfolgte mit den Membranpumpen Marina 100 (Hagen, Holm,
Deutschland), sowie mit Ausstromern der Bauart Long Long 250 mm (Dohse Aquaristik,

Grafschaft, Deutschland).
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Abbildung 9. Uberfiihrung der Keimlinge in die hydroponische Kultur.
Die Bilderfolge zeigt das Einsetzten der Zea mays-Siamlinge in die Kulturtépfe der Hydroponikwannen. A:
Aufrollen der Keimrollen, B und C: Einsetzen eines Keimlings, D: Bedecken eines Keimlings mit Bldhton.

Abbildung (Wever, 2010)

Die Hydrokultur fand unter Gewachshausbedingungen statt. Neben der natiirlichen
Sonneneinstrahlung  wurde  zusatzlich  beleuchtet, um  eine  genormte
Mindestlichtintensitiat zu gewahrleisten (12 h Licht/12 h dunkel). Hierbei wurden die
Pflanzen mit Quecksilber- und Natriumhochdrucklampen (HDK 102-400 IK und SGR-K
200-400 IK, Philips, Hamburg, Deutschland) bei einer Lichtintensitat von 200-300 pmol
Photonen m2 s'! beleuchtet. Je nachdem, wie stark die Sonne schien, betrug somit die
Lichtintensitdt 200-1.000 pmol Photonen m-2 s'1. Die Beleuchtung wurde 24 Stunden
nach dem Einsetzen der Keimlinge eingeschaltet. Die Temperatur wurde vom
Tagesklima beeinflusst und zusatzlich kiinstlich auf eine Mindesttemperatur von 20 °C
nachts und 25 °C tagsuber gehalten. Die Anzucht der Pflanzen fiir das
Transkriptomexperiment erfolgte im Zeitraum vom 12.03.13 bis 16.04.13, aufgrund der
geringen aufderen Sonneneinstrahlung waren sehr gleichmaflige
Temperaturbedingungen vorhanden. Die Abbildung 10 zeigt beispielhaft Maispflanzen
am achten Tag in der Hydrokultur.
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Abbildung 10. Acht Tage alte Maispflanzen in der Hydrokultur.

Die Abbildung zeigt junge Maispflanzen in der Hydrokultur. In den Kulturwannen ist maximal Platz fiir 27
Pflanzen. Man erkennt die Schlitztéopfe gefiillt mit Blidhton die in der Hauptsache der Fixierung der
Maispflanzen dienen. In jeder Kulturwanne befinden sich 13 1 Nidhrlésung. Die Beliiftung erfolgt mit

Membranpumpen und Aquarienausstromern.

5.5.2.1 Nahrlosungen fiir die Hydrokultur der analysierten Maispflanzen

Die in der Hydrokultur verwendeten Nahrlosungen orientierten sich an den von Gorska
beschriebenen Abwandlungen der von Hoagland propagierten Nahrlosungen (Gorska et
al, 2008) und den schon wihrend der Diplomarbeit vorgenommenen Anderungen
(Wever, 2010). Es wurden im Rahmen dieser Dissertation zwei verschiedene
Kombinationen von Nahrlosungen verwendet. Bei beiden Losungen lag der eingestellte
pH-Wert bei = 6 und die Losungen in den Hydrokulturcontainern wurden alle 3 Tage
komplett gegen frisch angesetzte ersetzt. Der pH-Wert wurde mit H2SO4 eingestellt. In
die Kulturwannen wurde jeweils 13 1 der Nahrlosung eingefiillt. Der Kulturablauf ist im

Kapitel 5.5.2.2 schematisch dargestellt. Bei Experimenten, die der Phanotypisierung und

54



zu der Bestimmung des Nitratgehaltes dienten, wurden die Versuchspflanzen mit den in
Tabelle 2 gezeigten Konzentrationen von Nahrlosungen versorgt. Das Kulturschema

wird in Abbildung 11 gezeigt.

Tabelle 2 Gesamtiibersicht iiber die in der Hydrokultur verwendeten Konzentrationen von Makro- und

Mikronihrstoffen.
Makronahrstoffe | Hoch | Medium | Niedrig
1X 1X 1X
10 mM 1mM | 0,1 mM
[uM] [uM] [uM]
KNOs3 3975 397,5 39,75
Ca(NOs3)2x4H20 3015 301,5 30,15
MgS04x7H20 270 270 270
KH2PO4 109 109 109
CaCl2x2H20 25 300 573
K2S04 - 200 377,5
Mikrondhrstoffe
Fe-EDDHA 100 100 100
MnSO4xH:0 2 2 2
H3BOs 20 20 20
ZnS04x7H20 0,085 0,085 0,085
CuS04x5H:0 0,15 0,15 0,15
Na:Mo04x2H20 0,25 0,25 0,25

55



Den Pflanzen fiir die Transkriptomanalyse von Wurzeln (5.6) und fiir die
Gesamtstickstoffbestimmung (5.3.6) wurden nach den ersten drei Tagen nach der
Uberfiihrung ein Vollmedium ohne Nitrate gegeben. Dieses Medium setzt sich wie in
Tabelle 2 angeben zusammen ohne die Salze KNO3z und Ca(NO3z)2. Auch hier wurde der
pH-Wert auf = 6 eingestellt, wobei folgenden Nahrsalzkonzentrationen: 270 uM MgSO4,
109 pM KH2PO4, 100 uM Fe-EDDHA, 20 pM H3BO3, 2 uM MnSO4, 0.085 puM ZnSO04, 0.15
UM CuSOs4 und 0.25 pM Na;Mo0Os4. Dieses Vollmedium wurde die vier Tage lang
verabreicht, um Effekte durch andere Nahrstoffe auszuschliefen. Bei der Kontrolle ohne
Nitratzufuhr wurde dieses Medium wahrend der ganzen Versuchsdauer verwendet.
Zusatzlich wurde eine Nahrstofflosung mit einer Konzentration von 0,1 mM Nitrat und 4
mM Nitrat mit gleicher Ionenstirke verwendet. Die 0,1 mM Nitratnahrlosung enthielt
abweichend zu den obigen Tabellen 1201 pM CaCl; and 775 uM KzSO4, die 4 mM
Nitratnahrlosung 1590 uM KNO3 und 1206 pM Ca(NO3).. Beide Nahrlosungen wurden

aus den Stammldsungen hergestellt.

5.5.2.2 Kulturschemata fiir die Hydrokultur

Die Aufzucht der Maispflanzen in Hydrokultur erfolgte mit Hinblick auf das Ziel der
jeweiligen Fragestellung nach unterschiedlichen Kulturschemata. Bei Anzucht der
Pflanzen fiir die RNS-Isolation (Abbildung 12) wurden diese kiirzer und bei anderen
Nitratkonzentrationen = im  Nahrmedium  angezogen, als solche deren
Gesamtstickstoffgehalt oder deren Lateralwurzeldichte bestimmt wurde (Abbildung 11).
Bei dem in Abbildung 11 gezeigten Kulturschema bekommen die Pflanzen das erste
Nahrmedium einen Tag spater als die fiir die RNS-Isolation angezogenen Pflanzen
(Abbildung 12). Bei den Kulturfiihrungen fir die Phanotypisierung von

Wurzelmerkmalen (Abbildung 11) wurden die Pflanzen langer kultiviert.
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Pflanzen-Ernte

0 2d 6d 10d
Aqua demin. 0,1 mM Nitrat
Aqua demin. 1 mM Nitrat
B — »
Aqua demin. 10 mM Nitrat

3 Tage 5 Tage Aqua demin.

|| J ! !
Keim-
rollen

Hydrokultur

Abbildung 11. Kulturschema der Pflanzen fiir die Phinotypisierung und Nitratgehaltbestimmung.

Die Abbildung zeigt das Schema, wie die Maispflanzen fiir die Phdnotypisierung und fiir die Bestimmung des
Nitratgehaltes in Hydrokultur angezogen wurden. Die beiden Linien TH und SL, sowie die NIL N8-30X
wurden zundchst drei Tage in Keimrollen angekeimt und fiinf Tage in der Hydrokultur in reinem Wasser
etabliert. Nach der ersten Pflanzenernte am Tag 0 wurden die verschieden Nitratlosungen entsprechend der
Abbildung zugegeben. Zwei Tage, sechs Tage und zehn Tage spiter wurden weitere Pflanzen fiir die

genannten Analysezwecke aus der Hydrokultur entnommen.

RNS-Ernte

0 4h 1d + 4h

|l l

nitratfreie Néhrlsg.

nitratfreie Néhrlsg. 0.1 mM Nitrat

nitratfreie Néhrlsg. 4 mM Nitrat

3 Tage 4 Tage Aqua demin. [
6 Tage nitratfreie
Nahrlésung

—|
Keim-
rollen

Hydrokultur

Abbildung 12. Kulturschema der fiir die RNS-Isolation angezogenen Pflanzen.
Schematische Darstellung, wie Pflanzen fiir die spatere RNS-Isolation in Hydrokultur angezogen wurden. Die
beiden Linien TH und SL wurden zunichst drei Tage in Keimrollen angekeimt, vier Tage in der Hydrokultur

in reinem Wasser etabliert und zundchst sechs Tage in einem nitratfreien Vollmedium kultiviert. Nach der
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ersten Ernte (Zeitpunkt Oh) wurde die nitratfreie Nahrlésung entsprechend der Abbildung gegen drei
verschiedene Nahrlésungen ausgetauscht. Nach vier Stunden (4h) erfolgte die zweite Ernte. 28 Stunden (1d +

4h) nach Austausch der Nihrmedien die dritte Ernte.

5.5.3 Anzucht der Pflanzen in Sand

Fiir die Kultur unter Bedingungen, die mit den Feldbedingungen maoglichst vergleichbar
sein sollten, wurde die Kultur der Maissamlinge in Sand etabliert. In mehreren
Versuchsreihen (Daten nicht gezeigt) wurde die folgende Methode aufgrund des
nachgewiesenen besten Wuchses und der geslindesten Pflanzengestalt entwickelt. Das
Beizen des Saatgutes erfolgte wie im Kapitel 5.2.3 beschrieben. Als Substrat wurde
Rheinsand vom Botanischen Garten Diisseldorf bezogen. Der Sand wurde in
Kunststoffrosentdpfe mit den Mafden 15,7 x 15,7 x 23,3 cm gefiillt. Um ein Flief3en des
Sandes aus den Lochern des Containernbodens zu vermeiden, wurde dieser mit einem
passend zurechtgeschnittenen Stiick Gaze ausgelegt. Der erdfeuchte Sand wurde so
eingefullt, dass er moglichst locker war und damit einen hohen Luftgehalt besafi. Die
Saattiefe betrug 3-4 cm. Je Container wurden 2 Samen der gleichen Linie ausgebracht.
Nach der Aussaat wurden je 60 Topfe mit 20 1 Aqua demin. und einer handelstiblichen
Gief3kanne mit Brausekopf angegossen. Die Anzucht erfolgte randomisiert, um

Standorteffekte im Gewachshaus zu vermeiden.

5.5.3.1 Nahrlosungen fiir die Sandkultur

Um definierte Stickstoffbedingungen zu schaffen wurde mit selbst angesetzten
Nahrlosungen gearbeitet, die manuell dem Sandsubstrat hinzugefiigt wurden. Die
Zusammensetzung der Nahrlosungen basierte auf der Hydrokultur (siehe Tabelle 2). Es
wurden mehrere Versuchsreihen (Daten nicht gezeigt) durchgefiihrt, um die optimale
Nahrstoffkonzentration zu ermitteln. Fiir die Experimente in Sand wurden die in Kapitel
5.5.2.1 gezeigten Losungen verwendet. Diese wurden fiir die Kultur im Sandsubstrat 3:1
mit Aqua demin. verdiinnt, da die Pflanzen sonst Symptome fiir Salzstress zeigten.
Dementsprechend betrug die Nitrationenkonzentration beispielsweise bei der 0,1 mM

Nitratlosung in dem Fall nur noch 0,075 mM.
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5.5.3.2 Kulturschema fiir die Sandkultur

Die erste Gabe der Nahrlosung erfolgte 7 Tage nach Aussaat. Eine zweite Gabe der
Nahrlosung erfolgte 14 Tage nach Aussaat. Je Topf wurden 200 ml Nahrlésung gegeben.
Das Kulturschema wird in Abbildung 13 wieder gegeben. Trocknete das Sandsubstrat
zwischen den einzelnen Nahrlésungsgaben mehr als 5 cm tief aus wurden je 60 Topfen

erneut, wie bei der Aussaat 20 1 Aqua demin. gegeben.

s

. Nahrlésung z.B. 0,075 mM NO;_
Aqua demin. 200 ml/ Woche
7 Tage E 14 Tage E

Abbildung 13. Kulturschema im Sandsubstrat mit Nahrstofflésung.
Nach der Aussaat wurden die Pflanzen 7 Tage mit Aqua demin gegossen. Die Diingung erfolgte wihrend der
Versuche durch die wochentliche Zugabe der entsprechenen Nahrlosungen. Nach 21 Tagen Kulturzeit wurden

die Pflanzen vermessen und fiir Wurzelanalysen geerntet.

Die Kultur im Sandsubstrat fand im Gewachshaus statt. Die Bedingungen wahrend der
Anzucht waren analog zu denen beschrieben im Kapitel 5.5.2. Um die Wurzelsysteme
moglichst unbeschidigt und vollstindig aus dem Sand zu befreien, wurden die
Kulturcontainer mit den Maisjungpflanzen kopfiiber in einen 10 Liter Eimer gegeben.
Dabei wurden die Jungpflanzen mit einer Hand so fixiert, dass der Sand unter Wasser
langsam aus dem Topf herausfloss. Es wurden nur vollstindig erhaltene und
unbeschadigte Wurzelsysteme fiir weitere Analysen verwendet. Die in Sandsubstrat

aufgezogenen Pflanzen eroffneten die Moglichkeit der Analyse ganzer und altere
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Wurzelsysteme in einem dem Ackerboden vergleichbaren Substrat. Ein Bild von unter
niedriger Stickstoffzufuhr aufgezogenen Pflanzen zeigt die Abbildung 14. Dort sind 18

Tage alte Pflanzen drei Tage vor der Ernte zu sehen.

Abbildung 14. 18 Tage alte Maispflanzen in Sandkultur bei niedriger Stickstoffzufuhr.
Die Pflanzen entwickeln sich dhnlich zu denen in Erdkultur. Die Anzucht erfolgte unter den beschriebenen

Gewdichshausbedingungen.

5.6 Transkriptomanalyse

5.6.1 Allgemeine Molekularbiologische Methoden

Samtliche Gefafde und Losungen wurden - sofern notwendig - autoklaviert bzw.
hitzesterilisiert. Alle Losungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit destilliertem

Wasser (Aqua dest.) angesetzt.
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5.6.2 Isolierung, Quantifizierung und Qualitatskontrolle von RNS, sowie der

mRNS Bibliotheken

Fir die Isolierung von RNS aus den Wurzeln von Zea mays wurden je 4 komplette
Wurzelsysteme je Linie und Nahrstoffbedingung von den Erntezeitpunkten O h, 4 h und
28 h verwendet. Das Ernteschema zeigt die Abbildung 12. Es wurden die Linien SL und
TH verwendet. Die Anzucht der Maisjungpflanzen erfolgte wie in den Kapitel 5.5.2
erldutert, mit den dort beschrieben angewandelten Nahrlosungen. Es wurde die RNS
von drei unabhadngigen Wiederholungen isoliert. Die Isolation wurde nach den
folgenden Protokoll durchgefiihrt (Westhoff et al, 1991). Zusatzlich wurde der
Uberstand nach der Prizipition mit 8 M Lithiumchlorid fiir die Fillung genomischer DNS

genutzt.

Die Konzentration und Reinheit der erhaltenen RNS wurde photometrisch mit dem
Nanodrop DN-10.000 (Peqlab/VWR, Erlangen, Deutschland) bestimmt. Die RNS wurde
im nativen Zustand elektrophorisiert. Hierzu wurde je 1 pg RNS mit Blaumarker auf
MOPS-Agarosegele mit zwei Prozent Agarosegehalt aufgetragen und bei 50 V innerhalb
von 40-80 Minuten aufgetrennt. Die Ethidiumbromid-Konzentration im Gel betrug 0,5
ug/ml. Als Standard wurden 500 ng einer 1 Kb Leiter aufgetragen (1 Kb Plus DNA
Ladder, ThermoFisher Scientific, Waltham, USA).

Mithilfe von Gelelektrophorese wurde tiberpriift, ob die RNS intakt war und ob die
Proben noch mit DNS verunreinigt waren. Intakte RNS zeigt sich durch distinkte Banden

der rRNS. Genomische DNS ist aufgrund der Fragmentgrofde zu unterscheiden.

Nach der Elektrophorese und der photometrischen Analyse mit dem NanoDrop musste
die isolierte Gesamt RNS weiter aufgereinigt werden. Riickstande von DNS wurden
durch den Einsatz DNAse entfernt. Hierzu wurden 200 pl Gesamt RNA 250 ng/ul mit 22
ul Puffer 10X und 10 U DNAse I (Thermo Scientific, USA) versetzt. Nach 15 Minuten
Inkubation bei 25 °C, wurde die Reaktion durch das Hinzufligen von jeweils 112,5 pl
Phenol und Ethanol gestoppt und eine Minute das geschlossene Reaktionsgefaf3
geschiittelt. Anschliefend wurde bei 10.000 RPM bei Rautemperatur zentrifugiert
(Rotor Universal 30 F, Hettich-Zentrifuge, Firma Hettich, Tuttlingen). Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefaf iiberfiihrt und mit einem Volumen Chloroform

versetzt, erneut eine Minute geschiittelt und zentrifugiert. Die obere Phase wird
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abgenommen und in einem neuen Reaktionsgefafd mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat
versetzt, invertiert und mit einen Volumen Isopropanol versetzt. Die RNS wurde tiber
Nacht bei -20 °C gefallt. Das Pellet wurde 30 Minuten bei 10.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert, mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen und erneut fiir 8 Minuten bei 4 °C und
10.000 rpm sedimentiert. Das Ethanol wird abgenommen und das Pellet kurz getrocknet
und anschliefdend auf Eis in 100 pl Aqua dest. riickgelost. Anschlief}end wurde das
Resultat der Entfernung von DNS durch eine Gelelektrophorese analog zu 5.6.2

tiberprift.

Fir die Herstellung von RNS-Bibliotheken wird vom Kit-Hersteller die zusatzliche
Kontrolle der Proben auf einen Bioanalyzer-Chip empfohlen. Hierzu wurden je 8 pl
Aliquots der auf eine Konzentration von 250 ng/pl eingestellten Proben an das
Biologisch-Medizinische-Forschungszentrum-Diisseldorf (BMFZ) zur Analyse gegeben.
Dort wurden die Proben mit Hilfe eines Agilent RNA 6000 Nano Chips auf dem 2100
Bioanalyser (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) analysiert. Siehe auch (Mallmann

etal, 2014).

5.6.3 Erstellung der RNS-Bibliotheken und Qualitiatskontrolle

Fir die insgesamt 42 mRNS-Proben wurden RNS-Bibliotheken hergestellt. Die RNS-
Bibliotheken wurden exakt nach dem beiliegenden Protokoll der Reagenziensitze
TruSeq® RNA Sample Prep Kit-v2, 48, Set A; TruSeq® SR Cluster Kit v3 cBot™ - HS und
TruSeq® SBS KIT v3 - HS (50 CYCLES) der Firma Illumina erstellt. Die Erstellung erfolgte
analog zu Mallmann (Mallmann et al., 2014). Es erfolgte eine Analyse durch das BMFZ
auf ausreichend hohe RIN-Werte (RNA Integrity Number). Eine Wertskala von 1-10 gab
an wie intakt die Kettenlange der RNS war. Je hoher der RIN-Wert desto intakter die
RNS (Schroeder et al., 2006). Es wurden nur RNS-Proben verwendet deren RIN-Wert
tber 8 lag. Wie bei Mallmann beschrieben wurde je Probe 1 pg Gesamt-RNS eingesetzt
und die RNS-Bibliotheken erstellt (Mallmann et al,, 2014). Als magnetischer Stander
wurde der Ambion® Magnetic stand-96 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)

verwendet.
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Die fertig gestellten RNS-Bibliotheken wurden nach Herstellerangaben auf einen
Bioanalyzer-Chip analysiert. Hierzu wurden die fertigen RNS-Bilbliotheken an das BMFZ
zur Analyse gegeben. Dort wurden die Proben auf einem Agilent DNA 1000 Chips via

Elektrophorese (Bioanalyser) analysiert.

Die Konzentrationsbestimmung der RNS-Bibliotheken wurde vom BMFZ durchgefiihrt.
Mit Hilfe der fluormetrischen Qubit™-Messungen kann wesentlich spezifischer die

Konzentration der RNS-Bibliotheken bestimmt werden.

5.6.4 Sequenzierung der RNS-Bibliotheken

Die fertig erstellten RNS-Bibliotheken wurden sequenziert. Es wurde eine
Sequenzierungslange von 100 bp angestrebt und eine Einzelenden-Sequenzierung mit
der Illumina HiSeq2000 durchgefiihrt. Die Durchfiihrung erfolgte wie bei Mallmann
nach den Herstellerangaben (Mallmann et al.,, 2014). Die Hochdurchsatz-Sequenzierung
der RNS-Bibliotheken wurde vom BMFZ durchgefiihrt. Pro Lane konnten bis 150

Millionen DNS-Fragmente sequenziert werden.

5.6.5 Statistische Auswertung und Filterung der Transkriptomdaten

Die aus der Sequenzierung erhaltenen Datensatze der 42 Einzelproben wurden zunachst
mit Hilfe des Programms CLC V8.0.1 (Qiagen, Hilden, Deutschland) auf die von der Linie
B73 bekannten Gene inklusive der 500 Basenpaare flankierenden Sequenzen und die
bekannten Transkripte annotiert. Die sequenzierten DNS-Stiicke waren durchschnittlich
100 bp lang. Fir die Wahl geeigneter Parameter wurden zunachst nur die Datensatze
der Experimente zum Zeitpunkt 0 h und damit vor der Nitratzugabe analysiert. Anhand
der erhaltenen Resultate, sowie Angaben aus der Literatur fiir vergleichbare
Experimente, wurden fiir die eigenen Daten folgende Stringenz bei den Einstellung

gewahlt:
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Fragmentldnge 90 bp
Ahnlichkeit 90 %

Die Originalwerte wurden mit dem Logarithmus von 10 transformiert und normalisiert
(Quantil). Anschliefend wurde eine Hauptkomponentenanalyse (PCA, Principal
Component Analysis) durchgefiihrt und die einzelnen Datensitze als Boxplot (nicht

gezeigt) dargestellt und bewertet, ob diese untereinander vergleichbar sind.

Es wurde ein Experiment aufgesetzt bei dem alle regularen Datenpunkte verglichen
wurden und auf differentiel exprimierten Gene (,,differentially expressed genes“ - DEGs)

hin analysiert. Die p-Werte wurden mit der Bonferroni-Methode korrigiert.

Alle Gene die bei keiner der analysierten Proben einen RPKM < 1 (,,Reads Per Kilobase
per Million mapped reads”) zeigten wurden aussortiert. Der Schwellenwert von einem
RPKM < 1 wurde gewadhlt, um sehr schwach exprimierte Genregionen herauszufiltern,
die moglicherweise Artefakte der Methode selbst sein konnen (Liu et al, 2013).
Anschlief3end wurde die Tabelle in das Programm Excel exportiert. Innerhalb von Excel
wurden die Daten weitergehend sortiert. Fiir die weiteren Analysen wurde in Excel die
Gene herausgefiltert, die keine Signifikanz in einem der moglichen Vergleiche zwischen

oder innerhalb der Maislinien fir die Bonferroni-Korrektur zeigten.

Die derart gefilterten Genlisten wurden als Text-Dateien in das Programm MeV geladen
um dort weiter analysiert zu werden. Im Programm MeV wurden Clusteranalysen
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Daten mit dem Logarithmus von 2 transformiert und
anschlief3end aufgrund der Ergebnisse von Hierarchischen Clusteranalysen und der
Erwartungshaltung anhand der Anzahl der Zeitpunkte und Nitratbedingungen die
Anzahl der zu erwartenden k-Gruppen bestimmt. Auf Grundlage dieser Daten wurde ein
k-Means-Clusteranlyse durchgefiihrt. Die k-Means wurden in 100 Rechenversuchen und
dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson berechnet. Die Gene eines Clusters wurden

wiederum als Text-Datei abgespeichert und erneut in eine Exceltabelle umgewandelt.

Diese Datensatze wurden mit dem Internetservice und der Datenbank von AgriGO (Du
et al., 2010) weiter analysiert. Die Cluster wurden auf ihre Genontologie (SEA Singular
Enrichment Analysis) hin untersucht. Als Referenz dienten die zur Verfiigung gestellten

Daten der Maize genome V5a transcript ID. Als statistische Testmethode der Signifikanz

64



wurde Fisher und mit Hilfe der Benjamini-Hochberg-Prozedur (False Discovery Rate

FDR) die Rate der falsch positiven Tests bestimmt.

5.6.6 Verifizierung der analysierten Maislinien mittels genetischer Marker

In Rahmen der Erzeugung des Maissaatgutes kann es zu ungewollten Bestdubungen
oder Verwechslungen innerhalb der Linien kommen. Um ungewollte Verwechslungen
der Versuchspflanzen zu vermeiden, wurden alle fiir die Transkriptomanalyse
verwendeten Pflanzen mit genetischen SSR-Markern auf deren Genotyp hin untersucht.
Diese SSR- Marker nutzen sogenannte Mikrosatelliten. Mikrosatelliten sind meist kurze
sich wiederholende Basenfolgen in nicht kodierenden Sequenzbereichen (Hamada et al,,
1982). Unterschiede in der Anzahl der Wiederholungen kénnen zur Unterscheidung
zweier Genotypen beitragen. Hierzu wird die Polymerasekettenreaktion (polymerase
chain reaction) dazu genutzt in-vitro DNS zu amplifizieren. Dabei werden durch die
Verwendung von definierten, die Mikrosatelliten flankierende Oligonukleotidpaaren,
spezifische DNS-Fragmente amplifiziert. Durch die Wahl der Oligonukletidsequenzen
werden die Bindungsstellen an der DNS-Matrize bestimmt, so dass es moglich ist,
Fragmente mit einer festgelegten Grofde fiir jeden Genotyp zu erhalten. Als Matrize fur
die Fragmente dient ein DNS-Stick, auf welchem die Oligonukleotide moglichst

spezifische Bindestellen haben sollten (Nybom et al., 2014).

Die genomische DNS wurde aus dem Uberstand nach der 8 M Lithiumchloridfillung
(siehe Kapitel 5.6.2) isoliert. Hierzu wurden je 600 pl Uberstand mit einem Volumen
[sopropanol versetzt, gevortext und bei Raumtemperatur gefallt. Die DNS wurde bei
13.000 rpm und Raumtemperatur fiir 5 Minuten zentrifugiert, mit 1 ml 70%igen Ethanol
gewaschen, erneut zentrifugiert, bei Raumtemperatur getrocknet und in 200 pl Aqua

dest. gelost.

Die Konzentration der DNS wurde mit dem NanoDrop bestimmt und auf 25 ng/pL
eingestellt. Die Qualitdt der DNS wurde auf durch eine Gelelektrophorese festgestellt.
Hierzu wurden je 100 ng eingestellte DNS auf einem einprozentigen TBE-Agarosegel (1x

TBE: 90 mM Tris, 90 mM Borsaure und 1 mM EDTA, pH 8,3 und 1 % Agarose) bei 100 V
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aufgetrennt. Die Ethidiumbromid-Konzentration im Gel betrug 0,5 pg/ml. Als
Vergleichsstandard diente 500 ng 1-kb-Grof3enstandard.

Die PCRs erfolgten im Thermozykler der Firma Applied Biosystems (Typ GeneAmp PCR
System 2700, Foster City, USA)

SSR-Marker umc1336 (PCR-Protokoll mit der im Institut hergestellten Tag-Polymerase):

PCR-Puffer 1 x, je Oligonukleotidlésung 0,44 puM, DNS 3,3 ng/ul, dNTPs 100 uM,
Taq-Polymerase 0,15 U/pl

Jede Reaktion startet mit der Denaturierung der DNS-Strdnge durch 5-miniitiges

Erhitzen auf 94 °C. Darauf folgten 40 Zyklen aus folgenden Teilschritten:
15 Sek. 94 °C, Denaturierung

15 Sek. 58 °C, Oligonukleotidanlagerung

60 Sek. 72 °C, Elongation

Den 40 Zyklen folgte eine 4-miniitige Verlangerungsphase bei 72 °C. Die PCR-Produkte
wurden nach der Reaktion auf 4 °C gekiihlt.

Beim Marker 164-44P51/50 wurde unter Verwendung der Phusion-High-Fidelity-DNS-
Polymerase nach folgendem PCR-Protokoll gearbeitet:

PCR-GC-Puffer 1 x, je Oligonukleotidlésung 0,13 pM, DNS 1,6 ng/ul, dNTPs 133
uM, Phusion-High-Fidelity-DNS-Polymerase 0,02 U/l

Die Reaktion startet mit der Denaturierung der DNS-Strange durch 2-miniitiges Erhitzen

auf 98 °C. Darauf folgten 35 Zyklen aus folgenden Teilschritten:
30 Sek. 98 °C, Denaturierung

30 Sek. 58 °C, Oligonukleotidanlagerung

30 Sek. 72 °C, Elongation

Den 35 Zyklen folgte eine 5-miniitige Verldngerungsphase bei 72 °C. Die Produkte
wurden nach der Reaktion auf 4 °C gekiihlt.
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Die Produkte wurden mittels Gelelektrophorese auf Produktmenge und Nebenprodukte
hin analysiert. Dazu wurden je 12 pl des PCR-Produktes auf abhidngig von der
erwarteten PCR-Produktgrofie auf TBE-Agarosegel mit angepasstem Agarosegehalt bei
100 mV fiir 1 h aufgetrennt.
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6 Ergebnisse

6.1 Methoden fiir Wurzelsystemanalysen von Zea mays

6.1.1 Etablierung der Kultur von Maispflanzen in Sand

Die Analyse von Wuzelsystemen geht stets mit der Problematik der nur eingeschrankten
Erfassbarkeit dieses im Erdreich verankerten Organs einher. Die meisten Methoden sind
destruktiv, wenig akkurat oder extrem artifiziell (4.6). Im Rahmen dieser Dissertation
sollte eine moglichst den Feldbedingungen dhnliche Methode fiir die Anzucht von Zea
mays etabliert werden. In dem etablierten System werden die Pflanzen in Sand gezogen
und der Sand in einem Putzeimer mit Wasser bei Entnahmewunsch entfernt (siehe
6.1.1). Gleichzeitig, sollte das etablierte System die Wurzelsysteme der Pflanzen intakt

freilegbar machen und damit auch analysierbar machen.

6.1.2 Verifizierung der Messung der elektrischen Kapazitiat von Maiswurzeln als

Methode zur in-situ Phanotypisierung auf dem Feld

Die Messung der elektrischen Kapazitit von Wurzeln stellt eine der wenigen
Moglichkeiten der Phanotypisierung von Wurzelsystemen auf dem Feld dar, ohne die
Pflanzen dabei zu beschadigen. Fiir Mais sind Studien insbesondere im Rahmen von
Gefafdversuchen bekannt. In dieser Dissertation sollte geklart werden, ob diese Methode
auch fur die Maislinien SL und TH auf dem Feld angewendet werden kann. Es galt die
Frage zu kldren, ob sich die Unterschiede im Wachstumsverhalten und in der
Wurzelarchitektur durch die Bestimmung der elektrischen Kapazitiat quantifizieren
lief3en. Fiir Linien mit Wurzelsystemen mit besonders grofden Oberflichen wiirde man
hohe elektrische Kapazititen des Wurzelsystems erwarten. Zeigte also das
nahrstoffnutzeffizientere Wurzelsystem aufgrund von mehr Lateralwurzeln oder
anderer Effekte hohere nF-Werte als Maf$ der elektrischen Kapazitat? Liefd sich diese

Vermutung auch bei den NILs verfolgen? Des Weiteren sollte in Gefafdversuchen geklart
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werden, welche Bestandteile der Wurzelsysteme der Maislinien durch die Messung der
elektrischen Kapazitat wieder gegeben werden, um so die Ergebnisse der Versuche auf
dem Feld spater zu verifizieren. Die Experimente wurden mit den Elternlinien (SL und
TH), sowie NILs fiir mit SL-Introgressionen fiir im Bereich von QTL 8 oder QTL 10 (alte
Berechnung) mit TH als rekurrenten Elter gemacht (siehe Kapitel 4.7.2). Die
Markersituation fiir die verwendeten NILs im Bereich des QTLs 10 ist der Abbildung 27
zu entnehmen. SL-N10-1 und SL-N10-2 deckten beide jeweils die alte berechnete QTL-
Region und die neu berechnete zum grofdten Teil ab. Die Lage der SL-Introgressionen im
Bereich des QTLs 8 wird in der Abbildung 15 gezeigt. Hier sind alter und neu
berechnteter Ertrags-QTL nicht deckungsgleich. Die Elternlinien SL und TH zeigten wie
erwartet einheitlich ihren Genotyp. Die NILs SL-N8-3HX, SL-N8-26X, SL-N8-40X, SL-N8-
30X und SL-N8-32X zeigen verschieden grofde Introgressionen von SL auf den gezeigten
Abschnitt von Chromosom 8. Die NILs SL-N10-1 und SL-N10-2, beide mit SL-
Introgressionen auf dem Chromosom 10 (siehe Abbildung 27), untersuchten Bereich
identisch mit dem rekurrenten Elter TH. Der rot markierte Bereich gibt den alten
Kornertrags-QTL bei niedriger Stickstoffzufuhr auf Chromosom 8 wieder, der blaue

Bereich den neuen QTL.

69



Marker fiaioen e bR G b GErE
olololo|olo| oo ~ A e P e e e g
N e
Linie FE=EE = = =
SL A|A[A|A|A(AIAIA A AlAA|A AlAIA
TH
SL-N8-3HXAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
SL-N8-26XAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

SL-N8-40X [ala|ala|aalalalala|alaalalala|a|alalalala{aaalalalalalalalala

SL'N8'30X AIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIA|- |A[AIAIAIATAIAIAIATAIA|- A - [AIAIAIAIAIAIAIAIAJAAIA|-|AIAIAIALA - -

SL-N8-32X A AAAAAAAAAAAAAAA-AAAAAA
SL-N10-1

SL-N10-2

Abbildung 15. Ubersicht der verwendeten Genotypen in den Feldversuchen und in den Experimenten 1 bis 4
der Gefifdversuche unter Gewdchshausbedingungen.

Dargestellt werden die Markerergebnisse der Genotypisierung fiir den Chromosomenbereich der Region, in
welcher der QTL 8 liegt und schematisch die Lage auf dem Chromosom 8. Die Markerdaten wurden von der
KWS SAAT SE gestellt. Die mit “A” markierten Marker (gelb) geben die SL-Allele an, die mit “B” markierten
Marker (griin) die TH-Allele. Der rot markierte Bereich gibt die Lage des alten QTL’s auf dem Chromosom 8
fiir Kornertrag an. Der blau markierte Bereich dagegen den gibt den Locus des neu berechneten QTLs 8
wieder. Die NILs SL-N10-1 und SL-N10-2 entprechen am gezeigten Locus TH, da ihre Introgressionen auf

Chromosom 10 liegen.

6.1.3 Messung der elektrischen Kapazitit von Wurzeln unter Feldbedingungen

Es sollte durch die Messung der elektrischen Kapazitiat von Wurzelsystemen versucht
werden, die Wurzeleigenschaften der Elternlinien SL und TH nicht-invasiv auf dem Feld
zu unterscheiden. Die Messung der elektrischen Kapazitat von Wurzelsystemen wurde
wie im Kapitel 5.3.4 beschrieben durchgefiihrt. Die Kapazitatsbestimmungen erfolgten
bei Pflanzen, welche unter hoher oder niedriger Stickstoffzufuhr am Versuchsstandort
Grucking (Bayern) wuchsen. Die Messung erfolgte an Linien und nicht an
Testkreuzungen. Die gezeigten Daten wurden im August erhoben, also zu einem

Zeitpunkt, an dem davon auszugehen war, dass das Wurzelsystem voll entwickelt war.
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Es wurden zwei unabhangige Experimente jeweils im Jahr 2010 und 2012 durchgefiihrt.
Es wurden jeweils Pflanzen aus verschiedenen Parzellen der einzelnen Wiederholungen
gemessen. Die im Jahr 2010 erhobenen Daten basierten je Linie und Bedingung auf 40-
60 Einzelmessungen, die erhobenen Daten fiir 2012 auf jeweils 30 Einzelbestimmungen.
Die Auswahl der Pflanzen zur Analyse in den Feldversuchen mit Introgressionen auf
dem Chromosom 8 erfolgte auf der Datengrundlage der Berechnung des alten QTL-

Locus. Die Ergebnisse dieser Bestimmungen sind in der Abbildung 16 zu sehen.
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Abbildung 16. Ergebnisse der Messung der elektrischen Kapazitit der Wurzelsysteme bei unterschiedlicher
Stickstoffzufuhr im Feld.

Die Messung der elektrischen Kapazitit von Wurzelsystemen wurde auf dem Versuchsfeld in Grucking
(Bayern) in den Jahren 2010 (a und B) und 2012 (C und D) bei niedriger (A und C) oder hoher Stickstoffzufuhr
(B und D) gemessen. Es sind jeweils die Mittelwerte in Nanofarad (nF) angegeben. Die Linien sind
durchnummeriert: 1, SL; 2, TH; 3, SL-N8-3HX; 4, SL-N8-26X; 5, SL-N8-40X; 6, SL-N10-1; 7, SL-10-2. Der
Fehlerbalken gibt den Standardfehler an. Die schwarzen Sterne geben die signifikant héheren Werte
gegeniiber dem rekurrenten Elter TH an. Die roten Sterne geben die signifikant niedrigeren Werte gegeniiber
der Linie TH wieder. Je Linie, Jahr und Bedingung wurden 30-60 Einzelmessungen durchgefiihrt. 0,1% = ***;

10 = **; 5% = *
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Die Abbildung 16 zeigt deutliche Unterschiede fiir die Messungen in den beiden Jahren.
Betrachtet man die fiir die Jahr 2010 (Diagramme A und B, Abbildung 16) und 2012
(Diagram C und D, Abbildung 16) erhobenen Daten, fillt zunidchst ein deutlicher
Unterschied zwischen der Hohe der Werte auf. Im Jahr 2012 waren sie zum Teil um 50
% kleiner und dies bei beiden Nitratbedingungen. Wahrend es im Jahr 2010 viele Linien
gab, welche sowohl bei hoher als auch niedriger Stickstoffzufuhr im Mittel hoch
signifikant hohere nF-Werte aufwiesen als die Linie TH, traf dies im Jahr 2012 nur fir
die Linie SL-N8-3HX zu. Ausschliefdlich die Linie SL-N8-26X zeigte bei hoher
Stickstoffzuhr 2012 signifikant hohere nF-Werte als der rekurrente Elter TH. Einige NILs
zeigten sogar leicht signifikant niedrigere elektrische Kapazitaten fiir ihre
Wurzelsysteme gegeniiber TH. Auch signifikante der Trend der hoheren elektrischen
der stickstoffnutzeffizienteren Linie SL aus dem Versuchsjahr 2010, ist 2012 nur bei
hohen Stickstoffbedingungen zu erahnen, bei niedriger Stickstoffzufuhr sogar
gegenteilig. Betrachtet man die Auswahl der analysierten Genotypen (siehe Abbildung
15 und Abbildung 27) wiirde man erwarten, dass einige NILs mit dhnlichem Genotyp
gleichzeitig grofiere Kapazitiatswerte zeigen sollten, soweit auch SL durch eine grofiere
Wurzeloberflache konstant hohere nF-Werte aufweist und zumindest einer der beiden
Ertrags-QTLs genetisch Einfluss auf die Wurzeloberflache nimmt. Der Elter SL zeigte
selbst keine konstanten Tendenzen iiber alle Messungen und nur die NIL SL-N8-3HX
zeichnete sich durch bestdndig signifikant hohere nF-Werte als TH. Die NIL SL-N8-26X
zeigte nur bei hoher Nitratzufuhr signifikant hohere Kapazititswerte fiir ihr
Waurzelsystem. Betrachtet man den Genotyp der NIL SL-N8-3HX sollte sich zumindest
SL-N8-26X zu allen Bedingungen identisch verhalten, auch wenn beide Linien den neu
berechneten QTL-Locus (blauer Kasten, Abbildung 15) nur teilweise enthalten. Gleiches
gilt auch fir die NILs SL-N10-1 und SL-N10-2. Beide Linien zeigen wie SL nur im
Versuchsjahr 2010 konstant hohere elektrische Wurzelkapazitaten als TH. Als ein
allgemeingultiger Trend lasst sich fiir beide Jahre eine steigende elektrische Kapazitat
der Wurzelsysteme bei steigender Nahrstoffzufuhr festhalten. Dieser Anstieg fallt bei TH
deutlich niedriger als bei SL aus. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine
Unterscheidung der Elternlinien mittels der elektrischen Kapazitat aufgrund der
inkonstanten Ergebnisse nicht in beiden Versuchsjahren moglich war. Die NILs mit
vergleichbaren Introgressionen zeigten teils widerspriichliche oder gleichfalls nicht

konstante Ergebnisse bei der Bestimmung der elektrischen Wurzelkapazitat.
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Die Wurzelsysteme aus dem Feldversuch lassen sich nicht vollstdndig bergen und so
bleibt nur zu spekulieren, ob die Linien unterschiedlich grofe Wurzelsystemoberflachen
aufweisen oder die Unterschiede in der Methode selbst begriindet sind. Wie genau und
konstant die Messung der Wurzelkapazitat fiir die analysierten Maislinien ist, soll durch

Versuche in Gefafden und Sandkultur gezeigt werden.

6.1.4 Messung der elektrischen Kapazitit von Wurzeln unter kontrollierten

Gewachshausbedingungen im Gefifdversuch

Um die im Kapitel 6.1.3 erhaltenen Ergebnisse besser verifizieren zu konnen und um
abschitzen zu konnen, ob die erhaltenen Werte der Kapazitit auch bei den hier
analysierten Maislinien mit der Wurzeloberflache korreliert, wurden im Gewéachshaus
Pflanzen in Gefdfien angezogen. Die Kultur erfolgte unter niedriger Stickstoffzufuhr wie
im Kapitel 5.5.3 beschrieben. Die verwendeten Genotypen sind in der Ubersicht der
Abbildung 15 und in den Genotyp-Ubersichten der Kartierungen der
Kronwurzelaustrittswinkel (Kapitel 6.2.4 und 6.2.5) fiir die QTLs 8 und 10 gezeigt. Von
diesen wurde unter kontrollierten Bedingungen die elektrische Kapazitat der Wurzeln
bestimmt (Kapitel 5.3.4). Anschliefend wurden die Wurzelsysteme mit dem Programm
WinRHIZO™ wie unter 5.3.3 beschrieben analysiert. Die Ergebnisse der Messungen der

elektrischen Kapazitit der drei Wochen alten Wurzelsysteme zeigt die Abbildung 17.
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Abbildung 17. Ergebnisse der Messung der elektrischen Kapazitit der Wurzelsysteme bei niedriger

Stickstoffzufuhr im Gefifdversuch unter Gewachshausbedingungen.

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Messung der elektrischen Kapazitit von Wurzelsystemen im
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Gefafdversuch unter Gewachshausbedingungen und bei niedriger Stickstoffzufuhr fiir die Experimente 1 und
2 (A) sowie 3 und 4 (B). Die Experimente 1 und 2 bzw. 3 und 4 wurden jeweils mit den gleichen
Saatgutchargen zwei Tage versetzt durchgefiihrt. Aufgrund der zeitlichen Nihe der Durchfithrung sind
jeweils die zusammengefassten Mittelwerte in Nanofarad (nF) angegeben. Die Linien sind durchnummeriert:
1, SL-N10-1; 2, SL-10-2; 3, SL-N8-30X; 4, SL-N8-32X; 5, SL; 6, TH. Der Fehlerbalken gibt den Standardfehler an.
Die schwarzen Sterne geben die signifikant hoheren Werte gegeniiber dem rekurrenten Elter TH an (**a <

1 %). Je Linie wurden 30-40 Einzelmessungen durchgefiihrt.

Vergleicht man die Mittelwerte von Diagramm A mit denen von B, so sind diese von B
durchschnittlich etwa doppelt so hoch wie die von A. Zwischen den Elternlinien TH und
SL konnten keine signifikanten Unterschiede beziiglich der elektrischen Kapazitat der
Wurzelsysteme in einem der beiden Versuchsblocke festgestellt werden. Nur fiir die
Linie SL-N8-32X konnten signifikant hohere nF-Werte fiir die Experimente 1 und 2
gemessen werden. Diese NIL besitzt als einzige eine Introgression weit tiber den alten
und neuen Ertrags-QTL 8 hinaus. Das Verhalten zeigte sich aber nicht bei der zweiten
Saatgutcharge der Experimente 3 und 4. Zusammenfassend lief3en sich im Alter von drei
Wochen wurden trotz kontrollierter Bedingungen starke Schwankungen zwischen den
beiden Experimentblécken feststellen. Unterschiede zwischen den Eltern konnten nicht

gefunden werden.

Fir beide Elternlinien konnten in diesem juvenilen Stadium Unterschiede in der
Wurzelarchitektur festgestellt werden. Diese resultierten im Alter von drei Wochen aber
nicht in signifikanten Unterschieden in der elektrischen Kapazitat. Die Kapazitdat von
Wurzeln soll laut Literatur mit deren Oberflache dieser korrelieren. Um dies fiir die
Maislinien zu untersuchen, wurden die Wurzelsysteme mit WinRHIZO™ analysiert.
Durch diese Methode sollte auch tiberprift werden, ob die elektrische Kapazitat der
Wurzelsysteme mit weiteren Merkmalen korreliert. Die Ergebnisse fiir die Experimente
1 und 2 sind zusammengefasst in der Abbildung 18 gezeigt. Die Analysen zeigten, dass
auch bei den im Rahmen dieser Dissertation untersuchten Maislinien, die elektrische
Kapazitdt von Wurzelsystemen deren Gesamtoberflache wiedergab. Gleichzeitig zeigten
die Ergebnisse auch, dass die Methode der Erfassung der elektrischen Kapazitat nicht
zwingend die Beschaffenheit und den Charakter der Wurzelarchitektur wieder spiegelte.
Beide Eltern erreichten eine Gesamtlange der Wurzelsysteme von etwa 1000-1150 cm
(Abbildung 18 D). Allerdings besafd der Elter SL hoch signifikant mehr diinnere Wurzeln
als dickere Wurzeln im Vergleich zum Elter TH (Abbildung 18 C), bei einer gleichzeitig
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ahnlich grofen Oberflaiche (Abbildung 18 Diagramm B). Die unterschiedlichen
morphologischen Eigenschaften der Wurzeln spielten also keine Rolle fiir die Grofde der

elektrischen Kapazitat von Wurzeln.

Insgesamt zeigte die Messung der elektrischen Kapazitit von Wurzelsystemen unter
kontrollierten Bedingungen fiir die untersuchten Maislinien eine gute Korrelation zur
ebenfalls bestimmten Wurzeloberflache der analysierten Wurzelsysteme. Unterschiede
beziiglich der Wurzelarchitektur werden durch die Bestimmung der elektrischen
Kapazitdt nicht berticksichtigt. Hohe Wurzeloberflachen und damit auch hohe nF-Werte
konnen sowohl durch eine grofdere Anzahl grofder axialer Wurzeln als auch durch feine

Lateralwurzeln erreicht werden.
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Abbildung 18. Ergebnisse der Bestimmung verschiedener Eigenschaften der Wurzelsysteme 3 Wochen alter
Maispflanzen in Sandkultur bei niedriger Stickstoffzufuhr.

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der elektrischen Kapazitit von Wurzelsystemen (A;
Mittelwerte in Nanofarad [nF]), deren mittels WinRHIZO™ bestimmte Gesamtoberflache (B), das Verhaltnis
von Lateral- und Axialwurzeln (C) und die Mittelwerte der Gesamtwurzellinge (D). Das Verhiltnis von
Lateral- zu den axialen Hauptwurzeln (L/A) wurde anhand der von WinRHIZO™ ermittelten
Wurzeldurchmesser berechnet. Die Linien sind nummeriert: 1, SL-N10-1; 2, SL-10-2; 3, SL-N8-30X; 4, SL-N8-
32X; 5, SL; 6, TH. Der Fehlerbalken gibt den Standardfehler an. Die schwarzen Sterne geben die signifikant
héheren Werte gegeniiber dem rekurrenten Elter TH an. Je Linie wurden 29-40 Einzelmessungen

durchgefiihrt. 0,1% = ***; 1% = **; 5% =
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6.2 Genetische Analyse der Wurzelarchitektur bei Zea mays

6.2.1 Die Kron- und Stiitzwurzelarchitektur von SL und TH unterscheidet sich

unter Feldbedingungen

Die Maisinzuchtlinien SL und TH unterscheiden sich gravierend beziiglich der
Kornertragsstabilitat bei niedriger Stickstoffzufuhr. Bei niedriger Stickstoffzufuhr bricht
der Ertrag der Linie TH stark ein. Der Kornertrag der Linie SL bleibt dagegen auch bei
Nitratmangel weitestgehend konstant. Ein Ziel dieser Arbeit war es, einen
phanotypischen Unterschied zu finden, der dieses differentielle Ertragsverhalten erklart.
Zu Beginn der Arbeiten dieser Dissertation waren nicht fiir beide wesentliche
Kornertrag-QTL bei Stickstoffmangelbedingungen (siehe 4.7 und 4.7.1) mdgliche
korrespondierende Phanotypen bekannt. Fiir den QTL auf dem Chromosom 8 wurde in
einer vorhergegangenen Arbeit in der Hydrokultur ein Phanotyp fiir eine hohere
Lateralwurzeldichte der Primarwurzel gefunden, der im errechneten Intervall des
Ertrags-QTL zu liegen schien (Gou et al, unveroéffentlicht). Fiir den zweiten nur bei
niedrigen Stickstoffbedingungen wirksamen Ertrags-QTL auf dem Chromosom 10 war

kein Phanotyp bekannt, der fiir diesen Mehrertrag verantwortlich sein kénnte.

Bei der Erhebung der Messdaten der elektrischen Kapazitat fiir die in Grucking (Bayern)
aufgepflanzten Linien im August 2010 wurde ein wesentlicher Unterschied zwischen
den beiden Elternlinien TH und SL beziiglich der Architektur der sichtbaren Kron- und
Stiitzwurzeln aufgedeckt. Beide Linien zeigten kontrare Entwicklungen. TH zeigte am
ersten sichtbaren Nodium ein sehr ausgepragtes Kronwurzelwachstum senkrecht in den
Boden. Die weiteren beiden hoher liegenden Nodien zeigten eine starke Ausbildung und
grofde Anzahl von Stiitzwurzeln, welche ebenfalls nahezu senkrecht Richtung Feldboden
orientiert waren (Abbildung 19 B). Bei der Kronwurzelausbildung am ersten sichtbaren
Nodium verhielt sich die Linie SL ganzlich anders: ihre Wurzeln zeigten eine wesentlich
horizontalere Orientierung. An den weiteren hoher gelegen Nodien bildete die Line SL

kaum oder nur sehr rudimentar Stiitzwurzeln aus (Abbildung 19 b).
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Abbildung 19. Die Ausbildung der Kron- und Stiitzwurzeln bei den Elternlinien SL und TH im Feld in Grucking.
Vergleich der oberirdisch sichtbaren Wurzelmasse beider Elternlinien, SL (A) und TH (B), auf Linienniveau
am Versuchsstandort Grucking. Der Elter TH bildet wesentlich mehr und steilere Stiitzwurzeln aus als SL. Die

Pflanzen wuchsen unter hoher Stickstoffzufuhr.

6.2.2 Liegen die Gene fiir die Unterschiede in der Kron- wund

Stiitzwurzelarchitektur von SL und TH in einem der beiden Ertrags-QTL?

Nach der Feststellung dieses Unterschiedes der Kron- und Stiitzwurzelarchitektur
zwischen den Elternlinien SL und TH galt es zu klaren, ob die verantwortlichen Gene

hierfiir in einem der beiden QTL-Bereiche liegen.

Beim genaueren Beobachten der NILs mit QTL-Introgressionen fiel auf, dass sich die
Linien SL-N10-1 und SL-N10-2 deutlich von den anderen NILs unterschieden. Diese
Linien, welche eine Introgression des QTL-Bereiches 10 vom Donorelter SL trugen,
zeigten eine andere Wurzelarchitektur als diese mit der Introgression vom Chromosom
8 des Elters SL (Abbildung 20). Die NILs, den QTL 8 besafden, zeigten eine
Wurzelarchitektur dhnlich der des Elters TH (Abbildung 20 A, B). NILs mit dem QTL 10
zeigten dagegen eine Ausbildung der Kron- und Stitzwurzeln wie SL (Abbildung 20 C,
D).
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Abbildung 20. Kron- und Stiitzwurzeln von Linien mit unterschiedlichen QTL-Introgressionen unter hohen
Stickstoffbedingungen.

Gezeigt sind die Stiitzwurzeln verschiedener NILs, die unterschiedliche QTL-Introgressionen enthalten. Die
Linien SL-N8-3HX (A) und SL-N8-40X (B) enthalten jeweils eine Introgression des QTL-Bereiches des
Chromosomes 8, wobei SL als Donorelter und TH als rekurrenter Elter verwendet wurde. Die
Wurzelarchitektur dhnelt stark dem Elter TH. Die Linien SL-N10-1 (C) und SL-N10-2 (D) tragen die QTL-

Region 10 in sich. Ihre Wurzelarchitektur ist der des Donorelters SL dhnlicher.

Diese Beobachtung wurde zundchst unter reguliren und damit hohen
Stickstoffbedingungen gemacht. Deshalb wurde tiberpriift, ob sich diese Beobachtung im
benachbarten Feldversuch unter niedrigen Stickstoffbedingungen wiederholt werden
konnte. Das Ergebnis dieser Uberpriifung zeigt die Abbildung 21. Dort sind sowohl die
Elternlinien SL und TH, als auch die in Abbildung 20 gezeigten Genotypen zu sehen. Man
sieht, dass der durch die QTL-Region 10 verursachte Effekt auch unter niedrigen
Stickstoffbedingungen vorhanden ist. Der wahrend der Feldversuche beobachtete mit
dem QTL 10 korrelierende Phanotyp ist, wie die Pflanzen selbst, unter Stickstoffmangel

schwacher ausgepragt, aber bei beiden Bedingungen konstitutiv vorhanden.
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Abbildung 21. Die Kron- und Stiitzwurzelarchitektur verschiedener Genotypen unter niedrigen
Stickstoffbedingungen

Die Abbildung zeigt die oberirdisch sichtbaren Wurzeln verschiedener Maislinien-Genotypen auf dem
Versuchsfeld in Grucking bei Nitratmangelbedingungen. Abgebildet sind die Eltern SL (A) und TH (B), die
Linien mit dem Chromosomenstiick vom Chromosom 8 von SL, SL-N8-3HX (C) und SL-N8-40X (D), sowie die
schon zuvor gezeigten Linien SL-N10-1 (E) und SL-N10-2 (F). SL-N10-1 (E) und SL-N10-2 (F) gleichen mehr
dem Elter SL (A), SL-N8-3HX (C) und SL-N8-40X (D) hingegen dem Elter TH (B).

6.2.3 Die phanotypischen Unterschiede in der Kron- und Stiitzwurzelarchitektur

sind im heterozygoten Zustand schwerer erkennbar

Die Testung der Linien auf Ertragsunterschiede im Feldversuch erfolgte beim
Projektpartner KWS SAAT SE im Regelfall durch Kreuzungen mit einer sogenannten
Testerlinie. Die daraus entstandenen Testkreuzungen haben den Vorteil, dass sie durch
den Heterosis-Effekt deutlich vitaler sind (Brieger, 1950). Durch diese Vorgehensweise
werden negative Effekte durch die Inzucht selbst weitestgehend relativiert. Es sollte die
Frage geklart werden, ob der fiir den QTL-Bereich auf Chromosom 10 auch der bei den
Linien gefundene Phanotyp auch im heterozygoten Zustand detektierbar ist. Hierzu
wurden zunachst die Testkreuzungen mit den beiden Elternlinien TH und SL
begutachtet. Die Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse fiir das Jahr 2010 und fiir den
Standort Bernburg (Sachen-Anhalt). Der Effekt vom QTL 10 konnte bei den
Testkreuzungen zwar noch gefunden werden, war aber deutlich schwacher ausgepragt
als bei den urspringlichen Linien selbst. Dies lag an einer deutlich schwacheren
Auspragung der zuvor fiir den Elter TH festgestellten Merkmale. Die Wurzeln der
Hybriden aus TH und der Testerlinie zeigten deutlich weniger steile Wurzeln als die
reine TH-Linie. Dadurch waren diese Pflanzen optisch deutlich schwerer von der Linie

SL zu unterscheiden.
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Abbildung 22. Kron- und Stiitzwurzelarchitektur von Testkreuzungen der Elternlinien am Standort Bernburg.
Der bei den Elternlinien SL und TH gefundene Phdnotyp zeigt sich auch bei den Hybriden aus einer
Testerlinie mit SL (A) und TH (B), allerdings nicht so intensiv ausgeprigt. Alle Pflanzen zeigen nicht so extrem

steile Winkel wie TH als genetisch reine Linie.

Diese Beobachtung galt verstarkt auch fiir die Testkreuzungen mit dem aus den
Elternlinien entwickelten NILs, welche nur die QTL-Regionen der Chromosomen 8 und
10 besafden. Die Versuchspflanzen zeigten tendenziell den jeweiligen Wurzelphanotyp,
dieser war aber nicht bei allen Exemplaren so eindeutig zu sehen, wie in Abbildung 23
gezeigt. In den Wiederholungen auf dem Versuchsfeld in Bernburg war der Phanotyp bei
den Testkreuzungen nur schwer zu beobachten. Im Jahr 2010 war die Tendenz zur
Ausbildung von Stiitzwurzeln am Standort Grucking bei allen Linien ausgepragter als am

Standort Bernburg.
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Abbildung 23. Sichtbare Wurzeln von Testkreuzungen diverser Maislinien.

Die Abbildung zeigt die Stiitz- und Kronwurzeln verschiedener Testkreuzungen von NILs, die
unterschiedliche QTL-Introgressionen enthalten. Die Testkreuzungen der Linien SL-N8-3HX (A) und SL-N8-
40X (B) enthalten jeweils eine Introgression des QTL-Bereiches des Chromosoms 8 und dhneln dem
Wurzelphédnotyp von TH. SL-N10-1 (C) und SL-N10-2 (D) entsprechen Linien, welche die QTL-Region 10 in sich
tragen. IThr Wurzelverhalten ist dem des Donorelters SL dhnlicher. Der Phianotyp zeigt sich bei den
Testkreuzungen mit den Linien, welche nur einzelne Chromosomenregionen der Linie SL besitzen, deutlich

schwicher. Die gezeigten Pflanzen befanden sich 2010 am Standort Bernburg.

6.2.4 Verifizierung des Kron- und Stiitzwurzelphidnotyps und Grobkartierung der

Kronwurzelwinkel unter Gewachshausbedingungen

Um den auf dem Feld gefundenen Phanotyp fir den QTL auf Chromosom 10 zu
verifizieren, wurden Pflanzen wie unter Kapitel 5.5.3 beschrieben im etablierten
Sandsystem aufgezogen. Da die Unterschiede beziiglich der Wurzelwinkel aufgrund der
in 6.2.2 gemachten Beobachtungen unabhingig von der Nitratzufuhr sind, wurden die
Pflanzen mit einer Nahrstofflosung von 0,075 mM Nitrat versorgt. Die Anzucht erfolgte
wie in Abbildung 13 gezeigt. Es wurden zunachst NILs verwendet, von denen bekannt
war, dass sie jeweils die vollstandige QTL-Region vom Chromosom 8 und 10 aus SL
besafden (alte QTL-Berechnung, siehe Kapitel 4.7.2). Es wurden neben den Eltern SL und
TH, die NILs SL-N10-1, SL-N10-2, SL-N8-30X und SL-N8-32X analysiert (siehe Tabelle 1).
Die Genotypen fiir den QTL 10 sind der Abbildung 24 zu entnehmen. Je Linie wurden
jeweils 20 Korner pro Experiment ausgelegt. Die Messung der Winkel der ersten vier
Kronwurzeln erfolgte wie unter 5.3.5 beschrieben. Es wurden zwei biologisch

unabhingige Experimente zwei Tage zeitlich versetzt durchgefiihrt. Das Experiment
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wurde mit unterschiedlichen Saatgutchargen wiederholt, so dass insgesamt

vier
unabhéangige Experimente durchgefiihrt wurden.
Chromosom 10
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Abbildung 24 Genotypen der Linien der Grobkartierung des Stiitz- und Kronwurzelphinotyps.

In der Abbildung werden die Markerergebnisse der Genotypisierung im Bereich der QTL-Region 10 und
schematisch deren Lage auf dem Chromosom 10 gezeigt. Die Markerdaten wurden von der KWS SAAT SE
gestellt. Die mit “A” markierten Marker (gelb) geben die SL-Allele an, die mit “B” markierten Marker (griin)
die TH-Allele. Der rot markierte Bereich gibt die berechnete Lage vom alten Ertrags-QTL 10 an. Der blau
markierte Bereich gibt den neu berechneten Ertrags-QTL 10 an und wird nur von der Linie SL vollstindig

abgedeckt. Die Introgression der Linien SL-N10-1 und SL-N10-2 decken nur den alten Ertrags-QTL 10
vollstindig ab.

Die Abbildung 25 fasst die Ergebnisse der ersten beiden Experimente zusammen. Die
Linien SL-N10-1 und SL-N10-2 zeigten deutlich flachere Winkel, dhnlich wie die

Elternlinie SL. Dagegen verhielten sich die NILs SL-N8-30X und SL-N8-32 wie der Elter
TH.
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Abbildung 25. Wurzelwinkel der Elternlinien und NILs in Sandkultur: Experimente 1 und 2.

Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen Wurzelwinkel der analysierten Elternlinien (SL und TH)
und NILs (SL-N10-1, SL-N10-2, SL-N8-30X und SL-N8-32X). SL-N10-1 und SL-N10-2 (rot gefirbt) tragen den
QTL von Chromosom 10 von SL im TH-Hintergrund, SL-N8-30X und SL-N8-32X (blau gefarbt) dagegen den
QTL 8. Die Pflanzen wurden fiir drei Wochen bei Stickstoffmangel kultiviert. Pro Linie wurden 79-99
Wurzelwinkel der ersten vier Kronwurzeln bestimmt. Der Fehlerbalken gibt den Standardfehler an. Die
roten Sterne geben die signifikant niedrigeren Werte gegeniiber der Linie TH wieder. Es wurden die

Mittelwerte der ersten beiden Anzuchten zusammengefasst. 0,1% = ***

In der Abbildung 26 sind die Ergebnisse der beiden Experimente mit einer weiteren
Saatgutcharge dargestellt. Die Elternlinie SL zeigte hochsignifikant flachere Winkel
gegen Uber der Linie TH. SL-N10-1 wies ebenfalls eine leichte Signifikanz beziiglich
flacherer Kronwurzelwinkel auf. SL-N8-30X besafs hingegen signifikant steilere Wurzeln

als TH.

84



200

150

*
*
*

100 -

50 -

° zwischen Sprossachse
und Kronwurzelaustritt

T-OTN-1S
¢-0TN-1S
1S

X0€-8N-1S
XCE-8N-1S

Abbildung 26. Wurzelwinkel der Elternlinien und NILs in Sandkultur: Experiment 3 und 4.

Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen Wurzelwinkel der analysierten Elternlinien (SL und TH) und
NILs (SL-N10-1, SL-N10-2, SL-N8-30X und SL-N8-32X). SL-N10-1 und SL-N10-2 (rot gefiarbt) tragen den QTL
von Chromosom 10 von SL im TH-Hintergrund, SL-N8-30X und SL-N8-32X (blau gefirbt) dagegen den QTL 8.
Die Pflanzen wurden fiir drei Wochen bei Stickstoffmangel kultiviert. Pro Linie wurden 39-79 Wurzelwinkel
der ersten vier Kronwurzeln bestimmt. Der Fehlerbalken gibt den Standardfehler an. Die schwarzen Sterne
geben die signifikant hoheren Werte gegeniiber TH an. Die roten Sterne geben die signifikant niedrigeren
Werte gegeniiber der TH wieder. Es wurden die Mittelwerte der dritten und vierten Anzucht

zusammengefasst. 0,1% = **¥; 19 = **; 50 = *

Bei der dritten und vierten Wiederholung des Experiments keimte die neue
Saatgutcharge von TH deutlich schlechter. Deshalb standen insgesamt nur 10 statt

geplanter 20 TH-Pflanzen fiir die Phanotypisierung der Wurzelwinkel zur Verfiigung.

Zusammenfassend fiir alle Experimente konnte bei der Anzuchtmethode in Sand
beobachtet werden, dass die Eltern auch hier Unterschiede beziiglich der
Austrittswinkel der Kronwurzeln zeigten: SL wies deutlich flachere Austrittswinkel auf
als TH. Die Ergebnisse der auf dem Versuchsfeld gemachten Beobachtungen (siehe
6.2.1) konnten bestatigt und unter kontrollierten Bedingungen reproduziert werden.
Auch bei den analysierten nahe-isogenen Linien wurde die Tendenz zu flacheren
Austrittswinkeln bei denen, welche den QTL des Chromosoms 10 von SL trugen,
bestdtigt. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass der QTL 8 nicht fiir flachere
Wurzelaustrittswinkel verantwortlich ist.
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6.2.5 Feinkartierung der Kronwurzelwinkel auf Chromosom 10

Fir NILs mit dem gesamten alten QTL-Bereich vom Chromosom 10 von SL konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dieser Genregion und dem Grad der
Austrittswinkel der ersten vier Kronwurzeln gezeigt werden. Im Folgenden wurde
versucht, den Bereich des QTLs zu begrenzen, welcher fiir den beobachteten Phanotyp
verantwortlich ist. Hierzu wurden in Zusammenarbeit mit der KWS SAAT SE Linien
entwickelt, die kiirzere Bereiche der alten QTL-Region enthielten. Diese SubNILs
worden identisch wie die Elterlinien (Kapitel 6.2.4) angezogen. Pro Experiment und
Linie wurden 20 Korn ausgelegt. Eine Ubersicht der verwendeten Saatgutchargen findet
sich in Tabelle 1. Die im Experiment verwendeten Genotypen zeigt die Abbildung 27.
Dort sind die Ergebnisse der Genotypisierung fiir den QTL-Bereich 10 aller
phanotypisierten Linien der Experimente 1 und 2 dargestellt. Die Linie SL-N8-26X tragt
ihre Introgression im Bereich des QTLs 8, weshalb sie an diesem Locus mit TH identisch
ist. Die beiden aus der NIL SL-N10-2 entwickelten SubNILs decken den Bereich der
Mutterlinie ab, liberlappen aber nicht. Die SubNIL-C beinhaltet neben Linien SL-N10-1
und SL-N10-2 den vollstaindigen alten QTL 10, weshalb sie ebenfalls flachere
Kronwurzelwinkel zeigen sollte. Den neuen QTL beinhaltet in den gezeigten

Experimenten der Feinkartierung nur der Elter SL vollstandig (Abbildung 27).
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Abbildung 27. Ubersicht iiber die Genotypen fiir die Feinkartierungsexperimente 1, 2, 3 und 4.

In der Abbildung werden die Markerergebnisse der Genotypisierung im Bereich der QTL-Region 10 gezeigt.
Die Markerdaten wurden von der KWS SAAT SE gestellt. Die mit “A” markierten Marker (gelb) geben die SL-
Allele an, die mit “B” markierten Marker (griin) die TH-Allele. Es sind die Introgressionen der NILs SL-N10-1

und SL-N10-2 zu sehen. Die NIL SL-N8-26X besitzt im dargestellten Chromosomenbereich keine

Introgression. Die SubNILs C und D wurden aus SL-N10-2 entwickelt und decken deren

Introgressionsbereich ab. Beide SubNILs iiberschneiden sich aber nicht, sondern treffen an einem der
dufderen Rinder des alten Ertrags-QTLs aufeinander. Die SubNILs A und B teilen die Introgression der Linien
SL-N10-1 und SL-N10-2 alternativ auf. Der rot markierte Bereich gibt die berechnete Lage vom alten Ertrags-

QTL 10 an und wird von SubNIL-C reprasentiert. Der blau markierte Bereich gibt den neu berechneten

Ertrags-QTL 10 an und wird nur von der Linie SL vollstindig abgedeckt.

Es wurden zwei biologisch unabhadngige Experimente mit zwei Tagen Versatz
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden zusammengefasst und sind in der Abbildung 28
dargestellt. Je Linie wurden insgesamt 123-159 Kronwurzeln ausgewertet. SL und die
Linien SL-N10-1 und SL-N10-2 =zeigten wieder hochsignifikant flachere
Wurzelaustrittswinkel bei den ersten vier Kronwurzeln als TH. Damit wurden die
Ergebnisse aus 6.2.4 bestatigt. Auch die aus SL-N10-2 durch Riickkreuzung mit dem
Elter TH entwickelten Linien SubNIL-C und SubNIL-D wiesen hochsignifikant flachere
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Winkel auf, obwohl sie unterschiedliche Bereiche der QTL 10-Region reprasentieren.
Allerdings waren die Werte der SubNIL-D deutlich hoher und damit die Winkel weniger
flach. Eine Betrachtung der Ergebnisse separiert nach den Einzelexperimenten zeigt fiir
diese Line eine schwachere statistische Signifikanz gegeniiber dem Elter TH (Daten
nicht gezeigt). Die SubNIL-C deckte die berechnete Lage vom alten QTL 10 ab und zeigte
hoch signifikant flachere Winkel als der Elter TH.
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Abbildung 28. Feinkartierung der Kronwurzelwinkel: Zusammenfassung der Werte von Experiment 1 und 2.
In der Abbildung sind in einem Sdulendiagramm die Mittelwerte der gemessenen Wurzelwinkel in Grad der
analysierten Eltern (SL und TH), NILs (SL-N8-26X, N10-1 und SL-N10-2) und SubNILs (C und D) dargestellt.
Die Eltern SL und TH unterscheiden sich deutlich, ebenso die NILs N8 und N10 mit den QTL-Introgressionen
auf dem Chromosom 8 und 10. Die Linie mit der Introgression auf Chromosom 8 (blau) zeigt deutlich steilere
Wurzeln und Linien mit der Introgression von Chromosom 10 (Rotténe) flachere Winkel als TH. Die beiden
SubNILs C und D der Linie SL-N10-2 zeigten ebenfalls flachere Kronwurzelwinkel. Pro Linie wurden 123-159
Wurzelwinkel der ersten vier Kronwurzeln bestimmt. Der Fehlerbalken gibt den Standardfehler an. Die
schwarzen Sterne geben die signifikant h6heren Werte gegeniiber der Linie TH an. Die roten Sterne geben
die signifikant niedrigeren Werte gegeniiber der TH wieder. Es wurden die Mittelwerte der beiden um 2

Tage versetzen Experimente zusammengefasst. 0,1% = ***,

Erwartet wurde, dass nur die SubNIL-C flache Wurzelautrittswinkel zeigen wiirde.
Allerdings zeigten beide aus der Linie SL-N10-2 entwickelten SubNILs, entgegen der

Erwartungshaltung, flachere Wurzelwinkel. Zur weiteren Verifizierung der fiir die
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flacheren Wurzelwinkel verantwortlichen Genregion innerhalb des QTLs 10 wurden
weitere Experimente durchgefiihrt, die in der Abbildung 28 gezeigten Genotypen erneut
Uberpriift und zusatzlich zwei SubNILs analysiert, welche unabhangig aus der Linie SL-
N10-1 entwickelt worden waren. Dies sollte sicherstellen, dass der beobachtete Effekt
nicht durch geringe SL-Verunreinigungen auf anderen Chromosomenregionen
zurlickzufithren war. Die in den Experimenten verwendeten Genotypen sind in der
Abbildung 27 gezeigt. Die Genotypen wurden bewusst so gewahlt, dass die zusatzlich
analysierten Linien den Bereich aufderhalb des alten QTL-Bereiches der Introgression
und dem QTL-Bereich selbst distinkter zerteilen. Die ersten ausgewerteten SubNILs
besitzen den Bruchpunkt der Introgressionen direkt am Rand des alten QTLs 10, was
erklaren kann warum beide SubNIls flachere Wurzelwinkel zeigen. Die Analyse der
Wurzelaustrittswinkel der Kronwurzeln der SubNIL-A und SubNIL-B sollte diese Frage
beantworten. Des Weiteren sollte die Auswahl dieser dazu dienen, sicher beantworten
zu konnen, ob der beobachtete Phanotyp vom alten QTL-Bereich des Chromosoms 10
oder vielleicht auch durch weitere Teile der SL-Introgression der Linien SL-N10-1 oder

SL-N10-2 bedingt ist.

Die Ergebnisse der Analyse der Kronwurzelwinkel der in Abbildung 27 gezeigten
Genotypen sind in der Abbildung 29 dargestellt. Die Experimente 3 und 4 bestatigten die
Ergebnisse der Grobkartierung der Eltern und NILs genauso wie die Ergebnisse fir die
SubNILs C und D aus dem Experimenten 1 und 2 der Feinkartierungen. Beide SubNILs
der NIL SL-N10-2 zeigten erneut signifikant flachere Wurzeln als die Linie TH. Bei den
SubNILs A und B wird nach den Daten der Genotypisierung gleichfalls der ganze Bereich
der Introgression der NILs SL-N10-1 und SL-N10-2 abgedeckt. Der alte QTL 10 ist bei
der SubNIL-A gegentiber der SubNIL-D deutlich weiter ausgespart. Die SubNIL-A besitzt
nur eine SL-Introgression aufderhalb des QTL 10-Bereiches und zeigte als einzige
getestete SubNIL Kronwurzelwinkel ahnlich wie der rekurrente Elter TH. Der
durchgefiihrte t-Test zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden
Stichproben an und die absoluten Mittelwerte der Kronwurzelwinkel unterschieden sich
nur um 1,2°. Damit beweist SubNIL-A, dass der chromosomale Bereich vom alten QTL 10
fiir den flacheren Kronwurzelphdnotyp von SL verantwortlich ist und die Introgression
von SubNIL-A keinen genetischen Einfluss mehr auf die Gradzahl von Austrittswinkeln
der Kronwurzel besitzt. Alle weiteren analysierten SubNILs, zeigten signifikant flachere

Wurzelwinkel als der rekurrente Elter TH. Die analysierten SubNILs verhielten sich wie
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die NILs SL-10-1 und SL-10-2, was wiederum bestétigt, dass der alte QTL 10 fir den
Phanotyp der flachen Austrittswinkel der Kronwurzeln von SL genetisch verantwortlich
ist. Der neuberechnete QTL 10 war auch in den Experimenten 3 und 4 der

Feinkartierung nur beim Elter SL vollstiandig enthalten.
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Abbildung 29. Feinkartierung der Kronwurzelwinkel: Zusammenfassung der Werte von Experiment 3 und 4.

Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen Wurzelwinkel der analysierten Eltern (SL und TH), NILs (SL-
N8-26X, SL-N10-1 und SL-N10-2) und SubNILs (A, B, C und D) dargestellt. Die Eltern SL und TH, sowie die NILs
N8 und N10 mit den QTL-Introgressionen auf dem Chromosom 8 oder 10 unterscheiden sich deutlich
hinsichtlich ihrer Kronwurzelwinkel. Die NIL SL-N8-26x mit der Introgression auf Chromosom 8 (blau), zeigt
sogar deutlich steilere Wurzeln als TH. SL-N10-1 und SL-N10-2 mit der Introgression von Chromosom 10
zeigen flachere Winkel als TH. Die beiden SubNILs der Linie SL-N10-2 (SubNIL-C und SubNIL-D) zeigen
ebenfalls flachere Kronwurzelwinkel. Die SubNILs der Linie SL-N10-1 (SubNIL-A und SubNIL-B) verhalten sich
dagegen unterschiedlich. Pro Linie wurden 111-143 Winkel der ersten vier Kronwurzeln bestimmt. Der
Fehlerbalken gibt den Standardfehler an. Die schwarzen Sterne geben die signifikant héheren Werte
gegeniiber der Linie TH an. Die roten Sterne geben die signifikant niedrigeren Werte gegeniiber der Linie TH
wieder. Es wurden die Mittelwerte der beiden um 2 Tage versetzen Experimente zusammengefasst. 0,1% =

ks 0/ = %k

Aufgrund der Ergebnisse der Experimente 1 bis 4 zur Feinkartierung der
Kronwurzelwinkel kann zusammenfassend gesagt werden, dass die genetische

Kontrolle in der alten QTL 10-Region der Linie SL verankert ist. Weitere durch die
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veschieden grofien SL-Introgression abgedeckte Bereiche konnen fiir diesen Phéanotyp
ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse fiihren zu dem Schluss, dass das Gen oder die
Gene fiir die Steilheit der Austrittswinkel hochstwahrscheinlich, in der Region zwischen
Marker 39 (105,87 putative Centimorgan) und Marker 42 (112,48 putative
Centimorgan) liegen sollten. Alle NILs, wie auch die SubNILs mit signifikant flacheren
Kronwurzelaustrittswinkeln, grenzen mit SL-Allelen an diese Region oder decken diese
ab. Eine weitere mogliche Schlussfolgerung ware die Existenz von zwei wirksamen
Genen an den Rdndern des alten QTLs 10. So kdnnte neben dem zuvor genannten
Genbereich in der Region zwischen Marker 8 (81,93 putative Centimorgan) und Marker
9 (82,07 putative Centimorgan) ein weiterer auf die Kronwurzelwinkel wirkender
Genbereich innerhalb des alten QTLs 10 existieren. Dies wiirde den denkbaren Fall
erklaren, dass die SubNIL-D noch im entscheidenden Genbereich zwischen den Marker 8
und Marker 9 genetisch mit dem Elter SL identisch ist, die SubNIL-C aber nicht mehr.
Dann konnte ein weiterer Genbereich innerhalb des alten QTLs 10 gleichfalls eine

regulierende Rolle bei den Wurzelaustrittswinkeln der Kronwurzel spielen.

6.2.6 Vergleich der Ergebnisse der Feinkartierung der Kronwurzelwinkel mit

der Wurzelarchitektur adulter Pflanzen unter Feldbedingungen

Die in Sandkultur im Gewachshaus bei drei Wochen alten Jungpflanzen durchgefiihrte
Feinkartierung der phéanotypisch flacheren Kronwurzelaustrittswinkel der Linie SL
zeigte, dass eine bestimmte Genregion fiir diesen Phanotyp verantwortlich ist. Diese
Beobachtung konnte auch bei denen zur Feinkartierung des Phanotyps analysierten
SubNILs gemacht werden (siehe 6.2.5). Abhangig von der Lage ihrer SL-Introgression
zeigten sie jeweils flachere oder steilere Wurzelwinkel. Um die Frage zu klaren, ob
dieser Einfluss sich nicht nur bei juvenilen Pflanzen zeigt, sondern auch beim adulten
Whurzelsystem, wurden auf einem Versuchsfeld in Einbeck (Niedersachsen) bei hohen
Stickstoffbedingungen Wurzelsysteme der auch in 6.2.5 untersuchten Linien der Erde
entnommen (Abbildung 30). Die aus der Erde ausgegrabenen Wurzelsysteme waren
sicherlich nicht vollstandig. Aber TH (A) und SL (B) zeigten auch hierbei deutliche
Unterschiede beziiglich der Kron- und Stutzwurzelarchitektur (Abbildung 30 A und B).

TH besafd ein geringer stark entwickeltes Wurzelsystem, mit Kron- und Stiitzwurzeln,

91



die deutlich senkrechter orientiertet waren. Das Wurzelsystem von SL erfasste dagegen
starker den Raum und wirkte dadurch breiter und gréofer. Die SubNIL-A (Abbildung 30
C) zeigte wie bereits bei der Analyse der ersten vier Kronwurzeln auch im adulten
Stadium eine deutlich steilere Wurzelarchitektur und glich damit mehr dem rekurrenten
Elter TH. Die SubNIL-B (Abbildung 30 D) dagegen zeigte auch in der spateren
Entwicklung flachere Austrittswinkel der Kronwurzeln und tendierte mehr zur
Wurzelarchitektur vom Elter SL. Damit bestatigten sich die in den Kapiteln 6.2.4 und
6.2.5 gezeigten Ergebnisse, dass der QTL 10 die Gradzahl der Austrittswinkel genetisch

reguliert.

Abbildung 30. Im Sandversuch feinkartierte adulte Maislinien zeigen auch auf dem Feld Unterschiede in der
Architektur von Kron- und Stiitzwurzeln.

Abgebildet sind die Wurzelsysteme der Linien TH (A), SL (B), SubNIL-A (C) und SubNIL-B (D). Die Entnahme
der Pflanzen erfolgte wiahrend des Zeitpunktes der Kornfiillung im August. Die Pflanzen wuchsen in Einbeck
unter hohen Stickstoffbedingungen und die Wurzelsysteme konnten aufgrund der Bodenstruktur nicht
vollstindig entnommen werden. Trotzdem sind bei TH (A) und SL (B) deutliche Unterschiede beziiglich der
Kron- und Stiitzwurzelarchitektur zuerkennen. Die SubNIL-A (C) zeigt auch im adulten Stadium eine deutlich

steilere Wurzelarchitektur als die SubNIL-B (D).
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6.2.7 Feinkartierung der hoheren Lateralwurzeldichte der Linie SL auf dem

Chromosom 8

Im Rahmen fritherer Arbeiten wurde eine Korrelation zwischen erhohtem Ertrag bei
niedriger Stickstoffzufuhr und der Dichte der Lateralwurzeln auf der Primdrwurzel
gefunden (Kapitel 4.7). Eine erhohte Bildung von Lateralwurzeln bei der Linie SL konnte
bei gleicher Gesamtwurzelldnge zu einer deutlich effektiveren Wurzelarchitektur
fiihren. Die genaue Lage des beobachteten Phanotyps innerhalb des QTL-Bereiches auf
dem Chromosom 8 war nicht bekannt. Es galt zu kldren, ob die erhohte Dichte der
Lateralwurzeln im QTL 8 zu Kartieren ist und der QTL-Bereich dadurch weiter
eingegrenzt werden kann. Zur Kartierung der Lateralwurzeldichte wurden zahlreiche
NILs und SubNILs zusammen mit den Projektpartner KWS SAAT SE entwickelt, welche
Introgressionen der Linie SL auf dem Chromosom 8 und TH als rekurrenten Elter

besafden.

Verschiedene NILs sowie die Eltern TH und SL wurden fiir die Feinkartierung der
Lateralwurzeldichte in Keimrollen wie in den Kapiteln 5.3.3 und 5.5 beschrieben
angezogen und phanotypisiert. Fir die Elternlinen konnte unter niedriger
Stickstoffzufuhr eine erhohte Lateralwurzelbildung bei SL festgestellt werden (siehe
auch 6.2.8) Die Daten (Daten nicht gezeigt) der analysierten NILs waren
widerspruchlich und es wurde zunidchst davon ausgegangen dass dies an starken
Saatguteffekten lag. Im Nachhinein zeigte sich, dass die untersuchten NILs den neu
berechneten QTL 8 nur teilweise oder gar nicht enthielten. Eine klare Aussage, ob eine
und wenn ja welche Genregion auf dem Chromosom 8 fiir den fir erhohtes

Lateralwurzelwachstum sorgt konnte deshalb nicht gemacht werden.

6.2.8 Vergleich der Lateralwurzelentwicklung der Elternlinien SL und TH in

Sandkultur

Die im Kapitel 5.5.3 beschriebene etablierte Kultur von Pflanzen in Sand als Substrat
eroffnete die Moglichkeit, wesentlich weiter entwickelte Wurzelsysteme, welche unter

moglichst feldnahen Bedingungen heranwuchsen zu analysieren. Dieses spatere
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Entwicklungsstadium der Pflanzen sorgte fiir eine grofdere Unabhangigkeit vom Korn. Es
wurden Primdrwurzeln von Pflanzen geerntet welche nach einer Woche ohne
Nahrstoffe zwei Wochen bei niedriger Stickstoffzufuhr gewachsen waren. Die Abbildung
31 zeigt typische separierte Primdrwurzeln fiir Pflanzen dieses Alters bei den
beschriebenen Bedingungen. Man erkennt deutlich, dass die drei Primarwurzel von TH
wesentlich weniger Lateralwurzeln besaflen und auch kirzere Lateralwurzeln
aufwiesen. Bei SL dagegen dominierten verhdltnismafdig die Lateralwurzeln die axiale

Hauptwurzel.

Abbildung 31. Primdrwurzeln drei Wochen alter Pflanzen gewachsen bei niedriger Stickstoffzufuhr

schwimmend im Wasser abgebildet.

Die vier Bilder zeigen abgetrennte drei Wochen alte Primdrwurzeln der beiden Elternlinien, welche bei
niedriger Stickstoffzufuhr aufgezogen wurden. Beide linke Bilder zeigen jeweils eine Primdrwurzel von SL.
Die beiden rechten Bilder zeigen insgesamt drei Primdrwurzeln der Linie TH. Die Wurzeln wurden

schwimmend im Wasser abgebildet. Die Unterschiede in der Lateralwurzelausbildung sind ausgepragt.

Diese Primarwurzeln wurden wie unter 5.3.3 beschrieben mit WhinRhizo™ analysiert.

Es wurde die Gesamtlange (Abbildung 32 C) der Primarwurzeln bestimmt. Zusatzlich
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wurden auch die Gesamtldngen der einzelnen Bestandteile der Primarwurzel:
Lateralwurzeln (Abbildung 32 A) und die axiale Primdrwurzel (Abbildung 32 B). SL
zeigte eine hochsignifikant hohere Gesamtldange der Lateralwurzeln und wies einen ca.
50 % hoheren Wert als die Linie TH auf. Auch bei der Lange der axialen Primarwurzel
kam SL im Durchschnitt auf signifikant grofsere Wurzeln. Der beziiglich der Gesamtlange
der Primarwurzel ebenfalls hochsignifikante Unterschied zwischen SL und TH war also
in der Lange der Lateralwurzeln begriindet. Die Ergebnisse bestdtigten die Daten, dass
SL unter niedrigen Stickstoffbedingungen bei seiner Primarwurzel deutlich langere und
mehr Lateralwurzeln als der Elter TH machte (siehe 6.3.1 und Daten Elena Pestsova,

unveroffentlicht).

Auch NILs mit Introgressionen des QTLs 8 wurden mit diesem System analysiert (Daten
nicht gezeigt), es konnten aber auch hier bei diesem spateren Zeitpunkt bei keiner der

NILs konstante Ergebnisse erzielt werden.
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Abbildung 32. Bestimmung der Primdrwurzelldnge insgesamt und separat fiir Lateralwurzeln bzw. axiale
Primadrwurzel.

Die drei Graphen (A, B, und C) geben die bestimmten Wurzellidngen der Primdarwurzel der drei Wochen alten
Pflanzen wieder, welche bei niedriger Stickstoffzufuhr wuchsen. A zeigt die Lange aller Lateralwurzeln. B
gibt die Lange der axialen Primdrwurzel wieder. C zeigt die Gesamtlinge der Primdrwurzel. In allen drei
Kategorien zeigt SL signifikant hohere Werte und damit langere Wurzeln. Der Fehlerbalken gibt den
Standardfehler an. Die schwarzen Sterne geben die signifikant hoheren Werte gegeniiber dem rekurrenten

Elter TH an. Je Linie wurden 24-31 Primdrwurzeln mit WinRhizo™ analysiert. 0,1% = ***¥; 50 = *
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6.3 Physiologische und molekularbiologische Untersuchungen der

Reaktion von SL und TH auf Nitrat

6.3.1 Quantifizierung der Reaktion der Elternlinien auf verschieden hohe

Nitratkonzentrationen anhand der Primdarwurzelentwicklung

Die Elternlinien SL und TH zeigten schon im Samlingsalter grofde Unterschiede
hinsichtlich der Ausbildung von Lateralwurzeln bei niedriger Stickstoffzufuhr. Die
Primarwurzeln von SL zeigten bestindig mehr und langere Lateralwurzeln gegeniiber
denen von TH (Abbildung 33). Es galt zu untersuchen, ob die Entwicklung der
Lateralwurzeln durch Nitrat beeinflusst wird und wie die Reaktion auf hohere bzw.
niedrigere Konzentrationen ist. Die Versuche wurden mit den unter 5.5.2.1
beschriebenen drei Nahrstofflésungen mit unterschiedlich hohem Nitratgehalt nach 5.5

durchgefiihrt.

P 4 )/ [
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J il ‘
- Somn SNATEX

SL

Abbildung 33. Vergleich der Wurzelarchitektur 12 Tage alter Samlinge nach Anzucht bei niedriger
Stickstoffzufuhr.

Dargestellt sind 12 Tage alte Wurzelsysteme der Linien SL und TH. Die Pflanzen wurden mit Nahrlésung mit
einer Konzentration von 0,1 mM Nitrat aufgezogen. Die Elternlinien SL und TH unterschieden sich unter
diesen Bedingungen schon im Samlingsstadium beziiglich ihrer Wurzelarchitektur. Besonders stark
unterscheiden sich die Linien hinsichtlich der Lateralwurzelbildung der Primdrwurzel (PW). Zusitzlich bildet
SL selten Seminalwurzeln (SW) aus. Die Austrittswinkel der Kronwurzeln (KW) betreffende Unterschiede

waren aufgrund der Kultur in Keimrollen nicht zu erkennen.
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SL und TH zeigten eine unterschiedliche Reaktion auf Nitrat im Nahrmedium (siehe
Abbildung 34). Es konnte eine starke Genotyp-Nitrat-Interaktion festgestellt werden.
Wahrend SL nahezu keine Reaktion auf steigende Nitratkonzentrationen im Medium
zeigte, kam es bei TH zu einer stirkeren Lateralwurzelbildung, je mehr Nitrat zugefiihrt

wurde (Pestsova, unveroéffentlicht).
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Abbildung 34. Reaktion der Lateralwurzeln auf wunterschiedlich hohe Nitratkonzentrationen im
Nihrmedium.

Die Linien SL und TH zeigten verschiedene Reaktionen auf die duflere Nitratkonzentration im Nahrmedium.
SL reagierte nahezu gar nicht aufsteigende Nitratkonzentrationen, nur bei sehr hohen &ufderen
Konzentrationen gab es eine leichte Reaktion. Die stickstoffineffiziente Linie TH zeigte dagegen eine
proportionale Zunahme der Lateralwurzellinge bei steigenden Nitratkonzentrationen im Nihrmedium. Die
Daten sind die Mittelwerte aus drei unabhidngigen Experimenten von 12 Tage alten Simlingen bei Kultur in
Keimrollen. Angegeben ist der Standardfehler. Je Linie und Nitratstufe wurden 40-65 Pflanzen analysiert.

Abgewandelt von Pestsova (Elena Pestsova, unveroéffentlicht).

6.3.2 Quantifizierung des Gesamt-Stickstoffstatus der Trockenmasse beider

Eltern

Es wurde untersucht, ob sich der Unterschied in der Stickstoffnutzeffizienz der Linien SL
und TH auch in einem unterschiedlichen Stickstoffstatus der jungen Maispflanzen zeigt.
Hierzu wurden die Spross- und Wurzelsysteme getrennt geerntet und analysiert. Die

Aufzucht und Entnahme erfolgte in Hydrokultur wie unter Kapitel 5.5.2 beschrieben. Die
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Kultur erfolgte wie im Schema der Abbildung 12 gezeigt, mit dem Unterschied, dass die
Entnahme des Pflanzenmaterials sieben Tage nach der ersten Nitratzugabe erfolgte. Die
Bestimmung des Gesamtstickstoffgehaltes geschah wie unter 5.3.6 dargestellt. Reste der
stickstoffhaltigen Nahrlosung wurden aus dem apoplasmatischen Raum der Wurzeln
entfernt. Je Linie und Nitratstufe wurden drei Pflanzen analysiert. Zusatzlich wurde eine
zweite biologisch unabhidngige Probe analysiert. Es erfolgte ein zweiter zeitlich
versetzter und unabhingiger Versuch. Die Ergebnisse fiir die Bestimmung des
prozentualen Gesamtstickstoffgehaltes im Spross sind in der Abbildung 35 gezeigt. Die
unabhangig genommenen Proben zeigten je Nitratstufe keine hohe Vergleichbarkeit.
Auch die Versuche V1 und V2 zeigen relativ dhnliche hohe Werte. Zwischen den Linien
selbst wurden nur geringe Unterschiede hinsichtlich ihres Stickstoffstatus gefunden.
Auch die Reaktionen beider Linien auf die Stickstoffzugaben waren identisch. Bei SL und

TH kam es zu einem starken Anstieg des prozentualen Stickstoffgehaltes bei hoher

Nitratzufuhr.
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Abbildung 35. Prozentualer Gesamtstickstoffgehalt im Spross der beiden Elternlinien SL und TH sieben Tage

nach der ersten Nitratzugabe.
In den beiden Diagrammen sind die Ergebnisse fiir den Gesamtstickstoffgehalt im Spross der Linien SL und
TH sieben Tage nach der ersten Nitratzugabe dargestellt. Das linke Diagramm gibt die Ergebnisse fiir den
ersten Versuch (V1), das rechte fiir den zweiten unabhingigen Versuch (V2) wieder. Die dargestellten Werte
sind bereits die Mittelwerte aus der technischen Doppelbestimmung der Elementaranalyse. Die biologisch
unabhidngigen Wiederholungen fiir eine Linie bei einer Nitratkonzentration lieferten stets dhnliche
Zu messen.

Unterschiede Steigende

Ergebnisse. Zwischen SL und TH waren nur minimale

Nitratkonzentrationen fiihrten im Spross zu prozentual hoheren Gesamtstickstoffgehalten.
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Bei der Analyse des Wurzelgewebes zeigte sich ein vergleichbares Bild (Abbildung 36).
Nur befand sich der Stickstoffstatus in der Wurzel auf niedrigerem Niveau. Im Versuch
V1 wurde fiir beide Elternlinien bei hoher Stickstoffzufuhr ein sehr starker Anstieg des

prozentualen Gesamtstickstoffgehaltes im Wurzelmaterial gefunden.
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Abbildung 36. Prozentualer Gesamtstickstoffgehalt in den Wurzeln der Elternlinen SL und TH sieben Tage

nach der ersten Nitratzugabe.

Gezeigt sind die Ergebnisse fiir die Bestimmung des Gesamtstickstoffgehalts im Spross der Linien SL und TH
sieben Tage nach der ersten Nitratzugabe. Das linke Diagramm gibt die Ergebnisse fiir den ersten Versuch
(V1), das rechte fiir den zweiten unabhingigen Versuch (V2) wieder. Die dargestellten Werte sind bereits die
Mittelwerte aus der technischen Doppelbestimmung der Elementaranalyse. Auch fiir die biologisch
unabhidngigen Wiederholungen des Wurzelgewebes wurden dhnliche Resultate erzielt. Ebenso waren
zwischen SL und TH nur minimale Unterschiede zu messen. Steigende Nitratkonzentrationen fiihrten auch in

der Wurzel zu prozentual hoheren Gesamtstickstoffgehalten. Die absoluten Werte waren in der Wurzel aber

konstant niedriger als im Spross.

Fir alle genommenen Proben wurde auch deren Masse bestimmt (siehe 5.3.1, Daten
nicht gezeigt) anhand der Trockenmasse und den Ergebnissen der C/N-Analyse wurde
der Stickstoffnutzeffizienz-Index der Linien fir die einzelnen Nitratstufen berechnet.
Dieser berticksichtigt, wie viel Biomasse fiir den aufgenommen Stickstoff erzeugt wurde.
Hierzu wurde die folgende Formel fiir den Stickstoffnutzeffizienz-Index angewandt

(siehe 5.3.6 und (Good et al., 2004)):

MW Trockenmasse X (MW Trockenmasse / (MW Trockenmasse X MW N%) =

Stickstoffnutzeffizienz-Index
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Zwischen den Linien SL und TH zeigten sich nur geringe Unterschiede (Abbildung 37).
Bei einer Konzentration von 4 mM Stickstoff in der Nahrlosung legten beide Elternlinien
eine nahezu identische Stickstoffeffizienz an den Tag. Bei keiner oder nur geringer
Stickstoffzufuhr zeigte die Line TH eine leicht hohere Stickstoffnutzeffizienz. Die in der
Abbildung 35 gezeigten tendenziell niedrigeren Gesamtstickstoffgehalte im Versuch 1
bei einer Stickstoffkonzentration von 0,0 mM oder 0,1 mM spiegelten sich auch in der

Berechnung des Stickstoffnutzeffizienz-Index wieder.

Auch fiir die entnommenen Wurzelsysteme wurde anhand von Stickstoffstatus und
Trockenmasse der Proben der Stickstoffnutzeffizienz-Index dieses Gewebetyps
bestimmt. Fir die Linie TH wurde ein konstant geringfiigig besserer
Stickstoffnutzeffizienz-Index festgestellt (Abbildung 46), was die Tendenz der
Berechnungen in der Abbildung 37 bestatigt. Auch der geringere Stickstoffstatus im
Wurzelgewebe (siehe Abbildung 36) wirkte sich auf die berechnete

Stickstoffnutzeffizienz aus.
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Abbildung 37. Berechneter Stickstoffnutzeffizienz-Index fiir das analysierte Sprossmaterial.

Das Sdulendiagramm zeigt den jeweiligen berechneten Stickstoffnutzeffizienz-Index fiir die analysierten
Sprosse. Es wurden jeweils die biologisch unabhidngigen Wiederholungen paarweise aufgetragen. Die
jeweilige Wiederholung wurde mit einem ,s“ markiert. Die beiden Versuchsblécke V1 und V2 zeigten fiir die
hoéchste Nitratstufe keine grundlegenden Unterschiede zwischen den Linien SL und TH. Bei den
Nitratzufuhren von 0,0 mM und 0,1 mM zeigte sich TH mit Ausnahme eines Falles als die geringfiigig

effizientere Linie.
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6.3.3 Genetische Kontrolle von Transkriptomverdnderungen der Elternlinien SL

und TH bei unterschiedlicher Stickstoffzufuhr

6.3.3.1 Finden sich zwischen den Elternlinien SL und TH neben der phanotypischen

Reaktion auch Unterschiede auf Ebene der genetischen Regulation?

Die Maislinien TH und SL besitzen eine unterschiedlich gute Stickstoffnutzeffizienz
beziiglich des Kornertrages unter Mangelbedingungen (siehe 4.7). Es konnten deutliche
Unterschiede der Reaktion auf Nitrat beziiglich der Lateralwurzelarchitektur gefunden
werden (siehe 6.3.1). Zeigen beide Linien neben Unterschieden in der Effizienz und der
Wurzelarchitektur auch Unterschiede in ihrer Reaktion bei der Zugabe von Stickstoff auf
der Ebene der genetischen Regulation? Diese Frage wurde mit Hilfe der
Hochdurchsatzsequenzierung von Transkriptomen analysiert. Ziel dieser Versuche war
es einerseits zu Verifizieren, ob unterschiedliche genetische Reaktionen gibt - aber auch
ob diese sich im zeitlichen Verlauf verschieden verhalten. Die Linien SL und TH wurden
den in Abbildung 12 gezeigten Bedingungen von 0, 0,1 und 4 mM ausgesetzt und sowohl
die RNS der Wurzelsysteme vor der Zugabe von Nitrat, als auch 4 h bzw. 28 h danach
isoliert und weiter bearbeitet. Es wurden drei unabhangige biologische Wiederholungen
durchgefiihrt. Dies ergab insgesamt 42 Proben, welche unabhangig voneinander
bearbeitet wurden. Je Probe wurden 3 Wurzelsysteme vereint und gemeinsam
bearbeitet. Anschliefdend wurden die erhaltenen Transkriptome der einzelnen Zustande

und Linien sequenziert und analysiert.

Um sicher zu stellen, dass die korrekten Genotypen fiir die Experimente verwendet
wurden, wurden neben der mRNS auch genomische DNS isoliert und mit genetischen
Markern untersucht. Die Ergebnisse zeigten die Korrektheit des verwendeten Saatguts

(siehe 9.2).

Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit dem Programm CLC auf das B73
Referenztranskriptom mit 136.770 Transkripten (5b+ gene model set for Refgen_v3,
http://www.maizegdb.org (Andorf et al, 2016)) von Mais kartiert und wie in 5.6.5
beschrieben bearbeitet. Die sequenzierten mRNA-Stiicke zeigten fiir 62.892
verschiedene Transkripte eine Expression. Eine Analyse der Rohdaten ergab fiir fast alle

unabhangigen biologischen Replikate der Proben, dass sie vergleichbar waren. Nur eine
102



Einzelprobe wurde anhand der Ergebnisse fiir die einzelnen sequenzierten
Transkriptome nicht weiter analysiert und fiir die Bildung der Mittelwerte verwendet

(siehe 9.3).

Nach dem Aussortieren der Transkripte, welche zu keinem der Zeitpunkte einen RPKM
> 1 besaflen blieben 41.189 Transkripte, welche dieses Kriterium fiir SL oder TH

erfiillten. Auf Grundlage dieses Datensatzes wurden weitere Analysen durchgefiihrt.

6.3.3.2 Die Linien TH wund SL zeigten per se ein global unterschiedliches
Transkriptomverhalten und auf Nitratzugaben der gleichen Stdrke ahnliche

Reaktionen

Die Linien TH und SL zeigten unter Feldbedingungen in viererlei Bezug phanotypisch
grof3e Unterschiede. Die in dieser Dissertation behandelte Stickstoffnutzeffizienz war
nur eine Divergenz. Eine PCA der normalisierten Werte beider Linien zum Zeitpunkt 0
und ohne Nitratzugabe zeigte, dass sich beide Linien per se in ihrem
Transkriptomverhalten unterscheiden (Abbildung 38). Die Unterschiede im
Trankriptomverhalten der Wurzelsysteme waren also auch ohne Nitratzufuhr
unterschiedlich. Vergleicht man dies mit der kurzfristigen Reaktion (Daten nicht
gezeigt) nach 4 h, zeigten sich zunichst keine groferen Anderungen. Beide Linien
zeigten erneut ein grundsatzlich divergentes Transkriptverhalten. Allerdings begannen
4 h nach der Einstellung der unterschiedlich hohen Nitartkonzentrationen die jeweiligen
Replikate mit Stickstoffzufuhr sich von denen ohne diese zu entfernen. Dieser Trend war
24 h spater, also 28 h nach der ersten Stickstoffzuhr deutlicher zu sehen (siehe
Abbildung 39). Diese PCA zeigte, dass die genetischen Unterschiede der Linien SL und
TH grofder sind als die Reaktion auf Nitrat. Beide Linien reagieren auf die
Stickstoffkonzentrationen im Nahrmedium von 0,1 mM und 4 mM ahnlich. Beide
Bedingungen fiihrten jeweils zu einer Bewegung der Punkte in gleiche
Projektionsrichtungen. Gleichzeitig zeigen die PCA der Abbildung 38 und Abbildung 39

auch die gute Vergleichbarkeit der Wiederholungen der Einzelexperimente.
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Abbildung 38. PCA der normalisierten Werte der Einzelexperimente zum Zeitpunkt 0 und ohne Nitratzugabe.
Dargestellt ist die PCA beider Elternlinien zum Zeitpunkt 0. Es sind zwei verschiedene Projektionsebenen
gegeneinander dargestellt. Innerhalb dieser beiden Projektionsebenen liegen die jeweiligen Relikate der
Elternlinien jeweils nah beieinander. Die roten Punkte (griiner Kasten) zeigen die Replikate fiir die Linie TH,
die griinen Punkte (gelber Kasten), die der Line SL. Die PCA zeigt, dass sich SL und TH grundsitzlich in ihrem
genetischen Expressionsverhalten der Wurzelsyteme unterscheiden. Zum Zeitpunkt der Probennahme stand

den Versuchspflanzen ein Vollmedium ohne Stickstoff zur Verfiigung.
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Abbildung 39. PCA beider Eltern 28 h nach der ersten Nitratzufuhr.

Dargestellt ist die PCA beider Elternlinien 28 h nach der ersten Nitratzufuhr. Es sind zwei verschiedene
Projektionsebenen gegeneinander dargestellt. Innerhalb dieser beiden Projektionsebenen liegen die
jeweiligen Relikate der Elternlinien SL und TH auch bei unterscheidlich hoher Nitratzufuhr jeweils nah
beieinander gruppiert. Die roten Punkte (griiner Kasten) zeigen die drei Replikate fiir die Linie TH 28 h
spater ohne Stickstoffzufuhr, die griinen Punkte (violetter Kasten) der Line TH nach 28 h bei 0,1 mM Nitrat
und die blauen Punkte (blauer Kasten) bei 4 mM Nitrat ebenfalls nach 28 h. Die gelben Punkte (gelber
Kasten) geben die Lage der Replikate von SL 28 h nach der ersten Probennahme ohne Stickstoffzufuhr
wieder. Die violetten Punkte (roter Kasten) geben die Lage der Linie SL 28 h bei 0,1 mM Nitrat, die der grauen
Punkte (oranger Kasten) bei 4 mM Nitrat wieder. Die transkriptomale Expression beider Linien zeigte sich
unterschiedlich, die Reaktion nach 28 h auf die unterschiedlichen Stickstoffzufuhren liauft aber nach einen

vergleichbaren Muster ab.

6.3.3.3 Reaktion der genetischen Kontrolle des Transkriptomverhaltens der Linien SL und

TH auf unterschiedlich starke Nitratzufuhren

Eine erste Analyse sollte die Anderung der genetischen Kontrolle des Transkriptoms der

Elternlinien verifizieren und aufzeigen, ob es eine unterschiedliche Reaktion der beiden
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Linien auf die Zugabe von Nitrat im Nahrmedium gibt. Hierzu wurden zunachst fiir die

Linien SL und TH separat alle Transkripte aussortiert, welche einen RPKM < 1 besafien.

Fiir die Linie TH blieben nach diesen Schritt 38.845 Transkripte, fiir die Linie SL 38.467
Trankripte iiber. In einem zweiten Schritt wurden weiterhin alle Transkripte
herausgefiltert bei denen die Bonferoni-Korrektur im intralindren Vergleich der
Zeitpunkte und Nitratstufen Werte von = 0,05 zeigten. Diese stringente Filterung fiihrte
zu einem jeweiligen Satz von 5.212 Transkripten bei der Linie TH und 5.005
Transkripten bei der Linie SL, welche bei mindestens einem Vergleich signifikant
differentiell exprimiert waren. Diese Datensatze wurden wie unter 5.6.5 beschrieben
weiter analysiert. Aufgrund der Ergebnisse einer Hierachischen Clusteranlyse (nicht
gezeigt) und der Stabilitat der Cluster wurde bei beiden Linien eine k-Gruppenanzahl
von 20 gewahlt. Die Clusteranalyse der Linie SL zeigte bei den meisten Clustern eine
Reaktion des Expressionsverhaltens auf Nitrat (Abbildung 40). Insgesamt befanden sich
fir die Linie SL 1189 Gene in den Clustern 5, 7, 15, 17, 19 und 20, welche als Reaktion
aufsteigende Nitratkonzentrationen unabhdgig vom Zeitpunkt gleichfalls steigende
mRNS-Pegel zeigten. Bei der Linie TH zeigten in vergleichbaren Clustern (Cluster 2, 6, 10
und 12) 1307 Gene eine ahnlichen Trend (Abbildung 41). Bei der Linie TH konnte damit
ingesamt fiir mehr Gene gezeigt werden, dass sie auf Nitratzufuhr unabhangig vom
zeitlichen Verlauf mit einer steigenden Transkriptionsrate reagieren. 2068 Transkripte
zeigten bei der Linie SL eine meist leichte Abregulation nach den Niratzufuhren (Cluster
1, 6,9, 10, 11 und 16, Abbildung 40), bei der Line TH traf dies auf 1799 Transkripte zu
(Cluster 3, 11, 15, 16, 19 und 20 Abbildung 41). Damit zeigte die Linie SL fiir mehr
Transkriptpegel eine sinkende Tendenz nach der Zufuhr von Nitrat. Das genannte
Cluster 16 zeigte eine interessante Reaktion, 28 h nach niedriger Nitratzufuhr, kommt es
bei SL zu einer Hochregulation der Gene des Clusters. Vielleicht handelte es sich dabei

um eine erste langfristige Reaktion auf niedrige Stickstoffbedingungen.

Die Linie SL liefd in Custern 12, 13, 14 und 18 (Abbildung 40) eine langfristig positive
Antwort fir 874 unterschiedliche Transkriptpegel erkennen, TH dagegen nur fir 708
Transkripte (Cluster 5, 7, 8 und 13, Abbildung 41). Der umgekehrte Fall, also eine
Herabregulation von mRNS-Pegeln nach ldangere Nitratzufuhr, konnte bei TH fiir 385
Gene festgestellt werden (Cluster 20, Abbildung 41), bei SL nur fiir 356 Gene (Cluster 4,
Abbildung 40). Ebenfalls wurde eine kurzfristige Reaktion verschiedener Gene auf eine

Nitratzugabe beobachtet. Vier Stunden nach der ersten Nitratzufuhr zeigten bei SL 295
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Transkriptpegel einen Anstieg (Cluster 2 und 20, Abbildung 40) und 145 Transkripte
kurzzeitig sinkende Pegel (Cluster 3 und 8, Abbildung 40). TH wies eine vergleichbare
Reaktion in der Anderung des Transkriptomverhaltens mit kurzzeitigen Anstieg in den
Clustern 2 und 4 (Abbildung 41) fiir 472 Gene auf und eine Herabregulation fiir 320
Gene auf (Cluster 14 und 17, Abbildung 41). Die Linie TH zeigte damit kurzfristig eine
starkere positive Reaktion auf Nitrat, bei der Linie SL dagegen fiel die langfristige

Reaktion starker positiv aus.

Verglich man global die Muster dieser Cluster mit denen des direkten Vergleichs der
Linien aus 6.3.3.4, so fiel auf, dass die interne Reaktion der differentiell exprimierten
Gene weniger stark ausfiel. Nur die Transkriptpegel in den Clustern 5 und 17 bei SL
(Abbildung 40) und in den Cluster 4 und 10 bei TH (Abbildung 41) zeigten, eine abrupte
Anderung ihres Trankriptomverhaltens bei Nitratzufuhr. Eine Analyse der Anreicherung
von bestimmten Annotationen der Cluster in der Abbildung 40 und Abbildung 41 konnte
fur keines des Cluster eine Anreicherung von im Stickstoffstoffwechsel direkt beteiligten
Transkripten zeigen. Die Untersuchungen mit dem Onlinewerkzeug AgriGO, ergab
dagegen einen fast nahezu konstanten Einfluss der unterschiedlich starken
Nitratzufuhren auf Metabolische Prozesse und Signale fiir alle Cluster, sowohl bei der
Linie SL als auch bei der Linie TH. Gleichfalls konnte fiir fast alle Cluster von SL und TH
eine Anreicherung von Transkripten gefunden werden, die in Zusammenhang mit der

Antwort auf einen Stimulus stehen (Daten von AgriGO nicht gezeigt).
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Abbildung 40. Ubersicht der Ergebnisse der Clusteranalyse fiir den Elter SL.

127 Genes Cluster 16

AW 48z 1S
INWT0 Y8Z 1S
INWO Y8Z 1S
AWy Y 1S
NWT0 Yt 1S

WO Yy 1S

WO Yo 18

INWY Y8Z 1S
INWT0 Y8z 1S
INWO YZ 1S
WY Yy 1S
NWTO Yy 1S
INWO Yt 1S
WO Y40 1S
Wy 48z 1S
INWI‘0 Y8T 1S
NWO Y8z 15
Ww 4y 1S
NWTO Yy 1S
NWO Yy 1S

WO Yo 1s

NWY Yz 1S
W0 Y8z 1S
INWOQ Y8Z 1S
Ww 4y 1S
NWTO Uy 1S

NWO Yy 1S
WO Y0 1S

AW Y8z 15
INWT‘0 Y8z 1S
NWQ YsT 1S
WPy Yy 1S
NWT0 Yt 1S

INWO Yy 1S

INWO Yo 1S

108



Die Ergebnisse der seperaten Clusteranalyse der fiir die Linie SL differentiel exprimierten Gene zeigten eine
Reaktion auf Nitrat. Das mit 586 Genen grof3te Cluster (Cluster 11) zeigt Transkripte, welche bei steigenden
Nitratkonzentrationen schwichere Expressionenlevel zeigten. Die Cluster 5, 7, 15, 17 und 19 zeigten dagegen
Transkripte bei dem es zum Anstieg der Expressionsniveaus - bei steigenden Nitratkonzentrationen kam.
Sowohl kurzfristige (Cluster 2 und 20), als auch langfriste (Cluster 12, 13, 14 und 18) positive Reaktionen auf
Nitrat waren erkennbar. Auch Cluster mit Transkripten, welche nach 28 h nach Nitratzugabe eine langfristig

abnehmende Transkription (Cluster 1 und 4) zeigten, waren zu beobachten.
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Die Ergebnisse der seperaten Clusteranalyse der fiir die Linie TH differentiel exprimierten Gene zeigten
ebenfalls eine Reaktion auf Nitrat. Das mit 434 Transkripten grofdte Cluster (Cluster 10) beinhaltete Gene,
welche eine steigende Expressionswerte bei steigender Stickstoffzufuhr zeigten. Auch die Cluster 2, 6, und 12
zeigten Gene bei dem es zum Anstieg der Expressionsniveaus - bei steigenden Nitratkonzentrationen kam.
Die Cluster 11, 15 und 19 beinhalteten Transkripte mit einer zu den Clustern 2, 6, 10 und 12 inversen

Reaktion.

6.3.3.4 Direkter Vergleich der molekularen Antwort auf die Stickstoffmenge der Linien SL

und TH

Fir den Vergleich der Elternlinien wurde der Datensatz aus 6.3.3 erneut gefiltert. In
diesem Fall wurden alle Transkripte herausgefiltert bei denen die Bonferroni-Korrektur
im direkten Vergleich von SL und TH bei gleicher Nitratstufe und gleichen Zeitpunkte p-
Werte von 2 0,05 zeigten. Diese stringente Filterung ergab eine Liste von 9.754
exprimierter Gene, welche sich mindestens in einem der direkten Vergleiche zwischen
TH und SL signifikant unterschiedlich verhielten. Dieser Datensatz wurde wie unter
5.6.5 beschrieben weiter analysiert. Anhand der Ergebnisse einer Hierarchischen
Clusteranalyse und der experimentell bestimmten Stabilitdt der Cluster wurde eine k-

Gruppenanzahl von 26 gewahlt.

Die von der Transkriptanzahl her dominieren Cluster waren diejenigen bei denen die
Gene jeweils nur bei SL oder TH eine hochregulierte Expression zeigten nahezu keine
Reaktion auf die Nitratzugabe erkennen liefden. Zu dieser Kategorie, der Cluster bei
denen nur bei S hohe mRNS-Pegel gefunden wurden, gehoren die Cluster 15 und auch
die Cluster 16 und 19 (Abbildung 42) und damit zeigten insgesamt 2374 Gene diesen
Trend. Im Cluster 15 befanden sich Gene mit hoheren Werten fiir die normalisierten
Expressionswerte als in den Clustern 16 und 19. Erwartungsgemafd konnten auch fur
den umgehrten Trend Cluster gefunden werden. Die Cluster 7, 4 und 5 (Abbildung 42)
beinhalten gemeinsam 2600 Gene welche konstitutiv bei der Linie TH exprimiert waren

und keinen Einfluss auf Nitrat zeigten.

Die Cluster 11, 14 und 17 beinhalteten 662 Transkripte, welche eine stark positive
Reaktion auf Nitratgaben zeigten. Bei steigenden Nitratkonzentrationen zeigten beide
Elternlinien fiir diese Gene eine verstarkte mRNA-Expression (Abbildung 42). Auch die

Analyse mit dem Onlinewerkzeug AgriGO bestatigte, dass in es in diesem Cluster eine
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Anreicherung von Transkripten gab, die auf Nitrat reagieren. Im Cluster 11 war eine
zweifache Anreicherung von Transkripten des Stickstoffstoffwechsels und Transkripten
die den Stickstoffstoffwechsel regulieren zu finden. Das Cluster 14 wies sogar eine
dreifache Anreicherung fir Transkripten auf, welche in der Regulation des
Stickstoffstoffwechsels involviert sind. Es machte sich, eine Anreicherung von
Transkripten die in Verbindung mit Stickstoffverbindungen im Metabolismus oder auf
celludrer Ebene stehen bzw. von Transkripten welche solche Gene wiederum regulieren,
im Cluster 17 bemerkbar. Weiterhin konnte fiir die konstitutiv h6her expremierten Gene
von TH im Cluster 7 eine zweifache Anreicherung von exprimierten Genen festgestellt
werden, die in den Metabolismusprozess zellularer Stickstoffverbindungen betreffen

(Abbildung 42, Daten von AgriGO nicht gezeigt).

Der Verlauf der Transkriptpegel innerhalb des Clusters 21 zeigte eine langfristige
Reaktion auf hohe Nitratkonzentrationen. Bei SL und TH erreichten die Transkripte
dieses Clusters nach 28 h und einer Nitratkonzentration von 4 mM ihr h6chstes Niveau.
Innerhalb des Clusters 21 konnte mittels AgriGO eine drei- bis vierfache Anreicherung
fur Transkripte gefunden werden, die laut Annotation in der Biosynthese von
Nitratverbindungen, dem Aminmetabolismus (auch zelluldr), der Aminbiosynthese und
dem zellularen Metabolismus von Stickstoffverbindungen bzw. Aminosauren verwickelt
sind. Ein dhnliches Ergebnis konnte auch fiir das Cluster 18 festgestellt werden (Daten
von AgriGO nicht gezeigt). Im Unterschied zum Cluster 21 fiel hier die langfristige
Reaktion weniger stark aus. Beide Cluster stellten insgesamt 626 Transkripte Auch das
Cluster 24 zeigt eine langfristige Reaktion auf Nitratzufuhr. Innerhalb der 200
Transkripte des Clusters 24 fand sich allerdings keine Anreicherung von Transkripten,
die in den Stickstoffstoffwechsel direkt involviert waren (Abbildung 42, Daten von

AgriGO nicht gezeigt).

Ubergreifend konnte fiir alle Cluster beobachtet werden, dass beide Linien SL und TH
stets eine identische transkriptionelle Reaktion zeigten. Unterschiede im
Transkriptionsverhalten konnten, abgesehen von grundsatzlich unterschiedlichen
Transkriptpegeln, nicht festgestellt werden. Aber auch diese grundsatzlichen
Unterschiede zeigten fiir beide Linien die gleiche Tendenz. Dies deckte sich mit den

Ergebnissen der PCAs (6.3.3.2).

112



WP Y8z 15
r 1r 1r 1r INWT0 Y8z 1S
r 1r 1r 1ir INWO Y8z 1S
r 1F 1F 1r Wy Yy 1S
B 1t 1r 1k WWT'0 Yy 1S
r 16 1 F 1F INWO Yy 1S
F2 1F< 1F T 1Y WO Y0 15
9 o 9 9
L 8 4k 118 11 8
7] 2 1] 7]
L2 1L 3 4 L2 JE2
(v} S s} s}
- - - "
r e =B uE | 1r e 1r e
a a a a
] 4+ ER ] RN
Lo JLa JL dLe
B a " ]
TATERRERT ITETETETET] | A TETETRNT (NTETETRTEN § TS TEERTEEE L ST ETET § (P TR ERRTT L N TR
Wiy Ugz 15
r 1r 1r 1ir INWT0 48z 1S
r 1r 1r 1r INWO U8z 15
r 1r 1r 1r Wwy Yy 1S
+ 1F 1r 1F NWT0 U 1S
3 1F < 1F ~ TF e VWO Uy 1S
10 1FT 1FT AFY INWO 40 1S
(7 1 Q i
r 4 1r @ 17 & 1r e
L 3 L2 JF 32 o I 4
=] &) O [®]
- - - "
-8 4k 8 4k 8 Ak 8
a a a a
] 4+ 4+ & ERE]
n ~ " ~
= 1r A 1r = 1r =
ETETRENE i CUTETRTETET | FTETETRTRE § LT ) TR TETE L SRR TETET § AT ETETETL | (R R TR
Wwiy gz 1S
r 1r 1r 1r INWT0 Y8Z 1S
r 1r 1r 1r INWO U8z 15
r 1r 1r 1r WY Y s
F 1F 1r 1F NWT0 4y 15
r 1r o 1T 1F e INWO Uy 1S
< - - o~
FT 1F 2 1F 19 INWO Y0 1S
1 i [ I
r e 1r a ar & 1r &
L2 o = 4L 3 4 L=
[} o [} ]
" o o "
-8 4k 8 4k 8 Ak 8
a a a a
] 4+ - Fé 4+ 8
- ~ " -
e 4F 5 4t 2 4F =
$ 3 M ]
111111y Ll 11111y INEEEN NN TN IENE NN ITNE NN
WY Y8z 1§
r 1r 1r 1r K NWT0 48z 1
r 1F 1F 1r INWO Y8z 1S
r 1r 1F 1r WY Yy 1S
+ 4+ 1t 1t NWT'0 Uy 1S
r 1F i 1F o INWO Uy 1S
F o 1+ 1FC 1F 9 INWO Y0 15
(7] 13 [J] [
R 17 = 17 & 17 @
= o L3 4F 32 o =
(s} S} (=] (]
L 4t 1t ] 41
L2 1t 3 1t ¢ 1t s
o a g El
] 4+ 8 1+ 1+ 8
~
|~ 1l e 1L s 1L =
s " a s
b o] beocccnceeibend bbb bococc e e
7 WY Y8z 15
r 1r 1r 1r 1r NWT'0 48z 1S
r 1T 1F 1F 1 I INWO Y8z 15
3 1t 1r 1r 1t Wy Yy 1S
F 4r 1rF q1r 1F NWTO 4y 1S
L 1L s 1t o 1 e INWO Uy 1S
N 1 2 1F T 1Y 1rs WO Yo 15
L3 - 432 4L 32 L2
o o o (] (@)
| w 1L a 1L 1L = 1L a
3 H H H H
] 4Fé 1r s 4+ 8 118
- - - w
= 17 = 1r = 1r - 1r =
111111111 L1l 11111111l 1111111l TN AN NN Al Ll
WY Y8z 15
r 1r 1r 1r 1r NWT'0 48z 1S
r 1r 1r 1r 1r INWO YT 1S
r 1b - 1F 1k WUy Uy s
+ 1F 1r qHr 1t NWTO 4y 15
[ 1. 1= 1T ——2 INWO Uy 1S
F AT ST 1F < 1F2 INWO Y0 1S
9] Q 9] [
[ @ 1 s ar @ 1r & 17 &
L2 = 4L 32 4L 32 4L 3
(o] o o [ (=}
L 1t A 1L 11
] e ER] 1k 8 1F 8
g = -] =
L& L8 118 118 1L 8
n a n o n
e 1r = 1r - 1r = 1r -
NIRRT NN 111111 1eil 111111l ITEEEEEEEENS TN 1111l INEE RN L1y

Abbildung 42. Ubersicht der Clusteranlyse der differentiell exprimierten Gene des direkten Vergleichs von
TH und SL zu allen Zeitpunkten und Nitratstufen.

Die Ubersicht gibt die Ergebnisse der direkt vergleichenden Clusteranalyse der Linien TH und SL wieder. Die
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Cluster wurden aufgrund ihrer Reihenfolge nummeriert. Bei den untersten Clustern wurden beispielhaft die

Bezeichnungen angefiigt. Der Zeitpunkte und Bedingungen von TH sind griin, die von SL gelb hinterlegt.

6.3.3.5 Charakterisierung und Analyse des Transkriptionsverhaltens potentieller

Kandidatengene bei den Elternlinien SL und TH

Im Zuge der Analyse der RNS-Pegel der Elternlinien wurden die in der Literatur
bekannten und in Datenbanken annotierten Gene analysiert, welche beziiglich der
Aufnahme von Nitrat in die Pflanzenwurzel oder der Wurzelarchitektur fir Mais
relevant sind. Es sollte liberpriift werden, ob die unterschiedliche Stickstoffnutzeffizienz
der Elternlinien moglicherweise auf Unterschiede in der RNS-Expression begriindet sein

konnten.

Die gezielte Aufnahme von Nitrationen geschieht in der Maiswurzel durch
Nitrattransporter. Die Identifikationsnummern aus der hierfiir in Mais bekannten Gene
aus der Datenbank (http://www.maizegdb.org, (Andorf et al.,, 2016)) wurde mit denen
abgeglichen, welche im Datensatz der sequenzierten Transkriptome vorhanden waren.
Je Linie, Zeitpunkt und Bedingung wurden soweit moglich die Mittelwerte der RPKMs
fur die drei unabhangigen Experimente gebildet. Fiir nicht aufgefiihrte Gene konnte mit
der gewahlten Methode keine Expression festgestellt werden. Die Ergebnisse dieser
Analyse sind in der Tabelle 3 zusammengefasst. Fiir die meisten Transporterproteine
der NRT-Genfamilie zeigen beide Elternlinen eine vergleichbare Reaktion bei den
unterschiedlichen Nitratzugaben. Fir die Gene NRT1 und NRT2 wurde ein ahnliches
Expressionsverhalten gefunden. Beide Linien zeigen fiir diese Nitrattransporter einen
kurzfristigen Anstieg der Transkriptpegel 4 h nach Stickstoffzugabe. Die Reaktion wird
bei hoheren Stickstoffgaben nur geringfiigig starker und fiihrt zu bis 23fach hoheren
Transkriptmengen gegentber den Pflanzen ohne Nitratzufuhr. 28 h nach Nitratzugabe
zeigen beide Linien deutlich geringere Transkriptmengen, wobei bei starkerer
Nitratzufuhr es auch zu einer tiber 50 % starkeren Herunterregulierung dieser mRNS-

Pegel kommt.
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Tabelle 3 Ubersicht der RPKM Mittelwerte fiir in der Literatur bekannte Kandidatengene

In der Tabelle sind die Mittelwerte der RPKMs der Linien TH und SL fiir die drei biologisch unabhangigen
Experimente bei verschiedenen Nitratzufuhren im zeitlichen Verlauf dargestellt. Neben dem Gennamen ist
die chromosomale Lage angegeben. Wurden von einem Gen mehrere Transkriptvarianten gefunden, wurden

diese zusammengefasst.

Gen
Chromosom
SLOmMMOh
SLOmM4h

SLO,1mM4h
SLAmM4h
SLOmM 28 h
SL0,1 mM 28 h
SL4mM 28 h

NRT1 | 4 | 48.20 103.75| 709.88| 792.98 75.95| 259.33| 224.22] 44.43] 37.51 810.97| 892.27| 57.53| 320.03 143.37

NRT2 | 4 | 57.45 83.47 373.02 400.94 64.53 165.74) 108.14) 56.46, 34.66 410.87 447.03| 54.82 187.82 76.38

NRT3 | 5 0.78 3.18 2.63] 3.25 3.11 5.14 3.33| 0.68 3.28 1.76) 2.42] 2.76| 4.75 2.99

NRT4 | 2 033 0.12 0.17 0.08 0.24 033 0.17 0.67 032 0.28 0.17 0.78 1.20 0.44

RTCL1| 9 3.28 3.13] 3.53 2.77 3.25 1.92 275 0.100 0.42 0.72f 0.28 0.20 0.37 0.38

RTH1 | 1 | 42.82) 40.65 36.41 34.30 37.79 36.06/ 30.70, 38.90 38.59 35.37| 32.51] 36.21 34.41 30.92

RTH3 | 1 764 539 559 650 631 584 572 7.06 5.00 6.15 6.15 5.53] 6.52] 6.65

RTCS1| 1 2.58 2.40 3.66f 3.65 3.19 3.04 3.81 247 242 387 3.32 2.68 3.38 2.3

RUL1 | 8 | 51.16] 49.30] 48.41 46.45 44.45 42.58 41.14 43.69 44.08 41.21] 37.19] 36.40 37.30 33.66

RUM1| 3 | 29.25 30.89 32.51 30.52] 29.39 28.59 29.02 27.23] 30.84) 27.68 26.43] 25.90 27.83 25.61

Auch der mRNS-Pegel des Nitrattransporters NRT3 zeigt bei beiden Linien dhnlich hohe
Expressionswerte. Die stickstoffeffiziente Linie SL zeigt hierbei leicht hhere Werte. Im
Gegensatz zu NRT1 und NRT2 zeigt NRT3 beim Vergleich der Zeitpunkte von 0 hund 4 h
bzw. 28 h einen circadianen Einfluss und zeigt keinen Abfall des Transkriptpegels nach
28 h. Bei der niedrigen dufderen Nitratkonzentration von 0,1 mM konnte nach 28 h der

hochste Pegel an mRNS von NRT3 festgestellt werden (Tabelle 3 und Abbildung 43 A).

Innerhalb der NRT-Familie konnte nur fiir den schwach exprimierten Nitrattransporter
NRT4 eine bei den Linien unterschiedliche Expression nachgewiesen werden. Die
hoheren Transkriptwerte wurden bei der stickstoffineffizienteren Linie TH festgestellt
und zeigen ihr Maxima von einem RPKM von 1,2 nach 28 h und bei geringer

Nitratzugabe (Tabelle 3 und Abbildung 43 B).
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Abbildung 43 Mittelwerte der RPKM fiir NRT3 und NRT4 bei verschiedenen Nitratstufen und Zeitpunkten

NRT4 MW RPKM
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28h 4mM
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Es sind die berechneten Mittelwerte der RPKM fiir die unterschiedlich aufgenommenen Zeitpunkte (0 h, 4 h
und 28 h) bei den Nitratstufen 0 mM, 0,1 mM und 4 mM dargestellt. Das Sdulendiagramm A zeigt dies fiir
NRT3, Das Sdulendiagramm B fiir NRT4. Beide Nitrattransporter zeigen Unterschiede fiir die
Transskriptpegelhdhe im zeitlichen Verlauf. NRT4 zeigte fiir die Linie TH héhere RPKM-Werte als fiir die
Linie SL.

Anhand der erhobenen Daten konnten auch Gene untersucht werden, welche fir die
Entwicklung der homorhizen Wurzelarchitektur von Zea mays essentiell sind (siehe 4.3).
Eine Ubersicht der RPKM-Werte befindet sich fiir diese Gene in der in der Tabelle 1. Fiir
RUL1, RUM1, RTH1 und RTH3 wurde kein unterschiedliches Expressionsverhalten
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zwischen den beiden Linien und keine direkte Reaktion auf die Intensitat der

Nitratzufuhr festgestellt.

Auch bei RTCS1 blieb das Expressionsverhalten liber die verschieden Zeitpunkte und
Nitratzugaben konstant. Nur bei 28 h und einer Nitratzufuhr von 4 mM zeigte SL fir
RTCS1 eine hoheren Expressionspegel gegeniiber TH (Tabelle 3 und Abbildung 44 B).
Beim Homolog RTCL1 von RTCS1 wurde ein deutlicher Unterschied zwischen den Linien
TH und SL festgestellt. Die Genexpression von RTCLI war bei der Linie SL im
Durchschnitt 8,3fach hoher gegentliber der Linie TH. Eine direkte Beeinflussung von
Nitrat auf die mRNS-Menge wurde fiir RTCL1 nicht beobachtet (Tabelle 3 und Abbildung
44 A). Diese Beobachtungen bestitigen auch die Ergebnisse der Clusteranalyse
(Abbildung 42). Dort befand sich RTCL1 zusammen mit 1382 Genen im Cluster 15,
welches Gene beinhaltet, die bei TH niedrig und bei SL hoch exprimiert sind (6.3.3.4).
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Abbildung 44 Mittelwerte der RPKM fiir RTCL1 und RTCS1 zu den verschiedenen Nitratstufen und
Zeitpunkten

In den Sdulendiagrammen sind die berechneten Mittelwerte der RPKM fiir die unterschiedlich aufgenommen
Zeitpunkte (0 h, 4 h und 28 h) bei den Nitratstufen 0 mM, 0,1 mM und 4 mM dargestellt. A zeigt dies fiir RTCL1,
welches bei SL deutlich hohere Transkriptpegel zeigte, aber keine Abhdngigkeit von der Nitratzufuhr. RTCS1
zeigte ebenfalls keine Beeinflussung durch die Nitratzugaben oder den zeitlichen Verlauf. Nur 28 h nach der
Zugabe von Nitrat konnte fiir SL eine hdhere Transkriptanzahl gemessen werden. Zu den anderen

Zeitpunkten sind die RPKM-Werte fiir beide Linien dhnlich.
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7 Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Interaktion von Stickstoffnutzeffizienz und
Wurzelarchitektur bei Mais untersucht. Im Fokus der Untersuchungen standen die
beiden Maislinien SL und TH, welche bei niedrigen Stickstoffbedingungen grofie
Unterschiede in der Ertragsstabilitit zeigen. SL zeigt auch unter Stickstoffmangel noch
gute Ertrage, die Ertrdge von TH brechen dagegen ein. In Rahmen vorangegangener
Projekte wurden zwei bei niedriger Stickstoffzufuhr wirksame Ertrags-QTLs auf den
Chromosomen 8 und 10 gefunden, die Teile der Effizienz genetisch erklarten. Beide
Linien wurden hinsichtlich ihrer Wurzelarchitektur und der Reaktion auf Nitrat
analysiert, da die Vermutung nahe lag, dass diese QTLs sich auch morphologischen

auflern.

Es wurden Systeme fiir die Wurzelanalyse unter kontrollierten Bedingungen etabliert
und die Linien unter Feldbedingungen bonitiert. Fiir den QTL 10 konnte ein Phanotyp
gefunden werden, der die bessere Ertragsleistung der Linie SL unter niedrigen
Stickstoffbedingungen erklaren konnte. Die gefunden Unterschiede im Austrittswinkel
der Kronwurzeln wurden anhand von drei Wochen alten Maispflanzen durch
verschiedene NILs ndher kartiert. Fiir den QTL 8 war eine Kartierung der vermutlich

hoheren Lateralwurzeldichte der Linie SL nicht moglich.

Es wurden grofde Unterschiede bei der Reaktion auf dufiere Stickstoffbedingungen
insbesondere beziiglich der Lateralwurzelbildung festgestellt. Dagegen waren die
Unterschiede der beiden Maislinien beziiglich ihres Stickstoffstatus nur geringfiigig.
Weitergehend wurde die Erfassung der Gesamtoberfliche von Maiswurzelsystemen

tiber ihre elektrische Kapazitit versucht.

Desweiteren wurde die Reaktion der Transkriptome in den Wurzelsystemen der Linien
SL und TH bei verschiedenen Stickstoffzufuhren im zeitlichen Verlauf analysiert. Neben
globalen Analysen wurden denkbare Kandidatengene fiir eine bessere
Stickstoffnutzeffizienz naher analysiert. Hier standen neben Nitrattransportern auch

Gene flir die Wurzelentwicklung im Mittelpunkt.
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7.1 Zwei Chromosomenbereiche beim Ertrags-QTL 10 beeinflussen die

Kronwurzelarchitektur

Der im Rahmen der Feldversuche beobachtete Phanotyp der Stitzwurzeln (6.2.1)
konnte auch im Gewédchshaus durch Topfversuche fiir die Kronwurzeln reproduziert
und vermessen werden. Der deutliche Unterschied in der Steilheit der
Kronwurzelaustrittswinkel konnte fiir die Elternlinien sowie die daraus entwickelten
NILs nachgewiesen werden (6.2.4). Die Ergebnisse der Feinkartierung (6.2.5) sind nicht
eindeutig. Betrachtet man die Resultate der Feinkartierung, kommt man zu dem Schluss,
dass es Gene an beiden dufderen Randern des alten QTLs 10 geben muss, die Einfluss auf
die Kronwurzelaustrittswinkel austiben. SL und Linien mit Introgression aus diesen
Bereichen weisen messbar flachere Winkel auf. Damit ist es sehr wahrscheinlich, dass
die flacheren Kronwurzelaustrittswinkel eine phanotypische Erklarung fiir die bessere
Stickstoffnutzeffizienz dieser Linie sind. Dies bestatigen auch Daten der
Kornertragstests bei zwei verschiedenen Nitratstufen der Linien SL-N10-1 und SL-N10-
2 sowohl auf Linienniveau als auch auf dem Niveau von Testkreuzungen (KWS SAAT SE,

unveroffentlicht).

Neben den selbstindig erhobenen Daten zeigte auch eine QTL-Kartierung von
Kronwurzelwinkeln mit Teilen der DH-Population der beiden Elternlinien einen Effekt
des Chromosoms 10 auf die Austrittswinkel der Kronwurzeln. Im Rahmen dieser
Analyse konnte auch die Beobachtung bestitigt werden, dass es nahe dem alten
Kornertrags-QTL zwei Bereiche gibt, welche Austrittswinkel der Kronwurzeln
beeinflussen. Die QTL-Kartierung der Kronwurzelwinkel zeigte zwei fast tiberlappende

QTLs fir diesen Bereich (Pestsova, unveroffentlicht).

Auch die auf artfremdem Pflanzenmaterial basierenden Ergebnisse erhdrten den
Verdacht, dass sich auf dem Chromosom 10 ein Gen oder vielleicht mehrere Gene
befinden, welche die Austrittswinkel von Kronwurzeln bei Mais stark beeinflussen
konnen. Die QTL-Kartierung von Kronwurzelwinkeln innerhalb einer F2-Population aus
einer Kreuzung von Zea mays B73 und Zea luxurians zeigte mehrere wirkungsstarke
QTLs fiir Wurzelwinkel bei Zea auf. Auch auf dem Chromosom 10 wurde von Omori and

Mano, 2007 ein QTL gefunden, welcher sich mit dem im Rahmen dieser Arbeit
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analysierten Ertrags-QTL auf Chromosom 10 iiberschneidet (Omori F., 2007). Diese

Erkenntnisse aus der Literatur untermauern das Ergebnis der Phanotypisierung.

Dadurch, dass wahrscheinlich zwei direkt nebeneinander liegende QTLs Einfluss auf die
Austrittswinkel der Kronwurzeln nehmen, spaltet sich der messbare Effekt weiter auf.
Dies konnte eine weitere Feinkartierung des Phanotyps erschweren, da der Unterschied
der Austrittswinkel der NILs gegeniiber dem rekurrenten Elter TH zwischen 8 und 18°
liegt (siehe 6.2). Teilt sich dieser an sich schon geringe aber bisher stabile Unterschied
weiter auf, hdngt ein weiterer Feinkartierungserfolg von der Stabilitait des
Unterschiedes und damit der Reproduzierbarkeit der jeweiligen Effekte ab. Aufgrund
der Daten der Neuberechnung des QTLs 10 (siehe 6.2.5 und 4.7.2) wurde der Verdacht
erhartet, dass nur der Genbereich zwischen Marker 39 und Marker 42 eine Wirkung auf
die Kronwurzelwinkel und den Ertrag zu haben scheint. Der zweite festgestellte
Genbereich in der Region zwischen Marker 8 und Marker 9 besitzt nach den derzeitigen
Ergebnissen nur einen Einfluss auf die Kronwurzelaustrittswinkel. Erste weiterfiihrende

Experimente mit NILs fiir diese Genbereiche unterstiitzen diese Aussage (Daten nicht

gezeigt).

Auch fiir Oryza sativa konnte ein QTL gefunden werden, der die Austrittswinkel der
Wurzeln beeinflusst (Uga et al,, 2011). Der QTL Drol (Deeper rooting1) zeigte bei Reis
eine Kontrolle tiiber den Anteil der postembryonalen Wurzeln und deren
Austrittswinkel, da diese verstarkt vertikal wachsen. Ziel der Analysen war es, einen
QTL fur Trockenstress bei Reis zu finden (Uga et al,, 2011). In weiteren Analysen konnte
das entsprechende Gen kloniert und gezielt in urspriinglich flachwurzelnde Genotypen
eingekreuzt werden, wo es ebenfalls steilere und tiefere Wurzeln bewirkte. Gene, die in
Reis einen dhnlichen Phanotyp wie CRL1 (Crown Rootless1) erzeugen, zZeigen eine andere
Regulation, weshalb DRO1 einer voéllig neuen Genfamilie zuzuordnen ist (Uga et al,
2013). Die Tatsache, dass es auch in einer verwandten Poaceae mit einem
vergleichbaren Wourzelsystem vergleichbare Beobachtungen gibt, festigen die

gemachten Ergebnisse in Mais.
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7.1.1 Flachere Austrittswinkel der Kronwurzel sorgen entgegen der gingigen

Meinung fiir eine stickstoffnutzeffizientere Wurzelarchitektur

Betrachtet man die Ergebnisse und Uberlegungen fiir stickstoffnutzeffiziente
Wurzelsysteme, so zeichnet die Literatur das Bild eines Idealtypus mit sehr steilen,
billigen und tiefen Wurzeln, ganz dhnlich dem fiir erhohte Trockentoleranz (Bishopp
and Lynch, 2015; Lynch, 2013; Pestsova et al., 2016; Postma and Lynch, 2011; Trachsel
et al, 2013). Diese gingige Meinung widerspricht zundchst fundamental den
gefundenen Ergebnissen des Phanotyps mit flacheren Austrittswinkeln fiir den QTL 10.
Der fiir mehr Kornertrag bei niedriger Stickstoffzufuhr sorgende QTL ist mit dem
Phanotyp der flachen Austrittswinkel eng assoziiert (siehe Kapitel 6.2). Warum aber
zeigt die Linie mit den flacheren Wurzelaustrittswinkeln die hochste
Stickstoffnutzeffizienz? Die Abbildung 45 gibt ein mogliches Gedankenspiel wieder.
Gezeigt sind zwei Maispflanzen mit unterschiedlich steilen Kronwurzelwinkeln und den
daraus resultierenden unterschiedlichen Bodenerschlief3ungsmoglichkeiten. Die Pflanze
A weist die Wurzelarchitektur der Linie SL, die Pflanze B die der Linie TH auf. Folgt man
der gangigen Meinung der Literatur, sollte TH die Linie sein, welche effektiver an
Stickstoffmangel angepasst ist (Bishopp and Lynch, 2015; Lynch, 2013; Pestsova et al,,
2016; Postma and Lynch, 2011; Trachsel et al., 2013). Das Gedankenexperiment deckt
jedoch einen fundamentalen Nachteil der von Lynch dogmatisch geforderten Steilheit
der Kronwurzeln fiir Nitrateffizienz auf (Lynch, 2013): Bei Genotypen, deren Wurzeln
streng senkrecht in die Tiefe wachsen, werden zwar schneller tiefere und damit
potentiell nitrathaltige Bodenschichten erschlossen, gleichzeitig nimmt dadurch aber
auch das erschliefsbare Erdvolumen ab. Befindet sich die Pflanze B in einem Umfeld mit
nicht gleichmafiiger Nitratverteilung, wie es bei natiirlichen Bodenverhaltnissen der Fall
ist, kann es im schlechtesten denkbaren Fall passieren, dass die Pflanze unter sich gar
kein Nitrat vorfindet. In diesem Fall haben Pflanzen mit einem breiter aufgestellten
Wurzelsystem wie die Pflanze A und damit auch die Linie SL grofiere Chancen
Quadranten mit Nahrstoffen zu erschlief}en. Da der Kornertrags-QTL und der
beobachtete Kronwurzelphdnotyp im Zusammenhang zu stehen scheinen, muss
aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit zu den von Lynch genannten Merkmalen ,steil,
tief und billig“ (Lynch, 2013) das Merkmal ,steil“ durch das Merkmal der gleichmafdigen

Verteilung ersetzt werden. So sollte eine Maislinie mit moglichst langen und
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aerenchymhaltigen Kronwurzeln dann besonders stickstoffeffizient den Boden
erschliefden, wenn sie ihre Kron- und Stiitzwurzeln durch flache Austrittswinkel breiter

verteilt.

N
L
—
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Abbildung 45. Gedankenexperiment zur BodenerschliefRung mit verschieden steilen Wurzelaustrittswinkeln.
Das Schema zeigt zwei Maispflanzen mit unterschiedlich steilen Kronwurzelaustrittswinkeln in einer
denkbaren Erdmatrix. Die Erdmatrix ist in Quadranten unterteilt. Innerhalb der Quadranten gibt es welche
mit dem fiktiven Ndhrstoff X (blau) und welche ohne diesen Nidhrstoff X (weif3). Diese ungleichmifiige
Verteilung im Raum gibt die ebenso ungleichméafige natiirliche Situation des Bodens wieder. Die Pflanze A
besitzt Kronwurzeln mit flacheren Austrittswinkeln als die Pflanze B. Die Pflanze B erreicht durch die steilen
Wurzeln nur einen der 5 moglichen horizontalen Quadrantenblécke mit dem Nidhrstoff X, die Pflanze A
dagegen 4 von 5 dieser Quadrantenbldcke. Insgesamt erschliefdt die Pflanze A 14 Quadranten, die Pflanze B

nur 5 Quadranten mit ihren Kronwurzeln.
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7.1.2 Der Unterschied der Lateralwurzeldichte von Primarwurzeln ist zwischen

den Elternlinien bei niedrigen Stickstoffbedingungen grof3

Zwischen den Elternlinien SL und TH konnte bei niedriger Stickstoffzufuhr fiir die
Primdrwurzel eine stiarkere Lateralwurzelentwicklung festgestellt werden. Dieses
Ergebnis war sowohl fiir Simlinge in Keimrollenkultur (6.2.7) als auch fiir etwas éltere
Pflanzen in Sand (6.2.8) konstant. Aufgrund der Ergebnisse vorhergegangener Arbeiten
wurde versucht, auch diesen Phanotyp fiir aus TH entwickelten NILs mit Introgression
von SL in der Region um QTL 8 zu kartieren. Dieses Merkmal erwies sich allerdings in
zahlreichen Versuchen als nicht konstant. Dies galt ebenso fiir die Samlinge wie auch fiir
altere Pflanzen. SL und TH zeigten bei niedriger Nitratkonzentration im Nahrmedium
stetig Unterschiede beziiglich der Lateralwurzelarchitektur. Es gab gute Griinde zu
vermuten, dass mehr Lateralwurzeln einen leichten Stickstoffmangel wunter
Feldbedingungen ausgleichen konnen, da die diinneren Lateralwurzeln der Forderung
nach kostengiinstiger Wurzelarchitektur (Lynch, 2013; Zhu and Lynch, 2004) ohne
weiteres nachkommen. Zusatzlich erfiillte das Merkmal auch die Vorgaben der
Simulationen, die vor allem Vorteile fiir langere Lateralwurzeln sahen (Postma et al,,

2014).

Ein Grund fir das Misslingen dieser Kartierung war sicherlich der noch grofie Einfluss
des Korns auf die Entwicklung der Maissamlinge und damit die grof3e Abhangigkeit von
der Saatgutqualitdt. Hinzu kam, dass die Lage des QTLs 8 nach der erneuten Kalkulation
mit 622 statt 188 genetischen Markern korrigiert wurde. Dies hatte zur Folge, dass alle
analysierten Linien maximal kleine oder gar keine Teile des QTLs 8 beinhalteten.
Vielleicht ist der Effekt aber auch schwer Kkartierbar, da er sich selbst aus vielen

genetischen Einzelfaktoren zusammensetzt.
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7.2 Die Interaktion von Genotyp und duflerer Stickstoffbedingung sind bei
den Elternlinien stark unterschiedlich - SL zeigt keine Reaktion auf

steigende Stickstoffbedingungen

Es wurde die Reaktion von steigenden &ufieren Nitratkonzentrationen auf die
Lateralwurzelentwicklung der Primarwurzel der Elternlinien analysiert. Dabei konnte
gezeigt werden, dass SL unabhdngig von den &dufieren Nitratkonzentrationen hohe
Lateralwurzellangen aufweist. TH reagiert erst bei hohen Nitratgehalten von 10 mM mit
einem verstarkten Wachstum von Lateralwurzeln. Eine hohe Lateralwurzellange gilt als
vorteilhaft bei Stickstoffmangel (Lynch, 2013; Postma et al., 2014). Auch die Initiation
von Seitenwurzeln durch Nitrat und die Wirkung von Nitrat als Botenstoff sind
hinreichend bekannt (Crawford, 1995; Patterson et al., 2016), auch bei Mais (Yu et al,,
2015; Yu et al, 2014). Die stickstoffeffiziente Line SL bildet konstitutiv ein langeres
Lateralwurzelsystem aus, was ihr die Erschliefdung grofierer Erdvolumen ermdoglicht
(Postma et al,, 2014). Unabhangig von den edaphischen Bedingungen sollte SL so in der
Lage sein, grofdere Mengen Nitrat zu akkumulieren und Erdbereiche zu erschliefsen, wo
potentiell Nitrat zur Verfligung steht. Damit ist SL besonders gut an stickstoffarmere
Standorte angepasst, da sie unabhdngig von der Nitratzufuhr ein volumindseres
Wurzelsystem ausbildet. Dagegen zeigt TH erst dann eine verstarkte Bereitschaft, mehr
Lateralwurzeln auszubilden, wenn viel Nitrat im Boden vorhanden ist. In einem
stickstoffarmen Boden kann ihr dieses Verhalten aber zum Verhdngnis werden: ohne
einen duferen Reiz bildet TH nur eine schwach verzweigte Wurzelarchitektur aus und
erschlief3t so ein geringeres Erdvolumen und verspielt so die Chance auf die

Erschliefdung weiterer Stickstoffquellen.

7.2.1 Der Stickstoffstatus der Elternlinien SL und TH unterscheidet sich nur

geringfiigig

Die Bestimmung des Stickstoffstatus zeigte fiir die beiden Elternlinien nur geringfiigige
Unterschiede fiir die beiden untersuchten Gewebetypen. Die Berechnung des
Stickstoffnutzeffizienz-Index auf Grundlage der Trockenmasse der analysierten Proben

erbrachte fiir das Sprossgewebe nur geringe Unterschiede und damit einen minimal
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besseren Stickstoffnutzeffizienz-Index bei der Linie TH. Die Ergebnisse des
Wurzelgewebes bestiarkten diesen Trend und lieferten einen konstant hdheren

Effizienz-Index fur TH.

Damit konnte zwar ein Unterschied zwischen den Linien ausgemacht werden, dieser fiel
allerdings sehr gering aus. Ein Grund dafiir kdnnte das noch junge Stadium der Pflanzen
sein. Jungpflanzen unterliegen grofderen Schwankungen im Allgemeinen, aber auch
beziiglich der Frisch- und Trockenmasse im Besonderen. Da die Bestimmung des
Stickstoffnutzeffizienz-Index mit der Masse auch einen stark entwicklungsabhangigen
Parameter mit einbezieht, haben die starken Schwankungen im juvenilen Stadium einen
grofden Einfluss auf die Berechnung. Durch die langsamere Entwicklung von SL kommt
es zu einer Verzerrung, weil die Berechnung des Stickstoffnutzeffizienz-Index Pflanzen
mit mehr Biomasse bei gleichzeitig geringem Nitratgehalt besser bewertet (Good et al,,
2004). Da TH grundsatzlich eine schnellere Jugendentwicklung zeigte und gleichzeitig
weniger Nitrat aufnahm, resultierte dies in einem besseren Stickstoffnutzeffizienz-
Index. Eine Probenentnahme zu einem spadteren Zeitpunkt konnte diesen Effekt
vielleicht nivellieren. Die auf dem Feld beobachtete starkere Stickstoffnutzeffizienz von
SL konnte in der Hydrokultur beziiglich des prozentualen Stickstoffgehaltes bestatigt
werden, allerdings ist aufgrund des geringen Unterschiedes diese Herangehensweise
nicht geeignet, um beispielsweise NILs der beiden Elternlinien beziiglich ihrer
Stickstoffnutzeffizienz zu vergleichen. Das frithe Entwicklungsstadium der analysierten
Pflanzen erklart vielleicht auch, warum sich die Ergebnisse der Pflanzen, die bei 0,0 mM
oder 0,1 mM aufwuchsen, so sehr dhnelten. Es ist moglich, dass immer noch
Saatguteffekte einen grofden Einfluss auf das Experiment ausiibten. So wire es auch
moglich, dass schon die Samen von SL mehr Stickstoff enthielten und dies den
geringfliigig hoheren prozentualen Anteil an Stickstoff bedingt hat. Dass Pflanzen
Proteine oder auch Stickstoff in Samen einlagern, ist bekannt (Chopin et al., 2007; Sabelli

and Larkins, 2009).

126



7.2.2 Die Messung der elektrischen Kapazitat von Wurzelsystemen ist eine in-
situ-Methodik mit nur bedingt reproduzierbaren Ergebnissen fiir die

analysierten Maislinien

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Messung der elektrischen Kapazitit als eine
in-situ-Methode fiir das Feld erprobt. Es sollte die Reproduzierbarkeit fiir die zu
analysierenden Maislinien getestet werden. Ein Vergleich mit in Gefafskultur gezogenen
Pflanzen sollte die Prazision der Methode fiir die verwendeten Linien verifizieren und
die Frage klaren, ob aufgrund der elektrischen Kapazitit auch Riickschliisse auf die

Wurzelarchitektur geschlossen werden konnen.

Die Ergebnisse im Kapitel 6.1.3 zeigen die im August 2010 und 2012 auf dem
Versuchsfeld in Grucking erhobenen Daten. Im Datensatz der Ergebnisse fiir das Jahr
2010 unterscheiden sich die Elternlinien TH und SL beziiglich der gemessenen nF-Werte
signifikant voneinander. Dieses Ergebnis lasst sich bei den Messungen im Jahr 2012
nicht reproduzieren. Obwohl die Bedingungen vor und wahrend der Messung zu beiden
Versuchszeitpunkten  vergleichbar waren, kamen beide Experimente zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Allerdings gilt es zu bedenken, dass sehr viele Faktoren

Einfluss auf die Messung unter Feldbedingungen nehmen kénnen:

Diese grofsen Schwankungen sind schwer zu erklaren. Neben der Moglichkeit, dass die
Pflanzen Unterschiede in ihren Wurzelsystemen aufgrund der verschiedenen
Witterungseinfliisse der Jahre 2010 und 2012 ausbildeten, spielt bei dieser Methode die
Sattigung des Bodens mit Wasser eine essentielle Rolle. Dies zeigte auch Dietrich in
Versuchsreihen an Hordeum vulgare L., der bei steigendem Wassergehalt des Substrates
gleichfalls steigende elektrische Kapazititen der Wurzel messen konnte (Dietrich,
2013). Vergleichbare Sattigungswerte im Feldversuch lief3en sich nur durch kiinstliche
Wassergaben erreichen, was diese an fiir sich simple Methode wiederum aufwendiger
macht. Steht in der Ndhe des Versuchsfeldes eine Bewasserungsquelle zur Verfligung, ist
die Erfassung der elektrischen Kapazitit von Wurzelsystemen vielleicht eine
Moglichkeit, um Genotypen auf ihre Wurzeloberfliche hin zu analysieren. Die

Ergebnisse aus 6.1.4 zeigen gleiche Tendenzen fiir beide bestimmten Eigenschaften.

Allerdings wird auch gezeigt, dass eine dhnlich grofie Oberflache von Wurzelsystemen

auf sehr unterschiedliche Art und Weise durch die beiden Elternlinien erreicht werden
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kann. Da die Messung der elektrischen Kapazitit von Wurzelsystemen nicht zwischen
Lateralwurzeln und weiteren Wurzeltypen zu unterscheiden vermag, ist mit ihr eine
Unterscheidung von Wurzelsystemen mit unterschiedlichen Wurzelstrategien nicht
moglich. Damit scheidet die Methode zur Phanotypsierung der Maislinien SL und TH

sowie der aus diesen entwickelten NILs aus.

7.3 Vergleichende Analyse der RNS-Pegel der unterschiedlich effizient
Stickstoff nutzenden Maislinien SL und TH

Die unter 6.3.3 gemachten Ergebnisse bestitigen die unter 6.3.1 gemachten
Beobachtungen. Die Linie TH zeigte auch bei den Transkriptomverdnderungen eine
global gesehen stirkere Reaktion auf Nitrat als die Linie SL. Es scheint als lief3e die Linie
SL sich weniger stark durch steigende Nitratkonzentrationen im Ndhrmedium und
damit sichleich auch auf dem Feld beeinflussen. Auffillig ist die Beobachtung, dass bei
TH die kurzfristige Reaktion auf Nitrat deutlich positiver ausfallt als bei SL. Dies deckt
sich mit den bei den Nitratransportern gemachten Beobachtungen (6.3.3.5). Zusatzlich
erklart diese Beobachtung auch die vermeintlich bessere Stickstoffnutzeffzienz von TH
in 6.3.2, TH reagiert auf Stickstoff schneller und nutzt dessen Verfiigbarkeit somit auch
zeitnaher aus. Dies fiihrt zu einer schnelleren Entwicklung der Linie TH. Langerfristig
gesehen zeigte bei der separaten Analyse der Linien SL aber eine stiarker positive
Hochregulation von Genen durch Nitrat. Dieses Verhalten passt zu den auf dem Feld
gemachten Beobachtungen, wo SL auch erst spit in der Wachstumsphase seine bessere
Stickstoffnutzeffzienz offenbart. Aus der Literatur ist bekannt, dass viele mit dem
Stickstoffstoffwechsel assozierte Gene, wie beispielsweise die Nitratreduktase, nach 4 h
schon eine eindeutig positive Reaktion zeigen (Trevisan et al., 2011). Dies bestatigt die
beobachtete schnelle Reaktion von TH schon 4 h nach der ersten Nitratzufuhr. Auch in
Arabidopsis ist fir beide dort bekannten Nitratreduktasegene eine schnelle und
langfristige Reaktion sowohl bei hoher als auch bei niedriger Nitratzufuhr bekannt

(Wang et al.,, 2000). Dies spricht fiir die gewahlten Versuchsparameter.

Die vergleichende Analyse des Transkriptomverhaltens der unterschiedlich effizient
stickstoffnutzenden Elternlinien SL und TH konnte keine grundsatzlichen Unterschiede

aufzeigen. Entweder zeigten die Elterlinien ein konstant unterschiedlich Verhalten ohne
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eine Reaktion auf Nitrat oder die transkriptomale Reaktion war bei beiden Linien in den
durchgefiihrten Analysen gleichartig. Dadurch, dass keine grundsatzlich verschiedenen
genomweiten Reaktionen der Gentranskription der Linien festgestellt wurden zeigt,
dass die Unterschiede in der Stickstoffnutzeffizienz konstitutiver Natur sind. Dies
bestatigt wiederum die tragende Rolle des nitratunabhangig sichtbaren Phanotyps der
flacheren Kronwurzelwinkel (6.2) und des diesen Phanotyp moglichweise
mitbestimmenden RTCL1 (6.3.3.5). Das Transkript von RTCL1 befindet sich in einem
Cluster welches ein grundsatzlich verschiedenes Transkriptomverhalten von TH und SL
zeigte. Es ist davon auszugehen, dass sich in solchen Clustern noch weitere Gene finden
lassen, die fiir die kontitutiv unterschiedliche Stickstoffnutzeffizienz von TH und SL

verantwortlich sind.

7.3.1 Die effizienter Stickstoff nutzende Linie SL zeigt Kkeine erhohten

Transkriptpegel fiir die in Mais bekannten Nitrattransportergene

Eine Analyse der transkriptionellen Reaktion der bei Mais bekannten Nitrattransporter
zeigte fir die beiden unterschiedlich stickstoffnutzeffizienten Elternlinien grofdtenteils
eine identische Reaktion auf die Nitratzugaben. Nur fiir NRT4 konnte eine differentiell
unterschiedliche Reaktion der Eltern gefunden werden (siehe Abbildung 43), welche
sich in hoheren Transkriptpegeln fiir die ineffziente Linie TH aufert. Allerdings sind die
RPKM-Werte von NRT4 auf dufdert gering Niveau, so dass die Aussagekraft dieses
Ergebnisses sehr gering ist. NRT4 ist ein auf Basis der bekannten Transportersequenzen
der Maislinie B73 vorhergesagtes Gen, welches in vivo bisher nicht ndaher untersucht
wurde. Ein Vergleich der entsprechenden cDNS-Sequenz deckte eine grofRe Ahnlichkeit
mit anderen hochaffinen Nitrattransportern auf, was die stiarkere Expression bei keiner

(0 mM) oder niedriger (0,1 mM) Nitratzugabe erklaren wiirde.

Dass generell wenige Unterschiede der transkriptionellen Reaktion auf Nitrat zwischen
den beiden unterschiedlich effizienten Linien gefunden wurden, mag zum einen an der
grof3en genetischen Ahnlichkeit des von der KWS Saat SE gestellten Materials liegen. Der
genomweite Vergleich der Reaktion der Transkriptome zeigte schliefdlich fiir beide
Linien bei den meisten Genen ein ahnliches Verhalten. In Anbetracht aller

durchgefiihrten Analysen scheint es am wahrscheinlichsten, dass die Vorteile der Linie
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SL bei Stickstoffmangel auf morphologische Unterschiede zurtlickzufiihren sind. Die
Analysen der Transkriptpegel der potentiellen Kandidatengene zeigten zumindest keine
hohere Expression. Allerdings gilt es zu bedenken, dass auch eine hohere Genexpression
nicht zwingend zu mehr Genprodukt fithren muss, da viele posttranskriptonelle

Faktoren gleichfalls eine Rolle spielen konnen.

7.3.2 Das fiir die Kron- und Seminalwurzelarchitektur von Mais relevante Gen

RTCL1 zeigt konstant hohere RNS-Pegel beim Elter SL

Fur die beiden unterschiedlich stickstoffnutzeffizienten Maislinien SL und TH konnten
weitreichende morphologische Unterschiede in der Wurzelarchitektur gefunden
werden. Insbesondere die Unterschiede beziiglich der Austrittswinkel der Kronwurzeln
zeigten sich als konsistentes Merkmal zwischen beiden Linien und korrelierten mit
einem der berechneten Kornertrag-QTLs bei Stickstoffmangelbedingungen. Die Analyse
der in Mais bekannten die Wurzelentwicklung kontrollierenden Gene ergab fiir das im
Bereich von QTL 8 liegende RULI-Gen bei SL konstant hohere mRNS-Level (Tabelle 3).
Der Unterschied gegeniiber TH ist allerdings moderat. Dies gilt fiir ebenfalls fiir RTSCI.
Eine Ausnahme stellt dagegen das Ergebnis fiir RTCL1 dar: Dieses Homolog von RTCS1
zeigt fur die Linie TH sehr niedrige Transkriptpegel, fiir die Linie SL hingegen im
Durchschnitt 8,3fach hohere RPKMs. Die fiir Gene relativ niedrigen mRNS-Pegel mit
einem RPKM von maximal 3,8 fiir RTCS1 und maximal 3,6 fiir RTCL1 decken sich mit den
Ergebnissen von Taramino et al. (2007). Entgegen der von Taramino et al. (2007)
aufgestellten These der nur kurzzeitigen Expression, konnten fiir RTCS1 allerdings zu
allen gewahlten Zeitpunkten Transkripte festgestellt werden. Auch war der Unterschied
der Expressionsstarke von RTCLI im Verhaltnis zu RTCS1 bei der Linie SL gering und
teilweise sogar gleich oder hoher, was den von Taramino et al. (2007) gemachten
Beobachtungen widerspricht. Nur bei der Linie TH liberwiegten wie bei Taramino et al.
(2007) die RTCSI-Transkriptmengen gegeniiber denen von RTCLI (Taramino et al,
2007).

RTCS]1 ist einer der wesentlichen Faktoren bei der Entwicklung von Seminal-, Kron- und
Stitzwurzeln. Es kann insbesondere im Wurzelgewebe und in Primordien des

Coleoptilenknotens nachgewiesen werden. Dies gilt auch fiir das durch Genduplikation
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entstandene RTCLI. Fiir beide Gene konnten Hinweise gefunden werden, dass sie durch
Auxin induziert werden. rtcs1-Mutanten zeigten neben dem Fehlen der sprossbiirtigen
Wurzeln und Seminalwurzeln auch eine verringerte gravitropische Reaktion, was sich in
Experimenten mit der Primarwurzel in flacheren Winkeln bei den Mutanten duferte
(Hetz, 1996; Taramino et al, 2007). Diese von Taramino et al. (2007) gemachte
Beobachtung zeigt den Einfluss von RTCS1 nicht nur auf die Ausbildung von Seminal-,

Kron- und Stiitzwurzeln, sondern auch auf die Ausrichtung der vorhandenen Wurzeln.

RTCL1 zeigt bei B73 auf Proteinebene 72 % Ahnlichkeit zu RTCS1. Beide Proteine
weisen eine sogenannte pflanzenspezifische LOB-Domadne (Lateral Organ Boundaries)
auf (Majer et al, 2012; Taramino et al., 2007). Diese Domane ist auch in anderen
Pflanzenspezies bekannt (Inukai et al., 2005; Liu et al, 2005; Shuai et al.,, 2002) und
besitzt ein konserviertes CX2CXsCX3C-Motiv, welches denen der Leucin-Zipper dhnelt
(Iwakawa et al,, 2002). In Arabidopsis erfiillen Proteine der LBD-Familie (Lateral Organ
Boundaries Domain) eine regulative Funktion in der Blattentwicklung und der
Lateralwurzelbildung (Iwakawa et al.,, 2002; Shuai et al., 2002). Auch fir Oryza sativa
sind RTCS1-ahnliche Gene und Mutanten mit Defekten in diesen Genen bekannt. Das Gen
CRL1 (Crown Root Less1) sorgt in Oryza sativa fir einen vergleichbaren Phanotyp
(Inukai et al., 2005), ebenso wie ARL1 (Adventitious Rootless1), dessen Mutanten keine
Adventivwurzeln mehr ausbilden (Liu et al.,, 2005). Beide Gene weisen ebenfalls eine
konservierte LOB-Domane auf. Fiir CRL1 ist bekannt, dass es in Reis als auxinabhangiger
Transkriptionsfaktor die Aktivitdt weiterer Gene in Kronwurzelprimordien reguliert
(Coudert et al, 2015). Dies bestatigt die von Taramino et al. (2007) gemachten
Beobachtungen bei Mais und festigt fiir diese Spezies die essentielle Rolle von RTCS1 bei
der Kronwurzelausbildung. Dass es sich hochstwahrscheinlich bei RTCS1 um einen
Transkriptionsfaktor handelt, veranschaulichen Lokalisationsstudien in Arabidopsis-

Protoplasten, welche eine Kernlokalisation zeigten (Majer et al.,, 2012).

Fiir RTCL1 konnten Majer et al. (2012) keine klare Lokalisation feststellen. Die
Fusionsproteine von RTCL1 befanden sich sowohl Kern als auch im Cytoplasma (Majer
et al., 2012). Fir RTCL1 ist bisher weder die phanotypische Auspragung noch die
Funktion in Mais bekannt. Dies gilt auch fiir andere verwandte Spezies wie Reis, welche
gar kein Paralog zum Homolog CRL1 besitzen. Es wird vermutet, dass RTCL1 und RTCS1

miteinander interagieren (Majer et al,, 2012; Taramino et al.,, 2007).
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Es ware denkbar, dass das hohere Verhaltnis von RTCL1 zu RTCS1 in den Primarwurzeln
der rtcs1-Mutanten zu der von Taramino et al. (2007) beobachteten schwacheren
gravitropen Reaktion fiihrt. Dies legt den Schluss nahe, dass die hohen RTCL1-Pegel -
vorausgesetzt diese fiihren auch zu einer vermehrten Proteinbildung - in SL auch in den
Kronwurzeln wirken und damit die flacheren Austrittswinkel durch eine abgeschwachte
gravitrope Reaktion bedingen. Durch die von Majer et al. (2012) und Taramino et al.
(2007) gemachten Beobachtungen lasst sich die Hypothese aufstellen, dass gerade das
Verhaltnis von RTCL1 und RTCS1 bedeutend fiir die Wirkung von RTCL1 ist. In
Kombination mit den eigenen Beobachtungen fiihrt dies zu der Vermutung, dass eine
erh6hte Menge an RTCL1 gegeniiber RTCS1 in der Linie SL - vielleicht sogar bei Mais
generell - zu einem flacheren Wurzelwachstum fiihrt. Ob RTCL1 wirklich eine essentielle
Rolle bei der Wurzelarchitektur spielt, konnen aber erst weitere Experimente zeigen.
Ein Ansatz wire beispielsweise eine Uberexpression von RTCL1, was zu flacheren
Wurzelaustrittswinkeln gegeniiber dem Wildtyp flihren miisste, sollte die Hypothese
zutreffen. Alternativ konnte man auch durch Tilling (Targeting Induced Local Lesions In
Genomes) RTCL1 mutieren und analysieren, ob die erzeugten Mutanten steilere
Kronwurzelwinkel aufzweisen. Auch eine gezielte Analyse der RNS-Pegel von RTCL1 und
RTCS1 des Coleoptilenknotens und der Kronwurzeln wiirde weiterfiihrende Erkentnisse

liefern als die durchgefiihrte globale Analyse der Wurzelsysteme.

RTCL1 wurde physikalisch bei der Linie B73 auf Chromosom 9 kartiert (Taramino et al.,
2007). Damit liegt das Gen in keinem der Kornertrags-QTLs. Die Moglichkeit das RTCL1
bei der Linie SL (und auch TH) auf Chromosom 10 in der QTL-Region liegt ist eher
gering. Um dies einwandfrei zu klaren, miisste RTCLI in SL genetisch kartiert werden.
Ein weiterfihrender Schritt ware zu {Uberpriifen, ob die transkriptionelle
Hochregulierung von RTCL1 mit dem Vorhandensein des QTLs 10 korreliert. Dann lage
eine aktivierende Funktion des QTLs 10 auf die RTCL1-Expression nahe. Dies fiihrt zu
dem Schluss, dass in der Genregion des QTLs 10 bei SL die Ursachen fiir eine
Aktivierung von RTCL1 auf Chromosom 9 liegen. Auch der umgekehrte Fall ist fir die
Linie TH denkbar, ndamlich, dass hier im Bereich des QTLs 10 hemmende Faktoren fiir
RTCL1 liegen. Diese Kausalitat konnte, mit der mRNS-Expressionsniveauanalyse von

NILs welche den ganzen QTL 10 enthalten, tiberpriift werden.
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8 Zusammenfassungen

8.1 Deutsche Zusammenfassung

Ein essentielles Zuchtziel des 21. Jahrhunderts bei Mais und anderen Feldfriichten ist
eine Verbesserung der Stickstoffnutzeffizienz. Um dieses Zuchtziel zu erreichen, ist es
wichtig, die an der Stickstoffnutzeffizienz beteiligten Genomabschnitte zu identifizieren
und die zugrundeliegenden Mechanismen zu verstehen. Die Analyse der hinsichtlich der
Kornertragsdaten unterschiedlich stickstoffeffizienten Maislinien SL und TH hatte zum
Ziel, die genetischen Grinde fir die bessere Ertragsleistung der Linie SL bei niedriger

Nitratzufuhr weiter aufzuklaren.

Durch die genetische Analyse der Wurzelarchitektur sollte geklart werden, ob die
erhohte Stickstoffnutzeffizienz auf Unterschiede zwischen den Wurzelsystemen
zurlckzufiihren war und diese mit den zuvor berechneten, nur bei wenig Nitrat
wirksamen Kornertrags-QTLs 8 und 10 korrelierten. Fiir den QTL 8 konnte der
vermutete Zusammenhang zwischen mehr und langeren Lateralwurzeln und erhéhtem
Ertrag mit dem vorhandenen NIL-Material nicht bestatigt werden, wohl aber die
unterschiedliche Reaktion der Eltern auf Nitrat im Nahrmedium. Die Stickstoff effizient
nutzendere Linie SL zeigte in Bezug auf ihre Primdrwurzel konstant einen héheren
Anteil von Lateralwurzeln unabhédngig von der Nitratzufuhr. Die Linie TH bildete nur bei
hohen dufderen Nitratkonzentrationen langere Lateralwurzeln an ihrer Primadrwurzel
aus. Fur den Kornertrags-QTL 10 konnte ein Phanotyp entdeckt werden, der bei SL und
NILs mit den entsprechenden Introgressionen auf Chromosom 10 im
Gewadchshausversuch fir flachere Kronwurzelaustrittswinkel sorgt. Dieser Phanotyp
konnte auch im Rahmen von Feldversuchen bestdtigt werden und zeigte sich
unabhangig von der Nitratzufuhr. Eine Feinkartierung der flacheren
Kronwurzelaustrittswinkel lokalisierte zwei Genregionen auf Chromosom 10, welche fir
die flacheren Austrittswinkel verantwortlich zu sein scheinen. Eine der beiden
Genregionen deckt sich mit der Lage des Ertrags-QTLs und konnte deshalb hohere
Ertrage auch bei niedriger Nitratzufuhr auf dem Feld bewirken. Es liegt die Vermutung
nahe, dass die flacheren Kronwurzelaustrittswinkel fiir eine verbesserte
Wurzelarchitektur zur effektiveren Erschliefiung des Bodens sorgen.
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Physiologische Untersuchungen ergaben fiir die Linie SL einen tendenziell héheren
Gesamtstickstoffgehalt in Spross und Wurzeln. Durch die bessere und schnellere
Entwicklung im Samlingsalter bescheinigte die Berechnung des Stickstoffnutzindex aber
fiir die Linie TH die bessere Nutzung von Stickstoff pro Gramm aufgebautes Gewebe. Mit
Hilfe der Messung der elektrischen Kapazitit der Wurzelsysteme der untersuchten
Maislinien konnte die erwartete Kklare Korrelation von Wurzeloberfliche und
elektrischer Kapazitat verifiziert werden. Gleichzeitig wurde aber auch die schlechte

Reproduzierbarkeit der Methode festgestellt sowie deren mangelnde Aussagekraft.

Die genomweiten Studien der Gentranskription in der Wurzel zeigten fiir beide Linien
eine Reaktion auf Nitrat. Diese Reaktion fiel bei der Linie TH insgesamt stirker, aber
auch kurzfristiger aus. SL wies dagegen fiir Nitrat eine kurzfristig gesehen weniger
starke, jedoch eher langfristige Reaktion der genetischen Regulation auf. Dies deckt sich
mit den zuvor gemachten physiologischen Beobachtungen. Im direkten Vergleich konnte
eine Vielzahl von bei TH und SL differentiell exprimierten Genen festgestellt werden. Die
transkriptionelle Reaktion der beiden Linien auf Nitrat war allerdings laut Cluster-
Analyse stets identisch, wenn auch auf unterschiedlichem Niveau. Eine Untersuchung
potentieller Kandidatengene wies signifikante Unterschiede zwischen SL und TH fiir
ROOTLESS CONCERNING CROWN AND SEMINAL ROOTS LIKE 1 (RTCL1) auf. Dieses auf
Chromosom 9 liegende Gen zeigte, unabhangig von der Nitratzufuhr, fiir die Linie SL
eine wesentlich hohere Transkription als fiir die Linie TH. Aufgrund der Tatsache, dass
die Primarwurzeln von rtcl1-Pflanzen einen verminderten Gravitropismus aufweisen,
ware es sinnvoll, dieses Gen bei den Linien SL und TH weiter zu untersuchen. Vielleicht
spielt RTCL1 ebenfalls eine Rolle bei dem Phanotyp der flacheren
Kronwurzelaustrittswinkel, der fiir die Stickstoffeffizienz von SL anscheinend essentiell
ist. Die erhohten Transkriptpegel von RTCL1 konnten dann auch eine Folge eines Gens

oder Genregulators der QTL 10-Region vom stickstoffnutzeffizienteren Elter SL sein.
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8.2 Englische Zusammenfassung

An essential aim of the plant breeding efforts in the 21st century are crop varieties with
a higher nitrogen use efficiency, and that is especially important maize. The maize lines
SL and TH show a different nitrogen use efficiency with respect to their grain yield. The
objective was to find explanations for the higher grain yields of the line SL under low

nitrogen-input conditions.

Based on the genetic analysis of the root architecture of both lines it could be shown that
the higher nitrogen use efficiency arose, at least partly, from differences between the
root systems. Additionally, it was examined whether these differences in root
architecture correlate with the grain yield QTLs 8 and 10 only being effective under low
nitrate-input conditions. With regard to QTL 8 the expected relation between longer and
more lateral roots resulting in the higher yield was not confirmed. However, the lines SL
and TH showed a different reaction on nitrate: the nitrogen-use-efficient SL exhibited a
higher percentage of lateral roots for total primary root length independently of outer
nitrate concentrations. In contrast, the line TH developed longer lateral roots but only
under high outer nitrate conditions. A new phenotype was found correlating with the
region of the grain yield QTL 10 independently of outer nitrate concentrations. This
phenotype causes shallower exit angles of crown roots in the Line SL and NILs carrying
introgressions of QTL 10. The phenotype could be detected both in greenhouse and field
trials. The fine mapping of this trait resulted in to regions on chromosome 10 which
seem to be responsible for the shallower exit angles of crown roots. One of these regions
overlaps with the region of the grain yield QTL 10, and thus, it may cause higher yields
under low nitrogen conditions. Therefore, it can be assumed that the shallower exit
angles of crown roots improve the root architecture under low nitrogen conditions so

that the soil can be exploited more effectively.

Physiological investigations have shown a higher nitrogen content in shoot and roots
regarding the line SL. Due to faster development during the seedling stage in general the
line TH exhibited an improved nitrogen usage index resulting in a better usage of
nitrogen per gram plant tissue. Electrical root capacity measurements verified the
presumed correlation of root surface and electrical capacity. Simultaneously, the poor

reproducibility and validity of this method was pointed out.
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Genome-wide studies of gene transcripton in roots indicated a response to nitrate for
both maize lines. The reaction of the line TH was stronger but more of a short-term
character. SL showed a weaker, but longer lasting reaction of its genetic regulation. This
confirms the previously made results. In direct comparison of both lines lots of
differentially expressed genes were found. An analysis of potential candidate genes
revealed significant difference between SL and TH with respect to ROOTLESS
CONCERNING CROWN AND SEMINAL ROOTS LIKE 1 (RTCL1). This gene from
chromosome 9 exhibited a higher nitrate-independent expression for the line SL.
Primary roots of rtcl1-plants show a reduced gravitropism, so it makes sense to analyse
this gene in SL and TH in more detail. Perhaps, RTCL1 even plays a role in forming
shallower exit angles of crown roots of SL and is possibly essential for its higher
nitrogen use efficiency. The increased transcript levels then could be a consequence of a

gene or gene regulator located within the QTL 10 region of SL.
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9 Appendix

9.1 Berechnung der Stickstoffnutzeffizienz im Wurzelgewebe der beiden

Elternlinien

Wie unter 6.3.2 beschrieben wurde der Stickstoffstatus der Elternlinien bestimmt. Die

Ergebnisse der Berechnung fiir die Wurzelgewebe befinden sich in der Abbildung 46.
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Abbildung 46. Berechneter Stickstoffnutzeffizienz-Index fiir das analysierte Wurzelmaterial.

Das Sdulendiagramm zeigt den berechneten Stickstoffnutzeffizienz-Index fiir die analysierten
Wurzelsysteme. Es wurden jeweils die biologisch unabhidngigen Wiederholungen paarweise aufgetragen. Die
jeweilige Wiederholung wurde mit einem ,s“ markiert. Fiir beide Versuchsblécke V1 und V2 erwies sich TH in
allen Fillen als die tendenziell effizientere Linie. Besonders grof3 war der Unterschied bei einer

Nitratkonzentration von 0,1 mM im Versuchsblock V1.
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9.2 Verifizierung der genetischen Echtheit der in der
Transkriptomsequenzierung verwendeten Elternlinien mittels SSR-

Markern

Zur Kontrolle wurden die Linien deren Trankriptome sequenziert werden sollten auf die
Korrektheit ihrer Genotypen hin analysiert. Dies geschah mit SSR-Markern. Es wurden
Marker fur die Chromosomen 4, 5, 8 und 10 verwendet. Im Rahmen dieser Dissertation
werden aber aufgrund der Redundanz nur die Marker und deren Ergebnisse fiir die
Chromosomen 8 und 10 gezeigt. Die Sequenzen der Marker sind im Kapitel 5.1.3 und die
dazugehorigen Protokolle im Kapitel 5.6.6 zu finden. Die Ergebnisse der
Genotypisierung der von den verwendeten Pflanzen isolierten genomischen DNS ist den
Abbildung 47 und Abbildung 48 zu entnehmen. Dort ist zu erkennen, dass die SSR-
Marker das jeweils erwartete Resultat zeigen. Dies war ebenfalls fiir die weiteren nicht
gezeigten SSR-Marker der Fall. Man kann also davon ausgehen, dass die reinen
Elternlinien fiir den Methoden in 5.6.3 verwendet wurden und es das Risiko von

Saatgutverunreinigungen nahezu ausgeschlossen ist.
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Abbildung 47 Ergebnisse der Genotypisierung der Elternlinien mit dem genetischen Marker umc1336

Die Abbildung zeigt die Gelbilder als Ergebnisse der Genotypisierung mit dem genetischen Marker umc1336
fiir 44 Proben genomischer DNS. Der Marker zeigt fiir alle SL-Proben einheitlich das erwartete kleinere PCR-
Produkt. Dies gilt umgekehrt fiir die TH-Proben. Die Gelelektrophorese wurde auf einem 3%tigen

Agarosegel durchgefiihrt. Als Standard wurde eine 1kb Leiter und eine Lambda Pst Leiter aufgetragen.
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Abbildung 48. Ergebnisse der Genotypisierung der Elternlinien mit dem genetischen Marker 164-44 P51/50.
Die Abbildung zeigt die Gelbilder als Ergebnisse der Genotypisierung mit dem genetischenMarker 164-44
P51/50 fiir 44 Proben genomischer DNS. Der Marker zeigt fiir alle SL-Proben einheitlich das erwartete
groflere PCR-Produkt. Dies gilt umgekehrt fiir die TH-Proben. Die Gelelektrophorese wurde auf einem
2%tigen Agarosegel durchgefiihrt. Als Standard wurde eine 1kb Leiter aufgetragen.

9.3 Analyse der Vergleichbarkeit der einzelnen sequenzierten

Transkriptome

Vor der eigentlichen Analyse der Transkriptom-Daten, wurden die einzelnen Proben auf
ihre Vergleichbarkeit untereinander hin untersucht. Bei der Linie TH zeigte sich bei der
PCA, dass alle jeweils drei biologisch unabhangigen genommen Proben, sich bei gleicher
Nitratzufuhr ahnlicher waren, als gegeniiber Proben bei einer unterschiedlichen
Nitratzufuhr (siehe Abbildung 49 blauer, dunkelblauer, griiner und orangener Kasten).
Wurden Proben von Pflanzen ohne Nitratzufuhr genommen, waren sich die Proben

unabhdngig vom Zeitpunkt dhnlich (Abbildung 49 roter Kasten).
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Abbildung 49. PCA der Einzelexperimente der Linie TH.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse der PCA fiir die Einzelexperimente der Linie TH, zeigt eine gute
Vergleichbarkeit der Einzelexperimente. Die Proben die 4 h bzw. 28 h Nitratkonzentrationen von 0,1 mM
bzw. 4 mM ausgesetzt waren liegen jeweils gruppiert beieinander (blauer, dunkelblauer, griiner und
orangener Kasten). Die Proben denen kein Nitrat zugefiihrt wurde, zeigten unabhingig vom Erntezeitpunkt

die wenigstens Unterschiede (roter Kasten).

Die genommen Wurzelgewebeproben der Linie SL =zeigten fur alle biologisch
unabhangigen Wiederholungen bei Stickstoffzufuhr ein dhnliches Bild wie TH (siehe
Abbildung 50). Dies gilt eingeschrankt auch fir die Proben ohne Nitratzufuhr. Nur eine
ein Probe 4 h nach der ersten Entnahme ohne Nitratzufuhr, weichte von allen anderen
Proben ohne Zugabe ab. Dies zeigte sich auch in weiteren Analysen des Datensatzes
(Daten nicht gezeigt), weshalb diese Probe nicht fiir die weiteren Analysen

herangezogen wurde.
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Abbildung 50. PCA der Einzelexperimente der Linie SL.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse der PCA fiir die Einzelexperimente der Linie SL, zeigt eine gute
Vergleichbarkeit der Einzelexperimente fiir fast alle Proben. Die Proben die 4 h bzw. 28 h
Nitratkonzentrationen von 0,1 mM bzw. 4 mM ausgesetzt waren liegen jeweils nah gruppiert beieinander
(blauer, dunkelblauer, griiner und orangener Kasten). Die Proben denen kein Nitrat zugefiihrt wurde, zeigten
unabhingig vom Erntezeitpunkt die wenigstens Unterschiede (grofder roter Kasten). Nur eine Probe von SL
welche 4 h nach den ersten Nitratzugaben genommen wurde und selbst zu diesem Zeitpunkt kein Nitrat

erhielt, weicht fundamental von den anderen Probe ab.
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