Heterosis assoziierte Genexpression
In frihen Entwicklungsstadien von

Zea mays L.

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades

des Departments Biologie der Fakultat fir Mathekyati
Informatik und Naturwissenschaften

der Universitdt Hamburg

vorgelegt von

Stephanie Meyer

aus Bienenbiittel

Hamburg, 2007



Genehmigt vom Department Biologie

der Fakultat fir Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften
an der Universitdt Hamburg

auf Antrag von Professor Dr. E. KRANZ

Weiterer Gutachter der Dissertation:

Herr Professor Dr. U. WIENAND

Tag der Disputation: 11. Mai 2007

Hamburg, den 23. April 2007

Professor Dr. Reinhard Lieberei
Leiter des Departments Biologie




Diese Arbeit wurde an der Universitdit Hamburg anozBntrum Klein Flottbek in der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Erhard Kranz, éilaing Entwicklungsbiologie und
Biotechnologie, durchgefiihrt und von Herrn Dr. 8teScholten betreut.

1. Dissertationsgutachter: Prof. Dr. Erhard Kranz,ugmsitat Hamburg
2. Dissertationsgutachter: Prof. Dr. Udo Wienand, @rsitat Hamburg

Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits vezifficht bzw. auf Kongressen prasentiert:

Lé, Q., Gutierrez-Marcos, J., Costa, L. M., MeyerS., Dickinson, H., L6rz, H., Kranz, E.,
Scholten, S.(2005) Construction and screening of subtractetlADibraries from limited
populations of plant cells: a comparative analgigene expression between maize egg cells
and central cellsThe Plant Journal 44:167-178

Meyer, S., Pospisil, H., Scholten, S2007) Heterosis associated gene expression inemaiz
embryo six days after fertilization exhibits adddtj dominant and overdominant pattern.
Plant Mol Biol 63:381-391

Meyer, S. und Scholten, SEqual parental contribution to early plant zygatevelopment.
(eingereichtes Manuskript)

Meeting COST 853: Agricultural Biomarkers for Arrdgchnology, 16.08.-17.08.2004,
Helsinki, Finnland

8" Gatersleben Research Conference: Genetic Dive&sitgenome Dynamics in Plants,
03.06-06.06.2005, Gatersleben, Deutschland

Symposium des DFG-Schwerpunktprogramms 1149: Hatero Plants, 18.05-20.05.2006,
Potsdam-Golm, Deutschland

Plant Genetics Conference: 20.09-23.09.2006, Kielitschland



Inhaltsverzeichnis

I Inhaltsverzeichnis
| INhaltSVEIZEICNNIS ... oo I
[l AbbIldUNGSVErZEICNNIS ... [l
[l TabellenVerzeiChNIS ..........ccouuiiiiiiii e V..
[V Abklrzungen und EINNEITEN ........eveiiiiiiii e \%
N 1 ] [T (F ] T PP 1
1.1 Heterosis — Anwendung und Grundlagenforschung...........ccccciiiiiiiiiiiiicce e 1
1.2  Genregulation und ChromatinStruKtUT .........ccccoieiieee e e e e e e aee e 5
1.3  Pflanzliche EMBIYOgENESE.......cuuiiiiiiii e ceeeeee ettt e e s e et e e e e e e e e e e e s e s s e s s e nannnnnes 7
R A 1] o[- g N4 o 1= PP URTP 10
2 Material und Methoden ... 11
P2 R |V - (=T - PP PP PPRRO 11
P2 O R = 1= 10 .4 o D PP U PRSPPI 11
2.1.2  Chemikalien UNd ENZYME ........cooi it eeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e s e e s s e sanaana e e e e eraaeaaaaeaaeees 11
2.1.3  OligONUKIEOLIAE ... ..ottt e oot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnneneaeeeees 11
2.1.4 Bakterien Und Plasmide............oiiii oo et e e e e e e e e e et s s e e s e e e e e e e e e eeaeaenaaaas 14
0 S €1 (o] K =T g 1 =g (o F= T o F PR 14
2.1.6  Software zur Sequenzanalyse und DateNbDaANKEN ceeeeeeeecceviiiiiiiiiiiiiieee e 14
A Y/ =1 { T Yo =1 o USSP 14
2.2.1  Anzucht und KreUzZUNQ VOBEA IMAYS............ceieeuuurriniirerreerrereesseeesassaaasnsssnssssnererrerraeseeeeaaennnn 14
2.2.2 Isolation von Pflanzengeweben und LANGENMESSUNG...........ccoeeivviniiiiiiirireereeeeeeeeeeesnenes 15
2.2.3 Konfokale Laser-Scanning-MiKroSKOPIE .........cccccuuuurimriiiiiiiiiiiieeeee e e e e e e e e s e s sneereeeeeeee e 15
2.2.4  Statistische Analyse der phanotypiSCheN DateR ... ivvvieieeeeie e 16
2.2.5 Allgemeine molekularbiologische ArbEItEN......om.eeeviiiiiiiiiiiiiiieee e 16
2.2.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) .....ccccuuuuuieiiiiiiiiiieiee e e e e e e e e s e e s s s sssaesnnn e e e eeaeaaeaea s 17
2.2.7  CDNA-SYNINESE. ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e e e ne bbb e bt et e e e eeaaeaaaaaaaaaeas 17
2.2.8 Suppressive subtraktive Hybridisierung (SSH) ceecceeeiiiiiiiiiiiii e 18
2.2.9  MiCroarrayProQUKLION ......coi ittt e et e e e e e e e e e e e e e e s e e e ennteeseeeeeeeaaaaaaaaaaaaaanas 18
2.2.10 DifferentielleS SCrEEMING ........ciiiiiiii i ettt e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e aaeannnnees 19
2211 Produktion, Hybridisierung und Analyse des Hetes@H-Arrays...........cooeeeeeeennvinnnennnnn. 19
2.2.12 SEOUENZANAIYSE. ...ttt ettt et et e e e e e e e e e e e e e e nbb e b e e eeeeeeeeaeeas 21
2.2.13 QUANILATIVE RT-PCR ..iiitiiiiiiiiiieeiiiee et eeemmme e et et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeses b et eeaeeeens 21
2.2.14 Allelspezifische EXpressionSanalySEeN ..........uueeeiieiiiiieieeeeeee e cccerrrreree e e e e e e 22
3. ErgeDNISSE. .. 26
3.1 Vergleichende phanotypische Charakterisierung vonrzuchtlinien und F1-Hybriden................. 26
3.1.1 Embryo, SEChS DZW. @CHht GaP ..evviiiiiiei e e e e e e 26
1 700 7 =1 To [o ] o 1= g g ST =Yt FS o =Y o P 31
3.2 cDNA-Synthese aus limitiertem Probenmaterial ... ....coiiiiiiiiiiiiii e 34
3.3 Erzeugung subtrahierter CONA-BANKEN ..........oiiiiiiiieitee ettt e 34
3.4 Differentielles Screening subtrahierter cONA-Bankeraus sechs dap Embryonen ........................ 35
3.4.1 Identifikation von differentiell exprimierten GENEN.............eeeiiiiiiiiiiiiiii e 36
3.4.2 Sequenzanalyse und funktionelle KlassSifiKatioN .. ......uueeeiiiiiiiiiiii e 36
3.4.3 Validierung der EXPreSSIONSMUSTET ....... . ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeas 39
3.5 Genexpressionsanalyse in sechs dap Embryo- und Ergfeermgewebe..........cccccoeeiiiiiiiiiiicene 40
3.5.1 Produktion und Hybridisierung eines thematisch fst@rtem Microarrays..............ccceevvenns 40
3.5.2 Heterosis assoziierte Genexpression in sechs ddpyerund Endospermgewebe.................... 43
3.5.3 Identifikation von differentiell exprimierten Chr@iingenen.............cccccovivviieeeeiiieneeeeeeeeenn. 49

3.5.4 Differentielles Auftreten von transponierbaren E¢grten und Transkripten assoziierter Gene .. 52




Inhaltsverzeichnis

4

5
6
7

8
9

3.6 Analyse der Heterosis assoziierten Genexpressionsechs dap Embryonen..............cccccco..ee! 54
3.6.1 Sequenzanalysen von Heterosis assoziierten Genkfunktionelle Klassifikation................... 54
3.6.2 Heterosis assoziierte Expressionsmuster in segh§tkEmbryonen...........ccccccoovvvieeennnee 59

3.7 Allelspezifische Expressionsanalysen in verschiedem embryonalen Entwicklungsstadien ......... 61
3.7.1 Auswahl und Charakterisierung der allelspezifisaluntersuchenden Gene ....................... 61...
3.7.2 Expressionsregulation in sechs und acht dap F1#mBN ..............ccccoviiiiiiiiecec e e 64
3.7.3 Paternale Genomaktivierung und allelspezifischee@pression im Embryo ............................. 67

DISKUSSION ...ttt e e e e e eneeeeas 70

4.1 Phéanotypisch nachweisbare Manifestierung von Hetesis in der friihen Entwicklung................ 71

4.2 Heterosis assoziierte Genexpression in der frihennBricklung........ ... 75
4.2.1 Techniken zur Analyse der Heterosis assoziiertemetgaression in der friihen Embryogenese . 75
4.2.2 Heterosis assoziierte Genexpression in den unteesucenotypkombinationen....................... 78
4.2.3 Nachweis der dosisabhéngigen Expression sowieatesalen Einflusses im Endosperm ....... 80
4.2.4 Differentielle Expression von regulatorischen Gers¢mit Heterosis assoziiert................... 81
4.2.5 Dwarf8 — Indiz fur die Beteiligung der hormonellen Regdigla an Heterosis .........ccccccvveeeeee.... 84
4.2.6 Chromatingene unterschiedlicher FunktionsklasségereHeterosis assoziierte Expression...... 85
4.2.7 Transposition gibt Hinweise in Bezug auf Stillleggsmechanismen............ccccccvvvvvveieeneeen.n. 89
4.2.8 Genregulatorische Interaktionen sind in sechs dagmbryonen nachweislich erhéht.............. 91
4.2.9 Mdéglichkeit zur Initialisierung von Heterosis begein der Zygote ...........cccoeeevevieieene . 93
ZUSAMMENTASSUNG ..uuuiieeieeitiiie e e e e e s e e e e e e et e e e e e e e eananeeaeeeeennnes 97

LiteraturverZeiChnis .........ooovviiueii e 01K0)
ANNANG ... 111

7.1 Untersuchungen zur allelspezifischen GeneXpreSSiON ..........couiuueiiieeiiiiiieee e iiiiieee e ssiieeeee e 111

7.2 HETEIOSIS-BK-AITAY ...eeieiitiee ettt smrmr ettt ettt e e e st e s st e s b e e e s an e e e nnn e e e nnnes 117

7.3 Differentielle GeNEXPIrESSION ....coiuuiiiiie ettt e e et ee e e e e e nbbe e e e e e e eneees 118

D= L1 =T [ U [ Lo P 123
Lebenslauf ... .. 124




Abbildungsverzeichnis

Il Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:
Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:
Abbildung 27:
Abbildung 28:
Abbildung 29:
Abbildung 30:

HETEIOSIS IN MBS ...t eeece ettt e e e et e e s et e e et et e e et e e s n et e e anne e e annn e e e s nrns 1
ZichterisCh OPtIMIEIEr IMAISEITIAY cuun . vvvrreereeeeees ittt etteee e e e s e arreeeeeessaaatbreeeeaeeassassabereeteaaeeessassaneeeeens 2
GEeNEtISCNES MOUE! UI HELEIOSIS e ettt eeiiee ettt et e s st e e s e e e nnneee s 3
Friihe embryonale Entwicklungdaa mays (nach Randolph, 1936) ...........ccuuiiieiis e e e e eiiieieee e e 8
KON VOrZEA MAYS, 15 QAP ..uueiiiiieiiiiiiiiiiii i e e e et e ittt eeme sttt e e e e e e s s et b e et eaeeeesassbaaeeaeeessasnsbanaaaaeeesssnssnnnes 9
Histologische Farbung eines sechsHEmIidembryos. ... ... ..o e 26
Heterosis in SECS dap EMDIYONE N e e e 27
Erhdhte Wachstumsrate in FL-HYDrAEN............oiiiiiiiie e e e e 28

Subtrahierte CDNA-POPUIALIONEN .......coi it e e e e e e e e e s eeeeeeeaaees 35

Funktionelle Klassifikation von diffntiell exprimierten Genen des diff. Screenings.........cccccccveeeeeiinns 37
Expressionsprofile von 12 differefitexprimierten Genen des differentiellen Screesing........................ 39
Heterosis-3k-Array-Design und dasnamdete Schema zur Arrayhybridisierung ..o, 42
Differentielle Genexpression in darschiedenen Genotypkombinationen und Geweben.................... 44
Genexpression im Embryo- und Endasigewebe der interpool Genotypkombination ................ccue. 48
Expressionsmuster vONn Vier CRIOMAIBIE. ..........oiiiutiiiiieeeeee ettt e e oo e e e e e e e e e e e annebeeeeeaaeasss 94
Differentielle Expression des Gen$Tiir den Inzuchtlinien UH301 und UHOOS5 .......cccooiiiiieiiieeennnnes 53
Expressionsmuster vBaina und dem Gen TF6 in sechs dap Embryonen ... cvvveeeeeeeiiiiicvvennen.... 54
Funktionelle Klassifizierung der chkterisierten, Heterosis assoziierten Gene in Eartay...................... 58
Nicht additives Expressionsverhaitgrn 6 dap F1-Embryonen vielfach detektierbar............................ 59
Allelspezifisch untersuchte Gene eeiginterschiedlich diff. Expression in UH301 undQ@@A................... 62
Expressionsmuster der allelspezifigntersuchten Gene in 6 dap Embryonen.........ccccc.ooooiiinieennnes 63
Unterschiedliche Regulationseinfliisssechs und acht dap F1-Embryonen ...........ccccoooiiiniininnenn. 65
Regulationsumstellung in FL-EMBIYONeN... .. ..ot e e 66
Gleichwertige elterliche Genomak#tiin der frihen Embryonalentwicklung........ccccceeeeeieeiiiiiiiiieenee.n. 68
Allelspezifische Expressionsanalys&1i-Embryonen der frithen Entwicklung........cccoeciiiiiii . 69

Heterosis in der friihen Embryonaléokiung VONZeamayS L. ..........ccoooiiiiiiiiieeeei i cmmeniiveeneae e 929




Tabellenverzeichnis

I Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:
Tabelle 9:

Tabelle 10:
Tabelle 11:
Tabelle 12:
Tabelle 13:
Tabelle 14:
Tabelle 15:
Tabelle 16:
Tabelle 17:
Tabelle 18:

Tabelle 19

Tabelle 20:
Tabelle 21:
Tabelle 22:
Tabelle 23:
Tabelle 24:

Kenndaten von drei unterschiedlichelatBINSIageN............ooiiii i 28
Histologische Untersuchung von sechskfapryonen und statistische Analyse ........ccccceeiiiiiieeii i, 30
Anzahl der differentiell exprimierten@edes differentiellen SCreenings ...........cccccevieeiieaiiiiiiiiieeee s
Identifizierte, differentiell exprimiercDNAs des differentiellen Screenings.......cccceceoce......

Zusammensetzung des HeteroSiS-3K-ALTAYS.........ccciirvrrriirieeeeieiiiiiereeseesssineneeeens

Auf der Basis von Microarrayhybridisiegen durchgefihrte, direkte Vergleiche ....

Ubersicht (iber die differentielle Genegsion in sechs dap Embryo- und Endospermgewebe................... 45
Expressionsverhalten der differentiefireanierten Chromatingene in reziproken F1-Hybriden..................... 50
Differentiell exprimierte ChrOmMatiNgEIE . ... .iiiie ittt e e e e e e e e s e s e e e e e e s e e sabraeeeaeeas 51
Differentiell exprimierte transponierb&lemente und asSOZIierte GeNE..........cueuviiiriiiieieeeeeeiiiiiieeeeae e 52
Heterosis assoziierte Gene in sech&ddpyonen der Genotypkombination UH301/UHOQ05..................... 56
Expressionsverhalten von 31 differdirgieprimierten Genen in reziproken 6 dap F1-Embgpo.................... 60
Charakterisierung der allelspezifisctersuchten Gene auf der Basis von Sequenzhomolagien............... 64
Steuerung der Genexpression unterdmgoten BedingUNGEN...........ooiiiviiiiiii et 67
Expressionsniveau der allelspezifistensuchten GENE.............uvviiiiiiei i 111
Ubersicht iiber monoallelische Detelggzanzen und DatennormaliSierung...........ceeeeeeeeeeeeeereennen. 112
Parentale Genomaktivitaten in den fini®&dien der EMBryogenese ..........ccuvvvmeeccmevivirierie e 113
Genregulation in sechs und acht dapigmbryonen ...........c..ovviiiiiiiii i 116
: Charakterisierte Komponenten des HEERBESAITAYS. ......cc.uuuiiiiieaeeai it emee e e e e et ee e e e e e e s aeeneeeeeeas 117
Differentiell exprimierte Gene in Inltiddybrid-Vergleichen...........ocuuuiiii e 118
Microarraydaten der in mehreren Inzitytirid-Vergleichen detektierten Gene........cccceeevviveeveeeeiiciiinnee, 119
Differentielle Expression der Chromating in der interpool Genotypkombination......eee..ccoveeriveeennne. 120
Differentielle Expression der Chromaging in der intrapool Genotypkombination......eee..ccocveereveeeennne. 121
Differentielles Auftreten von transpaniaren Elementen und assoziierten Genen.........c..coccvvvveveeeeeeiienns 122




Abkirzungen und Einheiten

v Abkurzungen und Einheiten

ul Mikroliter

pm Mikrometer

Abb. Abbildung

AG Arbeitgruppe

AGO Protein der Argonaut Familie

ATP Adenosintriphosphat

BAC bacterial artificial chromosoms

BPH Best Parent Heterosis

cDNA komplementare DNA

dap Tage nach der Bestdubung (days after
polination)

dent Zahnmaisform

DNA Desoxyribonukleinsaure

EMB Embryo

END Endosperm

F1 1. Filialgeneration

FDR false discovery rate

flint Hartmaisform

g Gramm

gai Gen: Gibberellin insensitives Gen

gapdh Gen der Glycerinaldehydphosphat-

Dehydrogenase
gDNA genomische DNA
ofp Gen des grin fluoreszierendes Protein
H Hybrid
h Stunde
Ho Nullhypothese
ha Hektar
kb Kilobasenpaare

kluxh/d Kilolux-Stunden pro Tag

I Liter
Log, Logarithmus zur Basis 2
LTR Lange terminale Wiederholungen

(long terminal repeats)
MALDI-TOF: Matrix-assisted laser

desorption/ionization time-of-flight

max. maximal
MH Maternal Heterosis
Mio. Millionen

MIPS

MPH

ng

P
P,
Pg
PCR

P

Pu

gm
gRT-PCR
QTL

r
RNA
RNAse
RT
rubisco
S

SIR2
siRNA

SSH
Supsp.
t

Tab.
UHO005
UH250
UH301
uidA

VS

Munchner Informationszentrum fur
Arabidopsis Proteinsequenzen

Mid Parent Heterosis

Anzahl

Nanogramm

Wabhrscheinlichkeit (probability)
Elter 1 (Parent 1)

Elter 2 (Parent 2)

bester Elter (best Parent)
Polymerase-Ketten-Reaktion
(Polymerase Chain Reaction)
niedrigster Elter (lowest Parent)
mutterlicher Elter (maternal Parent)
Quadratmeter

guantitative RT-PCR-Reaktion
Genorte, die quantitative Merkmale
bestimmen (Quantitativ Trait Loki)
Korrelation

Ribonukleinséure

Ribonuklease

Reverse Transkription
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase
Standardabweichung

Protein ,silent information regulator 2*
Kleine interferierende RNAs (small
interfering RNA)

suppressive subtraktive Hybridisierung
Subspezies
Tonnen

Tabelle

Inzuchtlinie 005x005

Inzuchtlinie 250x250

Inzuchtlinie 301x301

Gen defB-Glukuronidase

versus




Einleitung

1 Einleitung
1.1 Heterosis — Anwendung und Grundlagenforschung

Heterosis ist die Bezeichnung fir eine Uberdurcahisitiche Vitalitat, die ausschliel3lich bei
mischerbigen Pflanzen und Tieren auftritt. F1-Hgbridie durch Kreuzung von Inzuchtlinien
entstehen, zeigen das grof3t mogliche Mal3 an \ataltennzeichnend fiir diese Vitalitat sind
unter anderem ein hoher Zuwachs in der Biomasge, shnellere Entwicklung sowie eine
verbesserte Fruchtbarkeit (Roedal., 1988; Song und Messing, 2003; Birchéeral., 2003;
Semelet al., 2006; Swanson-Wagnet al., 2006) (Abb.1). Bereits 1914 wurde von Shull zur
erleichterten Beschreibung des Phanomens und algfd{on fur den Ausdruck ,stimulation
of heterozygosis" der Begriff ,Heterosis* gepragt.

Abbildung 1: Heterosis in Mais

Reprasentative Pflanzen der Maisinzuchtlinien
301x301 (UH301) und 005x005 (UHOO05) und die
Nachkommen aus reziproken Kreuzungen (der
weibliche Elter wird in der genetischen Mais-
Nomenklatur als erstes genannt); UH301 und
UHO005 sind europaische Maisinzuchtlinien der
Zahn- (dent) bzw. Hartmaisformen (flint). Die F1-
Nachkommen, die durch Kreuzung dieser
Inzuchtlinien entstehen, sind gréf3er und zeigea ein
schnellere Entwicklung als beide Elternlinien,
wodurch die Hybridvitalitat deutlich zu Tage trith.
Europa finden sich im Konsumanbau in der Regel
Kreuzungen zwischen Zahn- und Hartmaisformen
(www.maiskomitee.de).

S 301x005 " 005x301 | 005x005

Entdeckt wurde die Hybridvitalitat in MaiZ¢a mays subsp. mays L.) durch Untersuchungen
von Shull (1908) und East (1908), die erstmalig dddential von Heterosis fur die
Agrawirtschaft aufzeigten. Bereits 1909 folgten dletionierende Anderungen im
Maiszuchtprogramm (Crow 1998), die zu dem vers#rkEinsatz von Hybriden in der
Landwirtschatft fuhrten (Abb. 2).

Durch den Anbau von Hybridpflanzen wird ein hoheEatrag pro Flache als fur die
elterlichen Linen selbst zu erwarten ware, erZiBlvanson-Wagneet al., 2006). Auf 95%
der Maisanbauflache der USA wird daher seit mehieadlem halben Jahrhundert Hybridmais
angebaut, der auf Grund der Uniformitat, der vesbgen Anpassung an Lebensraume und
Vegetationszeiten sowie der Robustheit und Regisgegen Trockenheit deutliche Vorteile
bietet (Crow 1998; Guet al., 2006). Duvick (1999) stellte fest, dass Heterogetweit flr
zusatzliche 55 Mio. t Kornertrag jahrlich veranttiich ist, wobei Russell (1974) und Duvick
(1977) durch Aussaat von Hybridsaatgut aus verdehien Jahrzehnten zeigen konnten, dass
mehr als 60% der Ertragssteigerung genetisch bedimgl und nicht auf verbesserte
Anbaumethoden zuriickgehen.
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Abbildung 2: Ziichterisch optimierter Maisertrag

Die Steigerungen im Maisertrag in ,bushels per ‘a(36,37! / 4047gm) der letzten 140 Jahre sinddigr USA
gezeigt. Die Zeitraume, die durch offen bestautsadrassen (open-pollinated), Doppelhybride (docbbss)

und Einfachhybride (single cross) bestimmt wareind szusammen mit den Regressionsgraden und den
Regressionskoeffizienten (bushel/acre) gegebenp@&hbpbride wurden zu Beginn der Maisziichtung fin de
landwirtschaftlichen Anbau erzeugt. Sie entstehams a@iner Kreuzung von zwei Einfachhybriden
[(AxB)x(CxD)]. Die zichterische Optimierung von kbmzhtlinien machte es seit 1960 maoglich, Einfachtdsor
saatgut, das der kontrollierten Kreuzung von zweuthtlinien (AxB) entspringt, fur die Landwirts¢haur
Verfigung zu stellen. (Crow, 1998)

Obwohl Heterosis extensiv in der Getreideprodukgienutzt wird und eine wirksame Kraft
in der Evolution darstellt, ist die genetische Basion Heterosis trotz intensiver
Forschungsarbeit bislang ungeklart (Birchdeal., 2003).

Es gibt zwei klassische Hypothesen zur genetiscigasis von Heterosis. Die
Dominanzhypothese geht auf Davenport (1908), Keeinle Pellew (1910) sowie Bruce
(1910) zurick, die den grol3eren Ertrag der Hybriden Unterdriickung der nachteiligen
rezessiven Allele des einen Eltern durch domin&diede des anderen Eltern zuschreiben. In
einem F1-Hybrid kénnten nachteilige Mutationen treauchtlinien daher nicht zum Tragen
kommen, wodurch die Filialgeneration beide Eltelperireffen kann. Sollte Dominanz einzig
verantwortlich fir Heterosis sein, misste es magkein, Inzuchtlinien ahnlich der F1-
Hybride zu erzeugen, in denen alle vorteilhaftetelal vereint sind. Diese Situation ist nie
aufgetreten (East, 1936; Swanson-Wagseal., 2006). Die Uberdominanzhypothese (East,
1936; Crow, 1948) besagt dem gegeniber, dass aimmbeen Schllsselgenorten die
heterozygote Variante der Hybride auf Grund vorligithen Interaktionen gegentuber der
jeweiligen homozygoten Variante in Inzuchtlinieneidlegen ist. Seit Gardner (1963) und
Moll et al., (1964) wird auch eine Pseudoiiberdominanz, diehrdunbemerkte Kopplung von
Ertrag steigernden dominanten Allelen mit naclgeiti rezessiven erzeugt wird, diskutiert
(Abb.3). Aus jungerer Zeit stammt die Epistasistiipse, die Heterosis auf die Interaktion
vorteilhafter Allele zurtickfihrt, die sich an velngadenen Orten des Genoms befinden.

Yu et al. (1997), Liet al. (2001), Luoet al. (2001) und Meyeet al. (2004) fanden in ihren
Untersuchungen Indizien dafir, das Epistasie elmrdeordnete Rolle bei der Entstehung
von Heterosis zukommt. In Versuchen von Studbet. (1992) und Semet al. (2006) deutet
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die Identifikation von bestimmten Genorten, die mjuative Merkmale bestimmen
(,Quantitativ Trait Loci“, QTL) auf Uberdominanz mi Auch Song und Messing (2003)
wiesen statt der erwarteten Dominanz Uberdominaazh.nUmfangreiche Analysen von
Cockerham und Zeng (1996) stehen dem gegenubeliriklakg mit Pseudolberdominanz.
Spargue und Russel (1956), Spargue (1983) und &iab (1994) vertreten die Dominanz-
hypothese, die durch Ergebnisse von Fu und Do@@€2) unterstttzt wird.

Genotyp  Phanotyp Genotyp Phénolyp  Genolyp

&) Dominanz ‘l Il .I IA A.! Iﬁ
B |8 8| |o o] [b
d |e e clle
B) Uberdominanz A,I I"" AI I* AI |.t
s o [ ol |
d |c cl|c clle
c) Pzeudo- al |a al |[A Al |A
Uberdominanz
J B Bl Ib b] |b
d e clfe clle

Abbildung 3: Genetisches Model fiir Heterosis

Dem Diagramm liegt die Hypothese zu Grunde, dassRi&notyp oder ein Merkmal durch verschiedene
gekoppelte oder ungekoppelte Genorte (z.B. a, b cndontrolliert wird. A) Dominanzhypothese: Die
Inzuchtlinien 1 und 2 tragen nachteilige homozygatiele (a und c im Elter 1, b in Elter 2). Im Flybtid
komplementieren die vorteilhaften Allele (A, B u@) an jedem Genort die unterlegenden Allele a,rdl ¢,
wodurch Heterosis zum Tragen kommt. B) Uberdomihgpathese: Die homozygoten Allele sind am Genort b
unterschiedlich in den beiden Eltern [Elter 1: (BBjter 2: (B'B")]. Wenn die Allele B und B” im Fybriden
zusammenkommen, interagieren sie, so dass Heteeossteht. C) Pseudoiiberdominanz: Der Uberlegende
Phéanotyp in der F1-Generation geht auf kleinereo@lmsomenregionen zurlick, welche zwei oder mehr @&no
aufweisen, die gekoppelt sind. Die Anwesenheit \dateilhaften Allele A und B im F1-Hybrid fuhren fau
Grund von Komplementation zu einem verbessertem®ig, obwohl Uberdominanz suggeriert wird. (Biehl

et al., 2006)

Die Verschiedenheit der Erkenntnisse in Hinblick ldaterosis deutet an, dass das Ph&nomen
komplexe Ursachen hat. Ein Zusammenspiel verschitde Effekte, die Uberdominanz,
Pseudouiberdominanz, Dominanz und Epistasie mitleiie®en, wird daher als Erklarung fur
Heterosis diskutiert (Stubet al., 1992; Crow, 1998).

Wenig verstanden sind bislang die molekularen Meisinaen, die mit dem Ph&nomen
Heterosis verknipft sind (Swanson-Wageteal., 2006; Yacet al., 2005).

Doebley und Lukens vermuteten 1998, dass die miaekBasis fur die phanotypischen
Veréanderungen der Hybride in variabler Genomexjpadsegriindet sein kénnte. Sanal.
detektierten 1999 signifikante Unterschiede in d@RNA-Menge und den Expressions-
mustern zwischen Hybriden und den elterlichen lhdigen in Blattern von Weizen-
keimlingen. Die Analysen von Song und Messing (3008 Mais, die ebenfalls
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Expressionsunterschiede aufzeigten, l6sten nadridigumfangreiche Untersuchungen zur
Heterosis assoziierten Genexpression aus.

Aus molekularer Sicht sind zwei extreme Modelle Etklarung von Heterosis denkbar: Zum
einen ist es vorstellbar, dass in einem Hybrid den Zusammenbringen unterschiedlicher
Allele an verschiedenen Genorten eine kombinieliedische Expression (dem elterlichen
Durchschnitt ahnlich: additiv) entsteht. Zum andeigt es moglich, dass die Kombination
von verschiedenen Allelen zu einer Interaktion flidre in Hybriden eine vom elterlichen
Mittel abweichende Genexpression verursacht (Barch2003). Das Transkriptionsniveau
kann in diesem Fall dem héchst exprimierenden lyesingst exprimierenden Elter ahnlich
sein (Dominanz) oder Uber bzw. unter dem MaR beiBiern liegen (Uber- bzw.
Unterdominanz). Eine Ursache dafir kdnnten Intévakih zwischen Allelen sein, die
regulatorische Netzwerke verandern und auf dieseis&Veu einer neuen Art der
Genexpression fuhren (Stupar und Springer, 2006). b8achten ist, dass die in der
klassischen Genetik bereits benutzten Begriffe ,Damz* und ,Uberdominanz® unter
molekularen Gesichtspunkten wieder verwendet werdeer jedoch ausschlie3lich zur
Beschreibung von Expressionsmustern dienen.

Eine wachsende Anzahl von Studien sowohl im Pflanzés auch im Tierreich zeigt, dass
nicht additive Genexpression recht haufig in veesdbnen Hybridsituationen vorkommt
(Adamset al., 2003; Hammerle und Ferrus, 2003; Michalak und N@®03; Song und
Messing, 2003; Augest al., 2005; Gibsoret al., 2004; Ranzt al., 2004).

Vuylstekeet al. (2005) detektierten bei Expressionsanalysefrabidopsis thaliana nur 27-
37,5% Additivitdat. Huanget al. (2006) konnten bei Untersuchungen in Reis ebenfall
feststellen, dass nur 32% der differentiell expeirtgn Gene ein additives Verhalten zeigten.
Den Studien, die hauptsachlich nicht additive Genession nachgewiesen haben, stehen
Forschungsarbeiten gegeniber, die zu einem andegabnis kamen. Swanson-Wagrer
al. (2006) konnten alle mdglichen Arten der Genexpoesgdditiv, dominant, berdominant
und unterdominant) in einem globalen Vergleich Bepression eines Mais-F1-Hybrids mit
dessen elterlichen Linen im Keimlingsstadium nadbere wobei jedoch der gréfite Anteil
(78%) der differentiell exprimierten Gene ein at@is Expressionsverhalten aufwies. Bei der
vergleichenden Untersuchung von Keimlingen, unreif€olben und 19 Tage alten
Embryonen konnten Stupar und Springer (2006) zeid@ss 61-81% der differentiellen Gene
additiv exprimiert waren. Diese Autoren schlossas iiren Ergebnissen, dass additive oder
nahezu additive Expressionsmuster in Hybriden Ulegyaw.

Die regulierenden Mechanismen der differentielleranBkription zwischen Hybriden und
Inzuchtlinien sind bislang kaum erforscht. Yetoal. (2005) vermuteten, dass verschiedene
regulierende Prozesse bei der Transkription, aof desttranskriptionalen Level so wie eine
epigenetische Kontrolle z.B. durch DNA-Methylieryngistonacetylierung und Chromatin-
remodulierung mit den transkriptionalen Verandeemgn Beziehung stehen kénnten. Von
Osbornet al. (2003) wurde vorgeschlagen, dass veranderte teggiehe Interaktionen z.B.
durch differentielle Expression von spezifischenanBkriptionsfaktoren die Basis fir
Heterosis in Pflanzen sein konnten.
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1.2 Genregulation und Chromatinstruktur

Eine multizellulare Entwicklung und Zelldifferenmimng sind die Auswirkungen einer
prazisen Choreographie von Genen, deren Trangknigibwohl temporér als auch raumlich
kontrolliert ist (Reyes, 2006). Viele Arbeiten habgezeigt, dass jedes Gen auf eine eigene
Art und Weise reguliert wird. Das bedeutet, dass &fielzahl an Regulationsmechanismen in
die Regulation eines Gens eingreifen, deren Kontioindir jedes Gen unterschiedlich sein
kann.

Ergebnisse von Augeet al. (2005) stehen in Bezug auf Heterosis in Einklang m
regulatorischen Interaktionen, die unter Hybridbgdngen neue Effekte auf Zielgene
produzieren. Um eine Erklarung fir die molekulassi8 von Heterosis zu finden, ist es daher
wichtig, die Genexpression im Hybrid- und Inzucatss zu verstehen (Auger al., 2005).
Guo et al. vermuteten 2006, dass die erhdhte Leistungsfaiigke Hybriden ein Ergebnis
einer veranderten Genregulation sein kann, entwaafeginem globalen Niveau oder fir eine
bestimmte Klasse von Genen. Birchler gab 2001 zlefeen, dass viele QTLs, fir die die
molekulare Basis bekannt ist, transkriptionale &akt oder Mitglieder der Signaltrans-
duktionskaskaden sind.

Eine Grundlage der Regulation ist die Wechselwigkwon trans-aktivierenden Faktoren
(Transkriptionsfaktoren) mit spezifischen Binddstelim Promotorbereich oder Enhancer-
regionen eines Genes, does lokalisiert sind. Wittkoppet al. konnten 2004 zeigen, dass
guantitative Unterschiede in der GenexpressionEagebnis vorcis- odertrans-Variationen

in der Genregulation sind. Aus den Versuchen voao &ual. (2004) und Schadt al. (2003)
kann abgeleitet werden, dass in Mais ein gro3eeiRder intraspezifischen Variationen des
Genexpressionsniveauss-regulatorischen Variationen zugeschrieben werdgmé&n (Stupar
und Springer, 2006). Variationen in digs-Regulation haben ihre Ursache in Veranderungen
der basalen Promoterregion oder entfernt liegenBehancerbereichen des differentiell
exprimierten Gens. Durch diese Verdnderungen sime Transkriptionsinitiation, die
Transkriptionsrate und/oder die Transkriptstahilith allelspezifischer Weise betroffen
(Wittkopp, 2005). Variierendetrans-Regulation wird durch Veranderungen an nicht
gekoppelten Genorten hervorgerufen (Stupar undnggrj 2006), deren Genprodukte
(Transkriptionsfaktoren, Co-Faktoren, Signaltrarksidunsproteine) die Expression anderer
Gene regulieren (Wittkopp, 2005).

Die regulierenden Faktoren sind Empfanger von 3gnalie oft von der Zelloberflache oder
dem Zytoplasma Uber mehrere Stationen einer Srgnaliuktionskette in den Zellkern
gelangen. Ein wichtiges Merkmal der Signaltransidukbesteht darin, dass Rezeptoren nur
die Startpunkte eines komplexen Netzwerkes sind,dém “Cross talk”, ,Feedback-
Schleifen®, Gabelungspunkte und Signalkomplexe m#rschiedenen Komponenten
aufeinander abgestimmt sein miussen, um die Tramskri von Zielgenen im Zellkern zu
veranlassen ([Bvart und Clark, 2004).

Guo schlussfolgerte 2001 aus ihren Ergebnisses,afagenetische Mechanismen in Hinblick
auf Heterosis an einer globalen Genregulation lgtesein kénnen. Genetische und
reversgenetische Analysen haben kirzlichArabidopsis gezeigt, dass die Remodulierung
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von Chromatin durch Chromatinmodifizierer in Preasss wie Pflanzenwachstum und
Pflanzenentwicklung und einer Vielzahl anderer dgedcher Prozesse entscheidend ist
(Guyomarc'het al., 2005; Reyest al., 2002; Wagner, 2003). Durch Chromatinmodifizierung
wird die Genregulation kontrolliert und epigenetiscKennzeichen, die vererbt werden
konnen, etabliert (Reyes, 2006). Chromatinmodifeziknnen in drei funktionelle Klassen
unterteilt werden: Histonchaparone, Histonmodifikasenzyme und ATP abhéangige
Chromatin remodulierende Enzyme. Histonchaparomkeingern die fehlerhafte Faltung und
Aggregation von Histonen. Histon modifizierende ¥ne konnen kleine chemische
Molekulgruppen (Acetyl, Phosphat, Methyl) oder Bmo¢ an aminoterminale Abschnitte der
Histone anhangen. Sie verdndern dadurch den sonmgema ,Histon code®, welcher
Informationen Uber den transkriptionalen Statui@ntund als epigenetische Kennzeichnung
vererbt werden kann (Reyes, 2006). Chromatinaestyly veranlasst beispielsweise
transkriptionale Aktivitat, wohin gegen Deacetylieg von Chromatin mit Genstilllegung
einhergeht. Da zusatzliche Chromatinmodifikationgynergetische oder antagonistische
Effekte haben konnen, spielt der Gesamtzustanddiér transkriptionale Aktivitdt eine
entscheidende Rolle (Denu, 2003). ATP abh&ngigeorGatin remodulierende Enzyme
kobnnen die Interaktion zwischen DNA und den Histdameren verandern. Diese
Anderungen resultieren in einer Destabilisierung teikleosomenstruktur, so dass fir
generelle und spezifische Transkriptionsfaktorenensb wie fir DNA-Replikation,
Rekombination und Reparaturfaktoren der ZugandNA frei ist (Reyes, 2006).

Eine weitere epigenetische Kennzeichnung, die ebevie der ,Histon code" stabil und
vererbbar ist, wird durch DNA-Methylierung erreichtlie eine Reprimierung der
Genexpression zur Folge hat (Bird und Wolffe, 19@haudhury und Berger, 2001).
Methylierung kann direkt durch die Blockierung odeeduzierte Bindung von
Transkriptionsfaktoren an der Zielsequenz (Preradrgnd Ziff, 1991) oder indirekt durch
das Induzieren einer kondensierteren Chromatinstrulkasset al., 1997) Einfluss auf die
Genaktivitat nehmen. Im letzteren Fall wird die Regsion durch Proteinkomplexe vermittelt,
die speziell an methylierte Reste binden, woraufnd&€hromatin remodulierende Faktoren
rekrutiert werden (Jonest al., 1998; Naret al., 1998; Reyes, 2006).

In Pflanzen sind transponierbare Elemente im Velgleu anderen Genen stark methyliert.
Dies deutet darauf hin, dass die durch DNA-Methylg induzierte Stilllegung ein
Hilfsmittel gegen Transposition ist (Martiensserd i@olot, 2001; Allshire, 2002; Traat al.,
2005). DNA-Methylierung kann aber auch entwicklusmgezifische Regulatoren in
gewebespezifischer Art und Weise stilllegen. Ferbegleitet DNA-Methylierung das so
genannte Imprinting von Genen, das darauf berdss @ine allelspezifische Stilllegung dem
elterlichen Ursprung entsprechend erfolgt (Adaehsal., 2000; Reik und Walter, 2001;
Berger, 2004; Gehringt al., 2004).
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1.3 Pflanzliche Embryogenese

Kornqualitat und Kornertrag, welche die Hauptzider Pflanzenziichter sind, h&ngen in
hohem Maf3e von der Kornentwicklung ab (Betnal., 2005). Tatsachlich ist in hdheren
Pflanzen die Embryogenese ein SchlusselschritEdéwicklung: Es vollzieht sich hier der
Ubergang vom befruchteten Ei hin zum multizellua®rganismus (Laux und Jirgens,
1997), der Embryo eignet sich einen morphologisairdkten Grundbauplan an und
Speicherreserven werden akkumuliert (Beal., 2005).

Der pflanzliche Lebenszyklus beginnt in Angiospemmait der doppelten Befruchtung,
welche die Embryogenese einleitet (Okametal., 2005). Durch die Verschmelzung der
Gameten Eizelle und Spermazelle entsteht eine idpldygote, aus der sich der Embryo
entwickelt. Aus der Fusion einer zweiten Spermazeilit der Zentralzelle, die zwei haploide
Zellkerne enthélt, resultiert das triploide Endaspe(Russell, 1992; Goldberg al., 1994;
Drews et al., 1998; Adamset al., 2000). Um experimentellen Zugang zu den frihen
Ereignissen der Embryogenese zu erhalten, wurdekromianipulations-, Fusions- und
Kulturtechniken entwickelt (Kranet al., 1991; Fauret al., 1994; Scholten und Kranz, 2001).
Diese Techniken ermdglichen detaillierte Untersugfan der frihen Embryo- und
Endospermentwicklung (Kranz und Kumlehn, 1999).

Durch die Befruchtung der zwei weiblichen Gamet&igelle und Zentralzelle, werden
unterschiedliche Entwicklungsprogramme eingelei(Russel, 1993), die den Aufbau
verschiedenster Gewebe im Samen veranlassen.

Die erste Zellteilung der Zygote geschieht ca. 3tabh der Bestdubung und verlauft in Mais
asymmetrisch (Kranz und Dresselhaus, 1996). Esetnitsin zweizelliger Proembryo, der aus
einer kleinen plasmareichen Apikalzelle und einefign vakuolisierten Basalzelle aufgebaut
ist (Okamotcet al., 2005; Mansfield und Briarty, 1990; Lindsey und pop, 1993). Aus der
Apikalzelle gehen die zytoplasmareichen Zellen elgentlichen Embryos durch ungerichtete
Zellteilung hervor (Randolph, 1936; Poethey al., 1986). Ebenfalls auf der Basis von
ungerichteten Zellteilungen entstehen aus der Belaldie starker vakuolisierten Zellen des
Suspensor (Randolph, 1936; van Lammerern 1986). égentliche Embryo und der
Suspensor bilden zusammen den Proembryo, der ine dag Entwicklung in das ca. zwei
Tage andauernde Transitionsstadium Ubergeht, da¥atbereitung zur Keimblattbildung
dient (Randolph, 1936; Abbe und Stein 1954) (Abp.DBler Suspensor ist eine transiente
Struktur des Embryos, die eine physikalische Vetbilg zwischen Embryo und
mutterlichem Gewebe bildet, Nahrstoff, Hormone Wdchstumsfaktoren an den Embryo
Ubermittelt und bereits in der frihen Entwicklung@runde geht (Yeung und Meinke, 1993;
Benet al., 2005).
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Proembryo Transitions-Stadium

Abbildung 4: Friihe embryonale Entwicklung in Zea mays (nach Randolph, 1936)
Gezeigt ist die phanotypische Entwicklung vom zwhigen Proembryo bis zum Embryo des Transitions-
stadiums. Ep: der eigentliche Embryo, Su: Suspensor

Heterozygote Nachkommen werden durch die gemeingektieitat der elterlichen Genome
gepragt (Guoet al., 2004). Die Aktivierung des vaterlichen Genoms kaaichnet den
Ubergang von der miitterlichen zur embryonalen Kaletrder Entwicklung und den Beginn
des aus sich selbst heraus bestimmten Entwickluogsgmms (Grimaneligt al., 2005), das
fur die Auspragung von Heterosis grundlegend ist.

In Tieren ist die frihe embryonale Entwicklung geifieils abhangig von mitterlichen
Transkripten, die wahrend der Gametogenese sysigretiverden (Nothiagt al., 1996).
Wegen der Detektion ausschliel3lich maternaler Gehykte bis zum Midglobularstadium der
Embryonen auérabidopsis vermuteten Vielle-Calzadet al. (2000), dass dem miuitterlichen
Genom auch bei Pflanzen eine zentrale Rolle inRkgulation der frihen Embryogenese
zukommt und der gro3te Teil, wenn nicht sogar desagnte vaterliche Genom zunachst
stillgelegt wird. 2001 schlussfolgerten Baragixal. aus der Expression von Transgenen, dass
einige vaterlich vererbte Gene nach der Befruchtsetgpn frih auf einem basalen Niveau
exprimiert werden. Die vaterliche Expression stetgmn insgesamt graduell an, um im
Midglobularstadium das mdutterliche Niveau zu etmeit, wobei vermutlich ein genereller
Mechanismus die Unterrepasentierung von véaterlichemskripten bedingt (Barouet al.,
2001). Scholteret al. konnten 2002 zeigen, dass neu transkribigitenRNA 4 Stunden
nach derin vitro Befruchtung einer Mais Wildtyp-Eizelle mit einayfp-transgenen
Spermazelle detektierbar war. Auf Grund dieses IiTgses vertraten Scholtehal. (2002)

die Meinung, dass globale Mechanismen zur Stillkggdes gesamten véterlichen Genoms in
Mais nicht existieren und ein fast sofortiger viéteer Beitrag zur Zygoten- und frihen
Endospermentwicklung denkbar ist. Grimaneltlial. konnten allerdings 2005 fir 16 frih
exprimierte, endogene Gene in den ersten drei fagh der Befruchtung keine paternalen
Transkripte in Mais detektieren. Sie schlussfolgeraus ihren Ergebnissen, dass sich der
Ubergang von der maternalen zur embryonalen Kdatrois zum dritten Tag nach der
Befruchtung nicht ereignet hat und in Mais die ensTeilungen des Proembryos maternal
kontrolliert ablaufen.
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Das triploide Endosperm unterscheidet sich nichit grundlegend vom Embryo wegen der
genomischen Verhaltnisse, die sich durch das \etiezweier maternaler Genome und eines
paternalen Genoms (2m:1p) ergeben, sondern auch dig Entwicklung (Kinoshita&t al.,
1999). In Mais kann die Endospermentwicklung insearedene Stadien unterteilt werden
(Cloreet al., 1996; Kranzt al., 1998; Olsen, 2004).

Wahrend des ersten Stadiums, das den Zeitraum eomefruchtung bis 3 Tage nach der
Bestdaubung abdeckt, entsteht ausgehend vom initEelospermkern ein Synzytium durch
schnelle Kernteilungen, die ohne Zellwandbildunglawgen. Die Zellularisierung ereignet
sich wahrend des zweiten Stadiums, ca. 3 bis 5 Tegh der Bestaubung (,days after
Polination®, dap), durch Bildung von Zellwanden uwite einzelnen Zellkerne. Das dritte
Stadium ist charakterisiert durch mitotische Tegem, die in den zentral gelegenen
Zellbereichen bis 12 dap und im peripheren Gewabe2b — 25 dap ablaufen, und der
Differenzierung der Endospermzellen. Das differeriei Endosperm umfasst vier
hauptsachliche Zelltypen: starkehaltiges Endospédeyron, Transferzellen und Zellen der
Embryo umgebenden Region (Olsen, 2001; 2004) (AbbDiese Zelltypen grenzen sich
durch einen unterschiedlichen Zellaufbau, einerd@én Zelltyp spezifischen Genexpression
und Funktion deutlich von einander ab (Olsen, 2@004).

Das Endosperm hat eine zentrale Bedeutung fur aibrfogenese, da es diverse Aufgaben
Ubernimmt (Laux und Jirgens, 1997), die auch mit Aaspragung von Heterosis in
Verbindung stehen kénnen. Dem Endosperm obliegEdiéihrung des Embryos (Brink und
Cooper, 1947; Lopes und Larkins, 1993), wobei s 8om von maternalen Nahrstoffen
kontrolliert (Jullienet al., 2006). In Getreide ist das Endosperm der haupisbelOrt fur die
Speicherung von Reserven und stellt Hormone zufiigang, um das embryonale Wachstum
zu regulieren (Honget al., 1996; Olsen, 1998). Das Endosperm ubernimmt fedher
Aufrechterhaltung eines hohen osmotischen Potentimh den Embryo herum und die
Funktion als mechanische Stitze wahrend des frahdaryonalen Wachstums. Des Weiteren
speichert es Reserven und Hormone fir die Samenkgr{Lopes und Larkins, 1993) und
reguliert die Fruchtentwicklung (Ohatlal., 1996).

Abbildung 5: Korn von Zea mays, 15 dap

Die verschiedenen Gewebe des Endosperms und die
Position des Embryos in einem 15 dap Maiskorn sind
gezeigt. ESR: Embryo umgebende Region, BETL: Basale
Transferzellen des Endosperms, SAL: Subaleuron-
Zellschicht, CSE: Zentral gelegenes, starkehaltiges |
Endosperm, AL: Aleuronzellen, (Chaudhutyal., 2001)
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1.4 Ziele der Arbeit

Heterosis besitzt wegen des Potentials zur Ubedndannittlichen Ertragssteigerung eine
grol3e Bedeutung in der Landwirtschaft. Obwohl dieftung durch Heterosis seit 100 Jahren
grof3e Erfolge vorweist, ist trotz intensiver Forsegsarbeit nur wenig tber die Grundlage
von Heterosis bekannt. Die Identifikation und Chégesierung von Heterosis assoziierten
Genen und Expressionsmustern ermdglichen den &gnstzur Erforschung von
regulatorischen Netzwerken und Mechanismen, diedfé@rAuspragung von Heterosis von
Bedeutung sind.

Die Embryogenese ist das zentrale Ereignis im Lebgdus der Pflanze, da Anlagen fir alle
weiteren Lebensabschnitte im Zuge der Entwickluelggt werden. Genetische Prozesse der
frihen Embryogenese scheinen beziiglich Heterosidoesonderer Bedeutung zu sein, da im
Zuge des aufeinander Abstimmens der elterlicheno@®enund der Etablierung einer
kombinierten Genexpression die zukinftige Leisttéiygkeit des Sporophyten definiert
werden konnte.

Das Ziel dieser Arbeit ist, Heterosis in der Kontvanklung von Mais zu charakterisieren und
assoziierte Genexpression in der frihen Embryo- Bndospermentwicklung sowie deren
Regulation zu untersuchen.

Im Rahmen dieses Vorhabens sollten Kreuzungen hesscinterschiedlichen Inzuchtlinien
durchgefuhrt werden, um Hybrid- und Inzuchtnachkanmu erzeugen. Die hervorgehenden
homo- und heterozygoten Embryonen sowie Endospevelge sollten zu verschiedenen
Zeitpunkten der Entwicklung isoliert und einer Merghenden phanotypischen
Charakterisierung unterzogen werden. Mit Hilfe sin&kombinierten Ansatzes aus
suppressiver subtraktiver Hybridisierung, Microgemalysen und quantitativer RT-PCR
sollte die Heterosis assoziierte Genexpressionsséage nach der Bestadubung analysiert und
charakterisiert werden. Die fiur Heterosis essdatiglaternale Genomaktivierung und
Genregulationsmechanismen in der frihen Embryohaieklung sollten durch allel-
spezifische Expressionsanalysen untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzen

Fur das Schwerpunktprogramm 1149 ,Heterosis inrnR#8a“ wurden vier QTL Kkartierte
Maisinzuchtlinien von Prof. Dr. A. Melchinger (Umksitat Hohenheim, D) zur Verfiigung
gestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei deégr inzuchtlinien verwendet: die
Hartmaislinie UH005 [Nummer der nationalen Pflardaenbank: M9379, flint] sowie die
Zahnmaislinien UH301 [M8652, lodent] und UH250 [M®) lowa Stiff Stalk Synthetic].
Die Linien zeichnen sich in Kreuzungsversuchen ldugm hohes Mal3 an Heterosis aus,
wobei die Hybridvitalitat in  Kreuzungen zwischen rddHartmaislinie und einer
Zahnmaislinien (interpool Kreuzung) in den versdeigen Stadien nach der Keimung starker
zu Tage tritt als bei Kreuzungen der Zahnmaislini@trapool Kreuzung). Die genetische
Distanz zwischen den Linien betragt: UH005-UH30177@, UH005-UH250: 0,795 und
UH301-UH250: 0,714 (Hoecket al., 2005).

2.1.2 Chemikalien und Enzyme

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgendemm&n bezogen: Applichem
(Darmstadt, D), Bio-Rad (Munchen, D), Brand (Wenti®lain, D), Duchefa (Haarlem, NL),
Fluka (Buchs, CH), Merk (Darmstadt, D), Roche Malec Biochemicals (Mannheim, D),
Roth (Karlsruhe, D), Serva (Heidelberg, D) und Sagfidrich (Taufkirchen, D). Sie
entsprachen dem Reinheitsgrad ,zur Analyse“ odeingt. Die Herstellung von Losungen
und Medien erfolgte mit deionisiertem Wasser deal@t ,aqua bidest.“ (Milli-Q Water
System, Millipore, Bedford, MA, USA). Bei Bedarf wden die Lésungen und Medien
autoklaviert (20 min, 120°C, 2x1(Pa) oder sterilfiltriert (Millex GP-Filter, Porencth-
messer 0,22 um, Millipore, Bedford, MA, USA). Allgein gebrauchliche molekular-
biologische Lésungen wurden nach Sambretad. (1989) hergestellt.

Die eingesetzten Enzyme und ihre Puffer wurden dei Firmen Biosciences Clontech
(Erembodegem, Belgien), Invitrogen (Karlsruhe, Egrmentas LIFE SCIENCES (St. Leon-
Rot, D), New England BioLabs (Frankfurt a. M., DhduRoche Molecular Biochemicals
(Mannheim, D) gekaulft.

2.1.3  Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Biomees fUIm, D), Invitrogen (Karlsruhe, D)
und vbc-biotech (www.vbc-biotech.com, Vienna, Ostieh) synthetisiert.
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gRT-PCR Analysen*

SteM/CB12_ll.for
SteM/CB12_|l.rev

SteM/qOC8.for
SteM/qOC8.rev

SteM/qFF2.for
SteM/gFF2.rev

SteM/qJEA4.for
SteM/qJE4.rev

SteM/gJC1.for
SteM/qJC1.rev

SteM/gS_CC622.for
SteM/qS_CC622.rev

SteM/qS_CC447 .for
SteM/qS_CC447.rev

SteM/qMA7 .for
SteM/gMA7.rev

SteM/gFF10.for
SteM/qFF10.rev

gEC1for_SteMeyer
gEC1lrev_SteMeyer

gEH2for_SteMeyer
gEH2rev_SteMeyer

qCH4for_SteMeyer
qCH4rev_SteMeyer

gFF8for_SteMeyer
gFF8rev_SteMeyer

gLB7for_SteMeyer
gLB7rev_SteMeyer

SteMeyer/qGD8.for
SteMeyer/qGD8.rev

SteMeyer/qGC10.for
SteMeyer/qGC10.rev

SteMeyer/qBA3.for
SteMeyer/qBA3.rev

S.Meyer/qSA11.for
S.Meyer/qSAll.rev

S.Meyer/qJD10.for
S.Meyer/qJD10.rev

Meyer/qTO97.for
Meyer/qTO97.rev

Ste.M/IE11.fw
Ste.M/IE11.rv

S.Meyer/qKG9.for
S.Meyer/gKG9.rev

Ste.M/TF6.fw
Ste.M/TF6.rv

Ste.M/BA7.fw
Ste.M/BAT7.rv

Ste.M/CG8.fw
Ste.M/CG8.rv

Ste.M/DH2.fw
Ste.M/DH2.rv

Ste.M/FB10.fw
Ste.M/FB10.rv

AGGGCAATTCATGTAAAGCACTTCAA
AGGCTCGGGTTTTTCTTCTCAGG

CAACAAGGCCACAACCCACAA
GGATATCACTTCAATGCCAGACTACAAA

AGCTACAGTGGCACGGAAGTTCATACC
ATAATCCAGCACGCCATCAAGAAGT

AGCCTCCTCCACCCTTCAACC
TGGGGGCAGGTCAGAATGTCAT

TTGTTGCTTAGCCTCGTAGTATTGTCG
GATCGGCAGAAATTGAAGGAGGAC

TGCCGCAAACATTATCATCCAG
GTGCCGATAACAGTCCCTCTCAT

GCATACTCCTGGTCATCGTTGTCG
GGCAGCCTTCTCCCTCTCCAT

CAGGTGCCAGTCTCGGATGTT
GCGATGAAGAACTTGAGTATGCTGAC

GAAGGAGGCATTGATCATACTGGTG
GATGACTGTTCTTTGCTTGATGATGATT

GCCGTGCTCCCAGAACAACTACA
GGTCGGGGTGCTGTGTTTTCTGATTA

AACCAAGCAAACGAGCCACAAAA
TTCAGCTTCCCAGTCTCGCCTCAG

GGAACTGAGCGCATAAGCACCAC
TCAGTTACAAGTTCCCCATCTCTACA

TGCGTCCTTCACTATTTTCTGC
GAGCTGGTTCTGTTGGGTTCCT

TGGCCCGTCGTCTTCAACAACT
TACGGCTAACCATCATCAACAACCTG

CACCACCTTGCCATGCCTTGAC
TCTTGCTTGATTCTGGGGACGATAAAC

GCTCCTGCAGATCGAAAGTGTAGTTG
AAAGTTGCTGAATATGGAATGCGTAGAG

TGGAGGGCATTATACGATCAAACT
TAAAATGCACCTAGGGAATCACAAGA

CCCGTCATCATTGTTGGTGTGC
AGTCCTCGCGATCTGGTCTGTCTT

ATAGGCGTCCCATCGGCATTACAGT
TTTTGCAGGAGGGCTACAGTTCTTTC

GGAAACCGCCAGCAGTCACCAG
GTCATCGTCGGCAACCCCTTCA

i GAGATGTTCCCCGAGTATGTGGTC
AGCTCGGCAGTGTGATCTATGTCTT

GCACCCAGGCTTCACAATCC
ACCCAGGCCCGCTCCAGTT

CCAAAGGAACGCATCATCAAAGA
TTCATTCACACCATCAGGGACATC

ATGAGCGGTTCCTTGATGATAATGT
TCCAAAGGGTCCAGTAGAGAAGTAGTA

GGACAAAATGGGCGCTCTATGCTA
TTGTTGTGAGGAAAATGGGGACGAT

GGGGGTGATAACCTCAAACAAAAA
AAGAGGATGACGGCTCGATGATTA

CCTGATTGATTGCGAACGAAAAA
ATGAAAATGGGCGGTGGAG

Ste.M/FC11.fw
Ste.M/FC11.rv

Ste.M/HC11.fw
Ste.M/HC11.rv

Ste.M/HE2.fw
Ste.M/HE2.rv

Ste.M/LC1.fw
Ste.M/LC1.rv

Ste.M/OA5.fw
Ste.M/OA5.rv

Ste.M/QF8.fw
Ste.M/QF8.rv

Ste.M/Reina.fw
Ste.M/Reina.rv

Ste.M/sdg130.fw
Ste.M/sdg130.rv

Ste.M/set129.fw
Ste.M/set129.fw

SteM/qTC5.for
SteM/qTC5.rev

Aktin ex2.for
Aktin ex2.rev

Ste.M/BF4.fw
Ste.M/BF4.rv

Ste.M/IC9.fw
Ste.M/IC9.rv

Ste.M/IA5.fw
Ste.M/IA5.rv

Ste.M/GF6.fw
Ste.M/GF6.rv

Ste.M/GG8.fw
Ste.M/GG8.rv

Ste.M/CG5.fw
Ste.M/CG5.rv

Ste.M/DB4.fw
Ste.M/DB4.rv

Ste.M/CAL.fw
Ste.M/CAl.rv

Ste.M/BH11.fw
Ste.M/BH11.rv

CATTCGCGTTCATGCTTATACTGTTGC
CTGTGGAGAAGGTCTTGGCTGGAG

CCTATGACCAGCATGCTGAAAGAAAAG
TTAAACGTGTGGGATCATGAGAAGGTG

AATATGCAGAGCTTCCGGGTCGTC
GCAGCAGAGCATTGGCCTTCACA

CATGAGGCACCCTGCAGACTACC
AGTTCACTGGCCGAATCACTGTATTATT

CATCGCTCAGTGCATATTCCTTACCATT
CACCCTTGCCCTTGACCTCTACTCC

CCCTGTGATCTTGATATTTTTGCTGGTT
ACTGGTTGTTGGTGGGTTTTCTGATTC

GCTTGCTCCCTCGCCCTGTTG
CCCGCCATTGTTGTGCCCTTCT

AGCAATGGCAGCACTTACAGAGGATAGA
AAGGGGCAAGAACAAAGCAGATAATACC

GCGAGTGCCGGGTGCTGCTGTT
AGATTGCCTCGCCTCGTGGTCA

CTCCCGGCCTCTGTCTTCTGC
ATACACCTGCTGCTGCTGCTAAACAC

TCCTGACACTGAAGTACCCGATTGA
CGTTGTAGAAGGTGTGATGCCAGTT

GCGCCTTGCTACTGACTACATTGA
GCCAACATACCTCACTTTCCCTTCT

GTGTCGCTTGCTTGGGGCTTCTT
TTAGCCGCAGCATTCTCCTTTTTC

TCAGGCGACACTGTAAGGAAAAATC
AGCGGCAAACTGTTACAAATCTGAG

CCGCCTTGCTGGACTTCTTC
TTTTCGCTCCCAATGCCTCAA

GCTTACCCCAACTCATCGCAACATA
CCTCCGGTCTTCCTCGTCAACA

AACCCTGTGCCTCCCTATTTACC
AAGTTTTCAGGCAAGGATCATTCAGG

CTTCATGTTGTTCCACGTTTTCCTGT
CCATAACTGACCCACCCTCTAATCTT

GGTGAAGGTGATTTCTCATAACTGGA
AGCTACTGGATCTGGAAGCACTACAC

TTGCCCGATATCTTCCTCCTCTCCT
ACGCCCATTGACATCTTTCCACGAC
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Identifikation der polymorphen Genorte*

Amplifikation der Microarraykontrollen*

EH038217.for GGACCGCACTAGCAACTTTTTCTTCAT uidA.fw TGAATTCGGGCAGGCCAGCGTATCGTG
EH038217.rev.  GCTTTGCCTGGCTTTCATAACC uida.rv ATGGATCCGTCCCGCTAGTGCCTTGTCCAGTT
EH038214.for AGGCCAACGGGAACTAAAATAAAA O-R.fw TGAATTCGGCTCCGCAAATGCTACGAAGTG
EH038214.rev.  ACAAGGAAATAAGAAACAAAAGGCAAACA O-R.rv ATGGATCCGGAGCGCCAGACGAGACCAATCAT
EHO038205.for GGCCTTGTTGACCTTGTAGAAATGAA ofp.fw TGAATTCATGGGCAAGGGCGAG

EHO038205.rev. CCAAACCCACACGGAAAGTAGGAT gfp.rv ATGGATCCTTTCAGCTCGATGCG

EHO038211.for ATCATCAGGCTTCTAATTAATCAGGTG DsRedl.fw  TGAATTCATGGTGCGCTCCTCC

EHO038211.rev  TGTTTCTTATATTCGGGCTGGTGTTTTT DsRedl.rv ATGGATCCTACAGGAAGAGGTGG

EH038210for TCCATTATCATCGACCAACATTACA
EH038210.rev  CAGGCGGATGGGTGAAATA .- .. . _
Uberprifung der Subtraktionseffizienz*
DWA475554.for  TTCAGGCAAGCAAAAGAGGA
DW475554.rev. - AAAAATATTGGCCGGATCAGAAG Ubiquitinfiw ~ CAGGGGTGGCATGCAGATTTTTG
Ubiquitiniv ~~ CACCAGACGACGCAGGCACATC
DW475393for CCTCGGGGGCATACTCCTGGTCATC
Gapdh.rv GGCCCCCTTCTCGATTCTGAC
EH038213fev  NEACTCIICIEICKIACIATRTG
EHO038221for  AGGAAGGAGGCATTGATCATACTG TF6 Expression in verschiedenen Geweben*

EH038221.rev

EH038219.for
EH038219.rev

EH038220.for
EH038220.rev

EH038218.for
EH038218.rev

EH038206.for
EH038206.rev

EH038212.for
EH038212.rev

EH038208.for
EH038208.rev

EH038207.for
EH038207.rev

EH038216.for
EH038216.rev

EH038215.for
EH038215.rev

EH038209.for
EH038209.rev

AB194864.for
AB194864.rev

CAACGGCACAATAATCCACCAA

GCCGTGCTCCCAGAACAACT
ACCATTTCGTGACCAGCTAAGAT

AATACAATCCCGGTGACTTCTGAG
ATTGCCATTTCCTTTTTGTCTTCT

CAAGTTCCCCATCTCTACAATAAG
AGGCCCTAAACAGTACAAGACA

GGGGAAAGACAGAGGGAGTGCT
CAAGGCGCGGAGGAAGATG

CTTTCGGAGGTAATAACGCAGAC
TACGGCTAACCATCATCAACAACC

GAAGCGACCAGGCCACAGATACATCC
AGAGATTTCACCAGCAGGCTTAGCAC

CACCGCAGTCAAGCTTGTTCCAGATA
CCCCACCAGTGACAAACGTTAAATGAAA

AGGCAAGCAAAGGAAAAGCATAC
ACCTAGGGAATCACAAGAAGTCAAGA

GGGAACCCGTCATCATTGT
TGTTCCTCATCCCCTGTTCC

GTGTGCCGCTTGCTGGGAATAA
AATGGGATGTGTTTGGCGGAGTA

GAGCCAAACGGAGGGAGGGACAAC
GCGGGAAGGATGCTGGTGGTG

cDNA-Synthese*

SMARTII A Oligonukleotid AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

TF6.fw
TF6.rv

* Die Sequenz der Oligonukleotide ist in 5°-3°

CCAAAGGAACGCATCATCAAAGA
TTCATTCACACCATCAGGGACATC

Richtung angegeben.

3'SMART CDS Primer Il A° AAGCAGTGTATCAACGCAGAGTACT
5"PCR Primer Il A AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

Sequenzierung von Inserts in pGEW Easy*

SP6QL
T7QL

GTTGGGAGCTCTCCCATAT
CGACTCACTATAGGGCGAAT
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2.1.4 Bakterien und Plasmide

Zur Erstellung der subtrahierten cDNA-Banken wumdier Vektor des pGEMT Easy
Systems (Promega, Mannheim, D) genutzt uné&scherichia coli Bakterien des Stammes
XL1-Blue (BD Biosciences, Heidelberg, D) transfoemi Die Transformation erfolgte nach
Inoue et al. (1990). Die Selektion transformierter Stamme el entsprechend dem
Selektionsmarkep-Laktamase mit 100pg/ml Ampicillin.

2.1.5 GroRenstandards

Die GroRRenbestimmung von DNA-Fragmenten in Agarelksg erfolgte mit dema-
DNA/Eco471-Marker (Fermentas LIFE SCIENCES, St. Leon-Rt,der GeneRulél 50bp
DNA-Leiter (Fermentas LIFE SCIENCES, St. Leon-RD), und dem 1kb-Marker (Gibco
BRL, Karlsruhe, D).

2.1.6  Software zur Sequenzanalyse und Datenbanken

Die Bearbeitung von DNA-Sequenzen erfolgte mit dawftwarepaket ,DNASTAR Lasergene
Vers. 4.00, 1997 (DNASTAR Inc., USA). Die Archivieng der DNA-Sequenzen, die BlastX
und BlastN Datenbankrecherchen, bei der die DNAuSeZEn mit den aktuellsten Versionen
der Datenbanken GenBank, EMBL, DDBJ, Swissprot BB verglichen wurden, und die
Clusteranalysen wurden mit der frei zuganglicheritvgoe ,SeqTools* (Version 8.3.031,
www.seqtools.dk) vorgenommen. Fiur Sequenzalignmemtsde das im Internet zur
Verfiigung gestellte Multialin interface
(http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalindttalin.html) vorwiegend genutzt.

2.2 Methoden

2.2.1  Anzucht und Kreuzung vonZea mays

Die Maisinzuchtlinien wurden im Gewéachshaus bei 3#inden Licht und 8 Stunden
Dunkelheit unter Standardbedingungen in Topfen azogen. Die Lichtstarke betrug im
Zeitraum von Februar bis April 250 — 380 kluxh/dnvMai bis August 400-600 kluxh/d und
von September bis November 250-300 kluxh/d. Die &=sgrung erfolgte automatisch. Das
Ausgangssaatgut wurde in der Aufzuchtsstation deveysitat Hohenheim in der Nahe von
Eckersweile (Deutschland) erzeugt und in Hamburgdiis Forschungsvorhaben vermehrt.
Die Aussaat fur Kreuzungsversuche fand im Zeitraom Januar bis September in den Jahren
2004 und 2005 so statt, dass ein standiger Gewaobksbstand von ca. 170 Pflanzen
vorgehalten wurde. Weibliche Bluten wurden vor demscheinen der Nabenfaden abgedeckt,
um gezielte Kreuzungen durchfiihren zu kénnen. Kregen wurden manuell zwischen 10
und 12 Uhr vorgenommen. Um Inzuchtlinien mit derzipeoken Hybridgenotypen
vergleichen zu kodnnen, wurden Selbstungen und HKestaubungen am selben Tag
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gemeinsam durchgefihrt. Die zu vergleichenden Geeaot unterlagen daher generell den
identischen Ausgangs- und abiotischen Wachstumsbedgen.

2.2.2 Isolation von Pflanzengeweben und LAngenmesgyu

Die Zygotenisolierung erfolgte im Zeitraum von 2@-8tunden nach der Bestaubung mittels
Mikrodissektion wie durch Kranet al. (1991) und Kranz und Kumlehn (1999) beschrieben.
Drei dap Embryonen konnten auf gleiche Weise igolierden. Zum Waschen wurden die
Zellen oder Gewebe in 0,65 osmolarer Manitollostragsferiert. Die Isolierung der Zygoten
und drei dap Embryonen wurde im Zeitraum von Septmbis November 2005
abgeschlossen. Fur die Isolation von sechs unddaghtEmbryonen wurde das Endosperm
mit dem eingebetteten Embryo unter dem Binokulat Rinzette und Skalpell vom
Nuzellusgewebe der Samenanlage getrennt und irr €et&ischale mit 0,65 osmolarer
Manitollosung gesammelt. Die Praparation der Emibeyowurde in der Petrischale manuell
unter Verwendung von Glasnadeln mit Hilfe einesensen Mikroskops durchgefiihrt. Die
Langenmessung erfolgte unter Zuhilfenahme des Mkapfadenkreuzes und eines
MikrometermalRes. Nach der Vermessung der Embryandrdes Endosperms wurden beide
Gewebe getrennt in Plastikreaktionsgefale bis mereStickzahl zwischen 20 und 25
gesammelt. Alle vier zu vergleichenden Genotypdterfeehe Inzuchtlinien und reziproke
Hybriden) wurden an einem Tag innerhalb von sechgndgn in unterschiedlicher
Reihenfolge zu jeweils 20 bis 50 Stick isolierte Dsolation der sechs dap Embryonen fand
im Jahr 2004 zwischen Mai und September an 11 Tagdnm Folgejahr zwischen April und
November an 15 Tagen statt, wahrend acht dap Eményaur jeweils einmal im Mai,
September und Oktober des Jahres 2005 isoliertemurd

Die frei praparierten Zellen und Gewebe wurden gahein flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C verwabhrt.

2.2.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die sechs dap Embryogewebe der Hybride und Inzagml der Genotypkombination
UH301/UH005 wurden mit Hilfe der Mikrodissektionshmik isoliert (Kapitel 2.2.2), in 50%
Ethanol:Formalin:Essigsaure Losung (90:2:5, prouvan) fixiert, zwei Mal mit 70%
Ethanol gewaschen und bei 4°C in 70% Ethanol verw&ke Zellwdnde der Embryonen
wurden durch 5 min Inkubation in Calcofluor Whitédung (3 mg/ml) angefarbt und die
Embryonen anschlielBend mit 650 mosmolarer Mangah@ gewaschen. Das Bildmaterial
der Calcofluor White gefarbten Embryonen wurde a&r dechnischen Universitat
Braunschweig unter Verwendung des Laser-Scanningdgkops cLSM510 META (C.
Zeiss, Gottingen, D) aufgenommen. Hierzu wurdeGiipochromat 40x/1.2 Wasserobjektiv
eingesetzt, das Probenmaterial mit einem UV Lasdrainem Argon lonen Laser bei 364nm
bzw. 488nm angeregt und die Emission bei 545nm@8thm erfasst. Die BildgroRe betrug
1024x1024 Pixel. Die Bilder wurden im MBD-Formatgaispeichert und tber die Software
»Zeiss cLSM Image*® (C. Zeiss, Gottingen, D) ausgeete
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2.2.4  Statistische Analyse der phanotypischen Daten

Zur Erfassung von Heterosis wurden die Werte fund,NParent Heterosis® (MPH: ((H-
(P1+P./2))/(P+P,/2)*100+100)), ,Best Parent Heterosis* (BPH: ((H}Ps*100+100)) und
.Maternal Heterosis" (MH: ((H-R)/Pw*100+100)) Uber die gegebenen Formeln in Excel
berechnet.

MPH>100% kennzeichnet einen Grolenzuwachs zum ligten Durchschnitt der
Inzuchtlinien, BPH>100% beschreibt den GroRenzuwazbr grof3ten Inzuchtlinie und
MH>100% zeigt den GrofRenzuwachs zur mitterlichendhtlinie auf.

Die Signifikanz der in Tabelle 1 angegebenen BPktt MPH-Werte wurde, wie in Meyer et
al. 2007 beschrieben, durch einen ,Welch zwei ProbeTest* in der Software ,R* (R
Development Core Team, 2005) tUberprft.

Die in den Abbildungen 7 und 11 wiedergegebenen d?t&y die die Signifikanz von
Heterosis aufzeigen, wurden von B. Keller (AG Pmpbiniversitat Hohenheim, D) uber
statistische Analysen mit dem SAS System fur WinslgwWersion 9.1) ermittelt, denen das
Modell ,Lange = Genotyp + Erntetag + Restfehlegster Effekt: Genotyp, zufalliger Effekt:
Erntetag) zugrunde lag.

Unter Einbezug aller Messdaten wurde die Verscimieeie der Hybridgréf3e in Hinblick auf
die mautterliche Inzuchtlinie, den elterlichen Duschnitt, bzw. die gro3te Inzuchtlinie in
Excel mit einem zweiseitigen studentischen T-Tdwrprift. 1) H: H=Py; Bei P<0,05 und
H-Pu>0 wurde ein signifikanter Gré3enzuwachs im Verdlezur mutterlichen Inzuchtlinie
angenommen. 2) # H=(P;+P,)/2; Bei P<0,05 und H-(R+P,)/2>0 wurde ein signifikanter
GroRRenzuwachs im Vergleich zum elterlichen DurchdtHestgestellt. 3) 5l H=Ps; Bei
P<0,05 und H-B>0 wurde ein signifikanter Grolienzuwachs im Verdiezur grof3ten
Inzuchtlinie angenommen.

Die Daten, die durch die Auswertung des Bildmater@der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie ermittelt worden waren, wurden in Exeelasst und anschlie3end Mittelwerte
sowie Standardabweichungen berechnet. Zur Ubemgidies Zusammenhangs von Zellzahl
und Embryolange wurde eine PEARSON-Korrelation @erf Basis der Mittelwerte in Excel
durchgefuhrt.

Um die Signifikanz der Daten zur Embryolange undlflaehe zu Uberprufen, wurden
zweiseitige studentische T-Tests eingesetzt. I&Benotypl=Genotyp2,P<0,05 zeigt
signifikante Ungleichheit.

2.2.5 Allgemeine molekularbiologische Arbeiten

Die molekularbiologischen Standardmethoden wie thelierung von Plasmid-DNA,
Ligation, Restriktion, Aufreinigung, Fallung, gdt&lophoretische Auftrennung und
Quantifikation von DNA-Fragmenten wurden, wenn hicanders beschrieben, nach
Sambrooket al. (1989) durchgefihrt. Bei der Verwendung von madkfienden Enzymen
und Kits wurde, soweit nicht anders angegeben, daoPAngaben der Hersteller verfahren.
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Die Sequenzierung von Genfragmenten wurde von denaF,DNA Cloning Service*
(Hamburg, D) durchgefuhrt.

2.2.6  Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Durchfuhrung von PCR-Reaktionen orientiertehsen den Herstellerangaben. Ein
Standard-PCR-Ansatz setzte sich aus 1x Tag-Puffé)).SOy, 2mM MgCh, 0,2 mM
dNTPs, je 0,1uM Oligonukleotide und 1,25U Tag-Payase pro 25ul Ansatz zusammen.
Die Templatemenge betrug 10ng fur Plasmid-DNA, 50idg cDNA und 100ng fur
genomische DNA. Die Reaktion wurde im Thermocycken Biometra (mit oder ohne
Gradientenfunktion, Goéttingen, D) im 0,2ml Reak#gafall bzw. im 96 Well Format
durchgefuhrt. Das Temperatur/Zeit-Protokoll lautetee folgt: 2min Denaturierung der
doppelstrangigen DNA bei 96°C, gefolgt von 35 Zykléeginnend mit 45sec bei 96°C,
45sec spezifische Annealingtemperatur (den Angalmms Oligonukleotidherstellers
entsprechend), 1min pro kbp Amplifikat bei 72°Qyalie Elongation fir 5min bei 72°C und
Reaktionsstopp bei 4°C.

2.2.7 cDNA-Synthese

Die Isolierung der mRNA von 25 Zygoten bzw. Embrgagben (Kapitel 2.2.2) wurde mit
magnetischen oligo-dT(25)-beads (Dynal, Hamburg,dB) Angaben von Let al. (2005)
entsprechend durchgefuhrt. Fir die mRNA-Isolierang Endospermgewebe (Kapitel 2.2.2)
wurden die Volumen der Lésungen verdoppelt.

In der Erststrang-cDNA-Synthese, bei der der , TatglSwitch* Mechanismus am 5'Ende
der cDNA (SMART) zum Einsatz kam, wurden die in 3p$uspendierten beats mit RNA
eingesetzt. Sowohl die cDNA-Synthese als auch nketdielende ,long-distance” PCR (LD-
PCR) wurden nach Herstellerangaben (BD Bioscienlmt€ch, Erembodegem, Belgien)
durchgefuhrt. Die Sequenzen der verwendeten Oligentide sind in Kapitel 2.1.3
angegeben. Fir jeden Zell- und Gewebetyp bzw.ddeg Entwicklungsstadium wurde die
optimale Zyklenanzahl in der LD-PCR empirisch miheen Probevolumen der Reaktion
bestimmt, um sicher zu stellen, dass die cDNA-Afikaition in der exponentiellen Phase der
PCR-Reaktion abgestoppt wird. Bei der Herstelluhgr &DNA-Proben wurde ein Zyklus
weniger genutzt, als zum Erreichen des PCR-Plateandtigt worden wére. Diese LD-PCR-
Bedingungen fuhrten zu gleichen cDNA-Konzentratiomker Proben von ungefahr 20ng/ul
fur jedes Gewebe. Die auf diese Weise erzeugte cDiNAde in cDNA-Subtraktions-
reaktionen, fur Microarrayhybridisierungen und lalbezifische Expressionsuntersuchungen
genutzt. In den Expressionsanalysen auf der BasigRIT-PCR wurde ebenfalls amplifizierte
SMART-cDNA eingesetzt. Die Amplifikation wurde altkngs nur Uber 14 Zyklen
durchgefuhrt. Das sind ungefahr vier bis sechs e@ykveniger, als nétig gewesen waren, um
das PCR-Plateau zu erreichen. Diese Art der Duhchfig stellt sicher, dass die relativen
Transkriptverhaltnisse der cDNAs erhalten bleibeail die Reaktion in der exponentiellen
Phase verbleibt (Meyet al. 2007).
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2.2.8  Suppressive subtraktive Hybridisierung (SSH)

Die Erzeugung von subtrahierten cDNA-Populationersehiedener Subtraktionsrichtungen
(301x005-005x005, 005x005-301x005 bzw. 301x005-301x 301x301-301x005) aus sechs
dap Embryo- bzw. Endospermgewebe der Inzuchtliniewd Hybride wurde unter
Verwendung des PCR-Select cDNA Subtraktionskit (BBioscience Clontech,
Erembodegem, Belgien) unter Beachtung der Herstelgmben durchgefihrt. Zur
Uberprifung der Subtraktionseffizienz wurden die Kapitel 2.1.3 aufgefiihrten
Oligonukleotide, wie vom Hersteller des Subtrakskits angegeben, in PCR-Reaktionen
eingesetzt. Subtrahierte cDNA-Populationen, dieclDNAs des Embryo- bzw. Endosperm-
gewebes des Hybrids 301x005 angereichert warergemumit dem pGENT Easy System
(Promega, Mannheim, D) entsprechend den Herstetiaizen kloniert und irfescherichia
coli Bakterien des Stammes XL1-Blue (BD Biosciencesdélberg, D) transformiert. Die
transformierten Bakterien wurden auf Luria BertétB8) Agarplatten [10g Baktotrypton, 59
Hefeextrakt, 5g NaCl, add. 1000ml Aqua bidest, pH, 1,5% (w/v) Agar, autoklaviert] mit
Ampicillin, die oberflachig mit X-Gal [0,8mg] und’ITG [0,8mg] versehen wurden, bei 37°C
angezogen. Fur jede subtrahierte cDNA-Populatid@iiXB805-301x301, 301x005-005x005)
aus Embryo- bzw. Endospermgewebe wurden 480 rekmnts weil3e Kolonien ausgewahlt
und in flussigem 100ul LB-Medium mit Ampicillin irf86 Well-Format Gber Nacht bei 37°C
kultiviert. Zum Anlegen von Glycerinkulturen wurdedie Bakterienkulturen zu einer
Endkonzentration von 25% mit Glycerin versetzt, siiter 96er Noppenmatte (Nalge Nunc
International, Neerijse, Belgien) verschlossen bed-70°C gelagert.

2.2.9  Microarrayproduktion

Von den verschiedenen Bakterienkulturen der angeeeien cDNA-Banken dienten 2ul als
Template in einer PCR-Reaktion, um die individuelleDNA-Fragmente mit Hilfe der
Oligonukleotide NP1 und NP2R (BD Bioscience ClohteErembodegem, Belgien), die an
die flankierenden Adaptersequenzen binden, zu &meten. Die PCR-Produkte wurden auf
einem 1% Agarosegel visualisiert, um die Qualitad Wuantitat der Amplifikation zu
Uberprufen, und nachfolgend im 96 Well Format m@RRClean-up-Platten (Millipore,
Eschborn, D) maschinell (Genesis RSP 100 (Tecanifgeeeinigt. Nur erfolgreich
amplifizierte Genfragmente, die sich durch die Affii@dtion von Einzelbanden
auszeichneten, wurden als Microarraysonden einges@enfragmente des GensdA
(Sequenzlange 462 bischerichia coli), des humanen Ostrogenrezeptors (Sequenzlange 464
bp), des Gengfp (Sequenzlange 378 bp, Pameyg al., 1996) und des GenPsRed-1
(Sequenzlange 680 bp, Biosciences Clontech, Ereegeod, Belgien) wurden mit den im
Kapitel 2.1.3 angegebenen Oligonukleotiden amipdifiz und, wie zuvor beschrieben,
aufgereinigt, um als Kontrolle der Microarrayhylisidrungen bei der Datennormalisierung
zu dienen. Die Microarraykontrollfragmente wurdeneingesetzt, dass sie zum einen zufallig
Uber das ganze Array verteilt gedruckt wurden, zunderen sich in jedem Block des Arrays
an definierten Positionen befanden. Die aufger&nid?CR-Produkte wurden auf das 384
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Well Format umformatiert, getrocknet und in 15ulo8img-Puffer [3x SSC, 1,5M Betain]

resuspendiert. Die Genfragmente wurden auf Polyil beschichtete Glasobjekttrager
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) mit Hilfe des Miagad Il Robotors (BioRobotics, Boston,

MA, USA) gedruckt.

2.2.10 Differentielles Screening

Jeweils 380 Bakterienklone der zwei subtrahiertddNA&-Banken (301x005-301x301;
301x005-005x005), die fur ausschlieBlich oder s@rkexprimierte cDNAs in
Hybridembryonen angereichert waren, wurden, wi&apitel 2.2.9 beschrieben, einer PCR
unterworfen, um die auf den Vektoren befindlicheen@agmente zu amplifizieren. Die
Uberpruften und aufgereinigten Genfragmente dereijeyen cDNA-Banken wurden
zusammen mit Microarraykontrollen (Kapitel 2.2.9uf aPoly-L-Lysin beschichtete
Glasobjekttrager in vierfacher Wiederholung gedtuckybridisiert und analysiert
entsprechend den Angaben von dteal. (2005). Fur die Hybridisierungsreaktionen wurden
die jeweiligen uUber die SSH-Methode (Kapitel 2.2f)btrahierten cDNA-Populationen
(301x005-301x301, 301x301-301x005 bzw. 301x005-005x 005x005-301x005), die fur
Inzucht- bzw. Hybrid-cDNAs von sechs dap Embryomaegereichert waren, und die nicht
subtrahierten Ausgangspopulationen (301x005, 00Bx301x301) aus 6 dap Embryonen
eingesetzt. Vor der Markierungsreaktion erfolgte&talich zu der Zugabe der Genfragmente
der MicroarraykontrolleruidA und Ostrogenrezeptor (je 10ng) in die auf einemayrzu
hybridisierenden cDNA-Populationen die Zugabe denfGagmentayfp bzw. DsRed-1 (5ng)
ausschlieBlich in jeweils nur eine cDNA-Populatiéiie Hybridisierungen wurden mit einem
Farbstoffwechsel bei der cDNA-Markierung wiederholDie Konfidenzniveaus der
Genexpressionsunterschiede wurden, wie in Melyalr. (2007) beschrieben, bestimmt.

2.2.11 Produktion, Hybridisierung und Analyse des ldterosis-3k-Arrays

Insgesamt 947 und 938 cDNA-Fragmente der angemé&heDNA-Banken aus sechs dap
Embryo- bzw. Endospermgewebe wurden, wie in Kapgt@.9 beschrieben, amplifiziert,
Uberpruft und aufgereinigt sowie fur die Microamayduktion vorbereitet.

Die cDNAs aus Eizellen und Zentralzellen sowie dienfragmente der konstitutiv
exprimierten Kontrollgene wurden von S. Scholtennig@rsitit Hamburg, D), die
Genfragmente der Chromatin assoziierten ProteigeRetrotransposons von J. F. Gutiérrez-
Marcos (Universitat Oxford, GB), die cDNAs aus de&meizellstadium von Mais von T.
Okamoto (Universitat Tokio, Japan) und weitere nfG@mente von der AG Prof. Dr.
Geiger (Universitat Hohenheim, D) zur Verfligungtgbts Die vier Microarraykontrollen
wurden, wie in Kapitel 2.2.9 und Kapitel 3.5.1 Hesebenen, eingesetzt. Die 3062
Genfragmente wurden so auf Poly-L-Lysin beschieht&lasobjekttrager in zweifacher
Wiederholung gedruckt, dass die DNAs in 32 Blocked6x17 Spotts organisiert waren,
wobei in den Reihen 9-16 jedes Blocks die Wiedenhglder in Reihe 1-8 gedruckten DNAs
vorgenommen wurde (Abb. 16A).
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Die Hybridisierungen mit dem Heterosis-3k-Array adgten nach dem in Abbildung 16B
gezeigten Hybridisierungsschema im so genanntgnDmsign und wurden, wie von lekal.
(2005) beschrieben, durchgefuhrt und am ArrayWoigrbarray-Reader (AppliedPrecision,
Issaquah, WA, USA) gescannt. Fur die Untersuchueg @enexpressionsunterschiede
zwischen den Genotypen der intrapool Kreuzung UH28301 wurden 24 Hybridisierungen
unter Einsatz von 3 biologischen Replikaten vorgemen. Das fur diese Untersuchungen
bendtigte sechs dap Embryo- und Endospermgewebdevior Juni und Juli 2004 sowie Mai
2005 isoliert (Kapitel 2.2.2). Fur die Vergleichenerhalb der interpool Genotypkombination
UH301/UHO05 wurden 32 Hybridisierungen auf der Gllage von 4 biologischen
Wiederholungen durchgefuhrt. Das fur die Analysemwendete sechs dap Embryo- und
Endospermgewebe wurde im Mai, Juni, Juli sowie &aper 2004 isoliert. Die cDNA-
Synthese aus dem Probenmaterial erfolgte wie @a2er beschrieben.

Vor der Markierungsreaktion erfolgte zusatzlich dar Zugabe der Genfragmente der
MicroarraykontrollenuidA und Ostrogenrezeptor (je 10ng) in die auf einemayrzu
hybridisierenden cDNA-Populationen die Zugabe denfGagmenteayfp bzw. DsRed-1 (5ng)
ausschlie3lich in jeweils nur eine cDNA-PopulatioDie zu untersuchenden cDNA-
Populationen wurden mit den Farbstoffen Cy3 und yBersham, Biosciences, New York,
USA) im Wechsel markiert, wie es beispielhaft fie ¢DNA aus Embryogewebe der
interpool Genotypkombination UH301/UHO0O05 in Tabdlaufgelistet ist.

Die durch das Scannen der hybridisierten Microarggwonnen Bilddateien wurden zur
Datenerfassung mit der Software ,GENEPIX 4.0 (AXdnion City, CA, USA) ausgewertet.
Alle DNA-Spots mit hoherem Hintergrund- als Vordengdsignal wurden aus der weiteren
Auswertung ausgeschlossen. Die bioinformatischew&uasing der Hybridisierungsdaten
erfolgte an der Universitat Hohenheim in der Arbgitippe von Prof. Dr. H. P. Piepho durch
B. Keller, wobei alle Berechnungen im SAS System\ilindows (Version 9.1) durchgefuhrt
wurden.

Zur Normalisierung wurden eine intensitatsabhandigess-Regression und ein Scaling
eingesetzt. Das Scaling dient der Normalisierungsawen den verschiedenen Microarray-
hybridisierungen und ermdglicht den Vergleich dgbHdisierungsdaten. Hierzu wurden die
Mittelwerte und Standardabweichungen der Signabvder verschiedenen Arrays auf einen
Uber die Arrays gemittelten Wert standardisiert.ciNalgend wurden die normalisierten
Daten aller Microarrayhybridisierungen eines Gevisgiee zusammengefasst und getrennt
nach den Gewebetypen ein gemischtes Modell fumjegjgot angepasst, um [eDaten fur
jedes Gen zu generieren. Genotyp, Farbstoff, GenbBaybstoff-Interaktion und
Druck/Spoteffekt wurden als feste Effekte im Moddderucksichtigt; Objekttrager,
Objekttrager*Druck/Spot-Interaktion und Objekttrégearbstoff-Interaktion als zuféllige
Effekte. Bei den Mikroarraykontrollen wurden auf@srd zufallige Effekte fir
Objekttrager*Block*Farbstoff und Objekttrager*Block berlicksichtigt, weil diese
Genfragmente in verschiedenen Blocken des Arragsugkt wurden. Uber die im Modell
geschatzten Effekte wurden die Genotypdaten, diglgiehe der verschiedenen Genotypen
und die Daten zur Bestimmung des Expressionsveriatier Hybride [Embryo: H-(PP,)/2
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und Endosperm H-@R®P,)/3] fur bestimmt. P-Werte, die die Signifikanz der Daten
wiedergeben, wurden ermittelt und mit der FDR-Metn@gBenjamini und Hochberg, 1995)
adjustiert.

Bestimmung des ExpressionsverhalteBs wurden nur Daten zugelassen, die die
VoraussetzungP<0,1 erfillten. Additiv: H+(+/- 10%H)=(P-P,)/2; Uberdominant: H>g
Unterdominant: H<P

2.2.12 Sequenzanalyse

Die inserierten Genfragmente der Plasmide ausgésvalone wurden sequenziert. Auf der
Grundlage der Sequenzen wurden mit der SoftwaregT8as” eine Clusteranalyse und
Datenbankrecherchen, wie in Meyrl. (2007) beschrieben, durchgefuhrt.

2.2.13 Quantitative RT-PCR

Quantitative RT-PCR (gqRT-PCR) wurde genutzt, um dzlative Expressionsniveau der
untersuchten Gene in sechs dap Embryogewebe dechitizund Hybridgenotypen der
interpool Kreuzung UH301/UHO05 zu bestimmen. DielEyonen wurden wie im Kapitel
2.2.2 beschrieben im Mai, Juni und Juli 2005 istliBie cDNA Synthese erfolgte nach den
Angaben im Kapitel 2.2.7. Die Amplifikationseffizie der Oligonukleotide (Kapitel 2.1.3)
wurde unter Einsatz sequenzspezifischer PCR-Predukierprift, die als Template in
gestaffelter Konzentration (1ng-1fg) in die TestlgRCR Reaktionen gegeben wurden.
Oligonukleotide, die eine Amplifikationseffizienzvischen 83,2% und 100% aufwiesen, und
gleiche cDNA Mengen jedes Genotyps wurden in def-BRR Analysen eingesetzt. Zur
Normalisierung wurde das in Mais konstitutiv expente GenAktin verwendet. Neben der
dreifachen Wiederholung der gRT-PCR mit unabhangigmlogischen Replikaten wurde
jede Untersuchung eines Gens mit dreifacher Wiedieny des Ansatzes, wie in Meygral.
(2007) beschrieben, durchgefuhrt.

Berechnung des Expressionsunterschiedes

Mit Hilfe der allgemeinen Gleichungen x=¢(B8)/m und y=10 konnte die Transkriptmenge
der Inzuchtlinien UH301 und UHOO05 berechnet werdere zur Berechnung bendtigten
Variablen b und m waren fiir das jeweilige Gen duteh Effizienztest des entsprechenden
Oligonukleotids und die Variable;@urch den Mittelwert der fiir das jeweilige Gendien
gRT-PCR-Analysen detektierten-@erte gegeben. Mit der Gleichung z#Tls, wobei T, die
Transkriptmenge der starker exprimierenden Inzughtlund T die Transkriptmenge der
schwacher exprimierenden Inzuchtlinie ist, wurdekbgressionsunterschied errechnet.

Die statistischen Analysen zur Auswertung der gRRFDaten wurden, wie in Meyet al.
(2007) beschrieben, ausgefuhrt.
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Differentielles Screening

Zweiseitige studentische T-Tests wurden eingesatat,Expressionsunterschiede zwischen
dem Embryogewebe des Hybrid 301x005 und der atesti Inzuchtlinien UH301 bzw.
UHO005 aufzuzeigen. Bei den Genen BF4-DH2 erfolgte dberprifung von K
301x005=005x005, bei den Genen FB10-IE11 die Uliéupg von H: 301x005=301x301.
Bei P<0,02 wurden Expressionsunterschiede zwischen Intmiehund Hybrid angenommen.
Die Uberprifung des Expressionsverhaltens erfodfpenfalls Gber zweiseitige studentische
T-Tests: 1) H:301x005=(301x301+005x005)/2 bzw.:BI05x301=(301x301+005x005)/2;
Bei P<0,02 wurde eine Abweichung vom additiven Expressiamster angenommen. 2)
Ho:005x301=301x301 bzw. $D05x301=005x005; MitP<0,1 und 005x301>301x301 bzw.
005x301>005x005 wurde eine Uberdominante Expredsgigestellt.

Bestimmung von Expressionsmustern

Unter Verwendung zweiseitiger studentischer T-Testslen die HypothesegHH=(P,+P.)/2
Uberprift. BeiP<0,15 erfolgte die Klassifikation des Expressionkaéens in Hybrid-
embryonen als nicht additiv. Die Uberprifung derpbihese kit H=Pg ermdglichte eine
Differenzierung der nicht additiven Expression. M#>0,15 wurde ein dominantes
Expressionsverhalten @#P:1+P,)/2 N H=Pg) festgestellt. Bei P<0,15 wurde ein
semidominantes Expressionsverhalteg(fPi+P,)/2 N H#£Pg N H-Ps<0) angenommen, wenn
gleichzeitig H-B<0 zutraf. Bei P<0,15 und H-B>0 wurde ein Uberdominantes
Expressionsverhalten &P:+P,)/2 N H#£Pg N H-Ps>0) festgestellt.

2.2.14 Allelspezifische Expressionsanalysen

Um geeignete Polymorphismen fir die allelspezigsch Expressionsanalysen zu
identifizieren, wurden die in Kapitel 2.1.3 aufgeften Oligonukleotide zusammen mit
cDNA aus sechs dap Embryonen der Inzuchtlinie UH204. UHOO05 (Kapitel 2.2.7) in einer
PCR-Reaktion eingesetzt. Die amplifizierten Genfmagte wurden direkt sequenziert
(Kapitel 2.2.5) und die Sequenzen mit geeignetém@oe (Kapitel 2.1.6) ausgewertet.

Die Isolation der mRNA und die cDNA-Synthese augi dunabhangigen biologischen
Replikaten, die jeweils 20 bis 25 Zygoten, dreghsebzw. acht dap Embryonen umfassten
(Kapitel 2.2.2), wurde, wie in Kapitel 2.2.7 beseben, durchgefihrt. Fir jedes
Entwicklungsstadium wurde die cDNA beider rezipnokybride der Genotypkombination
UH301/UHO005 isoliert. Um die Expressionsregulatinrsechs und acht dap F1-Embryonen
Uberprufen zu kénnen, wurde zusatzlich cDNA dehsamd acht dap Inzuchtlinien UH301
und UHOO5 hergestellt. Die genomische DNA (gDNAJ tezuchtlinien UH301 und UHO005
sowie des Hybrids 301x005 wurde aus Blattern voiggun Keimlingen, wie in Scholtest al.
(2002) beschrieben, isoliert. Alle cDNA- und gDNAdungen wurden auf eine
Endkonzentration von 100ng/ul eingestellt und innRem bzw. entsprechender Mischung
zur allelspezifischen Expressionsanalyse an Herr8tbrm der Firma ,Bioglobe® (Hamburg,
D) weitergegeben. Die Analysen wurden mit dem M&RAY-System (Sequenom), wie in
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Ding (2006) publiziert, durchgefuhrt. Angaben zu@RRDesign sind nachfolgend in der
Ubersicht gegeben. Die Auswertung der Daten edolgiter Beriicksichtigung der in einer
Vorauswertung der Firma ,Bioglobe” festgestellteat@nqualitéat. Daten minderer Qualitat
wurden ausgeschlossen. Die gDNA-Daten des Hybi@dx@05 (allelisches Verhéltnis 1:1)
wurden zur Normalisierung aller Expressionsdatenuge, wahrend die gDNA-Daten der
Inzuchtlinien UH301 und UHOO05 in Mischungen mit se@riedenen Verhaltnissen (1:4, 1:20,
20:1, 4:1) oder in Reinform (1:0, 0:1) verwendetraan, um die Analyse zu kontrollieren und
die Detektionsgrenzen fir jede Einzeluntersuchuagbestimmen (Kapitel 7.1: Tab. 16).
Ebenfalls zur Kontrolle der Analysen wurde die cDNMAr Inzuchtlinien in Reinform (1:0;
0:1) eingesetzt. 1:1 Mischungen der Inzuchtlini&Né& dienten der Analyse der
Expressionsregulation.

Fur die statistische Analyse der Daten wurden dienalisierten Werte genutzt (Kapitel 7.1:
Tab. 17) und Werte auRerhalb der Detektionsgreezsprechend durch 1 bzw. O ersetzt.
Die Analyse wurde in Excel durchgefuhrt.

Paternale Genomaktivierung und allelspezifischee@pression im Embryo

Zur Darstellung der allelspezifischen Expressiotestia wurde der Quotient
(Allelo05/Allel301) von allen Einzelwerten der 1, 8nd 6 dap Hybride 005x301 bzw.
301x005 errechnet und der Mittelwert sowie das 9&8wfidenzintervall bestimmt. Die
Signifikanz elterlicher Effekte wurde Uber einenezseitigen studentischen T-Test ermittelt:
Ho: Allel005(Hybrid301x005)=Allel005(Hybrid005x301)Bei P<0,05 wurde der Einfluss
elterlicher Effekte angenommen, wobei es sich damnmutterliche Effekte handelte, wenn
Allel005(Hybrid005x301)-Allel005(Hybrid301x005). Die prozentuale Einflussnahme E
wurde Uber E(%)HAIllel005(Hybrid005x301)-Allel005(Hybrid301x005)]%1.001 berechnet.
Die allelische Praferenz wurde tber einen zweggsitistudentischen T-Test bestimmg: H
Allel005(Hybrid301x005)=Allel301(Hybrid301x005)  bzw Allel0O05(Hybrid005x301)=
Allel301(HybridO05x301). BeiP<0,05 wurde eine verstarkte Praferenz fur ein Allel
angenommen.

Expressionsregulation in sechs und acht dap F1-fonbn

Zur graphischen Darstellung wurden der Quotient @#H05/Allel301 fur die reziproken
sechs bzw. acht dap Hybride und die 1:1 cDNA-Misgan der sechs bzw. acht dap
Inzuchtlinien UH301 und UHOOS fir alle Einzeldategrechnet, der Mittelwert und das 95%
Konfidenzintervall bestimmt.

Auf der Basis von zweiseitigen studentischen T-9eairde die Regulationsart nach Stupar
und Springer (2006) fur jedes untersuchte Gen dehssund acht dap Hybridembryonen
bestimmt: 1) Uberpriifung dergHAllel005=Allel303 in der 1:1 Mischung; B&<0,05 wurde
angenommen, dass die Allele in den Inzuchtlinigmifkant unterschiedlich exprimiert sind.
2) Uberprifung der ki Q(Hybrid 301x005)=Q(1:1 Mischung der Inzuchtlimje bzw.
Q(Hybrid 005x301)=Q(1:1 Mischung der InzuchtlinienBei P<0,05 wurde keine
ausschlieRliche cis-Regulation angenommen. 3) Uberpriifung dery: HQ(Hybrid
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301x005)=Q(gDNA 301x005) bzw. Q(Hybrid 005x301)=0Q{¢A 301x005); BeiP<0,05
wurde keine ausschlief3liclians-Regulation angenommen.

Fur die Einstufung entsprechend der drei Regulatiden ¢is, trans, cis/trans) mussten
folgende Voraussetzungen erfillt sei@is (H=1:1Mischung);trans (H#1:1Mischungn
H=gDNA); cig/trans (H#1:1Mischungn Ho: HZgDNA).

Ubersicht tiber das PCR-Design der allelspezifischeBxpressionsuntersuchungen

Die Sequenzen der untersuchten Gene, die verwendaiéymorphen Genorte sowie
Informationen zu den genutzten Oligonukleotiden q(f®z und Bindungsstelle) sind
gegeben.

PCR-Oligonukleotid 1: Kennzeichnung durch fett ge#ite, unterstrichene und kursive
Buchstaben

Polymorphismen: Kennzeichnung der analysierten molphen Genorte durch fett
gedruckte, rote Buchstaben, die in Klammern stelrererhalb der
Klammern sind die in den Genotypen UH301 und UHO05
vorkommenden Nukleotide nebeneinander, getrennthdeinen
Schréagstrich, dargestellt. Alternative polymorphenGite sind
durch schwarze Buchstaben in Klammern aufgezeigeitahe
Polymorphismen und/oder unbekannte Basen werdem dée
Buchstaben N erfasst.

Extensionsoligonukleotid: Kennzeichnung: grau hietgte, unterstrichene Buchstaben

EH038207 [162 - 375 bp]

GTGAGATTACTGAAAGGATTCAATGTCTNTA[C/T] GCATTCCATATTCAGCAACTTTCATATAACGGTTCCA[TTATGGCATAGTTATAGTT/-][CAAG
ATTACACTGAATGTTNAGCAGTNTGCACGGTNGACNTTTCACTTTTAATTGCAGTGACTGGNCGNCTATGCATGGCTTCCIC/TITGGTCATATTACT
TTTCATTTAACGTTTGTCACTGGTGGG

EH38206 [147 — 538 bp]
CAAATTCAACAAGCCCTTIGTAGACATCTTGTGGCCTCTCATGAAAAGTTCTTAGGTCCTGA[T/CITTCTGAAGCTGAGACCTCGGCOTGCTTATGT
GCAGCGACTCCATCCTCACCAAATTA/C]TCGGCATCGTCCTGCTAATGATGGCCTTGACGACTGCATTCGACAGATCCCCATCGTCGCTGGCTT
CGAAGTAGCAGCCTCGATCA[C/TIGTGCGTCCTTCACTATTTTCTGCAAACTGACTTGCTGCTGGACAAAGTCGCTCCATTTCCTACTATCCATAA
ACAATGCTTAGCCCTTGTCAATGCCACGTTGGTCCTCTGCAGGTTTGTGAGAACCCAACAGAACCAGCTCCATTGCTCCTCACTGTAGATATGA
TGAGGACATCTTCCT

EH038219 [70 — 279 bp]
RATAGCTTCGCTAAAGAATTGGCNAGGAGCATANAATTCI-/T|CTTACAATTTGCAGAGGGTATAATCAGAAAACACAGCACCCCGACCCCOEGG
CAGCACAGATGTTACTAAAACCTATCGTCTGAATATCAGGCTAATGACATTTGGTCTTTACAATACTGTGATGCAATAAAACTGGGCAAACCATT
GATACCATCGTATACASTAAG

EH038208 [38 - 402 bp]
TTGGCAGAAGCCAACGTCAAGAGTGCCATAACTCCAACCTGCCTCTTTAGGTTGAAACCCCTCTCTCTGTGCGTAAAGACTTCACCACCTTGCC
ATGCCTTGACAGAAACGTTCAGCTCCCCACTCACTTCAACAGATGCAACTGACGACCAAGTGTGATAGTGCCATCATCAGAAACAGGCAGTTT
ATCGTCCCCAGAATCAAGCAAGACAACTTCCTCACGACCTATACTCACCGGTGGGCAGCAAACTGGGCACGGAGACCATCAGGCCATGACCCA
CCACGAACTCGCACACTAATTGTAGCCTCCACTGAGANAACAACAATTGCGAGA[G/C]CAAACCTCAGCGTGCTAAGCCTGCTG

DWA475393 [103 — 293 bp]
TCGCGTGGCTAGGCGCGGCGAGCTCATTGGACAAGEGSTTCTCGAGCCTGGCTAAGCAAGACIC/AITGGAGAGGGAGAAGGCTGCCCAAGACCA
AG[A/G]JGAAACTAGAACGCTCGCTACTCA[-/GTA] GTAAGCCTGCAGAAGCCGGCACTGGTGATGTACTGGTGGAGCAGCAGACAAATGGGTCGG
CGACGAGCAAAGC

EH038220 [152 — 542 bp]
AGCYGAGAAGGCNGATGGMGAAGATGAGAAAGTTATTTCTNATGAACAGGAGACAGNTGTTCCTGGTAAAGATGAAAAAACTGTNCAGATGA
WAAATCATAAAAAGANTA AGGTGACTAATAAAAGAACAAGTGTG|G/A]CCAAAGAGGCTGGAGGGCATAAACGTGAACCTAATAGGTCAGGAA
AGCATCTCAATAAAAATAAGGATACCGATACCAAGGAAGTTGATGGCCCI[C/ITIGAAAGCACTGAAACAAATGGAGATGGNAAA[G/AJAAGAGCA
ACGTGAACAAACCAAGCAAACGAGCCACAAAAGGAAGATNGATTCTGWTAAAACTAAAAAATCTGGCCCTGTGAGCTTCTCGGGTGTTCAAGAG
AAGAATCAGGTSAGTGGCAAGAAGAC

EHO038205 [86 - 362 bp]
AATGTAACTGCTTCTGATGTTCCNTTGAATATGGAGGATTTAGTCACTGAGAAGCGTCIG/A]TGAACTTATTGAAGTTGTTTCTGAAGTAGATGAC
CAGCTTGCTGAAGCTTTTCTCAATGATGAGCCAATAACAGCTAATCAGCTRAGGCGGCTATTCGAAGAGCTACAGTGGCACGGA[A/GIGTTCAT
ACCAGTATACATGGGAAGTGCATTCAAAAATAAGGGTGTTCAACCACTTCTTGATGGCGTGCTGGATTATCTACCGTGCCCGTTGGAGGTT
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EH038221 [362 - 51 bp]
GtGCAAAAAAAGAGAGCACTAAAIATTGCAATCGAGCAGAGCCTCAGAGGCCAGTTAACCCTTTTGCAAAATCATCATCAAGCAAAGAACAGTC
ATCATCTCTTTTAGATTCCATAAAAAAAATGAAAGTTGAAAAACCCAACGC AAGAATTTGAAATGAATTATTCTTACTTATGTCATGGCCTGTAG
GGGGACAAATTGTIAGACCTCCACTGACATCTGCAGGATCTATTTTTTT[T/-]AGTTTTCTTCTGCTAGCATATGTAATAACCATTTACTTGTAAATT
TGTTTCTCATGTTTGGTGGATTATTGTG

EH038213 [548 — 975 bp]
TAATCTCTAGTATCAAATTATCTCGATTAACGCCGCCACCCAGAGCTCGTGGAATGTCTCTTCCACCTCTTTCTCAAACTTAGAAATATGATCAT
CATCCIC/T] CAACCAGACTGTCTGAAGAATCATCTTTATCTGGTAGAGTTGGATTGTTGGANTCATNTTNTGACCTATCATNATCAGGCACAGCAT[
G/A]ICNGCAGCTNTTCAAGCTTTTCTTTAGGAATCGGGGCAATTGATTGTTCCATTNTTCCATGATCCCAGTATCAACACTTGTCCATATGTAACC
GACAACACCACAGGTGCCAGTCTCGGATGTTCCCAACTCATNTTNTTCCGAGGAACAGTTGCTTGATCACCATTACTCCTCATACTNGAAAATG
GTGGACTATNTGCAATTCCAGAGTTAGTGTCAGCATACTCAAGTTCTTC

EH038212 [97 - 415 bp]
GAGGAGCTGTTTAGTTTTGCACCTCTGTAACTCACATGGAACTTGTCCTTGCAACCAAACCTTCAGTATCAATCTCAGCTGACTCCACATCAATA
TTTGTGTCCGCGATA/G]ATCTTGATTATCTCAAGAAGTAGGCCAGGCCGATCGGCTGTCTCTATGTAAAGCATGCTTCTTTTTGGCCCGTCGTCTT
CAACAACTATATGTGTTGCAATATCGATATCAACCTTCTTCACAGGAGGTTTTATCCCAAAAAATTCACCCATTGCCAACTTCTCACTTGATTCAG
GATGATACTGGAGCAGGTTGTTGATGATGGTA

EH038216 [314 - 1 bp]
ACTAAAATGCACCTAGGGAATCACAAGAAGTCAAGAACACAAAAGTGTGCTTTCTTT[T/C]CCACAACATGAACTGCTATAGTTTGATCGTATAAT
GCCCTCCAAATGAAGCTGAAAATCTTAGACCCATCACAAATATAGTCAATTCAAAAAATAGAAGTTTGGGA AATTGGCATCTAAATAAGCTGCAT
TTTGAGAATTTCGTTGAGGGAACTGACCAAGCTCTAGCTTTAGTTCTGCATAGACTTGGTAGGCACTGCATGTGATGAAGAACCCTTTCCACCT
TTGTCACTACTGTATGCTTTTCCTTTGCTT

AB194864 [86 — 439 bp]
GGAAACCGCCAGCAGTCACCAGCTCCTAGCGTTTGGCCGTCCGGTAACCTCTAGTCATGCTTTCAGGAGGTCGCAGCAGACTTC[T/A]JGAGGCC
GCTGCCCACTTGAAGGGGTTGCCGACGATGACCOCG/A] TGCTCGCCGCCGTCCATGATGCTCGGGAGCOBETGAAGAAGGGGTGATCCAAGCC
GTGGCAGTGACCCGCGTCTTCATGGTCGTACATGCTTGACACCTCTGAAWIIGACAGGCTGGACACRCTGCTCGGGTTGCCCAGGTCTGACTGCT
GGATCTCTGAGCTTGGAGACGCCACCTGGCGCATGAGGGGGTTGCTGAATAGCCTTGCTGCCACCACCAGC

EH038218 [958 — 457 bp]
AGTGGTGCTTATGCGCTCAGTTCETCTTTGGAGACAAGTCCGCATCTTCTA[G/C]TTTGGCCAATAGCCTTCGACAGTTTGAAACTGTGTGC/T]G
AGAATGTCGTCGAGGCCTT[G/AJCGACCACACCAAAATGGTACTG[G/C]JCAGTGCCATCAAAGAGGAATTGGTAGATGCAGCCACCAAAGCAGCA
GCAGCAGCAGCTCCTCAACAAGATTCAGGCCATGATGCACCGCATGGGCABCTTCGACAGCCAAGGCGGACATGGAAATCGATGGTTGATTTG
TAGGTTCCAGAGTGGYAAGAAAGGGAATCCCCCTCTAATCATTATGTATACTGTGGTCAGAATGTSCGCTATATATTGTAACATCAAAGAAAGCA
CCTCCAGGCCTGAGGGTGTTACTGCTAATGCGTTTGGTTTACTTGTNYCAGTAATATGCATACACATTTAGAACTCATGCAGCCATTKTGTGTG
CTCGAACCGGTGGATCGCTGCCCTGTTGTCTTGTA

EH038214 [174 — 387 bp]

CTATATGTCAAAGCTATTTCAAAGCACGACGAGCTAG|G/AJATCTCATTTTGTAGT[C/T] IGGCATTGAAGTGATATCCATTGTCATAATCCTCTCTT
CCTCTAATATTCGTTTCACATGCATTTCATTTTGCCTCTAGCTGAAGCCTTTCTTCTCAAGTTCATATGACAGATTGAACCTTTCTTCTTTTCTTTA
TCCACATGACCACATCAAACTCC

EH038209 [199 - 650 bp]
CACGGCTTTCTGCTGCAGCAACGATGTCAGCTACTTCTGCTGAGATGATACATCGCTGCAGAACTTCTTGAAATTTTGGCACTCGTCGGTCAGG
AAGTCGTAGATCCGTTCAACCATCTCTGCCTGGTCCCATCTAGGACTCCAGGATAGTCATTTATCGGAGGCGACGTGATAGGOG/A] TCCCATCG
GCATTACAGTGCTGAGAACTCTGCAGT[G/A]TGACGACAGGTTGTTETTTGGGAATTGAAGGGGGATGGCAAAGTGAACCAGAAATGTGAACAT
TCCAGAAATGGAAAGAACTGTAGCCCTCCTGCAAAAAATCGGATCAGCCTOAATGGTCTCCCAAAGATGGGAGCTAGTGCCTCAATAAAGCGT
CTTCTGGAACCAATTGAAGCCGACGCRTCTACAAGCAGACCGTTAAGACTRCTTCTAAAGCNGGAAGATACTCCGCCA

EH038210 [189 — 470 bp]
AAATTAACTTCGTTCACTCCTCACTTGCTTGACGACGAGTTTCCAATAACCCTTGCCAATATCTCI[C/IT]TGTTGCTTAGCCTCGTAGC/T]ATTGTCG
AAGTAGGGGGTTACATTTACTCAGATCCATGC[C/TICAATATCATGACCTCCTCTTCCTIGTCCTCCTTCAATTTCTGCCGATCCATCCTAAGTTTC
TCCAGGTTTAGCTTCTTCCTCTCCAAGATGAGTTTTTGCCTCTCGTTTTH/TITTCATAGACTCCAACTTCCTCTCCTCAATTGAAGCTaCTAATTT

DWA475554 [168 — 389 bp]
AGGTGATGCTTTCGTTGRAGGCTTCCTCTCACAGTTGGTTCTAGG[C/A]JAAGGGCATTGAAGACTGCGTGAGGGCAGGTTGCTATGCGCAAACG
TTATCATCCAGCGCCCGGGCTGTACTTACCCGGAGAAGCCTGACTTCAAGNGTGCAAAA[-/A]CTGAGGCACGTCATGAGAGGGACTGTTATIA/C
JGGCACACT[TA/-] ATTGTTAACCAGTGCGTGGTTCGGTGTCTA

EH038215 [101 - 321 bp]

CCATCATTATATGTCGTAGAGCTTAGGAAATCCCA[C/T]GGAGACTCTA[C/T]IGTTGTATAGACAG (Intron) CTGTGCGAAAGGCTCTCGATGAGC
TAGGTGCCTGCAAGACAGACCAGATCGCGAGGACTGAATCATCGAGTGACGACCTCTCGAGCOIGATGGCGAAGCGTTCCCTCTATCTGGGTTC
TGATCATATTGCTTTCCCTGTGTTGTTTTGGGAACAGGGG

EH038217 [40 - 639 bp]
AAGTGGACATGANCATAGCTCGTGNATGGCGAAGGTTCCTTGAGAAGACGASACTGCAAAAGCTGTTCTCAAGAAAGAAAAATAGTAAGCCAA
AGATAGATTCCAAGAAGAATGATGATTTAGCTAGTGAAATAGAAGACAAGG AGCTTTATGTTGAACGCATACGTCTTGAAACAATGGATTTAAG
CTTTGGGAATTTATTTGGCAAGGTCACAATTCAAGAGCCTACANNNGAAGAGGTGATTGTCTTGTATAGGAGAAAAAGTCCAAAGGGCCAGGAT
GATAGGGCAATTCATGTAAAGCACTTCAAAAATATCCCAATGGCAGACATGGAGTTGGTTCTGCCTGAGAAGAAAAACCCGAGCCTCACACCTA
TGGACTGGGTTCAATTTATTGTTTCTGTTGTCATTGGACTTGTTACACTCACAGTTCACTGGAAATGCCTAAAGCTGATTTCTGGGTTGTAATTGC
AATCCT[G/C]ICTGCACTGGCAGGATATTGCGCGAAGATCTATTTCTCGTTTCAACAGAATATGGCAACCTACCAAAACTTANTCACTCAATCAAT
GTATGACAAACAACTAGATAGTGGGAAAGGCACA

EH038211 [464 — 622 bp]
ACTACCAATTATTTGAGCTAAATGATCTGCAGAACACA[A/G]AAATTCCAGCA[T/G]JCACAAGA GTTAAAGCTTCAGTTGAAGCATATAGAATGAT
AAAGCAGAAACAAGTTTGATTAAATGAAAGTTAGTGCTGTAATTCTACCCA TATCTGCTTAAATCTCC
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3. Ergebnisse
3.1  Vergleichende phanotypische Charakterisierungan Inzuchtlinien und F1-Hybriden

East stellte 1936 fest, dass Hybridembryonen untridgndosperm im Vergleich zu den
Geweben der elterlichen Inzuchtlinien haufig imfaei Korn groRer sind und dass diese
GroRenzunahme ein Phanomen von Heterosis ist. Unanalysieren, ob eine verstarkte
Hybridvitalitdit schon wenige Tage nach der Bestéagbuon Mais messbar ist, wurden die
Embryo- und Endospermlangen von Hybrid- und Inzgehotypen, die sechs bzw. acht dap
isoliert wurden, verglichen. Um den Vergleich danlifyo- und Endospermlangen auf eine
breite Basis zu stellen, wurden zwei verschiedenrpool Kreuzungen der Genotyp-
kombinationen UH301/UHO05 und UH250/UH005 und eim#rapool Kreuzung der
Inzuchtlinien UH301 und UH250 zu unterschiedliciZaitpunkten im Jahr untersucht.

3.1.1 Embryo, sechs bzw. acht dap

Alle Genotypen der isolierten, sechs dap Embrydmefanden sich im Transitionsstadium, das
der Keimblattbildung vorausgeht. Morphologisch wamvei deutlich zu erkennende Bereiche
der Embryonen unterscheidbar. Der Bereich, der eigentlichen Embryo zuzuordnen war, wies
zytoplasmareiche, kleinere Zellen auf. Grol3e, stakuolisierte Zellen waren im Bereich des
Suspensor erkennbar. Histologisch konnten zu dieségitpunkt in der Entwicklung
protodermale Zellen von darunter liegenden Zelldaein im eigentlichen Embryo unterschieden
werden, sichtbare Meristeme waren noch nicht differert (Abb.6).

Abbildung 6: Histologische Farbung eines sechs daybridembryos

Konfokale Mikroskopaufnahme eines sechs dap F1l-Fosbdes Genotyps 005x301,
dessen Zellwande mit Calcofluor White gefarbt wardeer eigentliche Embryo und der
Suspensor sind auf Grund der unterschiedlicheng#dlien deutlich von einander zu
unterscheiden. Die protodermale Zellschicht lassh @ls &uRerste, von der inneren
Zellmasse abgrenzende Zellschicht im eigentlicheibfyo erkennen. Der Mal3stab gibt
100um wieder.

00&x301

Fur den Genotypvergleich im Rahmen der interpo@ugung UH301/UHO05 wurden an sechs
Isolationsterminen im Zeitraum von Juni bis Septen004 und an drei Isolationstagen in der
Zeitspanne von Mai bis Juli 2005 insgesamt zwischa4 bis 261 Embryonen pro Genotyp
vermessen. Der Vergleich der Genotypen, die ausimterpool Kreuzung UH250/UH005

hervorgingen, basierte auf 68 bis 78 EmbryonenGenotyp, die an drei Tagen im Zeitraum von
Mai bis Juni 2005 isoliert wurden. Dem intrapoolrileich lagen 113 bis 129 Embryonen pro
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Genotyp zu Grunde, die an zwei Tagen in der Zemspavon Juni und Juli 2004 sowie an drei
Tagen im Zeitraum von April bis Mai 2005 isoliertwden. Abbildung 7 stellt die Ergebnisse der
phanotypischen Vergleiche zwischen F1-Hybrid- umduthtembryonen der verschiedenen
Kreuzungen dar.

«— Interpool Kreuzungen . Intrapool Kreuzung |
500 *
; *#p<0.1% x1p=0.5% . i
45 I
EaY
400 * ?_C T T
350 ]—
g 300 *1 *
)
S 2501
S
5 200
[
W 150
100 -
50 1
0 301x301 301x005 005x301 005x005 250x250 250x005 005x250 005x005 301x301 301x250 250x301 250x250
n= 259 246 234 261 71 68 78 77 129 120 121 113
MPH (%)  137,3 107,3 150,8 89,0 1109 1121
BPH (%) 114,4 - 112,4 - 1069  108,0
MH (%) 114,4 1341 112,4 135,3 115,3 108,0

Abbildung 7: Heterosis in sechs dap Embryonen

Vergleichende Ubersicht (liber die durchschnittlichénge von sechs dap Embryonen, die mit Hilfe von
Mikrodissektionstechniken isoliert und lichtmikragksch vermessen wurden; Im linken und mittlerersckimitt
sind die Daten von F1-Hybrid- und Inzuchtembryonder interpool Kreuzungen UH301/UHO005 bzw.
UH250/UH005 dargestellt, im rechten Abschnitt der thtrapool Kreuzung UH250/UH301. Fehlerbalkengeeai
die Standardabweichungen. Unterhalb der Sauleratimge sind Angaben zum Genotyp, zur Anzahl (n) der
vermessenen Embryonen und zu den prozentualen Wéite,Mid Parent Heterosis* (MPH), ,Best Parent
Heterosis* (BPH) und Maternal Heterosis (MH) zudfem.* gibt denP-Wert von statistischen Analysen wieder, bei
denen die Signifikanz des MPH-Wertes getestet wurde

Die untersuchten Inzuchtgenotypen waren bezlgleshEsnbryolénge deutlich von einander zu
unterscheiden. Fir die Hartmaisinzuchtlinie UHO@hrite eine maximale Lange von 288um
gemessen werden. Die Zahnmaisinzuchtlinien UH250 WH301 waren mit einer maximalen
Lange von 572um bzw. 450um nicht nur zur Hartmaischtlinie sondern auch untereinander
auffallig verschieden.

In der interpool Kreuzung der Linien UH301 und UBO0@eigten im Durchschnitt beide
reziproke Hybriden im Vergleich zu dem Mittel ddtedichen Inzuchtlinien einen signifikanten
Langenzuwachs (Abb. 8A). Der Langenzuwachs betinglds Hybrid 301x005 maximal 151%
im Vergleich zum Mittel der Eltern und war an jedésulationstag bestandig messbar. Durch die
Vermessungen des Hybrids 005x301 konnte ein marmmifingenzuwachs von 180% im
Vergleich zu der mutterlichen Inzuchtlinie UHOOXkhgewiesen werden.

Tabelle 1 gibt einen exemplarischen Uberblick idierKenndaten von drei Isolationstagen. Die
mit dem Langenzuwachs verbundene Hybridvitalitdtdeun der Tabelle 1 und der Abbildung 7
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mit Hilfe des MPH-Wertes ((H-@P./2))/(P+P,/2)*100+100) erfasst, der die GréRenzunahme
im Vergleich zur mittleren elterlichen GréRe aufgeiDer BPH-Wert ((H-B)/Ps*100+100)
wurde als MaR fur die mdgliche Uberlegenheit derbtitien gegenuber dem besten Elter
genutzt. Der Zuwachs gegenuber der mitterlichenciminie wurde Uber den MH-Wert ((H-
Pwv)/Py*100+100) berechnet.

| r = 0.9981 T
100 I
_ SR o
5 .
. 3 o
I 5 507 T
N L S L1
é( SRR -_ sy R 3 . 100 150 200 250 300
M301x301 [M301x005 [1005x301 [1005x005 Embryolange [um]

Abbildung 8: Erhéhte Wachstumsrate in F1-Hybriden

A) Durch Mikrodissektion isolierte Inzucht- und Hybridembroynen der interpool Kreuzung UH301/UHODEYr
Genotyp und die Farbkennzeichnung fir AbbildungiBll unterhalb der Einzelbilder angegeben. Der hdi3gibt
fur alle Bilder 100um wieder. B) Korrelation zwisrhder Zellzahl und der Embryolange der unter Anexlarisch
abgebildeten Inzucht- und Hybridembryonen. Im Déagm wurde die durchschnittliche Zellzahl (Y-Achgegen
die durchschnittliche Embryolange (X-Achse) aufggén. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabwegsmurivit
Hilfe der PEARSON-Analyse wurde eine starke Kottieta(r=0,9981) zwischen den Merkmalen nachgewiesen

Die statistischen Analysen zeigten die Signifikales Langenzuwachses fir beide Hybriden der
interpool Kreuzung UH301/UHO005 an allen drei Tagw#er Isolation. Der MPH-Wert der
untersuchten reziproken Hybriden unterschied sibdrdangs auffallend, da die GrofRe der
Hybridembryonen stets ausgehend von der Gr6fRRe ddtemichen Inzuchtlinie zunahm.
Signifikante BPH-Werte zeigte nur das Hybrid 301%08as auf der mutterlichen Inzuchtlinie
UH301 beruht, die grol3e Embryonen hervorbrachte.

Tabelle 1: Kenndaten von drei unterschiedlichen Idationstagen

Isolation Datentyp Genotypen der interpool Kreuzung
301 x 301 301 x 005 005 x 301 005 x 005

Lange (um)/n/s 250.8/52/37.6 279.41421]26.6 240.0/39/28.2 133.5/52/6.4
08.06.2004 MPH (%) / P-Wert 145.4/ 2.2e-16 124.9/ 8.6e-09

BPH (%) / P-Wert 111.4/ 4.4e-05

Lange (um)/n/s 242.5/29/64.2 290.2/25/19.4 241.3/16/29.5 181.0/26/27.0
16.06.2004 MPH (%) / P-Wert 137.0/6.2e-13 111.0/0.0129

BPH (%) / P-Wert 119.6 / 0.0005

Lange (um)/n/s 241.3/26/57.1 312.0/27/42.9 235.8/23/28.7 169.5/25/29.2
06.07.2004 MPH (%) / P-Wert 151.9/1.9e-13 114.8/0.0043

BPH (%)/ P-Wert 129.3 / 6.6e-06

Lange (um)/n/s 244.9 /107 / 50.6 293.8/94/33.4 239.0/78/28.4 161.3/103/29.3
Gesamt: MPH (%) / P-Wert 1447/ 2.2e-16 117.7/ L.14e-11

BPH (%)/ P-Wert 120.0/1.60e-12

Die Tabelle gibt Auskunft Uber die mittlere Embrgoge der vier untersuchten Genotypen der interioalizung
UH301/UHO005 an drei unterschiedlichen Isolationstagnd eine Zusammenfassung der DatenPBi¢erte der flr
die MPH- und BPH-Werte durchgefiihrten statistisct&gnifikanztests sind zusammen mit der Anzahl der
vermessenen Embryonen (n) und der Standardabwejdspiangegeben.
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Bei den ebenfalls untersuchten inter- und intrapktuzungen der Genotypkombinationen
UH250/UH005 und UH250/UH301 war Heterosis an dedf@nzunahme der F1-Hybride im
Vergleich zur miutterlichen Inzuchtlinie auch sigkaint detektierbar. Bei der intrapool
Genotypkombination konnte ferner im Durchschnitti lxeiden reziproken Hybriden ein
signifikanter Langenzuwachs zum Mittel der Eltendwzur Inzuchtlinie UH250, die die grof3ten
Embryonen aufwies, festgestellt werden. Im Rahmen idterpool Kreuzung UH250/UH005
zeigte das Hybrid 250x005 den hochsten durchstich#h Langenzuwachs der drei
untersuchten Genotypkombinationen. Die Abbildungibt durch die Angabe der MPH-, BPH-
und MH-Werte einen vergleichenden Uberblick Ubes durch Kreuzung unterschiedlicher
Inzuchtlinien erzeugte Hybridvitalitdt. Die Sigkiéinz der MPH-Werte wurde durch ein
gemischtes Model ermittelt und ist im Diagramm verku.

Die interpool Kreuzungen wiesen den hochsten matieMPH-Wert auf, wobei sich die
Kreuzung UH301/UHO05 deutlich von der Kreuzung UBIZEHO05 absetzte. In der
Genotypkombination UH250/UHO005 zeigte zwar das 20@xHybrid mit einem MPH-Wert von
150,8 die am hochsten gemessene Heterosis, fid0da®50 Hybrid wurde jedoch eine mittlere
Lange festgestellt, die unter dem DurchschnittElegrn lag. In der intrapool Kreuzung zeigten
beide reziproken Hybride einen LAngenzuwachs tasmial} der Eltern. Dieser Langenzuwachs
war jedoch so gering, dass diese Genotypkombinaiwnim Mittel durch den kleinsten MPH-
und MH-Wert auszeichnete. Die durch die Vermessui®y intrapool Kreuzung der
Zahnmaislinien erfasste Heterosis war folglich arirgysten.

In der Summe zeigten die Ergebnisse, dass Hetesobmn in der sehr frihen Embryogenese
innerhalb verschiedener Genotypkombinationen urabbiéngig von Variationen der &uf3eren
Bedingungen, die bei der Isolation an unterschebéih Tagen im Jahr vorkommen kénnen, tber
die Grol3e von Embryonen konstant detektierbar wdrkinfluss auf die Embryonalentwicklung
der F1-Hybriden nahm.

Um die Ursache fur die signifikante Langenzunahmes#chs dap F1-Hybriden gegeniber den
mutterlichen Inzuchtlinien ableiten zu kdnnen, sind Rahmen dieser Arbeit histologische
Untersuchungen an Inzucht- und reziproken F1-Hwnidryonen der interpool Kreuzung
UH301/UHO005 durchgefihrt worden. Mit Hilfe einesnitokalen Laser-Scanning-Mikroskops
wurden Aufnahmen von Zellwand gefarbten Embryonesteit (Abb. 6), welche die
Bestimmung der Zellzahl und Zellflachen sowie eemakte GréRRenbestimmung in der mittleren
Ebene der Embryonen erméglichten (Tab. 2A).

Die histologischen Daten zeigten, dass eine erhdWgehstumsrate die Ursache fiur die
GroRenzunahmen der F1-Hybriden im Vergleich zurteniithen Inzuchtlinie war. Indizien
daftr, dass eine durch Heterosis ausgeloste Expander ZellgroRe der Grund fur den
Langenzuwachs der Hybriden war, wie es fur Keindimgrzeln von Mais F1-Hybriden
beschrieben wurde (Hoeckeral., 2005), konnten nicht gefunden werden. Da alle nsothten
Embryonen der verschiedenen Genotypen aus einegligen Zygote hervorgegangen sind und
unter den selben Wachstumsbedingungen sowie deers&ntwicklungszeit die Embryolange
und Zellzahl in allen vier Genotypen eine starkarKlation zeigten (Abb. 8B), kann nur eine
erhohte Anzahl an Zellteilungen in Hybridembryonden Heterosiseffekt erklaren. Diese
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Erkenntnis wurde durch das Fehlen von signifikantémterschieden der durchschnittlichen
Zellflache im Vergleich von Hybriden und mutterlehinzuchtlinien unterstitzt (Tab. 2B).

Tabelle 2: Histologische Untersuchung von sechs dégmbryonen und statistische Analyse

Genotyp Anzahl der  Mittlere Standardabweichung Mittlere Standardabweichung Mittlere Standardabweichung
Embryoner} Embryolange Embryoléange Zellzahl Zellzahl Zellfache Zellflache

301x301 11 253,36 43,89 87,27 18,11 231,40 26,98

301x005 10 279,32 30,97 94,50 22,68 233,57 22,35

005x301 9 252,82 40,98 86,33 18,08 200,84 21,43

005x005 13 131,64 14,09 40,92 7,09 201,77 37,10

Genotyp 1/ Genotyp 2 301x301 / 301x005  301x301/005x301  005x005 / 301x005  005x005 / 005x301  301x005 / 005x301

mittlere Embryolange 0,098 0,898 1,24E-09 2,46E-06 0,064
mittlere Zellflache 0,843 0,011 0,034 0,941 0,005

A) Histologische Daten; Sechs dap Embryonen deerpabl Kreuzung UH301/UHO005 wurden uber
Mikrodissektion isoliert, fixiert, mit Calcofluor Wite gefarbt und mit Hilfe eines konfokalen Laseafning-
Mikroskops und der zugehérigen Software untersugie. Tabelle gibt Aufschluss Giber die Anzahl dealgsierten
Embryonen pro Genotyp, die mittlere Embryolange, wiittlere Zellzahl sowie die mittlere Zellflachedideren
Standardabweichungen. B) Statistische Analyse zenglgich der Embryolange bzw. der Zellflache zwestlden
untersuchten Genotypen; Die Tabelle gibt die Tgstemisse der statistischen Analysen mittels zwéagsen
studentischen T-Test wiederg:Hzenotypl = Genotyp®<0,05 zeigt signifikante Ungleichheit.

! Die Anzahl der Embryonen pro Genotyp war auf Grded Analysetechnik begrenzt. Die iiber die Unterang
gewonnenen Ergebnisse zur EmbryogréRe entspredaenndMeyeret al., 2007 publizierten. Dort wurden die
gleichen Zusammenhénge zwischen Genotyp und Eniéorgel im Rahmen von drei Einzelmessungen von
insgesamt 382 Embryonen festgestellt.

Eine erhOhte Anzahl an Zellteilungen im selben Hekimngszeitraum kennzeichnet eine
schnellere Entwicklung. Ph&notypische Analysen \awmht dap Embryonen der interpool
Genotypkombination UH301/UHO005 machten die dur@hHdybridvitalitat vermittelte schnellere
Entwicklung erkennbar.

In morphologischen Untersuchungen dieser Embryokennte gezeigt werden, dass F1-
Hybridembryonen frihzeitiger als Inzuchtembryoneen dphanotypischen Wandel vom
keulenformig, radiar-symmetrischen Proembryo himzZtmbryo mit adaxial/abaxialer Polaritat
beginnen. Der vergroRerte, asymmetrisch erscheemergkentliche Embryo der Hybriden wies
auf eine bereits eingesetzte Zellstreckung zur genldes Keimblattes auf der abaxialen Seite hin.
Die Inzuchtlinien besalRen im Vergleich dazu einmmgtrische Gestalt und befanden sich in
einem friheren Entwicklungsabschnitt innerhalb Tiessitionsstadiums (Abb. 9).
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Il 301 x 301 [ 301 x 005 ] 005 x 301 [J 005 x 005

Abbildung 9: Entwicklungsunterschied zwischen 8 dafembryonen der Hybride und parentalen Inzuchtlinien
Acht dap F1-Hybridembryonen und Embryonen der paten Inzuchtlinien der interpool Kreuzung
UH301/UHO005, die mittels Mikrodissektion isolierurden, zeigten deutliche Unterschiede im Entwicgkstand.
Der vergrol3erte, asymmetrisch erscheinende eigbaticmbryo verwies auf eine bereits eingesetztestratkung
zur Anlage des Keimblattes auf der abaxialen S#@® Embryos. Diese Zellstreckung war bei Inzuchtgoren
nicht erkennbar. Der Genotyp ist unterhalb der Bimben angegeben. E: eigentlicher Embryo, S: Suspens
Mafstab: 500um

3.1.2 Endosperm, sechs dap

Die Endospermentwicklung ist von grof3em Interessel Wichtigkeit sowohl in der
Landwirtschaft als auch in der Biotechnologie undir@allagenforschung (Olsegt al., 1992;
Cloreet al., 1996). Daher stellte sich die Frage, ob Heterssths Tage nach der Bestdubung im
Endosperm gleichermalf3en wie im Embryo detektiedtamd in diesem Gewebe ebenso starken
Einfluss auf die Entwicklung der Hybridgewebe nimmt

Zu diesem Zeitpunkt in der Entwicklung befanderhsiie isolierten Endospermgewebe im
Zellproliferations- und DifferenzierungsprozesseBrfassung der Hybridvitalitdt wurde durch
eine mikroskopische Groélienmessung vorgenommen. lhen edirekten phanotypischen
Vergleich zum analysierten Embryogewebe der F1-ldyhmd Inzuchtgenotypen der interpool
Kreuzungen UH250/UH005 und UH301/UHO005 und deraipdol Kreuzung UH250/UH301 zu
ermdglichen, wurde das Endosperm gemeinsam mizaeor beschriebenen Embryonen isoliert
und vermessen. Eine Zusammenfassung der Untersysdmgebnisse ist in Abbildung 11
gegeben.

Die Untersuchungen der Endospermlangen der Inznightl zeigten, dass die Zahnmaislinien
UH301 und UH250 ein groReres Endospermgewebe edinials die Hartmaislinie UHO0O05.
Wahrend das Endosperm der Inzuchtlinien UH301 ubi2%0 eine recht ahnliche Lange von
maximal 3180um bzw. 2915um aufwies, war das Endosgewvebe der Inzuchtlinie UHO05 mit
maximal 2120um deutlich kleiner.

Auf der Basis der Vermessung von 205 bis 222 Egeeében im Rahmen der interpool
Kreuzung UH301/UHO005 konnte festgestellt werdenssddie F1-Hybridendospermgewebe
dieser Genotypkombination in der GroRe nicht oder gering von den miitterlichen
Inzuchtgeweben abwichen. Einen Uberblick tiber dexh¥ltnisse der EndospermgréRen von
Inzucht- und Hybridgewebe liefert die Abbildung 10.
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301 x 301 301 x 005 005 x 301 005 x 005

Abbildung 10: Sechs dap Inzucht- und F1-Hybridendogermgewebe

Uberblick uber die GroRenverhiltnisse von Inzualmd F1-Hybridendospermgewebe, die aus der interpool
Kreuzung UH301/UHO05 hervorgegangen sind und sd@ge nach der Bestdubung vom Nuzellusgewebe frei
prapariert wurden; Der im Endosperm eingebettetbrigmhebt sich dunkel vom Endospermgewebe ab. Mhbf3st
1500um.

Beide reziproken Hybridendospermgewebe der intérgoeuzung UH301/UHO05 zeigten bei
Vermessungen an verschiedenen Isolationstagen ewamalen Ladngenzuwachs von bis zu
128,3% (301x005) bzw. 120,4% (005x301) im Verglemlr miutterlichen Inzuchtlinie. Sie
wiesen aber auch an vier bzw. sechs der neunimudéige Endospermgrof3en auf, die im Mittel
9% kleiner waren als die der mitterlichen Gewebm. Durchschnitt war nur fir das
Hybridgewebe 301x005 ein L&ngenzuwachs zum Mitteiddr Eltern feststellbar. Dieser
Zuwachs betrug in Einzelmessungen maximal 137,1&s Bndospermgewebe des reziproken
Hybrids zeigte im Durchschnitt eine signifikant ikiere Grol3e als das Mittel der Eltern. Auf der
Basis von statistischen Analysen war fiur das Hyswebe der interpool Kreuzung
UH301/UHO005 im Durchschnitt kein signifikanter Urgehied zur Endospermgrol3e der
matterlichen Inzuchtlinie feststellbar.

Fur die interpool Genotypkombination UH250/UHOO5rden 67 bis 81 Gewebemessungen
durchgefuhrt. Bei dieser Kreuzung konnte fir dadritigewebe des Genotyps 250x005 kein
signifikanter Unterschied zur Endospermgrof3e deitterlichen Inzuchtlinie nachgewiesen
werden. Dem gegeniber zeigten die statistischetysea, dass das Hybrid 005x250 zur mutter-
lichen Inzuchtlinie signifikant grofRer war. An demrschiedenen Isolationstagen betrug der
Zuwachs bis zu 143%.

Auf der Basis der Vermessung von 108 bis 141 Egexeében konnte fur die intrapool
Kreuzung UH301/UH250 gezeigt werden, dass beidgnaken Hybride in Hinblick auf die
GrolRe des Endospermgewebes signifikant untersathiedur mutterlichen Inzuchtlinie waren.
Das Hybridendosperm 301x250 zeigte einen Langenziwsvéaber dem Mal des besten Eltern.
An den verschiedenen Isolationstagen betrug did3&@munahme im Vergleich zum grof3ten
Elter bis zu 156,9%. Auch fiur das Hybridendospe&6x301 konnte an 4 der 5 Isolationstagen
eine GrolRenzunahme im Vergleich zum mdatterlichenudhtgewebe von bis zu 121,8%
detektiert werden.
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| — Interpool Kreuzung S Intrapool Kreuzung
3000
* p<1% *

2500 * I
E 2000 *
s
& 1500 -
£
2
& 1000
o
=
w

500 |
o+0——= & e -
301x301 301x005 005x301 005x005  250x250 25 0x005 005x250 005x005 301x301 301x250 250x3 01 250x250

n= 217 205 222 209 70 67 79 81 141 125 108 121

MPH (%) 1139 90,0 1156 98,1 138,2 1035

BPH (%) 103,5 - 97,7 - 129,1

MH (%) 103,5 - - 119,9 1291 1114

Abbildung 11: Heterosis in sechs dap Endosperm

Vergleichende Ubersicht (ber die mittlere Lange dechs dap Endospermgewebe, die mit Hilfe von
Mikrodissektionstechniken zeitgleich mit den anayten Embryonen isoliert und Lichtmikroskopischrmessen
wurden; Im linken und mittleren Abschnitt sind diaten von F1-Hybrid- und Inzuchtendospermgeweban de
interpool Kreuzungen UH301/UHO05 bzw. UH250/UHOGBgEStellt, im rechten Abschnitt die Daten deraiptol
Kreuzung UH250/UH301. Fehlerbalken zeigen die Saas@bweichungen. Unterhalb der Saulendiagramme sind
Angaben zum Genotyp, zur Anzahl (n) der vermessefadelospermgewebe und zu den prozentualen Werten fu
,Mid Parent Heterosis* (MPH), ,Best Parent HetesgiBPH) und ,Maternal Heterosis* (MH) zu findefi. gibt
denP-Wert von statistischen Analysen wieder, die dienBikanz des MPH-Wertes Uberpriften.

Die Zusammenfassung der morphologischen Daten inilddng 11 zeigt, dass Heterosis uber
das Merkmal Gro3e auch im Endosperm nachweisbardi&amHybridvitalitat jedoch im Mittel
zu geringeren Groéfienzunahmen im Vergleich zur miigtten Inzuchtlinie fuhrte als im
Embryogewebe. Eine Tendenz zu maternalen GroRResvengwar im Endosperm eindeutiger
als im Embryo erkennbar. Trotz dieser Tendenz Il®nm den untersuchten F1-
Endospermgeweben Hybridvitalitéat festgestellt wardeas darauf verweist, dass Mechanismen,
die zu Heterosis fuhren, auch im Endospermgewebesam sind.

Fur die interpool Kreuzung UH250/UHO005 konnte festgllt werden, dass die durch den MPH-
Wert bestimmte Hybridvitalitat im Embryogewebe deziproken Hybriden sehr stark variierte.
Daher wurde in den weiterfiihrenden Arbeiten dienmbol Genotypkombination UH301/UH005
untersucht, die im Embryogewebe bezlglich beideipreker Hybride am starksten Heterosis
zeigte. Fur molekulare Analysen mit dem Ziel deeniifikation von Heterosis assoziierter
Genexpression wies das sechs dap Hybrid 301x0G&riaterpool Genotypkombination die
besten Voraussetzungen auf. Es zeigte im Embrydgeweben einem hohen MPH-Wert auch
den héchsten BPH-Wert.
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3.2 cDNA-Synthese aus limitiertem Probenmaterial

Durch die Untersuchung sehr friher Entwicklungsstadvurde im Rahmen dieser Arbeit
ausnahmslos mit sehr geringen Mengen an Probenalajearbeitet. Um auf der Basis weniger
Zellen molekulare Analysen durchfiihren zu kénnefolgte die cDNA-Synthese generell nach
Le et al. (2005). Der Erhalt der relativen Transkriptmengearde durch die Kontrolle der
Amplifikation sichergestellt (Abb. 12).

M 12 15 18 21 24 M 12 15 18 21 24

3.000 bp

1.600 bp
1.000 bp

500 bp

Abbildung 12: Optimierung der Zyklenzahl zur Synthese reprasentativer cONA

Zur cDNA-Synthese wurde eine RT-Reaktion mit ans@dnder PCR durchgefuhrt. Um den Erhalt der kadati
Transkriptmengen sicher zu stellen, erfolgte eiq@ir@erung der Zyklenzahl fur jede PCR-Reaktionchian+3
Zyklen wurde zur Kontrolle der PCR-Reaktion vonesin Probevolumen der PCR-Reaktion 5ul entnommen und
abgestoppt. Durch Vergleich der abgestoppten PG@RePr mittels Gelelektrophorese (Angabe der Zyklehza
oberhalb der Geltaschen) wurde die korrekte Zyldahermittelt. Spur 2-6 cDNA von 005x005 Embryon&pur
8-12 cDNA von 301x005 Embryonen; optimierte Zyklahbfir beide Ansatze: 20;

M: 100ng GrolRenstandard; 1,2 % Agarosegel.

3.3 Erzeugung subtrahierter cONA-Banken

Als erster Schritt zur Identifizierung von diffetexdl exprimierten Genen zwischen elterlichen
Inzuchtlinien und F1-Hybriden wurde eine suppresssubtraktive Hybridisierung (SSH)
durchgefuhrt, um speziell angereicherte cDNA-Bankernsechs dap Embryo- und Endosperm-
gewebe herzustellen. Zur Anreicherung der ausdtiidre oder starker exprimierten Gene eines
Hybrids diente die cDNA der 301x005 Gewebe in jeezgetrennten Reaktionen als Tester,
wéahrend cDNA der beiden Inzuchtlinien UH301 und OBH(Jeweils separat als so genannte
Driver eingesetzt wurden. Durch Subtraktionen didge sind sowohl fir Embryo- als auch fur
Endospermgewebe jeweils zwei angereichte cDNA-Bank801x005-301x301; 301x005-
005x005) entstanden. Zusatzlich zu diesen Subtradti wurden zwei reverse Subtraktionen
(301x301-301x005; 005x005-301x005) fur jedes Gewdlrehgefuhrt, um cDNA-Populationen
zu erhalten, die eine Anreicherung fur vornehmligtier ausschlief3lich in Inzuchtlinien
exprimierten cDNAs zeigen. Um eine Abschatzung 8abtraktionseffizienz vornehmen zu
kénnen, wurde die Transkripthaufigkeit der Hausmghe Ubiquitin und Glycerinaldehyd-
phosphat-Dehydrogenase (gapdh) in den cDNA-Populationen vor und nach der Subipakt
mittels PCR verglichen. Die Transkriptmenge diesieht differentiell exprimierten Gene war
um das zwanzigfache figapdh und um das zwanzig- bis vierzigfache fibiquitin in allen
subtrahierten cDNA-Populationen verringert. Die éfathiede zwischen subtrahierten und
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unsubtrahierten cDNA-Populationen waren nach eiAgarosegelelektrophorese erkennbar
(Abb. 13).

300 bp

FSUB 3 005x005 RSUB 3 301x005 FSUB 4 301x301 RSUB 4 301 x 005

Abbildung 13: Subtrahierte cDNA-Populationen

A) Nachweis der Subtraktionseffizienz exemplaristdrgestellt; Bei Verwendung der unsubtrahierten ADN
Population aus UHO05 Embryonen in dgapdh-Test-PCR war nach 18 Zyklen ein Amplifikat zu evken,
wahrend bei Einsatz der subtrahierten cDNA-Poma801x005-005x005 erst nach 23 Zyklen das amaitiz
Fragment klar nachweisbar war. Spur 1-4: subtrehi@DNA-Population, Spur 5-8: unsubtrahierte cDNA-
Population. Es wurden jeweils 5ul PCR-Reaktion nagh 23, 28 und 33 Zyklen entnommen, abgestoppt und
gelelektrophoretisch auf einem 2% Agarosegel déeiesB) Vergleich von subtrahierten und unsubigaien
cDNA-Populationen mittels Agarosegelelektrophorem®m Beispiel der cDNA-Populationen aus sechs dap
Endosperm; Subtrahierte (Spur 1,3,5,7) und unshietta (Spur 2,4,6,8) cDNA-Populationen aus sechp d
Endospermgewebe der interpool Kreuzung UH301/UHE@B3: 005x005-301x005, RSUB3: 301x005-005x005;
FSUB4: 301x301-301x005; RSUB4: 301x005-301x301;%4,2garosegel.

Die subtrahierten cDNA-Populationen, die fur auis@tich oder starker exprimierte cDNAs
des F1-Hybriden 301x005 angereichert waren, wurdigtels T/A-Klonierung in den pGEMT
Easy Vektor (Promega, Mannheim, D) eingebracht umdEcherichia coli transformiert.
Individuelle Bakterienklone wurden kultiviert undo®len fir Microarrayanalysen Uber die
Amplifikation der in den Vektoren inserierten cDNAszeugt.

3.4 Differentielles Screening subtrahierter cONA-Baken aus sechs dap Embryonen

Um sechs dap erste Einblicke in die differentieB&pression zwischen Embryonen der
elterlichen Inzuchtlinien und F1-Hybriden zu erlangund die zwei subtrahierten cDNA-Banken
(301x005-301x301; 301x005-005x005) aus Embryonememndu charakterisieren, wurde ein
differentielles Screening nach Let al. (2005) durchgefiihrt. Unter einem differentiellen
Screening versteht man eine auf der Basis von Micaganalysen erfolgte Durchmusterung der
eingesetzten cDNA-Banken nach differentiell experten Genen. Das durchgefiihrte
differentielle Screening basierte auf je 380 nigktter charakterisierter cONAs der subtrahierten
cDNA-Banken (301x005-301x301 und 301x005-005x004)r die Hybridisierungsreaktionen

wurden die jeweiligen Gber die SSH-Prozedur suleredn cDNA-Populationen, die fir Inzucht-

bzw. Hybrid-cDNAs von Embryonen angereichert waramd die nicht subtrahierten

Ausgangspopulationen aus sechs dap Embryonen etages
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3.4.1 Identifikation von differentiell exprimierten Genen

Auf der Basis des differentiellen Screenings konn@&ene mit einer hoheren Expression in
Hybridembryonen und zu einem deutlich geringeresmal? auch Gene, die in den Embryonen
der parentalen Inzuchtlinien héher exprimierte waidentifiziert werden. Die Tabelle 3 gibt
einen Uberblick Uber die Anzahl der Gene, die dé&% Konfidenzniveau geniigten und eine
mehr als zweifach hohere Expression zeigten. Estkobei 8,7% bzw. 15,3% der subtrahierten
cDNA-Banken eine mehr als zweifach differentiellexpEession zwischen Inzucht- und
Hybridembryonen festgestellt werden.

Tabelle 3: Anzahl der differentiell exprimierten Gene des differentiellen Screenings

Subtraktion
Hybridisierung 301x005-301x301 301x005-005x005
Unsubtrahierte cDNA (-/+) 41/11 15/1
Subtrahierte cDNA (-/+) 58/28 33/9

Insgesamt 760 subtrahierte cDNAs wurden mittels rdéicayanalysen
untersucht, um Gene mit einer differentiellen Expien zwischen dem
Hybridembryo 301x005 und dem Embryogewebe derlielen Linien UH301
und UHOO05 zu identifizieren. In der Tabelle ist diezahl der Gene aufgefihrt,
die sowohl dem 99% Konfidenzniveau genugten al$ aueeifach differentiell
exprimiert waren. -/+: hdhere Expression im Hybnidén der Inzuchtlinie.

Die statistische Analyse der Microarraydaten zeigkess 17% der Gene, die mit Hilfe der
unsubtrahierten cDNA-Proben detektiert wurden, amgh den subtrahierten cDNA-Polpula-
tionen 301x005-301x301 und 301x301-301x005 idemdift werden konnten. Bei der
Verwendung der subtrahierten cDNA-Populationen 805x005x005 und 005x005-301x005
belief sich der Anteil auf 86%.

3.4.2 Sequenzanalyse und funktionelle Klassifikatro

Auf der Grundlage des differentiellen Screeningsden jeweils 30 der am starksten differentiell
exprimierten Gene der zwei Subtraktionen (301x005x301; 301x005-005x005) ausgewahlt,
wobei sich die ausgesuchten Gene durch das Erredd®99% Konfidenzniveaus in mindestens
einem cDNA-Vergleich mit subtrahierten oder unsabhigrten cDNA-Proben auszeichneten.
Insgesamt wurden 49 cDNA-Klone mit einer héhereprEgsion in Hybridembryonen und 11
Klone mit erhdhter Expression in der jeweiligendalatlinie sequenziert. Die Untersuchung auf
identische Sequenzen (Clusteranalyse) innerhallb@esequenzierten cDNAs ergab, dass funf
cDNAs mehr als einmal vertreten waren. Von diedeNAs wurde jeweils die langste Sequenz
fur weitere Analysen verwendet. Das grof3te Clustaefasste funf cDNAs, das im Weiteren
durch den Klon AH4 vertreten wird. Die restlicherervCluster beinhalteten jeweils zwei
Sequenzen, die im Folgenden durch BC3, BE12, DB#GB10 reprasentiert sind. Auf Grund
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der vorgefundenen Redundanz konnten 52 untersathedcDNA-Sequenzen (86,7%) in die
Suche nach Sequenzhomologien einbezogen werdese @idolgte mit Hilfe des BLAST-
Programmes (Altschugt al., 1997), wobei nicht redundante 6ffentliche Sequateatbanken und
die Datenbank, die Transkriptsequenzen aller Spemi@er Maus und Mensch zusammenfasst,
durchsucht wurden. Drei cDNA-Sequenzen zeigten jeeiler Datenbanksuche keinerlei
Sequenzhomologie, wobei die Ausschlussgrenze fimiféiant homologe Sequenzen e<£0
betrug. Das bedeutet, dass drei bislang unbeka@etee identifiziert wurden. Sechs Gene
zeigten keine Homologie zu bislang bekannten Piségjuenzen, so dass sie keiner bestimmten
funktionellen Kategorie zugeordnet werden konniemgegenuber zeigten insgesamt 43 (83%)
der differentiell exprimierten Gene hohe HomologenDatenbankeintragungen. 31 Sequenzen
dieser Gruppe besal3en eine Homologie zu chardktégis Proteinen. Auf der Grundlage von
funktionellen Kategorien, die durch das Mdunchnefordmationszentrum furArabidopsis
Proteinsequenzen (MIPS) etabliert wurden (Ruwddal., 2003), konnten die untersuchten
Sequenzen in 11 Kategorien eingeordnet werden. densAbbildung 14 geht die Anzahl der
Gene hervor, die bestimmten funktionellen Klassegebrdnet werden konnten. Tabelle 4 gibt
Aufschluss Uber die Homologien der einzelnen Geate, Sequenzldnge der identifizierten
cDNAs und die logRatios des differentiellen Screenings mit sub&gekn und unsubtrahierten
cDNA-Populationen.

Biogenese der Zellkomponenten
Zellschicksal und Entwicklung
Transponierbare Elemente und virale Proteine
Zellrettung, Abwehr und Virulenz
Signaltransduktion
Zellularer Transport und Transportmechanismen
Proteinschicksal
Proteinsynthese
Transkription
DNA Prozessierung
Metabolismus und Energie
Unbekannte Funktion
Keine Sequenzhomologie

e

o

3 6 9 12 15 18

Abbildung 14: Funktionelle Klassifikation von differentiell exprimierten Genen des diff. Screenings
Zwischen dem Embryogewebe des F1-Hybrids 301x0@bder parentalen Inzuchtlinien differentiell expiente
Gene konnten auf der Basis von Sequenzhomologiehe(sTabelle 4), die durch BlastX oder BlastN Asely
nachgewiesen wurden, in 11 funktionelle Klassegestuft werden.

Die funktionelle Klassifikation der im differentleh Screening identifizierten, differentiell

exprimierten Gene zeigte, dass die meisten GenKategorie ,Signaltransduktion” zuzuordnen
werden konnten. Diese Kategorie beinhaltete 25%ldssifizierbaren, differentiell exprimierten

Gene. 12 weitere Gene (BD1, BE12, CB3, CG5, FB41G&B11, IC9, EF5, GF2, GF6, EG2)

wiesen eine charakteristische Homologie zu Proteiaef, die eine regulatorische Funktion
wahrnehmen. Es handelte sich hierbei um 38% dessitizierbaren Sequenzen, die auf Grund
ihrer funktionellen Zugehorigkeit in verschiedenat&gorien, wie z.B. Transkription oder DNA

Prozessierung, eingestuft wurden.
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Tabelle 4: Identifizierte, differentiell exprimiert e cDNAs des differentiellen Screenings

Klon {_&r}ge Ratio® aitr(;?::rnk BlastX Sequenzhomologie (Datenbanknummer.) E Wert
Subtraktion 301x005 — 005x005

AE5 285 0,2/1,2* EE297709 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

AF2 671 -0,3/-2,3* EE297710 | Putatives lonenkanalprotein CASTOR [Zea mays] (ABD67492.1) 3e-118
AH4 754 -2,1%-2,7* EE297712 | Putatives Protein eines transponierbaren Elementes [Oryza sativa] (ABA94904.1) 8e-65
BC3 537 -3,3*/-3,6* EE297714 Bislang unbekannte Sequenz -

BD1 643 -1,6/-2,3* EE297715 | (—DV536261.1) Putativer negativer Regulator von SAR [Oryza sativa] (XP_465213.1) 6e-30
BD2 721 -0,4/-2,4* EE297716 | Bislang unbekannte Sequenz -

BD5 499 -1,4/-2,6* EE297717 | Copia ahnliches Retrotransposon Sto-1 [Zea mays] (BlastN, AF082127.1) 6e-136
BE12 762 -4,0%/-3,3* EE297718 | (—C0439827.1) Helikase ahnliches Protein [Oryza sativa] (BAD81690.1) 2e-18
BF4 702 -2,8*%/-4,6* EE297720 | Oxidoreductase der Aldo/Keto Reductasefamilie [Oryza sativa] (ABB47623.1) 2e-99
BH11 363 -1,0/-2,9* EE297721 | Gentranskript ohne bekannte Funktion -

CAl 336 -1,8/-2,7* EE297722 | Gentranskript ohne bekannte Funktion -

CA5 782 1,2%/-1,2 EE297722 | Putatives Signaltranduktionsprotein [Oryza sativa] (NP_922139.1) 1le-106
CA6 766 0,2/1,9* EE297738 | Putative DegP2 Protease [Oryza sativa] (XP_467732.1) le-21
CB3 698 -0,4/-2,3* EE297724 | DNA bindendes Protein [Arabidopsis thaliana] (NP_190446.1) 6e-47
CC6 632 0,3/1,2* EE297727 | Putative N2,N2-Dimethylguanosin tRNA Methyltransferase [O. sativa] (AAT75242.1) 2e-42
CE11 311 -0,3/1,6* EE297728 | mRNA der mitochondrialen ATP Synthase?2 [Zea mays] (BlastN, X54233.1) le-145
CG5 472 0,6/3,1* EE297729 | Protein ahnlich einem transkriptionalen Co-Repressor [Oryza sativa] (XP_549869.1) 6e-14
CG8 210 0,5/4,3* EE297730 | Gentranskript ohne bekannte Funktion -

CH9 377 0,6/1,9* EE297731 | Putatives Abscisinsaure induziertes Protein [Oryza sativa] (BAD37454.1) 8e-19
DB4 290 -1,8%/-2,6* EE297732 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

DF11 788 -1,0/-3,9* EE297735 | Aldehydoxidase-2 [Zea mays] (BAA23227.1) 2e-120
DH2 740 -0,9/-3,1* EE297736 | Protein &hnlich der Proteinkinase MSK-3 [Arabidopsis thaliana] (CAB87631.1) 2e-61
DH4 750 0,4/1,5% EE297737 | NADH abhéangige Glutamatsynthase [Oryza sativa] (NP_916947.1) 8e-94
Subtraktion 301x005 — 301x301

EC11 536 0,1/-4,2* EE297739 | “always early” Protein 3 [Arabidopsis thaliana] (CAE47462.1) 8e-28
ED11 788 -0,1/-3,3* EE297740 | Unbekanntes Protein [Oryza sativa] (BAD73714.1) 9e-71
ED12 731 0,5/-3,2* EE297741 | AIR9 mit Proteinbindungsfunktion [Arabidopsis thaliana] (NP_181015.3) 9e-66
EF5 510 -0,6/-2,9* EE297743 | Homolog zum Replikationslizensierungsfaktor MCM7 [Zea mays] (CAC44902.1) 9e-47
EF11 583 -1,2/-2,7* EE297742 | Exprimiertes Protein DH12 [Zea mays] (AAU89121.1) 2e-87
EG1 785 -2,0/-2,9* EE297744 | Unbekanntes Protein [Arabidopsis thaliana] (NP_201222.1) 8e-12
EG2 641 -2,0/-2,6* EE297745 | Protein dhnlich dem CLIP assoziiertem Protein [Oryza sativa] (XP_468395.1) 9e-23
EG3 601 -2,0/-3,2* EE297746 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

EH11 454 -2,7/-3,1* EE297747 | Putatives Homolog zum “notchless” Protein [Oryza sativa] (NP_919493.1) 2e-82
FA7 343 -2,9/-2,7* EE297748 | (—CF628029.1) Protein “RADIAL SWELLING 3", Hydrolase [A. thaliana] (NP_201189) 2e-22
FB10 393 -1,9/-2,7* EE297749 | Unbekanntes Protein [Oryza sativa] (XP_469322.1) 5e-27
FB4 605 -1,2/-3,1* EE297750 | Putatives Polypyrimidin Pfad bindendes Protein [Oryza sativa] (AAV59307.1) 2e-76
FD6 601 2,8%-1,2 EE297751 | Calponin: Protein, das Kinesin- und Telomerbereiche bindet [Oryza sativa] (XP_472805.1) 8e-60
FE1 408 -3,0/-4,4* EE297752 | Unbekannte Sequenz -
GB10 619 -3,8%/-3,7* EE297753 | Putative RNA Helikase [Oryza sativa] (BAD35820.1) 2e-92
GB11 705 -4,7*/-5,6% EE297754 | Protein ahnlich dem Protein mit PHD-Finger [Oryza sativa] (BAD35905.1) 4e-15
GF2 252 0,3/-4,4% EE297755 | Putatives Noc3p [Oryza sativa] (BAD45357.1) 9e-28
GF6 681 -1,0/-3,2* EE297756 | Putatives “nin one” bindendes Protein [Oryza sativa] (XP_463864.1) 4e-106
GG8 484 -0,1/-4,0* EE297757 | Protein dhnlich dem Vakuolensortierungsprotein [Oryza sativa] (ABA94940.1) 2e-61
GH9 507 -0,1/-3,4* EE297758 | Hypothetisches Protein [Oryza sativa] (NP_922615.1) 9e-71
HD10 528 -0,4/3,6* EE297759 | Putatives GTP bindendes Protein [Oryza sativa] (XP_450547.1) 6e-70
HG3 318 1,8/-3,0* EE297760 | Transportin [Oryza sativa] (CAC80069.1) le-15
HG6 290 -0,4/-3,7* EE297761 | Nucleotid bindindendes Protein [Arabidopsis thaliana] (NP_177513.2) 4e-40
HH3 692 0,5/-3,0* EE297762 | Hypothetisches Protein [Oryza sativa] (AAM46049.1) 2e-54
IA5 714 1,6/-3,2* EE297763 | Adenosinkinase [Zea mays] (CAB40376.1) 4e-133
IC2 425 -0,5/-2,8* EE297765 | Putative Protein mit "WD repeat” Bereich 5B [Oryza sativa] (BAD28241.1) 4e-52
1C9 452 -0,6/-3,6* EE297766 | Translationsinitiationsfaktor [Arabidopsis thaliana] (NP_564845.1) 2e-45
ID12 527 -0,4/-3,2* EE297767 | Putatives Membranprotein [Arabidopsis thaliana] (AAF63146.1) 4e-21
IE11 461 -0,3/3,7* EE297768 | Katalytische Proteinphosphatase Type 2C [Arabidopsis thaliana] (NP_174731.1) 5e-57

% Log, transformierte Ratio der Fluoreszenzintensitaten Microarrayanalyse mit subtrahierten bzw. unsibérten

cDNA-Banken; * Diese Werte genigten dem 99% Konfiéveau. Negative Werte beschreiben eine hohere

Expression im Hybriden 301x005Nutzung der BlastN Sequenzhomologie, wenn diedrénklich beschrieben ist; Bei
Nutzung einer hochgradig homologen Sequenz anstigieOriginalsequenz ist deren Datenbanknummerhdusc

gekennzeichnet.
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3.4.3 Validierung der Expressionsmuster

Um die Expressionsprofile, die durch das differelfgi Screening ermittelt wurden und jeweils
den Vergleich zwischen den Embryonen des Genot§ps(5 und einem der beiden elterlichen
Genotypen umfassten, zu verifizieren, wurden qtetnte RT-PCR (gqRT-PCR) Analysen
durchgefuhrt. Gleichzeitig dienten die qRT-PCR Amsah dazu, die relativen Expressions-
niveaus zwischen den reziproken Hybriden und beielezrlichen Inzuchtlinien aufzuzeigen.
Insgesamt wurden 12 der differentiell exprimiertéane in diese Untersuchungen einbezogen,
wobei 8 Gene (BF4, CG5, DH2, GG8, IA5, IC9 und IEaaf der Basis ihrer Sequenzhomologie
zu Genen mit regulatorischer Funktion ausgesuchtdewu Vier Gene wurden zufallig
ausgewahlt. Sie zeigten entweder keine Homologid’mieinsequenzen in den Datenbanken
oder nur eine Homologie zu hypothetischen Protei@evei der insgesamt 12 Gene (CG5 und
IE11) wiesen eine hohere Expression in Embryonenndeichtlinie UHO05 bzw. UH301 auf.

D
o

1<)
S m301 x 301 m301 x 005 005 x 301 [J005 x 005
= 55
6 50 ab
= a b a b c *
hat * * *a, b, c
I s T - 2 [ - [ [ &
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@
L 351
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X
W 301
&) 25 1 1
BF4 BH11 CA1 CG5 DB4 DH2 FB10 GF6 GG8 IAS 1C9 IE11

Abbildung 15: Expressionsprofile von 12 differentil exprimierten Genen des differentiellen Screening

Durch gRT-PCR Expressionsanalysen ermittelte Geesspnsniveaus in sechs dap Embryonen der interpoo
Kreuzung 301/005; Gezeigt sind die normalisierteittéiverte und die Standardabweichungen. Die fahli
Kennzeichnung der Expressionsniveaus entspricht_dgende. Mit Hilfe des Vergleichesy301x005=005x005
wurde auf signifikante ExpressionsunterschiedeP&0,02) bei den Genen BF4-DH2 getestet, bei den GEB49-
IE11 wurde der Vergleich $B801x005=301x301 verwendet, um das differentietiee8ning zu validieren.” P<0,02
kennzeichnet die signifikante Abweichung vom additi Expressionsverhalten, wobei der Vergleich
Hp:301x005=(301x301+005x005)/2 oder :6D5x301=(301x301+005x005)/2 genutzt wurden. Sikaift
Uberdominante Genexpressior® (P<0,1) wurde fir die Gene CA1l und IC9 mit Hilfe deseryleiches
Hp:005x301=301x301 bzw. $:005x301=005x005 festgestellt.

Unter Beachtung der Relation des mittleren Expoessiiveaus des Hybrids 301x005 und der
jeweiligen elterlichen Inzuchtlinie, die zur Suliiian genutzt wurde (UHOO5 bei den Klonen
BF4, BH11, CA1l, CG5, DB4 und DH2 bzw. UH301 bei ddonen FB10, GF6, GGS8, IA5, IC9
und IE11; siehe hierzu Tab. 4) konnte festgesteditden, dass bei allen untersuchten Genen das
auf der Basis des differentiellen Screenings nachegene Expressionsverhalten durch qRT-
PCR Analysen verifizierbar war. Fur sieben der Ifersuchten Gene (58,3%) war dieser
Hybrid-Inzucht-Unterschied auf der Basis der qRTRPExpressionsdaten hoch signifikant
(P<0,02). Die Abbildung 15 zeigt die relativen Expiessniveaus der 12 untersuchten Gene in
den vier Genotypen, wobei die sieben signifikantgybrid-Inzucht-Unterschiede kenntlich
gemacht sind. Des Weiteren sind signifikante AbWweigen der Hybridexpressionsniveaus vom
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elterlichen Mittel bzw. die signifikant hohere Erpsion in Hybridembryonen im Vergleich zur
hdchst exprimierenden Elternlinie in der Abbilduttgaufgezeigt.

Bei der Halfte der analysierten Gene (CG5, DH2, :BGGS8, IA5 und IE11) konnte ein
additives Expressionsniveau in beiden reziprokemridgn nachgewiesen werden, das nicht
signifikant (P>0,05) vom elterlichen Mittel abwich. Bei vier Gen@+4, BH11, CAl und DB4)
war ein dominantes Expressionsmuster feststelDer.Expression dieser Gene war in beiden
reziproken Hybriden signifikantP&0,004) gegentber dem elterlichen Durchschnitt erhoh
Ferner zeigten diese vier Gene extreme Unterschieden Expressionsniveaus der elterlichen
Genotypen. Bei den Genen BH11l und DB4 lag die km@otsnenge des Genotyps UHO005
unterhalb der Detektionsgrenze. Die UHO05 Trans&rger Gene BF4 und CA1 konnten nur in
einem der drei biologischen Replikate nachgewiegsnaen.

Im Hybrid 005x301 wurde fir die Gene GF6 und IC® @er Basis einer signifikante®<£0,03)
Abweichung vom elterlichen Mittel ein dominantespEessionsverhalten festgestellt. Die Gene
CA1 und IC9 wiesen ein tUberdominantes Expressiossnauf, da die Expression in einem der
reziproken Hybride das Expressionsniveau des hatmimierenden Elter signifikantR€0,1)
Uberstieg.

3.5 Genexpressionsanalyse in sechs dap Embryo- uBddospermgewebe

Detaillierte Informationen Uber die verdnderte Ggmession in F1-Hybriden erméglichen die
Antwort darauf, welchen Umfang genregulatorischieriaktionen in heterozygoten Individuen
besitzen. Zugleich schaffen Einblicke in die veegne Genexpression die Basis fur das
Verstandnis der komplexen molekularen Mechanisméie, dem genetischen Phanomen
Heterosis zu Grunde liegen.

Um moglichst weitreichende Erkenntnisse zur Geresgion in sechs dap F1-Hybriden im
Vergleich zu den elterlichen Inzuchtlinien zu etba) wurde mit Hilfe eines speziellen,
thematisch fokussierten Microarrays das Embryo- ufadospermgewebe der interpool
Genotypkombination UH301/UHO05 und der intrapooln@gpkombination UH250/UH301
untersucht. Microarrayanalysen ermdglichen den gema/ergleich zweier cDNA-Populationen
auf einem Objekttrager durch Bindung der untersiilile Farbstoff markierten cDNA-
Populationen an DNA-Sonden, die auf den Objektirdgedruckt sind. Der Nachweis
unterschiedlicher Transkriptmengen ist durch diesehnik moglich.

Das Ziel der durchgefuhrten Analysen war, Heterasisoziierte Genexpression nachzuweisen
und identifizierte, differentiell exprimierte Germeider Gewebe (Embryo, Endosperm) und
Genotypkombinationen zu vergleichen und Gemeinsaerksowie Unterschiede festzustellen.

3.5.1 Produktion und Hybridisierung eines thematish fokussiertem Microarrays

Fur eine erweiterte Untersuchung der Heterosiszéssien Genexpression wurde das thematisch
fokussierte so genannte Heterosis-3k-Array prodtzies umfasste cDNA-Populationen der
frihen Entwicklung und Genfragmente von Chromatissoziierten Proteinen sowie
Genfragmente aus Mais, die von Kooperationspartnagriverfigung gestellt wurden.
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Subtrahierte cDNA-Banken, die fur ausschlielliclerostarker exprimierte cDNAs in sechs dap
F1-Hybriden angereichert wurden (Kapitel 3.3), Istal die Hauptkomponente des Arrays dar.
760 der 1885 fur das Heterosis-3k-Array verwendet&NAs wurden bereits in dem
vorausgegangenen differentiellen Screening eingeskt25 cDNAs wurden auf der Basis der
vier subtrahierten Banken aus sechs dap Embryo-Emddspermgewebe speziell fur das Array
hergestellt. Im differentiellen Screening wurde aeafr Grundlage der Sequenzierung von 60
identifizierten, differentiell exprimierten Genenine Redundanzen von 13,3% fur die
subtrahierten cDNA-Banken aus Embryogewebe fesliieausgehend von der Annahme, dass
die cDNA-Banken des Endospermgewebes die gleicldumianz aufweisen wirden, konnte
abgeleitet werden, dass die eingesetzten 1885 cRINAe aus sechs dap Embryo- und
Endospermgewebe ungefahr 1634 einzigartige Gemaseqmtierten.

Den zahlenm&Rig zweitgro3ten Anteil am Heterosig\8lay hatten Eizell- und
Zentralzellbanken mit 868 verwendeten cDNA-Klonalie aktive Gene oder gespeicherte
Transkripte des jeweiligen weiblichen Gametenty@sstdllten. Es wurden insgesamt 795
Zentralzellklone und 73 Klone aus subtrahiertenkéan(Leet al., 2005), die in Hinblick auf die
Transkriptzusammensetzung in weiblichen Gametenwestdr fir cDNAs hoher oder
ausschlief3lich in Zentralzelle (40 Klone) oder Hez¢33 Klone) angereichert waren, integriert.
In durchgefuhrten Clusteranalysen konnte eine Regun von 19,4% innerhalb der nicht
angereicherten Zentralzellklone ermittelt werdeprgpnliche Mittelung von S. Scholten), so
dass im Ganzen 714 einzigartige Sequenzen von Gdreemor der Befruchtung im jeweiligen
Gametentyp exprimiert werden, auf dem Array vontage

Die drittgrof3te Komponente des Heterosis-3k-Arragtzte sich aus Genfragmenten aller
bekannten Chromatin assoziierten Proteine aus Mixs 2003 durch J. F. Gutiérrez-Marcos
(Universitat Oxford, GB) zur Verfiigung gestellt wWlen, zusammen. Es handelte sich hierbei um
168 Gene (Kapitel 7.2: Tab. 19), deren Identitéd @equenz in der Datenbank flr Chromatin
assoziierte Proteine (www.chromdb.org) nachschlagiiad. Die Expressionsanalyse von
Chromatingenen macht konkrete Aussagen uber dieilgeing dieser Genklasse an Heterosis
assoziierter Genexpression moglich.

133 cDNAs und Genfragmente, die durch Kooperatiartspr zur Verfigung gestellt worden
waren, wurden ebenfalls in das Heterosis-3k-Arraggriert. Hierzu gehorten 113 Klone, die
durch Analysen des Ein- und Zweizellstadiums in $vigientifiziert wurden (Okamotet al.,
2005), 13 Retrotransposons (Kapitel 7.2: Tab. 19)( Gutiérrez-Marcos, Universitat Oxford,
GB) und sieben speziell ausgewéhlte Gene (Kapitl Vab. 19), die von der AG Prof. Dr.
Geiger (Universitat Hohenheim, D) im Rahmen dergdetis Forschung eingesetzt werden.
Durch die Integration der vier Microarraykontradlgmente und der vier Genfragmente von
putativ konstitutiv exprimierten Genen in Maigfk(in, rubisco (Ribulose-1,5bisphosphat-
Carboxylase), gapdh und Ubiquitin) konnten ferner die Analysen mit dem HeterosisABlay
kontrolliert und die statistische Datenauswertumgerstiitzt werden. Die Tabelle 5 zeigt die
Zusammensetzung des Heterosis-3k-Arrays.

Das Heterosis-3k-Array wurde so entworfen, dassirdigesamt 3062 cDNAs in 32 Blocken a
16x17 Spotts organisiert waren, wobei in den Refhég jedes Blocks eine Wiederholung der in
Reihe 1-8 gedruckten cDNAs und Genfragmente vongemen wurde und jeder Block
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mindestens 8 Spots von Microarraykontrollfragmeratefwies. Durch dieses Arraydesign wurde
erreicht, dass jede cDNA zweifach auf dem Heter8kiérrays vorlag und sich in direkter Nahe
zu Microarraykontrollen befand. Abbildung 16A ze&ihen Block des Heterosis-3k-Arrays nach
der Hybridisierung mit Farbstoff markierten Sonden.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Heterosis-3k-Arrays

Gér:]fzrzg:ndeer:te Beschreibung und Herkunft
947 sechs dap Embryonen (SSH: 301x005-005x005, 301x005-301x301, Meyer et al., 2007)
938 sechs dap Endosperm (SSH: 301x005-005x005, 301x005-301x301)
868 Eizelle und Zentralzelle (Le et al., 2005)
168 Gene von Chromatin modifizierenden Proteinen (www.chromdb.org)
8 Microarraykontrollen und Kontrollgene
133 Gene, die von Kooperationspartnern zur Verfligung gestellt wurden
3062 Gesamtanzahl der Klone und Genfragmente
Ca. 2649 Einzigartige Genseguenzen (unter Berucksichtigung der Redundanz )
A , 48w (T X X I — 16 B AB

sty 7\
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Abbildung 16: Heterosis-3k-Array-Design und das vewendete Schema zur Arrayhybridisierung

A) Ein Block des Heterosis-3k-Arrays nach der Hgisierung mit Farbstoff markierten cDNA-Populationeon
sechs dap F1-Hybrid- und Inzuchtembryonen; Das Z®{@ckdesign, die Wiederholung (Reihe 9-16) inadistdes
Blocks und die Microarraykontrollen in Reihe 8 ubfl (rechts auf3en, Farbung: gelb, gelb, grin, riog gu
erkennen. B) Schema der Hybridisierungen mit dentetdsis-3k-Array; Durchgezogene Pfeile kennzeichnen
Vergleiche, die Uber Microarrayanalysen ausgefiilitden. Gepunktete Pfeile stehen fir indirekte \é&che, die
bioinformatisch ermittelbar waren. Doppelte PfeHarbstoffwechsel bei der cDNA-Markierung;

AA: Inzuchtlinie 1, BB: Inzuchtlinie 2, AB bzw. BAreziproke F1-Hybride

Um einen mdglichst weitreichenden und genauen Eikbh die differentielle Genexpression
zwischen F1-Hybriden und elterlichen Inzuchtliniefur sechs dap Embryo- und
Endospermgewebe zu erhalten, wurden insgesamt SBodrayhybridisierungen mit dem
Heterosis-3k-Array unter Verwendung zweier Genotypkinationen durchgefihrt. Die
intrapool Genotypkombination UH250/UH301 wurde nufrei biologischen Replikaten
untersucht. Die Vergleiche der interpool Genotypkoration UH301/UHO0O05 basieren auf vier
biologischen Wiederholungen. Die Hybridisierungeit siem Heterosis-3k-Array erfolgten nach
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dem gezeigten Hybridisierungsschema (Abb. 16B) im genannten loop-Design. Das
kreisformige Design ermdoglichte indirekte Verglaaotter relativen Transkriptniveaus mit hoher
Genauigkeit. Um negativen Einfluss von Farbsto#fefén zu vermeiden, wurden die zu
untersuchenden cDNA-Populationen mit zwei Farbstofin Wechsel markiert. Die Tabelle 6
zeigt beispielhaft die fur Embryogewebe der intetp&enotypkombination UH301/UH005

durchgefuhrten, direkten Vergleiche.

Tabelle 6: Auf der Basis von Microarrayhybridisierungen durchgefiihrte, direkte Vergleiche

Genotypvergleich Biol. Repilkate Genotyp 1 Farbstoff Genotyp 2 Farbstoff
301x301 / 301x005 1 301x301 Cy3 301x005 Cy5
2 301x301 Cy5 301x005 Cy3
3 301x301 Cy3 301x005 Cy5
4 301x301 Cy5 301x005 Cy3
005x005 / 301x005 1 005x005 Cy3 301x005 Cy5
2 005x005 Cy5 301x005 Cy3
3 005x005 Cy3 301x005 Cy5
4 005x005 Cy5 301x005 Cy3
301x301 / 005x301 1 301x301 Cy3 005x301 Cy5
2 301x301 Cy5 005x301 Cy3
3 301x301 Cy3 005x301 Cy5
4 301x301 Cy5 005x301 Cy3
005x005 / 005x301 1 005x005 Cy3 005x301 Cy5
2 005x005 Cy5 005x301 Cy3
3 005x005 Cy3 005x301 Cy5
4 005x005 Cy5 005x301 Cy3

Gezeigt sind die fur Embryogewebe der interpool @dgrkombination UH301/UH005
durchgefuhrten Hybridisierungen. Probenmateriag @ selben Tag isoliert wurde, ist
durch die gleiche Zahl in der Spalte ,Biol. Reptiakenntlich gemacht.

Zur unabhangigen Uberprifung der Microarrayergedanisvurde qRT-PCR eingesetzt. Es
wurden insgesamt 31 Gene, die auf der Basis derosliayanalysen mit dem Heterosis-3k-
Array einen Expressionsunterschied zwischen derersuthten Genotypen in sechs dap
Embryogewebe der interpool Genotypkombination UHBBID05 zeigten, untersucht. 58 der
insgesamt 77 Uber MicroarrayanalyseR<({,1) ermittelten Unterschiede zwischen der
Genexpression der Genotypen konnten verifiziertdemer Bei 20 Genen waren alle Uber
Mikroarrayanalysen detektierten Unterschiede vatlalr, bei 6 Genen ein Teil. Insgesamt
entspricht dies einer Rate von 75,3%.

3.5.2 Heterosis assoziierte Genexpression in sedap Embryo- und Endospermgewebe

Zahlreiche Gene konnten in den Vergleichen von sedhp F1-Hybridgeweben mit den
Geweben der elterlichen Inzuchtlinien bzw. der titgeweben oder der F1-Hybridgeweben
untereinander als differentiell exprimiert idergiéirt werden (Tab. 7). Von den untersuchten
3062 Genfragmenten des Heterosis-3k-Arrays zeifj6 bis 887 cDNAs einen signifikanten
ExpressionsunterschiedP<0,05) zwischen den Genotypen bei der Analyse debsseap
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Embryo- bzw. Endospermgewebes der Genotypkombimetio UH301/UHO005 und
UH250/UH301. Fur die Gewebe der intrapool Genotypkimation UH250/UH301 konnten
insgesamt weniger Unterschiede in der Genexpresgwoischen den F1-Hybrid- und
Inzuchtgenotypen nachgewiesen werden. Ein Vergleddr identifizierten, signifikant
differentiell exprimierten Gene beider Genotypkonationen und untersuchten Gewebe zeigte,
dass Gemeinsamkeiten beziglich der differentigBenexpression bestanden. Abbildung 17 gibt
eine Ubersicht Uber die Anzahl der differentielpamierten Gene, die in zwei verschiedenen
Geweben oder Genotypkombinationen gleichermal3eekiitt wurden. Gleichzeitig ist die
Gesamtanzahl der identifizierten, differentiell erperten Gene fur die untersuchten Gewebe
dargestellt.

UH301 / UHO05
Interpool Kreuzung

UH301 / UH250
Intrapool Kreuzung

END

Abbildung 17: Differentielle Genexpression in den grschiedenen Genotypkombinationen und Geweben
Gegeben ist die Anzahl der Gene, die eine signmifii®<0,05) differentielle Expression in mindestens einem
Genotypvergleich in den verschiedenen Geweben @aofgpkombinationen UH301/UH005 und UH250/UH301
zeigten. Die Schnittmengen weisen auf die AnzahlGlene hin, die in verschiedenen Genotypkombinatiomder
Geweben gleichermalRen als signifikefP@,05) differentiell exprimiert detektiert wurden.

Der zahlenmaRig groRte Anteil der differentiell experten Gene beider untersuchten Gewebe
und Genotypkombinationen wurde auf der Basis dbtrahierten cDNA-Banken aus sechs dap
Embryo- und Endospermgewebe detektiert. Identifigjedifferentiell exprimierte cDNAs, die
den Eizell- und Zentralzellbanken zuzuordnen wareachten bei Endosperm der interpool
Kreuzung UH301/UHO005 insgesamt einen Anteil von6%3&, bei Embryogewebe einen Anteil
von 18,8% aus. Bei der intrapool Genotypkombinatiiii250/UH301 gingen in der Summe
32,2% bzw. 34,5% der identifizierten cDNAs mit diéntieller Expression in Endosperm- bzw.
Embryogewebe auf die Eizell- und Zentralzellbankenick. Auf der Grundlage der 168 im
Heterosis-3k-Array integrierten Genfragmente vorrddiatin assoziierten Proteinen konnten
differentiell exprimierte Gene dieser Genklassenitfigiert werden. Der Anteil dieser Gene an
den insgesamt als differentiell detektierten Gegrfranten war in den beiden Geweben und
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Genotypkombinationen verschieden. In der interggehotypkombination UH301/UHO05 war
fur Embryogewebe ein Anteil von 5,8%, fur Endospgemiebe ein Anteil von 3,3% feststellbar.
Bei der intrapool Genotypkombination UH250/UH301rwar Anteil leicht erhéht. Er belief sich
bei Embryogewebe auf 7,3%, bei Endospermgeweb8,8%.

Tabelle 7 gibt einen Uberblick uber die Anzahl ddentifizierten, differentiell exprimierten
Genfragmente in den verschieden Genotypvergleigsgesamt bzw. aufgeschlisselt nach dem
Ursprung der cDNAs (Eizell- und Zentralzellbankesubtrahierte Embryo- und Endosperm-
banken, Chromatingene).

Tabelle 7: Ubersicht (iber die differentielle Genexgession in sechs dap Embryo- und Endospermgewebe

A) Interpool Genotypkombination UH301/UHO05

Embryo Endosperm
Eizell und Subtrahierte Eizell und Subtrahierte
Art des Zentralzell EMB +END Chromatin- Zentralzell EMB +END Chromatin-
Vergleiches Vergleich Gesamt |Banken Banken gene Gesamt ||Banken Banken gene
005x005 vs
005x301 34 4 28 1 56 10 44 1
© 005x005 vs
4; 301x005 63 15 35 11 591 195 357 23
T 005x301 vs
% 301x301 84 20 58 2 514 163 332 7
E 301x005 vs
= 301x301 10 1 8 0 38 12 17 6
Zusammen-
fassung 157 34 103 12 827 296 479 28
E 005x301 vs
z 301x005 0 0 0 0 154 21 127 1
s 005x005 vs
i 301x301 133 22 103 3 549 181 345 12
Gesamt 223 42 160 12 887 316 516 29

B) Intrapool Genotypkombination UH250/UH301

Embryo Endosperm
Eizell und Subtrahierte Eizell und Subtrahierte
Art des Zentralzell EMB +END Chromatin- Zentralzell EMB +END Chromatin-
Vergleiches Vergleich Gesamt ||Banken Banken gene Gesamt ||Banken Banken gene
250x250 vs
250x301 17 5 9 2 83 25 47 5
© 250x250 vs
-E 301x250 121 45 64 9 211 68 115 17
I 250x301 vs
£ 301x301 16 7 5 2 83 33 40 8
E 301x250 vs
= 301x301 53 18 28 5 3 1 1 0
Zusammen-
fassung 148 54 78 11 277 94 141 27
E 250x301 vs
A 301x250 53 18 25 8 0 0 0 0
s 250x250 vs
i 301x301 19 5 13 0 284 86 171 20
Gesamt 165 57 90 12 388 125 213 34

Anzahl der cDNAs mit signifikantR<0,05) differentieller Expression in den untersuoh@eweben der A)
interpool Genotypkombination UH301/UHO05 und B)ramool Genotypkombination UH250/UH301; Fir
jeden Genotypvergleich ist die Anzahl der detete¢iercDNAS insgesamt und entsprechen dem Ursprung de
Genfragmente aufgeschliusselt gegeben.
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Eine Uberprifung aller Inzucht-Hybrid-Vergleiche Hinblick auf identifizierte, differentiell
exprimierte Gene zeigte, dass es bestimmte Gent dib in mehreren, unabhangigen
Vergleichen gleichermalRen detektiert wurden (K&fit& Tab. 20, Tab. 21).

Fur Embryogewebe der interpool Genotypkombinatid#8301/UHO05 konnte ein Gen (JC1) in
allen vier Inzucht-Hybrid-Vergleichen und neun Gd@d35, AH1, CD3, EC1, FE11, LG10,
MC1, NG5 und CCO0063) in drei der vier Vergleichaetttiert werden. Fir Embryogewebe der
intrapool Genotypkombinantion UH250/UH301 wurdeeidbene (AB5,chall6 und UHS5) in
allen vier Vergleichen, und vier Gene (CE8, DH1Z:3Rundglnd) in drei der vier Inzucht-
Hybrid-Vergleiche nachgewiesen. Die Uberpriifung dizucht-Hybrid-Vergleiche fir
Endospermgewebe der interpool GenotypkombinatioBQUAJIHOOS5 zeigte, dass 6 Gene (AD9,
DD7, nfd105, CC0063,dwarf8 und QC5) in allen vier Vergleichen und insgesa®t&ene,
darunter die Gene DD6, DH2, KG5, NF10, TH5, in dfer vier Vergleichen detektiert wurden.
Fur Endospermgewebe der intrapool GenotypkombinatiiH250/UH301 konnte ein Gen
(CCO0194) in allen vier Vergleichen und 16 Geneudter die Gene AD9, DD6, DH2, JC1, KG5,
NF10, TH5 unddwraf8, in drei der vier Vergleiche nachgewiesen werden.

Der Vergleich beider untersuchten Gewebe und Gekotybinationen bezuglich der in Hybrid-
Inzucht-Vergleichen mehrfach als differentiell deierten Gene zeigte Gemeinsamkeiten auf.
Das Gen AB5 war speziell in Embryogewebe, die Ciwmarf8, AD9, DD6, DH2, KG5, NF10
und TH5 in Endospermgewebe beider Genotypkombinatio in den Inzucht-Hybrid-
Vergleichen mehrfach differentiell exprimiert. D&en CC0063 wurde sowohl in Embryo- als
auch in Endospermgewebe der Genotypkombination WHB005 in den Inzucht-Hybrid-
Vergleichen mehrfach detektiert. In verschiedeneewé€ben beider Genotypkombinationen
wurde das Gen JC1 mehrfach als differentiell exjgnitmachgewiesen.

Der Vergleich der differentiellen Genexpression diploidem Embryo- und triploidem
Endospermgewebe der interpool GenotypkombinationrBQUHJHO05 zeigte, dass deutliche
Unterschiede zwischen den untersuchten Gewebemnioliek auf die Genexpression bestehen.
Wahrend im Embryogewebe insgesamt 7,3% der untetesucGenfragmente eine differentielle
Expression zeigten, belief sich der Anteil der tdfemerten, differentiell exprimierten Gene im
Endospermgewebe auf 29,0%. Des Weiteren tratekriiospermgewebe in den verschiedenen
Inzucht-Hybrid-Vergleichen klare Unterschiede bdining der detektierten Anzahl von
signifikant (P<0,05) differentiell exprimierten cDNAs auf, die Bmbryogewebe nicht erkennbar
waren. Wahrend in den Inzucht-Hybrid-Vergleichei®58005 vs 301x005" und ,301x301 vs
005x301“ des Endosperms insgesamt 591 bzw. 514 cDd#signifikantP<0,05) differentiell
exprimiert detektiert wurden, konnten in den Veigien ,,005x005 vs 005x301" und ,301x301
vs 301x005" im Ganzen 56 bzw. 38 cDNAs mit sigrafik (°P<0,05) differentieller Expression
nachgewiesen werden (Tab. 7). Die hohe Anzahl fierentiell exprimierten cDNAs, die in den
erstgenannten Vergleichen detektiert wurde, wanfaltle im Vergleich der Inzuchtlinien UHO05
und UH301 wieder zu finden. Insgesamt 549 cDNAsgteei eine signifikant R<0,05)
unterschiedliche Expression zwischen den Inzughtlinm Endospermgewebe der interpool
Genotypkombination (Tab. 7). Ferner konnte im Epaosigewebe der reziproken F1-Hybride
eine signifikant P<0,05) differentielle Expression bei 154 cDNAs festigllt werden (Tab. 7).
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Dieses Ergebnis unterschied sich klar von dem FRasuiir Embryogewebe. In dem
Embryovergleich der reziproken Hybride der intedp@enotypkombination konnte kein Gen als
signifikant (P<0,05) differentiell exprimiert nachgewiesen werd&ab. 7).

Die Darstellung der Expressionsdaten erbrachte itames Einblicke in die unterschiedliche
Genexpression von Embryo- und Endospermgewebentpool Kreuzung (Abb. 18).

Durch die Expressionsanalysen mit dem Heterosis«8&y konnten zwischen den
Endospermgeweben der Inzuchtlinien UH301 und UH&AE differentiell exprimierte cDNAS
nachgewiesen werden (Abb. 18A-1). 320 dieser cDNZsgten ein besonders erhdhtes
Transkriptniveau in der Inzuchtlinie UH301 und gram sich in der Abbildung 18A-I deutlich
erkennbar von anderen untersuchten Genfragmenteri@b der 320 cDNAs wiesen eine
vergleichsweise starke Expression (Kennzeichnuta)p126 eine in der Tendenz schwache
Expression (Kennzeichnung: rot) auf. Im Hybrid-loat:Vergleich ,301x005 vs 005x005“
(Abb. 18A-Il) der Endospermgewebe waren die Expoesserhaltnisse in Bezug auf die
gekennzeichneten 320 cDNAs nur unwesentlich veréndgie Gruppe der blau gekenn-
zeichneten cDNAs grenzte sich weiterhin deutlichuall die rot markierten cDNAs waren als
Gruppe erkennbar.

Beim Vergleich des Endospermgewebes der reziprdkgbride (Abb. 18A-1ll) war eine
Veranderung des Expressionsverhaltens nur fur dienrarkierten cDNAs zu beobachten,
wahrend sich die blau gekennzeichneten Genfragmesiéerhin deutlich abgrenzten. Ein
Groldteil der rot markierten cDNAs zeigte keine alifintielle Expression zwischen dem
Endospermgewebe der reziproken F1-Hybriden.

Der Vergleich des Endospermgewebes der Genotypsr008 und 005x301 deckte in Bezug
auf die beiden Gruppen der gekennzeichneten cDMNAdidhe Veranderungen auf (Abb. 18A-
VI). Keine der beiden Gruppen grenzte sich alshseddlar von anderen cDNAs ab. Zu erkennen
war jedoch, dass die meisten der im 005x301 Hystaak erhdht exprimierten cDNAs diesen
markierten Gruppen zuzuordnen waren.

Die fur Endospermgewebe der Genotypkombination WA3BI005 beobachteten Expressions-
verhaltnisse waren nicht im Embryogewebe der Gekaybination UH301/UHO005
nachweisbar (Abb. 18B I-1IV). Weder grenzte sich eeisruppe von stark differentiell
exprimierten cDNAs in besonderer Weise &hnlich wieden Endospermvergleichen ab noch
zeigten die cDNAs, die auf der Basis des Inzuctatfivergleiches des Endospermgewebes (Abb.
18A-1) blau und rot gekennzeichnet wurden, ein l@chbares Expressionsverhalten. Die
Expression der markierten cDNAs war in den Embryageen vorwiegend schwach und nicht
Uberwiegend differentiell.

Beim Vergleich des Endospermgewebes der InzucétiitiH250 und UH301 konnten ebenfalls
keine stark differentiell exprimierten cDNAs, dielsaGruppe klar erkennbar waren,
nachgewiesen werden. Auch in weiteren Vergleichen Bndospermgewebe verschiedener
Genotypen der intrapool Genotypkombination UH25080H grenzten sich keine differentiell
exprimierten cDNAs als Gruppe ab (Daten nicht ggyeDie Uberprifung der Expressions-
verhaltnisse in Embryogeweben der intrapool Geragbination UH250/UH301 zeigte
ebenso, dass keine differentiell exprimierten cDN#ss Gruppe in besonderer Weise erkennbar
waren (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 18: Genexpression im Embryo- und Endospangewebe der interpool Genotypkombination

Gezeigt sind die mit Hilfe des Heterosis-3k-Arragmmittelten Expressionsdaten fiir A) Endosperm- &)d
Embryogewebe der interpool Genotypenkombination QHBHO005. Auf der Grundlage des Endosperm-
vergleiches ,005x005 vs 301x301" wurde eine fatmicKennzeichnung der in der Inzuchtlinie UH301 ksér
exprimierten cDNAs vorgenommen. Blau: starker expgite cDNAs, rot: schwéacher exprimierte cDNAs. Ehur
die Kennzeichnung kann die Expression dieser cDNiAs den dargestellten Genotypvergleichen der
unterschiedlichen Gewebe nachvollzogen werden.
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3.5.3 Identifikation von differentiell exprimierten Chromatingenen

Insgesamt 38 Chromatingene wurden in den Verglaiather interpool Genotypkombination
UH301/UHO005 als signifikantR<0,05) differentiell exprimiert detektiert (Tab. Bapitel 7.3:
Tab. 22). 15 dieser Gene zeigten eine differertiEkpression in sechs dap Embryogewebe, 29
Gene in sechs dap Endosperm. Bei sechs Genen wubdeden Geweben ein unterschiedliches
Transkriptniveau in den Genotypvergleichen fesajktstDiese Gene codieren ein Polycomb
group Protein, eine Histondeacetylase, einen Chiiannemodulierenden Faktor, Histon H2A,
Histon H2B und ein SET-Protein. Auch zwischen deterpool Genotypkombination
UH301/UHO005 und der intrapool Genotypkombination258/UH301 waren Gemeinsamkeiten
in Hinblick auf die differentielle Expression vorh@matingenen feststellbar (Tab. 9; Kapitel
7.3: Tab. 23). In Endospermgewebe beider Genotypkmationen wurde eine differentielle
Expression fiur Histon H2A, einen cDNA Klon mit Hologie zum AGOA4-Protein aus
Arabidopsis thaliana sowie fur zwei Gene von SET-Proteinen nachgewieBemer waren die
Gene, die fur zwei globale Transkriptionsfaktorer zwei Proteine der Klasse ,High Mobility
Group Family B* codieren, im Endospermgewebe bei@denotypkombinationen differentiell
exprimiert. Das Gen eines Polycomb group Protaias, Histon H2A Gen und ein Einzel-myb-
Histon Gen zeigten in Embryogewebe beider Genotypiioationen eine differentielle
Expression.

Bemerkenswert war, dass 44,7% der als differergigdrimiert detektierten Chromatingene eine
Histon modifizierende Funktion ausiben und 26,3%r dketektierten Chromatingene
strukturgebende Proteine codieren. Embryo- und &pelongewebe unterschieden sich
bezuglich der Anteile der differentiell exprimiante Chromatingene an bestimmten
Funktionsklassen nicht (Tab. 9). Wahrend jedoctEimbryogewebe vornehmlich sehr starke
Unterschiede in den Transkriptniveaus der den miteen bzw. zwischen der Inzuchtlinie
UHOO05 und dem Hybrid 301x005 detektiert wurden, rkenbei Endospermgewebe in einer
Vielzahl von Vergleichen signifikantP&0,05) differentielle Expression festgestellt werden
(Kapitel 7.3: Tab. 22).
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Abbildung 19: Expressionsmuster von vier Chromatingnen

Auf der Basis von qRT-PCR Expressionsanalysen regiggene Expressionsmuster in sechs dap Embryogeweb
der interpool Genotypkombination UH301/UHO005; Feddken geben die Standardabweichung wieder.

* signifikant (P=0,023) dominante Genexpression, die der Expressioiti005 Inzuchtembryonen gleicht.
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gRT-PCR Expressionsanalysen der Gesa#129 und sdgl30 zeigten fir sechs dap
Embryogewebe der interpool Genotypkombination UHBBID05 einen signifikantenP&0,1)
Unterschied der Transkriptmengen in den Inzuclgtinund eine additive Expression in den
reziproken Hybriden. Fur das Gen HC11 konnte elllenéne additive Expression in beiden
reziproken Hybriden nachgewiesen werden, wahrendd& Gen EH038218 im Hybrid 005x301
eine dominante Expression detektierbar war (Abbp. 19

Bezuglich des Expressionsverhaltens weiterer Chtiagene in den untersuchten Geweben der
reziproken Hybride war aufféallig, dass eine Tendénzsichtlich der Zuordnung bestimmter
Expressionsmuster zu bestimmten Funktionsklassen Gleomatingene auf der Basis der
Microarrayexpressionsdaten gefunden wurde. Diffee#n exprimierte Gene von
strukturgebenden Proteinen zeigten in Hybriden vegend ein additives Expressionsmuster,
wahrend Chromatingene mit modifizierender, remaahder oder regulierender Funktion
hauptséachlich eine Uber- bzw. unterdominante Expasn Hybriden aufwiesen (Tab. 8). Gene
mit einem signifikantenR<0,1), nicht additiven Expressionsmuster im Endasgewebe des
F1-Hybrids 301x005 codieren zwei Histondeacetylasgine Untereinheit eines Chromatin
remodulierenden Komplexes, zwei globale Transloifaktoren, eine Histonacetyltransferase,
ein methylbindendes Protein sowie ein SET-Protéab( 9).

Tabelle 8: Expressionsverhalten der differentiell

exprimierten Chromatingene in reziproken F1-Hybriden

Uberdominant  Additiv Unterdominant
° set129 * smh106 *
2 cha120 ®
E sdg102 ?
sdg137 ?
hdal113 ¢ cenh3 ¢ chal26 ©
fiel © gtc101 ©
c htal12 © gtd101 ©
g nfd101 © hda117 ©
a nfd104 ° mbd116 ©
= nfd105 * ¢ set115 ©
- sdg105 ° gth101 ©
set124 ¢
set129 ¢

Auf der Basis der Expressionsanalysen mit dem ldsig3k-
Array ermittelte signifikante R<0,1) Expressionsverhalten.
Zur bioinformatischen Bestimmung wurden die Formeln
(PtPy)/2  fur Embryogewebe und H-{#FP,)/3 fir
Endospermgewebe genut2tEmbryo 301x005° Endosperm
005x301;° Endosperm 301x005
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Tabelle 9: Differentiell exprimierte Chromatingene

Bezeichnung * | Identitat ® Klasse © | Gewebe *°©
cenh3 Histon H3 D 2
cha101 Chromatin remodulierender_KompIex Untereinheit R (SWI2/SNF2 Homolog) mit den Proteindoméanen c 2
AT_hook, SNF2_N und Helikase_C
chal20 Chromatin Remodulierender Komplex Untereinheit R (SWI2/SNF2 Homolog) mit Helikase-C Doméne C 1
chal26 Chromatin remodulierender Komplex Untereinheit R (SWI2/SNF2 Homolog) mit SNF2_N Proteindoméne | C 2
chr101 Chromatin remodulierender_KompIex Untereinheit R (SWI2/SNF2 Homolog) mit den Proteindoménen c P
AT_hook, SNF2_N und Helikase_C
fiel Protein der Polycomb Gruppe mit WD40 Proteindomane C 1,2,3
gtal01 Globaler Transkriptionsfaktor Gruppe A (SPT5 Homolog) mit 4 KWO Proteinbereichen A 2,4
gtb101 Globaler Transkriptionfaktor Gruppe B (SPT6 Homolog) A 1
gtc101 Globaler Transkriptionsfaktor Gruppe C (SPT16 Homolog) mit Peptidase_24 Domane A 2,4
gtd101 Histonacetyltransferase (Tafll-250 Familie) mit Bromodoméane B 2
gte102 Globaler Transkriptionsfaktor Gruppe E (BDF1-FSH-RING3 Homolog) mit Bromodoméane A 2
hacl14 Histonacetyltransferase (CBP Familie) mit zz Doméane B 2
hda104 Histondeacetylase (HD2 Familie) mit den Proteindomanen Nucleoplasmin und zf-C2H2 B 1
hda105 Histondeacetylase (HD2 Familie) mit den Proteindomanen Nucleoplasmin und zf-C2H2 B 2
hdal13 Histondeacetylase (SIR2 Familie) mit SIR2 Doméne B 2
hdal17 Histondeacetylase (RPD3/HDA1 Superfamilie) B 1,2
hdt102 Histondeacetylase (HD2 Familie) mit den Proteindomanen Nucleoplasmin und zf-C2H2 B 2
htall2 Histon H2A D 1,2,3,4
Klon CC1104 Putatives Histone H2B (NP_915412.1) [Oryza satival; 2e-36 D 1,2
Klon CH4 ® ® Chromatin remodulierender Faktor CHD3 (AAL47211.1) [Oryza sativa], 6e-61 C 1,2
Klon HC11? ® Nucleosomen / Chromatin assemblierender Faktor C (AF384037.1) [Zea mays ], 0.0 D 1
Klon NE8 # ® putatives SET-Protein SUVR2 (XP_466798.1) [Oryza sativa], 1e-34 B 2
Klon UH7 ? ® AGONAUT 4 (AGO4) (NP_565633.1) [Arabidopsis thaliana], 5e-84 A 2,4
mbd116 Protein mit Methyl-Bindendem Proteinbereich B 2
nfe102 NucIe_osomgn/Chromatin assemblierender Faktor Gruppe C (MSI1 Homolog) mit 4 WD40 D 2
Proteinbereichen
nfd101 Protein der Klasse "High Mobility Group Family B" mit HMG_box Proteindomane D 2
nfd104 Protein der Klasse "High Mobility Group Family B" mit HMG_box Proteindomane D 2,4
nfd105 Protein der Klasse "High Mobility Group Family B" mit HMG_box Proteindoméane D 2,4
sdg102 SET Proteine mit SET Doméane B 1
sdg105 SET-Protein mit den Proteindoméanen YDG_SRA, Pre-SET und SET B 2,4
sdg130 SET Proteine mit den Proteindoménen zf-MYND und SET B 1
sdg135 SET Proteine mit den Proteindoménen SET, Pre-SET und YDG-SRA B 1
sdg137 SET Proteine mit den Proteindomanen SET, Pre-SET und YDG-SRA B 1
setl15 SET-Protein mit SET Doméne B 2
set124 SET-Protein mit den Domanen CXC und SET B 2,4
setl29 SET Proteine mit SET Doméane B 1,2
smh104 Einzel-myb-Histon mit dem Proteinbereich zur Myb-DNA Bindung und der Proteindoméne: Linker-Histon | D 2
smh106 Einzel-myb-Histon mit dem Proteinbereich zur Myb-DNA Bindung und der Proteindoméne: Linker-Histon | D 1,3
Ubersicht (iber signifikantR<0,05) differentiell exprimierte Chromatingene deterpool Genotypkombination

UH301/UH005; Bezeichnung und Identitat entspreaem Angaben der Datenbank (www.chromdb.org).
& Klone der subtrahierten cDNA-Banken: CH4 (EH03821BMB 301x005-005x005; HC11, UH7: EMB 301x005-
301x301; NE8: END 301x005-005x005
® Homologie zu Proteinsequenzen der Datenbankenttetmidurch BlastX Analyse (Datenbanknummer.),
[Organismus], E-Wert
¢ Zuordnung zu den Funktionsklassen: A: Allgemeirn&ktivitat regulierende Enzyme, B: Histon modéizinde
Enzyme, C: Chromatin remodulierende Enzyme, D:kStingene
4 differentielle Expression in den Geweben: 1: Emby4301/UH005, 2: Endosperm UH301/UH005

° Falls detektiert: differentielle Expression in:EBmbryo UH250/UH301, 4: Endosperm UH250/UH301
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3.5.4  Differentielles Auftreten von transponierbar@ Elementen und Transkripten

assoziierter Gene

Interessanterweise konnte ein unterschiedliches kafomen von RNA-Zwischenstufen
transponierbarer Elemente und eine differentiekpréssion von Genen, deren Genprodukte mit
Transposition in Verbindung stehen, zwischen Hybrichd Inzuchtlinien der interpool
Genotypkombination UH301/UHO005 festgestellt werdlEab. 10; Kapitel 7.3: Tab. 24).

Tabelle 10: Differentiell exprimierte transponierbare Elemente und assoziierte Gene

Bezeichnung ? Identitat ® Gewebe © ¢
CentA Retrotransposon ahnliches Element [Zea mays] (Ananiev et al., 1998) 2d
Cind Retrotransposon [Zea mays] 2d
Cinful RetrotransposofZea mays] (Sanz-Alferez et al., 2003) 1
Gypsy Retrotransposon [Zea mays] (Meyers et al., 2001) 1
Klon AH4 # ® putatives Protein eines transponierbaren Elementes (ABA94904.1) [Oryza sativa], 8e-65 1
Klon BC7 # ® putatives Mutator-Protein (AAM88614.1) [Oryza sativa], 3e-22 1
Klon CC8® ®Zea mays Copia éhnliches Retrotransposon Sto-1 (AF082127.1) [Zea mays], 1e-84 1,2
Klon GG6 * P putatives Protein " target of myb1" (BAD08174.1) [Oryza sativa], 6e-69 1
Klon OA11?® ® putatives Protein eines transponierbaren Elementes (ABA93947.1) [Oryza sativa], 2e-22 2
Klon RG10 ? putative Transposase (AAR96246.1) [Oryza sativa], 6e-15 1,2
Klon TF6 ® ® protein &hnlich einem Protein mit HGWP Wiederholungen (BAD36117.1) [Oryza sativa], 8e-63 1,2
Opie Retrotransposon [Zea mays] ( SanMiguel et al., 1996) 2d
Prem-1 Retrotransposon [Zea mays] (Turcich und Mascarenhas 1994) 2
Prem-2 Tyl-Klasse Retrotransposon [Zea mays] (Turcich et al., 1996) 2d
Reina TY3-Klasse Retrotransposon [Zea mays] (Avramova et al., 1996) 1
Stonor Retrotransposon [Zea mays] (Marillonnet und Wessler 1998) 2d

Signifikant (P<0,05) differentiell exprimierte transponierbare rante und Gene, deren Produkte mit Transposition
in Verbindung stehen, der interpool GenotypkombamatUH301/UHO005; Bezeichnung der Retrotransposons
entsprechend der Literatur

#Klone der subtrahierten cDNA-Banken : AH4 (EE297F1BC7, CC8, TF6: EMB 301x005-005x005; GG6: EMB
301x005-301x301; OA11l: END 301x005-005x005; RGINDE301x005-301x301

® Homologie zu Protein- und Nukleotidsequenzen dateBbanken ermittelt durch BlastX und BlastN Anatys
(Datenbanknummer), [Organismus], E-Wert

¢ differentielle Expression in den Geweben: 1: EmdiyH301/UH005, 2: Endosperm UH301/UH005

¢ Feststellung von Unterdominanz im Endospermgewdbs Hybrids 301x005; Fir die bioinformatische
Bestimmung des signifikante®<€0,1) Expressionsverhaltens wurde die Formel H)/3 fur Endospermgewebe
genutzt.

Insgesamt waren fur 10 verschiedene Retrotransptmoente Unterschiede zwischen den
untersuchten Genotypen im Embryo und/oder Endospexrchweisbar, wobei in Vergleichen
zwischen einer Inzuchtlinie und einem Hybrid steis verstarktes Auftreten der RNA-
Zwischenprodukte in der Inzuchtlinie Gber Microgaaalysen detektiert wurde (Kapitel 7.3:
Tab. 24). Im Embryogewebe konnte in Hinblick aué tiansponierbaren Elemer&ypsy und
Reina ein deutlicher Unterschied in den Transkriptnivseder Inzuchtlinien UH005 und UH301
festgestellt werden. gRT-PCR Analysen bestétigteseichs dap Embryonen den signifikanten
(P=0,13) Unterschied fur das Retrotranspodteina (Abb. 21). Die Microarrayexpressions-
daten zeigten fur das heterozygote Endospermgev88t&005 ein signifikant verringertes
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Auftreten der RNA-Zwischenstufen der Elemer@entA, Cind4, Opie, Prem2 und Sonor
(Kapitel 7.3: Tab. 24). Auf der Basis von bioinfatischen Analysen der Microarray-
expressionsdaten konnte ein signifikaR&@,1) unterdominantes Expressionsverhalten dieser
transponierbaren Elemente im Endosperm des HyBA@g005 festgestellt werden (Tab. 10).
Fur sechs Gene, deren Genprodukte mit Transpositioerbindung stehen, konnte eine
differentielle Expression im Embryo- bzw. Endospgewebe nachgewiesen werden. Sie
codieren fur eine Transposase, ein Mutatorproteid fiir vier Proteine, die transponierbaren
Elementen zugeordnet werden (Tab. 10). Die Expyasdaten, die mit Hilfe des Heterosis-3k-
Arrays ermittelt wurden, zeigten generell eine héhexpression dieser Gene in der Inzuchtlinie
UH301 oder den reziproken Hybriden im Vergleich imruchtlinie UH005. Dieses dominante
Expressionsmuster konnte in qRT-PCR Expressiongseralfir den Klon TF6 in sechs dap
Embryogewebe der interpool Genotypkombination UHBBID05 verifiziert werden (Abb. 21).
PCR Untersuchungen unter Verwendung von cDNA vésdemer Gewebe der Inzuchtlinien
UH301 und UHOO5 zeigten ferner eindeutig, dass baabig vom Gewebe oder Entwicklungs-
stand eine unterschiedliche Transkripthaufigkeiisztven den Inzuchtlinien vorlag (Abb. 20).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

500 bp — M. - - - -

Abbildung 20: Differentielle Expression des Gens T& in den Inzuchtlinien UH301 und UH005

PCR amplifizierte cDNA- und genomische Fragmente @E6-Gens; cDNA von sechs dap Embryonen, sechs dap
Endosperm, 14 dap Endosperm sowie Keimlingen undAyBer Inzuchtlinien UH301 und UHO005 wurden in PCR-
Reaktionen mit 35 Zyklen eingesetzt und anschlidldrer Agarosegelelektrophorese untersucht. Spsechis dap
EMB UH301, Spur 2: sechs dap EMB UH005, Spur 3hsetap END UH301, Spur 4: sechs dap END UHO0O05,
Spur 5: 14 dap END UH301, Spur 6: 14 dap END UH®@}ur 7: Keimling UH301, Spur 8: Keimling UH005,8p

9: gDNA UHO005, Spur 10: gDNA UH301; 1,2% Gel

Wahrend in Embryogewebe in den verschieden Genotge unterschiedliches Vorkommen
von 4 Retrotransposonelementen und die differéatekpression von 5 der sechs Proteingene
detektiert wurde, traten in Endospermgewebe derscthégdenen Genotypen die RNA-
Zwischenstufen von 7 Retrotransposons und die Krgte von drei Proteingenen mit
unterschiedlicher Haufigkeit auf. In beiden Gewelearen in Ubereinstimmender Weise ein
Copia &hnliches Retrotransposon, eine Transposase urlretiein mit HGWP Wiederholungen
unterschiedlich exprimiert (Tab. 10).

Im Rahmen der Sequenzierung von 360 differentigdrienierten Genfragmenten des Heterosis-
3k-Arrays wurde eine z. T. starke Redundanz in sldstrahierten cDNA Banken aus Embryo-
und Endospermgewebe in Hinblick auf transponierbBtemente und assoziierte Gene
festgestellt. Der Klon RG10 stand stellvertreteid das grof3te Cluster mit 80 identischen
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Sequenzen. Die Sequenz des Klons TF6 wurde zehmuieatles Klons AH4 finfmal und die
Sequenzen von OA11 und CC8 jeweils zweimal vorgidan

Il 301 x 301 301 x005 [] 005x301[] 005 x 005
60

50

40

* %
20 - —
Reina Klon TF6

Abbildung 21: Expressionsmuster vorReina und dem Gen TF6 in sechs dap Embryonen

Durch gRT-PCR Expressionsanalysen nachgewiesenee&sipnsmuster vomReina und dem Klon TF6, der
Homologie zu einem Protein mit HGWP-Wiederholungasigte, in sechs dap Embryogewebe der interpool
Genotypkombination UH301/UH005; Fehlerbalken geliba Standardabweichung wieder. Nicht vorhandene
Fehlerbalken verweisen darauf, dass der NachweiRNAs bzw. Transkripte nur in einer Probe mdghicdr.

* Auf der Basis von statistischen Analysen unterwendung zweiseitiger, studentischer T-Tests koreite
signifikant (°P<0,01) dominantes Genexpressionsverhalten nachgenviesrden.

3.6 Analyse der Heterosis assoziierten Genexpressim sechs dap Embryonen

3.6.1 Sequenzanalysen von Heterosis assoziiertemn@e und funktionelle Klassifikation

Unter Verwendung des Heterosis-3k-Arrays konnte® @2nfragmente als signifikar<0,05)
differentiell in mindestens einem Genotypvergledér sechs dap Embryonen der interpool
Genotypkombination UH301/UHOO05 identifiziert werdé€hab. 7). 74% dieser Genfragmente
waren auf der Basis von Sequenzdaten charaktéasieHierzu gehorten 12 Gene von
Chromatin assoziierten Proteinen (www.chromdb.@i@b. 9), drei Retrotransposonsequenzen
(Tab. 10), funf Gene, die durch Kooperationspartner Verfigung gestellt wurden, sowie 39
cDNAs aus Ei- und Zentralzellbanken und 106 seqeeiez Klone der subtrahierten cDNA-
Banken aus sechs dap Embryo- und Endospermgewebe.

Im Gegensatz zu den Chromatingenen, den Retrowaospequenzen und dem Cgin4, die
speziell ausgewahlte, bereits charakterisierte Efgen des Heterosis-3k-Arrays darstellten,
unterlagen die cDNAs der Eizell- und Zentralzellbem der Banken aus dem Zweizellstadium
sowie der subtrahierten Embryo- und Endospermbakkerer Selektion. Diese Banken waren
in Bezug auf die Sequenzidentitdt der cDNAs weiggeh uncharakterisiert. Um die 149
vorliegenden Sequenzen der differentiell exprineiertcDNAs dieser Banken naher zu
untersuchen, wurden Clusteranalysen durchgefuhd. Ahalysen zeigten, dass 113 (75,8%)
dieser cDNAs einzigartig waren. Von den 36 redubelarcDNAs wurde jeweils die langste
Sequenz eines Clusters fur weitere Analysen veretend

Die vier identifizierten, differentiell exprimiemie cDNAs aus dem Zweizellstadium stellten
einzigartige Sequenzen dar. Funf der 39 differéneieprimierten cDNAs aus der Zentralzelle
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waren redundant und bildeten zwei Cluster. Der KI&20622 reprasentiert ein Cluster mit drei
cDNAs. Die cDNA-Sequenz, die im Weiteren durch d¢@ons CC0447 vertreten wird, wurde
zweifach detektiert. Von 106 sequenzierten, difiéedl exprimierten cDNAs der subtrahierten
Banken aus Embryo- und Endospermgewebe waren 73AsD(68,9%) einzigartig. Die
redundanten cDNAs konnten sieben Clustern zu getreherden. Das groldte Cluster mit 19
cDNAs ist nachfolgenden durch den Klon RG10 repréisd. Der Klon CG8 steht
stellvertretend fir sieben redundante SequenzerKlda TF6 fur vier. Eine Gruppe von jeweils
drei gleichen Sequenzen vertreten die Klone DH2 ufd0. Die Klone GD8 und DD6
reprasentieren je ein Cluster mit jeweils zwei ttdien Sequenzen.

Sechs (AH4, CES8, CG8, DH2, FB10 und IE11) der #&igartigen cDNAs der subtrahierten
Embryo- und Endospermbanken wurden bereits im réfffiiellen Screening mit subtrahierten
cDNA-Populationen als stark differentiell expriniadentifiziert. Fur die verbleibenden 67
cDNAs der subtrahierten Embryo- und Endospermbankiém die cDNAs aus dem
Zweizellstadium und der Eizelle sowie Zentralzellerden Sequenzhomologien mit Hilfe des
BLAST-Programmes (Altschuét al., 1997) bestimmt. Dies geschah auf der Basis vohtnic
redundanten, offentlichen Sequenzdatenbanken utehbBanken, die Transkriptsequenzen aller
Spezies aufler Maus und Mensch zusammenfassen. &helld 11 gibt die ermittelten
Homologien dieser cDNAs und der sechs schon imebang identifizierten cDNAs sowie die
Lange der Sequenz und die Datenbanknummer, fakediorhanden ist, wieder. Ferner enthalt
Tabelle 11 Informationen zu den differentiell expierten Genen, die von Kooperationspartnern
zur Verfigung gestellt wurden.

Von 113 einzigartigen cDNAs der subtrahierten Bankes Embryo- und Endospermgewebe,
dem Zweizellstadium sowie der Eizelle und Zentigdzalie differentiell exprimiert waren und
sequenziert wurden, reprasentierten vier cDNAsahglunbekannte Gene. Fir diese cDNAs
konnten weder Homologien zu Sequenzen aus Proteid- Nukleotiddatenbanken noch zu
Sequenzen aus Transkriptdatenbanken gefunden werdeipei die Ausschlussgrenze fir
signifikant homologe Sequenzen eZi®etrug. Dem gegeniiber konnten fiir 109 cDNAs, 73,2%
der differentiell exprimierten, sequenzierten cDNAss uncharakterisierten Banken, hohe
Homologien zu Datenbankeintragungen ermittelt wer@ Sequenzen besalien eine Homologie
zu Proteinen oder Nukleotidsequenzen, die den Beatgnem bestimmten Gen herstellten. Auf
der Basis von funktionellen Kategorien, die durckhPBl etabliert wurden (Rude al., 2003),
konnten 76 Sequenzen in 13 funktionelle Kategoeiegestuft werden.

Die Abbildung 22 zeigt die Anzahl der einzigartigeiifferentiell exprimierten Gene aus nicht
charakterisierten Banken, die funktionellen Klassamgeordnet werden konnten. 56 Gene
(73,7%) mit Homologie zu charakterisierten Proteireder Genen konnten in eine der 13
funktionellen Kategorien eingeordnet werden. Bei&then wurde eine Einstufung in zwei oder
mehr Kategorien vorgenommen.
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Tabelle 11: Heterosis assoziierte Gene in sechs dambryonen der Genotypkombination UH301/UH005

Datenbank- Lange

Klon nummer [bp] BlastX Sequenzhomologie (Datenbanknummern)*® E-Wert

Differentiell exprimierte Gene der subtrahierte cDNA-Banken aus sechs dap Embryo- und Endospermgewebe

AD2 617 Putative Acyl-CoA Synthetase (ABA95920.1) [Oryza sativa] 2e-107

AE1 970 Protein ahnlich dem mitochondrialen Transkriptionsterminationsfaktor (XP_467809.1) [Oryza sativa] 2e-32

AH1 449 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

AH4 EE297712 754 Putatives Protein eines transponierbaren Elementes (ABA94904.1) [Oryza sativa] 8e-65

BA7 662 Protein ahnlich einem Transkriptionsfaktor (BAD73738.1) [Oryza sativa) 6e-41

BC10 985 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

BC7 580 Putatives Mutatorprotein (AAM88614.1) [Oryza sativa] 3e-22

BG9 568 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

BH6 653 Putatives Ribophorin | Homolog (CAA74910.1) [Hordeum vulgare] 2e-43

CC8 587 Copia-ghnliches Retrotransposon Sto-1 (AF082127.1) [Zea mays] le-84

CD3 1258 Putative Acetyl-CoA C-Acyltransferase (XP_450298.1) [Oryza sativa] 8e-54

CE8 713 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

CG4 476 Katalytisches Eisen-lonen bindendes Protein (NP_188597.1) [Arabidopsis thaliana] 2e-21

CG8 EE297730 210 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

CH4 EH038218 585 Chromatin remodulierender Faktor CHD3 (AAL47211.1) [Oryza sativa] 6e-61

DA4 471 Dynamin &hnliches Protein (BAD86966.1) [Oryza sativa] 3e-62

DA5 700 Protein ahnlich einem Protein mit PPR Wiederholungen (BAB61147.1) [Oryza sativa] 6e-33

DD6 421 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

DF8 399 Putatives RNA bindendes Protein (NP_909840.1) [Oryza sativa] 7e-48

DH2 EE297736 740 Protein ahnlich der Proteinkinase MSK-3 (CAB87631.1) [Arabidopsis thaliana] 2e-61

EC1 EH038219 396 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

EE3 261 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

EH12 400 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

EH2 EHO038220 596 Putatives Zellkernprotein P120 in proliferierenden Zellen (BAD12915.1) [Oryza sativa) 3e-36

FA12 352 Bislang unbekannte Sequenz -

FB10 EE297749 393 Unbekanntes Protein (XP_469322.1) [Oryza sativa] 4e-27

FC10 245 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

FC11 996 Phragmoplast assoziiertes Kinesin verwandtes Protein 1 (AAF78897.1) [Oryza sativa] 1le-133

FF8 EH038206 642 (— DV492610.1) Putative Helikase (AAM76346.1) [Oryza sativa] 4e-36

GC10 EH038207 382 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

GC3 269 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

GD7 568 Putative DNA Polymerase alpha Untereinheit (BAC43176.1) [Arabidopsis thaliana] 2e-46

GD8 EH038208 415 (— AY107974.1) RNA Polymerase Rpb1 (ABA91105.2) [Oryza sativa] 5e-09

GF3 418 Putatives ribosomales 60S Protein L23A (NP_908898.1) [Oryza sativa] 3e-25

GG6 650 Putatives Protein " target of myb1" (BAD08174.1) [Oryza sativa] 6e-69

HC11 618 Nucleosomen / Chromatin assemblierender Faktor C (AF384037.1) [Zea mays ] 0.0

HE2 398 Putatives Protein mit Sec63 Domane (XP_469692.1) [Oryza sativa] 7e-48

IC11 383 Putativer SC35 ahnlicher Splicing-Faktor SCL30a (XP_479243.1) [Oryza sativa] le-33

1IE11 EE297768 461 Katalytische Proteinphosphatase Type 2C (NP_174731.1) [Arabidopsis thaliana] 5e-57

1G4 665 Putative Ubiquitin spezifische Protease 6 (BAD88117.1) [Oryza sativa) le-142

JC1 EH038210 516 (— C0O447404.1) Putatives RING-H2 Zink-Finger Protein (AAP85546.1) [Oryza sativa] 4e-9

JD10 EH038209 625 Protein, das in Gehirn und reproduktiven Organen exprimiert wird (BAD53578.1) [Oryza sativa] le-89

KG1 304 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

KG9 721 Putative Diphosphat-Fruktose-6-Phosphat 1-Phosphotransferase alpha Kette (XP_467453.1) 2e-123
[Oryza sativa]

LB7 EHO038212 503 Protein, das einen ACT Bereich enthalt (ABA95833.1) [Oryza sativa] 3e-76

LB9 349 LONL1 Protease (U85494.1) [Zea mays] 7e-150

LC1 399 Protein ahnlich der alpha Keto-Saure Dehydrogenase E1 alpha Untereinheit (ABA95971.1) 9e-36
[Oryza sativa]

LE10 523 Putative Ubiquinol-Cytochrom-c Reductase (ABA91661.1) [Oryza sativa] le-29

MA7 EHO038213 1068 Putativer Translationsinitiationsfaktor elF-2B epsilon Untereinheit (BAD22043.1) [Oryza sativa] le-122

MG1 410 Putative System-A-Transporter Isoform 2 (BAD37809.1) [Oryza sativa] 2e-45

NA2 260 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

NC8 320 "Shaggy" verwandte Proteinkinase gamma (BAB40983.1) [Oryza sativa] 7e-32

NE3 549 Unbekanntes Protein [Pennisetum ciliare] (AAK15504.1) le-40

NF9 257 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

NG3 336 Gentranskript ohne bekannte Funktion -

56



Ergebnisse

Fortsetzung der Tabelle 11

Datenbank- Lange

Klon nummer [bp] BlastX Sequenzhomologie (Datenbanknummer)® E-Wert
OA5 396 Putative S ahnliche RNase (BAD82178.1) [Oryza sativa] 4e-57
OB10 682 Putatives JD1 (BAD54060.1) [Oryza sativa] 2e-86
OF10 293 Putative Vacuolen-Typ H+-transportierende anorganische Pyrophosphatase (BAD27918.1) 8e-23
[Oryza sativa]
OF8 636 Unbekanntes Protein [Oryza sativa] (XP_469994.1) 3e-33
OH9 315 GDP dissoziierendes Inhibitorprotein (GDI1) (AY346010.1) [Hordeum vulgare] 2e-17
PD7 785 Putativer Faktor der Auxin-Antwort 75 (CAD29645.1) [Arabidopsis thaliana] le-23
QE10 436 Nicht Clathrin ummanteltes Protein zeta2-COP (BAA93045.1) [Zea mays] le-35
QF8 1150  Putativer TAF5 (BAD37340.1) [Oryza sativa] 4e-170
RB5 466 Gentranskript ohne bekannte Funktion -
RG10 451 Putative Transposase (AAR96246.1) [Oryza sativa) 6e-15
RG11 326 Oligouridylat bindendes Protein (CAB75429.1) [Nicotiana plumbaginifolia] 4e-13
SA11 EHO03815 376 Putative CBL interagierende Proteinkinase 1 (BAA96628.1) [Oryza sativa] 5e-25
SE7 322 Putative 2-Oxoglutarat Dehydrogenase, E1 Untereinheit (XP_479634.1) [Oryza sativa] 3e-21
TB6 538 Bislang unbekannte Sequenz -
TC5 452 Zellwandprotein (M36912.1) [Zea mays] 0.0
TE7 513 Putatives Transkriptionsregulationsprotein (AAP54975.1) [Oryza sativa] 2e-59
TF11 627 Diacylglycerol Kinase 2 (ABA96787.1) [Oryza sativa] 2e-111
TF6 702 Protein ahnlich einem Protein mit HGWP Wiederholungen (BAD36117.1) [Oryza sativa) 8e-63
Eizell- und Zentralzellbanken
CC0110 743 Alpha Tubulin (ABG78593.1) [Oryza sativa] 3e-95
CC1104 660 Putatives Histone H2B (NP_915412.1) [Oryza sativa] 2e-36
CC1115 460 Gentranskript ohne bekannte Funktion -
CC0361 668 Protein ael (CAB56550.1) [Zea mays] 3e-65
CCO0115 374 Exonuklease (NP_566502.1) [Arabidopsis thaliana] 3e-13
CC0013 610 Putative Fettsaurehydroxylase (NP_909885.1) [Oryza sativa] le-77
CC0994 460 2 Kéalteakklimatisierungsprotein COR413-PM1 (AY181208.1) [Zea mays] 0.0
CC0244 630 Ribosomales Protein L35A (AAL59231.1) [Zea mays] 5e-59
CC0245 788 Putative Proteinase Nepenthesin Il (BAD53242.1) [Oryza sativa] le-106
CC0032 750 Putative Calcium abhéangige Proteinkinase (XP_475398.1) [Oryza sativa] 5e-22
CC0385 262 Gentranskript ohne bekannte Funktion -
CC0998 77 Superoxid-Dismutase (P23346) [Zea mays] 2e-84
CC0433 676 Translationsinitiationsfaktor 5A (CAA69225.1) [Zea mays] 3e-79
CC0437 448 2 LIP5 (AB011368.1) [Oryza sativa] 2e-37
CCo0447 DW475393 512 Putativer plastidarer ATP/ADP Transporter (BAD68020.1) [Oryza sativa] 2e-32
CC0456 765 Bislang unbekannte Sequenz -
CCO0530 453 Gentranskript ohne bekannte Funktion -
CC0541 677 Putativer Translationselongationsfaktor eEF-1 beta Kette (NP_910927.2) [Oryza sativa] le-30
CCO0055 411 Putative Ubiquinol-Cytochrom-c Reductase (AAX95093.1) [Oryza sativa] 7e-10
CC1042 287 Gentranskript ohne bekannte Funktion -
CC0063 510 Hitzeschockprotein 70 (Hsc70-5) (CAB89371.1) [Arabidopsis thaliana] 5e-16
CC0638 742 Putatives Thioredoxin ahnliches U5 kleines Ribonukleoprotein Partikel Protein (NP_922068.1) 2e-77
[Oryza sativa]
CC0622 DW475554 513 Adenosin-Kinase (CAB40376.1) [Zea mays] 2e-79
CC0677 533 Putative Serin/Threonin Phosphatase (AAV44139.1) [Oryza sativa] 7e-49
CC0690 330 Gentranskript ohne bekannte Funktion -
CC0774 667 Protein der Gotl &hnlichen Familie (ABF94577.1) [Oryza sativa] 6e-59
CC0690 748 ZmEBE-2 Protein (CAD24798.1) [Zea mays] le-86
CC0842 404 Bislang unbekannte Sequenz -
CC0876 386 Putative 3-oxoacyl Synthase |, Chloroplastenvorlaufer (BAD35225.1) [Oryza sativa] 4e-16
CC0989 403 Protein mit UBX Doméane (ABA92725.2) [Oryza sativa] 4e-16
CC0992 644 EREBP-4 ahnliches Protein (XP_467112.1) [Oryza sativa] 2e-19
CCEC5D12 400 Gentranskript ohne bekannte Funktion -
ECCC3B8 290 Gentranskript ohne bekannte Funktion -
ECCC3G1 669 Putativer Faktor der Auxin-Antwort (AAO34491.1) [Oryza sativa) 2e-29
ECCC4C9 692 DNA bindendes Protein (NP_190446.1) [Arabidopsis thaliana] le-42
ECCC7F9 351 Faktor 16 der Auxin Antwort (AAP54297.2) [Oryza sativa] 6e-19
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Fortsetzung der Tabelle 11

Datenbank- Lange
Klon nummer [bp] BlastX Sequenzhomologie (Datenbanknummer)® E-Wert

Gene, die von Kooperationspartnern zur Verfligung gestellt wurden

TO27 762 Ribosomale grof3e Untereinheit der Pseudouridin-Synthase A (YP_261474.1) 3e-114
[Pseudomonas fluorescens Pf-5]

TO37 503 Protein der Perl-ahnlichen Familie (ABB86252.1) [Solanum tuberosum] 2e-35

TO88 1024 @ Gen des Calpain-ahnlichen Protein (dek1) (AY061804.1) [Zea mays] 7e-104

TO97 AB194864 628 CCAAT bindender Transkriptionsfaktor (AY087696) (Arabidopsis thaliana) 2e-10

gin4 n. b. 400 Glutamin-Synthase 4

Signifikant (<0,05) differentiell exprimierte Klone der subtratém cDNA-Banken aus Embryo- und
Endospermgewebe, der Eizell- und Zentralzellbankewie von Kooperationspartnern zur Verfligung ghstel
Gene, die Uber den Vergleich von sechs dap Embrnydaeinterpool Genotypkombination UH301/UHO005 etett
wurden; Datenbanknummer (falls vorhanden), Langeb#g&annten Sequenz und BlastX Homologie mit E-Wert
sind gegeben. Unterstrichene Klone wurden beraeits differentiellen Screening als differentiell exprert
identifiziert.  AusschlieRlich eine BlastN Homologie konnte erefitiverden® Falls anstelle der Originalsequenz
eine hochgradig homologe Sequenz fiir die BlastXlysgagenutzt wurde, so ist deren Datenbanknummehdy
gekennzeichnet. n. b.: nicht bekannt

Hormonelle Regulation
Zellzyklus
Biogenese der zellularen Komponenten
Zellschicksal
Transponierbare Elemente und virale Proteine
Zellrettung, Abwehr und Virulenz
Signaltransduktion und zellulare Kommunikation
Zellulérer Transport und Transportmechanismen
Proteinschicksal
Proteinsynthese
Transkription
DNA Prozessierung
Metabolismus und Energie
Unbekannte Funktion
Keine Sequenzhomologie
Nicht klassifiziert

0 5 10 15 20 25 30 35

Abbildung 22: Funktionelle Klassifizierung der charakterisierten, Heterosis assoziierten Gene in Embgnen

74% der 223 differentiell exprimierten Genfragmewtren auf der Basis von Sequenzdaten charakidyasiel 13
einzigartige Gene der cDNA-Banken aus Embryo- unddSpermgewebe, Eizelle und Zentralzelle sowie dem
Zweizellstadium wurden entsprechend der Sequenzlogieound Klassifizierbarkeit 16 Kategorien zugewed

Die funktionelle Klassifikation zeigte, dass die isten Gene den Kategorien ,Transkription®
und ,Metabolismus und Energie“ zuzuordnen warenesBi Kategorien beinhalteten jeweils
28,9% der Klassifizierbaren, differentiell exprimen Gene aus nicht charakterisierten cDNA-
Banken. 63,6% der Gene, die sich der Kategoriendkaption“ zuordnen lie3en, zeigten eine
Homologie zu Proteinen, die an der transkriptiondentrolle der Genexpression beteiligt sind.
11,8% der Gene aus nicht charakterisierten cDNAkBarlie3en sich jeweils in die Kategorien
»Signaltransduktion und zellulare Kommunikation‘wge ,Proteinschicksal“ einordnen. In die
Klassen ,DNA Prozessierung“ und ,Transponierbarentgnte und virale Proteine* wurden
5,3% bzw. 7,9% Gene eingestuft.
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27,6% der Klassifizierbaren, differentiell exprimen Gene aus nicht charakterisierten cDNA-
Banken wiesen eine Homologie zu Proteinen aufedfie regulatorische Funktion wahrnehmen.
Diese insgesamt 21 Gene wurden auf Grund ihrertifumilen Zugehorigkeit in eine der
Kategorien ,Zellzyklus®, ,Transkription®, ,Proteirysithese”, ,Hormonelle Regulation® oder
.DNA Prozessierung“ eingestuft.

3.6.2  Heterosis assoziierte Expressionsmuster incks dap F1-Embryonen

Auf der Grundlage von Expressionsdaten konnensstthe Analysen unter Verwendung
zweiseitiger studentischer T-Tests durchgefuhrt deey um Gene entsprechend des
Expressionsverhaltens in reziproken F1-Hybriden udnduchtlinien zu klassifizieren und
bestimmten Expressionsmustern zuzuordnen.

Bei 31 zufallig ausgewéhlten Genen, die in den ps&h mit dem Heterosis-3k-Array eine
differentielle Expression zeigten, wurde das Exgimssverhaltens in sechs dap Embryonen der
interpool Genotypkombination UH301/UHO005 auf dersBavon gRT-PCR Expressionsdaten
Uberpruft. Diese Gene wiesen unterschiedlichste ddlogren bzw. Identitaten auf (Tab. 12). Auf
Grund ihres Expressionsverhaltens in reziprokerHififiden und Inzuchtlinien konnten diese
Gene verschiedensten Expressionsmustern zugeaverddn (Abb. 23; Tab. 12).

25 [ 301 x 005 [] 005 x 301
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Uberdominant Dominant Semidominant Ad ditiv

Abbildung 23: Nicht additives Expressionsverhalterist in 6 dap F1-Embryonen vielfach detektierbar

Uberblick liber das Expressionsverhalten von 31défsrentiell exprimiert identifizierten und mitelgRT-PCR
naher charakterisierten Gene in reziproken sechs HBHa-Embryonen der interpool Genotypkombination
UH301/UH005; Additiv: Die Expression gleicht demthdi der Eltern. Semidominant: Das Expressionsutrhast
von additiv verschieden, aber nicht dominant. Dantn Die Expression gleicht dem hdher exprimierenBéer.
Uberdominant: Die Expression ist starker als imerd@xprimierenden Elter.

Insgesamt 35 Mal (13x fur das Hybrid 005x301, 22xdas reziproke Hybrid 301x005) konnte
ein signifikant P>0,15) additives Expressionsverhalten in F1-Embryondas von der

durchschnittlichen Expression der Inzuchtlinienhbizu unterscheiden war, festgestellt werden.
Ein semidominantes Expressionsverhalten der hegtgoden Nachkommen, das signifikant
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(P<0,15) nicht additiv war, aber nicht die Expressgiake des hochst exprimierenden Elter
erreichte, wurde acht Mal detektiert. Das Hybrid W05 zeigte dieses Expressionsverhalten bei
drei Genen, wahrend fur das reziproke Hybrid 5 Mah solches Expressionsmuster
nachgewiesen wurde. Ein signifikan®<Q0,15) dominantes Expressionsmuster, das dadurch
gekennzeichnet ist, dass das Hybrid das gleicheeSgnsniveau erreicht wie die hdchst
exprimierende Inzuchtlinie, konnte 18 Mal (301x06%; 005x301: 12x) nachgewiesen werden.
Eine im Vergleich zu beiden Inzuchtlinien erhohteission (Uberdominanz) war fir ein Gen
im Hybrid 005x301 feststellbar.

Tabelle 12: Expressionsverhalten von 31 differentieexprimierten Genen in reziproken 6 dap F1-Embryamen

Expressionsverhalten

Gen 301x005  005x301 Identitiat bzw. Homologie *

BA7 ad ad Protein ahnlich einem Transkriptionsfaktor (BAD73738.1) [Oryza sativa], 6e-41

CCo0447 semi semi Putativer plastidarer ATP/ADP Transporter (BAD68020.1) [Oryza sativa], 2e-32

CC0622 ad dom Adenosin-Kinase (CAB40376.1) [Zea mays], 2e-79

CG8 ad ad Gentranskript ohne bekannte Funktion

CH4 ad dom Chromatin remodulierender Faktor CHD3 (AAL47211.1) [Oryza sativa],6e-61

DH2 dom dom Protein ahnlich der Proteinkinase MSK-3 (CAB87631.1) [Arabidopsis thaliana], 2e-61

EC1 dom semi Gentranskript ohne bekannte Funktion

EH2 ad dom Putatives Zellkernprotein P120 in proliferierenden Zellen (BAD12915.1) [Oryza sativa), 3e-36

FB10 ad ad Unbekanntes Protein (XP_469322.1) [Oryza sativa], 4e-27

FC11 ad ad Phragmoplast assoziiertes Kinesin verwandtes Protein 1 (AAF78897.1) [Oryza sativa],1e-133

FF8 ad semi (— DV492610.1) Putative Helikase (AAM76346.1) [Oryza sativa), 4e-36

GC10 semi semi Gentranskript ohne bekannte Funktion

GD8 semi semi (— AY107974.1) RNA Polymerase Rpb1 (ABA91105.2) [Oryza sativa], 5e-09

HC11 ad ad Nucleosomen / Chromatin assemblierender Faktor C (AF384037.1) [Zea mays ], 0.0

HE2 ad dom Putatives Protein mit Sec63 Domane (XP_469692.1) [Oryza sativa], 7e-48

IE11 ad ad Katalytische Proteinphosphatase Type 2C (NP_174731.1) [Arabidopsis thaliana], 5e-57

JC1 ad dom (— C0447404.1) Putatives RING-H2 Zink-Finger Protein (AAP85546.1) [Oryza sativa],4e-09

JD10 ad ad Protein, das in Gehirn und reproduktiven Organen exprimiert wird (BAD53578.1) [Oryza sativa], 1e-89

KG9 dom dom Putative Diphosphat-Fruktose-6-Phosphat 1-Phosphotransferase alpha Kette (XP_467453.1)
[Oryza sativa), 2e-123

LB7 ad ad Protein, das einen ACT Bereich enthalt (ABA95833.1) [Oryza sativa], 3e-76

LC1 dom dom Protein ahnlich der alpha Keto-Séure Dehydrogenase E1 alpha Untereinheit (ABA95971.1)
[Oryza sativa], 9e-36

MA7 ad tberdom  Putativer Translationsinitiationsfaktor elF-2B epsilon Untereinheit (BAD22043.1) [Oryza sativa], 1e-122

OA5 ad ad Putative S &hnliche RNAse (BAD82178.1) [Oryza sativa], 4e-57

QF8 ad ad Putativer TAF5 (BAD37340.1) [Oryza sativa], 4e-170

Reina ad ad TY3-Klasse Retrotransposon [Zea mays] (Avramova et al., 1996)

SAll ad dom Putative CBL interagierende Proteinkinase 1 (BAA96628.1) [Oryza sativa], 5e-25

sdg130 ad ad SET Proteine mit den Proteindoménen zf-MYND und SET

setl29 ad ad SET Proteine mit SET Doméane

TC5 dom dom Zellwandprotein (M36912.1) [Zea mays], 0.0

TF6 dom dom Protein ahnlich dem Protein mit HGWP Wiederholungen (BAD36117.1) [Oryza sativa], 8e-63

TO97 ad dom CCAAT bindender Transkriptionsfaktor (AY087696) (Arabidopsis thaliana)

Signifikantes P<0,15;P>0,15) Expressionsverhalten von 31 zuféllig ausgéeghdifferentiell exprimierten Genen
in reziproken sechs dap F1-Embryonen der interg@mhotypkombination UH301/UHO05; Expressionsverimalte
jedes F1-Genotyps und Sequenzhomologie bzw. ldénsind gegeben. Die Klassifizierung des Expression
verhaltens wurde auf der Basis von gRT-PCR Exprasainalysen mit Hilfe von zweiseitigen studentischerl est
durch die Uberprifung der Hypothesen A): Hi=(P;+P,)/2 und B) H: H=Ps; vorgenommen. ad: additiv (Die
Expression gleicht dem Mittel der Eltern. H{P»)/2); semi: semidominant (Das Expressionsverhaistrn/on
additiv verschieden, aber nicht dominan#(PL+P,)/2 n H#Pgs n H-Pz<0); dom: dominant (Die Expression gleicht
dem hoher exprimierenden Elter#{P,+P,)/2 n H=Ps); Uberdom: uberdominant (Die Expression ist staeks im
stark exprimierenden Elter A(P;+P,)/2 n H£Pg N H-Pz>0)

2 Falls anstelle der Originalsequenz eine hochgrhdigologe Sequenz fiir die BlastX Analyse genutzideyso ist
deren Datenbanknummer durehgekennzeichnet.
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Insgesamt konnte in 435% der Falle ein signifika(<0,15) nicht additives
Expressionsverhalten in sechs dap F1-Embryonen Giarotypkombination UH301/UH005
nachgewiesen werden, wobei die Genexpression im3W5Hybrid sehr viel haufiger (56,3%)
als im Hybrid 301x005 (28,1%) nicht dem elterlicHi2archschnitt entsprach (Abb. 23).

Bei acht der 31 untersuchten Gene wiesen beide yblid¢ das gleiche nicht additive
Expressionsmuster auf. Diese acht Gene sind in@aatiihre Sequenzhomologie zu bekannten
Proteinen der Datenbanken sehr verschieden (Tab.V¥g@hrend die Gene KG9, LC1 und
CC0447 aufgrund ihrer Homologie mit dem Primarmeliginus in Zusammenhang gebracht
werden konnten, zeigten die Gene DH2, GD8 und TiRé Eomologie zu einer Proteinkinase,
einer RNA-Polymerase bzw. zu einem Protein, dasTrahsposition in Verbindung steht. Flr
das Gen GC10 konnte keine Homologie zu einem be&anRrotein mittels BlastX Analyse
gefunden werden.

Fur neun Gene konnte nur im 005x301 F1-Hybrid eireht additive Expression festgestellt
werden. Zu diesen gehorten das Uberdominant exgnienGen MA7, die im Hybrid 005x301
dominant exprimierten Gene EH2, TO97, SA1l, CH4,0622, JC1 und HE2 sowie das
semidominant exprimierte Gen FF8. Nahezu allen gesaen war die Homologie zu Proteinen
mit einer putativ regulierenden Funktion (Tab. 12).

3.7  Allelspezifische Expressionsanalysen in verseldienen embryonalen

Entwicklungsstadien

Ziel dieser Expressionsanalysen war es, Informatiozur Regulation der differentiellen
Expression in der frihen Embryonalentwicklung voraiddzu erhalten. Ferner sollten die
Analysen Aufschluss Uber die fur Heterosis essafpaternale Genomaktivierung bringen.

Aus diesem Grund wurde die Bestimmung der relatidénfigkeit allelspezifischer Transkripte
sowohl bei sechs und acht dap Hybridembryonen aish abei Zygoten und drei dap
Hybridembryonen der interpool Genotypkombination308/UHO05 vorgenommen.

Um parentale Effekte von allelspezifischen Regaofeteffekten, die auf dieis-regulatorischen
Elemente der zwei untersuchten Genotypen zurtckeefiisind, zu trennen, wurden beide
reziproken Hybride (301x005, 005x301) in den jewgeth Entwicklungsstadien analysiert.

Die Analysen wurden mit Hilfe polymorpher Genortiner PCR basierten Methode zur
Generierung von allelspezifischen  Nukleotidsequenzeind ,Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight* (MALDI-TOF) Mssenspektrometrie fur 20 ausgewahlte
Gene durchgeflnhrt.

3.7.1  Auswahl und Charakterisierung der allelspeziéch zu untersuchenden Gene

Die Auswahl der zu untersuchenden Gene basierte dauf Microarrayanalysen, die die
Identifikation von Heterosis assoziierter Genexgias in sechs dap Embryonen der interpool
Kreuzung UH301/UHO005 zum Ziel hatten (Kapitel 3&RT-PCR wurde fur die weiterfihrende
Charakterisierung der Expression verschiedener @egsechs dap Embryonen der Inzuchtlinien
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UH301 und UHOO05 genutzt. Um in der Untersuchundghinicur eine bestimmte Gruppe von
Genen mit beispielsweise einer Tendenz zu alleiBpelzen, regulatorischen Effekten zu
analysieren, wurden 20 Gene mit unterschiedlichfedifitiellen bis fast gleichen
Expressionsniveaus zwischen den Genotypen UH30LHAD5 ausgewahlt (Tab. 13; Abb. 24;
Kapitel 7.1: Tab. 15).

PCR-Analysen zur Genexpression der 20 ausgewaBisere zeigten, dass alle Gene sowohl in
den zu untersuchenden Entwicklungsstadien als a@wuchnbefruchteten Kolben, sechs dap
Endosperm, Keimlingen, Blatt und Wurzel exprimiggrden (Daten nicht gezeigt).

EH038211

EH038210

EH038209

EH038218

AB194864

EH038216

EH038213

EH038221

[ EH038212

[ EH038205

[ EH038220
[ DW475393
[ £H038208

] EH038219
] EH038206

] EHO38207

100 16 0 10 100 1000 10000 100000 1000000

Abbildung 24: Allelspezifisch untersuchte Gene ze&n unterschiedlich diff. Expression in UH301 und UB05
Mittels qRT-PCR detektierte Expressionsunterschidde 20 Gene, die fir die allelspezifischen Expozss
analysen ausgewahlt wurden, in den InzuchtlinierBHund UHOO05; Graue Balken geben die erhdhte Exgje
in der Inzuchtlinie UH005, schwarze Balken die @r thzuchtlinie UH301 wieder. OC8 konnte aufgruatiiénden
Expression in UH301 nicht dargestellt werden.

Fur die vergleichende Charakterisierung der Geresgionsniveaus der ausgewahlten Gene in
sechs dap F1-Hybrid- und Inzuchtembryonen der por Kreuzung UH301/UHO05 wurden
umfangreiche gRT-PCR Analysen durchgefiihrt undssisth ausgewertet (Abb. 25).

In Hybriden konnte 19 Mal ein additives Expressiu@balten nachgewiesen werden, wobei die
Expression der Gene EH038209, EH038221, EH0382B038216 und EH038212 in beiden
reziproken Hybriden (301x005 und 005x301) gleiche®en vom elterlichen Durchschnitt nicht
zu unterscheiden war. 21 Mal konnte in den F1l-Emen eine signifikantR<0,15) nicht
additive Genexpression festgestellt werden. Bei@enen EH038219, DW475393, EH038214,
EH038217, EH038207 und EH038208 zeigten beide mazgm Hybriden eine vom elterlichen
Durchschnitt abweichenden Expression. BM(Q,15) signifikant semidominantes Expressions-
verhalten, das einer erhdhten, aber nicht domimakbtepression entspricht, liel3 sich 11 Mal
detektieren. Die Expression der Gene EH038207, BRO3, EH038214 und DW475393 war in
jeweils beiden reziproken F1-Hybriden semidominaAtht Mal konnte eine dominante
Expression in F1-Embryonen festgestellt werden. Bgibrid 005x301 zeigte sowohl fir das
Gen EHO038213 als auch fir das Gen EH038217 einifikgm (P<0,15) Uberdominantes
Expressionsverhalten.
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Abbildung 25: Expressionsmuster der allelspezifischintersuchten Gene in 6 dap Embryonen

Durch gRT-PCR ermittelte relative Expression déglspezifisch untersuchten Gene in sechs dap Ergkryebe
der interpool Genotypkombination UH301/UH005; DirpEessionsniveaus der unterschiedlichen Genotypeh s
entsprechend der Legende farblich gekennzeichmétleFbalken geben die Standardabweichung wieder.ride
Kurve jedes Expressionsmusters zeigt die Uber Mitayanalysen ermittelten Expressionsdaten flimj&glenotyp.
Mit Hilfe von zweiseitigen studentischen T-Testt ménen die Hypothesen A)oHH=(P;+P,)/2 und B) H: H=P;
uberprift wurden, erfolgte die Klassifikation degpEessionsverhaltens in F1-Embryonefsignifikant £<0,15)
nicht additive Expression ¢HPy+P,)/2), *°: signifikant £>0,15) dominante Expression £#P,+P,)/2 n H=Py), **:
signifikant (P<0,15) semidominante Expression #®,+P;)/2 n H#Pz n H-Pg<0), ** signifikant (<0,15)
Uberdominante Expression£tP;+P,)/2 n H#£Pg n H-Pz>0)

Fur eine weiterfuhrende Charakterisierung wurden@ensequenzen der 20 ausgewahlten Gene
mit Eintragungen von Nukleotid- und Proteinsequenze den Datenbanken verglichen (Tab.
13). Die Sequenzen von 5 Genen zeigten keine Hayeolu Datenbankeintragungen, wéahrend
15 Gene zu Proteinen mit unterschiedlichen Funktiohomolog waren. Einige dieser Proteine
sind beteiligt am zellularen Transport, am Aminagséwetabolismus oder an der Translation.
Andere kodieren fir ein putatives Signaltransduigprotein oder einen Chromatin
remodulierenden Faktor.

Fur acht der 20 ausgewahlten Gene konnte eine dsamale Lokalisierung auf der Basis einer
hohen Homologie in BlastN Analysen zu Sequenzen Muactterial artificial chromosoms*
(BAC) der Maisinzuchtlinie B73, deren chromosom@&i®rdnung bekannt ist, bestimmt werden.
Diese acht Gene konnten funf der 10 ChromosomerZgamays zugeordnet werden (Tab. 13).
Ferner konnten flur die ausgewdahlten 20 Gene geteigh@ymorphismen, bei denen es sich je
nach Gen um Einzel- oder Mehrfachnukleotidaustaigater Insertionen bzw. Deletionen von
Nukleotiden handelt, fir eine Unterscheidung deelalidentifiziert werden.
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Tabelle 13: Charakterisierung der allelspezifisch ntersuchten Gene auf der Basis von Sequenzhomologie

Datenbank-Nr.  BlastX Sequenzhomologie * (Datenbanknummer) E Wert Lokalisierung b
EH038207 Keine Sequenzhomologie - Chromosom 4
EH38206 (— DV492610.1) Putative Helikase (AAM76346.1) [Oryza sativa] 4e-36

EH038219 Keine Sequenzhomologie - -

EH038208 (— AY107974.1) RNA Polymerase Rpb1 (ABA91105.2) [Oryza sativa] 5e-09 Chromosom 5
DW475393 Plastidischer ATP/ADP Transporter [Oryza sativa] (AAX58120.1) 2e-32 -

EH038220 Putatives Zellkernprotein P120 in proliferierenden Zellen (BAD12915.1) [Oryza sativa] 3e-36 Chromosom 4
EH038205 Mitochondrialer Elongationsfaktor G (AAK53868.1) [Oryza sativa) 8e-160

EH038221 (— CF636186.1) Bindung von Nukleotiden (NP189852.1) [Arabidopsis thaliana] 9e-04

EH038213 Putativer Translationsinitiationsfaktor elF-2B epsilon Untereinheit (BAD22043.1) [Oryza sativa] le-122

EH038212 Protein, das einen ACT Bereich enthalt (ABA95833.1) [Oryza sativa] 3e-76

EHO038216 Keine Sequenzhomologie - Chromosom 4
AB194864 CCAAT bindender Transkriptionsfaktor der Familie Untereinheit B (ABA99882.1) [Oryza sativa] ~ 5e-27

EH038218 Chromatin remodulierender Faktor CHD3 (AAL47211.1) [Oryza sativa] 2e-60

EH038214 NAM &hnliches Protein (BAD37987.1) [Oryza sativa] 4e-22

EH038209 Protein, das in Gehirn und reproduktiven Organen exprimiert wird (BAD53578.1) [Oryza sativa] le-89 -

EH038210 (— C0O447404.1) Putatives RING-H2 Zink-Finger Protein (AAP85546.1) [Oryza sativa] 4e-09 Chromosom 2
DW475554 Adenosinkinase (CAB40376.1) [Zea mays] 2e-52 Chromosom 2
EHO038215 Putative CBL interagierende Proteinkinase 1 (BAA96628.1) [Oryza sativa] 5e-25 Chromosom 3
EH038217 Keine Sequenzhomologie - Chromosom 8
EH038211 Keine Sequenzhomologie -

BlastX Sequenzhomologie und Lokalisierung der sfietifisch untersuchten Gené; Falls anstelle der
Originalsequenz eine hochgradig homologe SequendiéiBlastX Analyse genutzt wurde, so ist dereteDbank-
nummer durch— gekennzeichnef. Chromosomale Lokalisierung auf der Basis hoher dlogie in einer BlastN
Analyse zu BAC-Sequenzen der Maisinzuchtlinie B#8en chromosomale Zuordnung bekannt ist, E Wé&g*

3.7.2  Expressionsregulation in sechs und acht dagfEmbryonen

Die fur sechs dap F1-Hybride nachgewiesenen Expressuster (Kapitel 3.7.1) sind Folge
einer durchcis-Variationen und/odetrans-Faktoren beeinflussten Genregulation. Mit Hilfe de
allelspezifischen Expressionsanalyse kann untexdehi werden, ob itrans wirkende Faktoren
odercis-Variationen der Inzuchtlinien die Regulation irr #dialgeneration bestimmen.

Ein Gen, das in F1-Hybriden das gleiche allelisErpressionsverhaltnis aufweist wie in der 1:1
cDNA-Mischung der Inzuchtlinien, ist ausschlieRlick-reguliert (Wittkopp, 2004; Stupar und
Springer, 2006). Eindrans-Regulation ist nach Stupar und Springer (2006)ndan der
Filialgeneration feststellbar, wenn die Expressienisaltnisse der Allele in der F1-Generation
keine Ubereinstimmung zu der 1:1 cDNA Mischung eaigaber dem allelischen Verhaltnis in
gDNA (Ratio der Allele = 1) gleichen. Ist die Ratier Allele in F1-Embryonen von eins
verschieden und keine ausschliellideRegulation signifikant feststellbar, so nehmendbei
Regulationsartencig/trans) auf die allelische Expression im F1-Hybrid Eisu(Stupar und
Springer, 2006). Zweiseitige studentische T-Testsden genutzt, um signifikantd®<0,05)
Unterschiede zwischen der relativen Transkriptigikefit des 005 Allels in Hybrid-cDNA und
der 1:1 cDNA-Mischung bzw. der gDNA-Probe aufzueeigAuf der Basis dieser statistischen
Analysen konnte fur jedes untersuchte Gen die in aziproken Hybriden vorherrschende
Regulation ermittelt werden (Abb. 26; Kapitel 7Thb. 18).

Von den 20 untersuchten Genen wurden im sechs @4x085 Hybrid finf Gene als
ausschlief3lichcis-reguliert, ein Gen aldrans-reguliert und 13 Gene alsis/trans-reguliert
eingestuft. Bei vier Genen des sechs dap Hybrids®@l wurde ein€is-Regulation, bei zwei
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Genen eindrans-Regulation und bei ebenfalls 13 Genen eine koreliacis/trans-Regulation
festgestellt. Ein Gen konnte auf Grund fehlendeNgBbNerte in beiden Hybriden nur als nicht
ausschlieRlicttis-reguliert klassifiziert werden.

In acht dap F1-Embryonen wurde folgende Regulatexhgewiesen: Neun der 20 Gene konnten
im 301x005 Hybrid als ausschlief3liadhis-reguliert eingestuft werden, drei Gene #lans-
reguliert und acht Gene atss/trans-reguliert. Im 005x301 Hybrid wurden insgesamt 14n&
als ausschlieBlicttis-reguliert, zwei Gene alsrans-reguliert und sechs Gene at&s/trans
reguliert klassifiziert.

Die Untersuchungen zeigten, dass die reziprokerHyride eine &hnliche Regulation der
Genexpression aufwiesen. Eine flr beide Hybridenalyleiche Anzahl an Genen konnte in den
unterschiedlichen Entwicklungsstadien (sechs dap/dep) den jeweiligen Regulationsarten
zugeordnet werden.
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Abbildung 26: Unterschiedliche Regulationseinflisse sechs und acht dap F1-Embryonen

Die relative Haufigkeit des 005 Allels in cDNA-Pmrab von sechs und acht dap F1-Embryonen (Y-Achsedlevu
gemeinsam mit der relativen Haufigkeit des 005 lAli@ Proben, die durch 1:1 Mischungen der InzudbiNAS
entstanden, (X-Achse) aufgetragen. Die Fehlerbafjadren das 95% Konfidenzintervall wieder. Durchistiache
Analysen auf der Basis von zweiseitigen studenéiscii-Tests nach Stupar und Springer (2006) konige d
Regulationsart fiir die untersuchten Gene als sigmit (P<0,05) ermittelt werden. Entsprechend der Regulation
erfolgte die farbliche Kennzeichnung in den Diagnaen. Cis (H=1:1Mischung): weil3frans (H#1:1Mischungn
H=gDNA): grau;cig/trans (H#£1:1Mischungn Hq: H#gDNA): schwarz. Die horizontale Line weist auf dievartete
Lokalisierung vontrans-regulierten Genen hin, wahrend die winkelhalbidesivinie die erwartete Lokalisierung
voncis-regulierten Genen andeutet.
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Die Lokalisierung der meistenigtrans-regulierten Gene in Abbildung 26 nahe der horiatant
Linie wies den starken Einfluss dérans-Regulation in sechs dap Embryonen nach. Eine
vornehmlich cis-regulatorisch gepréagte Expression konnte in aep Bmbryonen durch die
nahere Lokalisierung der Gene an der Winkelhalbekza festgestellt werden (Abb. 26).

Durch die allelspezifischen Expressionanalysen t®nnachgewiesen werden, dass die
Genexpression in acht dap Embryonen im Zuge eieginderten Regulation erfolgte. Wahrend
in sechs dap Embryonen die meistern Geneialgans-reguliert eingestuft wurden, konnte in
acht dap Embryonen vorherrschenddgeregulierte Expression festgestellt werden (Abh. 27

16 Abbildung 27: Regulationsumstellung in F1-Embryonen
Gegeniberstellung der Regulationsmechanismen fir 20
Gene in sechs und acht Tage alten 005x301 Hybrid-
embryonen

cis/trans

6dapEmMB 4 dap EMB

In sechs dap Embryonen konnten durch die Zusammeanij der Daten zum
Expressionsverhalten der Hybride im Vergleich zuwn ddterlichen Inzuchtlinien und zur
allelspezifischen Expression in Hybriden Hinweisé die Steuerung der Genexpression unter
heterozygoten Bedingungen gewonnen werden (Tab. 14)

Die signifikante Uberdominanz der Gene EH038213 &#D38217 im 005x301 Hybriden
konnte in Zusammenhang gebracht werden mit eangtrans-Regulation. Ein dominantes
Expressionsverhalten wurde bei 75% der untersudBtare in Kombination mit einers/trans-
regulierten Expression beobachtet, obwohl auch eisieoder trans-Regulation bei dominant
exprimierten Genen vorgefunden wurde. Auffallig waass das dominante Expressionsverhalten
im 005x301 Hybrid im Vergleich zum reziproken Hybh&aufiger nachgewiesen werden konnte
und die dominant exprimierten Gene in diesem Hyhtglausschliellickrans- odercig/trans-
reguliert eingestuft wurden. Eine semidominantereEsgpion wurde bei den untersuchten Genen
gemeinsam mit einer ausschliel3licls- bzw. cis/trans-regulierten Expression festgestellt. Ein
additives Expressionsverhalten konnte in den Hyoridgornehmlich bei Genen nachgewiesen
werden, die alscig/trans-reguliert eingestuft wurden. Bei zwei Genen wusla additives
Expressionsmuster in Kombination mit eirges-Regulation nachgewiesen. Zwei weitere Gene
zeigten ein additives Expressionsverhalten und amrth den entsprechenden Hybriden als
trans-reguliert klassifiziert.
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Tabelle 14: Steuerung der Genexpression unter heterygoten Bedingungen

Allelische Regulation unter Hybridbedingungen b

Expressionsverhalten der Hybride

im Vergleich zu den Elternlinien ? cis trans cis/trans
Uberdominant (0/2)
Dominant (1/0) (0/1) (1/5)
Semidominant (214) (213)
Additiv (2/0) (2/1) (11/4)

Kombinierte Darstellung der gRT-PCR Ergebnisdeund der Erkenntnisse, die uber allelspezifische
Expressionsanalys8mewonnen wurden; In den Klammern ist die Anzahl@ene, die in den reziproken Hybriden
der interpool Genotypkombination UH301/UHO005 einetsprechend regulierte Expression zeigte, getrennt
(301x005/005x301) aufgefihrt.

3.7.3 Paternale Genomaktivierung und allelspezifise Genexpression im Embryo

Um zu zeigen, wann die fur Heterosis unverzichthzagernale Genomaktivierung vollzogen
wird, wurden allelspezifische Expressionsanalyserclteftihrt. Die Untersuchungen basierten
auf ein dap Zygoten (vor der ersten Zellteilungkidlap Proembryonen (8 bis 16 Zellen) und
sechs dap Embryonen des Transitionsstadiums (eimigdert Zellen), die vollstdndig von dem
umgebenden miitterlichen Gewebe (Abb. 29A) mittelerddlissektionstechnik getrennt wurden.

Fur alle der insgesamt 20 untersuchten Gene konntder Zygote Transkripte der paternalen
Allele nachgewiesen werden (Abb. 29B; Kapitel 1.ab. 17).

Vier Gene (DW475393, EH038319, EH038217, and EHQ3B2zeigten die vorwiegende
Expression nur eines Allels unabhangig vom eltedic Ursprung in Zygoten und in
Hybridembryonen der frihen Entwicklung. Bei zwei née (EH038207, EH038206), die
zwischen den elterlichen Inzuchtlinien die starkdiféerentielle Expression zeigten, wurde in
beiden reziproken Hybriden zu allen untersuchtenitpdekten der Entwicklung die
ausschlie3liche Expression des Allels UHO005 unagiganvom elterlichen Ursprung
nachgewiesen.

Durch den Vergleich der allelspezifischen Transképifigkeiten in den reziproken Hybriden,
die abgesehen vom elterlichen Ursprung der All@eegisch identisch sind, konnten elterliche
Effekte, die auf das relative Transkriptniveau kis$§ nehmen, abgeleitet werden. Beispielsweise
wurde eine ausschliel3liche Expression des jewailigétterlichen Allels in beiden reziproken
Hybriden auf einen 100% miuitterlichen Effekt verweeiswahrend eine vollkommen gleichartige
Expression der Allele in den reziproken Hybridengizedass kein elterlicher Effekt auf die
Transkription Einfluss nimmt.

In Zygoten konnte bei sieben der 20 untersuchteneGein signifikanter Einfluss durch den
elterlichen Ursprung festgestellt werden, wahreredl b2 Genen die Transkripthaufigkeit
signifikant (P<0,05) maternalen Effekten unterlag. Eine materi&adlussnahme von 4,7% bis
37,4% wurde nachgewiesen, die im Durchschnitt 1%6¥%wug. Fir das Gen EH038221 war eine
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signifikant (P<0,05) erhohte Transkripthaufigkeit (3,2%) des \iteen Allels in beiden
untersuchten Hybriden feststellbar.

Drei Tage nach der Bestdubung war bei acht Gemeneghohte maternale Transkripthaufigkeit
signifikant (P<0,05) nachweisbar, die im Mittel auf einem 15,4%anaalen Effekt verwies. Bei
drei Gene (EH038216, EH038208, DW475393) konntdren dap Embryonen eine signifikant
(P<0,05) erhohte véaterliche Transkriptmenge detekti@tden. Der durchschnittliche vaterliche
Effekt betrug 13,6%. Neun Gene zeigten keinerlgni§kante elterliche Préferenz in der
Transkripthaufigkeit.

In sechs dap Embryonen wurden drei Gene (EHO3&H038209 und EH038215) durch einen
mittleren maternalen Effekt von 3,3% signifikanP<(,05) beeinflul3t, wahrend fir die
Genexpression von 15 Genen keinerlei elterlichdli&snahme nachweisbar war. Zwei Gene
(EH038216 und EH038217) zeigten im Durchschnitt eeisignifikante P<0,05) 6,2%
Beeinflussung durch paternale Effekte.

Abbildung 28 fasst die zuvor beschriebene Genomigktiin ein, drei und sechs dap Embryonen
zusammen.
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Abbildung 28: Gleichwertige elterliche Genomaktivitt in der frihen Embryonalentwicklung

Relative allelische Expressionsverhaltnisse vorHiliriden des Genotyps 301x005 (005/301, Y Achs®] gegen
die relativen allelischen Expressionsverhéltnises deziproken F1-Hybriden 005x301 (005/301, X Aghse
aufgezeichnet. Die Expressionsverhaltnisse sindemdr logarithmischen Skala zusammen mit Fehlkepaldie
das 95% Konfidenzintervall aufzeigen, aufgetrad#%/301 = 1 bedeutet identische Expression beidlefeA die
y=x Linie kennzeichnet das elterlich unbeeinflusgezhaltnis. Maternale oder paternale Effekte fahza einer in
der Richtung entgegen gesetzten Abweichung voryderLinie (siehe Pfeile). Die Ablenkung von y=x=htkang
der y=x Linie spezifiziert eine allelische Prafezedie ebenfalls durch Pfeile kenntlich gemacht e farbliche
Kennzeichnung der Quadrate bezieht sich auf dig-irests festgestellte Signifikanz.o:HAllel005 (301x005) =
Allel005 (005x301): keine verstarkte Einflussnahohech einen Elter, weil3; gréRere Einflussnahme tduten
Vater P<0,05), grau; groRere Einflussnahme durch die Muf®r0,05), schwarz. Die vier Gene EH038212,
EH038217, EH038207, EH038206 konnten auf Grundremi@destens einmaligen monoallelischen Expression
nicht dargestellt werden.
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Abbildung 29: Allelspezifische
Expressionsanalyse in F1-Embryonen der
frhen Entwicklung

A) Ein, drei und sechs dap 005x301
Embryonen, die fur die allelspezifischen
Expressionsanalysen vom umliegenden
Gewebe durch  Mikrodissektion frei
prapariert wurden B) Relative allelspezi-
fische Expressionsniveaus von ein, drei und
sechs dap reziproken F1-Hybriden, die aus
Kreuzungen der Inzuchtlinien UH301 und
UHO005 hervorgegangen sind; gDNA der
Inzuchtlinien UH301 und UHO005 in
unterschiedlichen  Mischungsverhéltnissen
[1:0, 20:1, 4:1, 1:4, 1:20, 0:1] und gDNA des
Hybrids 301x005 [allelisches Verhaltnis 1:1]
zeigten in jeder Einzeluntersuchung das
Expressionsverhéltnis der Allele und die
Detektionsgrenzen auf. Die durchgezogene
Linie hebt das 1:1 Verhaltnis hervor.
Expressionsunterschiede  zwischen den
Inzuchtlinien UH301 und UHO005, die in
sechs dap Embryonen mittels gRT-PCR
ermittelt wurden, sind Uber lggRatio
[005:301], angegeben. Die Datenbank-
nummer der untersuchten Gene ist neben
dem Expressionsprofil vermerkt.® Als
Kontrolle diente die cDNA der Inzucht-
linien.
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4 Diskussion

Bereits Charles Darwin stellte in seinem Buch ,Digffekte von Kreuzung und
Selbstbefruchtung im Pflanzenreich® fest, dass ¢hzgenerell nachteilig ist und Kreuzung
im Gegensatz dazu einen Vorteil bietet (Crow, 199808 erkannte Shull die mit dem
Phdnomen Heterosis verbundene Uberdurchschnittlithgoridvitalitat, die beinahe
ausnahmslos Einfluss auf die gesamte Pflanze nirfitast, 1936). Nachkommen von
Inzuchtlinien zeigen im Vergleich zu beiden elehkn Genotypen eine erhohte
landwirtschaftliche Leistung (Swanson-Wagretral., 2006). Heterosis ist daher fir die
Agrawirtschaft ein bedeutendes Phé&nomen, das tyraeise an ausgewachsenen,
differenzierten Pflanzen, die fur die Getreidezualgt von Interesse sind, untersucht wird
(Shull, 1952). Ausgewachsene Hybridpflanzen zeigenhohes Ausmald an Heterosis, das
gewohnlich durch Messungen der Pflanzengréi3e, dehbbarkeit, der Entwicklungsrate, der
Widerstandsfahigkeit sowie der Anpassungsfahigkeiterschiedene Klimate ermittelt wird
(Hoeckeret al., 2005). Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass diele Hybridvitalitat
bereits wahrend der Embryo- und frihen Keimlingsgilung manifestiert wird (Shull,
1952). In verschiedenen Studien war eine erhohtali¥at durch Untersuchungen des
Trocken- und Frischgewichtes von Kdrnern und Embeyo (Ashby, 1930; 1932; Sprague,
1936), der Breite, der Lange und des Volumens desargten Embryos oder eines
Embryobereiches wie der Embryoachse sowie des Berdos (Murdoch, 1940; Kempton
und McLane, 1942; Wang, 1947) in Mais messbar. é&lgstersuchungen wurden vor mehr
als 60 Jahren durchgefihrt und beziehen sich fashanmslos auf spatere Stadien der
Embryonalentwicklung. Einzig die Studie von Wan@41), in der die Grol3e von acht dap
Inzucht- und Hybridembryonen verglichen wurde, iffetdie frihe Entwicklung vonZea
mays. Morphologische Charakterisierungen und Untersngbn zur unterschiedlichen
Genexpression in modernen F1-Hybriden und elterfichinzuchtlinien fokussieren
heutzutage fast ausschlieRlich auf Entwicklungdamigie nach der Keimung. Uber die
Manifestierung und Ausprdgung von Heterosis in fiitdhen Embryonalentwicklung von
modernen Maishybriden ist bislang nichts bekanntlelulare Prozesse kurz nach der
Befruchtung konnten jedoch von besonderer WichtigkeHinblick auf Heterosis sein, da
das allelische Zusammenspiel nach der Vereinigueg loeiden elterlichen Genome
abgestimmt werden muss. Es kdnnte durchaus mosgich das diese Prozesse die Basis fur
die spatere Leistungsfahigkeit des Sporophyten esitinmen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde daher Uberpruft, ob Hybridvitalitat bereitr isechs dap Embryo- und
Endospermgewebe moderner Maishybride messbar steusie Analysen zur Heterosis
assoziierten Genexpression in diesem sehr frureiush der Entwicklung vorgestellt.
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4.1 Phanotypisch nachweisbare Manifestierung von Herosis in der friihen
Entwicklung

Obwohl East bereits 1936 feststellte, dass die &rmlnahme bei Embryo- und
Endospermgewebe nach der Kreuzung von InzuchtlieianPhdnomen von Heterosis ist,
sind fur Endosperm keine und fir Embryo nur wengenotypische Untersuchungen
vorhanden, die heterotische Merkmale in der Emleypege belegen. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass heterotischekiiale schon kurz nach der Kreuzung von
modernen Maisinzuchtlinien etabliert werden. Bereih sechs dap Embryonen und
Endospermgewebe ist Heterosis uUber das Merkmal 3&rdn verschiedenen Genotyp-
kombinationen detektierbar. Wang (1947) konnte Hsie in acht dap Embryonen durch die
Analyse reziproker Hybride und elterlichen Inzuchédn nachweisen. In seinen
Experimenten analysierte Wang (1947) Embryonenbagien Genotypkombinationen 38-
11/WF9 und 38-11/K64 und konnte MPH-Werte fur daasrivhal ,Embryolange” von 131%
bzw. 128% fir die Hybride, die auf die mdutterlichezuchtlinie 38-11 zurlickgingen,
ermitteln. Das reziproke Hybrid erreichte nicht ddterlichen Durchschnitt und der BPH-
Wert war mit 105% fur beide Genotypkombinationenrge

In der vorliegenden Arbeit wurden durchschnittlidd®H-Werte in Bezug auf das gleiche
Merkmal von 137% bzw. 150% fur die Hybride, die alié mditterlichen Inzuchtlinien
UH250 und UH301 in den interpool Kreuzungen zuriloggn, nachgewiesen. Fir das
Hybrid 005x301 konnte ein durchschnittlicher MPHMVeon 107%, flur die intrapool
Hybriden 250x301 und 301x250 ein mittlere MPH-Weoh 112% bzw. 111% festgestellt
werden. Fur alle drei Genotypkombinationen wurdé&HBNerte zwischen 107% und 114%
ermittelt. Vor allem die MPH-Werte, aber auch dieHBWerte waren eindeutig héher fur die
im Rahmen dieser Arbeit genutzte GenotypkombinatiorDiese hdoheren Werte kdénnen
durch dieVerwendung von besser abgestimmten Inkoient bedingt sein und die grof3en
Leistungsverbesserungen der Hybriden durch inter&iichtungsarbeit der letzten Jahrzehnte
wiederspiegeln. Die HOhe der MPH- und BPH-Wertelesmt noch dramatischer, wenn man
in Betracht zieht, dass anstelle von acht beraths Tage ausreichend waren, um einen
solchen Heterosiseffekt in modernen Maishybridenmmmanifestieren. Die morphologischen
Daten belegten, dass Hybridembryonen, die durcheneolllaisinzuchtlinien erzeugt wurden,
schon zu Beginn des Transitionsstadiums, zeitlickit wor der Differenzierung der
Embryoachse, Heterosis zeigen. Zu unterstreichtediaisei, dass Heterosis unabhangig vom
Isolierungszeitpunkt der Embryonen detektiert ward®nnte und in dem Ausmal} im
wesentlichen unverandert blieb. Es handelt sichlitdl bei der gemessenen Hybridvitalitat
im Embryo um einen stabilen Effekt.

In sechs dap Endospermgewebe konnte Heterosis adlsenduf der Basis von
GroRenmessungen nachgewiesen werden. Der Grolestmuwaar im Vergleich zur
mdatterlichen Inzuchtlinie jedoch im Durchschnitt rigger als im Embryo. Die
Endospermgewebe der Hybride 250x005 und 005x3@tezeim Vergleich zur mutterlichen
Inzuchtlinie im Mittel keinen GréRRenzuwachs. Inshredere bei der interpool Genotyp-
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kombination UH301/UH005 wurden an mehreren Isotaiagen Hybridgrol3en festgestellt,
die zu der mutterlichen Inzuchtlinie gleich odehazu gleich waren.

Die Beobachtung, dass die Grof3e und das AusselseRrabsperms korrespondierend zum
maternalen Genotyp ist, verweist darauf, dass Vlezesse der Endospermentwicklung
matterlich reguliert sind (Lauriet al., 2004). Die Einflussnahme durch das paternale Genom
scheint in diesem triploiden Gewebe, das ein matesnzu paternales Genomverhaltnis von
2:1 aufweist und Uber das genomische Imprintingkstautterlich gepragt ist, folglich
begrenzter als im diploiden Embryogewebe. @ua. (2003) sind der Ansicht, dass viele der
im Endosperm exprimierten Gene unter der Kontreltees so genannten ,parent-of-origin®
Effektes stehen. Der ,parent-of-origin“ Effekt vexst auf verschiedene Mechanismen, die
die Genexpression in Abhangigkeit zum elterlichespgdung regulieren. Diese Mechanismen
umfassen maternale Effekte, die von Mitochondriend Chloroplastengenomen ausgehen,
und andere cytoplasmatische Faktoren, Gendosiseff@vie genomisches Imprinting, bei
dem die Expression des Allels von der Vererbunghlaien Vater bzw. der Mutter abhéngig
ist (Guoet al., 2003). Ferner stellten Gueb al. (2003) bei der Untersuchung von 10, 14 und
21 dap Endospermgewebe eine grofitenteils dosisgigieaiGenexpression fest, die das
elterliche Genomverhéltnis von 2:1 abbildete.

Die maternalen Einflisse auf das Endosperm scheinégr verschiedenen Gegebenheiten
jedoch unterschiedlich stark zu sein, da im Rahntkeser Arbeit auch bei der
Genotypkombination UH301/UHO0O05, bei der diese Eisde am starksten zu Tage traten, an
verschiedenen Isolationstagen GroRenzuwéachse daesdegdosperms im Vergleich zu dem
Endosperm der mutterlichen Inzuchtlinie von bisl28% gemessen wurden.

Aufgrund der starken maternalen Einflisse, die dig Entwicklung des Endosperms
einwirken, unterschieden sich die Endospermgeweleetriproken Hybride deutlich. Auch
bei der im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten phgrnschen Analyse von Embryonen war
eine Praferenz der Hybridgewebe zu mdtterlichenkivia@ten hinsichtlich der Embryolange
und Zellflache erkennbar. Bereits Ashby, der 1930nzersten Mal reziproke Hybriden
verglich, fand heraus, dass diese z.B. im Embryagewstark variierten und dadurch ein
unterschiedliches MaR an Heterosis zeigten. Ahnlichin den vorgestellten phanotypischen
Untersuchungen (Kapitel 3.1) variierte in den Asaly von Wang (1947) der MPH-Wert der
reziproken Hybriden in sofern, als dass der Zuwachgler Hybridgro3e sich auf der
matterlichen GrolRe der Inzuchtembryonen aufbautel whe Inzuchtlinien deutlich
unterschiedliche Embryogréf3en aufwiesen. Diese lifigee spiegeln die starke maternale
Einflussnahme in diesem frihen Entwicklungsstadiwmeder, welche durch eine
Kombination von Effekten sporophytischen und gamleytischen Ursprungs erklart werden
kénnte (Chaudhury und Berger, 2001) und mdglichessvauch durch die Interaktion mit
dem triploidem Endosperm, welches zwei Kopien datemalen Genoms aufweist und stark
maternal gepragt ist, ausgeltst wird (Casta., 2004).

Auch Hoeckeret al. (2005) wiesen in jungen Maiskeimlingen bei einigegterotischen
Merkmalen (z.B. Lange der Primarwurzel) betrachdicreziproke Effekte nach. Gemal
Kolipara et al. (2002) kdnnen Unterschiede dieser Art in diploidéewebe epigenetischen
Phanomenen, wie zum Beispiel genomischem Imprintidgr cytoplasmatischen Effekten,
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zugeordnet werden. Genomisches Imprinting verweastf reversible epigenetische
Modifikationen bestimmter Genorte, was zu einerfedéntiellen Expression der Gene in
Abhangigkeit des elterlichen Ursprungs fuhrt (Kalipet al., 2002). Hoeckert al. 2005
schlussfolgerten daher, dass moglicherweise epigehe Effekte eine bedeutende Rolle
wéhrend der frihen Entwicklung der PrimarwurzeMais spielen. Mdglicherweise kdnnte
dies auch fur die Embryonalentwicklung zutreffen.l®denken ist jedoch, dass genomisches
Imprinting bislang ausschlie3lich fir Endospermgeevgezeigt werden konnte und bisher
nur wenige Gene in Pflanzen gefunden wurden, diegenomisches Imprinting aufwiesen
(Guoet al., 2003).

Durch experimentelle Untersuchungen von Hybrides 8dé Gattungen, zusatzlich zu den
Untersuchungen von zahlreichen natirlichen Hybrilemte East (1936) belegen, dass sich
Heterosis mit der genetischen Verschiedenheit heisaden Eltern erhdht. Fir Mais stellte
Guo et al.,, (2006) fest, dass Hybride je nach Verwandtscheftbgder elterlichen
Inzuchtlinien ein unterschiedliches Mal3 an Heterasifweisen.

Dieser Zusammenhang zwischen VerwandtschaftsgrddHeterosisauspragung ist bereits in
sechs dap Hybridembryonen feststellbar. Die Gerkatyinationen der interpool
Kreuzungen zeichnen sich durch groRere genetiscstariz zwischen den Inzuchtlinien aus
und zeigten bezuglich der BPH- und MPH-Werte dékste Heterosis. Im Gegensatz dazu
war die auf der Basis der BPH- und MPH-Werte naaligmene Heterosis in der intrapool
Kreuzung deutlich geringer. Auch fiel der durchstthohe GréRenzuwachs im Vergleich zur
matterlichen Inzuchtlinie bei dieser Genotypkombiim die durch eine kleinere genetische
Distanz zwischen den Inzuchtlinie gekennzeichrteeiadeutig geringer aus.

In Hinblick auf sechs dap Endospermgewebe der HirHg ist der erwartete
Zusammenhang zwischen Verwandtschaftsgrad und é¢$efauspragung nicht feststellbar
oder umgekehrt. Bei den phanotypischen Untersuamuidgr Endospermgewebe konnte fur
die intrapool Genotypkombination die starkste Hetexr nachgewiesen werden.

Wang (1947) leitete von den Untersuchungen der @ahtHybrid- und Inzuchtembryonen in
Mais ab, das die Hybride aufgrund einer erhohtercmsrate grof3er waren als die
maternalen Inzuchtlinien. Bei der pazifischen Augtérassostrea gigas) wurde Heterosis
zum einen auf der Basis von GrolRenmessungen imehatadium und zum anderen auf der
Grundlage einer erhohten Wachstumsrate der Hyhndeé/ergleich zu den Inzuchtlinien
zwischen dem zweiten und flnften Tag der Entwicgltestgestellt (Hedgecoek al., 2006).
East (1936) war der Ansicht, dass der HybridvoiteiPflanzen hauptsachlich durch erhéhte
Proliferation der Zellen in einigen aber nicht all@eweben erreicht wird. Er schlussfolgerte
dies aus dem Vergleich von Hybridpappel mit deerktthen Pflanzen. Die Verdnderungen
zwischen Hybriden und elterlichen Linien waren deébnlich, die auch bei Wachstum unter
guten und schlechten Bedingungen auftreten wirdes, dafir sprechen wirde, dass die
Zellteilung merklich starker beeinflusst ist alse dZellgroRe (East, 1936). Auch frihe
morphologische Untersuchungen fihrten 90% der Mdsierfir Pflanzenhéhe auf eine
erhohte Zellzahl zurtick, nur 10% konnten einer @esten Zellgrol3e zu geschrieben werden
(Kieselbach, 1922).
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte auf der Basis voRroskopischen und histologischen
Techniken gezeigt werden, dass in sechs dap Flideybbryonen die signifikante
GroRenzunahme gegenuber der mutterlichen Inzughtinrch eine schnellere Entwicklung
basierend auf erhdhten Zellteilungsraten ausgehist. Indizien daflr, dass eine durch
Heterosis ausgeloste Expansion der ZellgroRe demdsifir den L&ngenzuwachs der
Hybriden war, wie es fur Keimlingswurzeln von Maybhiden beschrieben wurde (Hoecker
et al., 2005), konnten nicht gefunden werden. Im Gegensatden eingangs geschilderten
Quellen bedienten sich Hoeckett al. (2005) auch modernen mikroskopischen und
histologischen Methoden, um die Ursache fir die mém Primarwurzelnwachstum
assoziierte Heterosis zu bestimmen. Uber die Vesuomes der kortikalen Zellen konnte
jedoch von Hoeckeet al. (2005) nachgewiesen werden, dass das Merkmalatingerten
Primarwurzel in Hybriden assoziiert ist mit einagrsfikant erhohten Zellstreckung der
kortikalen Zellen.

Die in der vorliegenden Arbeit bei sechs dap Hydmidestgestellte erhéhte Anzahl an
Zellteilungen im selben Entwicklungszeitraum ist nikeeichen einer schnelleren
Entwicklung. Diese schnellere Entwicklung war arthder phanotypische Analysen von acht
dap Embryonen, die aus der interpool Kreuzung dedamen Inzuchtlinien UH301 und
UHOO05 hervorgingen, nachvollziehbar. Arbeiten vomafér (1944) und Buchholz (1945)
belegen eine schnellere Entwicklung nach der Aggprg der Embryoachse in Mais oder der
Bildung der Meristeme in Embryonen der Kiefer.

Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen phansatipein Untersuchungen wiesen
heterotischen Merkmale bereits in sechs dap Emleryamd Endospermgewebe nach. Die
Existenz dieser heterotischen Merkmale zeugt von &nfluss beider elterlichen Genome
schon wahrend der frihen Embryogenese, da die Agspg von Heterosis auf der Aktivitat

unterschiedlicher Genome beruht. Der Nachweis veteltdsis ist die Grundvoraussetzung
fur die molekulare Analyse der Genexpression irsehe frihen Entwicklungsstadium von
Embryo- und Endospermgewebe gewesen. Der signikaGrolienzuwachs der

Hybridembryonen im Vergleich zur miutterlichen Inktlimie gab Anlass zu detaillierten

allelspezifischen Expressionsanalysen, mit derdfe fistgestellt werden sollte, ob Heterosis
assoziierte Expressionsmuster schon friih in dewigkiung initialisiert werden konnten.
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4.2 Heterosis assoziierte Genexpression in der fréh Entwicklung

Die Pionierarbeit von Shull (1908) und East (196&)chten Mais zu der Modellpflanze fur
Heterosis. Die Arbeiten von McClintock legten demu@lstein fir die genetische und
molekularbiologische Forschung an Mais. In der Miathtung wird Heterosis seit vielen
Jahrzehnten stark ausgenutzt und doch ist die Kenriber genetische und molekulare
Mechanismen, die dem Phanomen zu Grunde liegengimimch sehr begrenzt (Gebal.,
2006). Heutzutage kann an die molekularen und getetin Kenntnisse, die in verschiedenen
Forschungsgebieten gewonnen wurden, angeknipftewendm Heterosis insbesondere in
Mais molekular zu hinterfragen, wodurch neuen Zicbsstrategien der Weg geebnet
werden kann.

Obwohl alle Gene der F1-Hybride durch die eltedichnzuchtlinien gegeben werden, ist die
Hybridleistung deutlich unterschiedlich von dereihEltern (Yaoet al., 2005). Daher kann
gemal Yaoet al. (2005) durchaus begriindet dariber spekuliert vmerd#as eine
unterschiedliche Genexpression zwischen Hybrideh Eiternlinien (Niet al., 2000; Wuet

al., 2003; Sunet al., 2004) fur die beobachtete Heterosis verantwortigth Um eine
Erklarung fur die molekulare Basis von Heterosidirden, ist es wichtig, die Genexpression
im Hybrid- und Inzuchtstatus zu verstehen (Auger al., 2005). Umfangreiche
Untersuchungen konnten Informationen Uber das #pektder Gene geben, die eine
veranderte Expression in Hybriden zeigen, und dahteng der Verdnderung aufzeigen, so
dass ein molekulares Modell fir Heterosis formulegrden kann (Yaet al., 2005 ).

Ein wesentliches Problem bei der Untersuchung vetetdsis an ausgewachsenen Pflanzen
ist, dass Heterosis zu diesem Entwicklungszeitpiekeits manifestiert ist. Folglich ist es
maoglich, dass detektierte Genexpressionsuntersehiiéel zwischen ausgewachsenen Inzucht-
und Hybridpflanzen nachgewiesen werden, nicht dmeekschiede in Heterosis assoziierter
Genexpression wiederspiegeln, sondern sekundae&t&fhufzeigen (Hoecket al., 2005).

Da es denkbar ist, dass die Erzeugung einer besam#iybridvitalitat von dem koordinierten
Zusammenspiel der elterlichen Allele nach der \fegeing der zwei Genome und der
Etablierung bestimmter Expressionsmuster abhamgin klie Untersuchung der molekularen
Prozesse in der frihen Embryonalentwicklung eindohtigen Beitrag zur Aufklarung
Heterosis assoziierter Mechanismen leisten.

4.2.1  Techniken zur Analyse der Heterosis assoziten Genexpression in der friihen

Embryogenese

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedenste Tikehneingesetzt, die erst in der
Kombination die Untersuchung der Heterosis asstene Genexpression in den frihen
Stadien der Entwicklung vafea mays ermdglichten.

Grundlegend fir den Erfolg der molekularen Analysemr die Mikrodissektionstechnik. Sie
erlaubt die gezielte Isolation von Geweben und e@tidkt dadurch kontrollierte
Untersuchungen der frihen Embryogenese (Kranz wedsBlhaus, 1996; Let al., 2005).
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Da diese Technik die mikroskopische Kontrolle dadierten Gewebe mit einschliel3t (Kranz
und Kumlehn, 1999), waren ungewollte Einflisse Huncaternales Gewebe oder andere
Geweben des Maiskorns, die sich auf die Aussageklaf Expressionsuntersuchungen
negativ auswirkt hatten, in den molekularen Anatyaasgeschlossen.

Zur ldentifikation von differentiell exprimierten &en zwischen Hybrid- und
Inzuchtembryonen wurde ein kombinierter Ansatz 8881 und Microarrayhybridisierungen
genutzt, wobei zunachst ein differentielles Scnegnnit den subtrahierten cDNA-Banken
und -Populationen durchgefihrt wurde.

SSH ist eine hoch effiziente PCR basierte cDNA-B&alionsmethode, die dazu genutzt
werden kann, starker oder ausschliel3lich exprimieINAs anzureichern (Diatchenkbal.,
1999; 1996). Diese Methode beruht auf einer sugpreis PCR und verbindet in einer
Prozedur Normalisierung und Subtraktion. Der Norssaungsschritt gleicht die
Haufigkeiten verschiedener cDNAs innerhalb der rsutehten Probe an (Diatchenkbal .,
1999; 1996). Durch eine Runde der subtraktiven Hyderung konnen deshalb seltene
Sequenzen uber 1000fach angereichert werden, wodliecMoglichkeit, auch differentiell
exprimierte cDNAs mit niedrigem Transkriptniveau aaotersuchen, drastisch erhoht wird
(Diatchenkoet al., 1999; 1996). GemalR lat al. (2005) konnte die Zweckmaligkeit der SSH-
Methode als Instrument zur Herstellung eines v@tidigen Transkriptprofils, besonders zur
Identifikation von neuen und schwach exprimiertean@n, kurzlich durch eine vergleichende
Studie von SSH und Affimetrix-GeneChip-Microarragst humanen Zellen demonstriert
werden (Caoet al., 2004). SSH hat sich auch bei der Identifikatiom vdifferentiell
exprimierten Genen in Pflanzen als effektiv erwnegee et al., 2005). Beispiele daflr sind
die Untersuchung von transkriptionalen Veranderarge Antwort auf Stress (Zhemyal.,
2004), Analysen der Primarwurzelspitze (Bassanal., 2004) und Untersuchungen von
Pflanzen, die den Transkriptionsfaktor Dof Uberaxpgren (Kanget al., 2003).

Die Microarraytechnik gestattet, die Expressiorséaer Gene gleichzeitig leicht und Kosten
effektiv zu untersuchen (Welforet al., 1998; Kerret al., 2000), wodurch Rickschlisse auf
globale Genexpressionsmuster mdglich sind. Im Rahweler Arbeiten (Vuylsteket al.,
2005; Huanget al., 2006; Stupar und Springer, 2006; Swanson-Wagna, 2006) ist diese
Methode daher bereits verstarkt eingesetzt wor@eturk et al. zeigten schon 2002, dass bei
Verwendung von entsprechenden, nicht weiter charsigrten cDNAs als Microarraysonden
Veranderungen in Transkripthaufigkeiten detekteetden konnen, deren Profile prazise die
zu untersuchenden Wachstumsbedingungen der Pflaazeiiden. Die Kombination von
SSH und cDNA Microarrayanalysen ergibt eine sclenetid zuverlassige Methode, mit deren
Hilfe sicher differentiell exprimierte Gene aufaudien sind (Gardmet al., 2002; Rhoeet al.,
2002; Yanget al., 1999).

Die Analysen von Let al. (2005) konnten zeigen, dass der kombinierte AnsaszSSH und
differentiellem Screening auch bei limitiertem Pealmaterial hoch effizient ist und sogar die
Identifikation von schwach exprimierten Genen, diee differentielle Expression in dem
untersuchten limitierten Probenmaterial aufweigemaoglicht.

Microarray basierte Analysen sind nitzlich als Bimerprifungsinstrument beim Vergleich
der Genexpression in Inzuchtlinien und Hybriden, wi@s Ausmald der quantitativen
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Verénderung und die Art des Expressionsverhaltengdybrid zu bestimmen (Stupar und
Springer, 2006). Da es sogar bei Arrays mit tausendon Genen mdoglich ist, dass
differentiell exprimierte Schlisselgene fehlen, lwair ein Teil der potentiell exprimierten
Gene in einem Array zusammengefasst sind (Wekbad., 1998), wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein thematisch fokussiertes Array entworfandem fast ausschlief3lich cDNAs und
Gene zusammengestellt sind, die in der frihen Ektung exprimiert werden oder fur die
Embryogenese entscheidend sein kénnten. Die Seategr cDNAs des betreffenden
Gewebes bzw. Entwicklungsstadiums oder ein Set @emen besonderen Interesses zu
untersuchen, flhrte bereits bei anderen Forschumgjten (Welfordet al., 1998; Yanggt al.,
1999; Voibletet al., 2001; Lippmaret al., 2004; Leet al., 2005) zum Erfolg.

Da es moglich und sogar wahrscheinlich ist, dassHgiterosis relevanten Mechanismen nur
leichte Veranderungen in der Genexpression herfeyudie unterhalb des zweifachen
Expressionsniveaus liegen (Birchlgral., 2003), wurde im Rahmen dieser Arbeit von der
AG Piepho die Entwicklung eines angepassten gemeiscModels (Kelleret al., 2005)
vorgenommen, um auch Veranderungen geringerem Atsiober detektieren zu kénnen.

Da Kreuzhybridisierungen von nahe verwandten Mitdgin einer Genfamilie bei
Microarrayhybridisierungen nicht ausgeschlosserdeikonnen (Schendt al., 2003), sind
nachfolgend Analysen zur Uberpriifung der Microagragbnisse erforderlich. qRT-PCR st
eine der zuverlassigsten und sensitivsten Techpitienfir die Validierung genutzt werden
kann (Ginzing, 2002), weil sie die direkte Messudgr Transkriptmengen ermdglicht
(Schmittgen und Zakrajsek, 2000). Da die Aufloskngi fur die Unterscheidung von
tatsachlich additiven Expressionsmustern und schwacht additiven Expressionsmustern
bei Microarray basierten Ansatzen begrenzt istg&twnd Springer, 2006), wurde gRT-PCR
in der vorliegenden Arbeit nicht nur zur Validiegurer Ergebnisse, sondern auch zur
Erfassung von Expressionsmustern genutzt.

In den qRT-PCR Versuchen, aber auch in allen andewmelekularen Analysen, die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt wurden, wurde ldiziprte cDNA eingesetzt, die den
Vorgaben von Leet al. (2005) entsprechend hergestellt wurde. Enceége. (1999) wiesen
nach, dass amplifizierte cDNA, die mit Hilfe der BRT cDNA-Synthesemethode erzeugt
worden ist, weiterhin stark, moderat und schwachpriexerte Transkripte reprasentativ
abbildet und dadurch fir Genexpressionsanalysengmyste ist. Al-Taheret al. (2000)
demonstrierten, dass bei Einsatz von amplifizied®MAs die akkurate Messung von einem
spezifischen cDNA-Molekiil in FacDNA-Molekiilen méglich ist.

Fur die allelspezifischen Expressionsanalysen wurdker vorliegenden Arbeit, wie auch bei
Stupar und Springer (2006), die SequenomtechnikitgenEs handelt sich hierbei um eine
SNP-Genotypisierungsmethode, die auf MALDI-TOF Trekhbasiert und gut reproduzier-
bare Analysen ermdglicht (Ding, 2006).
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4.2.2 Heterosis assoziierte Genexpression in dentersuchten Genotypkombinationen

Expressionsanalysen von Entwicklungsstadien nachKeéemung zeigten auf, dass grol3e
Expressionsunterschiede die unterschiedlichen piggischen Charakteristika der Hybride
und elterlichen Inzuchtlinien begleiten (Beioal., 2005; Guoet al., 2006; Swanson-Wagner
et al., 2006). Im Rahmen dieser Arbeit konnten hetero@skterkmale bereits in sechs dap
Embryo- und Endospermgewebe nachgewiesen werden. diste Einblicke in die
Genexpression der phanotypisch untersuchten Hylmdt Inzuchtgewebe kurz nach der
Befruchtung zu erhalten, wurden Expressionsanalyaé&nder Basis eines differentiellen
Screenings und eines thematisch fokussierten Mikawga durchgefuhrt.

Sowohl im differentiellen Screening mit angereit¢berSonden (Kapitel 3.4) als auch bei den
Expressionsuntersuchungen mit dem thematisch foktess Heterosis-3k-Array (Kapitel
3.5), bei denen die cDNA-Populationen der zu untdgrenden Gewebe ohne vorherige
Anreicherung eingesetzt wurden, konnten zwischebridy und Inzuchtgeweben differentiell
exprimierte Gene nachgewiesen werden. Die Analysierdem Heterosis-3k-Array zeigten,
dass innerhalb aller cDNA-Banken, die Hauptbestihdtes produzierten Arrays waren,
differentiell exprimierte cDNAs detektiert werdearinten (Kapitel 3.5.2). Dies beweist, dass
sowohl von Transkripten, die vor der Befruchtungpraxiert werden, als auch von
Chromatingenen, ein pragender, Heterosis ass@iigmfluss auf sechs dap Embryonen und
Endospermgewebe ausgehen kann. Die Vermutung voretYa. (2005), dass Gene, die die
epigenetische Kontrolle z.B. durch DNA-Methylieryndjstonmodifikation oder Chromatin-
remodulierung ausiiben, mit der transkriptionalerradderung zwischen Hybriden und
Inzuchtlinien in Beziehung stehen kénnten, kanredahit Nachdruck vertreten werden.

Die Sequenzanalysen der differentiell exprimier@&ene in sechs dap Embryogewebe der
interpool Genotypkombination UH301/UHO05 (Kapitebd) legten ferner nahe, dass die
differentiell exprimierten Gene der Eizell- und Zatezellbank genauso wie die identifizierten
Gene der subtrahierten Embryo- und Endospermbarfk Grund der Homologie in
unterschiedlicheste funktionelle Klassen eingesugitden konnen, wobei die Einordnung in
die Kategorien ,Metabolismus und Energie* sowie giiskription” haufig vorgenommen
wurde.

Das differentielle Screening zielte auf die Idgkéfion von Genen, die im Hybridembryo
301x005, der im Vergleich zu beiden elterlichen ukizlinien einen deutlichen
GroRRenzuwachs zeigte, hoher exprimiert sind (K&pit®.

Durch die Analysen konnte festgestellt werden, d&3%6 und 15,3% der untersuchten,
subtrahierten cDNAs ein mehr als zweifach hoherepréssionsniveau im Hybrid im
Vergleich zu den Inzuchtlinien aufwiesen. Da naetigeen werden konnte, dass die
Subtraktionsreaktion effizient war, weist dieselatig geringe Anteil an cDNAs mit einer
hoheren differentiellen Expression in einer angdreiten Population darauf hin, dass
generell wenig Gene hohe Unterschiede in den Egjmesniveaus zwischen Hybrid- und
Inzuchtembryonen zeigen. Dies steht in Einklangdeit Ergebnissen von Swanson-Wagner
et al. (2006). In den von Swanson-Wagretral. (2006) durchgefuhrten Microarrayanalysen
waren 9,8% der 13999 untersuchten Genen in Maiskejen differentiell zwischen dem
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Hybrid und den elterlichen Inzuchtlinien exprimjestobei der Hauptanteil der Genen einen
weitaus geringeren Expressionsunterschied als aoleieigte.

Ahnlich dazu waren die Ergebnisse der Untersuchumnvga Baoet al. (2005). Hier konnte
ein Anteil von ungefahr 4% der untersuchten GeneHitie der Methode ,serial analysis of
gene expression” (SAGE) zwischen einem Reishybnid den elterlichen Kultivaren in den
Rispen, Blattern und Wurzeln als differentiell expert identifiziert werden. Auch Huang

al. (2006) detektierten zwischen einem Hybrid und @d#erlichen Inzuchtlinien bei der
Untersuchung von 9198 cDNAs, die ausschlieBlich aesm zu untersuchenden
Rispengewebe von Reis stammten, nur 4,8% diffexiéretkprimierte Klone. Ebenso zeigten
die Untersuchungen mit dem Heterosis-3k-Array (k&8.5), dass insgesamt nur 7,3% und
5,4% der untersuchten cDNAs und Genfragmente zwisden Genotypen der interpool bzw.
intrapool Kreuzung eine differentielle ExpressiarEmbryogewebe aufwiesen.

Fur triploides Endospermgewebe wurden allerdings @egensatz zum diploiden
Embryogewebe eindeutig mehr differentiell exprireecDNAs und Genfragmenten bei den
Untersuchungen mit dem Heterosis-3k-Array nachgssvielnsgesamt 29,0% und 12,7% der
Genfragmente konnten durch den Vergleich der Geeotyder interpool bzw. intrapool
Kreuzung als differentiell exprimiert detektiert nden. Diese erhdhte Detektionsrate kann
durch die unterschiedlichen Ploidiegrade der Gew@&mebryo diploid, Endosperm triploid)
begriindet sein.

Gemal Chaudhurst al. (2001) ist fur die Erforschung der Samenentwiclldias Verstehen
der Genaktivitat in Geweben verschiedener Ploididgr von zentraler Bedeutung. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dassdilistimmungen zwischen den zwei
untersuchten Geweben des Korns, Embryo und EndosperHinblick auf die differentiell
exprimierten Gene sowohl in der interpool als amttapool Genotypkombination feststellbar
waren (Kapitel 3.5.2, Abb. 17). Da schon lange bekaist, dass die genetische und
physiologische Balance zwischen Endosperm, Emboyaes maternalem Gewebe fiir eine
korrekte Samenentwicklung wichtig ist (Chaudhuet al., 2001), konnten sich
maoglicherweise unter diesen Genen solche befindierfiir die Auspragung von Heterosis in
der frihen Entwicklunger se notwendig sind.

Da es ferner auch moglich sein kann, dass bestim@aae speziell eine Heterosis
assoziierten Expression in einem der beiden armatgsi Gewebe aufweisen, wurde die
Genexpression in reziproken Hybriden und den @terh Inzuchtlinien in zwei
verschiedenen Genotypkombinationen untersucht. Dégrgleich der differentiell
exprimierten cDNAs der verschiedenen Genotypkontlmnan zeigte, dass gleiche cDNAs
im Embryogewebe bzw. im Endospermgewebe beider @ekambinationen nachweisbar
waren (Kapitel 3.5.2, Abb. 17). Es ist denkbar, tebesondere zu diesen cDNAs solche
zahlen, die mit der Auspragung von Heterosis in g@neiligen Gewebe in Zusammenhang
stehen.
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4.2.3 Nachweis der dosisabhangigen Expression sowis paternalen Einflusses im

Endosperm

Der Vergleich der differentiellen Genexpression diploidem Embryo- und triploidem
Endospermgewebe zeigte, dass deutliche Unterschigidehen den untersuchten Geweben
in Hinblick auf die Genexpression bestehen (Ka@tél2). Es konnten zum einen insgesamt
eindeutig mehr differentiell exprimierte Gene im déeperm- als im Embryogewebe
identifiziert werden (Tab. 7), zum anderen unteiesttlsich das Expressionsverhalten einer
Vielzahl von Genen zwischen den beiden Geweberrkenabarer Weise (Abb. 18). Auch
Stupar und Springer (2006) stellten bei der Untgrang von unbefruchteten Kolben, 19 dap
Embryonen und 11 Tage alten Keimlingen fest, dass m den verschiedenen Geweben die
Expression der zu uberprifenden Gene zu detektier@n aber das Expressionsniveau
signifikant zwischen den Geweben variierte.

Ahnlich wie Stupar und Springer (2006), die zwistlden Maisinzuchtlinien MO17 und B73
zahlreiche Gene als differentiell exprimiert deiieten, konnte sowohl im Embryo- als auch
im Endospermgewebe eine unterschiedliche Expressioschen den Inzuchtlinien UH301
und UHOO05 nachgewiesen werden, wobei die Anzahldd&rentiell exprimierten Gene im
Endospermgewebe um das mehr als vierfache hoher(Tady. 7). Dieser festgestellte
Unterschied zwischen Embryo- und Endospermgewelfd V&rmuten, dass sich die
Inzuchtlinien UH301 und UHO05 nicht vornehmlich der Zusammensetzung der Gene
unterscheiden, sondern vielmehr in der Regulatemeihzelnen Gene. Stupar und Springer
(2006) konnten in ihren Untersuchungen feststellass die meisten Gene, die ausschlief3lich
von einer Inzuchtlinie exprimiert wurden, im Gendider Inzuchtlinien vorlagen, aber auf
Grund von Unterschieden in der transkriptionalergRagion nicht gleich stark exprimiert
wurden.

Quantitative Veranderungen sind mndits und trans Unterschieden in der Genregulation
verbunden (Wittkoppet al., 2004), die auf Veranderungen der DNA-Sequenz durch
Mutationen beruhen. Die Genome von verschiedeneisiiachtlinien weisen einen hohen
Grad an Sequenzunterschieden auf (Tenadtaad., 2001; Vroh Biet al., 2005), die sowohl

in Nukleotid- als auch Insertions- bzw. Deletiongpworphismen begriindet sind. Das gleiche
Genomintervall von verschiedenen Inzuchtlinien kamoh daher wesentlich in GréR3e und
Zusammensetzung unterscheiden (Song und Messifig).20

320 der insgesamt 549 zwischen den Inzuchtlinienr3@Hund UHOO05 im Endosperm
differentiell exprimierten Gene zeigten eine erledhndglicherweise auch ausschliel3liche
Expression in der Inzuchtlinie UH301 und grenzteh sladurch deutlich im Inzuchtvergleich
von anderen Genen ab (Abb. 18-1). Durch die fahgidkennzeichnung dieser Gene in
Abbildung 18 konnte die Expression in verschiedéeviergleichen nachvollzogen werden. Da
im Endospermvergleich ,,301x005 vs 005x005* in Hioklauf die 320 gekennzeichneten
Gene kein wesentlicher Unterschied zum Inzuchteglyl festzustellen war, kann
geschlussfolgert werden, dass die Kopienanzahlbdeeffenden Gene im Genom fir die
Expression in sechs dap Endosperm entscheidendiesSchluf3folgerung steht in Einklang
mit der Feststellung von Birchler (1993) und Baraal. (2002), dass Dosiseffekte eine
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wichtige Rolle in der Endospermentwicklung spielBie Ergebnisse von Gua al. (2003),
die darlegen, dass die Expression der meisten Gené&0, 14, 21 dap Endosperm
dosisabhangig und somit proportional zum elterlicli@enombeitrag ist, unterstiitzen die
Schlu3folgerung ebenso wie die im Endosperm deipnaken Hybriden 301x005 und
005x301 vorgefundene differentielle Expressionané&ene. Das Endosperm ist ein triploides
Gewebe, daher liegen im Hybridgewebe zwei Kopienrdétterlichen Allels und eine Kopie
des vaterlichen Alles vor. Wenn die elterlichen efdl unterschiedlich stark exprimiert
werden, fuhrt dies in triploidem Gewebe bei einassidabhangigen Expression zu
unterschiedlichen Transkriptniveaus in den reziprokybriden.

Im Vergleich dazu konnte im diploiden Embryogewelee reziproken Hybride 005x301 und
301x005 kein Genexpressionsunterschied detektenden. Auch Stupar und Springer (2006)
konnten in den reziproken Hybriden der Kreuzung/Bi2.7 in den diploiden Geweben von
11 Tage alten Keimlingen, unreifen Kolben und 19 &mbryonen keine Unterschiede im
Genexpressionsniveau nachweisen.

Die Daten von Guat al. (2003) wiesen darauf hin, dass im Hybridendospdssmutterlich
vererbte Allel starker exprimiert wird. Daher sdden Guoet al. (2003) aus DNA-
Methylierungsprofilen des Maisendospermgewebes, zéigten, dass mutterlich vererbte
Allele starker demethyliert sind als vaterlich véte Gene (Lauriaet al.,, 2004), dass
mutterliche Allele einen aktiveren Status habenritén als véterliche Allele. Die im Rahmen
dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse des Endospgegheich ,005x301 vs 005x005" zeigten
jedoch, dass sich die im Endosperm des Hybrid 00bxx8arker exprimierten Gene weiterhin
vornehmlich aus der Gruppe der 320 in der InzudetllUH301 starker exprimierten Gene
ableiten, was bedeutet, dass das ménnliche Genomimutriploiden Endosperm einen nicht
zu vernachlassigen Einfluss auf die Genexpressabn h

Dieser Einfluss ist fur die Auspragung von Hetesasi Endosperm und mdglicherweise auch
im Embryo entscheidend. Gemald Chaudhetryal. (2001) spielt das Endosperm fiir den
Embryo auch neben der Nahrstoffzulieferung (Loped uarkins, 1993) eine Rolle: Studien
in Karotten legten eindeutig dar, dass das Endasgéne Quelle fur Signale ist, die mit der
Embryogenese verbunden sind (Van Hergyal., 1998) und dass es Interaktionen zwischen
Embryo und Endosperm gibt. Ahnliche Schlussfolggamwurden auch aus Studien mit
Mais gezogen (Opsahl-Ferstetchl., 1997).

Interessant ist, dass zu der Gruppe der 320 innderchtlinie UH301 starker exprimierten
Gene neben vielen unbekannten Genen auch Geneagehdie eine Homologie zu Kinasen,
ribosomalen Proteinen und solchen Genen zeigtea, a@lne mogliche Funktion im
Metabolismus wahrnehmen.

4.2.4  Differentielle Expression von regulatorischeenen ist mit Heterosis assoziiert

Im Rahmen des differentiellen Screenings wurden cBINAsS, die eine differentielle

Expression zwischen dem Embryogewebe des Hybridg(®®% und einer der Inzuchtlinien
UH301 oder UHOO05 zeigten, sequenziert (Kapitel23.4Durch die Microarrayanalysen mit
dem Heterosis-3k-Array konnten des Weiteren 223 A§Nlie im Embryogewebe zwischen
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den Genotypen der interpool Kreuzung UH301/UHOO8erdintiell exprimierte waren,
ermittelt werden (Kapitel 3.5). Fur 149 dieser cD8yAlie aus nicht weiter charakterisierten
cDNA-Banken stammten, lagen Sequenzdaten vor (&la@t6.1). Sowohl fir das im
differentiellen Screening identifizierte Set von rmeée als auch fir die differentiell
exprimierten Gene, die mit Hilfe des Heterosis-3ka& ermittelt werden konnten, wurden
Sequenzhomologien bestimmt und eine funktionelkeskKifikation durchgefihrt.

In beiden Ansatzen zur Identifikation von Heteroséssoziierten Genen konnten
interessanterweise 3 bzw. 4 neue, bislang unbekaGmne identifiziert werden. Ferner
zeigten insgesamt 37 der Sequenzen signifikante dimgie zu unbekannten oder
hypothetischen Proteinen, fur die bislang keine kiian ermittelt werden konnte. Die
Homologie dieser Sequenzen zu vorausgesagten ieotai Arabidopsis oder Reis als auch
die Identifikation der 7 unbekannten Gene deutetufahin, dass der im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrte methodische Ansatz in der Lage, Transkripte von bislang nicht
charakterisierten Proteinen mit einem madglichenugez Heterosis zu identifizieren.
Innerhalb des Sets der Gene, die im Rahmen desratfitiellen Screening als Heterosis
assoziiert nachgewiesen und funktionell klassifiziwerden konnten, waren cDNAs mit
Homologie zu Proteinen, die in der Signaltransdukinvolviert sind, am starksten vertreten
(Abb.14). Auch bei der Klassifikation der sequenze, im Embryogewebe der
Genotypkombination UH301/UHO05 differentiell exprarten Gene aus nicht
charakterisierten cDNA-Banken war eine Einordnumglie Kategorie ,Signaltransduktion®
haufig vorgenommen worden (Abb. 22). Projekte, die zufallige Sequenzierung von
cDNA-Banken und die nachfolgende funktionelle Kiag®rung zum Ziel hatten, erzeugten
Daten hinsichtlich des Anteils von bestimmten fumkeéllen Kategorien, der innerhalb eines
Gewebes oder Zelltyps charakteristisch ist. Eindgeser Projekte sind vergleichbar mit den
Anséatzen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefitutden, da fir die Klassifizierung
identische Kategorien genutzt und ahnliche Gewelbersucht wurden.

Der Anteil von klassifizierten cDNAs, die der Kateg ,Signaltransduktion” zugeordnet
wurden, war in den Ovarien der Tomate nach derugatung 7,7% (Germaiet al., 2005), in
zweizelligem Weizenembryo 2% (Sprung al., 2005) und in einem kombinierten,
einzigartigen Set von verschiedenen Entwicklungksta der Embryogenese von
Sonnenblume 3% (Beat al., 2005). Im Vergleich zu diesen Daten ist das idizidrte,
differentiell exprimierte cDNA-Set des differentast Screenings, in dem 25% der
klassifizierbaren Gene mit Signaltransduktion vedmn sind, eindeutig angereichert fur
Gene dieser Kategorie. Da auch in dem Set der Gdase, in Embryogewebe der
Genotypkombination UH301/UHOO05 differentiell exprart war und bei Untersuchungen mit
nicht subtrahierten cDNA-Populationen identifizierturde, bei 11,8% der Gene eine
Einordnung in die Kategorie ,Signaltransduktionfadgte, kann auf einen Zusammenhang
zwischen dem erhdhten Nachweis dieser Genklasse Hetdrosis geschlossen werden.
Ahnlich hierzu konnte von Vuylsteket al. (2005) in Arabidopsis eine signifikante
Anreicherung von Genen, die mit SignaltransdukiiorYerbindung stehen, unter den nicht
additiv exprimierten Genen, die in Blattern der Hgb identifiziert wurden, nachgewiesen
werden.
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Ein weiterer hoher Anteil von 38% der klassifizierbn Sequenzen des Gen-Sets des
differentiellen Screenings (Tab. 4) zeigte Homodogizu Genen mit einer hochst
wahrscheinlich regulatorischen Funktion. Diese Klomurden verschiedenen funktionellen
Kategorien zugeordnet und zeigten vornehmlich Hogiel zu Genen, die wahrscheinlich an
der Transkriptions- und Translationsregulation itigtesind, aber auch zu Genen, welche bei
der Initiation der DNA-Replikation, beim Proteinndi RNA-Umsatz oder der zellularen
Dynamik eine Rolle spielen.

Auch in dem Set von Genen, die mit nicht subtrabrerSonden im Embryogewebe der
Genotypkombination UH301/UHO005 als differentiellpexniert identifiziert wurden (Tab.
11), konnten 27,6% der klassifizierbaren SequemzérGrund der festgestellten Homologien
mit Proteinen, die eine regulatorischen Funktiositzen, in Verbindung gebracht werden.
Ahnlich wie die Gene des differentiellen Screeningsrden diese Gene auf Grund ihrer
funktionellen Zugehorigkeit in verschiedene Katégor eingestuft. Die Gene sind
wahrscheinlich hautséchlich in der Transkriptiogsitation, aber auch in der Translations-
regulation und in der Kontrolle des Zellzyklus itieat. Ferner wird auf der Basis der
Homologien auch eine Beteiligung an der hormondRegulation und der Regulation auf der
DNA-Ebene angenommen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass diese risgebdeutlich auf einen Zusammenhang
hinweisen zwischen der beobachteten Heterosiscimssgap Embryonen und Genen, die eine
Verbindung zu regulatorischen Prozessen und Premedsr Signaltransduktion besitzen.
Auch in anderen Arbeiten konnten Anhaltspunkte digz Verbindung von Heterosis mit
regulatorischen Prozessen und der Signaltransauggtunden werden. Wat al. (2003) und
Yao et al. (2005) konnten in Blatt bzw. Blatt und Wurzel Vfeizen zwischen Inzucht- und
Hybridpflanzen differentiell exprimierte Transkrighsfaktoren nachweisen. Ferner sind viele
QTLs, fur die die molekulare Basis bekannt isthskaiptionale Faktoren oder Mitglieder der
Signaltransduktionskaskaden (Birchler, 2001).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten durchUiitersuchungen von Embryogewebe
der interpool Genotypkombination UH301/UHO05 12gtne Transkriptionsfaktoren (15,8%
der klassifizierbaren Gene) als Heterosis assoz@chgewiesen werden (Kapitel 3.6.1). In
den Arbeiten von Yaat al. (2005), die auch die SSH-Methode nutzten, um whffaell
exprimierte Gene anzureichern, besalRen nur 9 vdnklsifizierbaren Gene (6,7%) eine
Homologie zu Transkriptionsfaktoren. Der stark date6Anteil dieser regulierenden Gene in
sechs dap Embryogewebe konnte moglicherweise inardoenhang stehen mit der
Manifestierung von Heterosis in diesem frihen Stadider Entwicklung. Weitere
Untersuchungen von anderen Genotypkombinationeteirfrihen Entwicklung sind jedoch
notwendig, um konkrete Einsichten in Hinblick aué dManifestierung von Heterosis zu
erhalten.
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4.2.5 Dwarf8 — Indiz fur die Beteiligung der hormonellen Reguléion an Heterosis

Im Rahmen der Genexpressionsanalysen mit dem Heek-Array wurden Gene
identifiziert, die in beiden untersuchten GewebateroGenotypkombination in jeweils
mindestens drei der vier Inzucht-Hybrid-Vergleiatiéerentiell exprimiert waren (Kapitel
3.5.2). Diese Gene stellen auf Grund der gezeidfentinuitdt in der differentiellen
Genexpression interessante Ansatzpunkte fur walteghde Untersuchungen dar. Die Gene
dwarf8, AD9, DD6, DH2, KG5, NF10 und TH5 wurden in derzdicht-Hybrid-Vergleichen
speziell im Endospermgewebe beider GenotypkomlmnatiUH301/UHO05 und
UH250/UH301 mehrfach als differentiell exprimierttektiert. Dwarf8 ist aufgrund seines
Expressionsprofils, das auf der Basis der Micrgamalysen festgestellt wurde (Kapitel 7.3:
Tab. 21), besonders auffallend. Fir disgrf8 Gen konnte festgestellt werden, dass es im
Endosperm der Inzuchtlinien UH301 und UHOO05 nahgleich exprimiert ist. Die Analysen
zeigten aber in den Endospermgeweben der Hybridéteb Genotypkombinationen eine
starkere Expression im Vergleich zu den Inzuctlghniauf, was auf eine generell
Uberdominante Expression hindeutet. Bei d&marf8 Gen aus Mais handelt es sich um ein
orthologes Gen zu dem Gibberellin insensitiven Ggai) aus Arabidopsis (Penget al.,
1999), dessen Genprodukt ein Transkriptionsfakitr und als negativer Regulator der
Gibberellinantwort fungiert (Peng al., 1999; Anderseret al., 2005). Mutationen im Gen
dwarf8 sind dominant und fihren zu einem schweren Zwectwuder Pflanzen (Kende,
2001).

Aktive Gibberelline sind essentiell fir die Regidat des normalen Pflanzenwachstums
(Hooley, 1994). Aus diesem Grund waren verschiedabeitsgruppen der Ansicht, dass der
Gibberellingehalt fur das kraftvolle Pflanzenwacimst das mit Heterosis assoziiert ist,
verantwortlich sein kénnte (Paleg, 1965; Radil., 1988; Sarkissiamt al., 1964). Diese
Ansicht wurde unterstitzt durch die Beobachtungsddaisinzuchtpflanzen empfanglicher
fur die Gabe von exogenem Gibberellin fsynthetisches Analog zu GAwaren als die
Hybriden (Nickerson, 1959; Roalal., 1983; 1990).

Auger et al. testeten 2005, ob Gibberellin fir das erhéhte \Wuethalten der Hybride
verantwortlich ist. Ihre Ergebnisse demonstriertgass Hybriddwarfl-Pflanzen, die keine
bioaktiven Gibberellinen synthetisieren kdnnen,atiel zu ihren normalen ,Schwester-
pflanzen* keine Einbuf3en an Heterosis zeigten. Aagal. 2005 schlossen daraus, dass die
Modulation von bioaktiven Gibberellinen nicht dieauptsédchliche Ursache fur die
heterotische Reaktion ist.

Wie dem auch sei, die generell erhbhte Expressies divarf8 Gens im sechs dap
Endospermgewebe der Hybridpflanzen im Vergleichden Inzuchtlinien, die unabhéngig
von der Genotypkombination festgestellt wurde, z&igdieses Gen, das an der hormonellen
Regulation in Pflanzen beteliligt ist, eine moglickerbindung zu Heterosis auf. Interessant
ist, dass auch im sechs dap Embryogewebe vier @éraifferentieller Expression zwischen
den untersuchten Genotypen der interpool KreuzuH§01/UHO05 nachgewiesen wurden,
die auf Grund ihrer Homologie einen Zusammenhangler hormonellen Regulation, hier in
Hinblick auf Auxin und Abscisinsaure, vermuten Es¢Tab. 11).
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4.2.6 Chromatingene unterschiedlicher Funktionsklasen zeigen Heterosis assoziierte

Expression

Eine Vielzahl von Analysen der letzten Jahrzehetgtd dar, dass die pure DNA-Sequenz
nicht alle Informationen tragt, die benétigt werdem den Phanotyp eines Organismus
festzulegen (Grant-Downton und Dickinson, 2005ud&n in Hefen und Tieren haben die
besondere Rolle der Chromatinstruktur in der Kdlgrder Genexpression aufgezeigt (Reyes,
2006). Chromatin modifizierende Proteine sind figr Regulation der Genexpression und fur
die Etablierung der epigenetischen Markierungee, \adrerbt werden konnen, essentielle
(Reyes, 2006). In den letzten Jahren wurde ein®egrAnzahl von putativ Chromatin
assoziierten Proteinen entdeckt, die neben der tg@mgischen oder embryonalen
Entwicklung auch eine Vielzahl anderer biologiscReozesse kontrollieren (Fukaét al.,
2006; Reyes, 2006).

Da alle Gene der F1-Hybriden durch die elterlichezuchtlinien gegeben sind und sich die
Hybridleistung trotzdem deutlich von der Leisturey &ltern abhebt (Yaet al., 2005), ist es
denkbar, dass epigenetische Informationen, diehdGlromatin assoziierte Proteine erzeugt
werden, fur die Auspragung von Heterosis entscineidend. Augelet al. (2004) testeten in
Mais die Hypothese eines moglichen metastabilereflabaren) epigenetischen Anteils von
Heterosis durch Induktion von haploiden Pflanzerd dtonnten keine Indizien dafir
nachweisen.

In verschiedenen Studien zur Heterosis assoziiggenexpression (Kolliparet al., 2002;
Yao et al., 2005; Swanson-Wagnet al., 2004) konnten allerdings erste Anhaltspunkte fur
eine mogliche Beteiligung der Chromatin assozirerferoteine an Heterosis durch die
Identifikation einiger Chromatingene gefunden werden Rahmen dieser Arbeit wurden
zum ersten Mal 168 Chromatingene aus Mais Uber ddrcay- und QRT-PCR-
Expressionsanalysen gezielt in Hinblick auf einetersis assoziierte Genexpression
untersucht (Kapitel 7.2: Tab. 19; www.chromdb.ofg)r insgesamt 33 dieser Chromatingene
und 5 weitere Gene, die Homologien zu Chromatioagsten Proteinen zeigten, konnte
eine Heterosis assoziierte Expression auf der Basmer signifikant differentiellen
Genexpression zwischen den Genotypen der intetpalzung UH301/UHOO5 festgestellt
werden (Kapitel 3.5.3: Tab. 9; Kapitel 7.3: Tab).22

Die Identifikation der 5 Gene mit Homologie zu Cimatin assoziierten Proteinen zeigt auf,
dass es mit dem gewahlten methodischen Ansatzseni frihen Stadium der Entwicklung
ohne Uberprifung der 168 Chromatingene mdoglich gewevare, deutliche Hinweise auf
eine Heterosis assoziierte Expression dieser Gsesklau finden. Swanson-Wagretral.
(2006) konnten im Vergleich dazu bei der Untersmchuon 14 Tage alten Maiskeimlingen
der Inzuchtlinien B73 und Mol7 sowie des HybridsIM®B73 durch Microarrayanalysen
auf der Basis von 13999 cDNAs nur zwei Chromatiregals im Hybrid erhéht exprimiert
detektieren.

Durch die Uberpriifung der 168 Genfragmente der @At assoziierten Proteine konnten
fur die frihe Entwicklung von Embryo- und Endospgewebe, die moglicherweise fir die
Auspragung von Heterosis entscheidend sein kameiterte Einblicke in das Spektrum der
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putativ Heterosis assoziierten Chromatingene geewonmwerden. Die Zuordnung der
insgesamt 38 differentiell exprimierten Chromatimgein verschiedene Funktionsklassen
zeigt auf, dass sowohl allgemein regulierende, ddistnodifizierende und Chromatin
remodulierende Gene als auch Strukturgene von einerschiedlichen Expression in den
Inzuchtlinien und reziproken Hybriden betroffendsiiiKapitel 3.5.3: Tab. 9).

15 der 38 Chromatingene zeigten in sechs dap Ermgbwebe eine differentielle Expression,
29 Chromatingene in sechs dap Endospermgewebe, wobeiden Geweben ein ungefahr
gleicher Anteil der differentiell exprimierten Gene die Funktionsklassen ,Allgemein
regulierende Enzyme“, ,Histon modifizierende EnzymeChromatin remodulierende
Enzyme* und ,Strukturgene” eingestuft werden konfKapitel 3.5.3: Tab. 9). Es ist daher
maoglich, dass in Bezug auf die Genregulation irdéei Geweben ahnliche Mechanismen
genutzt werden, die durch gewebespezifische Pe@usgefihrt werden. Diese Vermutung
wird dadurch unterstitzt, dass im selben Gewebe den untersuchten Genotyp-
kombinationen (UH301/UHO005, UH250/UH301) die gleahdifferentiell exprimierten Gene
nachgewiesen werden konnten (Kapitel 3.5.3: Tab. 9)

In den Expressionsanalysen konnten weitaus mehr¥g)ddifferentiell exprimierte Gene mit
einer putativen Histon modifizierenden Funktion et@iert werden als solche, die eine
strukturgebende Funktion (26,3%) besitzen. Zu destoH modifizierenden Enzymen
gehorten 2 Histonacetyltransferasen, 5 Histondgkaset, 9 SET-Proteine und ein Protein mit
methylbindendem Proteinbereich (Kapitel 3.5.3). Yab al. 2005 konnten bei der
Untersuchung der Heterosis assoziierten Genexpressi Wurzeln und Bléattern von
Weizenkeimlingen ebenfalls die differentielle Exgsi®n eines Gens nachweisen, das eine
hohe Homologie zu einer Histondeacetylase aus Maisvies. Diese Histondeacetylase
gehort wie auch das Protein ZmHdal aus Mais zwettens RPD3/HDAL Superfamilie wie
die im Rahmen dieser Arbeit identifizierte Histoegtase HDA117, deren Gen sowohl in
Embryo- als auch Endospermgewebe als differentigfirimiert detektiert wurde (Kapitel
3.5.3: Tab. 9). In Endospermgewebe des Hybrids @G08xkonnte fir die Histonacetylase
HDA117 eine signifikant unterdominante Expressi@achygewiesen werden (Kapiel 3.5.3:
Tab. 8). Die in Weizenkeimlingen identifizierte kinacetylase war im Gegensatz dazu im
Hybrid hochreguliert (Yaet al., 2005).

Die Histonacetylierung bzw. -deacetylierung, dierathu Histonacetyltransferasen bzw.
Histondeacetylasen katalysiert wird, beeinfluRt dieggdnglichkeit der Chromatin-DNA fur
RNA-Polymerasen (Yaet al., 2005). Fur ZmHdal konnte gezeigt werden, dassEdaym

in Mais effektiv die Transkription reprimiert (Pilpet al., 2003).

Im Gegensatz zum Gdmall7, das eine verminderte Expression im Endospermgeweb
Hybrids 301x005 zeigte, ist das Gen der ebenfdbistifizierte Histondeacetylase HDA113,
die der SIR2 Familie angehért, im Endospermgewebg gleichen Hybrids signifikant
Uberdominant exprimiert (Kapitel 3.5.3: Tab. 8)e[®3IR2 (silent information Regulator 2)
Histonacetylase wurde in Hefe entdeckt (Denu, 2088) das Protein die Genstilllegung an
den Telomeren veranlasst (Aparietcal., 1991; Strahl-Bohlsingeat al., 1997; Gottschlingt

al., 1990). An den Telomeren ist SIR2 Teil eines Multigmkomplex (Aparicicet al., 1991,
Strahl-Bohlsingeret al., 1997), der zur Stabilitat und Aufrechterhaltungr deslomer-
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wiederholungen gebraucht wird (Palladigoal, 1993). Eine erhdhte Dosis des SIR2 Gens
fuhrt zu einer verlangerten Lebensspanne in Hefaelfi€rlein et al., 1999) und
Caenorhabditis elegans (Guarente, 2000; 2001), wohingegen eine DeletemSIR2 Genes in
Hefe die Lebensspanne verkirzt (Kaeberétia ., 1999).

Chromatin assoziierte Proteine und genregulatogiddblekile sind darauf ausgerichtet, in
Komplexen aus vielen Untereinheiten in dem ProzessKontrollierung der Genexpression
zu wirken. Zunehmende Beweise legen nahe, das$ diiecVeranderung der Menge eines
der Mitglieder eines solchen Komplexes die FunKidiizcienz des gesamten Komplexes
durch die Kinetik der Assemblierung und anderenidxign beeinflusst wird (Birchlest al.,
2007; 2005). Zwischen den Inzuchtlinien und denipreken Hybriden auftretende
Genexpressionsveranderungen welcher Natur auchrpidenen daher bei dieser Genklasse
drastische Folgen haben, da genregulatorische fdieem in Eukaryoten empfindsam
gegenuber der Gendosis sind und Veranderungemzelaen Komponenten einen Effekt auf
den Phanotyp ausiben kdnnen (Bircleteal ., 2005).

Am Beispiel der Funktion der SIR2 Histonacetylasédefe kann zum einem nachvollzogen
werden, wie stark der Einfluss einer veréandertepré&ssion eines einzelnen Chromatingens
auf den Organismus ist, zum anderen wird deutlddss Histonacetylasen sehr spezielle
Einsatzgebiete haben kdnnen. Mdglicherweise fuastldar umgrenzte Einsatzspektrum der
einzelnen Histon modifizierenden Enzyme, das sigenié Chromatindomainen umfasst
(Grozinger und Schreiber, 2002), dazu, dass einbere6 Anzahl an Genen dieser
Funktionsklasse als putativ Heterosis assoziiemtifiziert wurde, da verschiedenste Enzyme
fur die unterschiedlichen Genregulationen gebrauehntien.

Typischerweise ist Euchromatin assoziiert mit destyen Histonen und am Lysinrest 4
zweifach methyliertem Histon H3. Heterochromatih im Gegensatz dazu assoziiert mit
Histon H3 Proteinen, die am Lysinrest 9 zweifachthykert sind (Lippmanet al., 2004).
SET-Proteine fuhren als Lysin-Methyltransferasea ldistonmethylierung durch, wobei die
zweifache Methylierung am Lysinrest 4 des Histon (€utureet al., 2006) bzw. die
zweifache Methylierung am Lysinrest 9 des Histon KBhang et al., 2002) auf
unterschiedliche SET-Proteine zuriickgeht. Im Rahmtieser Arbeit konnten insgesamt 9
SET-Proteine als differentiell exprimiert identiézt werden (Kapitel 3.5.3: Tab. 9), was auf
eine mdgliche Beteiligung dieser Histon modifizieslen Enzyme an der nachgewiesenen
Hybridvitalitdt von sechs dap Embryonen und Endospeerweist.

Die Position von Histonen und Nukleosomen auf eirgtiick DNA kann wie eine rdumliche
Blockierung wirken und den Zugang von Transkripsiaktoren zu Promotoren behindern
(Aalfs und Kingtson, 2000). Remodulierende Komplesied gekennzeichnet durch eine
heterogene Assemblierung von Chromatin modifizideen Proteinen und stehen oft in
Kooperation mit Transkriptionsfaktoren. Diese Koey# kdnnen dadurch die lokale Struktur
von DNA/Nukleosomen-Komplexen verandern, dass digldébsomen entlang der DNA an
eine veranderte Position gerickt werden (Aalfs Kintgtson, 2000; Owen-Hughes, 2003).
Dies kann die Zuganglichkeit von zuvor blockiertBranskriptionsorten erméglichen bzw.
das Gegenteil bewirken (Grant-Downton und Dickinsz005). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konnten insgesamt 4 Untereinheiten von Clatomremodulierenden Komplexen, ein
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Klon mit Homologie zu dem Chromatin remodulierendesktor CHD3 sowie 4 globale
Transkriptionsfaktoren mit einer differentiellen fEgssion zwischen den Genotypen der
interpool Kreuzung UH301/UHO005 nachgewiesen wel@apitel 3.5.3: Tab. 9.; Kapitel 7.3:
Tab. 22). Eine Beteiligung der Chromatin remodelneten Enzyme, aber auch der
Transkriptionsfaktoren an den Heterosis begleiteardechanismen ist daher denkbar.
Interessant ist, dass auf der Basis der Microamayaen mit dem Heterosis-3k-Array flr
Chromatingene mit modifizierender, remodulierendeder regulierender Funktion
hauptsachlich eine Uber- bzw. unterdominante Espyasim Embryo- als auch im
Endospermgewebe der Hybride nachgewiesen werdemedgiapitel 3.5.3: Tab. 8). Dieses
Expressionsverhalten verweist auf genregulatorisoteraktionen, die zwischen den Allelen
der im Hybrid kombinierten Genome stattgefunderenattissen.

Im Gegensatz dazu wiesen vor allem strukturgeb&udteine in sechs dap Hybridgeweben
ein additives Expressionsmuster auf (Kapitel 3.9&b. 8), obwohl auch fir einige wenige
SET-Proteine eine zum elterlichen DurchschnittajieiExpression in sechs dap Embryo- und
Endospermgewebe der Hybriden festgestellt werdentkeo(Kapitel 3.5.3).

Zu den im Rahmen dieser Arbeit identifizierten ktougebenden Proteine, deren Gene
vorwiegend additiv exprimiert waren, gehodrten diestehe H2A, H2B, H3 sowie zwei
Einzel-myb-Histone, drei Proteine der Klasse ,Higlolbility Group family B und zwel
Nukleosomen/Chromatin assemblierende Faktoren {&lapi5.3: Tab. 9). Swanson-Wagner
et al. 2006 wies in 14 Tage alten Maiskeimlingen das dtistH2B und einen
Nukleosomen/Chromatin assemblierenden Faktor depgi&r D als im Hybrid Mol17xB73
hoher exprimiert nach. Yaoet al. 2005 konnte in Wurzeln und Blattern von
Weizenkeimlingen feststellen, dass die Histone H2B-1, H2B-2, H2B-6 und H2B153 in
Hybriden hochreguliert waren. Sie schlussfolgertiags das erhdhte Expressionsniveau der
Histone in Hybriden mdglicherweise zu der erhéhféachstumsrate der Hybride beitragt.
Kollipara et al. (2002) konnte ferner bei der Analyse von Maiskeiggn nachweisen, dass
das Histon H2B unterschiedlich zwischen den rekipno Hybriden Mol7xB73 und
B73xMo17 exprimiert wird. In Embryonen des spaténEhtwicklungsstadiums waren ferner
die Histone H2B und H4 unterschiedlich in den regen Hybriden Mol7xB73 und
B73xMo17 exprimiert (Kolliparat al, 2002).

Auch wenn die Ergebnisse der verschiedenen Studian Heterosis assoziierten
Genexpression in Bezug auf die Expression der tstrgkbenden Proteine in Hybriden
unterschiedlich sind, so zeigt doch die Ubereinstmde Identifikation der strukturgebenden
Chromatingene eine mdgliche Verbindung zu Heterasis

In Hinblick auf Heterosis miussen weitere Analyselydn, um die rAumliche und zeitliche
Choreographie zwischen spezifischen Transkriptekisfen, Chromatin modifizieren und
strukturgebenden Proteinen, die die RegulatiorGagrexpression ermoglichen, zu verstehen.
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4.2.7 Transposition gibt Hinweise in Bezug auf Stiegungsmechanismen

Interessanterweise konnte im Rahmen der Expressiahsen mit dem Heterosis-3k-Array
festgestellt werden, dass in Embryo- wie auch Epelosgewebe der verschiedenen
Genotypen der interpool Kreuzung UH301/UH005 sowddrisponierbare Elemente als auch
Proteingene, die mit der Transposition in Zusamraaghstehen, unterschiedlich exprimiert
waren (Kapitel 3.5.4; Kapitel 7.3: Tab. 24).

Bei den transponierbaren Elementen handelt esnsicAusnahme voi€ind um verschiedene
LTR-Retrotransposons. Dies sind DNA-Sequenzen, wtie direkten, langen terminalen
Wiederholungen (,long terminal repeats”, LTR) flagmit werden und gewdhnlicher Weise
alle Proteine, die fur die Transposition und In&gn des Retrotransposons gebraucht
werden, codieren (Wessler, 2001). Das Transposititermediat, eine RNA-Zwischenstufe,
wird durch Transkription des LTR-Retrotransposombilglet (Wessler, 2001). Mindestens
60% des Maisgenoms setzt sich aus Retrotranspaag@mnmen, von denen einige eine
Kopienanzahl von bis zu 20.000 pro haploides Geaafweisen (SanMiguel und Bennetzen,
1998). Die meisten dieser hoch repetitiven Retnsfpasons liegen zwischen den Genen und
werden unter den meisten physiologischen Bedinguagé einem sehr geringen Niveau oder
gar nicht exprimiert (Avramovat al., 1995; Bennetzen, 1996; Meyegs al., 2001). Im
Genom seltener vorkommende Retrotransposons sinGegensatz dazu vergleichsweise
haufiger tber die RNA-Zwischenstufe nachweisbary@iset al., 2001). Bei den im Rahmen
dieser Arbeit identifizierten Retrotransposons teinegs sich sowohl um solche, die in
geringer Kopienanzahl im Genom vorliegeotior: Marillonnet und Wessler, 199&eina:
Meyerset al., 2001) als auch solche, die haufig vorkomm€&snfA: Ananievet al., 1998;
Opie: Marillonnet und Wessler, 1998jnful: Sanz-Alferezt al., 2003).

Transposition allgemein stellt eine Art zweiseitigedaille fir den Organismus dar. Zum
einen ist Transposition vorteilhaft, da sie zur ltion der Genome beitrdgt (Bennetzen,
2000; Kumar und Bennetzen, 1999). Fu und Doone@ZP@onnten nachweisen, dass sich
Retrotransposoncluster in verschiedenen Maisinsngtt merklich unterscheiden, nicht nur
in der Zusammensetzung, sondern auch in der Posigtativ zu Genen. Es gibt sogar
Hinweise dafir, dass Transposons und repetitive @i Hauptrolle bei der Erzeugung der
allelischen Diversitat spielen (Springer und Stu@007), da repetitive Sequenzenadis
Einfluss auf das Expressionsniveau nahe gelegeape @der ganzer Genregionen nehmen
(Stamet al., 2002; Clarket al., 2006) oder transponierbare Elemente durch Integran
regulierende Gensequenzen eine veranderte Expmeasislosen kdnnen (Sommetr al.,
1988). Transposition ist folglich durch die Erzengwon Diversitat auch in Hinblick auf
Heterosis positiv zu diskutieren (Springer und &ty@007).

Zum anderen ist Transposition fur das Individuutbbstenachteilig, da mit der Transposition
eine zum Teil negativ veranderte Genexpressionpi@bsomenbriiche oder Rearrangements
des genetischen Materials einhergehen kdnnen (@fe601). Deshalb haben die Pflanze
Mechanismen entwickelt, die durch Methylierung @MA-Sequenz der transponierbaren
Elemente die Transposition verhindern (Tehal., 2005).
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben gézeigss in dem untersuchten frihen
Stadium der Entwicklung sowohl in Embryo- als audgfdospermgewebe eine Expression
dieser unterschiedlichen transponierbaren Elemeatdhzuweisen war. Da auch Leti al.
(2004) bei der Charakterisierung des Maisendospansitriptoms in einem vergleichbaren
Stadium transponierbare Elemente identifiziertep #aal. (2005) bei der Sequenzierung von
748 zwischen Hybriden und Inzuchtlinien differetitiexprimierten cDNAs in Weizen-
keimlingen jedoch keine transponierbaren Elemerdehwies, ist es denkbar, dass die
Detektion von differentiell exprimierten Retrotraoesontranskripten vornehmlich in der
frihen Embryogenese maglich ist.

In dem untersuchten friihen Stadium der Entwicklikognte der Hinweis auf eine Heterosis
assoziierte Expression der Retrotransposons gefumggden. In Endospermgewebe des
Hybrids 301x005 wurden die Elemen@entA, Cin4, Opie, Prem-2 und Sonor signifikant
seltener exprimiert, wodurch ein unterdominantegpré&ssionsverhalten nachweisbar war
(Kapitel 3.5.4: Tab. 10). In Pflanzen wird die Bung von transponierbaren Elementen
durch DNA-Methylierung erreicht (Traret al., 2005), die die Aktivitdt von DNA-
Methyltransferasen voraussetzt und in Zusammenhsiet mit der Rekrutierung von
Proteinkomplexen, die an der methylierten DNA bim@@eyes, 2006). Es ist daher denkbar,
dass die abgeschwachte Expression im Hybrid awd emVergleich zu den Inzuchtlinien
veranderte Expression bestimmter Chromatin assteiiroteine zurtickgeht, wodurch eine
verbesserte Stilllegung der transponierbaren El¢éemaidglicht wird.

Die im Embryogewebe lber gRT-PCR Expressionsanaliestgestellten Expressionsmuster
des RetrotransposoR&ina und des Gens TF6 (Kapitel 3.5.4), die in den mekipn Hybriden
eine additive bzw. dominante Expression aufzeigténnten wegen der Unterschiedlichkeit
des Expressionsverhaltens beider Gene auf die liBatey eines sequenzspezifischen
Mechanismus zur Stilllegung dieser Elemente vemvei®erzeitige Arbeiten iArabidopsis
haben die siRNA-Maschinerie mit einer gewiesedemovo Methylierung in Verbindung
gebracht (Caat al., 2003; Charet al., 2004; Zilbermaret al., 2003), wobei sSiRNAs einen
speziellen Stilllegungskomplex leiten, der die Wdtackung der Transposonaktivitdt zum
Ziel hat und somit zur Genomstabilitat beitragtl§grmanet al., 2003).

Der in Arabidopsis entdeckte Stilllegungskomplex, der speziell RNAvgsene DNA-
Methylierung durchfliihrt, setzt sich unter anderears @inem Dicer-like 3 Protein, der RNA-
abhangigen RNA-Polymerase 2, der RNA-Polymerasany dem AGO4 Protein zusammen
(Xie et al., 2004; Zilbermaret al., 2003; Herret al., 2005; Onoderat al., 2005). Mutationen

in diesen Proteinen konnen zu verringerter siRNAkukkulation, verringerter AGO4
Stabilitat (Li et al., 2006) und einer verringerten DNA-Methylierung aelen endogenen
Genorten, die Transposons und repetitive Sequeeirschlie3en, fihren (Xiet al., 2004,
Zilbermanet al., 2003; Herret al., 2005; Onoderat al., 2005; Lippmaret al., 2003; Charet

al., 2004; Zilbermaret al., 2004). Daher ist es in Hinblick auf das Expresswenhalten von
Reina und TF6 denkbar, dass sequenzspezifische Gestiligssysteme wahrend der
Einrichtung des allelischen Zusammenspiels der @enn der frihen Entwicklung die
Stilllegung der jeweiligen transponierbaren Segeenm Hybriden unterschiedlich gut
vermitteln, da Sequenzvariationen in beiden InZdugkh vorliegen kdénnen und/oder das
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spezielle Stilllegungssystem der jeweiligen Inziiokg unterschiedlich effizient Stilllegung
ermdglicht. Bemerkenswert ist in dem Zusammenhédags in sechs dap Endospermgewebe
Hinweise dafir gefunden wurden, dass ein zu AGQ#dioges Protein in den untersuchten
Maisinzuchtlinien differentiell exprimiert wurde @gitel 7.3: Tab. 22, 23).

4.2.8 Genregulatorische Interaktionen sind in sechdap F1-Embryonen nachweislich
erhoht

Gemal Birchlegt al. (2003) sind im Hybrid zwei gegensatzliche Moglielikn denkbar, um
Heterosis unter molekularen Gesichtspunkten zuaeskt Auf der einen Seite eine
kombinierte, allelisch additive Expression beideenGme auf einem dem elterlichen
Durchschnitt ahnlichem Niveau - auf der andereneSexpressionsniveaus, die im Vergleich
zum elterlichen Durchschnitt auf Grund von Intei@kén zwischen den kombinierten
Genomen verandert sind.

Informationen Uber relative Genexpressionsniveaes likiden reziproken Hybride und
elterlichen Inzuchtlinien in der frihen Entwicklurggnd deshalb so interessant, weil in
Arabidopsis und Mais der Beginn und das Ausmal des véaterli@®@inags zur embryonalen
Genexpression kontrovers diskutiert wird. Anzeiclié@neine im Ganzen um mehrere Tage
verzogerte Aktivierung des vaterlichen Genomgiiabidopsis stehen Berichten einer friihen
paternalen Aktivitat einiger Gene gegenuber (Vi€llzadeaet al., 2000; 2001; Weijerst al.,
2001). Wie dem auch sei, sechs Tage nach der Bestgu konnten durch die
Expressionsanalysen mit Microarray und qRT-PCR &ejanerelle Tendenz zu maternalen
Expressionsniveaus feststellt werden, wie es zuamew ware, wenn die paternale
Genomaktivierung verzogert ware.

Es konnten vielmehr durch die Identifikation vonms#gominanten, dominanten und
Uberdominanten sowie unterdominanten Genexpressigsisrn in sechs dap Embryo- und
Endospermgewebe der Hybride genregulatorische aktienen aufgezeigt und somit zu
diesem Zeitpunkt der Entwicklung die Aktivitat berdsenome nachgewiesen werden.

Durch die gqRT-PCR Expressionsuntersuchungen vodifédrentiell exprimierten, zufallig
ausgewahlten Genen, die unterschiedlichste Homaogeigten, konnte festgestellt werden,
dass 43,5% der untersuchten Gene in sechs dap &néorgignifikant P<0,15) nicht additiv
exprimiert wurden (Kapitel 3.6.2). Swanson-Wageteal. (2006) konnten im Vergleich dazu
auf der Basis von Microarrayanalysen mit 14 TadgenaKeimlingen nur 22% signifikant
(P<0,15) nicht additiv exprimierte Gene detektiereloywohl &hnlich wie in der vorliegenden
Arbeit alle méglichen Arten der Genexpression bebbet wurden. Auch Stupar und Springer
(2006) wiesen bei Microarrayanalysen mit unreifesiden, 19 dap Embryonen und 11 Tage
alten Keimlingen ungefahr 20% nicht additive Exgres nach. Da beide Arbeiten, genauso
wie die vorliegende Arbeit, in Mais durchgefuhrt nden, aber auf dem Vergleich von
Hybrid- und Inzuchtgewebe eines spateren Entwiddstadiums beruhen, kann vermutet
werden, dass der erhohte Anteil an nicht addit@enexpression, der in sechs dap F1-
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Embryonen nachgewiesen wurde, mdglicherweise ina@nsenhang steht mit den
Vorgangen zur Manifestierung von Heterosis in daihén Entwicklung. Da in den
Untersuchungen von Uzarowslka al. (2006) auf der Basis von isoliertem Maisapikal-
meristem ebenfalls ein hoher Anteil der differehti@xprimierten Gene (88,6%)
Uberdominanz bzw. partielle oder vollstandige Dcemin zeigte, konnte die erhohte
Detektion von nicht additiver Genexpression tatiélkldurch den frihen Entwicklungs- bzw.
geringen Differenzierungsstatus der untersuchtemeBe bedingt sein.

Wie dem auch sei, auch Auggral. (2005) konnten bei der Untersuchung von 30 Gelben U
radioaktive Markierung der RNA von Hybriden und udchtlinien in Blattgewebe
ausgewachsener Maispflanzen in den reziproken HghbrR0O bzw. 19 Gene mit einer nicht
additiver Expression identifizieren.

Interessant ist, dass in den im Rahmen dieser Arloeirchgefihrten gRT-PCR
Expressionsanalysen festgestellt werden konntes siah die reziproken Hybride in Bezug
auf die realisierten Expressionsmuster unterschied&hrend im Hybrid 005x301 56,3% der
mit Hilfe der gRT-PCR Analysen untersuchten 31 Geige nicht additive Expression
aufwiesen, waren es 28,1% im Hybrid 301x005. Kalget al., (2002) konnten bei der
Untersuchung von reziproken Maishybriden, die sdieiedliche Phanotypen in Bezug auf
Kaltekeimung und Austrocknungstoleranz zeigten, rketa Expressionsunterschiede
nachweisen. Daher ist es denkbar, dass die in &apifl.1 gezeigten unterschiedlichen
GroRRenzuwachsraten, die sich in den MH-Werten wagdegeln, durch unterschiedliches
Expressionsverhalten der Hybride bedingt sein k&mnbDas 005x301 Hybrid, bei dem im
Vergleich zum reziproken Hybrid doppelt so viele datersuchten Gene eine nicht additive
Expression zeigten, wies einen deutlich erhohten-Wett im Vergleich zum 301x005
Hybrid auf (Abb. 7). Bemerkenswert ist, dass dieHgbrid 005x301 zusatzlich nicht additiv
exprimierten Gene fast ausschlie3lich eine Homelawi Proteinen mit einer regulierenden
Funktion aufwiesen (Tab. 12). Da gemalf3 Bircleteal. (2005) genregulatorische Hierarchien
in Eukaryoten empfindsam gegenuber der Gendosd @il Veranderungen in einzelnen
Komponenten einen Effekt auf den Phanotyp habennédn wéren weitere Analysen
wunschenswert, die den Zusammenhang zwischen de&mderten Expressionsverhalten
regulatorischer Gene in reziproken Hybriden uneétotschen Merkmalen untersuchen.

Die im Rahmen dieser Arbeit mit der Microarraytekhaurchgefiihrten Expressionsanalysen
(Kapitel 3.5) legen dar, das zahlreiche Gene irhsatap Hybriden im Vergleich zu den

elterlichen Inzuchtlinien differentiell exprimiedind. Nicht additive Genexpressionsmuster
lassen zwischen den elterlichen Genometrans wirkende regulatorische Mechanismen zu
diesem Zeitpunkt der Entwicklung erkennen, da dami@ und Uberdominante

Expressionsmuster nicht durch eine Addition deelisthen Expression erklart werden
konnen.

Tatsachlich konnte durch allelspezifische Expressanalysen von 20 Genen (Kapitel 3.7),
die Homologien zu Proteinen mit unterschiedlichstEunktionen aufwiesen und

unterschiedlich stark zwischen den elterlichen ¢htinien UH301 und UHOO5S in sechs dap
Embryonen exprimiert waren, nur bei 5 bzw. 4 Geimeden sechs dap Hybridembryonen
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301x005 und 005x301 eine ausschlielliciteeRegulation festgestellt werde. 13 der 20 Gene
wurden alscig/trans-reguliert eingestuft, wobei ein deutlicheans-Einfluss nachgewiesen
werden konnte (Abb. 26). Stupar und Springer (20a@)nten im Gegensatz dazu zeigen,
dass ein Hauptteil der allelischen Expressionstranan in spateren Entwicklungsstadien von
Mais seine Ursache inis-regulatorischen Variationen der Allele hat. Ihmgé&bnisse basieren
auf allelspezifische Expressionsanalysen von 27erdifitiell exprimierten Genen, die in
unbefruchteten Kolben, 11 Tage alten Keimlinge dw®ddap Embryonen der reziproken
Maishybride B73xMo017 und Mol17xB73 durchgefuhrt wemd Auf der Grundlage von 35
Analysen konnten Stupar und Springer (2006) 18 Genecis-reguliert, ein Gen algans-
reguliert und insgesamt 13 Gene aldtrans-reguliert klassifizieren, wobei die Expression
diese 13 Gene starker durals beeinflusst war. Die im Rahmen dieser Arbeit dgeftihrten
allelspezifischen Untersuchungen der Genexpressionacht dap Embryonen zeigten, dass
im Vergleich zu sechs dap Embryonen mehr als dogpeliele Genen als ausschliel3las
reguliert eingestuft werden konnten und dexEinfluss auch bei denigtrans-regulierten
Genen zunahm. Es ist daher denkbar, dass in fri#tadien der Entwicklung irrans
wirkende Faktoren einen grol3eren Einfluss auf ddaelpression haben als in spateren. Ein
in der Embryogenese stattfindender Wandel der Réigukeinflisse wirde erklaren, warum
die Ergebnisse nicht nur von Stupar und Springé0§2, sondern auch von Schaatital.
(2003) und Guoet al. (2004) darauf hindeuten, dass in Mais ein grof3eteih der
intraspezifischen Unterschiede in den Genexpressiveauscis-regulatorischen Variationen
zugeschrieben werden kénnen.

Der Vergleich der in der vorliegenden Arbeit getemngErgebnisse mit Wittkopg al. (2004)
verweist ebenso wie der Vergleich mit der Untersumgchvon Stupar und Springer (2006)
darauf, dass in sechs dap F1-Embryonen in erhOiafde trans-Regulation festgestellt
wurde. Wittkopp et al. (2004) konnten inDrosophila zeigen, dasscis-regulatorische
Unterschiede sehr haufig zwischen orthologen Gemeschiedener Arten vorkommen und
interspezifische Expressionsunterschiede in Fl-idgbr nahezu ausschlie3lich durcts
regulatorische Anderungen in Strukturgenen verimsaerden.

Maoglicherweise steht die in sechs dap F1-Embrydneerhbhtem Malde festgestell@ans-
Regulation, die nachweislich mit detektierten nichdlditiven Expressionsmustern in
Verbindung gebracht werden konnte (Kapitel 3.7.ab.T14), in Zusammenhang mit der
Etablierung einer kombinierten Expression der kifeen Allele und somit mit der
Manifestierung von Heterosis in der frihen Entwirid.

4.2.9  Madglichkeit zur Initialisierung von Heterosisbereits in der Zygote

Die Aktivierung des vaterlichen Genoms kennzeictdet Ubergang von der miitterlichen
zur embryonalen Kontrolle der Entwicklung und deagBin des aus sich selbst heraus
bestimmten Entwicklungsprogramms (Grimanetlial., 2005), das fur die Auspragung von
Heterosis grundlegend ist.

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werderss ddie kombinierte Aktivitat der
elterlichen Genome der F1-Hybridembryonen schomsd@agen nach der Bestaubung zu
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messbarer Hybridvitalitat fuhrt (Kapitel 3.1.1). €8e Detektion von Heterosis setzt eine
bereits abgeschlossene Initialisierung der erhoM#&achstumsrate unter Beteiligung der
beiden genetisch verschiedenen Genome voraus. Dat d®i einer sehr stark erhdhten
Zellteilungsrate in F1-Hybriden Zeit vergeht bis 6Genunterschiede von bis zu 180%
zwischen dem Hybrid und der maternalen Inzuchtlieréstehen, missen die Heterosis
einleitenden Prozesse, die eine paternale Genoreaking voraussetzen, extrem frih in der
Embryogenese beginnen. Die in wissenschaftlichdsilationen vorherrschend vertretende
Meinung der verzogerten Aktivierung des véterlichkeéanoms in Angiospermen (Vielle-
Calzadaet al., 2000; Barowet al., 2001; Grimanelliet al., 2005) in Analogie zum tierischen
System (Sawicket al., 1981; Bensaudet al., 1983; Matsumotet al., 1994; Nothiast al.,
1996) steht der Etablierung von Heterosis asséeneExpressionsmustern in der friihen
Embryogenese jedoch entgegen.

Die allelspezifischen Expressionsanalysen dieseeif(Kapitel 3.7) zeigen eindeutig, dass
die Aktivierung des paternalen Genoms vor der Bra@lteilung noch in der Zygote ifiea
mays vollzogen wird. Ferner konnte gezeigt werden, dass der frihen paternalen
Genomaktivierung nicht nur Mitglieder einer bestitem Proteinfamilie bzw. Proteine mit
einer spezifischen Funktion oder Lokalisierung irman@m betroffen sind. Daher kann die
frihe Aktivierung des gesamten mannlichen GenonZearmays angenommen werden.

In Kontrast zu diesem Resultat stehen die Ergebniea Grimanelliet al., die 2005 von 16
frih exprimierten endogenen Genen ausschlie3li@nskripte mutterlicher Allele in den
ersten drei Tage nach der Befruchtung in Mais dieten konnten. Grimanellet al.
verwendeten zur Uberprifung der paternalen Genawitiikt wegen der schwierigen
Isolierung von drei dap Embryonen und Endosperm r@na die vom Perikarp und
extranuzellaren Zellschichten getrennt wurden, abemehmlich maternales sporophytisches
Gewebe enthielten. Die methodisch bedingte Naclgneize von 1:100 kdnnte der Grund
daflr gewesen sein, dass bei der Analyse diesesrislateine Detektion von Transkripten
der paternalen Allele nicht moglich war. Auf Grurdkr grindlichen Trennung der
untersuchten Zygoten und Embryonen von dem umgependitterlichen Gewebe (Abb.
29A) durch die Mikrodissektionstechnik konnte deewwtinschte Einfluss von zusatzlichen
maternalen Transkripten in der allelspezifischeprEgsionsanalyse, die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefuhrt wurde, jedoch ausgeschlossedeve

Wegen der Detektion ausschlie3lich maternaler Gehykte bis zum Midglobularstadium in
Arabidopsis, vermuten Vielle-Calzadat al. (2000), dass der gro3te Teil, wenn nicht das
gesamte véaterliche Genom zundachst stillgelegt wivalbot und Evans diskutierten 2003,
dass diese verzogerte paternale Genomaktiviersngeakingerte haploide Phase Vorteile fur
die naturliche Selektion haben kdnnte. Da im Rahrden vorliegenden Arbeit bei 20
untersuchten Genen die Aktivitat der paternalerl&lhachweisbar war, kann fir Mais eine
das gesamte vaterliche Genom betreffende Stilliggadoch ausgeschlossen werden. Dies
steht in Einklang mit den Ergebnisse von Schodteal., die 2002 mittelsn vitro Fertilisation
und RT-PCR zeigen konnten, dass neu transkribigipemRNA 4 Stunden nach der
Befruchtung einer Mais Wildtyp-Eizelle mit eingfp-transgenen Spermazelle detektierbar
war. Da die frihe Aktivitat des paternalen Genonisdar Dekondensation des méannlichen
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Chromatins einherging, konnte von Scholetral. bereits 2002 die friihe Zugangigkeit des
mannlichen Genoms fir die transkriptionale Masatién@ Mais nachgewiesen werden.

Sechs Gene zeigten in den allelspezifischen Expresmalysen (Kapitel 3.7.3) eine
vornehmliche Expression nur eines Allels oder dissahlief3liche Expression des Allels
UHO005 unabhangig vom elterlichen Ursprung. Die aktaristische Expression dieser Gene
bewies, dass bereits in Zygoten ein gleichwertR@tential der elterlichen Genome vorlag, da
das Allel unabhangig vom elterlichen Ursprung daa3Mler transkriptionalen Aktivitat in
Hybriden vorgab. Dieses Ergebnis steht in Konteastler Auffassung von Vielle-Calzaéa

al. (2000). Sie vertraten den Standpunkt, dass derterficihen Genom eine zentrale Rolle in
der Regulation der frihen Embryogenese zukomme dime frihe Embryo- und
Endospermentwicklung hauptsachlich unter maternéatrolle stehe.

Durch den Vergleich der allelspezifischen Trangk@pfigkeiten in den reziproken Hybriden,
die abgesehen vom elterlichen Ursprung der Alleémetisch identisch sind, konnten
elterliche Effekte, die auf das relative Transkripeau Einfluss nahmen, abgeleitet werden.
Auf Grund des bedeutenden GrdlRenunterschiedes lmvidgizelle und Spermazelle (Kranz
und Kumlehn, 1999), der auf eine Differenz zwiscldem mitgeflihrten Transkriptmengen
schlieBen laRt, und der Tatsache, dass nur daslictiée Genom vor dem Beginn der
transkriptionalen Aktivitat dekondensiert wird (Stten et al., 2002), war ein verstarktes
Auftreten von maternalen Transkripten in der friBstwicklung zu vermuten.

Tatsachlich konnte bei 12 Genen festgestellt werdass die Transkripthaufigkeit in Zygoten
signifikant maternalen Effekten unterlag. Diese emnatlen Effekte flhrten zu einer
Beeinflussung, die zwischen 4,7% und 37,4% lag dumathschnittlich 19,6% betrug. Diese
im Grunde gering erhdhte mitterliche Transkriptneezgigt deutlich den starken Einfluss,
den das vaterliche Genom bereits vor der erstdteifighg besitzt. Diese Einschatzung wurde
durch die gering, aber signifikant, erhdhte Traimkéufigkeit des vaterlichen Allels eines
Gens in beiden untersuchten Hybriden und das Feldgifikanter elterlicher Einflisse bei 7
der 20 untersuchten Gene unterstitzt. Drei Tagé wiec Bestaubung war der maternale
Einfluss auf die allelische Expression weiter vagart und in sechs dap Embryonen waren
elterliche Effekte selten signifikant oder nur selolv detektierbar.

Diese Ergebnisse zeigen, dass in der frihen Enluvigk eine ursprungsabhangige
Vormachtstellung der allelischen Transkripte nur &inige Gene in unerwartet geringem
Ausmald auftrat, wahrend fir andere Gene noch vaor alsten Zellteilung keinerlei
Beeinflussung durch den elterlichen Ursprung dégl&lnachzuweisen war.

Baroux et al. (2001) kamen imArabidopsis durch ihrer Studien zur Transgen-Aktivierung
nach der Befruchtung zu einem anderen Ergebnikddisten zwar die friihe transkriptionale
Aktivitat des Barnase Gens zeigen, waren allerdigugls Grund weiterer Studien mit dem
ReportergeniidA der Ansicht, dass véterlich vererbte Gene, sad@mach der Befruchtung
aktiv sind, zunachst eine verminderte Expressidgere Die vaterliche Expression wirde
dann im Zuge der Entwicklung graduell ansteigen, can im Midglobularstadium das
matterliche Niveau zu erreichen (Barogbal., 2001).
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Zusammenfassend zeigen die Daten, dass in Maitdidichen Genomaktivitaten schon vor
der ersten Zellteilung der Zygote nahezu gleichiggesind und die schwache Praferenz fur
maternale Transkripte innerhalb der ersten seclge fiach der Befruchtung verloren geht.
Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergelmigeigen deutlich, dass die in der
Literatur diskutierten globalen Stilllegungsmeclsamen fir das vaterliche Genom (Baraaix
al., 2001; Chaudhurgt al., 2001; Vielle-Calzadat al., 2000) inZea mays nicht etabliert
sind. Scholteret al. (2002) konnten in Mais 6 h nach der Befruchtungeediranslationale
Aktivitat auf der Basis vogfp-Signalen messen. Die Arbeitsgruppe zeigte darags dnZea
mays anders als in der Maus (Matsumeatoal., 1994; Nothiast al., 1996) die Expression
zygotischer Gene nicht durch eine Abkopplung deanskription von der Translation
verzogert ist. Folglich kann die Embryonalentwiciduin Mais umgehend nach der Fusion
der Gameten und der Dekondensierung des paren@&rmoms von beiden elterlichen
Genomen kontrolliert werden. Wesentliche Vorausseden fur Heterosis sind somit Zea
mays bereits vor der ersten Zellteilung in der Zygodggpen.
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5 Zusammenfassung

Heterosis bezeichnet eine erhdhte Vitalitat, die Inei mischerbigen Pflanzen und Tieren
auftritt und zu erheblichen Ertragssteigerungerrdiihkann. Obwohl Heterosis seit einem
Jahrhundert in der Landwirtschaft extensiv eingasetird, ist die molekulare Basis des
Phanomens bislang weitgehend ungeklart.

Ziel dieser Arbeit war es, Heterosis in der frilkrnentwicklung von Mais, kurz nachdem
zwei unterschiedliche Genome durch die Befruchtuargint wurden und gemeinsam die
Entwicklung des Embryos und Endosperms steuern, umtersuchen. Neben einer
phanotypischen Charakterisierung zur Bestimmung AlesmalRes von Heterosis in diesen
beiden Geweben sollten assoziierte Gene, dereneEsipnsmuster, sowie deren Regulation
analysiert werden. Die ldentifikation und Charaigierung von Heterosis assoziierten Genen
und Expressionsmustern sollte den Einstieg zurriefaung von regulatorischen Netzwerken
und Mechanismen ermdglichen, die fir die AuspragieggPhanomens von Bedeutung sind.

Zwei dent Inzuchtlinien und eine flint Inzuchtlinmit unterschiedlicher genetischer Distanz
und deren heterozygoten Nachkommen, die Heter@sschieden stark auspragen, bildeten
die Basis fur die Untersuchungen dieser Arbeit. Digdoide Embryogewebe und triploide

Endosperm wurden getrennt analysiert, um Unterdehialie durch die verschiedenen
genomischen Verhaltnisse bedingt sind, aufzeigekbnnen.

Die gezielte Isolation der Gewebe durch Mikrodiseek gewdahrleistete eine genaue
phanotypische Charakterisierung und eine hohe ®atidi in den molekularen
Untersuchungen. Zur Identifikation von differentiekprimierten Genen zwischen Hybrid-
und Inzuchtgeweben wurde eine hoch effiziente P@Reite cDNA-Subtraktionsmethode
mit Microarrayhybridisierungen, die die gleichzg&i Untersuchung von tausenden Genen
gestatten, kombiniert. Die Subtraktionsmethode eglitiite die Anreicherung von starker
oder ausschlie3lich exprimierten cDNAs der Hybrd:w. Inzuchtgewebe. Angereicherte
cDNA-Banken und -Populationen wurden sowohl zurditdiung eines cDNA-Microarrays
als auch in einem differentiellen Screening einggseJm in der frihen Entwicklung
moglichst aussagekraftige Expressionsanalysen hefisden Inzucht- und Hybridgenotypen
durchfuhren zu kdnnen, wurde ein fokussiertes, SIRNAs umfassendes Array produziert,
in dem Genfragmente der frihen Embryogenese undn@im assoziierter Proteine
zusammengestellt wurden. Da quantitative RT-PCRsdresitivste Technik zur Bestimmung
der Transkriptmengen ist, wurde diese Methode alidiérung der Microarraydaten und zur
Erfassung von Expressionsmustern genutzt. Allelipelze Analysen dienten dazu, die
Expression der elterlichen Allele in Hybriden zutemuchen, um Aussagen Uber
Regulationsmechanismen und die paternale Genoneking zu ermdglichen.

Fur Hybridembryonen wurde eine erhdhte Zellteilwats gezeigt, die bereits 6 Tage nach
der Befruchtung zu erheblichen GroRenunterschigmgeniber den Elternlinien fuhrt. Die
GroRenzunahme war signifikant, bestandig nachweisivel betrug maximal 180% im
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Vergleich zur mutterlichen Inzuchtlinie. Geringezawachsraten und eine stark mutterlich
gepragte GroRe waren fur das Endospermgewebe deididyeststellbar.

Sechs Tage nach der Befruchtung weist die Existemzheterotischen Merkmale auf eine
veranderte Genexpression in Hybridgeweben hin, digch den Vergleich mit der

Genexpression der elterlichen Inzuchtlinien sowahldifferentiellen Screening als auch in
den Untersuchungen mit dem fokussierten Microamaghgewiesen werden konnte.

Im Embryo konnte eine Assoziation von Heterosis @Genen, die mit der Signaltransduktion
und anderen regulatorischen Prozessen in Verbinsii@ign, durch den verstarkten Nachweis
differentiell exprimierter Gene dieser funktionell€lassen festgestellt werden.

Im Endospermgewebe der Hybride wurde sechs Tagk dac Befruchtung vorwiegend
dosisabhangige Genexpression nachgewiesen, abdr aimnc deutlicher Einfluss der
vaterlichen Allele gezeigt.

Ein Indiz fir die Beteiligung der hormonellen Reagidn an Heterosis war die Identifikation
der differentiellen Expression des Gedwarf8, ein orthologes Gen zu dem Gibberellin
insensitiven Gen augérabidopsis. Dwarf8 wies in allen Hybrid-Inzucht-Vergleichen ein
Uberdominantes Expressionsverhalten in den Endogj@veben der Hybride auf.

Eine Beteiligung epigenetischer Mechanismen an ttanskriptionalen Veradnderungen
zwischen Hybriden und Inzuchtlinien deutet sichctiudie Heterosis assoziierte Expression
von 38 Chromatingenen in Embryo- und Endospermgewem. Wahrend Gene

strukturgebender Chromatin assoziierter Proteinge evorwiegend additive Expression
zeigten, konnte fur Chromatingene mit modifizierendemodulierender oder regulierender
Funktion eine hauptsachlich Uber- bzw. unterdontmarExpression in Hybriden

nachgewiesen werden.

Allelische genregulatorische Interaktionen in Enthrynd Endospermgewebe der Hybride
konnten durch den Nachweis dominanter und Uberdami@n Genexpressionsmuster
Ubereinstimmend in den Expressionsanalysen desreliffiellen Screenings, der Microarray-
hybridisierungen und der quantitativen RT-PCR Wiehungen aufgezeigt werden.

Durch allelspezifische Analysen von 20 Genen, kenntHeterosis assoziierten
Genexpressionsmustern in sechs und acht Tage Eitdimyonen eine regulatorische Basis
zugeordnet werden. Diese Daten deckten eine Regudamstellung in diesem Zeitraum auf.
Wahrend in sechs Tage alten Hybridembryonen eiagk dtans-regulierte Expression
festgestellt wurde, war diese in acht Tage alterbiyonen vorwiegendis-gepragt. Diese
Regulationsumstellung deutet auf molekulare Prazdss frihen Embryogenese hin, die mit
der Justierung einer kombinierten Expression derlehen Allele und damit auch mit der
Etablierung von Heterosis in Zusammenhang stehen.

Gleichwertige elterliche Genomaktivitdten konntem Zea mays schon vor der ersten

Zellteilung sowie in drei und sechs Tage alten Braben durch allelspezifische Expressions-
analysen von 20 Genen gezeigt werden. Eine schwRdferenz fir maternale Transkripte
verringerte sich schnell und ist sechs Tage nachBeéruchtung vollstandig aufgehoben.
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Zusammenfassung

Diese Ergebnisse zeigen, dass in Mais die Embrgahaicklung umgehend nach der
Befruchtung durch beide elterlichen Genome konéxtllwird. Damit sind wesentliche
Voraussetzungen fiir Heterosis bereits in der Zygegeben und bieten eine Erklarung fur
die beachtlichen GroRenunterschiede zwischen Hgbrimyonen und Embryonen der
matterlichen Inzuchtlinie in der frihen Kornentwlickg.

Voraussetzungen fiur Heterosis bereits in der Zygote gegeben

Mutterliche Inzuchtlinie

Langenzuwachs, erhéhte
Zellzahl, schnellere Entwicklung

Allelspezifische
genregulatorische Interaktionen

Differentielle Expression
regulatorischer Gene

\VAAVAV

Abbildung 30: Heterosis in der friihen Embryonalentwicklung von Zea mays L.
Gezeigt sind ein reprasentativer Embryo der mitezh Inzuchtlinie und ein
Hybridembryo, die sechs Tage nach der Befruchtsnfieirt wurden. Erkenntnisse,
die in Bezug auf Heterosis fir Embryogewebe im Rammieser Arbeit gewonnen
wurden, sind dargestellt. Die Pfeile zeigen Hybhmlakteristika auf bzw. deuten
eine putative Einflussnahme auf die Entwicklung dégbridembryos an. Der
Maf3stab gibt jeweils 100um wieder.
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7 Anhang

7.1 Untersuchungen zur allelspezifischen Genexpreéss

Tabelle 15: Expressionsniveau der allelspezifiscmtersuchten Gene

gRT-PCR gRT-PCR gRT-PCR

Datenbank- Genotyp 6 Fiap Embryo 6 dap Embryo. 6 dap !Embryo A

Nummer mittlerer Standardabweichung log, mittlere Ratio

C-Wert des Ct-Wertes 005:301

EH038207 301x301 44,28 3,55 19,49
005x005 23,89 1,03

EH038206 301x301 28,14 1,48 5,91
005x005 21,83 0,51

EH038219 301x301 36,66 2,40 5,26
005x005 30,84 0,36

EH038208 301x301 23,69 1,01 4,96
005x005 18,43 0,58

DW475393 301x301 30,78 1,69 3,77
005x005 26,69 0,67

EH038220 301x301 27,42 1,58 2,56
005x005 24,70 0,75

EH038205 301x301 27,15 0,82 2,10
005x005 24,85 0,43

EH038221 301x301 26,84 2,90 1,80
005x005 24,83 0,46

EH038213 301x301 26,13 1,39 1,71
005x005 24,32 1,00

EH038212 301x301 28,43 1,17 1,20
005x005 27,15 1,95

EH038216 301x301 28,81 1,11 1,06
005x005 27,65 1,00

AB194864 301x301 23,17 1,86 0,88
005x005 22,23 1,32

EH038218 301x301 23,41 1,34 0,77
005x005 22,62 0,98

EH038214 301x301 n. d. n. d. n. d.
005x005 28,04 0,97

EH038209 301x301 27,09 1,56 0,12
005x005 26,96 1,26

EH038210 301x301 22,11 0,37 0,08
005x005 22,02 1,22

DW475554 301x301 20,46 1,28 0,93
005x005 21,47 1,68

EH038215 301x301 22,58 0,88 1,47
005x005 24,10 1,26

EH038217 301x301 25,53 0,20 2,23
005x005 27,93 0,14

EH038211 301x301 21,77 0,71 5,40
005x005 27,17 0,90

20 Gene wurden auf Grund der verschieden starkeexpeessionsunterschiede
in sechs dap Embryonen der Inzuchtlinien UH301 UrtD05 ausgewahlt. Die
Tabelle gibt einen Uberblick Uber den durchschioitdn Ct-Wert von drei
unabhéngig von einander, mit dreifach Wiederholurdgr Proben
durchgefiuihrten qRT-PCR Untersuchungen, der Staabamrichung der Ct-
Werte sowie der durchschnittlichen jdgatio (005/301).

111



Anhang

Tabelle 16: Ubersicht tiber monoallelische Detekticsgrenzen und Datennormalisierung

Datenbank- Normalisierungs- Obere _ Untere_ Normalisierungs- Obere _ Untere_
NuUmMmer faktor: Detektionsgrenze Detektionsgrenze  faktor: Detektionsgrenze Detektionsgrenze
Allele 005 Allele 005 Allele 005 Allele 301 Allele 301 Allele 301

EH038207 0,0000 0,951 0,114 0,0000 0,886 0,049
EH038206 0,6370 1,000 0,000 2,2360 1,000 0,000
EH038219 0,9800 0,859 0,194 1,0200 0,806 0,141
EH038208 0,7385 0,754 0,000 1,5432 1,000 0,246
DW475393 1,0204 0,943 0,000 0,9803 1,000 0,057
EH038220 1,0890 0,872 0,000 0,9240 1,000 0,128
EH038205 0,8757 1,000 0,000 1,1655 1,000 0,000
EH038221 1,0660 1,000 0,240 0,9416 0,760 0,000
EH038213 0,0000 0,919* 0,000* 0,0000 1,000* 0,081*
EH038212 0,8200 1,000 0,135 1,2820 0,865 0,000
EH038216 0,0000 0,935 0,000 0,0000 1,000 0,065
AB194864 0,0000 0,901 0,000 0,0000 1,000 0,099
EH038218 0,0000 0,946 0,000 0,0000 1,000 0,054
EH038214 1,0373 1,000 0,086 0,9652 0,914 0,000
EH038209 1,2220 0,927 0,000 0,8460 1,000 0,073
EH038210 1,0800 0,680 0,236 0,9310 0,764 0,320
DW475554 0,9615 0,714 0,269 1,0410 0,731 0,286
EH038215 0,8760 0,969 0,065 1,1650 0,935 0,031
EH038217 0,0000 0,900 0,000 0,0000 1,000 0,100
EH038211 0,9823 1,000 0,082 1,0160 0,918 0,000

Die Faktoren, die mit Hilfe der gDNA-Werte des HighB01x005 errechnet und fir die Datennormalisigrun
genutzt wurden, sowie die Detektionsgrenzen firaadalische Expression, die mittels gDNA der Inzilioken
UH301 und UHOO05 ermittelt wurden, sind fiir die Bfezifisch untersuchten Gene gegeben.
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Tabelle 17: Parentale Genomaktivitaten in den friilha Stadien der Embryogenese

Datenbank- Gewebe Genotyp A.nzahl der norm. Mittelwert norm. Mittelwert Stanc!ard—
Nummer Einzelanalysen Allel 005 Allel 301 abweichung
EH038207 1 dap EMB 005x301 12 0,99 0,01 0,018
1 dap EMB 301x005 12 0,95 0,05 0,055
3 dap EMB 005x301 12 0,99 0,01 0,024
3 dap EMB 301x005 12 1,00 0,00 0,014
6 dap EMB 005x301 12 0,98 0,02 0,038
6 dap EMB 301x005 12 0,99 0,01 0,025
8 dap EMB 005x301 12 0,98 0,02 0,072
8 dap EMB 301x005 12 1,00 0,00 0,000
EH038206 1 dap EMB 005x301 12 1,00 0,00 0,000
1 dap EMB 301x005 11 1,00 0,00 0,000
3 dap EMB 005x301 12 1,00 0,00 0,000
3 dap EMB 301x005 12 1,00 0,00 0,000
6 dap EMB 005x301 12 0,99 0,01 0,019
6 dap EMB 301x005 12 1,00 0,00 0,000
8 dap EMB 005x301 12 0,56 0,44 0,073
8 dap EMB 301x005 12 0,60 0,40 0,031
14 dap EMB 005x301 12 0,61 0,39 0,041
14 dap EMB 301x005 12 0,54 0,46 0,037
EH038219 1 dap EMB 005x301 12 0,86 0,14 0,027
1 dap EMB 301x005 12 0,87 0,13 0,022
3 dap EMB 005x301 12 0,83 0,17 0,058
3 dap EMB 301x005 12 0,85 0,15 0,039
6 dap EMB 005x301 12 0,83 0,17 0,033
6 dap EMB 301x005 12 0,77 0,23 0,010
8 dap EMB 005x301 10 0,82 0,18 0,037
8 dap EMB 301x005 11 0,82 0,18 0,019
EH038208 1 dap EMB 005x301 12 0,60 0,40 0,020
1 dap EMB 301x005 11 0,52 0,48 0,069
3 dap EMB 005x301 12 0,54 0,46 0,014
3 dap EMB 301x005 12 0,62 0,38 0,102
6 dap EMB 005x301 12 0,49 0,51 0,032
6 dap EMB 301x005 12 0,51 0,49 0,017
8 dap EMB 005x301 12 0,51 0,49 0,010
8 dap EMB 301x005 12 0,54 0,46 0,011
DW475393 1 dap EMB 005x301 12 0,93 0,07 0,007
1 dap EMB 301x005 11 0,92 0,08 0,008
3 dap EMB 005x301 12 0,87 0,13 0,078
3 dap EMB 301x005 12 0,94 0,06 0,020
6 dap EMB 005x301 12 0,92 0,08 0,006
6 dap EMB 301x005 12 0,92 0,08 0,010
8 dap EMB 005x301 12 0,92 0,08 0,008
8 dap EMB 301x005 12 0,91 0,09 0,006
14 dap EMB 005x301 12 0,92 0,08 0,014
14 dap EMB 301x005 12 0,92 0,08 0,006
EH038220 1 dap EMB 005x301 11 0,41 0,59 0,041
1 dap EMB 301x005 12 0,37 0,63 0,046
3 dap EMB 005x301 12 0,41 0,59 0,024
3 dap EMB 301x005 11 0,39 0,61 0,031
6 dap EMB 005x301 12 0,38 0,62 0,044
6 dap EMB 301x005 12 0,39 0,61 0,019
8 dap EMB 005x301 11 0,41 0,59 0,020
8 dap EMB 301x005 12 0,40 0,60 0,016
EH038205 1 dap EMB 005x301 12 0,87 0,13 0,024
1 dap EMB 301x005 11 0,51 0,49 0,093
3 dap EMB 005x301 12 0,76 0,24 0,065
3 dap EMB 301x005 12 0,72 0,28 0,098
6 dap EMB 005x301 12 0,57 0,43 0,009
6 dap EMB 301x005 11 0,57 0,43 0,016
8 dap EMB 005x301 12 0,60 0,40 0,009
8 dap EMB 301x005 11 0,64 0,36 0,043
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Fortsetzung der Tabelle 17

Datenbank- Gewebe Genotyp Ahzahl der norm. Mittelwert norm. Mittelwert Stand_ard-
Nummer Einzelanalysen Allel 005 Allel 301 abweichung
EH038221 1 dap EMB 005x301 12 0,49 0,51 0,013
1 dap EMB 301x005 12 0,52 0,48 0,014
3 dap EMB 005x301 12 0,48 0,52 0,026
3 dap EMB 301x005 12 0,49 0,51 0,036
6 dap EMB 005x301 12 0,48 0,52 0,008
6 dap EMB 301x005 12 0,49 0,51 0,012
8 dap EMB 005x301 12 0,48 0,52 0,014
8 dap EMB 301x005 12 0,47 0,53 0,018
EH038213 1 dap EMB 005x301 12 0,47 0,53 0,017
1 dap EMB 301x005 12 0,34 0,66 0,015
3 dap EMB 005x301 12 0,48 0,52 0,031
3 dap EMB 301x005 12 0,53 0,47 0,146
6 dap EMB 005x301 12 0,43 0,57 0,029
6 dap EMB 301x005 12 0,43 0,57 0,025
8 dap EMB 005x301 12 0,44 0,56 0,015
8 dap EMB 301x005 12 0,45 0,55 0,018
EH038212 1 dap EMB 005x301 12 0,46 0,54 0,056
1 dap EMB 301x005 12 0,10 0,90 0,033
3 dap EMB 005x301 12 0,52 0,48 0,183
3 dap EMB 301x005 9 0,65 0,35 0,371
6 dap EMB 005x301 12 0,54 0,46 0,018
6 dap EMB 301x005 11 0,53 0,47 0,036
8 dap EMB 005x301 10 0,54 0,46 0,017
8 dap EMB 301x005 11 0,54 0,46 0,013
EH038216 1 dap EMB 005x301 12 0,77 0,23 0,111
1 dap EMB 301x005 12 0,44 0,56 0,391
3 dap EMB 005x301 12 0,47 0,53 0,197
3 dap EMB 301x005 9 0,73 0,27 0,038
6 dap EMB 005x301 12 0,51 0,49 0,019
6 dap EMB 301x005 12 0,57 0,43 0,013
8 dap EMB 005x301 12 0,51 0,49 0,013
8 dap EMB 301x005 12 0,51 0,49 0,011
14 dap EMB 005x301 12 0,50 0,50 0,015
14 dap EMB 301x005 12 0,51 0,49 0,014
AB194864 1 dap EMB 005x301 11 0,28 0,72 0,111
1 dap EMB 301x005 12 0,36 0,64 0,065
3 dap EMB 005x301 12 0,43 0,57 0,116
3 dap EMB 301x005 11 0,56 0,44 0,239
6 dap EMB 005x301 12 0,43 0,57 0,057
6 dap EMB 301x005 12 0,44 0,56 0,021
8 dap EMB 005x301 11 0,46 0,54 0,057
8 dap EMB 301x005 12 0,52 0,48 0,018
EH038218 1 dap EMB 005x301 12 0,63 0,37 0,035
1 dap EMB 301x005 12 0,29 0,71 0,042
3 dap EMB 005x301 11 0,54 0,46 0,071
3 dap EMB 301x005 12 0,43 0,57 0,050
6 dap EMB 005x301 11 0,47 0,53 0,021
6 dap EMB 301x005 12 0,47 0,53 0,010
8 dap EMB 005x301 12 0,50 0,50 0,012
8 dap EMB 301x005 12 0,49 0,51 0,014
14 dap EMB 005x301 12 0,49 0,51 0,008
14 dap EMB 301x005 12 0,48 0,52 0,011
EH038214 1 dap EMB 005x301 12 0,69 0,31 0,231
1 dap EMB 301x005 12 0,59 0,41 0,123
3 dap EMB 005x301 12 0,54 0,46 0,045
3 dap EMB 301x005 9 0,65 0,35 0,138
6 dap EMB 005x301 12 0,58 0,42 0,073
6 dap EMB 301x005 12 0,56 0,44 0,015
8 dap EMB 005x301 12 0,58 0,42 0,016
8 dap EMB 301x005 12 0,55 0,45 0,012
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Fortsetzung der Tabelle 17

Datenbank- Gewebe Genotyp A.nzahl der norm. Mittelwert norm. Mittelwert Standgrd-
Nummer Einzelanalysen Allel 005 Allel 301 abweichung
EH038209 1 dap EMB 005x301 12 0,51 0,49 0,061
1 dap EMB 301x005 12 0,36 0,64 0,072
3 dap EMB 005x301 12 0,50 0,50 0,095
3 dap EMB 301x005 12 0,32 0,68 0,075
6 dap EMB 005x301 12 0,46 0,54 0,012
6 dap EMB 301x005 12 0,42 0,58 0,025
8 dap EMB 005x301 12 0,42 0,58 0,009
8 dap EMB 301x005 12 0,42 0,58 0,008
EH038210 1 dap EMB 005x301 11 0,44 0,56 0,064
1 dap EMB 301x005 12 0,32 0,68 0,036
3 dap EMB 005x301 12 0,45 0,55 0,065
3 dap EMB 301x005 12 0,24 0,76 0,090
6 dap EMB 005x301 12 0,36 0,64 0,010
6 dap EMB 301x005 12 0,34 0,66 0,013
8 dap EMB 005x301 12 0,31 0,69 0,012
8 dap EMB 301x005 12 0,32 0,68 0,008
DW475554 1 dap EMB 005x301 12 0,53 0,47 0,004
1 dap EMB 301x005 12 0,43 0,57 0,098
3 dap EMB 005x301 12 0,55 0,45 0,024
3 dap EMB 301x005 11 0,51 0,49 0,022
6 dap EMB 005x301 12 0,51 0,49 0,026
6 dap EMB 301x005 11 0,51 0,49 0,009
8 dap EMB 005x301 12 0,53 0,47 0,016
8 dap EMB 301x005 12 0,53 0,47 0,009
EH038215 1 dap EMB 005x301 12 0,51 0,49 0,014
1 dap EMB 301x005 12 0,37 0,63 0,059
3 dap EMB 005x301 12 0,61 0,39 0,044
3 dap EMB 301x005 12 0,40 0,60 0,074
6 dap EMB 005x301 12 0,51 0,49 0,015
6 dap EMB 301x005 12 0,47 0,53 0,015
8 dap EMB 005x301 12 0,54 0,46 0,011
8 dap EMB 301x005 12 0,53 0,47 0,013
EH038217 1 dap EMB 005x301 12 0,03 0,97 0,027
1 dap EMB 301x005 12 0,05 0,95 0,075
3 dap EMB 005x301 12 0,18 0,82 0,055
3 dap EMB 301x005 12 0,00 1,00 0,000
6 dap EMB 005x301 12 0,05 0,95 0,027
6 dap EMB 301x005 12 0,12 0,88 0,016
8 dap EMB 005x301 12 0,08 0,92 0,013
8 dap EMB 301x005 12 0,07 0,93 0,013
EH038211 1 dap EMB 005x301 11 0,40 0,60 0,166
1 dap EMB 301x005 12 0,20 0,80 0,085
3 dap EMB 005x301 12 0,36 0,64 0,010
3 dap EMB 301x005 12 0,18 0,82 0,055
6 dap EMB 005x301 12 0,29 0,71 0,017
6 dap EMB 301x005 12 0,31 0,69 0,020
8 dap EMB 005x301 12 0,37 0,63 0,019
8 dap EMB 301x005 12 0,36 0,64 0,006

Ubersicht (iber die normalisierten relativen Expigassniveaus der Allele 301 und 005 der 20 allelgjseh
untersuchten Gene; Angegeben ist die Anzahl debhiragyigen Messungen, der Mittelwert fir das Alleb0
der Mittelwert fiir das Allel 301 sowie die Standadveichung der Mittelwerte.
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Tabelle 18: Genregulation in sechs und acht dap Hyldlembryonen

6 dap Embryo 8 dap Embryo Eltern

Datenbank-

Nr. 301x005 005x301 301x005 005x301 6 dap 8 dap
AB194864 cis/trans cis/trans trans trans
EH038212 cis/trans cis/trans cis/trans cis/trans
EH038220 cis/trans cis/trans cis cis
EH038215 cis/trans cis/trans cis/trans cis/trans
EH038219 cis/trans cis/trans cis cis
EH038209 trans cis/trans cis cis P1=P2
EH038206 cis cis cis/trans cis/trans P1=P2
EH038218 cis/trans cis/trans cis cis P1=P2
EH038207 cis cis cis cis
DW475554 cis/trans trans trans trans
EH038214 cis/trans cis/trans cis/trans cis
DW475393 cis cis cis/trans cis
EH038208 cis/trans cis/trans cis/trans cis
EH038210 cis/trans cis/trans cis/trans cis/trans P1=P2
EH038211 cis cis cis/trans cis/trans
EH038221 cis/trans cis/trans trans cis/trans
EH038216 cis/trans trans cis cis P1=P2
EH038217 cis cis/trans cis cis
EH038213 cis/trans cis/trans cis cis
EH038205 cis/trans cis/trans cis cis

Auf der Basis der allelspezifischen Untersuchungettels statistischer Analyse unter Verwendung von
zweiseitigen studentischen T-Tests ermittelte Ggriegion der 20 untersuchten Gene in sechs und acht
dap F1-Embryonen sowie Vergleich der allelischerprEgsion in den Inzuchtlinien der interpool
Kombination UH301/UH005; Nach Stupar und Spring2006: Cis. Hy: H=1:1Mischung;trans. Hy:
H#1:1Mischungn Hy: H=gDNA,; cig/trans. Hy: H#1:1Mischungn Hy: H#ZgDNA n H-Rationtl n H-
Ratior¢P-Ratio
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7.2 Heterosis-3k-Array

Tabelle 19: Charakterisierte Komponenten des Hetersis-3k-Arrays

actin? crpl09 hda105 sdg105
agol01 dcl101 hdal06 sdg106
agol03 dcl103 hdal108 sdg107
agol04 dcl104 hdal10 sdg108
agol08 dmt101 hdal113 sdg109
agoll0 dmt102 hdal14 sdglll
agolll dmt103 hdal16 sdgl16
agol13 dmt104 hdal17 sdgl117
agoll6 dmt105 hdt102 sdgl118
agolls dmt105 htal07 sdg130
agol19 dmt106 htal12 sdg131
bet2 dwarf8° htall4 sdg135
brd101 fiel hxal09 sdgl137
brd102 fie2 mbd101 set103
brd103 gapdh? mbd105 set104
cenh3 gln4° mbd106 set106
Centa® got1° mbd108 set113
chal01 got2°¢ mbd109 set115
chal01 got3° mbd111 set119
chal02 gtalol mbd113 setl20
chal03 gtal0s mbd114 setl22
chal04 gtal06 mbd116 set123
chal05 gtalo7 mbd 119 setl24
chal09 gth101 mdb109 setl25
chall0 gtc101 nfal01 setl26
challl gtd101 nfal02 set129
chall2 gtel01 nfal03 sgalll
chall6 gte102 nfal04 sgh101
chall8 gtf101 nfc101 sgh102
chall9 gtf102 nfc102 sgh103
chal20 Gypsy® nfc103 sgf101
chal22 h2a nfc104 smh102
chal24 h2b5 nfc108 smh103
chal25 hac101 nfd101 smh104
chal26 hac104 nfd102 smh106
chal27 hac105 nfd103 smh109
chb101 hac106 nfd104 spo4l
chc101 hac108 nfd105 spp®
chri01 hac109 nfd106 sps®
chr102 hac110 nfd107 Stonor®
chr106 hac111 nfd108 Tekay®
chri1l hac112 nfd 109 ubiquitin 2
chr113 hac113 nfe101 Xilon®
chri14 hacl14 Opie® Zeon®
chr116 hac118 Prem-1°

Cin4® hag103 Prem-2°

Cinful® hag107 Reina®

Cinfil2® hda101 rubisco®

crd101 hdal102 sdg101

crd109 hdal04 sdg102

Die Chromatingene, die putativ konstitutiv exprinbés
Gene? die Retrotransposofiaind die Gene, die durch die d
AG Geiger zur Verfligung gestellt wurdefi, sind in
alphabetischer Reihenfolge gegeben.
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7.3 Differentielle Genexpression

Tabelle 20: Differentiell exprimierte Gene in Inzudt-Hybrid-Vergleichen

Genotypen-
Gewebe |kombination  |Ubereinstimmungen in 4 Vergleichen Ubereinstimmungen in 3 Vergleichen

, AH1, CC0063, CD3, EC1, FE11,
UH005/UH301 |JC1 LG10, MC1, NG5

Embryo

UH250/UH301 , chall6, UH5 CES8, DH12, gin4, RGS5,

AA8, AB9, ACS8, AF7, BC1, BD1, BH8, CC8,
CC1002, CC1047, CC1067, CC0030,
CC0385, CC0447, CC0O005, CC0053,
CC0006, CC0766, CC0829,
CC0839,CC0842, CES8, Cin4 ,DC6, DD6,
DG9, DH2, GC10, GD8, h2b5 ,IE3, IE6, IH2,
JE6, JF4, KA4, KB4, KB8, KG11, KG5,
KG9, MH10, NC2, NF10, NF5, NG3, NH3,
OB10, OES, OE8, QG4, RC6, set129,TC3,
UH005/UH301 |AD9, CC0063, DD7, dwarf8, NFD105, QC5 | TF6, TH5, UB7, UE9

AD9, CC1068, CC0368, CC0770, DD6,
DH1, DH2, DH3, dwarf8, EDS5, JC1, KG5,
UH250/UH301 |CC0194 NF10, sdg105, TH5, UA5

Ubersicht (iber signifikantP<0,1) differentiell exprimierte Gene, die in allefevbzw. drei der vier Inzucht-
Hybrid-Vergleiche in den unterschiedlichen Genotypbinationen und Geweben detektiert wurden; Farblic
gekennzeichnet sind embryospezifische Gene (gEmjpsperm-spezifische Gene (blau) und solche Getje (
die sowohl im Embryo als auch Endospermgeweberdiftéell exprimiert sind.

Endosperm
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Tabelle 21: Microarraydaten der in mehreren InzuchtHybrid-Vergleichen detektierten Gene

A) Embryogewebe der interpool Genotypkombination UFB01/UH005

005x005vs 005x005vs 005x301vs 301x005vs 005x301vs 005x005 vs
ezeichnung X - X - X - X - X - X -
Bezeich 005x301 301x005 301x301 301x301 301x005 301x301
AB5 -0,719° -0,553° -0,531° -0,697 0,166 -1,25 2
Jc1 -0,717°% -0,719° -0,446 2 -0,444° -0,002 -1,163°
CC0063 0,444 ° 0,391° 0,392° 0,446 -0,054 0,837°
B) Embryogewebe der intrapool Genotypkombination UR250/UH301
250x250vs  250x250vs 250x301vs 301x250vs 250x301vs 250x250 vs
ezeichnun X - X - X - X - X - X -
Bezeichnung  250x301 301x250 301x301 301x301 301x250 301x301
AB5 -1,434 % -1,596 2 -0,759 2 -0,597 2 -0,162 -2,193°%
C) Endospermgewebe der interpool GenotypkombinatiotJH301/UH005
005x005vs 005x005vs 005x301vs 301x005vs 005x301vs 005x005 vs
ezeichnung X - X - X - X - X - X -
Bezeich 005x301 (-) 301x005 (-) 301x301(-) 301x301(-) 301x005(-) 301x301 (-)
AD9 -0,343°% -0,599% -0,549 2 -0,293°% -0,255 -0,892
DD6 -1,08% -1,552 2 -0,801°2 -0,329 -0,4722 -1,881°
DH2 -0,695° -1,104 2 -0,826 2 -0,418 -0,408 -1,521°
KG5 -2,451°% -3,101° -1,062 2 -0,412 -0,645 -3,513°%
NF10 -1,324° -1,45°% -0,43°% -0,305 -0,126 -1,755 %
CC0063 0,417% 0,544 % 0,4478 %2 0,321° 0,127 0,865
TH5 -1,422° -2,477% -1,177°% -0,122 -1,055 -2,598 @
dwarf8 -2,022° -1,695 2 2,002 2 1,675°% 0,328 -0,02
D) Endosperm der intrapool Genotypkombination UH250UH301
250x250vs  250x250vs  250x301vs 301x250vs 250x301vs 250x250 vs
Bezeichnung 250x301 (-)  301x250 () 301x301 (-) 301x301(-) 301x250(-) 301x301 ()
AD9 -0,716 % -0,919°% -0,587 2 -0,384 -0,203 -1,303°%
DD6 -0,59 2 0,772 -0,56 ° -0,379 -0,181 1,152
DH2 -0,412° -0,684 2 -0,7022 -0,43 -0,272 -1,114°
Jc1 -0,645 2 -0,954 2 -0,43°% -0,122 -0,309 -1,075°2
KG5 -1,943% -2,53% -1,289° -0,703 -0,587 -3,233°%
NF10 -0,65 % -0,902 2 -0,512°2 -0,26 -0,252 -1,162 2
TH5 -2,323% -3,196 % -1,456 2 -0,583 -0,873 -3,779°
dwarf8 -1,268 -1,605 2 2,38° 2,716 ° -0,336 1,112

Ubersicht tber die in den Inzucht-Hybrid-Vergleioham haufigsten als differentiell exprimiert deteken
Gene, die eine signifikant differentielle Expressiin beiden untersuchten Genotypkombinationen oder
Geweben zeigen; Gegeben sind die Expressionsuhiieds; die bioinformatisch aus den Hybridisieruragsd

des Heterosis-3k-Array berechnet wurden. Negatigez®ichen verweisen auf eine hdhere Expressiorem d
jeweils mit (-) gekennzeichneten Genotyp, Werteseiven 0 und 0,5 kennzeichnen eine schwach diffetient
Expression, Werte zwischen 1,5 und 5 eine sehk diffierentielle Expression in den analysierten Gtgpen.
2:P<0,05,: P<0,1
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Tabelle 22: Differentielle Expression der Chromatimgene in der interpool Genotypkombination

A)

005x005 Vs 005x005 vs 005x301 vs 301x005 vs 005x301 vs 005x005 Vs
Bezeichnung 005x301 (-) 301x005 (-) 301x301 (-) 301x301 () 301x005 (-) 301x301 (-)
CHA120 27422
FIE1 1,375° 1,242°
GTB101 2,028°
HDA104 1,2282 0,971°
HDA117 1,129° 0,894 °
HTA112 0,518° 0,675°
Klon CC1104 0,611° 0,579° 1,003
Klon CH4 1,4556 ° 1,41° 1,782
Klon HC11 0,627 ° 0,963
SDG102 0,934° 1,51° 0,902°
SDG130 1,342°2 0,829° 1,336
SDG135 1,453 2
SDG137 1,362° 0,938°
SET129 0,898 2 0,998 2 0,921°
SMH106 1,03°

B)

005x005 vs 005x005 Vs 005x301 vs 301x005 vs 005x301 vs 005x005 vs
Bezeichnung 005x301 (-) 301x005 (-) 301x301 (-) 301x301(-) 301x005 (-) 301x301 ()
CENH3 0,608 0,663 ° 0,485 °
CHA101.1 0,718° 0,618°
CHA126 0,903°
CHR101 0,326 7 0,254 ¢
FIE1 0,684 ° -0,530°
GTA101 0,466 ° 0,547 2 0,699 2
GTC101 1,782 -1,14°¢ 1,11°¢
GTD101 0,967 2 -1,083 2
GTE102 0,592°
HAC114 -1,2242 -1,04° -1,041°
HDA105 0,583 0,373"° 0,488
HDA113 0,76 ° 0,569 2 0,568 "°
HDA117 1,0282 -0,886 °
HDT102 0,314 % 0,372
HTA112 0,283° 0,428° 0,256 °
Klon CC1104 0,678° 0,526° 0,901°
Klon CH4 0,576 2
Klon NE8 1,4312
Klon UH7 0,788° 0,993
MBD116 0,825° -0,742°
NFC102 0,178 ° 0,185%
NFD101 0,143 ° 0,311° 0,1678 ¢ 02422
NFD104 0,168° 0,115 ° 0,192
NFD105 0,184° 0,142° -0,281° 0,239 °
OPIE 0,792% 0,483 ° -0,856 2
SDG105 0,233"° 0,406 ° 0,282°
SET115 -1,2732 41,52 -0,998 @
SET124 0,483% 0,476 2 0,483 2
SET129 0,611° 0,559 ° -0,64°
SMH104 0,468"° 0,579

Ubersicht tiber die differentiell exprimierten Chratingene der interpool Genotypkombination UH301/0Bt0
Fur A) Embryo- oder B) Endospermgewebe sind dieikanten Expressionsunterschiede, die bei den
Genotypvergleichen festgestellt wurden, gegebegahide Vorzeichen verweisen auf eine hbhere Exjress
dem jeweils mit (-) gekennzeichneten Genotyp, Wemtéschen 0 und 0,5 kennzeichnen eine schwach
differentielle Expression, Werte zwischen 1,5 uneirte sehr stark differentielle Expression in dealgsierten
Genotypen?: P<0,05;" : P<0,1;%.: P<0,15
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Tabelle 23: Differentielle Expression der Chromatimgene in der intrapool Genotypkombination

A)

250x250 vs 250x250 vs 250x301 vs 301x250 vs 250x301vs 250x250 vs
Bezeichnung 250x301 (-) 301x250 (-) 301x301 (-) 301x301 (-) 301x250 (-) 301x301 (-)

FIEL 0,7732 0,815°
HTA112 0,516

SMH106 0,577° -0,588 " 1,055 2
B)

250x250 vs 250x250 vs 250x301 vs 301x250vs 250x301vs 250x250 vs
Bezeichnung 250x301 (-) 301x250 (-) 301x301 (-) 301x301(-) 301x250 (-) 301x301 (-)

FIE1
GTA101 -0,686 " 0,641%

GTC101 1,225° 1,713°
HTA112 0,204 ¢ 0,358 ° 0,442
Klon UH7 0,344 ° 0,384 °¢ 0,518 2
NFD104 0,344 2 0,402 2
NFD105 0,253 ¢ 0,392 2
SDG105 0,328° 0,461 2 0,412° 0,742
SET124 0,205 " 0,212 0,283 %

Ubersicht tiber die differentiell exprimierten Chratngene der intrapool Genotypkombination UH250/0H3
die auch in der interpool Genotypkombination UHRH0OO05 als differentiell exprimiert detektiert wurde-ur

A) Embryo- oder B) Endospermgewebe sind die sigaiften Expressionsunterschiede, die bei den
Genotypvergleichen festgestellt wurden, gegebegahie Vorzeichen verweisen auf eine héhere Exmress
dem jeweils mit (-) gekennzeichneten Genotyp, Wemtéschen 0 und 0,5 kennzeichnen eine schwach
differentielle Expression, Werte zwischen 1,5 ungirte sehr stark differentielle Expression in dealgsierten
Genotypen®: P<0,05;" : P<0,1;%.: P<0,15
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Anhang

Tabelle 24: Differentielles Auftreten von transponérbaren Elementen und assoziierten Genen

A)

005x005 vs 005x005 vs 005x301 vs 301x005vs 005x301vs 005x005 vs
Bezeichnung 005x301 (-) 301x005 (-) 301x301 (-) 301x301 (-) 301x005 (-) 301x301 (-)

CINFUL 2,0632

GYPSY 1,334° 1,74 %
Klon AH4 * -0,726 2
Klon BC7 -1,251°¢ -1,8542
Klon CC8 -0,658 " -0,543° -0,859 2
Klon GG6 -0,726 ¢ -1,2652 -1,003"
Klon RG10 -1,615° 1,344 ¢ 2,246 °
Klon TF6 -1,61° -1,332° -2,012°
REINA 1,496 2 1,121°
B)

005x005 vs 005x005 vs 005x301 vs 301x005vs 005x301vs 005x005 vs
Bezeichnung 005x301 (-) 301x005 (-) 301x301 () 301x301(-) 301x005 (-) 301x301 (-)

CENTA 1,301° -1,539° 1,169 ¢

CIN4 0,77° -0,973% -0,944°

Klon CC8 -0,54° -0,652 2 -0,42° -0,96 2
Klon OA11 -1,792 2 -1,653 2 -1,413 2 2,032 2
Klon RG10 -1,591 2 -1,155 2 -1,977 2
Klon TF6 -1,063 2 -1,682 2 -0,844 2 -1,906 2
OPIE 0,792 2 -0,483 ¢ -0,856 2

PREM1 0,435°

PREM2 1,332° -0,903 ¢

STONOR 0,928°

Ubersicht iber die differentielle Expression voansponierbaren Elementen und assoziierten Genelerin
interpool Genotypkombination UH301/UH005; Fur A) Brwyo- oder B) Endospermgewebe sind die
signifikanten Expressionsunterschiede, die bei @enotypvergleichen festgestellt wurden, gegebemgahie
Vorzeichen verweisen auf eine hdhere Expressiodeim jeweils mit (-) gekennzeichneten Genotyp, Werte
zwischen 0 und 0,5 kennzeichnen eine schwach differle Expression, Werte zwischen 1,5 und 5 ewter
stark differentielle Expression in den analysie@amotypen®: P<0,05;" : P<0,1;°.: P<0,15,

! Datenbanknummer.: EE297712
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