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1.2 Heterosis

Anfang des 20. Jahrhunderts beobachteten Shull (1908) und East (1908) unabhangig vonei-
nander eine erhohte Vitalitat bei Hybriden von Mais, die aus Kreuzungen unterschiedlicher
Inzuchtlinien hervorgingen (Abb.1). Bereits zu diesem friihen Zeitpunkt hoben sie die
maogliche Bedeutung dieses Phanomens fir die landwirtschaftliche Nutzung hervor. Was Sie
damals beschrieben war ein Hybrideffekt, den Darwin bereits im 19. Jahrhundert in seinen
Kreuzungsversuchen beobachtet hatte (Darwin 1876). Der Begriff Heterosis wurde fur die
erhdhte Vitalitdt bei Hybriden in Mais zu einem spateren Zeitpunkt als Abklrzung fir
»stimulation of heterozygosis® gewdihlt (Shull 1914). Heterosis zeichnet sich unter anderem
durch eine erhohte Biomasse und eine schnellere Entwicklung aus, sowie bei Pflanzen
insbesondere durch eine Steigerung des Kornertrages und der Resistenz gegen abiotischen
und biotischen Stress (Rood et al. 1988, Crow et al. 1998, Guo et al. 2006). Heterosis wurde
seitdem nicht nur bei Mais sondern auch in vielen anderen Pflanzen, wie z.B. Arabidopsis
thaliana und Reis und in bestimmten Tieren beobachtet. Seit der Entdeckung von Heterosis
fanden Hybride immer starker in Maiszuchtprogrammen Verwendung, was dazu fiihrte, dass
seit mehr als einem halben Jahrhundert auf 95% der Maisanbauflache der USA Hybridmais
angepflanzt wird (Crow 1998, Guo et al. 2006). Dies fuhrte 1999 zu einem zusatzlichen
Kornertrag von 55 Mio. Tonnen pro Jahr (Duvick 1999).

Abb.1: Heterosis bei Mais.
Darstellung von Heterosis mittels eines GréRenvergleiches der Inzuchtlinien UH301 (301x301, links) und
UHO005 (005x005, rechts) und ihrer reziproken Hybride (301x005, 005x301). (Meyer et al. 2007)



1 Einleitung

Trotz der intensiven landwirtschaftlichen Nutzung von Heterosis ist dessen genetische
Ursache noch weitestgehend unbekannt. Vier genetische Modelle sind im Laufe der Zeit
aufgestellt worden, die Dominanzhypothese, die Uberdominanzhypothese, die Pseudoiiber-
dominanzhypothese und die Epistasishypothese (Abb.2). GemalR der Dominanzhypothese
werden rezessive Allele eines Inzuchtelters mit einem negativen Effekt auf die Vitalitat durch
positive dominante Allele im Hybriden komplementiert (Davenport 1908, Bruce 1910, Keeble
und Pellew 1910, Jones 1917). Die Uberdominanzhypothese hingegen besagt, dass eine
Interaktion zweier Allele an bestimmten Schllsselgenorten im Hybriden einen synergisti-
schen, positiven Effekt zur Folge hat, der im homozygoten Zustand der Inzuchteltern nicht
auftritt (Shull 1908, East 1936). Bei der Pseudouberdominanz, die eigentlich einer Dominanz
entspricht, wird durch eine enge Kopplung von Vitalitat steigernden dominanten Allelen mit
nachteiligen rezessiven Allelen in trans, eine Uberdominanz vorgetauscht (Gardner 1963,
Moll et al. 1964). Bei der Epistasishypothese hingegen handelt es sich um eine mogliche
positive Interaktion verschiedener Allele an unterschiedlichen Genorten im Hybrid (Stuber
1994, Goodnight 1999).

(a) Dominance (b) Overdominance (€)  Pseudo-
overdominance

F1 F1 F1
a A

a|IA A||A
B b

TRENDS in Genetics

Abb.2: Genetische Modelle fur Heterosis.

Das Diagramm erklart die genetischen Modelle fiir Heterosis anhand zweier Beispielgene A und B.

a) Das Dominanz-Model geht davon aus, dass sich im Zuge der Ziichtung der Inzuchtlinien schwach nachteilige
Allele (a, b) im Genom anhdufen. Diese werden im heterozygoten Hybrid durch vorteilhafte Allele (A, B)
komplementiert.

b) Das Uberdominanz-Model vermutet, dass unterschiedliche Allele (B*x B) an einem Genort miteinander
interagieren und einen synergetischen Effekt auf den Phé&notyp ausiiben, der dem homozygoten Zustand
uberlegen ist.

c) Das Pseudouberdominanz-Model beschreibt eigentlich eine einfache Form der Dominanz bei der jedoch die
rezessiven Allele (a von P1, b von P2) in trans gekoppelt sind. Durch diese enge Kopplung der beiden Gene
entsteht so der Eindruck einer Pseudoiiberdominanz. (Lippman und Zamir 2007)
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Die ldentifikation quantitativer Merkmal-assoziierter Genomabschnitte (QTL, quantitative
trait loci) stellen eine sehr nitzliche Methode dar, um die genetische Basis von Heterosis
besser verstehen zu lernen. Die Ergebnisse dieser Arbeiten waren jedoch z.T. gegensétzlich.
So wurde in manchen QTL Analysen vorwiegend ein dominanter Effekt nachgewiesen
(Sprague und Russel 1956, Sprague 1983, Xiao et al. 1995, Cockerham und Zeng 1996), ein
Ergebnis, dass durch die Beobachtung unterstutzt wird, dass sich ein und dieselbe Region in
zwei unterschiedlichen Maislinien von der Organisation und der Anzahl der Gene stark
unterscheiden kann (Fu und Donner 2002). Jedoch ist eine alleinige Erklarung von Heterosis
durch Dominanz eher unwahrscheinlich, da es ansonsten mdglich sein musste allein durch
Zuchtung Inzuchtlinien zu erhalten, die alle vorteilhaften Allele vereinen und somit den
Hybriden entsprachen (East 1936, Swanson-Wagner et al. 2006). Dies ist jedoch bisher nicht
erreicht worden. Andere Arbeiten favorisierten anstelle der Dominanzhypothese eher die
Uberdominanzhypothese (Stuber et al. 1992, Li et al. 2001, Luo et al. 2001, Song und
Messing 2003, Semel et al. 2006) oder die Pseudotiberdominanz (Cockerham und Zeng 1996,
Crow 2000, Lippman und Zamir 2007) oder lielen der Epistasis eine uUbergeordnete Rolle
zukommen (Schnell und Cockerham 1992, Yu et al. 1997, Meyer et al. 2004). Am wahr-
scheinlichsten ist jedoch, aufgrund der Komplexitat von Heterosis und der bisher gewonne-
nen, gegensatzlichen Ergebnisse eine Beteiligung aller genetischen Modelle an Heterosis
(Birchler et al. 2003). Zur Analyse der molekularen Aspekte von Heterosis sind diese
genetischen Modelle jedoch nicht geeignet, da sie zu einer Zeit aufgestellt wurden, in der die

molekularen Aspekte der Genetik noch nicht bekannt waren (Birchler et al. 2003).

1.2 Molekulare Basis von Heterosis

Zur Untersuchung der molekularen Basis von Heterosis erscheint es sinnvoll, die Gene zu
identifizieren die innerhalb der Heterosis-relevanten Genorte liegen und mit Heterosis
assoziiert sind. Aber trotz der Identifikation bestimmter QTLs, wurden innerhalb dieser
Regionen bisher nur sehr wenige Heterosis-assoziierte Gene identifiziert. Das kdnnte zum
Einen an den komplexen genetischen und phanotypischen Interaktionen liegen die Heterosis
ausmachen und welche es schwer machen eine Aussage darlber zu treffen welche Gene
innerhalb der QTLs fiir den Heterosis-Effekt mit verantwortlich sind. Ein anderer Grund liegt

in der Schwierigkeit die QTLs zu klonieren (Lippmann und Zamir 2007).
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Neben den klassischen QTL Analysen wurden Genexpressionsanalysen zwischen verschiede-
nen Inzuchtlinien und solche zwischen den Inzuchteltern und deren Hybriden durchgefihrt.
Die Uberlegung dahinter war, dass durch das Zusammenbringen zweier unterschiedlicher
elterlicher Genome eine veranderte Genexpression in Hybriden entsteht, die zur Entstehung
von Heterosis fuhrt. Das Ziel dabei ist die Identifikation mdglicher Heterosis-assoziierter
genomweiter Expressionsmuster. Bestatigt wird die Annahme, dass eine differentielle
Genexpression der Inzuchteltern in der Ausbildung von Heterosis eine Rolle spielt, durch
genomische Untersuchungen, die zeigen dass Mais das Getreide mit den grofiten Sequenzun-
terschieden zwischen Linien der gleichen Art ist (Zhao et al. 2006). Solche Sequenzunter-
schiede in Mais konnten zu einer unterschiedlichen Genexpression beitragen und somit die
Beobachtung erklaren warum Mais im Vergleich zu anderen Getreidearten einen besonders
starken Heterosis-Effekt zeigt (Meyer et al. 2004, Hocholdinger und Hoecker 2007). Diese
genomische Variabilitat in verschiedenen Linien von Mais konnte bei Vergleichen zwischen
den Inzuchtlinien B73 und Mo17 gezeigt werden, wo durchschnittlich alle 79bp ein Einzel-
nukleotid-Polymorphismus (SNP, single nucleotide polymorphism) und alle 309bp eine
Insertion bzw. Deletion (Indel) beobachtet werden konnte (Vroh Bi et al. 2006). Zudem
konnte eine Abweichung von der genetischen Kolinearitat beobachtet werden. So zeigte eine
vergleichende Analyse einer genomischen Region in den Inzuchtlinien B73 und Mol7
grollere Unterschiede im Gengehalt. Von den insgesamt 72 untersuchten Genen waren 27
Gene in einem der beiden Linien nicht vorhanden (Brunner et al. 2005). In Mais kann jedoch
das Fehlen von Genen in bestimmten Linien, aufgrund der Tatsache, dass viele Gene Mitglie-
der kleiner Genfamilien sind, durch andere Mitglieder derselben Genfamilie teilweise
komplementiert werden (Fu und Donner 2002). Eine Komplementierung fehlender oder
funktionsuntiichtiger Gene in Mais durch das Genom einer anderen Inzuchtlinie in Hybriden
konnte zum Heterosis-Effekt beitragen und stande in Ubereinstimmung mit der Dominanzhy-
pothese (Fu und Donner 2002).

Jedoch ist eine Erklarung von Heterosis allein auf der Grundlage von Unterschieden zwischen
den Inzuchteltern nicht sehr sinnvoll, da die Qualitat und die verwandtschaftliche Distanz der
Inzuchteltern nicht in allen Féllen das Ausmal’ von Heterosis wiederspiegelt (Birchler 2003).
Daher wurden zahlreiche Expressionsanalysen zwischen den Inzuchteltern und den Hybriden
durchgefiihrt, um die molekularen Mechanismen néher zu untersuchen, die die Hybride von
den Inzuchtlinien unterscheiden. Anfangliche Vergleiche zwischen Inzuchtlinien und
Hybriden in Weizen und Mais ergaben signifikante Expressionsunterschiede (Sun et al. 1999,

Song und Messing 2003). Die Expression in Hybriden kann generell in zwei Formen unterteilt
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werden (Abb.3). Zum Einen in eine Expression, die dem Level der mittleren parentalen
Expression entspricht. In diesem Fall spricht man von einer additiven Expression, die durch
eine cis regulierte Expression im Hybriden entsteht (Wittkopp et al. 2004). Eine cis-regulierte
Expression bedeutet, dass allein physikalisch mit dem Gen assoziierte Kontrollelemente (z.B.
Enhancer, Promotor) die Genaktivitat regulieren. Die zweite mogliche Expressionsform in
Hybriden entspricht einer Expression, die von der mittleren parentalen Expression abweicht.
Diese Form der Expression wird als nicht-additiv bezeichnet und resultiert aus einer trans-
Regulation bzw. einer Kombination aus einer cis- und trans-regulierten Expression. Eine
trans-regulierte Expression beinhaltet die Regulation durch Faktoren wie z.B. Transkriptions-
faktoren die mit den cis-Elementen in trans interagieren und somit die Expression entweder

positiv oder negativ beeinflussen (Abb.3).

Additive Dominant Overdominant Underdominant
like the parental average like one or the other parent  above high parent below low parent

| (WA

Inbred 1 Inbred 2 Inbred 1 Inbred 2 Inbred 1 Inbred 2 Inbred 1 Inbred 2
Hybrid Hybrid Hybrid Hybrid
Non additive
Inbred 1 Hybrid Inbred 2 Inbred 1 Hybrid Inbred 2 Inbred 1 Hybrid Inbred 2
—— cis-regulation —— — Cis- and trans-regulation — — lrans-regulaton —

Abb.3: Genexpressionslevel in Hybriden und assoziierte Genregulationen.

Die Genexpression im Hybriden kann der mittleren Genexpression der Eltern entsprechen. In diesem Fall spricht
man von einer additiven Genexpression. Weicht die Genexpression des Hybriden vom Mittel der Eltern ab, so
spricht man von einer nicht-additiven Genexpression, die entweder der Expression einer der Eltern entsprechen
(Dominant) kann oder Gber dem hoher exprimierten Elter (Uberdominant) bzw. unter dem schwacher exprimier-
ten Elter (Unterdominant) liegen kann.

Eine additive Expression wird durch eine cis-regulierte Genexpression, also einer rein auf physikalisch
verlinkten Kontrollelementen basierten Genregulation erzeugt. Eine nicht-additive Genexpression hingegen
entsteht bei einer rein trans bzw. trans-cis kombinierten Genregulation. Eine trans-Regulation beruht auf einer
auf trans-Faktoren (z.B. Transkriptionsfaktoren) basierenden Expression. (Thiemann et al. 2009)

Zahlreiche Untersuchungen, beziglich der differentiellen Genexpression in Hybriden wurden
bereits durchgefuhrt (Vuylsteke et al. 2005, Guo et al. 2006, Stupar und Springer 2006,
Swanson-Wagner et al. 2006, Meyer et al. 2007, Uzarowska et al. 2007, Hoecker et al. 2008).
Einige von ihnen ergaben eine vorwiegend nicht-additive Genexpression im Hybriden, wie

z.B. bei Uzarowska et al. (2007), die eine Untersuchung an 434 ausgewahlten differentiell
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exprimierten Genen durchfuhrten. Ebenfalls andere Studien wie die von Vuylsteke et al.
(2000) in Arabidopsis und die von Huang et al. (2006) in Reis zeigten mittels Microarray-
Analysen eine vorwiegend nicht-additive Genexpression in Hybriden auf. Zu einem gegentei-
ligen Ergebnis kamen, vor allem in Mais, eine Vielzahl anderer Studien, die deutlich eine
uberwiegend additive Genexpression aufzeigen konnten (Stupar und Springer 2006, Swanson-
Wagner et al. 2006).

So waren in Keimlingen von Mais 78% der Gene und in einer vergleichenden Analyse von
Keimlingen, unreifen Kolben und 19 Tage alten Embryos 61-81% der Gene additiv exprimiert
(Stupar und Springer 2006, Swanson-Wagner et al. 2006). Die recht unterschiedlichen
Ergebnisse sind wahrscheinlich auf die Untersuchung unterschiedlicher Arten, Gewebe und
Entwicklungsstadien, sowohl unterschiedlicher Analysemethoden zuriickzufuhren (Hochhold-
inger und Hoecker 2007). Die unterschiedlichen Expressionsmuster in verschiedenen Spezies
und Geweben bzw. Organen kann jedoch auch eine Erklarung fir die Beobachtung sein, dass
sich in verschiedenen Organen der Pflanze die Stdrke von Heterosis stark voneinander
unterscheiden kann (Hochholdinger und Hoecker 2007). So muss eine Pflanze mit starkem
Heterosiseffekt in den vegetativen Organen, wie z.B. dem Keimling nicht automatisch zu
einer Pflanze mit hohen Heterosiseffekt bezogen auf die reproduktiven Organe z.B. einem
gesteigerten Ertrag fuhren (Chen 2010). Da an diesen Prozessen unterschiedliche Sets an
Genen beteiligt sind, wére fur die Erstellung eines molekularen Modelles flr Heterosis die
Identifizierung individueller Gene sinnvoll (Chen 2010). Das ist jedoch bisher kaum gesche-
hen. Ein Beispiel fur ein einzelnes Giberdominantes Gen, welches im mutierten heterozygoten
Zustand, eine Steigerung der Biomasse und des Ertrages bewirkt konnte in Tomate identifi-
ziert werden (Krieger et al. 2010). Normalerweise, ist jedoch zu erwarten, dass mehr als nur

ein Gen an der Ausbildung von Heterosis beteiligt ist.

Vielfach wird als Ursache von Heterosis eine unterschiedliche Expression im Hybriden im
Vergleich zu den Eltern in Form dominanter, oder (ber-bzw. unterdominant exprimierter
Gene angenommen. Ein davon abweichendes Model von Springer und Stupar (2007) steht mit
der Beobachtung einer Vielzahl berwiegend additiv exprimierter Gene im Einklang. Das
Model geht davon aus, dass bei der Zichtung der Inzuchtlinien hdufig Genexpressionen
bestimmter Gene fixiert werden kdnnen, die tber bzw. unter dem optimalen Expressionsbe-
reich liegen und einzeln betrachtet einen schwach, negativen Effekt auf den Phénotyp haben.
Die Expression im Hybriden, die dem mittleren Expressionsniveau der Eltern entspricht sorgt
fir einen, Giber das gesamte Genom betrachteten Ausgleich dieser Uber-bzw. Unterexpression

bestimmter Gene, sodass die Expression im Hybriden in den optimalen Bereich fallt (Abb.4).
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Eine von Guo et al. (2006) beobachtete positive Korrelation zwischen dem Anteil additiv
exprimierter Gene und der Hybridleistung von Kornertrag bzw. Heterosis und einer fehlenden
Korrelation mit der Anzahl unter- bzw. Uberdominanter Gene stimmte mit dem Model von

Springer und Stupar (2007) Uberein.

Increasingly
detrimental

Inbred 1 | Inbred 1 | over-expression

Inbred 1| Hybrid Optimal
Hybl'ld expression
Hybrid Inbred 2 range

Increasingly

Inbred 2 Inbred 2 detrimental
Gene A GeneB Gene C

Abb.4: Modell zum Beitrag additiver Genexpression zu Heterosis.
Der Bereich optimaler Genexpression ist als weil3er Bereich in der Mitte des Graphen dargestellt. Dartiber und
darunter befinden sich Bereiche mit zunehmender Graufarbung, die immer nachteiligere Bereiche der Expressi-
onslevel der Gene A, B und C darstellen. (Springer und Stupar 2007).

Expression level

1.3 Vorhersage von Heterosis

In einem kommerziellen Zichtungsprogramm von Mais ist die Auswahl geeigneter Inzuchtli-
nien zur Erzeugung neuer Hybride ein &ulerst schwieriger Prozess. So mussen aufwendige
zeit- und kostenintensive Feldversuche durchgefiihrt werden um fir die Kreuzung geeignete
Inzuchtlinien zu identifizieren. Hinzu kommt, dass aufgrund der grofRen Anzahl verfiigbarer
Inzuchtlinien innerhalb eines Ziichtungsprogramms nicht alle moglichen Kreuzungen mittels
Feldversuchen zwischen den Inzuchtlinien durchgefiihrt werden kénnen. Vorhersagemodelle
die dem Zichter verraten, welche Hybride auf dem Feld den grof3ten Ertrag erzielen werden,

sind somit von besonderem Interesse.

Eine Methode die Hybridleistung von Mais in Ziichtungsprogrammen vorherzusagen, ist die
Korrelation der Leistung der Eltern mit der der resultierenden Hybride. Die VVorhersagequali-
tat schwankt jedoch stark in Abhangigkeit von dem untersuchten Hybridmerkmal und der Art
des untersuchten Getreides (Duvick 1999). In Mais konnte gezeigt werden, dass insbesondere
im Falle des Kornertrags die Korrelation zwischen der Leistung der Eltern und der Hybridleis-
tung nur sehr gering ausfiel (Hallauer und Miranda 1988). Grunde fir die schlechte Korrelati-
on sind vermutlich Effekte, wie die Komplementierung nachteiliger, rezessiver Allele im
Hybriden sowie Epistasis- und Uberdominanz-Effekte, die sich ebenfalls erst im Hybriden
auswirken (Mihaljevic et al. 2005).
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Die allgemeine Kombinationseignung (,,general combining ability”, GCA) und die spezifi-
sche Kombinationseignung (,,specific combining ability”, SCA) sind Begriffe aus der
Zuchtung mit deren Hilfe sich die Kombinationseignung einer Inzuchtlinie in einem Kreu-
zungssystem beschreiben lasst (Sprague und Tatum 1942). Die allgemeine Kombinationseig-
nung einer Inzuchtlinie spiegelt die Abweichung eines Merkmals seiner Nachkommen vom
Mittelwert aller gemessenen Nachkommen eines Kreuzungsschemas wider (Sprague und
Tatum 1942). Mithilfe von GCA kann eine Vorhersage von Heterosis durchgefuhrt werden
(Cockerham 1967, Melchinger et al. 1987), jedoch bedarf es dennoch einer Vielzahl von
Feldversuchen um die GCA einer Inzuchtlinie zu bestimmen (Griffing 1956). Zudem ist eine
Vorhersage der Hybridleistung mithilfe der GCA nur dann prazise solange der Wert von SCA
gering ist. Die SCA beschreibt die Differenz zum erwarteten GCA Wert (Sprague und Tatum
1942). Dies bedeutet, dass bei einem hohen SCA Wert, die beobachtete Hybridleistung hoher
ausfallt als erwartet. Die genetischen Effekte die SCA bewirken, sind vermutlich Dominanz-,
Uberdominanz- oder Epistasis-Effekte, wahrend GCA vermutliche durch additive Effekte
erklarbar ist (Sprague und Tatum 1942).

In der kommerziellen Ziichtung werden Inzuchtlinien in heterotische Gruppen eingeteilt. Die
Inzuchtlinien innerhalb einer solchen Gruppe werden getrennt von den Inzuchtlinien anderer
heterotischer Gruppen geziichtet. Generell resultieren Kreuzungen zwischen Inzuchtlinien
verschiedener heterotischer Gruppen in Hybriden mit einem hohen Heterosiseffekt, wohinge-
gen Kreuzungen innerhalb einer heterotischen Gruppe zu Hybriden mit einem geringen
Heterosiseffekt fuhren (Melchinger 1999). Jedoch ist die exakte VVorhersage der Hybridleis-
tung durch die Nutzung heterotischer Gruppen nicht gegeben (Tracy und Chandler 2008). Das
Prinzip der heterotischen Gruppen beruht auf der Beobachtung einer positiven Korrelation
zwischen der verwandtschaftlichen, genetischen Distanz der Inzuchteltern und Heterosis (Lee
et al. 1989). Zur Bestimmung der genetischen Distanz und somit zur Vorhersage von
Heterosis wurden verschiedene genetische Marker verwendet, wie z.B. RFLP-Marker
(restriction fragment length polymorphism) (Lee et al. 1989, Melchinger et al. 1990, 1992,
Smith et al. 1990, Dudley et al. 1991, Boppenmaier et al. 1993, Burstin et al. 1995) oder
AFLP-Marker (amplified fragment length polymorphism) (Ajimone Marsan et al. 1998). Eine
Schwierigkeit bei der VVorhersage von Heterosis mittels der genetischen Distanz der Inzuchtel-
tern ist die Beobachtung, dass mit zunehmender Distanz die Korrelation zu Heterosis ab
einem bestimmten Punkt wieder abnimmt (Moll 1965, Melchinger 1999). Es scheint also, als
ob die genetische Distanz nicht den alleinigen Faktor bei der Ausbildung von Heterosis

ausmacht. Aktuellere Vorhersagemodelle versuchen daher z.B. genetische Marker zu
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verwenden, die mit der Hybridleistung und SCA assoziiert sind (Vuylsteke et al. 2000, Schrag
et al. 2006, Schrag et al. 2007, Schrag et al. 2009).

Neben der Verwendung genetischer Marker werden in VVorhersagemodellen seit kurzem auch
Transkriptom- (Frisch et al. 2010, Stokes et al. 2010), Proteom- (Xie et al. 2006), oder
Metabolom-Daten (Korn et al. 2010, Steinfath et al. 2010) immer stérker verwendet. Diese
Daten geben Informationen ber Heterosis, die in der Vorhersage verwendet werden kénnen,
da Heterosis nicht ein lokales, sondern mit groRter Wahrscheinlichkeit ein genomweites
Phanomen darstellt, welches zu Veranderungen in der Gen- und Proteinexpression und somit
auch zu Veranderungen im Metabolom fihrt. Um die Relation zwischen der Genexpression
und Heterosis zu zeigen wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl von Untersuchungen
durchgefuhrt, die eine differentielle Expression zwischen den Inzuchteltern und den Hybriden
zeigen konnten (Hochholdinger und Hoecker 2007). Zusatzlich konnte Guo et al. (2006) eine
positive Korrelation zwischen der Anzahl differentiell zwischen den Inzuchteltern exprimier-

ter Gene und Heterosis fiir Kornertrag in Mais zeigen.

Im Jahr 2010 verdffentlichten Stokes et al. (2010) und Frisch et al. (2010) Arbeiten in denen
Transkriptomdaten zur VVorhersage von Heterosis bzw. der Hybridleistung verwendet wurden.
Stokes et al. (2010) identifizierten erfolgreich Gene aus Arabidopsis thaliana bzw. aus Mais,
deren paternale Genexpression mit der BPH der Biomasse bzw. des Kornertrages des
Hybriden korrelierten. Dabei wurde im Falle von Mais das Transkriptom von Blattmaterial
der Keimlinge verwendet, um Vorhersagen tber den Kornertrag ausgewachsener Hybride zu

treffen.

Frisch et al. (2010) hingegen verwendete die Transkriptomdaten nicht nur eines Elters
sondern beider Inzuchteltern zur Identifizierung parental differentiell exprimierter Gene um
auf der Basis einiger ausgewahlter differentiell exprimierter Gene die Distanz zwischen den
Inzuchteltern zu bestimmen. Die auf Basis einiger ausgewdhlter Gene berechnete Distanz war
hoch korreliert mit Heterosis bzw. mit der Hybridleistung von Kornertrag und stellte den
bestimmenden Faktor im Vorhersagemodell dar. Der Unterschied zu Stokes et al. (2010) ist,
dass hierbei die umfangreichen Hybriddaten eines Ziichtungsprogrammes, mit unterschiedli-
chen Anzuchtstandorten in Deutschland zur Identifikation korrelierter Gene verwendet
wurden. AuBerdem wurde eine grélRere Anzahl von Hybriden (insgesamt 98) in das VVorhersa-
gemodell integriert. Die Genauigkeit der Transkriptom basierten VVorhersage wurde zudem
mit der auf Felddaten beruhenden GCA und einer auf genetischen Markern basierten VVorher-

sagemethode von Schrag et al. (2007) verglichen und erzielte dabei bessere Ergebnisse. Die
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Transkriptomdaten, die bei Frisch et al. (2010) verwendet wurden, stammten von sieben
Tagen alten Inzuchtlinien, die im Zuge dieser Promotionsarbeit unter kontrollierten Bedin-
gungen im Klimaschrank, zur Minimalisierung umweltbedingter Effekte, angezogen und auch

zur Charakterisierung von Heterosis verwendet wurden (Thiemann et al. 2010).

1.4 Gene Silencing

Seit kurzem wird ebenfalls tber die Beteiligung kurzer RNAs am Heterosiseffekt diskutiert.
Der Begriff kurze RNAs umschreibt eine sehr diverse Gruppe kurzer 21-40 nt langer RNAs
zu denen die sogenannten miRNAs (micro-RNAs) (Bartel 2004) und die siRNAs (small
interfering RNAs) (Baulcombe 2004) gehoren.

Hinweise darauf, dass kurze RNAs einen Einfluss auf den Heterosiseffekt haben kdnnten,
stammen unter Anderem von DNA-Methylierungsanalysen, die einen Unterschied zwischen
dem Hybrid und seinen Eltern in Reis nachweisen konnten. Solche Verdnderungen in der
DNA-Methylierung konnten nicht nur bei Transposons sondern auch in Sequenzen von Genen
mit bekannter Funktion in Mais und Sorghum nachgewiesen werden (Zhang et al. 2007, Zhao
et al. 2007). Ein weiterer Hinweis stammt aus Untersuchungen von Hybriden und dessen
Inzuchteltern in Arabidopsis, in denen eine Reduktion der 24 nt langen kurzen RNAs im
Hybriden nachgewiesen werden konnte (Groszmann et al. 2011). Die reduzierten kurzen
RNAs waren grofitenteils mit Genen und ihren flankierenden Regionen assoziiert, was auf
eine Regulation der Genexpression deuten lasst. Diese durch epigenetische Regulation
betroffenen Allele werden als Epi-Allele bezeichnet und sorgen eventuell fur eine gréRere
allelische Variabilitadt im Hybriden, was eventuell zu Heterosis beitragen kénnte (Groszmann
et al. 2011). Zuséatzlich hierzu wurde in Mais eine positive Korrelation zwischen dem
parentalen Unterschied in der CHG-Methylierung und Heterosis fur Kornertrag beobachtet
(Qi et al. 2010). All diese Ergebnisse machen eine Beteiligung kurzer RNAs an der Ausbil-

dung von Heterosis sehr wahrscheinlich.

Gene Silencing ist ein Prozess, der in allen htheren Eukaryoten vorkommt und von kleinen
doppelstrangigen 21-30 nt langen RNAs reguliert wird (Li 2006, Ding und Voinnet 2007). Zu
diesen kurzen RNAs zdhlen die micro-RNAs (miRNAs) und die short interfering RNAs
(siRNAs). Bei den miRNAs handelt es sich um endogene, einzelstrangige, nichtkodierende

RNAs mit einer Lange von ca. 21 Nukleotiden (Jones-Rhoades et al. 2006). Sie werden

10
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zunéchst in Form eines langeren doppelstrangigen Precursors transkribiert und dann aus einer

Stem-loop Region prozessiert (Hammond 2005).

Der generelle Ablauf des Gene Silencings, welcher in Abb.5 dargestellt ist, beinhaltet sowohl
im Fall der miRNAs als auch der siRNAs die Bindung eines Proteins mit dem Namen Dicer
an die doppelstrangigen RNA-Vorlaufermolekile in Form eines Heterodimers. In Arabidopsis
existieren 4 verschiedene Dicer Proteine, DCL1-4 (Dicer-like Protein 1-4), die jeweils an der
Prozessierung unterschiedlicher kurzer RNAs beteiligt sind. So ist DCL1 an der Prozessie-
rung der miRNAs (Bartel 2004) und die restlichen DCL an der Prozessierung unterschiedlich
langer siRNAs beteiligt (Brodersen und Voinnet 2006). Die reife kurze RNA wird zusammen
mit Dicer und dem dsRNA-Bindeprotein R2D2 und einem Protein namens Argonaut (Ago)
zum RNA induced silencing complex (RISC) zusammengefligt. Hier wird der sogenannte
,passenger Strang der kurzen RNA von Ago entfernt (Matranga et al. 2005, Hall et al.
2006). Der Ubrig gebliebene ,,guide* Strang leitet im Anschluss den RISC-Komplex zur
komplementéren Ziel-RNA, wo sie entweder von Ago geschnitten, einen Translationsstopp
oder eine Chromatin bzw. DNA-Modifizierung bewirkt wird (Martinez et al. 2002, Ding und
Voinnet 2007).
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Abb.5: Gene Silencing in Pflanzen.

Doppelstrangige RNA oder pre-miRNA wird von Dicer erkannt und in kurze doppelstrangige RNAs (SiRNAs
oder miRNAs) prozessiert. Der RISC-Komplex schneidet den passenger-Strang und der verbliebende guide-
Strang fiihrt den RISC-Komplex an die komplementére Zielsequenz wo entweder eine Chromatin/DNA-
Modifikation, eine translationelle Inhibierung oder ein Schneiden der Ziel-RNA erfolgt. RNA-abhéngige RNA-
Polymerasen (RDRs) sorgen fir eine Amplifikation des Gene Silencings durch eine Synthese sekundéarer
SiRNAs (transitives Silencing). Eine Ausbreitung des Silencing Signals erfolgt durch die Plasmodesmata
entweder durch ein ,,short-range-signaling® von Zelle zu Zelle oder iiber das Phloem in andere Bereiche der
Pflanze (,,long-range-signalling*). (Li und Ding 2006)
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In Pilzen, Pflanzen und Wirmern existiert ein Prozess der das Gene Silencing Signal noch
verstarken kann. Dabei synthetisieren eukaryotische RNA-abhangige RNA-Polymerasen
(RdRps) doppelstrangige RNA, die dann erneut von Dicer in kurze RNAs prozessiert werden
und somit zu einer Verstarkung als auch einer Ausweitung der Spezifitat sorgen (Sijen et al.
2001, Vaistij et al. 2002).

Gene Silencing dient in Pflanzen neben der endogenen Genregulation aulerdem zur Abwehr
von phytopathogenen Viren. Hierbei erkennt Dicer doppelstrangige virale RNAs, wie z.B. bei
der Replikation des viralen Genoms oder beim Auftreten doppelstrangiger Bereiche viraler
Transkripte. Das Gene Silencing der Pflanze bewirkt dann einen sequenzspezifischen Abbau
der viralen RNA (Voinnet 2005).

1.5 Der virale Gene Silencing Suppressor P1/HC-Pro aus WSMV

In dieser Arbeit wurde in einem Versuch ein putativer Gene Silencing Suppressor mit dem
Namen P1/HC-Pro aus Weizenstrichelmosaikvirus (WSMV) verwendet, um die Beteiligung
kurzer RNAs am Heterosiseffekt zu untersuchen. Gene Silencing Suppressoren sind Proteine
aus pflanzenpathogenen Viren, welche die virale pflanzliche Abwehr in Form des Gene

Silencings inhibieren kénnen (Moissiard und Voinnet 2004, Saumet und Lecellier 2006).

Das Weizenstrichelmosaikvirus gehort zur Familie der Potyviridae und zur Gattung der
Tritimoviren (Stenger et al. 1998). Neben den Tritimoviren gehodren noch finf weitere
Gattungen der Familie der Potyviridae an, die Bymoviren, die Rymoviren, die Macluraviren,
die Ipomaviren und die Gattung der Potyviren. WSMV infiziert primédr Weizen wo es schwere
Symptome erzeugt, vermehrt sich jedoch ebenfalls in anderen Grasern wie z.B. Mais oder
Gerste. Einige Mais-Inzuchtlinien sind besonders anféllig fur WSMV, wo sich das Virus stark
vermehren jedoch keine schweren Symptome erzeugen konnte (Marcon et al. 1997). WSMV
besitzt ein einzelstrangiges RNA-Genom mit einer Gesamtlange von 9384 Nukleotiden
(Stenger et al. 1998). Das Genom kodiert flr ein einzelnes Polyprotein, welches im Anschluss
an die Translation durch autokatalytische Spaltung in reife Proteine prozessiert wird (Abb.6).
Die Proteine P1 und HC-Pro befinden sich am N-Terminus des Polyproteins und werden
durch eine proteolytische Spaltung von P1 voneinander getrennt, wéhrend HC-Pro sich selbst
an seinem C-Terminus vom restlichen Polyprotein abspaltet (Choi et al. 2000, Choi et al.
2002).
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6K1 6K?2
P1 |HC-PRO| P3 CI Nia NIb CP

Abb.6: Schematische Darstellung des WSMYV Polyproteins.
Die vertikalen Linien stellen die putativen proteolytischen Schnittstellen, abgeleitet von der genomischen
Sequenz, dar. (Choi et al. 2000)

Uberlegungen, die auf eine Suppressorwirkung des P1/HC-Pro Konstruktes aus WSMV
schlieen lassen, sind zum Einen die Verwandtschaft und der gleiche Genomaufbau mit den
Potyviren, bei denen bereits eine Suppressorwirkung fir HC-Pro erfolgreich nachgewiesen
werden konnte (Anandalakshmi et al. 1998, Brigneti et al. 1998, Kasschau und Carrington
1998). AuRerdem erzeugt WSMV, wie auch schon zuvor fir TEV (Tobacco etch virus,
Potyvirus) gezeigt, bei einer Co-Infiltration mit MCMV (Maize chlorotic mottle virus) in
Mais einen Synergie-Effekt, der eine starke systemische Chlorose der Maispflanze verursacht
und ein starkes Indiz fir das Vorhandensein eines Suppressors darstellt (Stenger et al. 2007),
der in Mais erfolgreich Gene Silencing inhibiert. Jedoch konnte durch Deletionsversuche und
einem Agrobakterium-vermittelten Coinfiltrationsversuch gezeigt werden, dass HC-Pro im
Fall von WSMV nicht der Gene Silencing Suppressor ist (Stenger et al. 2007). In einer
Dissertation von Sentner (2008) konnte jedoch mittels transienter Expressionsversuche in
Weizenembryos eine Suppressorwirkung fur P1 nachgewiesen werden. P1 war im Gegensatz

zu HC-Pro aus WSMV dazu in der Lage das Gene Silencing von GFP zu inhibieren.

1.6 Zielsetzung

Heterosis hat seit seiner Entdeckung, in der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts zu einem
stetigen Anstieg der Vitalitdt und des Ertrages im Getreideanbau beigetragen. Trotz dieser
groBen agrarwirtschaftlichen Bedeutung sind die genetischen und molekularbiologischen
Mechanismen, welche zur Ausbildung von Heterosis fiihren, noch langst nicht vollstandig

verstanden.

Ein Ziel dieser Arbeit war daher die Charakterisierung von Heterosis des Kornertrags und
zwei weiterer Hybridmerkmale; der Hybridleistung von Kornertrag und der Korntrockenmas-
se. Hierfur sollten zunéchst genomweite Expressionsanalysen parentaler Inzuchtlinien, welche
aus einem umfangreichen Zlchtungsprogramm der Universitdt Hohenheim stammten,
durchgefuhrt werden. Mit Hilfe von Korrelationsanalysen und den verfugbaren Felddaten,

von insgesamt 98 Hybriden, sollten im Anschluss Gene identifiziert werden, deren parentale
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Expressionsniveaus mit den Werten der Hybridleistungen bzw. von Heterosis korrelierten.
Diese Gene sollten dazu beitragen wichtige biologische Prozesse und genomische Bereiche
von Heterosis und den anderen Hybridmerkmalen zu identifizieren und unser Verstandnis
uber die Entstehung von Heterosis in Mais zu erweitern. Desweiteren sollte, mittels eines
eigens hergestellten Mikroarrays, die Expression der Hybridmerkmal korrelierten Gene in den
Hybriden und den Inzuchteltern miteinander verglichen werden, um weitere Erkenntnisse

Uber die Regulierung der Genexpression in den Keimlingen der Hybride zu erlangen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Bereitstellung von genomweiten Expressionsprofilen 7
Tage alter Maiskeimlinge fur die Etablierung eines Heterosis-Vorhersagemodells, denn neben
der Charakterisierung von Heterosis ist fur die Zichtung die exakte Vorhersage in Zich-
tungsprogrammen von besonders groRem Interesse. Bisherige VVorhersagemodelle basieren
z.T. auf genomischen Markern oder auf Methoden wie der Bestimmung der allgemeinen
Kombinationseignung (GCA), die eine grolRe Anzahl an Feldversuchen benotigt und dadurch
den Zichtern Zeit und Geld kostet. Genomweite Expressionsprofile der Inzuchteltern kdnnten

in Zukunft die Vorhersage prazisieren und effektiver gestalten.

In einem weiteren Versuch sollte die potentielle Beteiligung kurzer RNAs in Form des Gene
Silencings am Heterosis-Effekt untersucht werden. Hierfur sollten transgene Maispflanzen
mit einem viralen Gene Silencing Suppressor aus dem Weizenstrichelmosaikvirus in Kreu-
zungen von Mais verwendet und dessen Wirkung auf Heterosis in den Hybriden gemessen

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzen

In dieser Arbeit wurden Inzuchtlinien und Hybride von Mais aus insgesamt drei faktoriellen
Kreuzungsexperimenten (Expl, Exp2, Exp3) der Universitdt Hohenheim (Schrag et al. 2006)
zur ldentifizierung Heterosis bzw. Hybridleistung von Kornertrag oder der Hybridleistung der
Korntrockenmasse korrelierter Gene verwendet. Desweiteren wurden die Expressionslevel der
am signifikantesten korrelierten Gene in einigen ausgewahlten Hybriden untersucht. Weitere
Maispflanzen in dieser Arbeit umfassten transgene Pflanzen, die den viralen Gene Silencing
Suppressor P1/HC-Pro aus dem Weizenstrichelmosaikvirus (WSMV) exprimierten, sowie die
Inzuchtlinien A188 und H99 zur Untersuchung der putativen Rolle kurzer RNAs bei der

Ausbildung von Heterosis.

2.1.1.1 Inzuchtlinien und Hybride von Mais aus einem Zichtungsprogramm der Universitat
Hohenheim

Insgesamt 23 Maisinzuchtlinien und neun Hybride aus einem Zlchtungsprogramm der
Universitat Hohenheim (Deutschland) wurden in dieser Arbeit verwendet. Diese wurden von
Prof. Dr. A. E. Melchinger zur Verfigung gestellt. Die Inzuchtlinien lassen sich in acht
Hartmaislinien (Flint) (FO12, F037, F039, F043, F047, L024, L035, L043) und funfzehn
Zahnmaislinien (Dent) (P024, P033, P040, P046, P048, P063, P066, S028, S036, S044, S046,
S049, S050, S058, S067) unterteilen. FUnf der insgesamt sieben Hartmaislinien besitzen einen
europdischen Flint-Hintergrund (F012, FO037, F039, F043, F047), die Ubrigen drei einen
Flint/Lancaster Hintergrund (L024, L035, L043). Die Zahnmaislinien hingegen setzten sich
aus acht Linien mit einem lowa Stiff Stalk Synthetic Hintergrund (S028, S036, S044, S046,
S049, S050, S058, S067) und sieben Linien mit einem lodent Hintergrund (P024, P033, P040,
P046, P048, P063, P066) zusammen. Die Hartmaislinien und Zahnmaislinien gehoren
unterschiedlichen heterotischen Gruppen an, die wahrend ihrer Zichtung genetisch voneinan-
der getrennt gehalten wurden. Bei der Kreuzung einer Hartmaislinie mit einer Zahnmaislinie,

sprich der Kreuzung zweier Inzuchtlinien unterschiedlicher heterotischer Gruppen (interpool

15



2 Material und Methoden

Kreuzung), zeichnen sich die Hybride generell durch ein héheres Mal} an Heterosis im

Vergleich zu Kreuzungen innerhalb einer heterotischen Gruppe aus (intrapool Kreuzungen).

Von den insgesamt 23 Inzuchtlinien stammten 21 (FO37, FO39, F043, F047, L024, L035,
L043, P033, P040, P046, P048, P063, P066, S028, S036, S044, S046, S049, S050, S058,
S067) aus einem Zahnmaislinien vs. Hartmaislinien faktoriellen Kreuzungsexperiment (14 x
7), welches von Schrag et al. (2006) als Experiment 1 (Expl) bezeichnet wurde. Zusétzlich zu
den 21 Inzuchtlinien aus Expl wurden in dieser Arbeit noch 2 weitere Inzuchtlinien und ihre
jeweiligen Hybride né&her untersucht, die aus zwei weiteren faktoriellen Kreuzungsexperimen-
ten (Exp2, Exp3) stammten (Schrag et al. 2006). So stammte FO12 aus Exp2 und P024 aus
Exp2 und Exp3.

Von den insgesamt neun Hybriden aus Kreuzungen zwischen Hartmais- und Zahnmaislinien
stammten finf aus Expl (S028xL024, S028xF039, S036xL024, FO47xP033, F047xP048),
zwei aus Exp2 (F012xP024, S028xF012) und einer aus Exp3 (P024xF039) sowie ein weiterer

aus einer intrapool-Kreuzung zwischen zwei Hartmaislinien (FO12xF039).

Alle faktoriellen Experimente wurden fur die Dauer eines Jahres in 4-6 verschiedenen
Standorten in Deutschland unter verschiedenen agrarokologischen Bedingungen von der
Universitdt Hohenheim durchgefiihrt. Die faktoriellen Kreuzungen wurden mittels 2-Reihen
Plot und benachbarten a-Design mit 2-3 Replikaten durchgefiihrt (Schrag et al. 2006). Sowohl
bei den Hybriden, als auch bei den Inzuchtlinien wurde der Kornertrag (in Mg/ha, eingestellt
auf 155 g/kg Kornfeuchtigkeit) und die Korntrockenmasse (in Prozent) gemessen und der
Wert flr die mittlere parentale Heterosis (MPH) berechnet. Die MPH beschreibt dabei den
Zuwachs des Hybriden im Vergleich zum Mittel der beiden Inzuchteltern. Die gemessenen
Werte fir die Korntrockenmasse der 21 Inzuchtlinien aus Expl lagen zwischen 64,9 und
75,59% und die des Kornertrages zwischen 64,06 und 75,88 Mg/ha. Die Werte fur die
Hybride aus Expl lagen bei der Korntrockenmasse zwischen 67,42 und 72,63% und beim
Kornertrag zwischen 97,01 und 117,75 Mg/ha. Fir MPH vom Kornertrag lagen die Werte aus
Expl zwischen 40.07 und 65.12 Mg/ha (Schrag et al. 2006).

2.1.1.2 Transgene P1/HC-Pro Maispflanzen

Die transgenen Maispflanzen mit dem P1/HC-Pro-Konstrukt wurden von Dr. Jose Gutierrez-
Marcos von der Universitat Warwick (UK) zur Verfugung gestellt und stammen aus einer

Agrobakterium-Transformation mit Hi-1l Mais. Vor Beginn dieser Promotionsarbeit wurden
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die Pflanzen achtmal im Gewé&chshaus mit der Inzuchtlinie A188 zuriickgekreuzt, zur
Erzeugung transgener Inzuchtlinien. Das Konstrukt in den Pflanzen enthélt eine Herbizidre-
sistenz in Form des bar (bialaphos resistance) Gens, welches fir eine Phosphinothricin-
Acetyltransferase (PAT) kodiert und eine Resistenz gegen das Herbizid Basta® (Bayer
CropScience AG, Lyon, Frankreich) bewirkt. AulRerdem besitzt das Konstrukt einen Ubi3-
Promotor, der durch Dexamethason aktiviert wird und die Transkription des Gal4-
Transkriptionsfaktors bedingt. Dieser aktiviert wiederrum einen bidirektionalen Promotor, der
zum Einen den Gene Silencing Suppressor P1/HC-Pro aus dem Weizenstrichelmosaikvirus
(WSMV) und zum Anderen das gus (B-Glucuronidase)-Gen transkribiert. Gus diente als

Reporter fir eine erfolgreiche Expression des Transgens in der Pflanze (Abb.7).

P1/HcPro ORF GUS
2207 bp
Tvsp BAR TEV ~ 2x35S8 OocCst HSP70-Intron  6xOP  Shi-Intron NOSt  Ubi3-Promotor Ubi-Intron GR:Lac (His17):GAL4 NOST
« —_—
Herbizid- bi-directionaler Dexamethason-induzierbarer
Resistenz GAL4-Promoter ™ aktiviert GAL4-Activator

Abb.7: Schematische Darstellung des P1/HC-Pro Konstruktes.
Zur Erklérung siehe laufender Text.

2.1.2 Chemikalien, Puffer und Medien

Alle verwendeten Chemikalien stammten, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen
AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt) und Carl Roth (Karlsruhe). Die Agarose zur
Herstellung von Gelen stammte von der Firma Invitrogen (Carlsbad, USA). Alle angesetzten
Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser aus einer Deionisierungsanlage
(MilliQ, Millipore) angesetzt. Bei Reaktionen, die Fluoreszenzfarbstoffe enthielten wurde
hingegen bidestilliertes Wasser der Firma Applichem (Darmstadt) verwendet.

Die Fluoreszenzfarbstoffe Cy3 und Cy5 fir die Mikroarray-Analysen stammten von der
Firma GE Healthcare (Chalfont St Giles, UK). Allgemein gebrduchliche Puffer und Medien
wurden, wenn nicht anders vermerkt, nach Protokollen von Sambrook et al. (1989) angesetzt.
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2.1.3 Enzyme

Der GroRteil der verwendeten Enzyme stammte, sofern nicht anders angegeben, von der

Firma Fermentas (St. Leon-Rot).

2.1.4 Primer

Die Primer wurden mit Hilfe der Software Lasergene (Version 4.0) der Firma DNASTAR Inc.

(Madison, USA) am Computer entworfen und von der Firma Metabion (Miinchen) syntheti-

siert und anschlielend Stocklésungen (100puM) und Arbeitsldsungen (10uM) angesetzt. Die

Tabelle 1 zeigt die Primersequenzen mit ihren Bezeichnungen und der jeweiligen Schmelz-

temperatur. Die Sequenz des T7polydT-Primers weist einen T7-Promotor auf, der flr die in

vitro-Transkription zur Herstellung der aminoallyl-RNA-Sonden bendtigt wurde.

Tabelle 1: Verwendete Primer mit ihrer jeweiligen Sequenz sowie der Schmelztemperatur T,,.

Primer- . sy Tm (Schmelztem-
Bezeichnung Primer-Sequenz (5'-3') peragtur)
ggc cag tga att gta ata cga ctc act ata ggg agg cgg
T7polydT {EE tHt t et £t ¢t tht ]
Q_actin ex2_fw tcc tga cac tga agt acc cga ttg a 58°C
Q _actinex2_rev | cgt tgt aga agg tgt gat gcc agt t 58°C
MZ00042747 _fw | cag cag gag cag aag agg gaa aag 59°C
MZ00042747 rev | gaa acc ata aca gac gcg tca tca cat ¢ 60°C
MZ00000855_fw | tag gct gct att tgg gca ctt agt ttt ac 59°C
MZ00000855_rev | cca gta cgg gag aca tgt aga gtt c 59°C
HC-Pro_fw ggc gac caa gca gtg aac aaa g 57°C
HC-Pro_rev cat aaa agg tcg cca tcc agt caa g 58°C
P1-fw gcg gca agt gta ggt cca g 55°C
Pl-rev ggc aag gct tcc agg taa ¢ 53°C

Die unterstrichene Sequenz ist die Promotor-Sequenz einer T7-RNA-Polymerase. fw: Vorwartsprimer;

rev: Ruckwartsprimer

2.1.5 Molekulargewichtsstandards

Bei der gelelektrophoretischen Auftrennung von Nukleinsduren wurde als Molekularge-
wichtsstandard der GeneRuler™ 1kb DNA Ladder der Firma Fermentas (St. Leon-Rot)

verwendet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Methoden, wie Fallungen und gelelektrophoretische Auftrennungen,
wurden wenn nicht anders vermerkt, wie bei Sambrook et al. (1989) beschrieben durchge-
fihrt. Alle verwendeten Kits und Enzyme wurden ebenfalls, wenn nicht anders beschrieben,

nach Herstellerangaben verwendet.

2.2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCRs wurden nach Angaben des Herstellers DNA Cloning Service (Hamburg) durchge-
fihrt. Die eingesetzte Templatemenge entsprach bei genomischer DNA (gDNA) 100ng, bei
copy-DNA (cDNA) 50ng und bei Plasmid-DNA einer Menge von 10ng. Das PCR-Programm

im Thermocycler (Biometra, Gottingen) lautete, wenn nicht anders vermerkt, wie folgt:

- 95°C, 2min (Denaturierung)

- 95°C, 45sec
- Annealingtemperatur (Primerspezifisch), 45sec 30 Zyklen
- 72°C, 1min/1000bp (Elongation)

- 72°C, 5min (finale Elongation)
- 4°C, Pause

2.2.3 RNA-Isolierung

Gesamt-RNA wurde anhand eines abgewandelten Protokolls nach Sambrook et al. (1989)
isoliert. Die Isolierung erfolgte mittels eines Extraktionspuffers (200mM NaCl, 50 mM Tris
(pH 8,8-9,0), 5mM EDTA (pH 8,0), 1% SDS), gefolgt von einer Chloroform-Phenol Aufrei-
nigung, einer Lithiumchlorid-Prazipitation und einer Ethanol-Féllung. Die RNA wurde im

Anschluss an die Isolierung mit dem NucleoSpin RNA Clean-up Kit (Macherey-Nagel,
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Duren, Deutschland) aufgereinigt und die Qualitdt der RNA mittels einer denaturierenden,

gelelektrophoretischen Auftrennung tberpruft.

2.2.4 46k-Mikroarray

Das 46k-Array der Universitdt Arizona (USA) aus dem ,,Maize Oligonuclotide Array Project
(http://www.maizearray.org) wurde zur Untersuchung der genomweiten Expression der 21
elterlichen Inzuchtlinien aus dem Expl des Ziichtungsprogrammes der Universitdt Hohen-
heim (Deutschland) verwendet. Auf dem Array befanden sich insgesamt 46.128 Oligonukleo-
tide (43.381 davon Gen-bezogen) mit einer Lange von 50-70 Nukleotiden. Die Oligonukleoti-
de stammten von Expressionsdaten aus 16 unterschiedlichen Mais-Geweben und wurden von
ESTs, cDNAs und genomischen Sequenzen abgeleitet. Die Hybridisierungen zwischen den 21
Inzuchtlinien erfolgten nach einem sogenannten ,interwoven loop design® (Kapitel 3.2,
Abb.10), basierend auf einer Studie von Kerr und Churchill (2001). Ziel des Hybridisierungs-
schemas war es eine moglichst geringe durchschnittliche Varianz zwischen den Hybridisie-
rungen zu erreichen, vor allem zwischen Linien unterschiedlicher heterotischer Gruppen,
welche in dieser Arbeit von gesondertem Interesse waren. AulRerdem wurden die Hybridisie-
rungen so durchgefihrt, dass die Farbstoffe (Cy3, Cy5), welche zur Markierung der aminoal-

lyl-RNAs verwendet wurden, alternierten um einen systemischen Fehler zu reduzieren.

2.2.4.1 Annotation des 46k-Arrays (Blast2GO)

Mittels des Programms Blast2GO (Version 2.4.8) (http://www.blast2go.org) (Gotz et al.
2008) wurde eine Neu-Annotation des 46k-Arrays durchgefuhrt. Blast2GO verwendete dabei
die sogenannten Original-Sequenzen des ,,Maize Oligonucleotide Array Projects®
(http://www.maizearray.org) aus der Datei ,,remapping_version4 57452 fasta“, die in der
urspriinglichen Array-Annotation bereits die Informationen fiir die Oligonukleotide geliefert
haben. Blast2GO fiihrte mit diesen Original-Sequenzen eine Suche in NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/blast/blast.cgi) mit dem Blast Programm blastx durch. Der
Grenzwert fiir die E-Werte betrug 1e. Im Anschluss an die Blastx-Suche erfolgte eine GO-
Annotation der Treffer in Blast2GO.

20


http://www.blast2go.org/
http://www.maizearray.org/
http://maizearray.org/files/remapping_version4_57452_fasta.zip
http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/blast/blast.cgi

2 Material und Methoden

2.2.4.2 Anzucht der 21 Maisinzuchtlinien fur das 46k-Mikroarray

Die 21 Maisinzuchtlinien (FO37, F039, F043, F047, L024, L035, L043, P033, P040, P046,
P048, P063, P066, S028, S036, S044, S046, S049, S050, S058, S067) aus dem Experiment 1
(Schrag et al. 2006) des Zuchtungsprogrammes der Universitat Hohenheim (Deutschland)
wurden flr die Mikroarray-Versuche mit dem 46k-Array in einem Klimaschrank (Percival
Scientific Inc., Perry, USA) unter regulierten Bedingungen (16 Std. Tag bei 25°C, 8 Std.
Nacht bei 21°C, 70% Luftfeuchtigkeit) fir einen Zeitraum von 7 Tagen angezogen. Dabei
wurde jeweils ein Keimling jeder Maisinzuchtlinie zuféllig verteilt in einer 6 x 4 Anzuchtplat-
te angezogen und dieser Schritt funfmal wiederholt. Die funf Keimlinge (5 biologische
Replikate) jeder Maisinzuchtlinie wurden anschlieRend vereint, in flissigem Stickstoff
eingefroren und im Anschluss gemorsert. Zum Schluss wurde eine RNA-Isolierung (Kapitel

2.2.3) mit dem gemorserten Pflanzenmaterial durchgefihrt.

2.2.4.3 Herstellung von RNA-Sonden und die 46k-Array-Hybridisierung

Im Anschluss an die RNA-Isolierung (Kapitel 2.2.3) wurde mittels der isolierten Gesamt-
RNA, aminoallyl-RNA (aRNA) mit Hilfe des Kits ,,Amino Allyl MessageAmp™ II aRNA
Amplification Kit“ (Applied Biosystems/Ambion, Austin, USA) synthetisiert. Die Herstel-
lung und Markierung der aRNAs mit den Floureszenzfarbstoffen Cy3 bzw. Cy5 (GE
Healthcare, Chalfont St.Giles, UK) geschah nach dem Protokoll ,,RNA amplification and Cy
Dye Coupling™ vom ,,Maize Oligonucleotide Array Project” (http://www.maizearray.org).
Das ,,RNeasy MinElute Kit*“ von Qiagen (Hilden, Deutschland) wurde hierbei zur Aufreini-
gung der RNAs und zum Entfernen ungebundener Cy-Farbstoffe verwendet. Die Hybridisie-
rung der 46k-Mikroarrays erfolgte nach dem Protokoll ,,Hybridiziation with cRNA Targets*
(http://lwww.maizearray.org).

Die bioinformatische Auswertung der Mikroarray-Daten erfolgte mittels des Programms
GenePix Pro 4.0 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Die Normalisierung der Daten
erfolgte an der Universitdt Hohenheim in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. A. E. Melchinger
durch Dr. Junjie Fu anhand des LIMMA Programms (Version 2.9) von Bioconductor
(Gentleman et al. 2004). Die Normalisierung beinhaltete einen Prozess bestehend aus 2-

Schritten; zum Einen einer Normalisierung innerhalb eines Arrays mittels ,,print-tip group
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loss* und zum Anderen einer Normalisierung zwischen den unterschiedlichen Hybridisierun-

gen.

2.2.4.4 ldentifizierung differentiell exprimierter und Hybridmerkmal korrelierter Gene

Differentiell exprimierte Gene wurden anhand eines modifizierten F-Tests mit einer FDR
(false discovery rate) von 0,01, mittels des LIMMA Programms (Version 2.9) in R identifi-
ziert. Nur Gene mit einem Expressionslevel (log2) von mindestens 8,0 wurden als exprimiert

angesehen und in die Identifizierung differentiell exprimierter Gene einbezogen.

Zum Zwecke der Identifizierung Hybridleistung von Kornertrag bzw. der Korntrockenmasse
und/oder MPH von Kornertrag korrelierter Gene wurde zundchst bei allen differentiell
exprimierten Genen die mittlere Expression der Inzuchtelternpaare aller 98 Hybride berech-
net. Anhand aller 98 mittleren parentalen Expressionsleveln und der vorhandenen MPH Werte
fur Kornertrag und der absoluten Hybridleistungen von Kornertrag bzw. der Korntrockenmas-
se aus den Felddaten der Universitat Hohenheim (Schrag et al. 2006) wurde eine Pearson-
Korrelation in R durchgefiihrt. Alle Gene, die eine Korrelation mit einem p-Wert kleiner 0,01
zwischen den mittleren parentalen Expressionsleveln und einem der drei Hybridmerkmale aus

dem Feld zeigten, galten als signifikant korreliert.

2.2.4.5 Quantitative Real-Time (RT)-PCR zur Validierung der 46k-Array Expressionsprofile

Die quantitative RT-PCR wurde zur Validierung der 46k-Mikroarray Expressionslevel der 21
untersuchten Inzuchtlinien eingesetzt und wie von Meyer et al. (2007) beschrieben durchge-
fihrt. Hierzu wurde zundchst cDNA aus der isolierten Gesamt-RNA der Inzuchtlinien S028,
FO047, L024, S058, S044, P033, L043 und F039 synthetisiert. Die cDNA-Synthese erfolgte
mittels der RevertAid™ H Minus Reverse Transcriptase der Firma Fermentas (St. Leon-Rot)

und dem T7polydT-Primer (Tab.1) nach Angaben des Herstellers Fermentas.

Fur die eigentliche qRT-PCR wurden genspezifische Primer mit Hilfe der Primerselect
Software (Lasergene, GATC Biotech AG, Konstanz, Deutschland) entworfen (Kapitel 2.1.4,
Tab.1). Die Primereffizienz wurde zundchst mittels einer Template-Konzentrationsreihe (1ng-
1fg) in einer quantitativen RT-PCR ermittelt. Bei den Templates handelte es sich hierbei um
die PCR-Produkte der jeweiligen Primerpaare. Fir die gRT-PCR wurde das iCycler iQ©
Detektionssystem der Firma Biorad (Miinchen, Deutschland) und der g°PCR MasterMix Plus
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fir SYBR Green | mit Flourescein, 5mM MgCl, (Eurogentec, Seraing, Belgien) verwendet
und nach dessen Protokoll die qRT-PCR durchgefuhrt. Nur getestete Primer mit einer
Effizienz zwischen 77-100% wurden fur die nachfolgende gRT-PCR ausgewéhlt. Aktin, ein
Gen welches konstitutiv in Mais exprimiert ist, diente zur Normalisierung der Expressionsda-
ten. Hierzu wurden Aktin-spezifische Primer verwendet (Q_actin ex2_fw und Q_actin
ex2_rev, Tab.l). Jedes Gen, wie auch die Aktin-Kontrolle, wurden insgesamt dreimal in

getrennten Reaktionsansatzen in die qRT-PCR eingesetzt.

Die Auswertung der gRT-PCR Daten beinhaltete die Normalisierung der Expressionslevel
gegen Aktin und die anschlieRende Berechnung der relativen Genexpressionshohen zwischen
den Genen der einzelnen Linien. Dabei erhielt das am schwéchsten exprimierte Gen den
relativen Expressionswert 1 und das am starksten exprimierte Gen den Wert 2 und alle
anderen gemal ihrer Expression einen relativen Wert dazwischen. Zum Vergleich der
Expressionslevel der gRT-PCR mit den Ergebnissen des 46k-Arrays wurden hier ebenfalls die

relativen Expressionslevel der untersuchten Gene bestimmt.

2.2.5 Herstellung des 1k-Mikroarrays

Die eigene Herstellung eines Mikroarrays geschah unter der Verwendung ausgewahlter
Oligonukleotide des 46k-Mikroarrays (Universitat von Arizona, USA). Ausgewahlt wurden
Gene, deren Expression mit MPH und/oder der Hybridleistung von Kornertrag und/oder der
Hybridleistung der Korntrockenmasse signifikant korrelierten (p < 0,01). Zudem wurden
einige Gene angereicherter biologischer Prozesse der Hybridleistung von Kornertrag und
einige Positiv- bzw. Negativkontrollen des 46k-Arrays ausgewahlt. Eine genauere Beschrei-
bung Uber die Auswahl der Oligos befindet sich im Kapitel 3.7. Die ausgewahlten Oligos

wurden von der Firma Ocimum (ljsselstein, Niederlande) synthetisiert.

Die geschliffenen Objekttrager (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) wurden auf
folgende Art fur den Druck préapariert. Zunéchst wurden die Objekttrager gewaschen und
dann nach einem Protokoll von Bowtell und Sambrook (2002) mit Poly-L-Lysin beschichtet.
Nach der Beschichtung und einer zweiwdchigen Lagerung im Vakuum wurden die Oligonuk-
leotide punktuell mittels eines Microgrid Il Robotors (BioRobotics, Boston, USA) auf den
praparierten Objekttrager aufgebracht. Die Immobilisierung der DNA-Gensonden war
angelehnt an das Protokoll ,,Hybridization Protocol for cRNA Targets* des ,,Maize Oligonuc-

leotide Array Projects” (http://www.maizearray.org). Zunachst wurden die Objekttréger bei
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56°C Wasserdampf furr ca. 2-3 sec rehydriert und 1 min bei RT getrocknet. Dieser Schritt
wurde dreimal wiederholt. Anschliefend wurden die Gensonden unter UV-Licht (60mJ) an

die Objekttrager gebunden.

Im Anschluss erfolgte die Blockierung der bedruckten Objekttrager nach einem abgewandel-
ten Protokoll von Diehl et al. (2001). Hierbei wurden die Objekttrager fir 1 Stunde in
Blockierlosung (1g Bernsteinséureanhydrid, 200ml  1,2-Dichlorethan, 2,5ml 1-
Methylimidazol) bei RT inkubiert und im Anschluss zweimal kurz in 1,2-Dichlorethan
gewaschen. Hiernach wurden die bedruckten Objekttrager dreimal in 95°C heilRes Wasser
getaucht und fir 2 min darin belassen. Zum Ende wurden die Objekttrdger mit 98%igem
Ethanol gewaschen und zum Trocknen unter die Clean-Bench gelegt. Bis zur Hybridisierung

wurden Sie im Vakuum gelagert.

2.2.5.1 Anzucht der Maisinzuchtlinien fir das 1k-Mikroarray

Die 9 Maisinzuchtlinien (P024, P033, P048, S028, S036, FO12, F039, F047, L024) und die
aus deren Kreuzungen resultierenden 9 Hybride (P033xF047, P048xF047, P024xF039,
S036xL.024, S028xL.024, S028xF012, S028xF039, P024xF012, F012xF039) aus den Experi-
menten 1, 2 und 3 (Schrag et al. 2006) des Zlchtungsprogrammes der Universitat Hohenheim
(Deutschland) wurden fir die Mikroarray-Versuche mit dem 1k-Array in einem Klimaschrank
(Percival Scientific Inc., Perry, USA) unter regulierten Bedingungen (16 Std. Tag bei 25°C, 8
Std. Nacht bei 21°C, 70% Luftfeuchtigkeit) fur einen Zeitraum von 7 Tagen angezogen. Im
Gegensatz zu den Versuchen mit den 21 Inzuchtlinien wurden jedoch diesmal nur jeweils 4
Keimlinge jedes Genotyps angezogen und diese nicht mehr vereint. Jeder Keimling wurde
einzeln mit flissigem Stickstoff gemorsert und die Gesamt-RNA isoliert (Kapitel 2.2.3).

2.2.5.2 Herstellung von RNA-Sonden und die 1k-Array Hybridisierung

Die Synthese der aRNA-Sonden wurde im Vergleich zur vorherigen Sondenherstellung
(Kapitel 2.2.4.3) des 46k-Arrays modifiziert, um den Prozess kostenglinstiger zu gestalten.
Anstelle eines Kits wurde nach der RNA-Isolierung ein Verdau der restlichen genomischen
DNA mittels DNasel (Fermentas, St. Leon-Rot) gefolgt von einer Nukleinsiureaufreinigung
durch das NucleoSpin RNA Clean-up Kit (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) durchge-
fihrt. Als néchstes wurde mit 5 pg Gesamt-RNA eine cDNA-Erstrangsynthese mit der
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Superskript Il von Invitrogen (Life Technologies, Carlsbad, USA) durchgefiihrt. Die Zweit-
strangsynthese erfolgte nach einem Protokoll von Fermentas mit der DNA-Polymerase | und
der RNase H und zum Abschluss mit einer 5 min. Inkubation durch die T4 DNA Polymerase
(Fermentas, St. Leon-Rot). Hiernach folgte ein Verdau der restlichen RNA durch die RNase
A. Die in vitro-Transkription, die den Einbau aminoallyl-markierter UTPs in die RNA-
Transkripte bewerkstelligen sollte, erfolgte mittels der T7 RNA Polymerase der Firma
Fermentas mit einer doppelt so langen, wie vom Hersteller urspringlich angegebenen
Inkubationszeit. Zum Abschluss wurde die restliche DNA mittels der DNase | von Fermentas
degradiert.

Die Kopplung von Floureszenzfarbstoffen (Cy3 und Cy5) an die aRNA erfolgte wie schon
beim 46k-Array nach dem Protokoll ,,cRNA Target Production Using RNA Amplification®
des ,,Maize Oligonuclotide Array Projects (www.maizearray.org) und die Hybridisierung
folgte dem Protokoll ,,Hybridiziation with cRNA Targets“. Die Hybridisierungen zwischen
den Inzuchteltern und ihren jeweiligen Hybriden folgten dem Schema aus Abbildung 23
(siehe Kapitel 3.7). Erneut wurden hierbei die verwendeten Cy-Farbstoffe, Cy3 und Cy5
alternierend zwischen den Hybridisierungen und zwischen den 4 biologischen Replikaten
eingesetzt.

Die bioinformatische Auswertung erfolgte, wie schon zuvor beim 46k-Array, durch das
Programm GenePix Pro 4.0 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Die Normalisierung der
Mikroarray-Daten wurde von Dr. Junjie Fu an der Universiat Hohenheim in der Arbeitsgrup-
pe von Prof. Dr. A. E. Melchinger in R anhand des LIMMA Programms (Version 2.9) von
Bioconductor (Gentleman et al. 2004) durchgefiihrt und beinhaltete eine Normalisierung
innerhalb der einzelnen Arrays (within-array-normalization) und eine Normalisierung

zwischen den unterschiedlichen Arrays (between-array-normalization).

2.2.6 Gene Ontology (GO) Anreicherungsanalyse

Zur Untersuchung der molekularen Hintergriinde von Heterosis- bzw. Hybridleistung-
korrelierter Gene wurden Analysen durchgefiihrt, die Uberreprasentierte GOs innerhalb dieser
Gengruppen identifizieren sollten. GOs stellen ein dynamisches, kontrolliertes, funktionelles
und hierarchisches Annotationssystem dar, welches in drei Hauptkategorien unterteilt ist. Die
drei Hauptkategorien sind der biologische Prozess (BP), die molekulare Funktion (MF), und

die zellulare Komponente (CC) (Gene Ontology Consortium 2000).
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Die GO Annotation der untersuchten Gene stammte von der Universitdt von Arizona
(http://www.maizearray.org) bzw. aus der eigenen Neuannotation (Kapitel 2.2.4.1) der Gene
des 46k-Arrays durch das Programm Blast2GO (G6tz et al. 2008). Die GO Analyse wurde in
R (http://www.r-project.org) mittels des Programms topGO (Version 1.10.1) durchgefihrt
(Alexa et al. 2006). Die Analyse basierte auf dem ,,Fisher's exact test. Als Referenzgene,
dem sog. Universum, dienten alle GO-annotierten Gene des 46k-Arrays. Zur Vermeidung
doppelt vorhandener Referenzgene wurden solche aus der Analyse ausgeschlossen, deren TC-
Annotation (,,maizearray.org_Version4*) bereits mehr als einmal in der Genliste vorhanden

war.

2.2.7 In silico mapping Hybridleistung bzw. Heterosis von Kornertrag korrelierter Gene

Zur in silico Lokalisierung ausgewéhlter Gene auf dem Mais-Genom der Linie B73 wurden
die jeweiligen 50-70 Nukleotide langen Oligonukleotidsequenzen des 46k-Arrays gegen die
,B73 RefGen_vl-Datenbank® (http://www.maizegdb.org) geblastet (blastn, E-Wert <
0,0001). Anschliefend wurden die Blast-Ergebnisse nach bestimmten Kriterien gefiltert. Von
den moglichen zahlreichen Blast-Treffern eines Oligonukleotids wurde nur jeweils einer, und
zwar der mit dem niedrigsten E-Wert, in den weiteren Analysen verwendet. Im Falle eines
Blast-Ergebnisses mit zwei oder mehr Treffern mit jeweils identischen E-Werten, wurden alle
Blast-Ergebnisse dieses Oligos verworfen. Diese strikten Kriterien wurden aus Grinden der
exakten Lokalisierung im Genom und um stark repetitive Sequenzen auszuschlieRen,

angewandt.

2.2.7.1 Untersuchung der Verteilung in silico gemappter Gene im B73-Maisgenom

Zundchst sollte die Verteilung der Hybridleistung bzw. ausschlie3lich MPH korrelierten Gene
von Kornertrag im Genom der Linie B73 in silico bestimmt werden. Desweiteren sollte die
Fragestellung geklart werden, ob deren Lokalisierung im Genom einer rein zuféalligen oder
nicht-zufalligen Verteilung entsprach. Hierzu musste als Erstes, die zu erwartende Verteilung
fur einen rein zufallig ausgewéhlten Gensatz bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurden
20.000 zufallig ausgewahlte Gene des 46k-Arrays wie bereits beschrieben geblastet und im
Anschluss gefiltert (Kapitel 2.2.7). Das Genom wurde dann in 150 bzw. 200 gleich grofie
Fragmente unterteilt. Aus dem Pool der 20.000 Kontrollgene wurden dann zuféllige Gensétze
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in der Grolke der zu untersuchenden Hybridmerkmal-korrelierten Gene ausgewéhlt und die
Anzahl der kolokalisierten Gene fir jedes Genomfragment bestimmt. Dieser Schritt wurde
mit Hilfe eines ,,PHP-Skripts* tausendmal, jeweils mit einem zufallig wechselnden Gensatz
aus dem Pool der Kontrollgene, wiederholt und dann die durchschnittliche Anzahl der Gene
pro Genomfragment ermittelt. Mittels eines Chi-Quadrat-Tests konnte nun berechnet werden,
ob die Genomverteilung der Hybridmerkmal (HL Kornertrag, MPH Kornertrag) korrelierten

Gene sich signifikant von der rein zufalligen Genverteilung der Kontrollgene unterschied.

2.2.7.2 In silico QTL mapping

Ein weiteres Ziel des in silico mapping war die Lokalisierung bereits bekannter QTLs auf
dem Maisgenom der Linie B73 (B73 RefGen_v1), die mit den Fragmenten kolokalisierten,
die eine statistisch erhdhte Anzahl Hybridmerkmal (Hybridleistung bzw. Heterosis von
Kornertrag) korrelierter Gene aufwiesen (Kapitel 2.2.7.1). Zundchst wurde hierflr in der
Maizegdb-Datenbank (http://www.maizegdb.org) nach den QTLs gesucht und die Gen-
Marker identifiziert, die die einzelnen QTLs direkt flankierten. Anhand der genetischen Karte
,IBM2 2008 Neighbors* und der physikalischen Karte ,,B73 RefGen v1“ wurde nun fiir
jeden flankierenden Marker der physikalische Genom-Bereich bestimmt, zwischen dem sich
der Marker befand. Der identifizierte QTL-Bereich definierte sich tiber die inneren, dem QTL
zugewandten, Marker-Grenzen (Abb.8). Eine Liste der in silico lokalisierten QTLs befindet
sich in Kapitel 3.6 (Tab.7).

QTL

bnl8.10a php20518

Abb.8: Schematische Darstellung eines QTLs von Kornertrag mit flankierenden Markern.

Gezeigt ist das QTL von Kornertrag qgyldl (Beavis 1994) mit den flankierenden Markern (bnl8.10a und
php20518) auf Chromosom 1. Die Grenzen aller in silico gemappten QTLs entsprachen den inneren Grenzen der
flankierenden Marker.

27


http://www.maizegdb.org/

2 Material und Methoden

2.2.8 Untersuchung der putativen Rolle des Gene Silencings bei der Ausbildung von

Heterosis

Transgene P1/HC-Pro Maispflanzen wurden insgesamt achtmal selektiv im Gewachshaus mit
der Inzuchtlinie A188 zuriickgekreuzt, um einen nahezu vollstandig homozygoten, transgenen
Inzuchtlinien-Genotyp zu erzeugen. In jeder Generation wurden die Nachkommen, zum
Erhalt der Transgene, mit Basta (300 mg/L) selektiert und nur transgene Pflanzen in der
néchsten Phase der Introgression verwendet.

Ziel des Versuches war es den Einfluss des Gene Silencing Suppressors P1/HC-Pro und damit
verbunden den Einfluss kurzer RNAs auf den Heterosis-Effekt zu untersuchen. Hierzu
wurden die transgenen P1/HC-Pro Pflanzen reziprok mit H99 Inzuchtlinien und mit A188
Inzuchtlinien gekreuzt und nach einem Tag das Nucellus Gewebe in eine in vitro-Kultur zur
Induktion des Transgens Uberflhrt. Die etablierte Gewebekultur erlaubte eine Kultivierung
des intakten Embryosacks einen Tag nach Bestaubung unter kontrollierten Bedingungen bis

zur Entwicklung eines intakten Keimlings (Campenot et al. 1992).

2.2.8.1 Anzucht der Maispflanzen im Gewachshaus

Die transgenen P1/HC-Pro Maispflanzen, sowie die Inzuchtlinien H99 und A188 wurden im
Gewadchshaus in Topfen unter Standardbedingungen angezogen. Die Bewésserung erfolgte
automatisch und die Lichtstarke wurde durch eine Lichtanlage gesteuert, die sich bei einer
maximalen Lichtsumme von 600 kLuxh/Tag abschaltete. Die Anlage war auf einen
Tag/Nacht-Wechsel von 16 Stunden Helligkeit und 8 Stunden Dunkelheit eingestellt. Die
tatsachliche Lichtsumme betrug im Winter ca. 230-250 kluxh/Tag und im Sommer ca. 400-
600 kluxh/Tag. Die Kreuzungen der Maispflanzen verliefen unter streng kontrollierten
Bedingungen. Zu diesem Zweck wurden die sich entwickelnden Kolben so friih wie moéglich
vor dem Austreten der Nebenfdden mit einer Papiertiite abgedeckt, um eine ungewollte
Fremdbestdubung zu vermeiden. Die gezielten Kreuzungen fanden morgens zwischen 9 und
11 Uhr statt.
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2.2.8.2 In vitro Kultur von Nucellus Gewebe einen Tag nach der Bestaubung

Nucellus Gewebe aus den reziproken Kreuzungen, zwischen den transgenen P1/HC-Pro-
Pflanzen und A188 bzw. H99, wurde nach einem Protokoll von Campenot et al. (1992) einen
Tag nach Bestaubung aus dem Korn isoliert und auf Platten mit einem modifizierten Muras-
hige-Skook (MS) Medium aufgelegt. Dexamethason im modifizierten MS-Medium in einer
Konzentration von 20 uM diente zur Induktion der Transgenexpression. Die Halfte der
Platten enthielt kein Dexamethason, um Effekte bedingt durch das Induktionsmedium
ausschlieBen zu kénnen. 2 Tage nach dem Auskeimen der Maisembyronen wurden diese von
der Platte in ein Weckglas mit Standard-MS-Medium (mit bzw. ohne Dexamethason)
(Murashige und Skoog 1962) uberfiihrt. Die Messung des Pflanzenwachstums erfolgte das

erste Mal 6 Tage nach Uberfiihrung in das Weckglas und dann insgesamt achtmal alle 2 Tage.

Zur Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit wurde eine lineare Regression durchgefihrt
und durch die Messpunkte eine Gerade gelegt und das Bestimmtheitsmal} berechnet. Die
Steigung der linearen Regression repréasentierte die Wachstumsgeschwindigkeit der Mais-
pflanzen. Nur Wachstumsgeschwindigkeiten mit einem BestimmtheitsmalR der linearen

Regression von tber 0,97 wurden in die Analyse mit einbezogen.

Anhand einer Gus-Farbung (Kapitel 2.2.8.3) wurde jede Pflanze, sowohl die induzierten als
auch die nicht-induzierten, nach vorheriger Induktion des Blattmaterials auf die Expression
des Transgens hin untersucht. Dies geschah zur Unterscheidung der tansgenen Nachkommen
von den nicht-transgenen Nachkommen, da aufgrund der Hemizygotie des P1/HC-Pro-

Konstruktes nur 50% der Nachkommen ebenfalls transgen waren.

Die Daten der reziproken Pflanzen eines jeden Genotyps wurden im weiteren Verlauf der
Auswertung gemeinsam betrachtet. Fir jeden Genotyp wurde die BPH (best parent heterosis)
berechnet, also der Zuwachs der Hybride gegeniiber den homozygoten Inzuchtlinien-
Kreuzungen A188xA188.

Ein statistische Tests (T-Test, ANOVA) zwischen den Heterosis-Daten der transgenen und
der nicht-transgenen, bzw. der induzierten und nicht-induzierten Genotypen sollte zeigen, ob
ein signifikanter Unterschied zwischen Pflanzen, die den Gene Silencing Suppressor expri-

mieren und denen ohne Suppressor, bezogen auf Heterosis bestand.
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2.2.8.3 B-Glucuronidase (Gus)-Farbung

Zur Uberprifung der Expression der Transgene in den P1/HC-Pro -Pflanzen wurde Pflanzen-
material, wie z.B. Blattgewebe oder Nucellus-Gewebe, in einer kleinen Petrischale mit X-
Gluc-Losung zur Ganze bedeckt. Um eine Farbung tieferliegender Zellschichten zu gewahr-
leisten wurde beim Nucellus-Gewebe ein Vakuum fir die Dauer einer Minute angelegt und
dieser Schritt funfmal wiederholt. Es folgte eine Inkubation bei 37°C lber Nacht. Beim
Blattgewebe wurde die X-Gluc-Lésung abgenommen und das Gewebe mit 70% Ethanol Gber
Nacht inkubiert, um das Chlorophyll auszuwaschen. Bei einer erfolgreichen Gus-Expression

konnte eine deutliche Blaufarbung des untersuchten Gewebes beobachtet werden.

Bei biologischem Material, welches nicht auf einem Induktionsmedium mit Dexamthason
gewachsen ist, erfolgte zundchst eine Inkubation in einer wassrigen 20uM Dexamethason-
Losung Uber Nacht bei 37°C. Erst im Anschluss daran erfolgte die Inkubation in X-Gluc-

Losung.

X-Gluc-Lo6sung (200ml)

100 mg X-Gluc (geldst in 2ml Dimethylformamid)
10 MM EDTA

0,1 % Triton

100 mM Na-Phosphat-Puffer (pH 7)

0,5 mM Kalium-Ferrocyanid
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3.1 Das korrelative Verhaltnis der drei Hybridmerkmale aus den Felddaten der 21
europdischen Elite-Maisinzuchtlinien

Die Felddaten der Universitat Hohenheim umfassten 21 europdische Elite-Maisinzuchtlinien
und stammten aus einem faktoriellen Kreuzungsexperiment (14 x 7) mit der Bezeichnung
Expl, bestehend aus zwei verschiedenen heterotischen Gruppen, den Zahnformen (Dent) und
den Hartweizenformen (Flint) sowie deren aus den interpool-Kreuzungen resultierenden 98
Hybriden (Schrag et al. 2006). Drei unterschiedliche Hybridmerkmale wurden gemessen, die
Hybridleistung des Kornertrages und die der Korntrockenmasse in Prozent zum Erntezeit-
punkt sowie die mittlere parentale Heterosis (MPH) des Kornertrages. Der Begriff Hybridleis-
tung umschreibt dabei die absoluten Werte des Kornertrages bzw. der Korntrockenmasse der
Hybride, ohne die Werte in Relation zu denen der Inzuchteltern zu stellen. Die Werte der
MPH des Kornertrages hingegen stehen in Relation zu den Werten der Inzuchteltern und
beschreiben den Zuwachs des Hybriden gegeniiber dem mittleren Wert seiner beiden Inzucht-

eltern.

Korrelation [Kornertrag vs. Korntrockenmasse]
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Abb.9: Korrelatives Verhéltnis der Hybridmerkmale.

Zu sehen sind die Felddaten der Hybridleistung (HL) vom Kornertrag und die der Korntrockenmasse und die
Werte der mittleren parentalen Heterosis (MPH) vom Kornertrag der insgesamt 98 Hybride aus Experiment 1 der
Universitdt Hohenheim (Schrag et al. 2006). Im oberen Diagramm sind die Messwerte der HL vom Kornertrag
(rot) gegen die der HL der Korntrockenmasse (blau) gegeneinander aufgetragen, um deren negative Korrelation
(r = -0,33; p < 0,01) anschaulich darzustellen. Bei der blauen durchgezogenen Linie handelt es sich um eine
polynomische Trendlinie 3.Grades der Korntrockenmassenwerte. Im unteren Diagramm sind die Felddaten der
HL (rot) und die der MPH (blau) von Kornertrag zur Veranschaulichung der positiven Korrelation (r = 0,84; p <
0,01) gegeneinander aufgetragen.
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Korrelationsanalysen der drei gemessenen Hybridmerkmale offenbarten, dass diese in einem
gewissen korrelativen Verhaltnis zueinander standen. So existierte eine schwach, negative
Korrelation (r = -0,33, p < 0,01) zwischen der Hybridleistung vom Kornertrag und der
Hybridleistung der Korntrockenmasse. Ebenfalls konnte eine sehr viel stérkere, jedoch
positive Korrelation (r = 0,84, p < 0,01) zwischen der Hybridleistung und MPH vom Korner-
trag beobachtet werden (Abb.9).

3.2 Genexpressionsanalysen der 21 Inzuchtlinien

Die genomweiten Expressionsprofile der 7 Tage alten Keimlinge der 21 Inzuchtlinien wurden
mittels eines 46k-Arrays (http://www.maizearray.org) nach einem bestimmten Hybridisie-
rungsschema untereinander verglichen. Das Ziel war eine zufriedenstellende Vergleichbarkeit
zwischen allen Flint und Dent Linien, mit einer mdglichst geringen Anzahl an Hybridisierun-
gen zu gewdbhrleisten. Das Ergebnis war das in Abbildung 10 dargestellte ,,Interwoven loop
design®, welches nach dem Vorbild von Kerr und Churchill (2001) fur den Versuchsaufbau

entwickelt wurde.

L024 — F047
S036  S028

Abb.10: Schematische Darstellung des Hybridisierungsschemas des 46k-Arrays.

Die Expressionen der 21 Inzuchtlinien aus Experiment 1 der Universitdt Hohenheim wurden nach diesem
Hybridisierungsschema in Form eines ,,interwoven loop designs® in insgesamt 63 Hybridisierungen miteinander
verglichen. Die dunklen Kreise stellen die Inzuchtlinien der heterotischen Gruppe der Hartmaisformen (Flint)
und die weillen Kreise die der Zahnmaisformen (Dent) dar. Jede Verbindungslinie, sowohl die des Kreises, als
auch die im Inneren des Kreises, stehen jeweils flr eine erfolgte Mikroarray-Hybridisierung. (Thiemann et al.
2010)

Insgesamt wurden 63 Hybridisierungen durchgefiihrt, wobei die maximale Distanz zwischen

jeder Hartmaislinie und Zahnmaislinie entweder eine oder zwei Hybridisierungen betrug.
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Zusatzlich zu den direkten Hybridisierungen existierten weitere indirekte Hybridisierungen.
Die dadurch resultierende durchschnittliche Varianz aller méglichen Vergleiche betrug 0,5.
Fur die Vergleiche zwischen Linien gleicher heterotischer Gruppen betrug die durchschnittli-
che Varianz 0,64 und fir Vergleiche zwischen Linien unterschiedlicher heterotischer Grup-
pen, welche aufgrund der untersuchten Hybride von besonderem Interesse in dieser Arbeit

waren, betrug die durchschnittliche Varianz 0,45.

3.2.1 Validierung der 46k-Array Expressionsprofile

Zur Validierung der 46k-Mikroarray Expressionsprofile wurden gRT-PCR Analysen durchge-
fihrt. Hierfir wurden 2 Gene des 46k-Arrays (MZ00042747, MZ00000855), mit einer
besonders stark ausgeprégten differentiellen Expression zwischen den einzelnen Inzuchtli-
nien, ausgewdhlt. Die Analyse wurde anhand dieser 2 Gene in 8 verschiedenen Inzuchtlinien
(S028, F047, L024, S058, S044, P033, L043, FO39) in zwei getrennten gRT-PCRs durchge-
fihrt. Anschlielend wurden die Tendenzen der relativen Expressionen jedes einzelnen Gens
zwischen den 8 Linien mit den Tendenzen der relativen Expressionen der Mikroarray-Daten
verglichen (Abb.11). In der ersten gRT-PCR wurden die beiden Gene in den drei Linien S028,
FO047 und L024 untersucht und die Expressionstendenzen stimmten mit denen der Mikroarray
Analyse Uberein. Bei beiden Analysen war MZ00042747 in FO47 das am starksten exprimier-
te (relative Expression = 2), und MZ00000855 in S028 das am schwachsten exprimierte Gen
(relative Expression = 1). Die relativen Genexpressionsniveaus die dazwischen lagen
stimmten ebenfalls mit den Daten des Mikroarrays tberein. Die Ergebnisse der zweiten gRT-
PCR mit den Linien S058, S044, P033, L043 und F039 stimmten bis auf eine einzige
Ausnahme ebenfalls mit den Ergebnissen der Mikroarrays uberein. AusschlieRlich bei
MZ00042747 in den Linien PO33 und S044 war ein Unterschied in der Tendenz der relativen
Expressionen zu beobachten. Geméal? der Mikroarray Ergebnisse war das Gen in der Linie
P033 starker als in der Linie S044 exprimiert, wohingegen es bei der gRT-PCR stérker in der
Linie S044 exprimiert war. Jedoch war die Differenz der relativen Expressionen dieses Gens
zwischen diesen beiden Linien im Fall der Mikroarray Ergebnisse nur sehr gering und betrug
lediglich 0,07. Zusammengefasst stimmten die Expressionen des 46k-Arrays somit groRten-

teils mit den relativen Expressionen der gRT-PCRs (berein.
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Abb.11: Validierung der Expressionsdaten des 46k-Mikroarrays mittels gRT-PCR.

Die Abbildungen (a) und (b) zeigen die relativen Expressionen der Mikroarrays (46k) und gRT-PCRs fiir 2 Gene
(MZ00042747, MZ00000855) in 7 Inzuchtlinien. Insgesamt wurden zwei getrennte gRT-PCRs (a) und (b)
durchgefiihrt und deren relative Expressionen (rot), denen der Mikroarrays (blau) gegeniiber gestellt. (Thiemann
et al. 2010)

3.2.2 ldentifizierung differentiell exprimierter Gene

Die Hybridisierungen der 21 Inzuchtlinien mit dem 46k-Mikroarray fihrten zur Identifizie-
rung einer Liste von differentiell exprimierten Genen. VVon den urspriinglich 46.128 Mikroar-
ray-Oligos blieben nach Abzug aller Kontrollen 43.381 genbezogene Oligonukleotide ubrig.
Von diesen genbezogenen Oligos zeigten 24.498 (56,5%) in mindestens einer Inzuchtlinie ein
verlassliches Expressionssignal (log2) von > 8,0. Basierend auf einem F-Test (p < 0,01)
waren insgesamt 12.288 (28,3%) Gene differentiell zwischen den Inzuchtlinien exprimiert.

3.2.3 Identifikation Hybridmerkmal korrelierter Gene

Die differentiell exprimierten Gene wurden in einer anschlieBenden Korrelationsanalyse

verwendet, um Gene zu identifizieren, deren mittlere parentale Expressionslevel mit einem
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der Hybridmerkmale, wie der Hybridleistung von Kornertrag, der Hybridleistung der
Korntrockenmasse oder der MPH von Kornertrag korrelierten. Jede Korrelationsanalyse
wurde mit den Felddaten der 98 Hybride und den mittleren Genexpressionsniveaus der 98
Inzuchteltern-Paare fir jedes differentiell exprimierte Gen einzeln durchgefiihrt. Dabel
wurden bei allen drei Hybridmerkmalen sowohl positiv korrelierte, als auch negativ korrelier-

te Gene identifiziert.

Die Pearson-Korrelation zwischen der mittleren parentalen Genexpression und der Hybrid-
leistung des Korntrockenmasse zeigte eine signifikante (p < 0,01), lineare Korrelation bei
2317 differentiell exprimierten Genen. VVon diesen 2317 Genen waren 969 signifikant negativ
korreliert mit einer Korrelationsstarke [r] von -0,3103 bis -0,763, und 1348 Gene positiv
korreliert mit einer Stérke von 0,3102 bis 0,648. Von den 1694 Genen die signifikant mit der
Hybridleistung von Kornertrag korrelierten, waren 758 Gene negativ korreliert (-0,6319 <r <
-0,3191) und 936 positiv korreliert (0,3189 < r < 0,6478). Die mittleren parentalen Expressi-
onslevel von 545 Genen waren signifikant mit der Hybridleistung beider Hybridmerkmale
Kornertrag und Korntrockenmasse korreliert. Diese Gene aus der Schnittmenge zeigten bei
den beiden Hybridmerkmalen stets eine gegensatzliche Korrelation. Das bedeutet, ein negativ
Kornertrag korreliertes Gen zeigte eine positive Korrelation bei der Korntrockenmasse und

andersherum.

Kornertrag
Hybridleistung

1694

899 @ 545

Kornertrag Korntrockenmasse
MPH 1999 311 2317 Hybridleistung

Abb.12: Venn-Diagramm der parental differentiell exprimierten, Hybridmerkmal korrelierten Gene.
Gezeigt ist ein Venn-Diagramm mit der Anzahl der parental differentiell exprimierten Gene, deren mittlere
parentale Genexpression mit der Hybridleistung vom Kornertrag und/oder Korntrockenmasse und/oder der
mittleren parentalen Heterosis (MPH) vom Kornertrag signifikant korrelierten (p < 0,01). Die Gene wurden
durch Expressionsanalysen von 21 Inzuchtlinien, die aus einem faktoriellen Kreuzungsexperiment (Expl) der
Universitdt Hohenheim stammten, identifiziert.

1999 Gene zeigten eine signifikante, lineare Korrelation mit MPH von Kornertrag. Davon
waren 887 Gene negativ korreliert mit einer Korrelationsstarke r von -0,3143 bis -0,6733 und
1112 Gene positiv korreliert (0,3143 < r < 0,6794). 899 dieser MPH korrelierten Gene zeigten
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gleichzeitig eine Korrelation mit der Hybridleistung vom Kornertrag und 311 gleichzeitig mit
der Hybridleistung der Korntrockenmasse. Die Richtung der Korrelation war bei der Hybrid-
leistung und der MPH von Kornertrag stets die gleiche und bei MPH von Kornertrag und der
Hybridleistung vom Korntrockengewicht nicht konsistent. 226 Gene waren mit allen drei
Merkmalen korreliert. Die Anzahl der Hybridmerkmal korrelierten Gene ist in einem Venn-

Diagramm in Abbildung 12 anschaulich dargestellt.

Die Abbildung 13 veranschaulicht die Korrelation zwischen den mittleren parentalen

Expressionen und der Hybridmerkmale, der drei jeweils am starksten korrelierten Gene.
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Abb.13: Korrelationen der jeweils am starksten Hybridmerkmal korrelierten Gene.

Gezeigt sind die mittleren parentalen Genexpressionen (log2) (rot) der 98 erfolgten Inzuchtlinienvergleiche, der
Gene MZ00042300, MZ00024213, MZ00014188 und die Felddaten der Hybridmerkmale Kornertrag [Mg/ha],
Korntrockenmasse in % und MPH von Kornertrag [Mg/ha] zur Veranschaulichung der jeweiligen korrelativen
Verhéltnisse. MZ00042300 korreliert mit der Hybridleistung (HL) von Kornertrag (blau), MZ00014188 mit der
HL der Korntrockenmasse (blau) und MZ00024213 mit der MPH von Kornertrag (blau). Bei den roten
durchgezogenen Linien handelt es sich um polynomische Trendlinien 3. Grades der jeweiligen mittleren
parentalen Genexpressionen (log2).
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Das Gen, welches am starksten mit der Hybridleistung vom Kornertrag korreliert war (r =
0,65; p = 6,9222e™), kodierte fir ein Protein mit der Bezeichnung Hexokinase 8 und besaR
die Oligonukleotid-ldentifikationsnummer MZ00042300. Das Gen, dessen parentale Expres-
sionslevel am starksten mit der Hybridleistung der Korntrockenmasse korrelierten (r = -0,76;
p = 8,40e'%), war MZ00014188, welches fiir die Catalase 3 (Cat3) kodierte. Im Fall der MPH
des Kornertrags, kodierte das am starksten korrelierte Gen (r = 0,68; p = 7,00e™) fiir eine
Alpha-Untereinheit der Pyrophosphat:Fruktose-6-Phosphat-1-Phosphotransferase
(MZ00024213). Die Identifikation der Gene erfolgte durch eine Blastn-Analyse in der NCBI-
Datenbank anhand der jeweiligen Original-Sequenzen des ,,Maize Oligonucleotid Array
Projects* der Universitit Arizona (USA). Bei den Original-Sequenzen handelt es sich um die
Sequenzen, von denen sich die jeweiligen Oligos des 46k-Arrays urspringlich ableiteten

(http://lwww.maizearray.org).

3.3 Vergleichende Charakterisierung: Kornertrag vs. Korntrockenmasse

Zur ldentifizierung bedeutender Hybridmerkmal assoziierter biologischer Stoffwechselwege
bzw. biologischer Prozesse wurde eine Anreicherungsanalyse mittels der GO (Gene Ontolo-
gy)-Annotation, der Hybridmerkmal korrelierten Gene durchgefuihrt. Eine Anreicherungsana-
lyse identifiziert GOs, deren zugehorige Gene haufiger innerhalb einer Gruppe von Genen
vorkommen, als statistisch zu erwarten wére. Die Analyse wurde in R mit dem Programm
topGO (Alexa et al. 2006) und dem weight-Algorithmus durchgefihrt und die GO-Annotation
stammte vom ,Maize Array Oligonucleotide Project” der Universitit von Arizona

(http://lwww.maizearray.org).

Sowohl die 1694 Gene, die signifikant (p < 0,01) mit der Hybridleistung vom Kornertrag
korrelierten, als auch die 2317 mit der Hybridleistung der Korntrockenmasse korrelierten
Gene zeigten GOs aus allen drei Kategorien, dem biologischen Prozess (BP), der molekula-
ren Funktion (MF) und der zellularen Komponente (CC), welche signifikant (p < 0,03)
angereichert waren (Abb.14 und 15). In allen drei Kategorien waren unterschiedliche GOs
zwischen den beiden Hybridmerkmal korrelierten Gengruppen angereichert, mit Ausnahme
von biologischen Prozessen, die die Regulation der Glykolyse (GO:0006110) und die
Modifikationen der Zellwand (GO:0009831, GO:0009827) betrafen.

Die angereicherten GOs der Hybridleistung vom Kornertrag korrelierten Gene umfassten

metabolische, regulatorische als auch Stress-Stimulus aktivierte Prozesse (Abb.14). Zu den
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metabolischen Prozessen gehorten solche aus dem Stickstoff- (Cyanid Metabolismus
(GO:0019499)) und dem Kohlenwasserstoff-Metabolismus (Trehalose Metabolismus
(G0O:0005991)), wie auch aus der Biosynthese von Aminoséduren (Cystein-Biosynthese aus
Serin (GO:0006535)) und Aminosdurederivaten (Chalkon-Biosynthese (GO:0009715)), dem
Abbau von Lipiden (Phospholipid Katabolismus (GO:0009395)), der Regulation der Glykoly-
se (GO:0006110) und der homeostatischen Regulation von Membranpotentialen
(GO:0042391). Zu den angereicherten Prozessen die auf einen Stress-Stimulus reagieren,
zahlten die Reaktion auf Trockenstress (GO:0009269) und nitrosativen Stress (Entgiftung
stickstoffhaltiger Verbindungen (G0O:0051410)). Weitere Prozesse umfassten die wachstums-
bezogene Zellwandmodifikation (G0:0009831) und die Faltung wvon Proteinen
(G0O:0006457). Der am signifikantesten (p = 0,0049) angereicherte Prozess war die Initiation
der DNA Replikation (GO:0006270).

Biclogischer Prozess (BP) Maelekulare Funktion (MF) Zellulare Komponente (CC)
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Abb.14: Angereicherte GOs der Hybridleistung von Kornertrag korrelierten Gene.

Die Abbildung zeigt die angereicherten bzw. (iberreprésentierten GOs der Gene, deren Genexpression mit der
Hybridleistung von Kornertrag signifikant (p < 0,01) Kkorrelierten. Die angereicherten GOs werden in drei
Kategorien unterteilt, der biologische Prozess (BP), die molekulare Funktion (MF) und die zelluldre Komponen-
te (CC). Ausschlielich GOs die signifikant (p < 0,03) angereichert waren sind aufgefihrt und innerhalb der drei
Kategorien, gemal ihrer Signifikanz, mit dem signifikantesten auf der linken Seite, sortiert. Jeder GO-Begriff
wird reprasentiert durch die Anzahl aller GO-verwandten annotierten Gene aus der Analyse (annotiert), der
Anzahl der GO-verwandten Gene, die signifikant mit Kornertrag korrelierten (signifikant) und die statistisch zu
erwartende Anzahl signifikant korrelierter Gene im Falle einer hypothetischen nicht vorhandenen Anreicherung
(erwartet). (Thiemann et al. 2010)
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Im Vergleich zu der Hybridleistung von Kornertrag ergab die Analyse der Gene, die mit der
Hybridleistung der Korntrockenmasse korrelierten, eine gréRere Anzahl angereicherter GOs
(Abb.15). Auch hier waren wieder, wie auch zuvor bei den Hybridleistung von Kornertrag
korrelierten Genen, Prozesse aus dem Metabolismus, der Regulation und der Antwort auf
Stress-Stimuli vertreten. Zu den angereicherten Prozessen zahlten die Biosynthese von
Aminosaurederivaten  (Lignin  Biosynthese  (G0:0009809)), S-Adenosylmethionin
(G0O:0006556) und Spermidin (GO:0008295), der Katabolismus von Aminosauren (Tryptho-
phan Katabolismus (GO:0006569)) und die Biosyntheseregulation von Flavonoiden
(GO:0009962). Prozesse, welche in der Antwort auf Stress-Stimuli bzw. &uRere Einfliisse
involviert waren, umfassten solche in Bezug auf Temperatur (GO:0009266), Licht (Vermei-
dung von Schatten (GO:0009641), Antwort auf Rotlicht (GO:0010114), Antwort auf hohe
Lichtintensitaten (G0:0010201)), Nahrstoffmengen (zellulare Antwort auf Glukosemangel
(GO:0042149)) und der umweltbedingten Einstellung der circadianen Rhythmik
(GO:0009649). Metabolische Prozesse umfassten die Biosynthese von aromatischen Verbin-
dungen (Cumarin Biosynthese (G0O:0009805), Camalexin Biosynthese (G0:0010120)) und
die Sulfat Assimilation (GO:0000103). Ein weiterer angereicherter Prozess war die Entwick-
lung der Cuticula (GO:0042335), der wachshaltigen &uf3eren Barriere der Pflanze. Der am
signifikantesten (p = 5,7e™) angereicherte Prozess war die Lignin Biosynthese (GO:0009809).

Die identifizierten angereicherten molekularen Funktionen (MF) spiegelten sowohl im Fall
der Kornertrag-, als auch der Korntrockenmasse korrelierten Gene die angereicherten
biologischen Prozesse beider Hybridmerkmale wieder. Die Anreicherungsanalyse zellularer
Komponenten (CC) diente der Identifikation subzellularer Bereiche, in denen statistisch mehr
Hybridmerkmal korrelierte Gene lokalisiert bzw. biologische Prozesse stattfanden. Diese
Analyse ergab fiir die Korntrockenmasse korrelierten Gene (iberwiegend Prozesse, welche
extrazellular oder in der Zellperipherie lokalisiert waren. Im Fall der Kornertrag korrelierten
Gene wurden ausschlieRlich Prozesse identifiziert, welche in der Zelle ohne direkten Kontakt

zur Zellperipherie angesiedelt waren (Abb.14, 15).
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Abb.15: Angereicherte GOs der Hybridleistung der Korntrockenmasse korrelierten Gene.

Die Abbildung zeigt die angereicherten bzw. (iberrepréasentierten GOs der Gene, deren Genexpression mit der
Hybridleistung der Korntrockenmasse signifikant (p < 0,01) korrelierten. Die angereicherten GOs wurden in drei
Kategorien unterteilt, der biologische Prozess (BP), die molekulare Funktion (MF) und die zelluldre Komponen-
te (CC). AusschlieRlich GOs die signifikant (p < 0,03) angereichert waren sind aufgefuhrt und innerhalb der drei
Kategorien, gemaR ihrer Signifikanz, mit dem signifikantesten auf der linken Seite, sortiert. Jeder GO-Begriff
wird représentiert durch die Anzahl aller GO-verwandten annotierten Gene in der Analyse (annotiert), der
Anzahl der GO-verwandten Gene die signifikant mit der Korntrockenmasse korrelierten (signifikant) und die
statistisch zu erwartende Anzahl signifikant korrelierter Gene im Falle einer hypothetischen nicht vorhandenen
Anreicherung (erwartet). (Thiemann et al. 2010)

Eine weitere Anreicherungsanalyse wurde mit den 545 Genen durchgeftihrt, dessen mittlere
parentale Genexpression sowohl mit der Hybridleistung von Kornertrag als auch mit der
Hybridleistung der Korntrockenmasse korrelierten (Tab.2). Signifikant angereicherte (p <
0,03) biologische Prozesse dieser Gene umfassten die Biosynthese von Lipiden und Lipopoly-
sacchariden  (Triglycerid-Biosynthese  (G0:0019432), Lipopolysaccharid-Biosynthese
(GO:0009103)), wachstumsrelevante Zellwand modifizierende Prozesse (G0:0009828,
G0:0009831), die Meioseregulation (Synapsis (G0O:0007129)) und lichtabhéngige Entwick-
lungsprozesse (Photomorphogenese (GO:0009640)). Der am stérksten (p = 0,003) angerei-
cherte biologische Prozess war erneut, wie auch bei den Kornertrag korrelierten Genen
bereits, die Regulation der Glykolyse (GO:0006110).
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Tabelle 2: Angereicherte biologische Prozesse (BP) von Genen, die sowohl mit der Hybridleis-
tung vom Kornertrag, als auch mit der Hybridleistung der Korntrockenmasse korrelierten.

GOs (angereichert) Gene p-Wert
Regulation der Glykolyse (GO:0006110) 2 0,003
Zellwand Auflockerung (GO:0009828) 4 0,005
Zellwandmodifikationen beim Zellwachstum (G0O:0009831) 4 0,006
Triacylglycerol Biosynthese (GO:0019432) 2 0,011
Synapsis (GO:0007129) 1 0,024
Lipopolysaccharid-Biosynthese (GO:0009103) 1 0,024

Photomorphogenese (GO:0009640) 6 0,028

Signifikant (p < 0,03) angereicherte GOs (BP) der Gene, die signifikant (p < 0,01) mit der Hybridleistung
von Kornertrag und gleichzeitig signifikant (p < 0,01) mit der Hybridleistung der Korntrockenmasse
korrelierten. Desweiteren ist die Anzahl der signifikant Hybridmerkmal korrelierten Gene innerhalb
dieser angereicherten biologischen Prozesse gezeigt (Gene). Auflerdem ist der p-Wert (weight) der
Anreicherungsanalyse angegeben (p-Wert).

3.4 Neuannotation des 46k-Arrays

Die Annotation der Gene stammte urspriinglich vom ,,Maize Oligonucleotide Array Project*
der Universitat von Arizona (http://www.maizearray.org). Von den insgesamt 43.381 Genen
des 46k-Mikroarray waren 16.549 (38,15%) Gene zu diesem Zeitpunkt mit GOs annotiert.
Das entsprach insgesamt einer Anzahl von 113.584 GOs mit einer durchschnittlichen GO-
Anzahl von 6,86 pro Gen (Abb.16).
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Abb.16: Ergebnisse der Neuannotation des 46k-Mikroarrays durch Blast2GO.

Die alte GO-Annotation stammte vom “Maize Oligonucleotide Array Project” (http://www.maizearray.org) der
Universitdt Arizona. Die neue Annotation erfolgte durch das Programm Blast2GO (http://www.blast2GO.org).

a) Gesamtzahl der GOs (gene ontology) aller Gene des 46k-Arrays vor (alt) und nach (neu) der Neuannotation.
b) Durchschnittliche Anzahl der GOs pro Gen vor (alt) und nach (neu) der Neuannotation.

c) Gesamtzahl der Gene des 46k-Arrays mit GO-Annotation vor (alt) und nach (neu) der Neuannotation.
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Nach der Neuannotation durch das Programm Blast2GO (http://www.blast2go.org) stieg die
Anzahl der GO-annotierten Gene auf 31.927 (73,6%) also um nahezu das Doppelte des
urspringlichen Wertes an. Die Zahl der annotierten GOs pro Gen blieb mit 5,96 jedoch
nahezu gleich (Abb.16). Die neue und umfassendere Annotation wurde in allen folgenden
GO-Anreicherungsanalysen verwendet.

3.5 Charakterisierung von Heterosis fur Kornertrag

Die Korrelationsanalysen zur Identifizierung Hybridmerkmal korrelierter Gene ergaben 1999
Gene deren mittlere parentale Expressionslevel signifikant mit MPH von Kornertrag korreliert
waren. VVon diesen MPH korrelierten Genen waren 899 Gene zur gleichen Zeit mit der
Hybridleistung von Kornertrag korreliert. Diese Gene wurden aus den folgenden Analysen
zur Charakterisierung von Heterosis ausgeschlossen und nur die 1100 allein MPH korrelierten

Gene beriicksichtigt.

Zum Zwecke der Charakterisierung von Heterosis wurde eine GO-Anreicherungsanalyse
durchgefuhrt. Die GOs dabei stammten aus der Neuannotation durch das Programm
Blast2GO (Kapitel 3.4). Die ausschlieBlich MPH korrelierten Gene wurden zunéchst in die
613 positiv und die 487 negativ korrelierten Gene unterteilt und getrennt voneinander in

jeweils einer GO-Anreicherungsanalyse untersucht.

Die Analyse der 613 allein MPH positiv korrelierten Gene ergab eine Vielzahl angereicherter
(p < 0,03) biologischer Prozesse (BP) (Tab.3). Diese Prozesse konnten z.T. in (ibergeordneten
Kategorien zusammengefasst werden. Zu den am signifikantesten angereicherten Prozessen
gehorten solche, die an Energie bezogenen Prozessen, wie dem ATP- (GO:0015867) oder
ADP- (G0:0015866) Transport und dem ATP-Synthese gekoppeltem Protonentransport
(GO:0015986) beteiligt waren. Das am stérksten korrelierte Gen, des letztgenannten Prozes-
ses kodierte flr die ATPase Untereinheit 6 und wies eine Korrelation mit der Stdrke r von
0,453 auf. Ebenso angereichert waren Prozesse, die an der Regulation der Genexpression
beteiligt waren, wie die Histon-Phosphorylierung (GO:0016572), das posttranskriptionelle
Gene Silencing (G0:0010495), das Schneiden von mRNAs (G0O:0006379), die mRNA-
Polyadenylierung (G0O:0006378) und die Transkription durch die, an der rRNA-Synthese
beteiligten, RNA-Polymerase 1 (GO:0006360). Weitere angereicherte biologische Prozesse
umfassten solche, direkt oder indirekt involviert in der Endoreduplikation und dem Zellwach-
stum, wie die positive Regulation der DNA-Endoreduplikation (GO:0032877), die Regulation
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des Mitoseendes (GO:0007096), die postreplikative Reparatur (GO:0006301) als auch dem
Katabolismus der Zellwdnde (GO:0016998). Desweiteren waren biologische Prozesse
angereichert, deren Funktionen in der Interaktion mit der Umwelt liegen. Solche Prozesse
umfassten die Antwort der Pflanze bzw. der Zelle auf Pilze (G0O:0009620), die Antwort auf
osmotischen Stress (GO:0006970), als auch dem Ubergangsprozess von der vegetativen in die
reproduktive Phase, gelenkt durch eine Verénderung im Tag-Nacht-Rhythmus (GO:0048574).
Der letztgenannte Prozess enthielt das am stérksten von allen Genen der angereicherten
biologischen Prozesse korrelierte Gen mit einer Korrelationsstarke r von 0,5. Dieses Gen
kodierte fir das Calmodulin-verwandte Protein 2. Die letzte Ubergeordnete Kategorie
angereicherter biologischer Prozesse umfasste biosynthetische bzw. metabolische Prozesse,
wie die Biosynthese von Spermidin (GO:0008295) und Coumarin (GO:0009805) und dem
Leucin-Metabolismus (GO:0006551).

Tabelle 3: Signifikant (p < 0,03) angereicherte biologische Prozesse (BP) von Genen, die mit der
mittleren parentalen Heterosis (MPH) vom Kornertrag positiv korrelierten.

GOs (angereichert) Gene p-Wert
ADP Transport (GO:0015866) 2 0,00062
ATP Transport (GO:0015867) 2 0,00062
ATP Synthese gekoppelter Protonentransport (GO:0015986) 6 0,00437
Leucin Metabolismus (GO:0006551) 3 0,0048
Zellwand Katabolismus (GO:0016998) 5 0,0057
Histon Phosphorylierung (GO:00016572) 2 0,00697
Posttranskriptionelles Gene Silencing (lange Distanz) (GO:0010495) 2 0,008363
Schneiden von mRNAs (GO:0006379) 2 0,01243
Reaktion auf Pilze (GO:0009620) 6 0,01364
Regulation des Mitoseendes (GO:0007096) 1 0,01441
Intermembran Transport (GO:0046909) 1 0,01441
Lichtabhangiger Blihzeitpunkt (GO:0048574) 2 0,01455
Spermidin Biosynthese (GO:0008295) 2 0,01681
MRNA Polyadenylierung (GO:0006378) 2 0,01921
Reaktion auf osmotischen Stress (GO:0006970) 12 0,02046
Postreplikative Reparatur (GO:0006301) 2 0,02442
RNA Polymerase | Transkription (GO:000360) 1 0,02862
Cumarin Biosynthese (GO:0009805) 1 0,02862
Positive Regulation der DNA-Endoreduplikation (GO:0032877) 1 0,02862

Signifikant (p < 0,03) angereicherte GOs (BP) der Gene, die signifikant (p < 0,01) positiv mit MPH von
Kornertrag korrelierten. Desweiteren ist die Anzahl der positiv MPH korrelierten Gene innerhalb der
angereicherten biologischen Prozesse gezeigt (Gene). Zudem ist der p-Wert (weight) der Anreicherungs-
analyse angegeben (p-Wert).
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Insgesamt waren 51 (8,3%) der insgesamt 613 allein MPH korrelierten Gene an den genann-
ten angereicherten biologischen Prozessen beteiligt. Die restlichen Gene gehdrten somit
biologischen Prozessen an, deren Anzahl korrelierter Gene dem statistisch zu erwarteten Wert
entsprach oder deren Anzahl unter dem erwarteten Wert lag. Von den 51 Genen zeigten 31
Gene eine Korrelation mit einer Starke r von 0,3 - 0,4, 19 Gene eine starkere Korrelation mit
Werten zwischen 0,4 - 0,5 und nur ein Gen, und zwar das bereits erwéhnte Calmodulin-

verwandte Protein 2 kodierende Gen, eine Korrelationsstarke von 0,5.

Die vorherige Anreicherungsanalyse umfasste alle positiv korrelierten Gene, unabhangig von
deren Korrelationsstarke (Tab.3). Um die Gene mit einer besonders hohen Korrelationsstérke,
und somit einem potentiell groReren Einfluss auf MPH, zu untersuchen, wurden diese im
Anschluss gesondert betrachtet. Insgesamt existierten 36 allein MPH positiv korrelierte Gene
mit einer Korrelationsstarke groRer 0,5. Das am stérksten korrelierte Gen zeigte eine Korrela-
tionsstarke von 0,6 und eine Blastx-Analyse in der NCBI-Datenbank ergab die groRtmogliche
Sequenzhomologie (e-Wert = 1e™*®) mit einem hypothetischen Protein aus Sorghum bicolor
aus der SCP-Familie mit einer SCP-dhnlichen extrazellularen Doméne. Diese Genfamilie
enthalt Mitglieder, wie das Protein PR-1 (pathogenesis-related protein 1), welches an der
pflanzlichen Abwehr von Pathogenen beteiligt ist (Niderman et al. 1995).

Mittels funktioneller Kategorien, etabliert vom Mdunchener Informationszentrum fur Arabi-
dopsis Proteinsequenzen (MIPS) (Ruepp et al. 2004) wurde eine Einteilung der 36 am
stérksten positiv MPH-korrelierten Gene in 11 dieser funktionellen Kategorien vorgenommen.
Die Einteilung der Gene erfolgte auf Grundlage der annotierten GOs durch Blast2GO. In
Abbildung 17 ist die Anzahl der zu den jeweiligen Kategorien zugehdrigen Gene in Prozent
angegeben. Die Prozentangaben beziehen sich auf die Gesamtanzahl der GO-annotierten
Gene. Insgesamt konnten 20 der insgesamt 36 Gene gemaR ihrer GO-Annotation kategorisiert

werden.

Die funktionelle Klassifikation zeigte, dass die meisten Gene am Metabolismus (45%)
beteiligt waren. An der Signaltransduktion und Zellkommunikation waren 35% aller funktio-
nell charakterisierbaren Gene beteiligt. Insgesamt 30% der Gene waren am Proteinschicksal
und an Transportmechanismen beteiligt und 20% an der Regulation des Metabolismus. 15%
der Gene wiesen eine Funktion in der Interaktion mit der Umwelt und 10% in der Transkripti-
on und Zellabwehr auf. Jeweils 5% der Gene waren am Zellzyklus, der Biogenese von

Zellkomponenten oder der Proteinsynthese beteiligt (Abb.17).
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Abb.17: Funktionelle Klassifizierung der allein MPH positiv korrelierten Gene mit einer Korrelations-
starke r tber 0,5.

55,6% der insgesamt 36 allein MPH positiv korrelierten Gene mit einer Korrelationsstarke r groRer 0,5 konnten
gemal ihrer GO-Annotation in 11 Kategorien, etabliert vom Miinchener Informationszentrum fir Arabidopsis
Proteinsequenzen (MIPS), eingeteilt werden. Ein Gen konnte dabei in mehreren Kategorien gleichzeitig
vertreten sein. Insgesamt 16 Gene (44,4%) konnten z.T. aufgrund fehlender GO-Annotation keiner der
Kategorien zugeordnet werden.

Als néchstes wurde eine GO-Anreicherungsanalyse mit den allein MPH, negativ korrelierten
Genen durchgefuhrt. Die Analyse ergab eine Vielzahl verschiedener biologischer Prozesse,
die im Gegensatz zu den positiv korrelierten Genen einer sehr viel groBeren Bandbreite an
iibergeordneten Kategorien zugeordnet werden konnten (Tab.4). Ahnlich wie bei den positiv
korrelierten Genen waren auch hier wieder Prozesse der DNA-Replikation vertreten, wie die
postreplikative Reparatur (G0:0006301) und die Regulation der DNA-Replikation
(G0:0006275), sowie Prozesse welche an der Interaktion mit der Umwelt beteiligt waren, wie
die Reaktion der Pflanze auf hohe Temperaturen (GO:0009408). Weitere gemeinsame
Kategorien umfassten, in die Modifikation der Zellwénde involvierte Prozesse, wie die
Biosynthese von Cellulose (GO:0030244) und Prozesse, die chemische und strukturelle
Veranderungen in der Zellwand (G0O:0009831) bedingen und somit eine groRere Streckung
der Zelle (GO:0009828) beim Zellwachstum erlauben. Zusatzlich waren Prozesse angerei-
chert die nur hier auftraten und die mit der Signaltransduktion (GO:0035023), der Trichoblas-
ten-Entwicklung (GO:0010063), der Synthese von Membranbestandteilen (GO:0006656,
G0:0042425), der Methylierung von Proteinen (GO:0006479) und dem Transport, wie z.B.
von Proteinen in die innere mitochondrielle Membran (GO:0045039) oder dem mitochond-

riellen Elektronentransport (GO:0006120) assoziiert waren. Zusatzlich waren noch eine
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Vielzahl biosynthetischer und metabolischer Prozesse unterschiedlicher Verbindungen, wie
z.B. von Aminosduren (G0O:0009089), Kofaktoren (GO:0006729, GO:0046653), Pigmenten
(G0O:0046148) oder des Pentose-Phosphat-Weges (GO:0006098) angereichert (Tab.4).

Tabelle 4: Signifikant (p < 0,03) angereicherte biologische Prozesse (BP) von Genen, die mit der
mittleren parentalen Heterosis (MPH) vom Kornertrag negativ korrelierten.

GOs (angereichert) Gene p-Wert

Zellulose Biosynthese (GO:0030244)
Postreplikative Reparatur (GO:0006301)
Phosphatidylcholin Biosynthese (GO:0006656)
Cholin Biosynthese (GO:0042425)

Tetrahydrofolat Metabolismus (GO:0046653)
Porphyrin Biosynthese (GO:0006779)

Pentose Phosphat Weg (GO:0006098)

Folséure Biosynthese (GO:0009396)
Mitochondrieller Elektronentransport (GO:0006120)
Zellwandauflockerung (GO:0009828)

Positive Regulation der Trichoblastentwicklung (GO:0010063) 0,01306
Nickel-lonen Transport (GO:0015675) 0,01306

6 0,00036
3
2
2
2
5
4
3
2
2
1
1
Regulation der Rho-Protein Signaltransduktion (GO:0035023) 1 0,01306
6
2
2
2
2
9
6
4
2
1
1
1
1

0,00131
0,00246
0,00246
0,00576
0,00855
0,00879
0,00901
0,01029
0,01206

Pigment Biosynthese (GO:0046148) 0,0133
Zellwandmodifikationen wéhrend Zellwachstum (GO:0009831) 0,01395
Regulation der DNA-Replikation (GO:0006275) 0,01596
Lysin Biosynthese (GO:0009089) 0,01808
Proteinimport in innere mitoch. Membran (GO:0045039) 0,01808
Carbonséure Biosynthese (GO:0046394) 0,01827
Reaktion auf Hitze (GO:0009408) 0,01883
Protein-Aminoséure Methylierung (GO:0006479) 0,01953
Arabinose Metabolismus (G0O:0019566) 0,02267
Threonyl-tRNA Aminoacetylierung (GO:0006435) 0,02595
Tetrahydrobiopterin Biosynthese (GO:0006729) 0,02595
Methylammonium Transport (GO:0015843) 0,02595
Beta-Oxidation bestimmter ungeséttigter Fettsduren (GO:0033542) 0,02595
Positive Regulation des Schwefel Metabolismus (GO:0051176) 1 0,02595

Signifikant (p < 0,03) angereicherte GOs (BP) der Gene, die signifikant (p < 0,01) negativ mit MPH von
Kornertrag korrelierten. Desweiteren ist die Anzahl der negativ MPH Kkorrelierten Gene innerhalb der
angereicherten biologischen Prozesse gezeigt (Gene). Zudem ist der p-Wert (weight) der Anreicherungs-
analyse angegeben (p-Wert).

Von den insgesamt 487 allein MPH negativ korrelierten Genen waren 57 (11,7%) an den

signifikant angereicherten Prozessen beteiligt. Von diesen 57 Genen war der GroRteil (44
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Gene) mit einer Korrelationsstérke r von -0,3 bis -0,4 mit MPH Kkorreliert und 12 Gene mit
einer Starke von -0,4 bis -0,5. Insgesamt 9 Gene waren mit einer negativen Korrelationsstarke
r groRer 0,5 mit MPH korreliert. Das am signifikantesten korrelierte Gen besa eine Korrela-
tionsstarke r von -0,55. Hierbei handelte es sich laut Mikroarray-Neuannotation durch das
Programm Blast2GO um ein Gen, welches fiir ein Protein mit der Bezeichnung ,,Chloroplast
Zebra Nekrosis Protein kodierte, welches wahrscheinlich an der Chloroplasten-Entwicklung
in friihen Stadien der Blattentwicklung beteiligt ist (Li et al. 2010).

Nach den Informationen der Array-Annotation durch Blast2GO kodierten zwei der neun am
starksten negativ korrelierten Gene fiir Proteine, die an der Translation beteiligt waren. Hierzu
gehorten ein Elongationsfaktor (MZ00029738) und eine B-Untereinheit eines Initiationsfak-
tors (MZ00038786). AulRerdem waren noch ein mit dem Interferon-verwandter Entwicklungs-
regulator (MZ00019162) und ein Copia-Retrotransposon (MZ00056689) unter den am
starksten negativ korrelierten Genen. Ein weiteres der neun Gene kodierte fur eine Protease
aus Chloroplasten (MZ00027578), ein anderes fur ein durch DNA-Schaden induzierbares
Protein (DDI1-Homolog) mit einer Ubiquitin-Doméne (MZ00026003) und ein weiteres flr
ein Protein mit einer Pentatricopeptid Repeat-Doméne (MZ00028089).

Tabelle 5: Signifikant (p < 0,03) angereicherte zellulare Komponenten (CC) von Genen, die
allein mit MPH vom Kornertrag korrelierten.

GOs (angereichert) Gene p-Wert
Innere Membran der Mitochondrien (GO:0005743) 23 9,60E-05
Stroma der Chloroplasten (GO:0009570) 29 0,00044
Pyrophosphat-abh. Phosphofruktokinase Komplex (GO:0010316) 3 0,0015

ATP-Synthase Komplex, Kopplungsfaktor F(0) (GO:0045263) 4 0,00272
UBC13-MMS2 Komplex (GO:0031372) 3 0,0037

PCNA Komplex (GO:0043626) 2 0,0043

Kleine ribosomale Untereinheit (GO:0015935) 12 0,00679
Atmungskette Komplex | (GO:0045271) 6 0,00985
Cytosol (GO:0044445) 17 0,02383
Peroxisomale Matrix (GO:0005782) 1 0,02729
Kinetochor Mikrotubuli (GO:0005828) 1 0,02729

Signifikant (p < 0,03) angereicherte GOs (CC) der Gene, die signifikant (p < 0,01) allein mit MPH vom
Kornertrag korrelierten. Desweiteren ist die Anzahl der allein MPH korrelierten Gene innerhalb der
angereicherten zelluldaren Komponenten gezeigt (Gene). Zudem ist der p-Wert (weight) der Anreiche-
rungsanalyse angegeben (p-Wert).

GO-Anreicherungsanalysen der zellularen Komponenten (CC) mit den positiv und negativ
MPH korrelierten Genen ergaben eine besonders haufige Lokalisierung in den Chloroplasten
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(GO:0009570) und in der inneren Membran der Mitochondrien (GO:0005743). Ebenfalls
angereichert, jedoch weniger signifikant, waren Bereiche im Cytosol, dem Kern und den

Peroxisomen (Tab.5).

3.6 In silico mapping der Hybridmerkmal korrelierten Gene

Nach der ldentifizierung der Hybridmerkmal Kkorrelierten Gene wurde in einem né&chsten
Schritt deren Position auf dem Maisgenom in silico ermittelt. Das Ziel dieser Lokalisierung
der Gene war die Klarung der Frage, ob deren Verteilung im Genom zufallig ist oder auf
bestimmte Bereiche konzentriert war. Eine nicht zuféllige Verteilung konnte dann im
Anschluss zur Identifizierung Hybridmerkmal assoziierter chromosomaler Regionen beitra-

gen.

Die Lokalisierung der Hybridmerkmal korrelierten Gene auf dem Maisgenom der Linie B73
erfolgte wie in Material und Methoden beschrieben (siehe Kapitel 2.2.7) anhand einer Blastn-
Analyse der 50-70 nt langen Oligonukleotidsequenzen des 46kArrays gegen die B73 Ref-
Gen_vl-Datenbank (http://www.maizegdb.org). Nach der Blastn-Analyse wurden die Treffer
nach bestimmten Kriterien gefiltert, in dessen Verlauf einige von Ihnen fur die nachfolgenden
Analyseschritte eliminiert wurden. Der Filterprozess sorgte fur einen Ausschluss repetitiver
genomischer Sequenzen aus der Analyse. Im Anschluss an die Blastn-Analyse und den
Filterprozess blieben von den Hybridleistung Kornertrag korrelierten Genen 1428 (84,3%),
von den Hybridleistung Korntrockenmasse korrelierten Genen 2048 (88,4%) und von den

allein MPH Kornertrag korrelierten Genen 962 (87,45%) gemappte Gene (brig.

Um die Frage nach der Zufalligkeit der Verteilung der Hybridmerkmal korrelierten Gene auf
dem Maisgenom zu untersuchen, wurden diese mit einem Satz aus 20.000 zuféllig ausgewéhl-
ten Genen des 46k-Arrays verglichen. Eine Blastn-Analyse zur Lokalisierung der 20.000
Gene auf dem B73-Maisgenom, gefolgt von einem Filterprozess der Blastn-Treffer, flihrte zur

Identifizierung von insgesamt 17.298 (86,49%) gemappten Kontrollgenen.

Fur die Analyse wurde das gesamte Maisgenom zunachst in gleich groRe Fragmente unter-
teilt. Da sich kein Fragment Uber zwei Chromosomen erstrecken sollte, wurden die Ubrig
gebliebenen Abschnitte am Ende eines jeden Chromosoms dem vorausgegangenen Fragment
angefligt. Anschlieend wurden von den gemappten Kontrollgenen zufallige Stichproben in
der GroRe der jeweiligen Hybridmerkmal-korrelierten Gengruppe genommen, und deren

Verteilung auf dem Maisgenom ermittelt. Dieser Schritt wurde mit immer wechselnden,
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zufallig ausgewahlten Stichproben insgesamt tausendmal durchgefiihrt und die durchschnittli-

che Anzahl der Kontrollgene pro Genom-Fragment bestimmt.

Zur Untersuchung der Gene, die mit der Hybridleistung von Kornertrag korrelierten, wurde
das Genom in 200 Fragmente mit einer Lange von jeweils 10.320.216 bp unterteilt. Die
StichprobengrélRe der Kontrollgene fur die Analyse der Kornertrag Hybridleistung korrelier-
ten Gene betrug 1428 Gene. Mittels eines Chi-Quadrat-Tests konnte im Anschluss festgestellt
werden, dass die Verteilung der korrelierten Gene signifikant (p-Wert = 0,00038) von der
Verteilung der Kontrollgene, also einer rein zufélligen Verteilung abwich. In Abbildung 18 ist
die durchschnittliche Verteilung der Kontrollgene und die der Hybridleistung von Kornertrag
korrelierten Gene schematisch dargestellt. Anhand der Kontrollgene konnte man deutlich die
Verteilung der Gene auf den einzelnen Chromosomen erkennen, die sich je nach Region
deutlich voneinander in der Genanzahl unterschieden. So waren z.B. aufgrund der Zentromere
in bestimmten mittleren Bereichen der Chromosomen weniger Gene lokalisiert als in den
Randbereichen. Die Kornertrag korrelierten Gene folgten im GroRen und Ganzen diesem
Muster, unterschieden sich jedoch in einigen Regionen des Genoms erheblich von der
zufalligen Verteilung, was in der Summe betrachtet zu dem signifikanten Unterschied,
ermittelt durch den Chi-Quadrat-Test, flhrte.

In einem n&chsten Schritt sollten die Fragmente auf dem Maisgenom identifiziert werden, bei
denen die Anzahl der Hybridleistung von Kornertrag korrelierten Gene besonders stark von
der rein zufélligen Verteilung abwich. Hierzu wurde tberprift, in welchen Fragmenten die
Anzahl der korrelierten Gene im Vergleich zur zufalligen Verteilung der Kontrollgene um
mindestens den zweifachen Wert erhéht war. Dies traf fiir 3 Fragmente auf dem Chromosom
1 (Fragment 12, 14, 16), 2 Fragmente auf dem Chromosom 3 (Fragment 4, 13), 1 Fragment
auf Chromosom 7 (Fragment 2) und ein weiteres Fragment auf Chromosom 8 (Fragment 15)
zu (Abb.18). Auf Chromosom 1 betraf das das Fragment 12 (gyld1.12), mit 6 kolokalisierten
Kornertrag korrelierten Genen, das Fragment 14 (gyld1.14) mit jeweils 5 und das Fragment
16 (gyld1.16) mit jeweils 8 Kornertrag korrelierten Genen. Auf Chromosom 3 besallen das
Fragment 4 (gyld3.4) mit 13 Genen und das Fragment 13 (gyld3.13) mit 19 Genen, mindes-
tens doppelt so viele Gene wie statistisch erwartet und auf Chromosom 7 das Fragment 2
(gyld7.2) mit 15 Genen und auf Chromosom 8 das Fragment 15 (gyld8.15) mit 19 Genen.
Eine Liste der in diesen genomischen Fragmenten lokalisierten Hybridleistung von Korner-

trag korrelierten Genen, befindet sich im Anhang (Kapitel 7.2, Tab.11).
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Abb. 18: Genverteilung Hybridleistung von Kornertrag korrelierter Gene auf dem Maisgenom.

Die Abbildungen zeigen die durchschnittliche Anzahl der zuféllig ausgewahlten Kontrollgene (rot), sowie die
Anzahl der Hybridleistung von Kornertrag korrelierten Gene (blau) pro Genomfragment (x-Achse). Die obere
Abbildung zeigt die Genverteilung aller 10 Chromosomen von Mais. Unten ist die Genverteilung der Chromo-
somen 1, 3, 7 und 8 dargestellt, bei der die Anzahl korrelierter Gene die durchschnittliche Anzahl der Kontroll-
gene in einigen Fragmenten um mindestens das Doppelte tbersteigt (orange Markierung).

Die gleiche Analyse Uber die Verteilung von Hybridmerkmal korrelierten Genen auf dem
Maisgenom wurde mit den 1100 Genen durchgefiihrt, die signifikant (p < 0,01) und allein mit
MPH von Kornertrag korrelierten. Gene die gleichzeitig mit der Hybridleistung von Korner-
trag assoziiert waren wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Die StichprobengroRe der
Kontrollgene betrug in dieser Analyse 962 Gene und das Genom wurde in 150 Fragmente, mit
jeweils einer Lange von 13.760.288 bp unterteilt. Die Abbildung 19 zeigt, dass sich erneut die
Verteilung Heterosis korrelierter Gene in manchen Regionen des Genoms deutlich von der
Normalverteilung der Kontrollgene unterschied. Die statistische Abweichung der Heterosis-
Gene von der Normalverteilung konnte durch einen Chi-Quadrat-Test bestétigt werden (p =
0,01). Die Fragmente, in denen die Abweichung von der Normalverteilung mindestens um das
Zweifache erhéht war, befanden sich auf Chromosom 1 (Fragment 1, 8, 14), Chromosom 2
(Fragment 6) und Chromosom 3 (Fragment 7). Die Anzahl der Heterosis korrelierten Gene in
den Fragmenten lag zwischen 4 (Chr3, Fragment 7 (hgyld3.7)) und 26 Genen (Chromosom 1,
Fragment 1 (hgyld1.1)). Insgesamt waren 58 allein MPH korrelierte Gene in diesen Fragmen-
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ten lokalisiert. In der schematischen Abbildung 22 sind die Positionen der Fragmente mit
erhdhter Gendichte noch einmal dargestellt und im Anhang findet sich eine Liste der kolokali-

sisierten Gene (Kapitel 7.3, Tab.12).
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Abb.19: Genverteilung allein MPH korrelierter Gene auf dem Maisgenom.

Die Abbildungen zeigen die durchschnittliche Anzahl der zuféllig ausgewahlten Kontrollgene (rot), sowie die
Anzahl der allein MPH korrelierten Gene (blau) pro Genomfragment (x-Achse). Die obere Abbildung zeigt die
Genverteilung aller 10 Chromosomen von Mais. Unten ist die Genverteilung der Chromosomen 1, 2, und 3
dargestellt, bei der die Anzahl Kkorrelierter Gene die durchschnittliche Anzahl der Kontrollgene in einigen
Fragmenten um mindestens das Doppelte ibersteigt (orange Markierung).

Ein Vergleich der identifizierten genomischen Fragmente mit erhohter Dichte von Hybridleis-
tung bzw. MPH von Kornertrag korrelierter Gene und bekannter QTLs fiir das Merkmal
Kornertrag aus der Datenbank von Maizegdb (http://www.maizegdb.org) ergab Kolokalisie-
rungen im Genom der Linie B73. Die Lokalisierung der QTLs erfolgte wie in Material und
Methoden beschrieben (Kapitel 2.2.7.2). Insgesamt handelte es sich um 3 QTLs auf Chromo-
som 1 mit den Bezeichnungen qgyld25 (Agrama et al. 1996), qgyld55 (Kozumplik et al.
1996) und qgyld70 (Austin und Lee 1998). Dabei tberlappte qgyld25 teilweise, und zwar auf
einer Lange von 8.940.060 bp, mit dem Fragment gyld1.12 der Hybridleistung von Korner-
trag. qgyld55 hingegen kolokalisierte in seiner gesamten Lange von 180.790.928 bp mit den
Fragmenten gyld1.12, gyld1.14 und gyld1.16 der Hybridleistung von Kornertrag, als auch mit
den Fragmenten hglyd1.8 und hgyld1.14, der allein MPH von Kornertrag korrelierten Gene.
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Das QTL qgyld70 hingegen war teilweise mit dem Fragment hgyld1.14, der allein MPH von
Kornertrag korrelierten Gene, auf Chromosom 1 kolokalisiert. Die Lange der Uberschneidung
betrug 8.991.441 bp. Weitere QTLs waren qgyld37 (Ribaut et al. 1997), qgyld63 (Melchinger
et al. 1998) und qgyld74 (Austin und Lee 1998), die allesamt mit dem Fragment gyld8.15 der
Hybridleistung von Kornertrag auf Chromosom 8 kolokalisierten. In Tabelle 7 und Abbildung
22 sind die QTLs zusammen mit den kolokalisierten genomischen Fragmenten aufgefihrt
bzw. schematisch dargestellt. In Tabelle 6 sind alle identifizierten genomischen Fragmente

der Hybridleistung und der Heterosis von Kornertrag aufgefiihrt.

Tabelle 6: Genomische Fragmente mit statistisch erhohter Gendichte an Hybridleistung bzw.
MPH von Kornertrag korrelierten Genen.

QTL (Korner- Chromosom Bin Physikalische Pos.  Anzahl korrelier-
trag) (B73 GefGen_v2) (B73 GefGen_v1) ter Gene
gyld1.12 1 1,05 113.522.376 - 6
123.842.592
gyld1.14 1 1,05 134.162.808 - 5
144.483.024
gyld1.16 1 1,05 154.803.240 - 8
165.123.456
gyld3.4 3 3,04 30.960.648 - 13
41.280.864
gyld3.13 3 3,04 - 123.842.592 - 19
3,05 134.162.808
gyld7.2 7 7,01 - 10.320.216 - 15
7,02 20.640.432
gylds.15 8 8,05 - 144.483.024 - 19
8,06 154.803.240
hgyld1.1 1 1,00 - 1- 26
1,02 13.760.288
hgyld1.8 1 1,05 96.322.016 - 8
110.082.304
hgyldl.14 1 1,06 178.883.744 - 15
192.644.032
hgyld2.6 2 2,04 - 68.801.440 - 5
2,05 82.561.728
hgyld3.7 3 3,04 82.561.728 - 4
96.322.016

Die Position der genomischen Fragmente mit erhéhter Dichte Hybridmerkmal korrelierter Gene ist durch
das Chromosom, das jeweilige Bin und die physikalische Position angegeben. In der rechten Spalte ist die
Anzahl der aus den Fragmenten befindlichen Hybridleistung von Kornertrag korrelierten Genen fir die
gyld-Fragmente bzw. die Anzahl der MPH von Kornertrag korrelierten Genen fur die hgyld-Fragmente
angegeben.
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Tabelle 7: QTLs (Quantitative trait loci) vom quantitativen Merkmal Kornertrag, welche mit
genomischen Fragmenten kolokalisieren, die eine erhdhte Anzahl an MPH bzw. Hybridleistung
von Kornertrag korrelierten Genen aufweisen.

QTL QTL- Chromosom  Bin Marker- Physikalische kolokalisierte
(Kornertrag) Experiment Intervall Pos. des QTL Fragmente mit
(B73 erhohter Gendichte
GefGen_v1)
qoyld25 Agrama 1 (kurzer 1,02 umc76a- 29.364.559- gyld1.12
undMoussa Arm) umcl67a 114.902.532
1996
qgylds5 Kozumplik 1 (kurzer 1,00 ts2- 46.811.296 - gyld1.12;1.14;1.16
etal. 1996 Arm) umcl28a 227.602.224 hgyldl1.8; 1.14
qoyld70 Austinund 1 (langer 1,06 bnl5.59a- 183.652.591- hgyldl.14
Lee 1998  Arm) bnl7.08b  206.220.588
qoyld37 Ribaut et 8 (langer 8,06 umc30a- 117.343.634- gyld8.15
al. 1997 Arm) umcl50a 162.222.309

qoyldé3 Melchinger 8 (langer 8,05 umc89a- 137.229.946 gyld8.15
etal. 1998 Arm) umc30a  -154.965.062

qoyld74  Austinund 8 (langer 8,06 umc48a- 151.282.524 gyld8.15
Lee 1998  Arm) npi268a  -164.404.492

Aufgefuhrt ist die QTL-Nomenklatur von Maizegdb (www.maizegdb.org) und die Experimente, in denen
die QTLs identifiziert wurden. Die Position der QTLs ist durch das Chromosom, das jeweilige Bin, die
flankierenden Marker und die physikalische Position des QTLsS, basierend auf den Positionsdaten der
flankierenden Marker, angegeben. In der rechten Spalte sind die, mit den QTLs kolokalisierten,
Fragmente mit erhodhter Dichte an Hybridleistung (gyld) bzw. Heterosis (hgyld) von Kornertrag
korrelierter Gene aufgefihrt.

Um eine Vorstellung lber die Funktion der Gene aus Regionen des Genoms mit erhohter
Dichte Hybridmerkmal korrelierter Gene zu erhalten, wurden diese in funktionelle Katego-
rien, etabliert vom Minchener Informationszentrum fiir Arabidopsis Proteinsequenzen
(MIPS) (Ruepp et al. 2004), einsortiert. Eine solche Einteilung zeigte bei den 85 Genen, die
mit der Hybridleistung von Kornertrag korrelierten, eine starke Zugehorigkeit zu metaboli-
schen Prozessen (43,2%), dem Proteinschicksal (31,8%), dem Transport (18,2%) und der
Signaltransduktion (13,6%). Weitere funktionelle Gruppen umfassten die Transkription
(9,1%), die Biogenese von Zellkomponenten (9,1%), die Interkation mit der Umwelt (6,8%)
und die Regulation von Metabolismus und Proteinfunktion (6,8%). Insgesamt wurden die
Gene in 13 Kategorien eingeteilt, 48,2% der Gene konnten dabei aufgrund z.T. fehlender oder

ungeniigender GO-Annotation keiner funktionellen Gruppe zugeordnet werden (Abb.20).
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Abb.20: Funktionelle Klassifizierung der Hybridleistung von Kornertrag korrelierten Gene aus den
genomischen Regionen mit erhéhter Gendichte.

52% der 85 Hybridleistung von Kornertrag korrelierten Gene aus den Fragmenten mit erhdhter Gendichte
konnten gemal ihrer GO-Annotation in 13 Kategorien, etabliert vom Miinchener Informationszentrum fir
Arabidopsis Proteinsequenzen (MIPS), eingeteilt werden. Ein Gen konnte dabei in mehreren Kategorien
gleichzeitig vertreten sein. Insgesamt 41 Gene (48%) konnten z.T. aufgrund fehlender GO-Annotation keiner der
Kategorien zugeordnet werden.

Eine GO-Anreicherungsanalyse der Hybridleistung von Kornertrag korrelierten Gene in den
genomischen Fragmenten ergab mehrere biologische Prozesse die signifikant (p < 0,03)
angereichert waren (Tab.8). Zu den am signifikantesten angereicherten Prozessen gehdrten
die Biosynthese von FAD (G0:0006747) und der Metabolismus von FMN (G0:0046444),
also von Prozessen, die an Redox-Reaktionen beteiligt waren. Ebenfalls angereichert waren
unter Anderen der Transport von Allantoin (GO:0015720) und die Biosynthese von Choleste-
rol (GO:0006695).

Tabelle 8: Angereicherte biologische Prozesse (BP) von Hybridleistung von Kornertrag
korrelierten Genen, die in Regionen mit signifikant erhthter Anzahl korrelierter Gene, auf dem
Genom von Zea mays L. kolokalisieren.

GOs (angereichert) Gene p-Wert
FAD Biosynthese (GO:0006747) 1 0,0015
FMN Metabolismus (GO:0046444) 1 0,0015
Allantoin Transport (GO:0015720) 1 0,0044
Cholesterol Biosynthese (GO:0006695) 1 0,0088
Proteinimport in Kern (GO:0006606) 2 0,0113
Adenin Wiederverwertung (GO:0006168) 1 0,0176
Polyamin Katabolismus (GO:0006598) 1 0,019

Phytochelatin Biosynthese (GO:0046938) 1 0,0248
Mo-Molybdopterin Kofactor Biosynthese (GO:0006777) 1 0,0262
Antwort auf Cadmium-lon (GO:0046686) 3 0,0267

Signifikant (p < 0,01) angereicherte GOs (BP) innerhalb der Gene die signifikant (p < 0,01) mit der
Hybridleistung von Kornertrag korrelieren und die in Regionen des Genoms mit statistisch erhéhter
Anzahl korrelierter Gene lokalisiert sind. Desweiteren ist die Anzahl der signifikant korrelierten und
kolokalisierten Gene gezeigt innerhalb dieser angereicherten biologischen Prozesse (Gene). AuBerdem ist
der p-Wert (weight) der Anreicherungsanalyse angegeben.
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Eine funktionelle Einteilung der 58 allein MPH von Kornertrag korrelierten Gene nach MIPS,
die in den Regionen mit besonders hoher Gendichte lagen ergab, dass der Grofteil der Gene
am Transport (29%), dem Metabolismus (29%), dem Proteinschicksal (19,5%) und der
Interaktion mit der Umwelt (19,5%) beteiligt waren. Gefolgt von 14,6% der Gene beteiligt an
der Biogenese von Zellkomponenten, 12,2% an der Signaltransduktion und ebenfalls 12,2%
an Entwicklungsprozessen wie dem Zellschicksal, der Zelldifferenzierung und der Organdif-
ferenzierung. Insgesamt wurden die Gene in 14 Kategorien eingeteilt und 29,3% der Gene

konnten dabei keiner funktionellen Gruppe zugeordnet werden (Abb.21).
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Abb.21: Funktionelle Klassifizierung der allein MPH von Kornertrag korrelierten Gene aus den
genomischen Regionen mit erhdhter Gendichte.

70,7 der 58 allein MPH von Kornertrag korrelierten Gene aus den Fragmenten mit erhéhter Gendichte konnten
gemal ihrer GO-Annotation in 14 Kategorien, etabliert vom Miinchener Informationszentrum fir Arabidopsis
Proteinsequenzen (MIPS), eingeteilt werden. Ein Gen konnte dabei in mehreren Kategorien gleichzeitig
vertreten sein. Insgesamt 17 Gene (29,3%) konnten z.T. aufgrund fehlender GO-Annotation keiner der
Kategorien zugeordnet werden.

Eine GO-Anreicherungsanalyse mit den allein MPH von Kornertrag korrelierten Genen der
identifizierten genomischen Fragmente ergab verschiedene biologische Prozesse, die schon
bereits in den vorherigen Anreicherungsanalysen von allein positiv als auch negativ MPH von
Kornertrag korrelierten Genen (Kapitel 3.5, Tab.4 und 5) identifiziert wurden. So waren
erneut die positiv korrelierten Prozesse, wie die positive Regulation der Endoreduplikation
(G0O:0032877), der Zellwand Katabolismus (G0:0016998), der ATP-Synthese gekoppelte
Protonentransport (G0O:0015986) sowie der lichtabhéngige Blihzeitpunkt (G0O:0048574)
vertreten. Ebenfalls vertreten waren erneut Prozesse wie der Nickelionen-Transport
(GO:0015675), der mitochondrielle Elektronentransport (GO:0006120) sowie die Zellwand-
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auflockerung (G0:0009828). Prozesse, die den bereits identifizierten MPH-assoziieren
Prozessen ahnelten, waren die Antwort auf biotischen Stimulus (GO:0009607) bzw. auf
symbiotischen Pilz (GO:0009610) sowie der in der Pathogenabwehr involvierte Chitin
Katabolismus (GO:0006032). Neue Prozesse umfassten den Oligopeptid-Transport
(GO:0006857), die Syncytium-Bildung (GO:0006949), die Pollen und Spermazellen-
Differenzierung (G0:0048235) und den Metabolismus von Glutathion (GO:0006749) (Tab.9).
Tabelle 9: Angereicherte biologische Prozesse (BP) von MPH korrelierten Genen, die in

Regionen mit signifikant erhéhter Anzahl korrelierter Gene, auf dem Genom von Zea mays L.
kolokalisieren.

GOs (angereichert) Gene p-Wert
Chitin Katabolismus (G0O:0006032) 2 0,0022
Positive Regulation der DNA Endoreduplikation (GO:0032877) 1 0,0022
Nickelionen-Transport (GO:0015675) 1 0,0034
Zellwand Katabolismus (G0:0016998) 2 0,0043
Antwort auf biotischen Stimulus (GO:0009607) 5 0,0067
Antwort auf symbiotischen Pilz (GO:0009610) 1 0,0067
Oligopeptid-Transport (GO:0006857) 2 0,01
Malat-Transport (GO:0015743) 1 0,0112
Diterpen Phytoalexin-Vorlaufer Biosynthese ( GO:0051504) 1 0,0112
Syncytium-Bildung (GO:0006949) 1 0,0123
Pollen Spermazellendifferenzierung (G0O:0048235) 1 0,0123
ATP Synthesis gekoppelter Protonentransport (GO:0015986) 2 0,0157
Zellwandauflockerung (G0:0009828) 1 0,0167
Lichtabhangiger Bluhzeitpunkt (GO:0048574) 1 0,0167
Mitochondrieller Elektronentransport, NADH t...(GO:0006120) 1 0,0178
Glutathion Metabolismus (GO:0006749) 1 0,0278

Signifikant (p < 0,01) angereicherte GOs (BP) innerhalb der Gene die signifikant (p < 0,01) mit MPH vom
Kornertrag korrelieren und die in Regionen des Genoms mit statistisch erhéhter Anzahl korrelierter
Gene lokalisiert sind. Desweiteren ist die Anzahl der signifikant korrelierten und kolokalisierten Gene
gezeigt innerhalb dieser angereicherten biologischen Prozesse (Gene). Auf3erdem ist der p-Wert (weight)
der Anreicherungsanalyse angegeben.
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Abb.22: Regionen im Genom von Mais mit erhdhter Gendichte an Heterosis bzw. Hybridleistung von
Kornertrag korrelierter Gene.

Darstellung des Genoms von Mais (B73) mit seinen 10 Chromosomen im korrekten Mafistab. Unterhalb der
Chromosomen sind in Form blauer bzw. roter Linien, die Regionen bzw. Genomfragmente dargestellt, in denen
mindestens die doppelte Anzahl allein MPH (rot) bzw. Hybridleistung (blau) von Kornertrag korrelierter Gene
lokalisiert waren, als statistisch zu erwarten gewesen wére. Ebenfalls dargestellt sind die QTLs aus der
Maizegdb-Datenbank, die mit den Fragmenten kolokalisierten (griin).
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3.7 Vergleichende Expressionsanalysen von Inzuchteltern und ihren Hybriden

Das 1k-Mikroarray diente der vergleichenden Expressionsanalyse ausgewéhlter Gene in
einigen Inzuchtlinien und deren jeweiligen Hybriden. Fir das 1k-Mikroarray wurden die
Oligos der jeweils 200 am signifikantesten mit der Hybridleistung von Kornertrag bzw. der
Korntrockenmasse korrelierten Gene ausgewdahlt. Hinzu kamen die Oligos der 197 am
starksten MPH von Kornertrag korrelierten Gene. Zusétzlich wurden Oligos der Gene
verwendet, die funktionell mit den sechs am signifikantesten angereicherten biologischen
Prozessen der Hybridleistung von Kornertrag assoziiert waren. Zu diesen 205 Genen zéhlten
nicht nur die signifikant korrelierten Gene, sondern alle auf dem 46k-Array annotierten Gene,
die diesen biologischen Prozessen angehdrten. Zu diesen biologischen Prozessen gehorten die
Initiation der DNA Replikation (G0O:0006270), der Katabolismus von Phospholipiden
(G0O:0009395), die Entgiftung stickstoffhaltiger Verbindungen (GO:0051410), die Cystein
Biosynthese aus Serin (GO:0006535), der Cyanid Metabolismus (GO:0019499) und die
Antwort der Pflanze auf Trockenheit (GO:0009269).

In Abbildung 23 ist die Zugehorigkeit der Gene des 1k-Arrays zu den jeweiligen Korrelati-
onsgruppen in einem Venn Diagramm dargestellt. Durch die Uberschneidung der einzelnen
Gengruppen, also der Zugehdrigkeit eines Gens zu moglicherweise zwei oder allen drei
Korrelationsgruppen und/oder den Genen der sechs angereicherten biologischen Prozesse, ist
die Genanzahl der jeweiligen Korrelationsgruppen groRer als die im Voraus ausgewahlten 200
bzw. 197 Gene. So waren insgesamt 378 Gene auf dem 1k-Array signifikant (p < 0,01) mit
der Hybridleistung von Kornertrag, 345 Gene mit der MPH von Kornertrag und 200 Gene mit
der Hybridleistung der Korntrockenmasse korreliert.

Das 1k-Array wurde so entworfen, dass die Oligonukleotide in 4 Blocken mit je 20x20 Spots
aufgetragen wurden. Ein Block war so aufgebaut, dass die Spots in den Reihen 1-10 jedes
Blockes sich in den Reihen 11-20 wiederholten. Zudem waren in jedem Block zweimal sechs
Kontroll-Oligonukleotide gespottet, um eine mdglichst flachendeckende Prasenz der Kontrol-
len zu gewahrleisten. In Abbildung 23 ist ein Block des 1k-Mikroarrays nach Hybridisierung

mit Floureszenzfarbstoff-markierten Sonden dargestellt.

Fur die Analyse wurden Inzuchtlinien verwendet, deren Hybride einen besonders starken,
einen mittleren bzw. einen besonders schwachen Heterosiseffekt beim Kornertrag zeigten. Zu
den Hybriden mit einem starken Heterosiseffekt zéhlten P033xF047 (65,12 Mg/ha),
P048xF047 (62,99 Mg/ha) und P024xF039 (57,35 Mg/ha). Die Hybride mit einer besonders
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schwachen Heterosis waren S036xL024 (42,58 Mg/ha), S028xL024 (42,88 Mg/ha) und
S028xF012 (47,71 Mg/ha). Die mit einer mittleren Heterosis waren S028xF039 (51,64
Mg/ha) und P024xF012 (54,07 Mg/ha). Hinzu kam ein Vergleich zwischen den Linien F012
und FO39, zweier Linien aus der gleichen heterotischen Gruppe, den sog. Hartmaislinien.
Aullerdem wurden Inzuchtlinien in die Untersuchung einbezogen, die aus zwei anderen
faktoriellen Kreuzungsexperimenten der Universitdt Hohenheim stammten und nicht bei der
46k-Array Analyse zur ldentifizierung der Hybridmerkmal korrelierten Gene verwendet
wurden. Mittels dieser neuen Inzuchtlinien sollte die Frage geklart werden, ob die Korrelation
der Hybridmerkmal assoziierten Gene aus den 46k-Experimenten auch in anderen Inzuchtli-
nien und deren Hybriden beobachtet werden konnte. Zu den neuen Inzuchtlinien zahlten F012
und P024 und deren Hybride F012xP024, P024xF039 und S028xF012 aus den faktoriellen
Feldexperiment 2 bzw. 3 der Universitat Hohenheim (Schrag et al. 2006).

a Kornertrag
Hybridleistung

378

289 ' 74

Kornertrag Korntrockenmasse
MPH 345 25 200 Hybridleistung
P033 Fo47 P048 5036 L024

Abb.23: Design und Hybridisierungsschema des 1k-Mikroarrays.
a) Das Venn-Diagramm gibt die Anzahl der Gene vom 1k-Array wieder, dessen mittlere parentale Expressionen
mit einem der drei untersuchten Hybridmerkmale signifikant korrelierten (p < 0,01). Die Gene, die nicht mit
einem der Hybridmerkmale Korrelierten, aber einem angereicherten biologischem Prozess angehdrten, sowie
positive und negative Kontrollgene sind in diesem Diagramm nicht berlcksichtigt.

b) Gezeigt ist ein Block des 1k-Arrays nach der Hybridisierung mit Farbstoff markierten aRNA-Populationen
zweier Inzuchtlinien. Die Ausmalie des Blocks betragen 20x20 Spots mit einer Wiederholung in den Reihen 11-
20.

c¢) Hybridisierungsschema des 1k-Arrays. Die Linien, welche die Kreise verbinden stehen fir die einzelnen
Hybridisierungen. Die weiRen Kreise kennzeichnen die Inzuchtlinien der Zahnformen (Dent), die blauen Kreise
die der Hartmaisformen (Flint) und die griinen Kreise stehen fur die Hybride. Das Schema wurde insgesamt
anhand der biologischen Replikate viermal durchgefiihrt, mit jeweils alternierender Farbstoffmarkierung der
aRNAs.
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Die Hybridisierungen wurden wie in Material und Methoden beschrieben mit 4 biologischen
Replikaten jedes Genotyps und einem Wechsel der Floureszenzfarbstoffe Cy3 und Cy5
durchgefuhrt. Insgesamt wurden 108 Hybridisierungen gemald dem Hybridisierungsschema in
Abbildung 23 durchgefihrt.

Fur die Validierung der Mikroarrayergebnisse wurden mittels eines F-Tests differentielle
Genexpressionen zwischen den untersuchten Inzuchtlinien identifiziert. Ein Vergleich der
Tendenzen aller auf dem 1k-Array parental differentiell (p < 0,01) exprimierten Gene, mit den
Expressionen des 46k-Arrays der Inzuchtlinien P033, F047, P048, S036, L024, S028 und
F039 wurde durchgefihrt. Das Ergebnis war, dass insgesamt bei 246 direkten Inzuchtlinien-
vergleichen eine differentielle (p < 0,01) Genexpression auf dem 1k-Array identifiziert
werden konnte. Davon zeigten 227 die gleiche und nur 19 eine unterschiedliche Expressions-

tendenz auf dem 46k-Array. Dies entsprach einer Ubereinstimmung von 92,3%.

3.7.1 Identifizierung einer Uberwiegend additiven Expression der Hybridmerkmal korrelier-
ten Gene

Zur Untersuchung der Frage nach der Hybridexpression der Hybridmerkmal Kkorrelierten
Gene wurden T-Tests (p < 0,05) durchgefuhrt, in denen die Hybridexpressionslevel der vier
biologischen Replikate mit den mittleren Expressionsleveln der vier biologischen Replikate
der Inzuchteltern verglichen wurden. Diese Analyse wurde mit Genen durchgefiihrt, die
entweder differentiell zwischen den Eltern oder andererseits differentiell zwischen den Eltern
und/oder einem Elter und dem Hybriden exprimiert waren. Zur Identifikation der differentiell
exprimierten Gene wurden T-Tests (p < 0,05) zwischen den Expressionsleveln der 4 biologi-
schen Replikate der Eltern bzw. der Eltern und deren Hybriden durchgefuhrt. Von den
insgesamt 558 Genen des 1k-Arrays, deren mittlere parentale Expression der 46k-Arrays mit
einem der Hybridmerkmale korreliert waren, wiesen 387 Gene eine differentielle Expression
auf dem 1k-Array zwischen den Inzuchteltern und/oder dem Hybriden in mindestens einem
Vergleich auf. Das entspricht 69,4% aller 558 Hybridmerkmal korrelierten Gene, seien es
solche korreliert mit der Hybridleistung von Kornertrag bzw. der Korntrockenmasse oder
Heterosis von Kornertrag. VVon diesen 387 Genen waren 60,7% (235 Gene) differentiell
zwischen den Eltern in mindestens einem Vergleich exprimiert. Signifikante Unterschiede in
der Anzahl differentiell exprimierter Gene zwischen den einzelnen Gruppen Hybridmerkmal
korrelierter Gene wurden nicht beobachtet. So schwankte der prozentuale Anteil an differenti-

ell exprimierten Genen zwischen 68% bei den mit Hybridleistung von Kornertrag korrelierten
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Genen und 71,5% bei den mit der Hybridleistung der Korntrockenmasse korrelierten Genen.
Bei der alleinigen Betrachtung der einzelnen Inzuchtlinienpaare und ihrer Hybride betrug der
durchschnittliche Anteil parental differentiell exprimierter Gene 9,1% und der durchschnittli-
che Anteil aller differentiell exprimierten Gene, also der parentalen und der der Hybride,
18,4%. Diese Beobachtung zeigte, dass ca. die Hélfte aller differentiell exprimierten Gene
allein auf Unterschieden in der Expression zwischen den Eltern und ihren Hybriden zuriickzu-
fihren waren. Es konnte weder ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Anzahl
differentiell exprimierter Gene und der genetischen Distanz der Inzuchtlinien hergestellt
werden, noch ein signifikanter Unterschied zwischen der Anzahl differentiell exprimierter
Gene zwischen den alten (Expl) und den neuen (Exp2+3) Inzuchtlinienpaaren beobachtet
werden. Dennoch schwankte die Anzahl differentiell exprimierter Gene zwischen den
einzelnen Inzuchtlinienvergleichen erheblich wie in Abbildung 24 dargestellt. So betrug der
Anteil aller differentiell exprimierten Gene im Inzuchtlinienvergleich S028xF012 und ihrem
Hybriden 10,7% und bei S028xF039 und ihrem Hybriden 27,6%. Ebenfalls konnte keine
Korrelation zwischen der Anzahl differentiell exprimierter Gene und der Hohe von Heterosis

beobachtet werden.

Die Untersuchung der Genexpression im Hybriden im Vergleich zu seinen Inzuchteltern
wurde, wie bereits erwadhnt, mittels eines zweiseitigen, gepaarten T-Tests (p < 0,05) zwischen
den mittleren parentalen Genexpressionen und den Expressionen im Hybriden aller vier
biologischer Replikate durchgefuhrt. Eine Hybridexpression, die signifikant vom Mittel der
elterlichen Genexpression abwich, wurde als nicht-additiv, eine die mit ihr Ubereinstimmte,

als additiv bezeichnet.

Das Ergebnis war, dass 14,7% aller Hybridmerkmal korrelierten Gene und damit 21,2% aller
differentiell exprimierten Hybridmerkmal korrelierten Gene in mindestens einem Inzuchtel-
tern-Hybrid Vergleich, eine nicht-additive Expression aufwiesen. Dabei muss erwahnt
werden, dass von den insgesamt 82 nicht-additiv exprimierten Genen nur 14 Gene eine nicht-
additive Genexpression in mehr als einem Hybriden zeigten; die restlichen 68 Gene zeigten
eine vom Mittel abweichende Expression in nur einem der neun Hybride. Von diesen 14
nicht-additiv exprimierten Genen waren 13 Gene noch in einem weiteren Hybriden nicht-
additiv exprimiert und nur ein Gen war in drei der insgesamt neun Hybride vom elterlichen
Mittel differentiell exprimiert. Bei alleiniger Betrachtung der einzelnen Inzucht-
Hybridvergleiche lag der Anteil an nicht-additiv exprimierten aller differentiell exprimierten
Gene zwischen 4,3% (F012xP024) und 19,4% (P024xF039). Der durchschnittliche Anteil
nicht-additiv exprimierter Gene betrug 13,4% (Abb.24).

61



3 Ergebnisse

In der bisherigen Betrachtung wurden ausnahmslos alle Genexpressionsvergleiche bertck-
sichtigt, unabhangig davon, ob die Genexpression der Eltern differentiell exprimiert war oder
nicht. Da die Hybridmerkmal korrelierten Gene aber urspringlich auf Basis einer differentiel-
len Expression zwischen den Eltern ausgewahlt wurden, wurden im Anschluss auschlief3lich
die Hybridexpressionen betrachtet, bei denen die Eltern ebenfalls differentiell exprimiert
waren. Dabei war der Anteil, der in mindestens einem Inzuchtlinien-Hybrid-Vergleich nicht-
additiv exprimierten Gene geringer und betrug nur 8,9%. Dabei war jedes dieser Gene jeweils
nur in einem der 9 Hybride differentiell exprimiert. In den Hybriden S028xF012, F012xP024
und FO47xP048 konnten keine nicht-additiv exprimierten Gene beobachtet werden und Uber
alle Hybridvergleiche gemittelt zeigten nur 5,8% der parental differentiellen Genexpressionen

ein nicht-additives Expressionsmuster (Abb.24).

Die allein MPH korrelierten Gene fur Kornertrag zeigten bei alleiniger Betrachtung eine ganz
ahnliche Verteilung additiv und nicht-additiv exprimierter Gene. Hier betrug der Anteil nicht-
additiver Gene aller MPH korrelierten, differentiell exprimierten Gene 19,5% und aller
parental differentiell exprimierten Gene 8,4%. Jedoch war auch hier der Grofteil dieser nicht-

additiven Gene meist nur in einem Hybriden nicht-additiv exprimiert.

Zur genaueren Charakterisierung der nicht-additiven Genexpressionen in den Hybriden wurde
eine weitere Unterteilung durchgefuhrt. Die Einteilung der nicht-additiven Hybridexpressio-
nen erfolgte wie von Stupar et al. (2008) beschrieben. Die Hybridexpression konnte demnach
zwischen den Expressionsniveaus der beiden Inzuchteltern liegen oder im Fall einer dominan-
ten Expression dem Expressionsniveau einer der beiden Eltern entsprechen. Desweiteren
konnte die Hybridexpression tber der des starker exprimierten Elters (Uberdominant) oder
unter der des schwacher exprimierten Elters (Unterdominant) liegen. Dominante Expressio-
nen, bei der die Hybridexpression einem der beiden Eltern glich, wurden mittels eines
zweiseitigen gepaarten T-Tests identifiziert und diesen zugeordnet wenn kein signifikanter (p
< 0,05) Unterschied bestand. AnschlieBend wurden die Expressionsprofile identifiziert die
signifikant (einseitiger, gepaarter T-Test p < 0,05) Uberdominant bzw. unterdominant waren.
Die brigen Hybrid-Expressionsmuster fielen in die Kategorie der zwischen dem elterlichen
Expressionsniveau liegenden Expressionen.

Von den insgesamt 97 beobachteten nicht-additiven Hybridexpressionen der differentiell
exprimierten Hybridmerkmal korrelierten Gene, zeigten 27,8% eine dominante Expression,
die dem des hoher exprimierten Elter und 37,1% die dem des schwdacher exprimierten Elter

entsprachen. 11,3% der nicht-additiven Hybridexpressionen waren tberdominant und 20,6%
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unterdominant exprimiert. Nur 3,1% der nicht-additiven Hybridexpressionsmuster lagen
zwischen den Eltern (Abb.24c).

Bei der alleinigen Betrachtung der Expressionsvergleiche mit einer differentiellen, parentalen
Expression, glichen 42,9% der dominanten Expressionen im Hybriden dem stérker exprimier-
ten Elter und 33,3% dem schwécher exprimierten Elter. Die Uber- bzw. unterdominanten
Hybridexpressionen, aller nicht-additiven Hybridexpressionen betrugen jeweils nur 4,8%.
Stattdessen betrug der Anteil der nicht-additiven Hybridexpressionslevel zwischen den Eltern
nun 14,3% (Abb.24f).
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Abb.24: Verteilung additiv und nicht-additiv exprimierter Gene in Hybriden.

Die Diagramme (a) und (d) zeigen den prozentualen Anteil der differentiell exprimierten Gene innerhalb der
Gruppe der Hybridmerkmal (HL Kornertrag, HL Korntrockenmasse, MPH Kornertrag) korrelierten Gene. Dabei
wird zwischen der Gesamtheit der differentiell exprimierten Gene (a) und den ausschlief3lich parental differenti-
ell exprimierten Genen (d) unterschieden. Die Diagramme (a) und (d) geben ebenfalls Auskunft Giber den Anteil
additiv (blau) und nicht-additiv (rot) exprimierter Gene. Der Anteil nicht-additiv und additiv exprimierter Gene,
Hybridmerkmal Kkorrelierten, differentiell exprimierten Gene ist in Diagramm (b) und der Anteil aller parental
differentiell exprimierten Gene in Diagramm (e) dargestellt. Die Diagramme (c) und (f) zeigen die jeweiligen
Anteile verschiedener nicht-additiver Genexpressionsmuster. HP: Hybridexpression gleich dem stéarker
exprimierenden Elter; LP: Hybridexpression gleich dem schwacher exprimierenden Elter; AHP: Hybridexpres-
sion hoher als die des stdrker exprimierenden Elter; BLP: Hybridexpression niedriger als die des schwécher
exprimierenden Elter; between: Hybridexpression zwischen Eltern.

Als nédchstes wurde ein Chi-Quadrat Test durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die nicht-
additiven, MPH korrelierten Gene eine starkere Korrelation zu Heterosis aufwiesen als die

additiv exprimierten Gene. Hierzu wurden alle 241 differentiell exprimierten, MPH korrelier-
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ten Gene (p < 0,01) des 1k-Arrays in der Reihenfolge ihrer Korrelationsstarke sortiert und
entsprechend dieser Reihenfolge in 6 gleich groRe Gengruppen unterteilt. Bei einer Gesamt-
zahl von 47 nicht-additiven exprimierten Genen in mindestens einem Hybriden kann man bei
einer theoretischen gleichméafiigen Verteilung von 7,83 nicht-additiven Genen pro Gengruppe
ausgehen. Der Chi-Quadrat Test zwischen der zu erwartenden Anzahl nicht-additiver Gene
und der real beobachteten Anzahl ergab einen p-Wert von 0,71. Das bedeutet, die Verteilung
der nicht-additiven Gene war mit groRer Wahrscheinlichkeit unabhéngig von der Korrelati-
onsstarke zu MPH. Eine Unterteilung der Gene in 4 bzw. 5 Gengruppen ergab ebenfalls eine
gleichmé&Rige Verteilung der nicht-additiven Gene.

3.7.3 Korrelationsanalysen der 1k-Array Expressionsdaten

Als néchstes wurden Korrelationsanalysen zwischen den Expressionsdaten des 1k-
Mikroarrays und den drei Hybridmerkmalen, Hybridleistung der Korntrockenmasse und der
Hybridleistung und MPH des Kornertrages durchgefiihrt. Das Ziel war die Beantwortung der
Frage, ob die Korrelation bestimmter Gene mit den Hybridmerkmalen, ausgewahlt auf der
Grundlage der 21 zuvor untersuchten Inzuchtlinien aus Experiment 1, auch in anderen
Inzuchtlinienvergleichen beobachtet werden kann. Hierzu wurden in die Expressionsanalysen
des 1k-Mikroarrays die Inzuchtlinien FO12 und P024 aus den Experimenten 2 und 3 der
Universitdt Hohenheim integriert und die neuen inter-Gruppen Inzuchtlinienpaare F012xP024
(Exp2), P024xF039 (Exp3) und S028xF012 (Exp2) zusammen mit den drei alten Inzuchtli-
nienpaaren S028xL024, S028xF039 und S036xL024 aus Experiment 1 analysiert und

verglichen.

Dabei wurden in getrennten Korrelationsanalysen sowohl erneut die errechneten mittleren
parentalen Expressionslevel als auch die tatsachlichen Expressionslevel der Hybride verwen-
det und deren Ergebnisse, also die Anzahl Hybridmerkmal korrelierter Gene, miteinander
verglichen. In Tabelle 10 sind die Ergebnisse der Korrelationsanalysen und die Anzahl der
Hybridmerkmal korrelierten Gene aufgefihrt.
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Tabelle 10: Anzahl der korrelierten Gene zwischen den Felddaten und der mittleren parentalen
Genexpression bzw. der realen Hybridexpression

37 36 98 18 26 85
25 18 22 17 5 16
36 49 127 14 13 57
98 103 247 49 44 158

Korrelationsanalyse zwischen Felddaten der Hybridleistung von Kornertrag, der Korntrockenmasse oder
MPH und der mittleren parentalen Expression bzw. der realen Hybridexpression (1k-Array). Angegeben
ist die Anzahl der jeweiligen korrelierten Gene.

Ein Vergleich der Anzahl signifikant korrelierter (p < 0,05) Gene der Inzuchtlinienpaare aus
Expl und den neuen Inzuchtlinienpaaren aus den Experimenten 2 und 3 zeigte, dass nahezu
kein Unterschied bestand. Die Gesamtheit aller Hybridmerkmal-korrelierten Gene (Korner-
trag, Korntrockenmasse, MPH) betrug bei den Korrelationsanalysen mit einer errechneten
mittleren parentalen Expression 98 und bei den neuen Inzuchtlinienpaaren 103. Das gleiche
galt fur Korrelationsanalysen mit den wirklichen Hybridexpressionsdaten und den drei
Hybridmerkmalen. Hier betrug die Anzahl signifikant (p < 0,05) korrelierter Gene bei den
Inzuchtlinienpaaren aus Expl 49 und bei den neuen Inzuchtlinienvergleichen (Exp2+3) 44

Gene.

Ein Vergleich zwischen den Korrelationsanalysen mittels der errechneten mittleren parentalen
Expressionslevel und den realen Hybridexpressionen ergab eine grolRere Anzahl korrelierter
Gene bei Verwendung der mittleren parentalen Expressionen. Hier waren insgesamt 247 Gene
korreliert, wohingegen nur 158 Gene signifikant korreliert waren bei einer Analyse, die die
realen Hybridexpressionen verwendete. Das entspricht 64% der Menge an Genen im Ver-
gleich zur Korrelation mittels der mittleren parentalen Expressionen. Eine mdgliche Erklarung

hierfur ist die z.T. beobachtete nicht-additive Expression im Hybriden.
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3.8 Untersuchung eines putativen Einflusses des Gene Silencings auf Heterosis

In diesem Teil der Arbeit ging es um die Untersuchung maoglicher Einfliisse auf den Heterosi-
seffekt durch kurze RNAs im Zuge des sog. Gene Silencings. Hierzu wurden transgene A188-
Maisinzuchtlinien mit einem viralen Gene Silencing Suppressor aus Weizenstrichelmosaikvi-
rus (WSMV) mit der Bezeichnung P1/HC-Pro verwendet. Kreuzungen zwischen den transge-
nen A188-Linien und nicht transgenen A188 und H99 Linien wurden durchgefiihrt, um den
Einfluss des Suppressors auf den Heterosiseffekt (best parent heterosis, BPH) zwischen den

Hybriden und den A188-Inzuchtlinien zu messen.

Die Nucelli aus den Kreuzungen der P1/HC-Pro Maispflanzen mit den Linien H99 bzw. A188
wurden, wie in Material und Methoden (Kapitel 2.2.8.2) beschrieben, einen Tag nach
Bestdubung auf Platten ausgelegt. Alle Genotypen wurden zur Hélfte sowohl auf Induktions-
medium (+Dex), als auch auf Dexamethason-freiem Medium (-Dex) angezogen. Nach
wenigen Tagen auf dem Medium konnte man mit bloem Auge das sich entwickelnde
Endosperm im Nucellusgewebe erkennen. Durchschnittlich bildeten ca. 54% der ausgelegten
Nucelli im Laufe der Zeit ein Endosperm aus (Abb.25). Diese Werte schwankten jedoch z.T.
recht stark zwischen den einzelnen Platten verschiedener Kreuzungen (8% - 97%) in Abhén-
gigkeit von der Bestdubungsrate, die wiederrum unter Anderem abhéngig von der Qualitét der
verwendeten Pollen war. Von den Nucelli, die ein Endosperm entwickelten, bildeten durch-
schnittlich ca. 67% nach ungefdhr 1 Monat einen Keimling. Unterschiede zwischen den
Genotypen bestanden in der Farbgebung des spéteren Endosperms, welches bei Genotypen
mit einem H99-Anteil gelblich und bei Genotypen mit einem ausschlielichen A188-

Hintergrund weil3lich erschienen (Abb.25).

Abb.25: In vitro-Kultur der Nucellusgewebe.

Abbildungen der in vitro Kulturplatten mit den isolierten Nucellusgeweben. Das sich entwickelnde Endosperm
ist in einigen Nucelli deutlich erkennbar. a: P1/HC-Pro x H99 (15 dap). b: P1/HC-Pro x A188 (12 dap). dap:
Tage nach Bestaubung.

Zwei Tage nach dem Auskeimen des Embryos wurde das Pflanzengewebe in Weck-Glaser

mit Standard-MS-Medium (mit Dexamethason bzw. ohne Dexamethason) tberfiihrt und nach
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6 Tagen die Wachstumsmessungen wie in Material und Methoden (Kapitel 2.2.8.2) beschrie-
ben, durchgefihrt (Abb.26).

Abb.26: Auskeimende Embryonen und Maiskeimlinge der in vitro-Kultur.

Bilder der Nucellus-Kulturen zwei Tage nach Auskeimen der Embryonen. a: P1/HC-Pro x A188 (29 dap) b:
P1/HC-Pro x A188 (25 dap). c: Bilder der Maiskeimlinge (H99 x P1/HC-Pro) 15 Tage nach Auskeimen der
Embryonen. dap: Tage nach Bestaubung.

Zur eindeutigen Identifizierung der Genotypen wurde nach der Bestimmung der Wachstums-
raten eine Gus-Farbung an Blattmaterial durchgefihrt. Da die flr die Kreuzungen verwende-
ten transgenen P1/HC-Pro-Pflanzen hemizygot waren, also das Transgen nur mit einem Allel
im Genom vertreten war, spaltete sich die erste Filialgeneration in einem Verhéltnis von 1:1
auf. 50% der gemessenen Pflanzen waren somit nicht transgen und wurden als negativ
Kontrollpflanzen verwendet. Bilder dieser Gus-Farbungen sind in Abbildung 27 zu sehen und
zeigen Blattmaterial, welches nach der Farbung blau im Falle der transgenen Pflanzen bzw.
nicht blau im Falle der nicht transgenen Pflanzen gefarbt war. Transgene Pflanzen, welche auf
Medium ohne Dexamethason gewachsen sind wurden ebenfalls durch eine Gus-Farbung
identifiziert, indem vor der eigentlichen Gus-Farbung mit X-Gluc-Lésung das Blattmaterial
Uber Nacht in einer 20uM Dexamethason-Ldsung inkubiert wurde (Kapitel 2.2.8.3). Auch
hier war im Falle der transgenen Pflanzen eine klare Identifizierung der transgenen Pflanzen
durch eine Blaufarbung méglich (Abb.27d).
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7u;

Abb.27: Gus-Farbung mit Blattmaterial von Pflanzen aus der in vitro-Kultur.

Blattmaterial wurde von Pflanzen aus der in vitro-Kultur iber Nacht in X-Gluc-L&ésung bei 37°C inkubiert und
anschlieBend mit 70% Ethanol das Chlorophyll der Blatter ausgewaschen. Blattmaterial von Pflanzen, die auf
Medium ohne Dexamethason zur Induktion der Transgenexpression wuchsen, wurde vorher in 20uM Dexame-
thason-L&ésung Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Eine Blaufarbung zeigte die Expression von Gus, als Indikator der
Transgen-Expression, an.

a: P1/HC-Pro7 x A188 (+Dex), Gus-negativ b: P1/HC-Pro x A188 (+Dex), Gus-positiv ¢: P1/HC-Pro x A188 (-
Dex), Gus-negativ d: P1/HC-Pro x A188 (-Dex), Gus-positiv.

Die Ergebnisse der Gus-Farbung wurden exemplarisch mittels einer PCR-Analyse bestatigt.
In dieser PCR wurden Primer eingesetzt, die erfolgreich einen 855 bp langen Abschnitt des
HC-Pro-Anteils des P1/HC-Pro-Konstrukts im Genom der Gus-positiv getesteten Pflanzen
amplifizierten (Abb.28; Spalten 1 und 2), wahrend keine Amplifikation in den zuvor Gus-

negativ getesteten Pflanzen zu beobachten war (Abb.28; Spalten 3 und 4).

Abb.28: Nachweis der stabilen Integration von P1/HC-Pro in das Genom von Mais.

Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten (Primer: HC-Pro_Fw/HC-Pro_Rv). Spur 1: P1/HC-Pro
x A188 (+Dex) Gus-positiv; Spur 2: P1/HC-Pro x A188 (-Dex) Gus-positiv; Spur 3: P1/HC-Pro x A188 (+Dex)
Gus-negativ; Spur 4: P1/HC-Pro x A188 (-Dex) Gus-neagtiv; Spur 5: Wasserkontrolle; Spur 6: 1kb DNA
Marker

3.8.1 Nachweis der Expression von P1/HC-Pro

Das verwendete in vitro Kultursystem wurde aus verschiedenen Griinden etabliert. Es erlaubte
die kontrollierte Anzucht einer grofen Anzahl von Maiskeimlingen und die sehr frihe
Induktion des viralen Suppressors bereits einen Tag nach der Bestdubung. Daher war es
wichtig, die Expression des Suppressors in verschiedenen Geweben und bereits so friih wie
maoglich in der Entwicklung der Pflanzen nachzuweisen. Zum Nachweis der Transkription des

P1/HC-Pro-Konstruktes in den stabil transformierten Maispflanzen wurde daher zunéchst
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Gus-Farbungen mit Nucellusgeweben, 2 und 7 Tage nach Bestdubung durchgefihrt. Hierzu
wurden Nucelli verwendet, die aus Kreuzungen zwischen einer transgenen paternalen Pflanze
und einer nicht transgenen (H99) maternalen Pflanze stammten. Bereits 2 Tage nach Bestau-
bung konnte ein blau gefarbtes Endosperm unter dem Mikroskop beobachtet werden, was die
sehr frihe Expression des Transgens im Nucellusgewebe bewies. Sieben Tage nach der
Bestdubung machte das Endosperm bereits einen groRen Teil des Gewebes aus und auch hier
konnte eine nahezu vollstandig, gleichméRige Farbung des Endosperms beobachtet werden
(Abb.29).

Abb.29: Gus-Farbung von Nucellus-Geweben aus der in vitro-Kultur.

a: 2 dap-Nucellus aus H99 x P1/HC-Pro-Kreuzung (+Dex)

b: 7 dap-Nucelli aus H99 x P1/HC-Pro-Kreuzung (+Dex), links: Gus-negativ, rechts: Gus-positiv
dap: Tage nach Bestdubung

Ein weiterer Nachweis zur Expression von P1/HC-Pro beinhaltete die Isolierung von Gesamt-
RNA aus Pflanzen, dessen Wachstumsraten im Weckglas bestimmt und im Anschluss daran
mittels Gus-Férbung getestet wurden. Verwendet wurde je eine Gus-positive bzw. Gus-
negative, induzierte (+Dex) bzw. nicht-induzierte (-Dex) Pflanze. Nach der RNA-Isolierung
wurde die genomische DNA mittels DNasel verdaut und nach einer gelelektrophoretischen
Qualitatskontrolle der Ansatz in einer RT-PCR mit den Primern ,,HCPro Fw* und
»HCPro Rv* bzw. mit den Primern ,,P1 Fw* und P1_Rv", die einen Abschnitt von HC-Pro
bzw. von P1 des Transkriptes amplifizierten, eingesetzt. Parallel wurde Gesamt-RNA jeder
Isolation ohne vorherige cDNA-Erstrangsynthese in eine PCR eingesetzt und diente somit als
Kontrolle fur den erfolgreichen genomischen DNA-Verdau. Die PCR-Produkte wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt und ergaben, dass alle Transkripte vollstandig gebildet
wurden (Abb.30). Die beobachteten Grofien stimmten mit den erwarteten Werten und den
Grollen der Positivkontrollen (genomische DNA) in allen Féllen Gberein. So war beim
Nachweis des P1/HC-Pro-Transkriptes mittels der Primer ,,HC-Pro Fw* und ,,HC-Pro Rv*
ein PCR-Produkt in der korrekten GroRe bei der Gus-positiv induzierten Pflanze und ebenfalls

ein sehr schwache Bande in der Gus-positiv nicht induzierten Pflanze zu beobachten. Diese
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Ergebnisse zeigten, dass die Expression des Konstruktes erfolgreich induzierbar ist, jedoch

eine schwache Basisexpression auch ohne Dexamethasoninduktion vorlag.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb.30: Nachweis der Dexamethason induzierten Transkription von P1/HC-Pro (PCR 1).
Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten (Primer: ,HC-Pro Fw“ und ,HC-Pro Rv*). Die
Anséatze jeder Pflanze wurden in folgender Reihenfolge auf das Gel aufgetragen: 1) nur PCR ohne cDNA-
Synthese; 2) RT-PCR

Spur 1: 1kb DNA Marker; Spur 2-3: P1/HC-Pro x A188 (+Dex) Gus-positiv; Spur 4-5: P1/HC-Pro x A188 (-
Dex) Gus-positiv; Spur 6-7: P1/HC-Pro x A188 (+Dex) Gus-negativ; Spur 8-9: P1/HC-Pro x A188 (-Dex) Gus-
negativ; Spur 10: Wasserkontrolle

Diese Beobachtungen konnten mit den Primern ,,P1 Fw* und ,,)P1 Rv* bestdtigt werden
(Abb.31). Auch hier war sowohl eine deutlich erkennbare Bande in der korrekten Laufhéhe
(886bp) bei der Gus-positiven, induzierten als auch eine sehr viel schwachere Bande bei der
Gus-positiven, nicht-induzierten Probe zu beobachten. Dass die PCR-Produkte nicht aus der
Amplifikation unvollstandig verdauter genomischer DNA resultierten, zeigen die Spuren, wo
die Gesamt-RNA nach dem DNasel-Verdau direkt in die PCR eingesetzt wurde. Diese Spuren

wiesen wie erwartet keine PCR-Produkte auf.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb.31: Nachweis der Dexamethason induzierten Transkription von P1/HC-Pro (PCR 2).
Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten (Primer: ,,P1_Fw* und ,,P1_Rv*). Die Ansitze jeder
Pflanze wurden in folgender Reihenfolge auf das Gel aufgetragen: 1) nur PCR ohne cDNA-Synthese; 2) RT-
PCR

Spur 1: Wasserkontrolle; Spur 2-3: A188 x P1/HC-Pro (+Dex) Gus-positiv; Spur 4-5: A188 x P1/HC-Pro (-
Dex) Gus-positiv; Spur 6-7: A188 x P1/HC-Pro (+Dex) Gus-negativ; Spur 7: Wasserkontrolle Spur 8: 1kb
DNA Marker

3.8.2 Messung der Wachstumsraten und Berechnung von Heterosis

Insgesamt wurden die Wachstumsraten von 8 zu unterscheidenden Pflanzengruppen gemes-
sen, bestehend aus den verschiedenen Genotypen mit jeweils, bezogen auf das Induktionsme-
dium, unterschiedlichen Anzuchtbedingungen. Insgesamt wurden von 494 Pflanzen die
Wachstumsraten ermittelt. 316 dieser Pflanzen erfiillten die Bedingungen die besagen, dass
das Bestimmheitsmal3 der linearen Regression durch die Messpunkte mindestens 0.97
betragen dirfe. Aullerdem wurden nur Messwerte verwendet von Pflanzen mit einer Grolle
von mindestens 3 cm Héhe. Die Bedingungen wurden festgelegt, um sicherzustellen, dass nur

Pflanzen mit einem definierbaren, linearen Wachstum in die Analyse mit einflossen. Die
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3 Ergebnisse

Steigung der linearen Regression entsprach der ermittelten Wachstumsrate. Die Ergebnisse
der Wachstumsmessungen sind in der Abb.32 dargestellt. Alle Inzuchtkreuzungen wiesen
durchschnittlich ein geringeres Wachstum im Vergleich zu ihren jeweiligen Hybriden auf. Ein
ungepaarter, zweiseitiger T-Test zeigte, dass die Unterschiede zwischen den Inzuchtlinien und
den Hybriden, bis auf eine Ausnahme, stets signifikant (p < 0,01) waren. Bei den transgenen,
nicht induzierten Pflanzen war der Unterschied zwischen den Inzuchtlinien und den Hybriden
nach dem T-Test nicht signifikant (p = 0,11). Der Wert der relativen Heterosis betrug hier nur
1,13. Bei den anderen Genotypen hingegen lag die relative Zunahme der Wachstumsrate
zwischen 1,25 und 1,28 (Abb.33). Der geringere Heterosiswert bei den transgenen, nicht
induzierten Pflanzen ging auf eine, im Vergleich zu den anderen Hybridgruppen, geringere
Wachstumsrate der Hybridpflanzen zurick. Ein ungepaarter, einseitiger T-Test deutete darauf
hin, dass die geringere Wachstumsrate der nicht-induzierten transgenen Hybride im Vergleich
zu den Hybriden der transgenen, induzierten Pflanzen signifikant (p = 0,046) war. Mittels
eines ANOVA-Tests mit einer Bonferroni-Holm Korrektur ergab ein Vergleich der Hetero-

siswerte zwischen den transgenen nicht induzierten und den transgenen induzierten Pflanzen

ebenfalls einen signifikanten Unterschied (p < 0,05).
2,3
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0,5 - : : : : : : : :
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n=27 n =25 n=37 n=57
WT P1/HC-Pro (transgen)

Abb.32: Wachstumsraten der transgenen P1/HC-Pro und nicht transgenen Kreuzungen aus der in-vitro
Kultur.

Gezeigt sind die Wachstumsraten (Steigung der linearen Regression) mit Standardabweichung der Inzuchtlinien
(A188 x A188) und Hybride (A188 x H99) der nicht transgenen Kontrollpflanzen (WT) und der transgenen
P1/HC-Pro-Pflanzen. Sowohl bei den Kontrollpflanzen und bei den transgenen Pflanzen wird zusétzlich
zwischen den Pflanzen unterschieden die auf dem Induktionsmedium (+Dex) bzw. auf einem Medium ohne
Dexamethason (-Dex) angezogen wurden. Zudem ist die Anzahl der jeweils gemessenen Pflanzen angegeben

(n).
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Abb.33: Heterosiswerte der transgenen P1/HC-Pro und nicht transgenen Kontrollpflanzen aus der in-vitro
Kultur.

Boxplots der Heterosiswerte in Form der Differenzen der Wachstumsraten (Steigung der linearen Regression)
zwischen den Hybriden und Inzuchtlinien der einzelnen Pflanzengruppen:

1) nicht transgene, nicht Dexamethason induzierte Kontrollpflanzen [WT(-Dex)]

2) nicht transgene, Dexamethason induzierte Kontrollpflanzen [WT(+Dex)]

3) transgene, nicht Dexamethason induzierte Pflanzen [P1/HC-Pro (-Dex)]

4) transgene, Dexamethason induzierte Pflanzen [P1/HC-Pro (+Dex)]

Die horizontalen Linien in den Boxen sind der Median, die Grenzen der Boxen die Quartile, die Enden der
gestrichelten Linien die &uBersten nicht extremen Werte und die kleinen Kreise die Ausreilerwerte von

Heterosis.
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4 Diskussion

Heterosis wurde erstmalig von Charles Darwin im Jahre 1876 beschrieben und spéater durch
Shull (1908) und East (1908) wiederentdeckt. Seitdem spielt Heterosis eine bedeutende Rolle
im Getreideanbau und tragt so z.B. im Maisanbau zu einem stetig wachsenden Kornertrag bei
(Crow 1998). Heterosis zeichnet sich in Hybriden, die aus Kreuzungen zwischen homozygo-
ten Inzuchtlinien entstanden sind, generell durch eine Erhdéhung des Kornertrages, einer
gesteigerten vegetativen Wachstumsrate, einer verbesserten Adaption gegenuber biotischen
und abiotischen Stress, einer schnelleren Reifung und einer Vielzahl anderer wichtiger

agrarwirtschaftlicher Merkmale aus (Guo et al. 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurden differentiell exprimierte Gene aus 7 Tage alten Maiskeim-
lingen, heterotischer Inzuchtlinien identifiziert, welche erfolgreich in die Vorhersage von
Heterosis integriert werden konnten (Frisch et al. 2010). Fur die Charakterisierung der drei
untersuchten Hybridmerkmale wurden Gene auf der Basis der mittleren Expressionsniveaus
beider Eltern identifiziert. Ein solch ,,additives* mittleres Expressionsniveau weisen grund-
sétzlich Gene in Hybriden mit einer rein cis-regulierten Expression auf (Wittkopp et al. 2004).
Mittels weiterer Mikroarrayanalysen konnte dieses additive Expressionsverhalten fur den
GroRteil der Hybridmerkmal korrelierten Gene in insgesamt 9 Hybriden bestétigt werden. Die
mittleren Expressionsniveaus der korrelierten Gene aus den Keimlingen standen in einem
linearen Verhaltnis zu den jeweiligen Hybridmerkmalen und konnten dementsprechend zur
Identifikation einer Vielzahl potentiell Hybridmerkmal assoziierter biologischer Prozesse
verwendet werden. Desweiteren konnten genomische Bereiche mit erhdhter Dichte an
korrelierten Genen, in silico identifiziert und mit Kornertrag- bzw. heterotischen QTLs
kolokalisiert werden. Expressionsanalysen mit Inzuchtlinien aus anderen faktoriellen Kreu-
zungsexperimenten lieBen darauf schlieBen, dass die korrelierten Gene unabhéngig vom
Genotyp mit den Hybridmerkmalen assoziiert waren. In einem weiteren Versuch konnte
anhand des viralen Gene Silencing Suppressors P1/HC-Pro ein Zusammenhang zwischen

Heterosis und der Funktion kurzer RNAs hergestellt werden.

4.1 Transkriptomdaten zur Entwicklung von Vorhersagemodellen

In der Maiszichtung stellt die Auswahl der Inzuchtlinien fir die Hybriderzeugung den

Zuchter vor ein grofles Problem. Aufgrund der Vielzahl an verflgbaren Inzuchtlinien
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verschiedener heterotischer Gruppen ist das Testen aller moglichen Kreuzungen auf dem Feld
nicht durchfiihrbar. Die molekulare Vorhersage der Hybridleistung bzw. des Heterosis-
Effektes konnte jedoch dem Ziichter bei der Auswahl geeigneter Kreuzungspartner helfen und
somit kostenintensive Feldversuche in Zukunft minimieren. In Mais wurden bereits einige
Vorhersagemodelle entwickelt, so z.B. solche, die sowohl Verwandtschaftsverhéltnisse wie
auch phanotypische Merkmale und DNA-Marker mit in die Vorhersage einbeziehen (Vuyls-
teke et al. 2000, Schrag et al. 2006, 2007, 2009). Jedoch trotz der bisher geleisteten Anstren-
gungen ist die Zuverlassigkeit solcher Vorhersagemodelle bei weitem nicht optimal. Die
Weiterentwicklung und die Entwicklung neuer VVorhersagemodelle ist daher notwendig, um in

Zukunft zu einer Verbesserung der Ziichtungsprogramme beitragen zu kénnen.

Bisherige Arbeiten lassen vermuten, dass Heterosis ein komplexes Phanomen ist, an dem
verschiedenste genetische Mechanismen wie Dominanz, Uberdominanz und Epistasis,
beteiligt sind (Birchler et al. 2003). Diese genetischen Mechanismen sind allem Anschein
nach an der Regulation von genetischen Netzwerken beteiligt. In der Vergangenheit haben
sich mehrere Arbeiten mit der Expression differentiell exprimierter Gene in Hybriden und
Inzuchtlinien beschaftigt (zur Ubersicht: Hochholdinger und Hoecker 2007). Die Unterschie-
de in der Expression bestimmter Gene sind hdchstwahrscheinlich an der phanotypischen
Variation sowie am Heterosis-Effekt beteiligt (Song und Messing 2003, Guo et al. 2004;
Springer und Stupar 2007). Diese Annahme wird durch eine Arbeit von Guo et al. (2006)
bestétigt, in der eine positive Korrelation zwischen dem Anteil differentiell exprimierter Gene
zwischen den Elternlinien und Heterosis von Kornertrag in Mais beobachtet werden konnte.
Eine Untersuchung des Transkriptoms von Inzuchtlinien, welche durch die jeweilige genomi-
sche Konstitution der Linien beeinflusst wird, kénnte somit zur VVorhersage und Charakteri-

sierung von Heterosis in Hybriden Verwendung finden.

Ein Ziel dieser Arbeit war daher die Bereitstellung von Transkriptomdaten fir die Entwick-
lung statistischer Methoden zur zuverl&ssigen VVorhersage von Heterosis, um eine Steigerung
der Effizienz, eine Beschleunigung in der Zichtung und eine Senkung der Ausgaben fiir
Zuchter zu erreichen. Hierfur wurden zunéchst 21 verschiedene Inzuchtlinien zweier heteroti-
scher Gruppen (14 Hartmaislinien und 7 Zahnmaislinien) ausgewahlt und Keimlinge dieser
Inzuchtlinien fiir 7 Tage unter kontrollierten Bedingungen angezogen. Die Verwendung von
jungen Keimlingen ermdglicht dem Ziichter ein schnelles und kostengtinstiges Testen vieler
verschiedener Inzuchtlinien unter reproduzierbaren Bedingungen. Die Modelle zur VVorhersa-
ge der Hybridleistung bzw. von Heterosis des Kornertrags, basierend auf den Genexpressi-

onsdaten der 21 Inzuchtlinien des faktoriellen Kreuzungsexperiments 1 der Universitét
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Hohenheim aus dieser Arbeit, wurden von Prof. Dr. Matthias Frisch entwickelt und sind
bereits veroffentlicht (Frisch et al. 2010). Im Gegensatz zu der in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Charakterisierung der Hybridmerkmale wurden fiir die Heterosis-Vorhersage
die Distanzen der Inzuchtlinien, basierend auf den differentiellen Expressionen einzelner
Kornertrag assoziierter Gene, berechnet. Die so ermittelten Transkriptom basierten Distanzen
wurden mit genomischen Distanzen von Schrag et al. (2006), welche auf AFLP-Markern

basierten, verglichen.

Eine Hauptkomponentenanalyse ergab, dass beide Distanzen dazu in der Lage waren die
Inzuchtlinien gemaR ihrer heterotischen Gruppenzugehorigkeit zu unterteilen (Frisch et al.
2010). Dieses Ergebnis zeigt, dass die genomweiten Transkriptionsprofile der einzelnen
Inzuchtlinien sich aufgrund ihrer verwandtschaftlichen Herkunft voneinander unterscheiden,

was eine Voraussetzung fir die Ausbildung von Heterosis im Hybriden darstellt.

Zudem konnten Frisch et al. (2010) im Gegensatz zu den DNA Marker-basierten Distanzen,
bei den Transkriptom basierten Distanzen eine signifikante Korrelation mit Heterosis bzw. der

Hybridleistung von Kornertrag feststellen.

Die Vorhersage der Hybridleistung bzw. von Heterosis von Kornertrag wurde mittels einer
linearen Regression durchgefiihrt. Ein Vergleich der Vorhersagekraft der Transkriptom-
basierten Distanzen mit der Vorhersagekraft der Marker basierten Distanzen und der auf
Feldversuchen basierenden allgemeinen Kombinationseignung (GCA) ergab bei den Trans-
kriptom basierten Distanzen eine deutlich hohere Korrelation zwischen den vorhergesagten
und den real gemessenen Werten der Hybridleistung bzw. der mittleren parentalen Heterosis
vom Kornertrag (Frisch et al. 2010).

Die Assoziation zwischen der Expression ausgewahlter Gene aus parentalen Maiskeimlingen
und einem Hybridmerkmal wie dem Ertrag konnte ebenfalls in einer Arbeit von Stokes et al.
(2010) gezeigt werden. In ihren Versuchen fihrten sie unter anderem Kreuzungen zwischen
einer maternalen und 20 verschiedenen paternalen Inzuchtlinien durch. Mittels linearer
Regression wurde das Verhaltnis zwischen der parentalen Expression von 14 Tage alten
Keimlingen und Heterosis bzw. dem Ertrag ermittelt. Insgesamt 185 Gene in Mais waren
hoch signifikant (p < 107°) korreliert und wurden erfolgreich in einer Vorhersage von Hetero-

sis bzw. vom Ertrag verwendet.

Die Ubertragbarkeit eines Vorhersagemodels auf andere Inzuchtlinienvergleiche ist fir
Zichtungsprogramme von entscheidender Bedeutung. Dabei sollte die Expression der

verwendeten Gene idealerweise, unabhéngig vom Genotyp oder Kreuzungsexperiment, mit
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der Hybridleistung bzw. Heterosis korreliert sein. Dass die Expressionsdaten einiger Inzucht-
linien zur Hybrid-Vorhersage anderer Inzuchtlinienvergleiche innerhalb eines faktoriellen
Kreuzungsexperiments (Expl) genutzt werden kénnen, konnten Frisch et al. (2010) anhand
der Durchfuhrung einer Kreuzvalidierung bereits zeigen. Bei dieser Kreuzvalidierung wurden
zufallig ausgewahlte Inzuchtlinienpaare zur VVorhersage der Hybridleistung anderer Inzuchtli-
nienpaare eines Kreuzungsschemas verwendet und dieser Schritt hundertmal wiederholt. Dass
dabei die Varianz der Vorhersageergebnisse geringer ausfiel als bei der Vorhersage durch
GCA oder DNA Marker-basierte Distanzen lasst darauf schlieBen, dass die Genauigkeit der
einzelnen Vorhersagen, innerhalb der Kreuzvalidierung, relativ unabh&ngig von den unter-

suchten Inzuchtlinien ausfiel.

In den Vorhersagen von Stokes et al. (2010) konnte ebenfalls eine Ubertragbarkeit der
Marker-Gene auf andere Linien beobachtet werden. Jedoch wurden hierbei im Gegensatz zu
Frisch et al. (2010) stets Hybride mit ein und denselben maternalen Elter untersucht. Dieser
Umstand kann maoglicherweise aufgrund der teilweisen Vererbung der Expressionsprofile
durch das mdtterliche Genom zu einer Verbesserung der Vorhersageeffizienz beigetragen

haben.

Die Frage inwieweit die Vorhersage anhand der Expressionsdaten der 21 Inzuchtlinien auf
andere faktorielle Kreuzungsexperimente mit unterschiedlichen Inzuchtlinien Gbertragbar ist,
wurde somit bisher noch nicht beantwortet. Um dies zu untersuchen wurde in der vorliegen-
den Arbeit eine Auswahl der anhand der 21 Inzuchtlinien identifizierten Hybridmerkmal
korrelierten Gene auf ihre Korrelation in Inzuchtlinienpaaren anderer faktorieller Feldexperi-
mente (Exp2, 3) hin untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Anzahl der auf der Basis der 21
Inzuchtlinien aus Exp1l identifizierten Hybridmerkmal korrelierten Gene der Anzahl korrelier-
ter Gene aus den Experimenten 2 und 3 entsprach (Kapitel 3.7.3, Tab.10). Dies deutet auf eine
Rolle dieser Gene nicht nur in Inzuchtlinien eines einzelnen Kreuzungsexperimentes hin

sondern auf eine allgemeine Bedeutung fir das jeweilige Hybridmerkmal.

Ein zukiinftiges Ziel der Transkriptom basierten Vorhersage von Heterosis ist es, einen
definierten, festgelegten Satz von Genen zu etablieren, mit dessen Hilfe eine Vorhersage in
verwandtschaftlich unterschiedlichen Inzuchtlinien erméglicht wird. Die Vorhersagemodelle
von Frisch et al. (2010) deuten darauf hin, dass die optimale Anzahl zur VVorhersage verwen-
deter Gene zwischen 1000 und 1500 Genen liegt. Eine gréRRere bzw. geringere Anzahl von
Genen fihrte in den Vorhersagen zu geringeren Korrelationswerten und einer groReren

Varianz (Frisch et al. 2010). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass Heterosis fur Kornertrag
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in Mais keinesfalls durch ein einzelnes Gen verursacht wird, sondern durch eine Beteiligung
und Interaktion einer groReren Anzahl von Genen erfolgt. Der Ansatz zur ldentifizierung

dieser Gene und deren biologischer Prozesse wird in Abschnitt 4.2 ausfihrlich diskutiert.

Zusammengefasst unterstreichen all diese Ergebnisse die Aussagekraft der parentalen
Transkriptomdaten in Bezug auf Heterosis vom Kornertrag. Dass die Expressionsanalysen mit
sieben Tage alten Keimlingen durchgefiihrt wurden zeigte zudem, dass bereits zu diesem
frihen Zeitpunkt der Entwicklung eine definierbare und messbare transkriptionelle Grundlage
fiir Heterosis in spéteren Entwicklungsstadien wie dem Kornertrag fur nachfolgende Genera-
tionen gelegt wird. Diese Erkenntnis kann man sich fir eine Charakterisierung von Heterosis
und anderer Hybridmerkmale anhand der parentalen Expressionsprofile, wie in dieser Arbeit

geschehen, zu Nutze machen.

4.2 Funktionelle Charakterisierung der Hybridmerkmale

Die erfolgreiche Vorhersage von Heterosis und der Hybridleistung von Kornertrag durch
Frisch et al. (2010) anhand der Transkriptomdaten aus der vorliegenden Arbeit, sowie die
Arbeiten von Guo et al. (2006) und Stokes et al. (2010) unterstreichen den direkten Zusam-
menhang zwischen der parentalen Genexpression der Inzuchtlinien und dem Heterosis-Effekt
der Hybridnachkommen. Genomweite Mikroarray-Analysen der Inzuchteltern stellen daher
eine erfolgversprechende Methode zur Identifizierung Hybridmerkmal-assoziierter Gene dar,
die wiederum zur funktionellen Charakterisierung der Hybridmerkmale verwendet werden

kdnnen.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit, basierend auf den Transkriptomdaten
der 21 parentalen Inzuchtlinien, ein funktioneller Vergleich der beiden negativ miteinander
assoziierten Hybridmerkmale, Hybridleistung von Kornertrag und Hybridleistung der
Korntrockenmasse, sowie eine funktionelle Charakterisierung von Heterosis von Kornertrag,
durchgefiihrt. Hierzu wurden mittels linearer Regression Gene identifiziert, deren mittleres
parentales Expressionsniveau mit einem der Hybridmerkmale signifikant korrelierte. Das
mittlere parentale Expressionsniveau gleicht dabei einer additiven Genexpression im Hybri-
den, welche bereits fir den Grofiteil der differentiell exprimierten Gene in Maiskeimlingen
(Stupar und Springer 2006) und ebenfalls fir die meisten Hybridmerkmal-korrelierten Gene
dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte (Kapitel 3.7.1, Abb.24). Die additive Genexpres-
sion stellt somit, aufgrund der direkten Vererbung durch die Eltern, einen vorhersagbaren
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genetischen Faktor dar, der sich fir die Vorhersage und Charakterisierung von Heterosis

eignet.

Zur funktionellen Beschreibung der korrelierten Gene wurden GO-Anreicherungsanalysen
durchgefuhrt, die zur Identifizierung biologischer Prozesse flihrten, von denen angenommen
wurde, dass sie an der Ausbildung der Hybridmerkmale beteiligt sind. Teile dieser Arbeit
wurden im Rahmen des DFG Schwerpunktprojektes ,,Heterosis in plants* durchgefiihrt und
bereits publiziert (Frisch et al. 2010, Thiemann et al. 2010).

4.2.1 Vergleich der assoziierten Hybridmerkmale: Korntrockenmasse vs. Kornertrag

Die Hybridleistung von Kornertrag und die der Korntrockenmasse wurden bei Mais in
bisherigen Mikroarray-Untersuchungen, im Gegensatz z.B. zur Kolben- und Kornentwicklung
(Liu et al. 2008, Zhu et al. 2009), nicht naher betrachtet. Jedoch deuten Untersuchungen in
Reis auf die Beteiligung verschiedener Prozesse am Kornertrag, wie dem Zellzyklus, der
Phytohormon-Signaltransduktion, dem Kohlenstoffmetabolismus und dem Ubiquitin-System
hin (Sakamoto und Matsuoka 2008).

Sowohl der Kornertrag, als auch die Korntrockenmasse stellen Pflanzenmerkmale mit einem
komplexen Hintergrund dar. So werden sie von einer Vielzahl an Interaktionen zahlreicher
physiologischer Prozesse und Umwelteinflisse im Laufe des gesamten Lebenszyklus
beeinflusst (Tollenaar et al. 2004). Der Kornertrag resultiert aus mehreren z.T. recht unter-
schiedlichen Merkmalen, wie der Anzahl der Kolben pro Pflanze, der Anzahl der Korner pro
Kolben und dem Trockengewicht pro Korn, die bereits in zahlreichen QTL-Analysen naher
untersucht wurden (Tuberosa und Salvi 2009). Die Korntrockenmasse hingegen hangt z.T.
vom Zeitpunkt der Blutenbildung und der Akkumulation der Biomasse wéhrend der Kornftil-
lung ab (Bunting 1972). Die komplexe Natur der beiden Hybridmerkmale wird ebenfalls
durch die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlicht, in der Merkmal Kkorrelierte Gene, aus einer
Vielzahl unterschiedlicher angereicherter, biologischer Prozesse identifiziert wurden (Kapitel
3.3, Abb.14 und 15).

Die Bedeutung der Korntrockenmasse fiir den Zuchter besteht darin Korner zu ernten, deren
Reifung bis zum Ende der Saison abgeschlossen ist, da ansonsten die artifizielle Trocknung

zu hoheren Produktionskosten fiihren wirde (Tuberosa und Salvi 2009).

Die Kornentwicklung durchlauft mehrere verschiedene Stadien, die sich unter Anderem durch

einen standigen Verlust der Kornfeuchtigkeit auszeichnen (Ritchie et al. 1993). So besitzt das
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Korn zu Beginn seiner Entwicklung einen Kornfeuchtegehalt von ca. 85% und zum Schluss
bei seiner physiologischen Reife einen Kornfeuchtegehalt von lediglich ca. 30% (Ritchie et
al. 1993). Der Prozess der Kornflllung bzw. Kornentwicklung beginnt dabei mit der erfolg-
reichen Bestaubung und endet ca. 60 Tage spater mit der physiologischen Reife (Ritchie et al.
1993). Die Kornftillung und dessen Ausmald hangen zudem von der Entwicklung des Endos-
perms ab, da die Anzahl und die Gré3e der Endospermzellen das verfligbare Volumen fir die
Kornfillung vorgeben (Spillane et al. 2000). Eingelagert werden nach der Endosperment-
wicklung vor allem Kohlenhydrate, Proteine und Lipide, wobei die Kohlenhydrate den
groRten Anteil ausmachen (Evers et al. 1999).

Der am signifikantesten angereicherte Prozess, der Kornertrag korrelierten Gene (Kapitel 3.3,
Abb.14), war die Initiation der DNA-Replikation. Denkbar ist, dass eine Erhéhung der DNA-
Replikationsrate im direkten Zusammenhang mit einer gesteigerten Zellteilung steht. Eine
erhdhte Zellteilung kann in der Endospermentwicklung zu einer Erhdhung der Zellanzahl
fiihren, was wiederum die Verbindung zum Kornertrag erklaren wirde (Spillane et al. 2000).
Denkbar ist auch, dass eine gesteigerte Zellproliferation in der Pflanze zu einem generellen
Anstieg des Wachstums beitragt, was wiederum indirekt Auswirkungen auf den Kornertrag
haben kann (Igbal et al. 2011). Unterstitzt wird diese Annahme durch eine Arbeit, bei der
eine erhohte Zellproliferation in den friihen Stadien der Maisembryonen, fiir die Ausbildung
von Heterosis verantwortlich gemacht werden konnte (Meyer et al. 2007). AulRerdem kann
eine Erhéhung der DNA-Replikation in Verbindung mit einer Endoreduplikation stehen, einer
DNA-Replikation mit ausbleibender Zellteilung. Endoreduplikationen treten fiir gewohnlich
in der Endospermentwicklung von Mais auf und fuhren zu einem GrolRenwachstum der
Endospermzellen und somit potentiell zu einem gesteigerten Kornertrag (Spillane et al. 2000,
Vlieghe et al. 2007). Fur eine Erhéhung der Endoreduplikation spricht ebenfalls die Identifi-
zierung eines weiteren angereicherten Prozesses, der Zellwandmodifikation beim multidimen-
sionalen Zellwachstum. Die Bedeutung der Endoreduplikation fiir Heterosis von Kornertrag
wird in Kapitel 4.2.2 ausfihrlich diskutiert, spielt aber allem Anschein nach ebenfalls, wie
von Fu et al. (2010) diskutiert, bei der Hybridleistung von Kornertrag eine bedeutende Rolle,
da eine Vielzahl der beteiligten Gene sowohl mit der Hybridleistung als auch gleichzeitig mit

Heterosis von Kornertrag korreliert war.

Bei den mit der Korntrockenmasse korrelierten Genen (Kapitel 3.3, Abb.15) hingegen war der
am signifikantesten angereicherte Prozess die Lignin-Biosynthese. Eine Erklarung fiir diese

Beobachtung liefern Untersuchungen an brown midrib 3 (bm3) Maislinien in denen gezeigt
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werden konnte, dass eine Reduktion der Korntrockenmasse (15-20%) mit einer Reduktion der

Lignin-Level einherging (Inoue und Kasuga 1989).

Der Wassergehalt spielt bei der Kontrolle iber die Dauer der Kornflllung eine grolRe Rolle,
wobei das Verhaltnis zwischen Wassergehalt und Biomasseentwicklung entscheidend ist. So
kénnen Kaorner einen kritischen Punkt des Kornfeuchtegehalts erreichen, bei der die Biomas-
seproduktion zum erliegen kommt (Gambin et al. 2007). Dass die Korntrockenmasse und der
Kornertrag schwach negativ miteinander assoziiert sind, konnten wir anhand einer Korrelati-
onsanalyse zeigen (Kapitel 3.1, Abb.9). Die gegensétzlich positiv bzw. negativ mit beiden
Hybridmerkmalen korrelierten Gene konnten dabei pleiotrop an der Auspragung beider
Merkmale beteiligt sein und zur Identifizierung konkurrierender Prozesse bei der Auspragung
beider Hybridmerkmale beitragen. Potentiell bieten diese Prozesse somit die Mdglichkeit
verstehen zu lernen, wie die negative Korrelation zwischen den beiden Hybridmerkmalen
zustande kommt. Dieser Punkt stellt einen Aspekt dar, der besonders wichtig fiir die Zlchter
ist, da diese sowohl eine rechtzeitige Kornreifung in Form einer hohen Korntrockenmasse

zum Zeitpunkt der Ernte als auch einen hohen Kornertrag anstreben.

Ein Prozess der sowohl beim Kornertrag als auch bei der Korntrockenmasse angereichert war,
war die der Regulation der Glykolyse. Gene, die an der Regulation der Glykolyse beider
Hybridmerkmale beteiligt waren, kodierten unter Anderem flr drei Transkriptionsfaktoren
mit einer AP2-Domane (MZ00037336, MZ00040401, MZ00029588). Wril (Wrinkledl), ein
homologer Transkriptionsfaktor aus Arabidopsis kontrolliert den Metabolismus wahrend der
Kornentwicklung durch eine Erhéhung der Aktivitat einiger Glykolyse-Enzyme (Focks und
Benning 1998). Eine wril-Arabidopsismutante zeigte dementsprechend einen Anstieg des
loslichen Zuckers und eine Reduktion der Fettsaurebiosynthese (Focks und Benning 1998).
Neben den regulatorischen Genen war eine Vielzahl anderer Gene aus der Glykolyse mit den
Hybridmerkmalen korreliert. Dazu gehorten im Fall vom Kornertrag eine positiv mit Korner-
trag korrelierte Adenosin-Kinase/Phosphofruktokinase (PFK) (MZ00013816), welche fur den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Glykolyse verantwortlich ist und die Reaktion von
Fruktose-6-Phosphat in Fruktose-1,6-bisphosphat katalysiert. Desweiteren waren sowohl eine
alpha-, wie auch eine beta-Untereinheit der Pyrophosphat:Fruktose 6-Phosphat 1-
Phosphotransferase (PFP) (MZ00024213, MZ00024012) positiv mit Kornertrag korreliert.
PFP ist an der reversiblen Umwandlung zwischen Fruktose-6-Phosphat und Fruktose-1,6-
Bisphosphat beteiligt. Diese Ergebnisse lassen darauf schlielen, dass eine gesteigerte
Glykolyse bereits in den Expressionsmustern der parentalen Keimlinge mit dem Kornertrag
des Hybriden assoziiert ist. Bestatigt wird dies durch 3 Invertasen (MZ00005490,
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MZ00026683, MZ00033179), die ebenfalls positiv mit der Hybridleistung von Kornertrag
korreliert waren und am Saccharose-Abbau beteiligt sind. Die dabei entstehenden Produkte
Fruktose und Glukose werden durch eine Hexokinase (MZ00042300), welche das am
starksten positiv mit der Hybridleistung von Kornertrag korrelierte Gen Uberhaupt war
(Kapitel 3.2, Abb.13), in die Glykolyse bzw. in die Starkesynthese geleitet. Bereits in anderen
Arbeiten konnte eine positive Korrelation zwischen der Invertase-Aktivitat und dem Wach-
stum beobachtet werden (Morris und Arthur 1984, Schmalstig und Hitz 1987).

Im Fall der Korntrockenmasse war hingegen eine Beta-Untereinheit der PFP (MZ00024012)
negativ mit dem Hybridmerkmal korreliert. Hinzu kommt eine positive Korrelation mit der
Fruktose-1,6-Bisphosphatase (MZ00005948), dem Enzym, welches die entgegengesetzte
Reaktion zu der PFK Kkatalysiert. Diese Beobachtungen deuten somit auf einen Zusammen-
hang zwischen der Korntrockenmassebildung in der Kornentwicklung und einer verringerten
Glykolyse bzw. einer erhohten Stérkebildung in den Keimlingen des Hybriden hin. Hierfir
spricht die positive Korrelation zweier Enzyme aus der Starkesynthese, einer Endosperm-
ADP-Glukose Pyrophosphorylase (MZ00040536) und einem Enzym, welches bei der
Synthese fur die Verzweigung der Stérke verantwortlich ist (MZ00041670, starch branching
enzyme 4). Eine Regulation der Glykolyse und der konkurrierenden Starkebildung wird
durch das Enzym 6-Phosphofruktokinase 2 gesteuert. Das durch dieses Enzym gebildete
Fruktose-2,6-Bisphsphat wirkt in der Pflanze als negativer Regulator der Starkebildung
(Nielsen et al. 2004). Eine Fruktose-2,6-Bisphosphatase (MZ00032278) war positiv mit der
Korntrockenmasse korreliert. Eine gesteigerte Expression der Fruktose-2,6-Bisphophatase
fihrt jedoch keinesfalls zwingend zu einer gesteigerten Menge an Fruktose-2,6-Bisphosphat.
Der Grund dafir ist, dass bereits kleinste Mengen des Enzyms dazu in der Lage sind die
bendtigten Mengen an Produkt zu katalysieren und daher keine Korrelation zwischen der
Enzymmenge und der Produktmenge beobachten werden konnte (Nielsen et al. 2004). Daher
fiihrt eine hohere Expression wahrscheinlich eher zu einer Verbesserung des regulatorischen
Schalters, welcher schneller auf wechselnde Bedurfnisse bei der Starkeproduktion reagieren
kann (Nielsen et al. 2004) und womdglich dariiber in der Lage ist einen férderlichen Effekt

auf die Korntrockenmasse auszutiben.

Zusammengefasst, wurden fir die beiden Hybridmerkmale Kornertrag und Korntrockenmasse
Gene identifiziert, deren mittlere parentale Genexpression entweder einen positiven oder
negativen Einfluss auf die Hybridmerkmale zeigten. Daraus l&sst sich die Hypothese ableiten,
dass die mittlere parentale Genexpression direkt mit der Hybridexpression assoziiert ist und

eine gesteigerte DNA-Replikationsrate und ein erhdhtes Zellwachstum zu einem gesteigerten
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Kornertrag beitragen. Zudem scheint der Kornertrag im groRen MaRe von der Bereitstellung
von Energie im Zuge der Glykolyse abzuhéngen. Diese verbesserte Bereitstellung der Energie
konnte auf Kosten der Starkebildung bei der Kornfullung gehen. Daher ist anzunehmen, dass
die Glykolyseregulation eine zentrale Rolle bei der negativen Korrelation der beiden Hybrid-
merkmale spielt.

4.2.2 Charakterisierung von Heterosis fur Kornertrag

Die Entwicklung pflanzlicher Organe besteht in der Regel aus drei aufeinanderfolgenden
Prozessen; der Zellteilung, der Zellstreckung und der Zelldifferenzierung (Li et al. 2009).
Dies gilt ebenfalls fur die Endospermentwicklung, in der eine friihe Phase der Zellteilungen
gefolgt von einer Phase der Zellexpansion ber das endgiltige Volumen des Kornes entschei-
det, welches flr die anschlieBende Kornflllung zur Verfligung steht (Spillane et al. 2000).
Die Phase der Zellstreckung und Differenzierung wird begleitet von Endoreduplikationen,
einer DNA-Replikation mit ausbleibender Mitose, was eine Polyploidie zur Folge hat. Diese
Polyploidie bewirkt einen gesteigerten Metabolismus, der sich wiederrum positiv auf das
Wachstum der Zelle auswirkt (Vlieghe et al. 2007).

Unter den angereicherten biologischen Prozessen, die positiv mit MPH korrelierten (Kapitel
3.5, Tab.3) befand sich die positive Regulation der DNA-Endoreduplikation. Das positiv
MPH-korrelierte Gen (MZ00030283) dieses Prozesses kodierte fiir ein Protein mit einer
Homologie zu Fizzy-related 2 (Fzr2), einem Mitglied der Familie der WD-repeat Proteine
(Cebolla et al. 1999). Fzr2 fiihrte bei einer Uberexpression in Arabidopsis zu einer gesteiger-
ten, und wenn ausgeschaltet, zu einer Verringerung der Endoploidie in Blattzellen (Li et al.
2009). Somit hat eine Erh6hung bzw. eine Verringerung der fzr2-Expression einen direkten
Einfluss auf die Endoploidie in Abh&ngigkeit von der Expressionshéhe (Li et al. 2009). In der
Zelle wirkt Frz2 als Aktivator vom Anaphase-Promoting Komplex (APC) und bewirkt
dariiber eine Degradierung von Cyclin B (Cebolla et al. 1999, Li et al. 2009). Auf Mais
Ubertragen scheint eine hohere Expression des frz2 homologen Gens, durch eine gesteigerte
Endoreduplikation, einen positiven Einfluss auf Heterosis vom Kornertrag zu haben. Die
Regulation der Endoreduplikation findet in mehreren Stufen statt und beinhaltet unter
Anderem den Ausstritt aus dem mitotischen Zyklus. Dieser regulative Prozess war ebenfalls
unter den signifikant angereicherten positiv mit MPH korrelierten Prozessen in Form der

Regulation des Mitoseendes vertreten. Das dazugehorige Gen kodierte flir ein Protein mit
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zwei Dsl1p/Zw10-Doménen. Homologe Proteine wurden in Tieren ndher charakterisiert und
sind dort unter Anderem Teil des RZZ Komplexes am Kinetochor wahrend der Metaphase.
Dort interagieren sie mit den Mikrotubuli um diese Einzufangen und dann mittels weiterer

Regulatoren in die n&chste Phase (Anaphase) der Mitose Uberzuleiten (Schmitt 2010).

Verschiedene regulatorische Mechanismen sind an der Initiation der Endoreduplikation
beteiligt, welche durch Proteine des Zellzyklus kontrolliert werden (Cebolla et al. 1999). So
kann z.B. eine teilweise bzw. vollstdndige Inhibierung der Expression bestimmter Cyclin-
abhangiger Kinasen (CDK), zu einer Steigerung des Endozyklus fihren (Vlieghe et al. 2007).
Ubereinstimmend damit waren eine regulatorische Untereinheit einer Cyclin-abhangigen
Kinase (MZ00017273) und ein Cyclin-abhangiger Kinase-Inhibitor (MZ00021442) positiv
mit Heterosis korreliert. Ein ebenfalls positiv korreliertes Gen kodierte fiir eine Untereinheit
des Anaphase-Promoting Komplexes (APC), welches wie bereits beschrieben durch die
Proteolyse von Cyclinen einen Endozyklus auslésen kann (Li et al. 2009).

Neben den regulatorischen Mechanismen, die zur Initiation der Endoreduplikation beitrugen,
waren noch weitere biologische Prozesse mit Heterosis korreliert. So waren biologische
Prozesse der DNA-Replikation und der postreplikativen Reparatur vertreten, was auf eine
Veranderung der DNA-Replikation im Hybriden schlielen l&sst. Ebenfalls positiv sowohl mit
Heterosis als auch mit der Hybridleistung von Kornertrag waren 3 Expansine (MZ00012891,
MZ00019290, MzZ00022872), die im Zuge der durch die Endoreduplikation initiierten

Zellstreckung ein Mitwachsen der Zellwande ermdglichen kénnen (Cosgrove 2005).

Auxin ist ein Phytohormon welches neben der Kontrolle der Zellteilung vor allem an der
positiven Stimulierung der Zellelongation beteiligt ist (Went 1928, Christian et al. 2006).
Unter den mit Auxin interagierenden, Heterosis korrelierten Genen befanden sich nur solche
die positiv und gleichzeitig mit der Hybridleistung vom Kornertrag korreliert waren. Dazu
gehodrten 2 Auxin-response Faktoren (MZ00033465, MZ00024781), ein Auxin-induziertes
Protein (MZ00047919) und ein Auxin-bindendes Protein (MZ00041857). Die Ergebnisse
zeigten, dass, wie schon bereits fur die Hybridleistung von Kornertrag gezeigt (Fu et al.
2010), eine verstarkte Zellexpansion in Verbindung mit Endoreduplikationen in Hybriden mit

einem hoheren Ertrag assoziiert war.

Die Identifizierung Energie bezogener, positiv. MPH Korrelierter Prozesse wie dem
ATP/ADP-Transport und dem ATP-Synthese gekoppeltem Protonentransport lassen auf die
Bedeutung energieerzeugender Prozesse flr Heterosis schliefen. Zu diesen Prozessen
gehorten unter Anderem Gene, die fiir ATPase Untereinheiten (MZ00040530, MZ00040522)
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und ATP-Synthasen (MZ00029012, MZ00013447, MZ00005225) kodierten. Unterstitzt wird
die vermutete Bedeutung energieerzeugender Prozesse durch eine Arbeit in Reis, bei der
innerhalb einer Gruppe von Genen, welche differentiell zwischen den Eltern und dem
Superhybriden LYP9 exprimiert waren, eine Anreicherung von Genen aus dem Energiemeta-
bolismus nachgewiesen werden konnte (Wei et al. 2009). Weitere Hinweise auf eine Beteili-
gung energieerzeugender Prozesse am Heterosiseffekt liefert die GO-Anreicherungsanalyse
dieser Arbeit, bei der sowohl positiv als auch negativ MPH-korrelierte Gene mit einbezogen
wurden (Kapitel 3.5, Tab.5). Die dabei angereicherten zellularen Komponenten waren der
ATP-Synthase Komplex (Kopplungsfaktor F(0)), der Komplex | der Atmungskette und am
signifikantesten angereichert, die innere Membran der Mitochondrien. Der Komplex | der
Atmungskette ist mit an der Bildung des Protonengradienten beteiligt, welcher mittels des
ebenfalls positiv korrelierten ATP-Synthase Komplexes zur der Bildung von ATP beitragt
und somit Energie fur die Entwicklung der Pflanze bereitstellt.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Grofiteil des basalen Pflanzenmetabolismus auf die
Synthese, Faltung, Abbau und die erneute Synthese von Proteinen féllt (Quigg und Beardall
2003). Goff (2011) vermutete, dass eine hohere Energieeffizienz des Proteinmetabolismus im
Hybriden zum Heterosiseffekt beitrdgt. Bei Eukaryoten betrdgt die durchschnittliche Halb-
wertszeit eines Proteins nur ca. 30 Stunden (Goldberg und Dice 1974, Goldberg und St John
1976) und es wurde gezeigt, dass ungefaltete Proteine zu einer verlangsamten Zellproliferati-
on beitragen (King et al. 1996, Brewer et al. 1999, Goff 2011). Ein effizienterer Proteinmeta-
bolismus kénnte somit dabei helfen Energie, welche fiir das Wachstum und die Kornentwick-
lung bendtigt wird, einzusparen. So zeigte Bao et al. (2005) in Hybriden von Reis eine
schwachere Expression von Genen, die an der Prozessierung von Proteinen beteiligt waren,
wie z.B. UBC2 oder PPlase (Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase), wobei Letzteres den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Proteinfaltung darstellt (Goff 2011). Zwei von
insgesamt drei Genen (MZ00036953, MZ00041260) die fir eine PPlase kodierten, zeigten
eine negative Korrelation mit Heterosis fir Kornertrag. Hinzu kamen eine Protease aus den
Chloroplasten (MZ00027578) und ein DDI1-Homolog, welches Teil des Ubiquitin-Proteasom
Systems und dartiberhinaus am Zellzyklus beteiligt ist (White et al. 2011). Ein angereicherter
Prozess, der ebenfalls negativ mit Heterosis korrelierte, war die Reaktion der Pflanze auf
Hitzestress (G0O:0009408). Die negativ korrelierten Gene dieses Prozesses kodierten unter
Anderem flr eine Proteasom-Untereinheit (MZ00016505), zwei Chaperone (MZ00015453,
MZ00027332), und zwei Hitzeschockproteine (MZ00015015, MZ00018548), die wie die

Chaperone auch an der Proteinfaltung beteiligt sind. Chaperone und Hitzeschockproteine
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benodtigen fur die Proteinfaltung eine betréchtliche Menge an Energie in Form von ATP
(Baniwal et al. 2004).

Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass Temperaturstress einen negativen Einfluss auf das
Kornwachstum und die Ertragsstabilitdt hat. Dabei scheint die Aufrechterhaltung hoher
Cytokininlevel ein wichtiger Faktor bei der Thermotoleranz und der Ertragsstabilitit zu sein
(Cheikh und Jones 1994). Ubereinstimmend mit diesen Beobachtungen waren zwei O-
Glykosyltransferasen (MZ00005164, MZ00051786) positiv mit Heterosis korreliert. O-
Glykosyltransferasen katalysieren die Glykosylierung der Cytokinine, wodurch diese
reversibel inaktiviert werden, aber in dieser Form vor dem Abbau durch Cytokinin-Oxidasen
geschutzt sind (McGaw und Horgan 1983, Armstrong 1994). Dies konnte in Stresssituationen

zu einem stabilen Cytokininlevel in den Hybriden beitragen.

Neben den negativ mit Heterosis korrelierten Genen aus der Hitzestressantwort waren noch
andere Prozesse, die in Interaktion mit der Umwelt stehen, angereichert. So waren die
Reaktion der Pflanze auf Pilze, die Reaktion auf osmotischen Stress und die Reaktion auf eine
Veranderung im Tag-Nacht-Rhythmus in Bezug auf die Entwicklung und Reproduktion der
Pflanze signifikant angereichert. Da sich Heterosis neben einem erhéhten Ertrag und einem
starkeren Wachstum ebenfalls durch eine verbesserte Toleranz gegentiber Pathogenen und
einer verbesserten Adaption an umweltbedingten Stress auszeichnet (Guo et al. 2006), ist die
Zugehorigkeit der identifizierten Heterosis korrelierten Gene zu den genannten Prozessen
durchaus nachvollziehbar. So konnte bereits zuvor gezeigt werden, dass ein Grofteil der
Verbesserung der Maishybride auf eine verbesserte biotische und abiotische Stresstoleranz
zuruckzufihren ist (Duvick 2001, Duvick et al. 2004). Zudem kann abiotischer sowie
biotischer Stress zu einer Reduktion des Kornertrages wahrend der besonders anfélligen
Phasen der Blitenbildung und der Kornfullung fihren (Bidinger et al. 1987, Bolafios und
Edmeades 1993). Neben den bereits erwéhnten angereicherten biologischen Prozessen spielt
ebenfalls die positiv mit Heterosis korrelierte und angereicherte Biosynthese von Spermidin
eine Rolle bei der Stressadaption. So ist Spermidin in der Lage, bei Salzstress auftretende
freie Radikale einzufangen, Zellmembranen zu stabilisieren und das ionische Gleichgewicht

in der Zelle aufrechtzuerhalten (Jiménez-Bremont et al. 2007).

Neben der positiv mit Heterosis korrelierten Antwort auf Pilze, war der Katabolismus von
Zellwanden ebenfalls positiv mit Heterosis korreliert. Die dazugehdrigen Heterosis assoziier-
ten Gene kodierten groRtenteils fir Chitinasen (MZ00014841, MZ00014842, MZ00016332).

Damit spielt dieser Prozess keine Rolle im Katabolismus der pflanzlichen Zellwénde, sondern
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in der Abwehr von Pilzinfektionen durch die direkte Inhibierung des Pilzwachstums oder der
Aktivierung der pflanzlichen Abwehr (Ishihara et al. 1998, Shoresh und Harman 2008).

Als letzte groRe Gruppe Heterosis assoziierter biologischer Prozesse waren solche angerei-
chert, die an der Regulation der Genexpression beteiligt waren. Hierzu gehorten solche, die in
der Synthese und Prozessierung von mRNAs involviert sind, wie die positiv korrelierten
Prozesse der mRNA-Polyadenylierung und dem Schneiden der mRNAs. Hinzu kamen positiv
assoziierte Prozesse mit epigenetischen regulatorischen Funktionen, wie der Histon-
Phosporylierung und dem postranskriptionellen Gene Silencing, bei dem eines der beiden
assoziierten Gene fir einen Argonauten (Ago4) kodiert, der an der durch kurze RNAs
gesteuerten Methylierung der genomischen DNA beteiligt ist (Wu et al. 2010). Die epigeneti-

sche Regulation in der Ausbildung von Heterosis wird im Abschnitt 4.5 im Detail diskutiert.

Zusammenfassend kann fiir die funktionelle Charakterisierung von Heterosis des Kornertra-
ges gesagt werden, dass die Expression der Eltern auf der Annahme einer Uberwiegend
additiven Genexpression im Hybriden, die ebenfalls in dieser Arbeit bestatigt werden konnte,
die Identifikation einer Vielzahl von Heterosis-assoziierten Genen erlaubte, die in bedeuten-
den Prozessen wie dem Zellwachstum, der Energiegewinnung, der Stress- bzw. Pathogenre-

sistenz und der Genregulation eine gewichtige Rolle spielen.

Dabei l&sst die Identifikation der Hybridmerkmal korrelierten Gene in einem so frihen
Stadium wie dem der Keimlinge darauf schlieBen, dass bereits in der frihen Entwicklung
bestimmte Expressionslevel im Hybriden etabliert sind, die sich messbar auf den Kornertrag
bzw. die Korntrockenmasse auswirken. Eine moégliche Erklarung flr die Existenz Heterosis
von Kornertrag relevanter Expressionslevel in solch friihen Stadien und Geweben wie dem
Keimling, ist die neutrale Evolution der pflanzlichen Transkription. Bei der neutralen
Evolution kdnnen sich bestimmte Genexpressionslevel in Teilen oder der gesamten Pflanze
aufgrund eines fehlenden negativen Selektionsdruckes etablieren, auch wenn deren funktio-
nelle Bedeutung nur auf spezifische Gewebe und/oder Entwicklungsstadien beschrankt ist
(Broadley et al. 2008). Eine weitere Erklarung fur das Vorhandensein von Kornertrag bzw.
Korntrockenmasse assoziierten Genexpressionen im Keimlingsstadium kann deren Beteili-
gung an der Schaffung positiver bzw. negativer Bedingungen fir die Etablierung spéaterer
Hybridmerkmale sein. So wurde bereits in anderen Versuchen gezeigt, dass der Kornertrag
mit anderen Merkmalen, wie z.B. der Pflanzengréf3e, positiv in Mais korreliert war (Igbal et
al. 2011).
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4.3 In silico Lokalisierung Heterosis bzw. Hybridleistung von Kornertrag assoziierter
Bereiche im Genom der Maislinie B73

In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl von Marker basierten QTL-Analysen durchgefihrt,
um die Regionen im Genom zu identifizieren, die an der Ausbildung quantitativer Merkmale,
wie z.B. dem Kornertrag, beteiligt sind (Agrama und Moussa 1996, Kozumplik et al. 1996,
Ribaut et al. 1997, Austin und Lee 1998, Melchinger et al. 1998). Diese Analysen in Verbin-
dung mit Genexpressionsanalysen kénnen dazu beitragen die Gene zu identifizieren, die den

QTLs und somit dem Merkmalen unterliegen (Hitzemann et al. 2003).

Die Identifizierung der verantwortlichen Gene wurde in der vorliegenden Arbeit durch die
Korrelation der parentalen Genexpressionen mit umfangreichen Felddaten der Hybridmerk-
male bewerkstelligt. Diese Gene waren in der Lage Heterosis bzw. die Hybridmerkmale im
Hybriden vorherzusagen und fuhrten zur ldentifizierung einer Vielzahl interessanter biologi-
scher Prozesse, deren Beteiligung an der Merkmalauspragung zum Grof3teil durch andere
Arbeiten bestétigt werden konnte. Desweiteren zeigte die genomische Verteilung der Hyb-
ridmerkmal korrelierten Gene auf dem Genom der Linie B73 eine statistisch signifikante
Abweichung von der zufalligen Verteilung der Kontrollgene. Diese Beobachtung untermauert
zusétzlich deren funktionelle Bedeutung bei der Merkmalauspragung, da bei einer nicht
spezifischen ldentifikation der Gene im Zuge der Korrelationsanalysen eine genomische

Verteilung dhnlich der der Kontrollgene zu erwarten gewesen ware.

Resultierend aus der Beobachtung einer nicht zufélligen genomischen Verteilung zeigten die
Untersuchungen, dass sowohl fir die Hybridleistung von Kornertrag als auch fir MPH von
Kornertrag Regionen im Genom mit einer erhdhten Dichte korrelierter Gene existierten. Es
wurde angenommen, dass diese genomischen Fragmente eine besondere Rolle bei der
Ausbildung der untersuchten quantitativen Merkmale spielen kénnen. Um diese Vermutung
zu untermauern wurden bereits bekannte QTLs fur Kornertrag identifiziert, die mit den
genomischen Fragmenten auf Chromosom 1 und einem genomischen Fragment der Hybrid-
leistung von Kornertrag auf Chromosom 8 kolokalisierten. Die genomische Lokalisierung der
QTLs, basierend auf den QTL-flankierenden Markern der gentischen Karte ,,IBM2 2008
Neighbors*, ermdglichte dabei eine Vergleichbarkeit von QTLs unterschiedlicher Linien im
Genom der Linie B73. Hierbei kolokalisierten teilweise mehrere QTLs aus Untersuchungen
mit unterschiedlichen Linien an den Stellen der in dieser Arbeit identifizierten Fragmente. So
z.B. kolokalisierte das Heterosis-Fragment hgyld1.14 gleichzeitig mit dem QTL qgyld55
(Kozumplik et al. 1996) und dem QTL qgyld70 (Austin und Lee 1998) auf Chromosom 1.
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Ein weiteres Beispiel war das Fragment gyld8.15, der Hybridleistung von Kornertrag,
welches gleich mit drei QTLs (qgyld37, qgyld63, qgyld74) aus unterschiedlichen Studien
(Ribaut et al. 1997, Austin und Lee 1998, Melchinger et al. 1998) kolokalisierte.

Die Kolokalisierung der Fragmente mit mehreren QTLs verschiedener Studien lassen auf
genomische Bereiche schlieRen, deren Effekt auf den Kornertrag in mehreren Linien von
Mais konserviert zu sein scheint. Die Fragmente, die mit keinen der bereits bekannten QTLSs
kolokalisierten, sind womdglich spezifisch fir die untersuchten Linien. Unterschiede zwi-
schen den QTLs verschiedener Linien sind bei Mais wahrscheinlich durch die grol3e Variabi-
litdt und Kolinearitat des Genoms zu erklaren (Brunner et al. 2005, Vroh Bi et al. 2006).

Neben den bereits erwéhnten QTL-Untersuchungen von quantitativen Merkmalen wie dem
Kornertrag wurden ebenfalls bereits Analysen Uber heterotische QTLs vom Kornertrag
veroffentlicht (Stuber et al. 1992, Cockerham and Zeng 1996, Graham et al. 1997, Lu et al.
2003, LeDeaux et al. 2006; Frascaroli et al. 2007, Garcia et al. 2008, Frascaroli et al. 2009,
Schon et al. 2010). Und im Gegensatz zu den QTLs vom Kornertrag zeigten die heterotischen
QTLs vom Kornertrag eine grofRere Bestandigkeit tber mehrere Populationen und Studien
hinweg, was deren Position im Genom betraf (Schon et al. 2010). So konnte gezeigt werden,
dass der Grofteil der heterotischen QTLs fiir Kornertrag direkt in den genomischen Bins
lagen, welche sich in direkter Nachbarschaft zum Zentromer befanden (Schon et al. 2010).
Diese zentromernahe Position traf ebenfalls fir vier (hgyld1.8, hgyld1.14, hgyld2.6, hygld3.7)
der insgesamt finf in dieser Arbeit identifizierten Fragmente mit erhdhter Gendichte an MPH
korrelierten Genen zu. Diese Fragmente lagen zudem allesamt auf Bins in denen bereits
heterotische QTLs identifiziert wurden (Schon et al. 2010). Schon et al. (2010) vermuteten,
dass Allele innerhalb dieser QTLs aufgrund der geringen Rekombinationsrate der zentromer-
nahen Regionen (McMullen et al. 2009) in heterotischen Gruppen fixiert wurden und in
Kombination mit fixierten Allelen anderer heterotischer Gruppen zur Ausbildung von
Heterosis beitragen.

GO-Anreicherungsanalysen (Kapitel 3.6, Tab 9) zeigten, dass eine Vielzahl der in Kapitel 4.3
diskutierten biologischen Prozesse fir MPH ebenfalls in den 5 heterotischen Fragmenten mit
erhohter Gendichte reprasentiert waren. Die Tatsache, dass die Bedeutung dieser Prozesse fiir
Heterosis, wie z.B. die der Endoreduplikation oder des ATP-Synthese gekoppelten Protonen-
transports hinreichend gezeigt werden konnte, unterstreicht die Bedeutung der identifizierten
Fragmente noch zuséatzlich und macht es wahrscheinlich, dass die in dieser Arbeit identifizier-

ten Gene die molekulargenetische Basis fiir die kolokalisierten QTLs bilden.
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4.4 Die Rolle additiv exprimierter Gene bei der Ausbildung von Heterosis

Eine Vielzahl von Studien hat sich in der Vergangenheit mit der Rolle differentiell exprimier-
ter Gene im Hybriden bei der Ausbildung von Heterosis beschaftigt (Vuylsteke et al. 2005,
Guo et al. 2006, Stupar und Springer 2006, Swanson-Wagner et al. 2006, Uzarowska et al.
2007, Meyer et al. 2007, Hoecker et al. 2008). Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf
die Gene gerichtet, die im Hybriden vom Mittel der elterlichen Expression abweichen.
Solchen nicht-additiv exprimierten Genen wurde aufgrund ihrer veréanderten Genregulation im
Hybriden eine besondere Rolle bei der Ausbildung von Heterosis zugesprochen. Gestutzt wird
diese Annahme durch Genexpressionsanalysen aus Reis und Arabidopsis, bei denen in
Vergleichen zwischen den Inzuchteltern und ihren Hybriden eine Vielzahl nicht-additiv
exprimierter Gene nachgewiesen werden konnte. Zudem zeigten eine Analyse in Mais von
Auger et al. (2005) in Northern Blots bei 24 von 30 untersuchten Genen aus reifem Blattge-

webe eine nicht additive Expression im Hybriden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen mit diesen Beobachtungen, betreffend dem Anteil
additiv und nicht-additiv exprimierter Gene, nicht Uberein. Hier zeigten die differentiell
exprimierten, Hybridmerkmal korrelierten Gene, in Vergleichen zwischen 9 Inzuchtlinienpaa-
ren und deren Hybriden in 7 Tage alten Keimlingen, eine Uberwiegend additive Genexpressi-
on (Kapitel 3.7.1, Abb.24). Unterstltzt werden diese Ergebnisse durch Arbeiten, bei denen
grolere Teile des Transkriptoms in Mais untersucht wurden. So demonstrierte Guo et al.
(2003) in cDNA-AFLP Versuchen mit Endospermgewebe, dass lediglich 10% der differenti-
ell exprimierten Gene nicht-additiv exprimiert waren. Mikroarray Analysen von Stupar und
Springer (2006) mit 11 Tage alten Keimlingen ergaben ebenfalls nur 20% nicht-additiv
exprimierte Gene. Darliber hinaus waren in der vorliegenden Arbeit die nicht-additiv expri-
mierten Gene, nicht konsistent in allen untersuchten Hybriden vom Mittel der Eltern abwei-
chend exprimiert, sondern zeigten in anderen Hybriden ebenfalls eine additive Expression.
Diese Beobachtung stimmt mit der von anderen Studien Uberein, bei denen mehr als ein
Hybrid analysiert wurde und ebenfalls kein konstitutiv nicht-additiv exprimiertes Gen
identifiziert werden konnte (Guo et al. 2006, Uzarowska et al. 2007). Zusammenfassend kann
somit davon ausgegangen werden, dass zumindest in Mais eine additive Expression in

Keimlingen und im Endospermgewebe Uberwiegt.

Guo et al. (2006) zeigten zudem, dass der Anteil additiv exprimierter Gene mit Heterosis von
Kornertrag in Mais positiv korreliert war, wohingegen keine Korrelation zwischen der Anzahl
nicht-additiver Gene und Heterosis beobachtet werden konnte. Diese Beobachtung konnte in
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der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Keines der Expressionsmuster zeigte eine
signifikante Korrelation mit einem der Hybridmerkmale. Jedoch wurde in dieser Arbeit im
Gegensatz zu der von Guo et al. (2006) eine selektive Vorauswahl der untersuchten Gene,
basierend auf den Korrelationen der berechneten mittleren parentalen Expressionsniveaus und
den Hybridmerkmalen, getroffen. Dies kann zu Verdnderungen im prozentualen Anteil
additiv exprimierter Gene beigetragen haben und somit eine mogliche Korrelation additiv-
exprimierter Gene mit Heterosis in den untersuchten Linien kaschiert haben. Desweiteren
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die wenigen nicht-additiv exprimierten, Hetero-
sis korrelierten Gene nicht signifikant stdrker mit Heterosis assoziiert waren als die rein

additiv exprimierten Gene (Kapitel 3.7.2).

Die Verbindung zwischen einer additiver Expression und Heterosis konnte in dieser Arbeit
durch die Identifikation signifikant mit Heterosis korrelierter Gene und deren uberwiegend
additiven Expression in sieben Tage alten Keimlingen gezeigt werden. Vorteile dieser Arbeit
waren dabei die Integrierung umfangreicher Felddaten, die in mehreren verschiedenen
Standorten unter unterschiedlichen agrarékologischen Bedingungen gemessen wurden und
somit den umweltabhangigen Anteil von Heterosis berticksichtigen. Desweiteren wurden die
Hybridmerkmal korrelierten Gene in transkriptomweiten Analysen mit einer groRen Anzahl
genetisch diverser Inzuchtlinien durchgefiihrt, was deren Assoziation mit Heterosis und mit

den anderen Hybridmerkmalen ein zusatzliches Gewicht verleiht.

Ein Model zur Bedeutung additiver Genexpression bei der Ausbildung von Heterosis wurde
bereits von Springer und Stupar (2007) erdacht, konnte bisher jedoch aufgrund der fehlenden
Identifizierung Heterosis assoziierter, additiv exprimierter Gene nicht experimentell bestatigt
werden. In diesem Model (Kapitel 1.2, Abb.4) gehen sie davon aus, dass eine grol3e Anzahl
von Genen einen optimalen Expressionsbereich besitzt, in dessen Grenzen Veranderungen der
Genexpression keine grofieren negativen Auswirkungen auf den Phanotyp haben. Wird jedoch
dieser optimale Expressionsbereich tber- bzw. unterschritten, so flihrt dies zu einer negativen
Beeintrachtigung des Phanotyps. Begrinden tun sie diese Annahme durch zahlreiche Beo-
bachtungen von Genen mit einem optimalen Expressionsbereich, die z.B. in der Pathogenab-
wehr und Krankheitsresistenz eine Rolle spielen (Heidel et al. 2004) und durch das haufigere
Auftreten rezessiver anstelle dominanter Mutationen (Karper 1932, Neuffer und Sheridan
1980).

Im Unterschied dazu identifizierten die Korrelationsanalysen dieser Arbeit Gene, deren

mittlere parentalen Expressionsniveaus entweder negativ oder positiv linear mit Heterosis von
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Kornertrag korrelierten. Dies bedeutet, dass die identifizierten Gene im Hybriden, sofern sie
additiv exprimiert waren, keinen flr Heterosis optimalen Expressionsbereich aufwiesen,
sondern mit einem stetig steigenden bzw. sinkenden Expressionsniveau direkt linear mit
Heterosis assoziiert waren. Fir die identifizierten Heterosis korrelierten Gene besteht zwar die
Mdoglichkeit, dass die gemessene lineare Korrelation mit den Bereichen einer linearen
Korrelation eines optimalen Expressionsbereichs zusammenféllt; dies ist jedoch allein
aufgrund der groBen Anzahl untersuchter Hybride (98 Hybride) und der grofRen Bandbreite
(Kapitel 2.1.1.1) der untersuchten Heterosisauspragung recht unwahrscheinlich. Ebenfalls
besteht die Maglichkeit, dass neben den linear korrelierten Genen dieser Arbeit noch andere
additiv exprimierte Gene existieren, die einen optimalen mittleren Expressionsbereich
aufzeigen, aber durch die hier verwendete lineare Regression nicht identifiziert werden

konnten.

Das auf den Ergebnissen dieser Arbeit resultierende, von Springer und Stupar (2007) abge-
wandelte Model ist in Abbildung 34 dargestellt. In diesem Model fiihrt die additive Expressi-
on der linear mit Heterosis assoziierten Gene dazu, dass das Expressionsniveau eines Gens im
Hybriden stets glinstiger in Bezug auf Heterosis ist, als in einem der beiden Eltern. Bei der
Betrachtung eines einzelnen Gens wirde jedoch eines der beiden Elternteile stets ein gunsti-
geres Expressionsniveau als das des Hybriden aufweisen. Daher funktioniert dieses Model in
Bezug auf Heterosis nur bei der Betrachtung der Summe aller Heterosis assoziierten Gene.
Erst dann ist die additive Expression der Gene in der Lage negativ beeinflussende, in den
Inzuchteltern fixierte Expressionslevel zu kompensieren und eine Verbesserung gegenuber

beiden Eltern herbeizufiihren.

Eine Fixierung negativer Expressionslevel bei den Inzuchteltern im Laufe der Ziichtung kann
verschiedene Griinde haben. So kann der negative Einfluss eines einzelnen Gens fir sich
allein betrachtet zu schwach sein und daher vom Zichter unentdeckt bleiben. Dies und die
recht niedrige Rekombinationsrate mancher Regionen im Maisgenom in Verbindung mit einer
maoglichen genetischen Kopplung vorteilhaft exprimierter mit nachteilig exprimierten Genen
stellen mogliche Griinde dafiir dar, warum es Zuchtern maoglicherweise bisher nicht gelang,

diese fur Heterosis forderlichen Expressionsniveaus in Inzuchtlinien zu etablieren.

Geht man davon aus, dass die positiv bzw. negativ mit Heterosis korrelierten Gene eine
direkte Auswirkung auf Heterosis haben, so fuihren steigende bzw. fallende Genexpressionen
zu einer Erhohung des Heterosiseffekts, sprich einem Zuwachs der Vitalitdt des Hybriden

gegeniiber dem Mittel der beiden Inzuchteltern. Daraus folgt, dass die Hybridleistung in
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einem stérkeren MaRe zunimmt als die der Eltern. Somit muss eine Veranderung der Genex-
pression im Hybriden eine starkere Auswirkung auf den Phanotyp haben als in den Inzuchtel-
tern. Das gilt nicht fiir die allein mit der Hybridleistung korrelierten Gene. Bei denen kann
eine Veranderung der Genexpression sowohl zu einer Verbesserung des Phanotyps beim
Hybriden als auch zu einer dhnlichen Verbesserung im Inzuchtelter beitragen. Das bedeutet,
Heterosis korrelierte Gene missen im gréfReren Male auf andere Gene als Interaktionspartner
angewiesen sein, die moglicherweise im Hybriden in anderer Form oder anderer Menge
vorliegen als in den Inzuchteltern. Somit kann keines der Heterosis korrelierten Gene flr sich
allein genommen einen direkten linearen Einfluss auf Heterosis ausiiben. Die Vermutung ist
daher, dass durch den transkriptomweiten Ausgleich der Expressionslevel im Hybriden eine
lineare Korrelation bestimmter Gene mit Heterosis erst ermdglicht wird. Zudem ist die
Wabhrscheinlichkeit, aufgrund der mittleren additiven Expression im Hybriden, hoher einen
Interaktionspartner mit einem gunstigen Expressionslevel zu finden. Des Weiteren kdnnen
Heterosis korrelierte Gene im Hybriden im Gegensatz zu den Inzuchteltern mit zwei unter-
schiedlichen Allelen eines mdglichen Interaktionspartners interagieren. Beispiele bei denen
eine ausgewogenere Expression im Hybriden von Vorteil sein kann, liefern Transkriptionsfak-
toren und Proteine aus der Signaltransduktion (Birchler et al. 2001, Komili und Silver 2008).
Viele Gene innerhalb von QTLs kodieren fiir solche Proteine, die mit anderen Proteinen in
regulativen Komplexen interagieren, wo die Mengenverhaltnisse der einzelnen Komponenten
die Effizienz durch Dosage-Effekte stark beeinflussen (Birchler et al. 2001). Ein weiteres
Beispiel flr eine verbesserte Interaktion in Hybriden liefern Metabolomanalysen aus Mais, in
denen eine, im Vergleich zu den Inzuchteltern, geringere Variabilitdt und ein dichteres
Netzwerk untersuchter Metabolite in Hybriden beobachtet werden konnte (Lisec et al. 2011).
Die Vermutung ist, dass die geringere Variabilitat verschiedener Metabolite durch einen
verbesserten Fluss durch die Stoffwechselwege entsteht und dadurch ein erhéhtes Wachstum
im Hybriden bedingt. Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung mit dem Model dieser
Arbeit, bei der eine ausgeglichenere Expression von Genen, die an Stoffwechselwegen

beteiligt sind, den verbesserten Fluss der Metabolite erméglichen kdnnte.
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Abb.34: Model zur Erklarung des Einflusses additiv exprimierter, linear Heterosis korrelierter Gene auf
Heterosis.

Gezeigt sind drei Gene A, B und C, von denen die Gene A und C positiv und das Gen B negativ mit Heterosis
korreliert sind. Jedes Gen zeigt eine lineare Assoziation der Genexpression in Bezug auf Heterosis, dargestellt
durch einen gleichmaBigen Ubergang von WeiR zu Schwarz, wobei Weil ein optimaleres Expressionsniveau
darstellt. Die Genexpressionsniveaus zweier Inzuchteltern (Inzucht 1, Inzucht 2) und ihres Hybriden (Hybrid)
sind innerhalb der Genboxen dargestellt. Die Hybride gleichen durch die additive Expression nachteilige
Expressionen der Inzuchteltern aus.

4.5 Gene Silencing hat einen Einfluss auf Heterosis von Kornertrag

In diesem Teil der Arbeit ging es um die Untersuchung eines mdglichen Einflusses kurzer
RNAs in Form des sog. Gene Silencing auf den Heterosiseffekt. Hierzu wurden transgene
Maispflanzen verwendet, die einen viralen Gene Silencing Suppressor aus WSMV exprimier-
ten. Gene Silencing Suppressoren sind generell in der Lage die Funktion kurzer RNAs zu
unterbinden (Anandalakshmi et al. 1998, Ye et al. 2003). Kreuzungsversuche mit diesen
Mais-Suppressorlinien und Messungen des Heterosiseffekts bezlglich der Wachstumsge-
schwindigkeit sollten mdégliche Einflisse kurzer RNAs auf das Phdanomen Heterosis aufkla-

ren.

Uber die Beteiligung kurzer RNAs an Heterosis wurde in den letzten Jahren viel diskutiert.
Ein epigentischer Anteil am Heterosiseffekt wurde zunéchst durch deutliche Unterschiede in
den DNA-Methylierungsniveaus von Hybriden im Vergleich zu deren Inzuchteltern in Reis
vermutet (Xiong et al. 1999). In Mais- und Sorghum-Hybriden beeinflussten diese Anderun-
gen in der DNA-Methylierung nicht nur Transposonsequenzen sondern auch Sequenzen von
Genen mit bekannter Funktion (Zhao et al. 2007, Zhang et al. 2007). Basierend auf der
uniparentalen Expression und der Komplexitat der kurzen RNA-Populationen in der Samen-
entwicklung von Arabidopsis, konnte auf eine Verbindung zwischen kurzen RNAs und den
Expressionsunterschieden in Hybriden und somit auf Heterosis geschlussfolgert werden

(Mosher et al. 2009). Desweiteren deuten Veranderungen in der Anzahl kurzer RNAs und der
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Methylierungsmuster im Hybriden, auf deren Beteiligung am Heterosiseffekt hin (Qi et al.
2010, Groszmann et al. 2011).

Einen weiteren Hinweis konnte in der vorliegenden Arbeit durch die ldentifizierung eines
angereicherten, mit Heterosis korrelierten biologischen Prozesses, dem Posttranskriptionellen
Gene Silencing, gezeigt werden (Kapitel 3.5, Tab.3). Die mit Heterosis in den Keimlingen der
Inzuchtlinien positiv korrelierten Gene dieses Prozesses kodierten fiir einen Argonauten
(MZ00036649) und eine RNA-abhangige RNA-Polymerase (MZ00028872), zwei Enzyme die
eine zentrale Funktion beim Gene Silencing Ubernehmen. Ein Beweis fir eine direkte
Beteiligung dieser kurzen RNAs am Heterosiseffekt wurde bisher jedoch noch in keiner
Avrbeit erbracht.

Wichtig fir den Versuch war die erfolgreiche Induktion der P1/HC-Pro Expression zu einem
moglichst frihen Zeitpunkt in der pflanzlichen Entwicklung, wie sie in Nucelli, 2 und 7 Tage
nach der Bestdubung gezeigt werden konnte (Kapitel 3.8.1, Abb.29). Ein Grund hierfir ist,
dass Heterosis durch die Interaktion beider elterlichen Genome im Hybriden verursacht wird.
An der Einregulierung der Expression beider elterlicher Genome sind aller VVoraussicht nach
Demethylierungs- bzw. Methylierungsprozesse beteiligt, die durch kurze RNAs reguliert
werden (Chen 2007, Jahnke und Scholten 2009). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass
das paternale Genom bereits kurze Zeit nach der Befruchtung aktiviert wird (Meyer et al.
2007). Eine frihe Inaktivierung dieser kurzen RNAs durch den viralen Suppressor ware somit
in der Lage eine Verdnderung von Heterosis im weiteren Verlauf der Pflanzenentwicklung

herbeizufiihren.

Zundachst zeigten die Ergebnisse der Kreuzungsversuche mit den P1/HC-Pro Pflanzen, dass
das Induktionsmedium Dexamethason keinerlei Einfluss auf das Wachstum der Inzuchtlinien
bzw. der Hybride besal}. Dies zeigten die Wachstumsraten der nicht transgenen Wildtyp-
Kreuzungen, bei denen T-Tests keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen
Inzuchtlinien bzw. Hybriden in Abhangigkeit von Dexamethason nachweisen konnten. Dieser
Umstand ist wichtig, da Dexamethason den einzigen Unterschied in den Anzuchtbedingungen
darstellte und somit eine Wirkung auf das Wachstum einen Vergleich der Wachstumsraten

erschwert hatte.

Die Ergebnisse zeigten zudem, bis auf eine einzige Ausnahme, dass alle Hybride, egal ob
transgen oder nicht transgen, einen messbaren Heterosiseffekt ausbildeten. Die Ausnahme
bildeten die transgenen nicht induzierten Pflanzen, deren Heterosiseffekt geringer ausfiel und

statistisch nicht signifikant war. Bei den transgenen induzierten Pflanzen hingegen war der
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Heterosiseffekt gut ausgeprdagt und so ergab eine ANOVA-Analyse einen signifikanten
Unterschied zum Heterosiseffekt der jeweiligen nicht-induzierten Pflanzen. Die Induktion der
P1/HC-Pro Expression scheint somit eine Erhéhung des Heterosiseffektes in den untersuchten
Pflanzen zu verursachen. Die Veranderung des Heterosiseffektes basierte dabei ausschlief3lich
auf einer Erhohung der Wachstumsrate der Hybride. Die Wachstumsraten der Inzuchtlinien
waren hingegen von der Expression des viralen Suppressors nicht messbar beeinflusst. Ein
maoglicher Grund flr die geringere Wachstumsrate der transgenen nicht induzierten Hybride
im Vergleich zu den nicht transgenen Hybriden kann im Genotyp der transgenen Pflanzen
liegen. So konnen die transgenen Pflanzen mit ihrem bei der Transformation urspriinglichen
Hi-Il Hintergrund, trotz achtmaliger Rickkreuzung mit A188, lber einen nicht vollstandig
homozygoten Genotyp verfiigen. Die transgenen Pflanzen aus den Kreuzungen waren in
Bezug auf das Transgen stets hemizygot. Aufgrund der bei Mais in manchen Bereichen des
Genoms auftretenden geringen Rekombinationshdufigkeit (Gore et al. 2009, Liu et al. 2009),
konnten das Transgen selbst und der umliegende Chromosomenabschnitt, dessen Grofle von
der Entfernung zu den néchsten Rekombinationsstellen abhangig ist, zu Unterschieden im

Vergleich zum Wildtyp fuhren.

Um den positiven Effekt auf Heterosis durch die P1/HC-Pro Expression in den Hybriden
nachvollziehen zu kénnen, muss man sich zundchst mit der Funktion des Suppressors aus
WSMV beschaftigen. Der verwendete Suppressor P1/HC-Pro kodiert fir ein Polyprotein, das
sich nach der Translation autokatalytisch in P1 und HC-Pro aufspaltet. Im Gegensatz zu den
Potyviren scheint die Suppressorwirkung nicht durch das HC-Pro sondern wie von Sentner
(2008) gezeigt durch das P1 zu erfolgen. Dass P1 die Suppressorwirkung anstelle von HC-Pro
ausubt, konnte ebenfalls bereits fur das P1 aus CVYV (Cucumber vein yellowing virus,
Potyviridae) gezeigt werden (Valli et al. 2006). Die Wirkung des Gene Silencing Suppressors
von WSMV in Mais konnte indirekt bereits durch einen Synergie-Effekt nachgewiesen
werden, welcher bei einer Co-Infiltration mit dem Maize chlorotic mottle virus (MCMV) zu
einer Verstarkung der Infektion und der daraus resultierenden Symptomatik beitrégt (Scheets
1998).

Jedoch ist der Mechanismus, mit dem das P1 das Gene Silencing unterdriickt noch vollig
unbekannt. Durch Versuche an einer Vielzahl verschiedener Suppressoren konnte Merai et al.
(2006) zeigen, dass mehrere von ihnen in der Lage waren doppelstrdngige RNA zu binden,
was vermuten l&sst, dass diese Bindungsfahigkeit eine generelle Strategie der Suppression
von Gene Silencing darstellt. Nach diesem Model kénnte P1 die Funktion von miRNAs storen

und wie im Fall von P1/HC-Pro des Turnip mosaic virus (TuMV) in Arabidopsis die Expres-
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sion bestimmter, an der Entwicklung beteiligter Transkriptionsfaktoren, storen (Kasschau et
al. 2003). Dies fuhrte im Fall des P1/HC-Pro aus TuMV in Arabidopsis zu schwerwiegenden
Entwicklungsstérungen, wie einem gestauchten Wachstum, einem geringeren Internodienabs-
tand und einer gestorten Blattentwicklung (Kasschau et al. 2003). Falls P1 die Funktion der
21nt langen miRNAs inhibiert, hatten wir in dieser Arbeit neben dem beobachteten positiven
Einfluss auf Heterosis ebenfalls eine Stérung in der Entwicklung der Keimlinge beobachten
sollen. Da dies nicht der Fall war, besteht ebenfalls die Mdglichkeit, dass P1 vielleicht in zu
geringer Konzentration in den Pflanzen exprimiert wurde. Da nur die Transkription bisher
erfolgreich nachgewiesen wurde und nicht die Translation, besteht die Mdglichkeit, dass diese
in zu geringem Mal3e ausfiel um einen sichtbaren Phanotyp zu erzeugen. Eine Suppression
des Gene Silencing durch die Bindung kurzer RNAs benétigt eine ausreichende Menge des
Suppressors, um alle gebildeten kurzen RNAs zu binden und dadurch zu inhibieren. Dennoch
kann eine geringe Inhibition durch die Bindung eines Teils der kurzen RNAs einen Einfluss
auf ein quantitatives Merkmal wie Heterosis haben, wohingegen andere nicht-quantitative

Merkmale unbeeintréchtigt bleiben wiirden.

Mérai et al. (2006) zeigte ebenfalls, dass einige Suppressoren in Abhangigkeit von der GroRe
der kurzen doppelstrangigen RNAs diese binden. Daher besteht eine weitere Moglichkeit
darin, dass P1 einen selektiven Einfluss auf andere kurze RNAs austibt, wie z.B. die langeren
cis-acting siRNAs (casiRNAs), die von Transposons, repetitiven Elementen und Tandem-
Repeats (z.B. 5s rRNA) stammen. Sie sind meist 24 nt lang und machen den GroRteil der
endo-siRNAs aus (Xie et al. 2004). casiRNAs bewirken an den Loci ihrer Transkription die
Bildung von Heterochromatin, die Methylierung von DNA und die Modifikation von
Histonen (Mette et al. 2000, Hamilton et al. 2002, Llave et al. 2002, Zilberman et al. 2003,
Chan et al. 2004, Xie et al. 2004, Tran et al. 2005).

Fur eine Beeinflussung dieser casiRNAs sprechen eine Vielzahl von Ergebnissen aus Reis,
Mais und Sorghum, bei denen Veranderungen im DNA-Methylierungsmuster von Hybriden
festgestellt wurden (Zhang et al. 2007; Zhao et al. 2007). Eine Arbeit in Arabidopsis, bei der
ausschlieBlich eine Reduktion der 24nt langen kurzen RNAs im Hybriden nachgewiesen
werden konnte (Groszmann et al. 2011), stimmt mit der Vermutung einer Suppression dieser
kurzen RNAs durch P1/HC-Pro und einer damit einhergehenden Steigerung von Heterosis
Uberein. Die Reduktion der 24nt war mit einer Verénderung der Methylierung und der
Genexpression einer Vielzahl unterschiedlicher Gene korreliert, von denen eine Vielzahl fir
Transkriptionsfaktoren und Regulatoren der Signaltransduktion korrelierten (Groszmann et al.

2011). Ebenfalls in zwei Unterarten von Reis und ihren reziproken Hybriden sowie in einer
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Untersuchung mit Hybriden von Arabidopsis konnte eine Reduktion der 24nt langen kurzen
RNAs beobachtet werden (Ha et al. 2009, He et al. 2010). Eine Arbeit in Mais zeigte zudem
eine positive Korrelation zwischen dem parentalen Unterschied in der Methylierung der
CHG-Erkennungssequenz und Heterosis von Kornertrag (Qi et al. 2010). Eine weitere Gruppe
24nt langer kurzer RNAs sind die longmiRNAs (ImiRNAs), die erst vor kurzem in Reis
entdeckt wurden und dort ebenfalls, wie die casiRNAs an der Methylierung von DNA
beteiligt sind (Wu et al. 2010). Sie werden durch einen anderen Dicer (Dicer3) als die 21nt
langen miRNAs prozessiert und wirken mittels eines spezifischen Argonauten (Ago4) sowohl
auf die Genomabschnitte ihrer Herkunft, als auch auf andere Abschnitte in trans. Sie spielen
dabei mittels DNA-Methylierung eine Rolle in der Genregulation (Wu et al. 2010). Das
bereits zu Anfang erwahnte positiv mit Heterosis korrelierte Gen (MZ00036649) kodiert flr
ein Maishomolog des Argonauten 4a aus Reis, einem von vier Mitgliedern der AGO4-Familie
(Kapoor et al. 2008, Wu et al. 2009). Dies bekréftigt die Vermutung, dass die Funktion dieser
24nt langen ImiRNAs und damit verbunden die Methylierung von DNA einen Einfluss auf

Heterosis austiben.

Da bis zu diesem Zeitpunkt die genaue Funktionsweise von P1 nicht gezeigt werden konnte,
kann bisher nur vermutet werden, inwieweit oder auf welche Art und Weise das Gene
Silencing inhibiert wird und somit eine negative Rolle bei der Auspragung von Heterosis in
den Maislinien A188 und H99 spielt. Weitere Versuche mit anderen, besser charakterisierten
Suppressoren, sowie Untersuchungen der kurzen RNA-Populationen sind in Planung und

sollen die bisher gemachten Beobachtungen erganzen bzw. erhérten.
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Das Ziel dieser Arbeit war zum Einen die Bereitstellung transkriptioneller Marker fur die
Entwicklung neuartiger VVorhersagemodelle von Heterosis, sowie zum Anderen die funktio-
nelle Charakterisierung von Heterosis des Kornertrages und zwei weiterer Merkmale, der

Hybridleistung von Kornertrag und der Korntrockenmasse.

Hierzu wurden genomweite Mikroarray-Expressionsanalysen mit 7 Tage alten Keimlingen
von 21 parentalen Inzuchtlinien aus einem Zuchtungsprogramm der Universitdt Hohenheim
durchgefiihrt und differentiell exprimierte Gene identifiziert. Die Expressionsprofile der
differentiell exprimierten Gene wurden von Frisch et al. (2010) fir die Entwicklung von
Vorhersagemodellen eingesetzt und erzielten dabei in Vergleichen mit DNA Marker basierten
Vorhersagemodellen bessere Ergebnisse. Die erfolgreiche Vorhersage der Hybridleistung
verdeutlichte die Bedeutung der Gene als Marker in zukunftigen Ziichtungsprogrammen und

spiegelt deren Aussagekraft in Bezug auf die Charakterisierung von Heterosis wider.

Zur Charakterisierung von Heterosis und der beiden Hybridleistungsmerkmale wurden
zunéchst Gene identifiziert, die mit einem oder mehreren dieser Hybridmerkmale assoziiert
waren. Hierfur wurden Korrelationsanalysen zwischen den Felddaten der Merkmale von 98
Hybriden und den mittleren Expressionsniveaus der differentiell exprimierten Gene der
entsprechenden Inzuchtelternpaare durchgefihrt. Dies fuhrte zur Identifizierung 4481 linear,
mit einem oder mehreren der Hybridmerkmale, korrelierter Gene. Die bei der Korrelation
verwendete mittlere parentale Genexpression entspricht dem Niveau einer additiven Expressi-
on im Hybriden, welche in weiteren Mikroarrayanalysen von 9 Hybriden und ihren Inzuchtel-
tern fir den Grofteil der untersuchten korrelierten Gene bestatigt werden konnte. Nicht-
additive Expressionsprofile wurden ebenfalls beobachtet, traten aber seltener und nicht
konsistent zwischen den 9 untersuchten Hybriden und den Inzuchteltern auf. Die groBtenteils
additive Expression im Hybriden kann durch eine rein cis-regulierte Genexpression erklart
werden (Wittkopp et al. 2004) und stellt, aufgrund der direkten Vererbung durch die elterli-
chen Genome, ein weiteres Indiz fur die funktionelle Aussagekraft der parentalen Expressi-

onsprofile dar.

Zur funktionellen Charakterisierung der drei Hybridmerkmale wurde mittels GO-
Anreicherungsanalyse eine Vielzahl angereicherter biologischer Prozesse identifiziert. Die
angereicherten Prozesse lielRen darauf schlielen, dass die Regulierung der Glykolyse und der

Starkesynthese eine zentrale Rolle bei der Balance der gegenlaufigen Merkmale Kornertrag
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und Korntrockenmasse spielen. Dabei zeigte sich, dass Gene, die die Glykolyse vorantreiben,
eher mit dem Kornertrag assoziiert waren, wohingegen die Korntrockenmasse korrelierten

Gene eher an der Glukoneogenese und der Starkebildung beteiligt waren.

Die funktionelle Charakterisierung von Heterosis von Kornertrag ergab eine Beteiligung der
korrelierten Gene an Prozessen wie der Endoreduplikation, dem damit verbundenen Zell-
wachstum, der Energiegewinnung, der Protein-Prozessierung, der Pathogen-, und Stress-
Abwehr und der Regulation der Genexpression. Die funktionelle Bedeutung der identifizier-
ten Gene und biologischen Prozesse konnte durch Ergebnisse zahlreicher anderer Arbeiten

unterstitzt werden.

Eine in silico Lokalisierung auf dem Genom der Maislinie B73 zeigte eine nicht zuféllige
Verteilung der Hybridleistung bzw. der MPH von Kornertrag korrelierten Gene, was deren
funktionelle Bedeutung zusatzlich Gewicht verleiht. Regionen im Genom mit einer Gendich-
te, die Uber dem statistisch zu erwartenden Wert lagen, wurden identifiziert und mit bereits
beschriebenen QTLs aus verschiedenen Studien unterschiedlicher Linien erfolgreich kolokali-
siert. Die Heterosis-assoziierten Regionen waren dabei, wie fur heterotische QTLs in anderen

Arbeiten bereits gezeigt, zum groRten Teil nahe der Zentromere lokalisiert.

Desweiteren wurde Uber die Bedeutung additiv exprimierter Gene bei der Ausbildung von
Heterosis diskutiert und basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit das Model von Springer
und Stupar (2007) um die linear mit Heterosis korrelierten Gene erweitert. Gemal diesem
erweiterten Model fuhren Veranderungen in den absoluten Expressionswerten Heterosis
assoziierter Gene im Hybriden zu einem linearen Anstieg bzw. Abfall von Heterosis. Die
dabei vorherrschende additive Expression im Hybriden sorgt flr einen transkriptomweiten

Ausgleich negativ wirkender, in den Inzuchteltern fixierter Expressionslevel.

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss kurzer RNAs in Form des Gene Silencings auf
Heterosis untersucht. Hierzu wurden transgene Maispflanzen mit induzierbarer Expression
des Gene Silencing Suppressor P1/HC-Pro aus WSMV verwendet. Das induzierbare System
erlaubte den Vergleich identischer Genotypen unter induzierten und nicht induzieren Bedin-
gungen. Die Expression von P1/HC-Pro in den untersuchten transgenen Maispflanzen fiihrte
zu erhohten Heterosiswerten in den induzierten Linien im Vergleich zu den nicht-induzierten
Pflanzen. Diese Ergebnisse zeigen zum ersten Mal eine direkte Beteiligung des Gene
Silencings bei der Ausbildung von Heterosis. Dabei scheint die Storung der Funktion kurzer
RNAs zu einer Erhéhung des Heterosis-Effektes beizutragen.
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7 Anhang

7 Anhang

7.1 Neuannotaion der 46k-Arrays durch Blast2GO

Die Neuannotation des 46k-Arrays des ,,Maize Oligonucleotide Array Projects* ist bis zum
Zeipunkt ihrer geplanten Veroffentlichung unter folgenden Links als Excel-Tabelle (xlIs und
xIsx-Format) verfigbar:

http://www.biologie.uni-hamburg.de/bzf/ebbt/46kArray _Blast2GO_Annotation.xls
http://www.biologie.uni-hamburg.de/bzf/ebbt/46kArray Blast2GO_Annotation.xIsx

Die urspriingliche Annotation befindet sich unter http://www.maizearray.org.

7.2 Hybridmerkmal korrelierte Gene

Eine Liste der Hybridmerkmal (MPH Kornertrag, Hybridleistung Kornertrag, Hybridleistung
Korntockenmasse) korrelierten Gene findet sich im Anhang der Veroffentlichung Thiemann
et al. (2010) (Supplementary material 2).

7.3 In silico Lokalisierung im Genom der Linie B73

Tabelle 11: Hybridleistung von Kornertrag korrelierte Gene, die mit genomischen Fragmenten
mit statistisch erhohter Gendichte korrelierter Gene, auf dem B73-Genom kolokalisieren.

MZ00024269 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 118876055 118876124

MZz00025324 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 114917033 114917102

qgyld1.12 MZz00027151 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 122731393 122731462
’ MZz00030651 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 120360800 120360869
MZ00036384 1 118 bits (130) 2.00E-25 68/70 (97%) 0/70 (0%) 119039534 119039603

MZ00038585 1 96.9 bits (106) 6.00E-19 53/53 (100%) 0/53 (0%) 114916966 114917018

MZz00019488 1 93.3 bits (102) 7.00E-18 55/56 (98%) 1/56 (1%) 143890399 143890454

MZz00022715 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 138718734 138718803

qgyld1.14 MZ00024308 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 137046344 137046413
MZ00030697 1 82.4 bits (90) 1.00E-14 61/71 (85%) 8/71 (11%) 139682533 139682600

MZz00035219 1 66.2 bits (72) 1.00E-09 38/39 (97%) 0/39 (0%) 143891710 143891748

MZz00005096 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 156572388 156572457

MZ00017387 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 162284436 162284505

MZ00017483 1 120 bits (132) 5.00E-26 70/71 (98%) 1/71 (1%) 158732692 158732762

qgyld1.16 MZz00025579 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 156198838 156198907
MZz00042146 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 155669015 155669084

MZ00043699 1 89.7 bits (98) 9.00E-17 70/88 (79%) 18/88 (20%) 164499376 164499463

MZ00044238 1 66.2 bits (72) 1.00E-09 38/39 (97%) 0/39 (0%) 161563138 161563176

MZ00044652 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 155720099 155720168

MZz00004234 3 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 36904908 36904977

MZz00014509 3 122 bits (134) 1.00E-26 69/70 (98%) 0/70 (0%) 36132991 36133060

MZ00015106 3 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 31062185 31062254

MZ00016795 3 122 bits (134) 1.00E-26 67/67 (100%) 0/67 (0%) 32203818 32203884

MZz00019360 3 122 bits (134) 1.00E-26 69/70 (98%) 0/70 (0%) 36260442 36260511

MZz00021342 3 122 bits (134) 1.00E-26 69/70 (98%) 0/70 (0%) 32080930 32080999

qgyld3.4 MZz00022017 3 114 bits (126) 2.00E-24 63/63 (100%) 0/63 (0%) 40288916 40288978
MZ00023174 3 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 36766324 36766393

Mz00024547 3 122 bits (134) 1.00E-26 69/70 (98%) 0/70 (0%) 33235377 33235446

MZz00028741 3 69.8 bits (76) 8.00E-11 41/43 (95%) 0/43 (0%) 37027457 37027499

MZ00029155 3 118 bits (130) 2.00E-25 68/70 (97%) 0/70 (0%) 32449528 32449597

MZ00031268 3 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 33641608 33641677

MZ00036400 3 109 bits (120) 9.00E-23 65/68 (95%) 0/68 (0%) 35979336 35979403
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Fortsetzung Tabelle 11

MZ00005805
MZ00013316
MZ00013750
MZ00014953
MZ00018474
MZz00022007
MZ00022841
MZ00025108
MZ00026205
qgyld3.13  MZz00028483
MZ00029320
MZ00029615
MZ00035131
MZ00037910
MZ00039601
MZ00041750
MZ00041857
MZ00044305
MZ00055519
MZ00001274
MZ00005939
MZ00013526
MZ00015150
MZ00028261
MZ00035748
MZ00037595
ggyld7.2  MZz00038982
MZzZ00042709
MZ00042990
MZ00043830
MZzZ00043831
MZ00055863
MZ00057208
MZ00057303
MZzZ00014867
MZ00015406
MZzZ00016641
MZ00018062
MZ00020326
MZ00020432
MZ00022397
MZ00025896
MZ00026928
qgyld8.15 Mz00027736
MZzZ00030743
MZ00030919
MZ00031150
MZ00031307
MZ00032406
MZ00040498
MZ00041353
MZ00041708
MZzZ00044473

Die Tabelle zeigt die genomischen Fragmente (qgyld) mit erhéhter Dichte Hybridleistung von Kornertrag
korrelierter Gene. Ebenfalls gezeigt sind die Oligo-1Ds (www.maizearray.org) der kolokalisierten
Hybridleistung korrelierten Gene, sowie die Ergebnisse der Blastn-Suche der in silico Lokalisierung
(Kapitel 2.2.7 und 3.6). Die gezeigten Blastn-Ergebnisse der Oligos umfassten unter Anderem deren
genaue physikalische Position (Start [bp], Ende [bp]) auf dem entsprechenden Chromosom (Chr.) des B73

Genoms.
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127 bits (140)
127 bits (140)
107 bits (118)
100 bits (110)
120 bits (132)
75.2 bits (82)
127 bits (140)
122 bits (134)
127 bits (140)
107 bits (118)
78.8 bits (86)
122 bits (134)
80.6 bits (88)
69.8 bits (76)
55.4 bits (60)
69.8 bits (76)
127 bits (140)
82.4 bits (90)
127 bits (140)
98.7 bits (108)
114 bits (126)
127 bits (140)
96.9 bits (106)
122 bits (134)
113 bits (124)
95.1 bits (104)
98.7 bits (108)
127 bits (140)
102 bits (112)
127 bits (140)
102 bits (112)
127 bits (140)
91.5 bits (100)
127 bits (140)
118 bits (130)
127 bits (140)
127 bits (140)
75.2 bits (82)
105 bits (116)
98.7 bits (108)
62.6 bits (68)
127 bits (140)
127 bits (140)
118 bits (130)
127 bits (140)
96.9 bits (106)
120 bits (132)
127 bits (140)
127 bits (140)
120 bits (132)
127 bits (140)
91.5 bits (100)
105 bits (116)

3.00E-28
3.00E-28
3.00E-22
5.00E-20
5.00E-26
2.00E-12
3.00E-28
1.00E-26
3.00E-28
3.00E-22
2.00E-13
1.00E-26
5.00E-14
8.00E-11
2.00E-06
8.00E-11
3.00E-28
1.00E-14
3.00E-28
2.00E-19
2.00E-24
3.00E-28
6.00E-19
1.00E-26
8.00E-24
2.00E-18
2.00E-19
3.00E-28
1.00E-20
3.00E-28
1.00E-20
3.00E-28
1.00E-17
3.00E-28
2.00E-25
3.00E-28
3.00E-28
2.00E-12
1.00E-21
2.00E-19
1.00E-08
3.00E-28
3.00E-28
2.00E-25
3.00E-28
6.00E-19
5.00E-26
3.00E-28
3.00E-28
5.00E-26
3.00E-28
2.00E-17
1.00E-21
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70/70 (100%)
70/70 (100%)
67/71 (94%)
55/55 (100%)
70/71 (98%)
41/41 (100%)
70/70 (100%)
69/70 (98%)
70/70 (100%)
65/69 (94%)
45/46 (97%)
69/70 (98%)
44/44 (100%)
38/38 (100%)
53/68 (77%)
43/45 (95%)
70/70 (100%)
47/48 (97%)
70/70 (100%)
58/59 (98%)
68/70 (97%)
70/70 (100%)
53/53 (100%)
69/70 (98%)
67/70 (95%)
63/69 (91%)
62/67 (92%)
70/70 (100%)
59/61 (96%)
70/70 (100%)
70/81 (86%)
70/70 (100%)
50/50 (100%)
70/70 (100%)
68/70 (97%)
70/70 (100%)
70/70 (100%)
41/41 (100%)
66/70 (94%)
66/70 (94%)
42/46 (91%)
70/70 (100%)
70/70 (100%)
67/68 (98%)
70/70 (100%)
62/68 (91%)
70/71 (98%)
70/70 (100%)
70/70 (100%)
66/66 (100%)
70/70 (100%)
63/70 (90%)
60/61 (98%)

0/70 (0%)
0/70 (0%)
2/71 (2%)
0/55 (0%)
1/71 (1%)
0/41 (0%)
0/70 (0%)
0/70 (0%)
0/70 (0%)
0/69 (0%)
0/46 (0%)
0/70 (0%)
0/44 (0%)
0/38 (0%)
0/68 (0%)
2/45 (4%)
0/70 (0%)
0/48 (0%)
0/70 (0%)
1/59 (1%)
1/70 (1%)
0/70 (0%)
0/53 (0%)
0/70 (0%)
0/70 (0%)
1/69 (1%)
0/67 (0%)
0/70 (0%)
0/61 (0%)
0/70 (0%)
11/81 (13%)
0/70 (0%)
0/50 (0%)
0/70 (0%)
0/70 (0%)
0/70 (0%)
0/70 (0%)
0/41 (0%)
2/70 (2%)
3/70 (4%)
1/46 (2%)
0/70 (0%)
0/70 (0%)
0/68 (0%)
0/70 (0%)
0/68 (0%)
1/71 (1%)
0/70 (0%)
0/70 (0%)
0/66 (0%)
0/70 (0%)
6/70 (8%)
0/61 (0%)

131075597
132445907
130898673
125513256
131459304
133581174
132623277
131053900
127291527
125711874
131389927
131236616
125334839
133926939
131879573
125334852
130178205
132446462
129027968
11816045
19471985
11461318
19373913
20191443
19502008
19225722
11553254
16720294
20160685
13857964
13858025
12134048
11073420
11460687
145243611
145511516
151424316
150500364
148253743
149964181
151720500
152261734
152104196
153467033
154678177
144730272
153279347
145367041
145229882
148253820
145884997
145243801
145885158

131075666
132445976
130898743
125513310
131459374
133581214
132623346
131053969
127291596
125711942
131389972
131236685
125334882
133926976
131879640
125334894
130178274
132446509
129028037
11816103
19472053
11461387
19373965
20191512
19502077
19225790
11553320
16720363
20160745
13858033
13858105
12134117
11073469
11460756
145243680
145511585
151424385
150500404
148253810
149964247
151720544
152261803
152104265
153467100
154678246
144730339
153279417
145367110
145229951
148253885
145885066
145243864
145885218
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Tabelle 12: MPH von Kornertrag korrelierte Gene, die mit genomischen Fragmenten mit
statistisch erhohter Gendichte korrelierter Gene, auf dem B73-Genom kolokalisieren.

MZ00004146 1 73.4 bits (80) 7.00E-12 48/53 (90%) 5/53 (9%) 12852165 12852212
MZ00005424 1 73.4 bits (80) 7.00E-12 40/40 (100%) 0/40 (0%) 6800998 6801037
MZ00007100 1 118 bits (130) 2.00E-25 65/65 (100%) 0/65 (0%) 11216485 11216549
MZ00012891 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 11814552 11814621
MZ00012935 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 2848978 2849047
MZ00014788 1 118 bits (130) 2.00E-25 68/70 (97%) 0/70 (0%) 6509563 6509632
MZ00014841 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 7351430 7351499
MZ00014842 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 7347998 7348067
MZ00018016 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 3206394 3206463
MZ00021226 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 11909149 11909218
MZ00024567 1 122 bits (134) 1.00E-26 69/70 (98%) 0/70 (0%) 11211919 11211988
MZ00026957 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 7263737 7263806
heyld1.1 MZ00027322 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 8260923 8260992
MZ00027444 1 118 bits (130) 2.00E-25 67/68 (98%) 0/68 (0%) 11148183 11148250
MZ00029251 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 12905753 12905822
MZ00029709 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 2419999 2420068
MZ00030283 1 122 bits (134) 1.00E-26 69/70 (98%) 0/70 (0%) 4975409 4975478
MZ00030460 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 7157881 7157950
MZ00030810 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 7322842 7322911
MZ00032512 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 6220405 6220474
MZ00039328 1 109 bits (120) 9.00E-23 66/70 (94%) 0/70 (0%) 6772411 6772480
MZ00039473 1 82.4 bits (90) 1.00E-14 60/70 (85%) 0/70 (0%) 7829663 7829732
MZz00042322 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 8510432 8510501
MZ00044381 1 93.3 bits (102)  7.00E-18 63/70 (90%) 2/70 (2%) 5504942 5505009
MZ00044382 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 5505058 5505127
MZ00055574 1 113 bits (124) 8.00E-24 67/70 (95%) 0/70 (0%) 12394476 12394545
MZ00000784 1 118 bits (130) 2.00E-25 68/70 (97%) 0/70 (0%) 103493561 103493630
MZ00015356 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 106293000 106293069
MZ00015632 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 105748484 105748553
heyldLs MZ00016408 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 104510903 104510972
: MZ00032590 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 98856589 98856658
MZ00036618 1 122 bits (134) 1.00E-26 69/70 (98%) 0/70 (0%) 101937859 101937928
MZ00043794 1 73.4 bits (80) 7.00E-12 40/40 (100%) 0/40 (0%) 104969246 104969285
MZ00043871 1 82.4 bits (90) 1.00E-14 67/86 (77%) 18/86 (20%) 105687296 105687381
MZ00004251 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 189631181 189631250
MZz00020921 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 191842691 191842760
MZ00027976 1 122 bits (134) 1.00E-26 69/70 (98%) 0/70 (0%) 181718473 181718542
MZ00028245 1 104 bits (114) 4.00E-21 65/70 (92%) 0/70 (0%) 186861576 186861645
MZ00031657 1 82.4 bits (90) 1.00E-14 45/45 (100%) 0/45 (0%) 182240973 182241017
MZ00033202 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 190068385 190068454
MZ00039034 1 66.2 bits (72) 1.00E-09 36/36 (100%) 0/36 (0%) 187944075 187944110
hgyld1.14  MZz00041260 1 116 bits (128) 6.00E-25 64/64 (100%) 0/64 (0%) 192279844 192279907
MZ00042074 1 82.4 bits (90) 1.00E-14 45/45 (100%) 0/45 (0%) 190548436 190548480
MZ00043328 1 120 bits (132) 5.00E-26 70/71 (98%) 1/71 (1%) 184544882 184544952
MZ00043904 1 118 bits (130) 2.00E-25 65/65 (100%) 0/65 (0%) 187944032 187944096
MZ00044058 1 96.9 bits (106)  6.00E-19 55/56 (98%) 0/56 (0%) 180679450 180679505
MZ00055420 1 122 bits (134) 1.00E-26 69/70 (98%) 0/70 (0%) 187921221 187921290
MZ00055925 1 118 bits (130) 2.00E-25 67/68 (98%) 0/68 (0%) 191771213 191771280
MZ00057214 1 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 180200697 180200766
MZ00004615 2 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 79377346 79377415
MZ00017189 2 96.9 bits (106)  6.00E-19 64/70 (91%) 2/70 (2%) 69623425 69623492
hgyld2.6  MZz00028659 2 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 76901573 76901642
MZ00040522 2 80.6 bits (88) 5.00E-14 64/78 (82%) 13/78 (16%) 77787831 77787903
MZ00040530 2 104 bits (114) 4.00E-21 57/57 (100%) 0/57 (0%) 77787865 77787921
MZ00017501 3 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 83891235 83891304
heylds.y  M200018172 3 127 bits (140) 3.00E-28 70/70 (100%) 0/70 (0%) 86740057 86740126
MZ00032961 3 123 bits (136) 4.00E-27 68/68 (100%) 0/68 (0%) 91887993 91888060
MZ00040180 3 68.0 bits (74) 3.00E-10 40/42 (95%) 0/42 (0%) 83196620 83196661

Die Tabelle zeigt die genomischen Fragmente (hgyld) mit erhéhter Dichte allein MPH von Kornertrag
korrelierter Gene. Ebenfalls gezeigt sind die Oligo-1Ds (www.maizearray.org) der kolokalisierten MPH
korrelierten Gene, sowie die Ergebnisse der Blastn-Suche der in silico Lokalisierung (Kapitel 2.2.7 und
3.6). Die gezeigten Blastn-Ergebnisse der Oligos umfassten unter Anderem deren genaue physikalische
Position (Start [bp], Ende [bp]) auf dem entsprechenden Chromosom (Chr.) des B73 Genoms.
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