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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Mais als Kulturpflanze

Mais (Zea mays L. ssp. mays) ist eine einjahrige Kulturpflanze aus der Familie der
Sulgraser (Poaceae), die urspringlich aus dem subtropischen Raum in Sid- und
Mittelamerika stammt. Die Kulturform Mais entstammt dem Wildgras Teosinte (Zea
mays L. ssp. parviglumis) (Beadle, 1939), weist einen diploiden Chromosomensatz
(2n = 20) auf und ist mondzisch, diklin (Neuffer & Coe, 1974, Miedaner, 2010). In
Abhangigkeit von Form und Struktur der Kdrner lasst sich Mais systematisch in
sieben Varietaten einordnen. Von diesen hat Zahnmais (Dent) mit ca. 73 % der
weltweiten Anbauflache die wirtschaftlich grof3te Bedeutung, gefolgt vom Hartmais
(Flint) mit einem Anteil von 14 % (Mejia, 2003). Weltweit stellt Kérnermais mit einer
Anbauflache von knapp 177 Mio. ha und einer Gesamtproduktion von 872 Mio t im
Jahr 2012 vor Reis und Weizen die wichtigste Getreideart dar (Martin et al., 2006,
FAO Statistics Division, 2014). In vielen Regionen Lateinamerikas, Afrikas, Indiens
und Chinas dient Mais als Grundlage fur die menschliche Erndhrung. In Deutschland
wurden 2012 insgesamt 2,6 Mio. ha Mais angebaut, Uberwiegend Hybriden aus
Zahnmais und Hartmais und dabei ein Kornermaisertrag von 5 Mio t und ein
Silomaisertrag von 95 Mio. t erwirtschaftet (Deutsches Maiskomitee e.V.). Der
Grofteil der Maisernte wird als Futtermittel, zur Energiegewinnung oder als Rohstoff
in Industriezweigen, wie Lebensmittel-, Getréanke-, Verpackungs-, Textil- und
Pharmaindustrie eingesetzt (Mejia, 2003). Aufgrund der immensen Bedeutung von
Mais fur die Nahrungsmittel- und Energieproduktion ist eine weltweit stetige

Ausweitung des Maisanbaus wahrscheinlich (Edgerton, 2009).

Im Rahmen des Klimawandels wird von einem globalen Anstieg der bodennahen
Durchschnittstemperaturen um 2,4 °C bis 3,4 °C ausgegangen (Solomon et al.,
2007). Als direkte Konsequenz wird es in vielen Regionen der Welt, so auch in
Europa, zu einer zeitlichen Verschiebung der Niederschlagsverteilung kommen. Fur
Europa wird ein Niederschlagsriickgang von 20 % bis 50 % in der Vegetationszeit
und eine Niederschlagszunahme um 10% bis 20% in den Wintermonaten
prognostiziert (Christensen et al., 2011). Dies wird auch erhebliche Auswirkungen auf

den Maisanbau haben. Bereits seit 1961 wird die kinstlich beregnete
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EINLEITUNG

landwirtschaftliche Flache in Europa im Durchschnitt um jahrlich 144.000 ha erweitert
(Strosser et al., 1999) und ein groRRer Teil davon entfallt auf die Maisproduktion.
Insbesondere in Griechenland, Italien, Portugal und Spanien betragt bereits jetzt der
Anteil der kunstlich bewasserten Maisflache an der gesamten Maisflache zwischen
60% und 100 %. In Frankreich stehen derzeit bereits ca. 45% der
Maisanbauflachen unter kinstlicher Bewasserung (Eurostat, 2007). Dabei lassen der
sorglose Umgang mit den Wasservorraten und der steigende Wasserverbrauch, der
mit der wachsenden Weltbevdlkerung einhergeht, Wasser in vielen Regionen der
Erde und dabei auch in Europa immer knapper werden (Schroter et al., 2005). Eine
deutlich effizientere Wassernutzung ist daher erforderlich, um zuktnftige Ertrdge zu
sichern (Molden, 2007). Dies kann uber effizientere Techniken der Bewasserung und
Methoden im Pflanzenbau, aber vor allem durch die pflanzenzichterische
Entwicklung von Sorten mit héherer Wassernutzungseffizienz (WUE, ,water-use
efficiency”) erfolgen (Boyer, 1996, Wallace, 2000). Die Entwicklung von Sorten mit
hoher WUE setzt die Identifikation und Selektion von Genotypen mit hoher WUE
voraus. Hierfur sind phanotypische Merkmale notwendig, die eine sichere Beurteilung

der WUE vieler Genotypen mit mdglichst geringem Aufwand ermdéglichen.

1.2. Indikatoren fur die Wassernutzungseffizienz

Im Allgemeinen wird WUE als das Verhéltnis zwischen der Menge an assimiliertem
Kohlenstoff und der dabei aufgewandten Menge an Wasser definiert (Bacon, 2004).
Eine Steigerung der WUE kann somit prinzipiell sowohl durch eine verstarkte
Kohlenstoffassimilierung als auch durch eine Reduktion der dabei aufzuwendenden
Wassermenge erreicht werden. In der Praxis bestehen diverse Definitionen fir WUE,
je nachdem wie die Menge an assimiliertem Kohlenstoff und die Menge an
aufgewandtem Wasser erfasst werden. Die sogenannte ,effektive* WUE (WUE,) wird
meist mittels Gaswechselmessung an einzelnen Blattern oder Blattteilen als
Konzentrationsanderungen von CO, und H,O in einem offenen oder geschlossenen
System gemessen (Polley, 2002). Im Gegensatz dazu ist die ,intrinsische* WUE
(WUE;) das Verhéaltnis zwischen der assimilierten Kohlenstoffmenge und der
stomataren Leitfahigkeit und somit weniger abhangig vom atmospharischen
Wasserdampfgehalt als WUE. (Morgan & LeCain, 1991, Johnson, 1993, Gilbert et

11



EINLEITUNG

al., 201l1a). Das Verhéltnis der produzierten Biomasse zur dabei genutzten
Wassermenge wird als ,Langzeit* WUE (WUEg) bezeichnet (Martin & Thorstenson,
1988) und meist in Topfexperimenten, wie u.a. in Farquhar & Richards (1984)
beschrieben, gemessen. Der Vorteil von WUEg gegentber WUE, oder WUE; ist, dass
WUEg deutlich unempfindlicher gegentiber kurzfristigen Anderungen in den
Umweltbedingungen ist, da die Messung Uber einen langeren Zeitraum und nicht nur
Uber wenige Minuten, wie bei WUE. oder WUE;, erfolgt (Martin & Thorstenson, 1988).
Als eine Variante von WUEg kann der Wasserverbrauch uber einen bestimmten
Zeitraum auf den Kornertrag und nicht auf die gesamte produzierte Biomasse
bezogen werden. Diese Malzahl wird als die ,ertragsbezogene WUE (WUEy)
bezeichnet (Xue et al., 2006).

Sowohl WUE; wie auch WUE, werden nur Uber einen sehr kurzen Zeitraum (wenige
Minuten) und nur an einzelnen Pflanzenteilen (einzelne Blatter) erfasst. Die
Extrapolation auf die ,Langzeit* WUE eines bestimmten Genotyps ergibt somit eine
wenig tragfahige Datenlage fur die abschlielende Beurteilung eines Genotypen
(Martin & Thorstenson, 1988). WUEg und WUEy sind aufgrund der Integration der
WUE Uber einen langeren Zeitraum deutlich geeigneter, um die WUE eines
Genotyps zu bestimmen. Die Messungen von WUEg und WUEy sind jedoch zeitlich
und arbeitstechnisch extrem aufwendig und werden meist unter kontrollierten
Bedingungen (z.B. im Gewachshaus) durchgefiihrt, was einerseits den Durchsatz auf
wenige Genotypen beschrankt, anderseits nicht unbedingt die WUE der Genotypen
im Feld erfasst (Martin & Thorstenson, 1988). Daher werden fir eine
Phanotypisierung im Hochdurchsatz Methoden benétigt, die mit vergleichsweise
geringem Aufwand die WUE integrierend Uber die gesamte Vegetationsperiode
erfassen. In der wissenschaftlichen Literatur wird dazu u.a. die Diskriminierung der
stabilen Kohlenstoffisotope *C und *?C wahrend der photosynthetischen
Kohlenstoffassimilierung in Pflanzen mit C3-Typ-Photosynthese beschrieben (Condon
et al., 2004).

1.2.1. Die Diskriminierung von stabilen Kohlenstoffisotopen

Unter naturlichen Bedingungen liegen die beiden stabilen Isotope des Kohlenstoffs in

der Atmosphare in einem Verhaltnis von 1,1 % (**C) zu 98,9 % (**C) vor (Farquhar et

12



EINLEITUNG

al., 1989). Aufgrund der geringen Haufigkeit von *3C wird das Verhaltnis von *C *?C™*
in einer Probe als die relative Differenz (6'3C) des *3C *?C™ Verhaltnisses der Probe
zu dem *3C *2C* Verhaltnis eines Referenzmaterials ausgedriickt (Hayes, 1983) und
durch

§13C = (M —1) x 103
Rpefrerenz

ermittelt. Dabei bezeichnet Rpope das *C *2C™* Verhaltnis der Probe und Rgeferen; das
3¢ 12c?t Verhaltnis des Referenzmaterials (Farquhar et al., 1989). Als Rgeferenz Wird
meist das Isotopenverhéltnis von Pee Dee Belemnite (PDB) verwendet, eine
Kalziumkarbonatablagerung eines marinen Fossils der Kreidezeit, welches in der
PeeDee Formation in South Carolina (USA) gefunden wurde und einen
aulRergewdhnlich hohen **C-Gehalt aufweist (**C **C™ = 0,112372) (Schmid et al.,
1978), weshalb alle natirlich auftretenden **C-Verhaltnisse i.d.R. ein negatives
Vorzeichen tragen. Da PDB nur sehr begrenzt zur Verfligung steht, gibt es einen
offiziellen auf PDB kalibrierten sekundaren Standard, Vienna Pee Dee Belemnite
(VPDB) (Craig, 1957, Gronig, 2004).
Der molare Anteil von *C in der Atmosphare betragt im Durchschnitt 0,01115,
weshalb das &§C der Atmosphare negativ ist und ca. -8 %o betragt (Farquhar &
Richards, 1984). In Pflanzen ist das Verhaltnis von **C zu **C geringer als in der
Atmosphéare (Wickman, 1952). Dies erklart sich durch die Diskriminierung gegen
13C0, wahrend der photosynthetischen CO,-Fixierung. Diese Diskriminierung (A'*C)
wird meist in Relation zum Ausgangsstoff (atmospharisches CO,) ausgedriickt und
ist definiert durch:
8"Crupe — 8" Cppanze

613CPﬂanze
103

ABC =

1+

Dabei steht 6*3Cpianze fiir das 6*°C der Pflanze und 6'3C_ fiir das 6**C des CO; in
der Luft (-8%0) (Farquhar et al., 1989, Lambers et al., 2008). Eine geringere
Diskriminierung, also kleinere A*C Werte, deuten daher auf eine groReren Anteil an
13C Atomen im pflanzlichem Gewebe.

Obwohl alle Pflanzen ein negatives §**Cpfanze aufweisen (O’Leary, 1981), zeigte sich
bereits kurz nach der Entdeckung der C4-Typ-Photosynthese (Kortschak et al., 1965,
Hatch & Slack, 1966, Hatch & Slack, 1970), dass Cs-Pflanzen aufgrund des
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komplexeren CO,-Fixierungsmechanismus ein deutlich htheres §*Cpiianze aufweisen
als Pflanzen mit Cs-Typ-Photosynthese (Bender, 1968, Smith & Epstein, 1971).
Somit bestehen grundlegende Unterschiede in der stabilen
Kohlenstoffisotopendiskriminierung zwischen diesen beiden Photosynthese Typen.

Auf diese Unterschiede soll im Folgenden eingegangen werden.

1.2.2. Diskriminierung stabiler Kohlenstoffisotope in Cs-Pflanzen

Alle héheren Pflanzen kénnen jeweils einem von drei Typen der photosynthetischen
Kohlenstoffassimilierung zugeordnet werden, dem Cs-, C4- oder CAM- (Crassulacean
Acid Metabolism) Typ (Ehleringer & Monson, 1993). Der dabei evolutionar &lteste
und am  meisten verbreitete  Mechanismus der  photosynthetischen
Kohlenstoffassimilierung ist die Cs-Photosynthese bzw. der Calvin-Benson Zyklus
(Sage et al.,, 2012). In Pflanzen, die die Cz-Photosynthese betreiben, hangt die
Kohlenstofffixierung  ausschlie3lich vom Enzym  Ribulose-1,5-bisphosphat-
carboxylase/-oxygenase (RuBisCO) ab. Aufgrund von kinetischen Eigenschaften und
thermodynamischen Effekten diskriminiert die RuBisCO gegen *CO. (Farquhar et
al., 1989, O’Leary, 1993), wobei das Ausmald der Diskriminierung vom Verhaltnis
zwischen der CO, Konzentration im substomataren Raum der Blatter (c;) und der
CO; Konzentration in der die Pflanze umgebenden Atmosphare (c,) abhangt (Condon
et al., 2006). Die Abhangigkeit zwischen A™C und den zu Grunde liegenden
physiologischen bzw. biochemischen Prozessen in Cs-Pflanzen kann durch

ABC=a+ (b—a)x =
Ca

modelliert und vorhergesagt werden. Der Faktor b beschreibt die Diskriminierung
gegen *3CO, durch die RuBisCO und der Faktor a bezeichnet die Diskriminierung
gegen *CO, an den Stomata wo es bedingt durch die etwas groRere Masse von **C
gegeniiber **C zu einer langsameren Diffusion und somit einer Diskriminierung
gegen *CO, kommt (Farquhar & Richards, 1984, Farquhar et al., 1989, Condon et
al., 2006). Beide Faktoren, a und b, wurden in einem diversen Set an Cs-Pflanzen
ermittelt und auf a = 4,4 %o und b = 28,0 %o standardisiert (Farquhar et al., 1982).
Unter Berucksichtigung dieser beiden Konstanten besteht somit ein linearer

Zusammenhang zwischen ¢; c;* und AC. Da c;c, ! im direkten Zusammenhang mit

14



EINLEITUNG

der Transpiration und somit der WUE; steht besteht in Cs-Pflanzen ebenfalls ein
linearer Zusammenhang zwischen WUE; und A™C. Dieser Zusammenhang wurde
bisher u.a. in Baumwolle (Gossypium herbaceum L.) (Saranga et al., 1999), Erdnuss
(Arachis hypogea L.) (Wright et al., 1988, Rowland & Lamb, 2005), Gerste (Hordeum
vulgare L.) (Hubick & Farquhar, 1989, Robinson et al., 2000), Kartoffel (Solanum
tuberosum L.) (Vos & Groenwold, 1989), Raps (Brassica napus L.) (Knight et al.,
1994), Reis (Oryza sativa L.) (Impa et al., 2005), Sojabohne (Glycine max L.) (Gilbert
et al., 2011b), Tomaten (Solanum lycopersicum L.) (Martin & Thorstenson, 1988,
Galmés et al., 2011), Weizen (Triticum aestivum L.) (Farquhar & Richards, 1984,
Ehdaie et al., 1991) und Zuckerribe (Beta vulgaris L.) (Rajabi et al., 2009) bestatigt.

Neben der Tatsache, dass A™C Aussagen zur WUE von Genotypen zulasst, zeigte
AC eine ausgepragte genotypische Variation, eine hohe Stabilitat Uber
verschiedene Umwelten und hohe Heritabilitaten in vielen Cs.Pflanzen, wie z.B.
Arabidopsis thaliana (Juenger et al., 2005), Erdnuss (Hubick et al., 1988), Gerste
(Ellis et al., 2002), Luzerne (Medicago sativa) (Johnson & Rumbaugh, 1995), Reis
(Impa et al., 2005), Tomaten (Martin et al., 1999) und Weizen (Condon & Richards,
1992). Genomische Regionen (Quantitative Trait Loci, QTL), die A™*C beeinflussen,
wurden bisher in dem Modellorganismus Arabidopsis thaliana (Hausmann et al.,
2005, Juenger et al., 2005), Gerste (Handley et al., 1994, Ellis et al., 2002, Teulat et
al., 2002, Chen et al., 2012), Reis (Takai et al., 2006, Takai et al., 2009, Xu et al.,
2009), Tomate (Xu et al., 2008) und Weizen (Diab et al., 2008, Rebetzke et al., 2008,
Wu et al., 2011) identifiziert. In Arbabidopsis thaliana wurden zudem, ausgehend von
den identifizierten QTL, bisher vier Gene kloniert, die A**C beeinflussen. Zwei von
diesen Dbeeinflussen die stomatare Leitfahigkeit (Masle et al., 2005; Nilson &
Assmann, 2010), ein weiteres hat Auswirkungen auf die Zusammensetzung der
Kutikula und auf die Transpiration (LU et al.,, 2012). Das vierte in Arabidopsis
klonierte Gen fir AC kodiert fir eine Untereinheit einer Cellulose-Synthase, und
Mutationen in diesem Gen reduzieren A™C, wahrscheinlich aufgrund eines
reduzierten Zellturgors in Folge einer reduzierten Wassertransport-Kapazitat des
Xylems (Liang et al., 2010).

Die Eignung von A'C in der Selektion von wassernutzungseffizienten Sorten wurde
in Weizen demonstriert. Da A™C in Weizen hoch heritabel ist, einen sehr engen

Zusammenhang mit der tatsachlichen WUE zeigt und deutlich schneller und an einer
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groRen Anzahl an Individuen erfasst werden kann, ist A™*C geeignet, um Sorten mit
hoher WUE zu ziichten (Condon et al., 2004). So entwickelte die ,Commonwealth
Scientific and Industrial Research Organization® (CSIRO) zusammen mit der
»Australian National University* zwei Weizensorten, ,Rees” und ,Drysdale®, mit hoher
WUE durch die Selektion auf geringes A™*C (Condon et al., 2002). Beide Sorten
zeigten sich insbesondere in Regionen Ostaustraliens mit geringem bis mittlerem
Niederschlag als aul3erst erfolgreich und werden daher auch weiterhin als Eltern in

der Ziichtung neuer Sorten eingesetzt (IPAustralia, 2013).

1.2.3. Diskriminierung stabiler Kohlenstoffisotope in C4-Pflanzen

Die biochemischen Eigenschaften der RuBisCO erlauben ihr prinzipiell sowohl die
Katalyse der Carboxylierung als auch die der Oxigenierung von Ribulose-1,5-
bisphosphat, wobei die Affinitdt der RuBisCO zu CO, hoher als zu O, ist (Ogren,
1984). In Cs-Pflanzen missen die in Folge der Oxigenierung von Ribulose-1,5-
bisphosphat entstehenden und in hoéheren Konzentrationen toxischen Metaboliten
wéahrend der Photorespiration im Pflanzenstoffwechsel unter Energieaufwendung
(mindestens 2 ATP pro fixiertem CO;) verarbeitet werden. Unter ungunstigen
Bedingungen, wie hohen Temperaturen oder Wassermangel, kann die
Photorespiration die Effektivitdt der Photosynthese in Cs-Pflanzen um bis zu 40%
reduzieren (Ehleringer et al., 1991). Einen Mechanismus, diese unerwinschte
Eigenschaft der RuBisCO zu vermeiden, stellt die C4-Photosynthese dar. Der in Cs-
Pflanzen vorkommende Kohlenstoffzyklus ist dabei eine ausgekligelte evolutionare
Erweiterung der Csz-Photosynthese (Gowik & Westhoff, 2010). In den meisten Féllen
erfolgt die C4-CO, Fixierung in rdumlicher Trennung vom Calvin-Zyklus. In den
Mesophyllzellen erfolgt die Hydratisierung von atmospharischem CO, durch das
Enzym Carboanhydrase und die anschlielende Fixierung an Phosphoenolpyruvat
durch das Enzym Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC). Das entstehende
Oxalacetat wird unter Verbrauch von NADPH zu Malat oder Aspartat reduziert und
diffundiert in die Bundelscheidenzellen. In den Bundelscheidenzellen wird dann das
durch Decarboxylierung von Malat bzw. Aspartat freigesetzte CO, final durch die
RuBisCO assimiliert (Leegood, 2002). Durch die Vorfixierung des CO, wird in den

Biindelscheidenzellen und somit am Ort der RuBisCO Aktivitat eine 10- bis 20-fach
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erhohte Konzentration von CO,, verglichen mit der CO, Konzentration in den
Mesophylizellen, erreicht (Furbank & Hatch, 1987, Hatch, 1999) und dadurch die
Photorespiration gréf3tenteils unterbunden (Jenkins et al., 1989).

Aufgrund der Vorfixierung von CO, und der damit verbundenen kinstlichen CO,
Konzentrationserhdhung am Ort der RuBisCO ist die **C Diskriminierung in Cs-

Pflanzen deutlich geringer als in Cz-Pflanzen und kann durch

ABC=a+[b,+ ¢ x(b3—s)—a]x%

a

modelliert werden (Henderson et al., 1992). Dabei wird die Fraktionierung durch die
PEPC waéahrend der Vorfixierung in den Mesophylizellen sowie durch die
vorrangehende CO, Hydratisierung durch b, berticksichtigt. Ein Teil des durch die
PEPC vorfixierten und in den Bindelscheidenzellen freigesetzten CO, wird nicht
durch die RuBisCO assimiliert, sondern diffundiert zurtick in die Mesophyllzellen. Das
Verhéltnis zwischen vorfixiertem CO, und dem, welches wieder zurtck in die
Mesophylizellen diffundiert, wird als leakiness (¢) bezeichnet. Die Fraktionierung
wahrend ¢ wird durch s dargestellt, und bz bezeichnet die finale Fraktionierung durch
die RuBisCO. Somit hangt A*3C in C4-Pflanzen nicht nur von ¢; c,* ab, sondern auch
von ¢, jedoch besteht auch in C4-Pflanzen theoretisch ein linearer Zusammenhang
zwischen A™C und c¢; c.*, wobei die Steigung dieses Zusammenhangs von ¢
bestimmt wird. Theoretisch kann das Vorzeichen der Korrelation zwischen A**C und
Ci ca® positiv oder negativ sein, je nachdem, ob ¢ gréRer oder kleiner ist als
(@ — bsbs® (ca. 0,34) (Farquhar, 1983) Dieser theoretische Zusammenhang

zwischen A¥C und ¢ c;*

in Abhangigkeit von der leakiness ist in Abbildung 1
dargestellt. Die ¢ kann bisher nicht direkt gemessen werden und muss daher indirekt
geschatzt werden (Hatch et al., 1995, Ubierna et al., 2011, Bellasio & Griffiths, 2014).
Fur Mais wurden mit verschiedenen Methoden und unter unterschiedlichen
Umweltbedingungen ¢ Werte zwischen 0,17 und 0,66 ermittelt (Hatch et al., 1995,
Bellasio & Griffiths, 2014, Ubierna et al., 2013). Obwohl C4-Pflanzen aufgrund der
Vorfixierung generell eine hthere WUE aufweisen als Cs-Pflanzen (Lopes et al.,
2011), gibt es Hinweise, dass auch in C4-Pflanzen, wie Perlhirse (Pennisetum
glaucum), Sorghum (Sorghum bicolor) und Mais eine interspezifische genotypische
Variation fur WUE besteht (Henderson et al., 1998, Briuck et al., 2000, Zegada-
Lizarazu & lijima, 2005, Hund et al.,, 2009, Araus et al., 2010, Bunce, 2010,

Kapanigowda et al.,, 2012). Um diese genotypische Variation in WUE zlchterisch
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nutzbar zu machen, ware es sehr vorteilhaft A¥C als Indikator fiur die WUE in C,-

Pflanzen nutzen zu kénnen.
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Abbildung 1. Der theoretische Zusammenhang zwischen der Kohlenstoffisotopen-
diskriminierung (A¥C) und dem Verhaltnis zwischen der CO, Konzentration im
substomatédren Raum und der CO, Konzentration in der Atmosphare (c; c,*) in Abhangigkeit
von der leakiness (¢). Die Abbildung wurde abge&ndert nach Farquhar (1983).

Verglichen mit Cs-Pflanzen ist der Zusammenhang zwischen AC und WUE bzw.
Trockenstresstoleranz in C4-Pflanzen jedoch bei weitem nicht so gut erforscht und
bedarf weiterer Untersuchungen. Um dennoch A'C prinzipiell als Merkmal fiir die
indirekte Selektion von WUE Mais—Genotypen verwenden zu kénnen, muss zunachst
nachgewiesen werden, ob eine genotypische Variation fur dieses Merkmal in der Cq4
Spezies Mais existiert. In weiteren Schritten koénnen dann Genomregionen

identifiziert werden, die im Zusammenhang mit A¥C stehen, sowie die
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biochemischen, physiologischen und morphologischen Ursachen fir die
genotypische Variation in A™C analysiert werden. Introgressionsbibliotheken (IL)
oder nah-isogene Linien (,near isogenic lines“, NIL) sind durch ihren einheitlichen

genetischen Hintergrund fir derartige Untersuchungen besonders geeignet.

1.3. Introgressionsbibliotheken

Sowohl in der Genomforschung als auch in der Zuchtungsforschung und in der
angewandten Pflanzenzichtung sind IL ein relativ neues Werkzeug. Dabei besteht
eine IL aus mehreren Introgressionslinien (IL Linien), die aus einer bi-parentalen
Kreuzung markergestitzt entwickelt werden. Im Idealfall tragt jede IL Linie ein
kleines, mit genomischen Markern definiertes, homozygotes Genomfragment
(Donorgenomfragment) des einen Elters (Donor-Elter) im ansonsten homogenen
Genom des anderen Elters (rekurrenter Elter). Jede IL Linie kann daher auch als NIL
betrachtet werden, wobei Uber alle Linien einer IL betrachtet die Summe der
einzelnen Donorgenomfragmente das komplette Genom des Donor-Elters abbilden
soll (Eshed & Zamir, 1995). Neben dem Begriff IL werden fur derartig definierte
Populationen auch die Synonyme ,chromosome segment substitution lines” (z.B. Doi
et al., 1997, Kubo et al., 2002, Ebitani et al., 2005, Ali et al., 2010), ,recombinant
chromosome substitution lines* (Matus et al., 2003) oder ,chromosome substitution
strain“ (Shockley & Churchill, 2006) in der Literatur verwendet, wobei die im
Folgenden beschriebenen Eigenschaften und mdéglichen Anwendungsgebiete fir all

diese Populationen zutreffen.

Neben ihrer Bedeutung in der Pflanzengenomforschung wurden IL oder dazu sehr
ahnliche Ansatze auch in den tierischen Modellorganismen Maus (Mus musculus,
Nadeau et al., 2000, Singer et al., 2004, L’'Hote et al., 2007) und der Nematode
Caenorhabditis elegans (Doroszuk et al., 2009) erfolgreich verwendet.
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1.3.1. Entwicklung von Introgressionsbibliotheken

Die Entwicklung einer IL st verglichen mit der anderer bi-parentaler
Kartierungspopulation, wie F,- (Doebley & Stec, 1993), RIL- (recombinant inbred
lines, Groh et al., 1998) oder doppelt haploiden Populationen (DH, Lu et al., 1996),
relativ zeitaufwendig und kann mehr als zehn Generationen dauern (Eshed & Zamir,
1994, Tian et al.,, 2005, Shim et al., 2010). Ausgehend von der Kreuzung des
rekurrenten und des Donor-Elters wird zundchst Uber mehrere Zyklen der
Ruckkreuzung mit dem rekurrenten Elter der Anteil des Donorgenoms jeder
Nachkommen-Linie reduziert. Dabei reduziert sich der Anteil des Donorgenoms je
Ruckkreuzungsschritt theoretisch um 50 %. Das Verhaltnis der Anzahl der Allele des
rekurrenten Elters zur Anzahl der Allele des Donor-Elters betragt nach der ersten
Ruckkreuzung (BC,) 75 : 25, in der BC,: 87,5: 12,5, ..., BC4: 96,88 : 3,12 etc. (Fehr
et al., 1987). Nach den Ruckkreuzungsschritten werden die entsprechenden
Ruckkreuzungslinien wiederholt geselbstet, um vollstdndig homozygote Linien zu
erhalten. Sowohl die Rickkreuzungen als auch die Selbstungen werden durch
markergestuitzte Selektion begleitet, um Rekombinationsereignisse zu verfolgen und
schliel3lich jene Nachkommen zu selektieren, die am geeignetsten sind, eine
maoglichst vollstandige und homozygote IL zu bilden.

1.3.2. Detektion von QTL basierend auf Introgressionsbibliotheken

Obwohl! die Entwicklung von ILs, wie beschrieben, mit einem hohen zeitlichen
Aufwand verbunden ist, konnten ihre Vorteile im Vergleich zu den bisher
gebrauchlicheren Kartierungspopulationen, wie F,-, RIL- oder BC;-Populationen, den
Nachteil der aufwendigen Entwicklung mehr als ausgleichen. Einer der wichtigsten
Vorteile von IL ist, dass mit ihnen die Komplexitat polygen vererbter Merkmale, die
den Uberwiegenden Teil der gesamten funktionellen Diversitat in natirlichen
Populationen ausmachen (Price, 2006), reduziert werden kann, indem diese
komplexen Merkmale in monogene Effekte aufgeteilt und diese einzelnen
Genombereichen zugeteilt werden (Peleman & van der Voort, 2003). Dadurch ist
einerseits die Wahrscheinlichkeit groRer, QTL mit kleineren Effekten zu detektieren,

da deren Effekte nicht durch gleichzeitig in der Population spaltende QTL mit gro3em
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Effekt (,major QTL") Uberlagert werden. Von besonderer Bedeutung ist diese
Eigenschaft fur die Identifikation von erwiinschten Allelen aus exotischem, nicht
angepasstem Material, da die Kopplung von einzelnen erwtinschten Allelen mit meist
einer Vielzahl unerwiinschter Allele des exotischen Donor-Elters effektiv gebrochen
wird (Zamir, 2001). Andererseits ermdglicht der einheitliche genetische Hintergrund
des rekurrenten Elters die Analyse von epistatischen Effekten. Des Weiteren kann
aufgrund der definierten genetischen Struktur der IL Linien jeder phanotypische
Unterschied zwischen einer IL Linie und dem rekurrenten Elter klar einer
Genomregion des Donor-Elters zugeordnet werden. Dabei kénnen, in Abhéngigkeit
von der durchschnittlichen Donorgenomfragmentléange je IL Linie, die Effekte meist
einem kleineren Genombereich zugeschrieben werden als in der klassischen QTL
Kartierung (Peleman & van der Voort, 2003). Nach der priméaren ldentifikation von
QTL, stellen die identifizierten IL Linien den Ausgangspunkt fur die Entwicklung
sogenannter sublL Linien (Torjék et al., 2008) dar. Diese Linien, die durch weitere
Ruckkreuzungen mit dem rekurrenten Elter entstehen, tragen kleinere
Genomfragmente als die Ausgangs IL Linien und erlauben eine weitere physikalische
Eingrenzung von Genomregionen sowie die Feinkartierung von QTL. Die komplette
Homozygotie der IL Linien ermoéglicht zudem deren dauerhafte Erhaltung. Daher
stellen IL eine stabile, unsterbliche Ressource fur die Genomforschung dar, die tber
viele Jahre, in wiederholten Experimenten und fir viele Merkmale hochauflésend

phanotypisiert werden kann (Peleman & van der Voort, 2003).

1.3.3. Introgressionsbibliotheken in der Analyse der genetischen
Grundlagen von Epistasie und Heterosis

IL ermdglichen die genetischen und molekularen Ursachen von Epistasie und
Heterosis zu untersuchen. Sowohl Epistasie, also die Interaktion zwischen zwei oder
mehreren Genen, die einen Phanotyp bestimmt (Cordell, 2002), als auch Heterosis,
die gesteigerte Produktivitdit von vegetativen und generativen Pflanzenteilen in
Hybriden, verglichen mit deren Eltern (Darwin, 1876, Shull, 1908), sind zwei
bedeutende Phanomene der quantitativen Genetik. Interaktionen zwischen
verschieden Genen und deren gemeinsame Auswirkung auf die Phanotypen kdnnen,
wie von Eshed et al. (1996) fuir Tomaten beschrieben, mit Hilfe von IL untersucht
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werden. Dabei werden aus Kreuzungen einzelner IL Linien, die unterschiedliche
Donorgenomfragmente tragen und jeweils einen additiven Effekt auf die
phénotypische Auspragung zeigten, Nachkommenlinien erstellt, die jeweils zwei
Donorgenomfragmente tragen. Der phanotypische Vergleich der Nachkommenlinien
mit zwei Donorgenomfragmenten mit den entsprechend urspringlichen IL Linien (die
jeweils nur eines der Donorgenomfragmente tragen) erlaubt Rickschlisse Uber das
Ausmall und die Wirkung der Interaktion von Genen zwischen den zwei
Donorgenomfragmenten. Eine Weiterentwicklung dieses Ansatzes wurde von Reif et
al. (2009) in Arabidopsis thaliana erarbeitet und erprobt, wobei bei diesem Ansatz die
Auswahl der urspriinglichen IL Linien fur die Kreuzungen nicht mehr nur solche mit
additivem Haupteffekt einschlief3t. Kreuzungen aus zwei IL Linien kdnnen auch fir
die QTL Pyramidisierung verwendet werden. So kénnen entweder mehrere QTL mit
erwiinschtem Effekt auf ein phanotypisches Merkmal in einer Nachkommenlinie
kombiniert werden, oder es konnen QTL fir verschiedene Merkmale in einer
Nachkommenlinie vereinigt werden (Ashikari & Matsuoka, 2006). Ashikari et al.
(2005) nutzten diesen Ansatz in Reis, um einen QTL mit Einfluss auf die
Pflanzenwuchshdhe und einen QTL mit Einfluss auf die Anzahl Kérner je Pflanze in
einer Linie zu kombinieren. In Tomaten kombinierten Gur & Zamir (2004) drei
unabhangige QTL, die jeweils einen additiven Effekt auf den Ertrag in einer Tomaten
Linie zeigten. Diese Linie wurde als Hybridelter direkt in der Sortenentwicklung
eingesetzt.

Das Phanomen, dass Hybriden in Merkmalen, wie Ertrag, Wuchshdhe oder
Stresstoleranz, ihren Eltern Uberlegen sind, wird als Heterosis bezeichnet. Zu den
genetischen Ursachen fir dieses Phanomen wurden mehrere Hypothesen, wie die
Dominanz-, Uberdominanz- oder Epistasie-Hypothese, entwickelt. Deren relative
Bedeutung fur die Auspragung der Heterosis ist jedoch nicht abschlieRend geklart
(Lamkey & Edwards, 1999, Lippman & Zamir, 2007, Schoén et al., 2010, Lariepe et
al., 2012). Aufgrund der einzelnen Donorgenomfragmente im ansonsten einheitlichen
Genom des rekurrenten Elters stellen IL ein hervorragendes Werkzeug fur die
Analyse der genetischen Ursachen der Heterosis dar. So kénnen die meisten
Hypothesen zur Ursache der Heterosis durch den Vergleich der IL Linien mit den
jeweiligen Fi-Hybriden aus IL x rekurrenter Elter und IL x Donor-Elter tberprift
werden (Semel et al., 2006, Melchinger et al., 2007).
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1.3.4. Introgressionsbibliotheken in der praktischen Anwendung

Aufgrund der dargelegten Vorteile von IL  und deren vielseitigen
Anwendungsmaglichkeiten wurden innerhalb des letzten Jahrzehnts IL in einer
Vielzahl von Pflanzenspezies entwickelt und fir die Identifikation von QTL sowie
deren genetischer Charakterisierung genutzt. Besonders umfangreiche Verwendung
fanden IL dabei in Tomate, wobei die IL von Eshed & Zamir (1994) héchst
wahrscheinlich die von allen IL am ausgiebigsten untersuchte darstellt. Diese IL,
bestehend aus derzeit 76 IL Linien (Lippman et al., 2007), wurde aus der Kreuzung
einer Kultursorte (Solanum lycopersicum, domestizierte Tomate) und einer Tomaten—
Wildform (Solanum pennellii) entwickelt. Durch die &uRerst umfangreiche
Phanotypisierung dieser IL konnten bis zu 2.795 QTL fur Gber hundert Merkmale der
Pflanzenmorphologie, des Pflanzenmetaboloms, der Fruchtqualitdt und des
Fruchtertrages identifiziert werden (zusammengefasst in Lippman et al., 2007).
Weitere IL wurden in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana (Keurentjes et al., 2007,
Lisec et al., 2008, Torjék et al., 2008) und in den Kulturarten Gerste (Schmalenbach
et al.,, 2008), Gemusekohl (Ramsay et al., 1996), Kopfsalat (Jeuken & Lindhout,
2004), Melone (Eduardo et al., 2005, Eduardo et al., 2007), Pfeffer (Kargbo & Wang,
2010), Raps (Howell et al., 1996), Reis (z.B. Kubo et al., 2002, Mei et al., 2006,
Zheng et al., 2007, Hao et al., 2009, Shim et al., 2010, Marzougui et al., 2011, Wang
et al., 2013), Roggen (Falke et al., 2008), Weizen (Liu et al., 2006) und Mais (Szalma
et al., 2007, Wang et al., 2007, Salvi et al., 2011, Gresset et al., 2014) entwickelt.

In Mais wurde die Verwendung von IL fiir die Identifikation und direkte zichterische
Nutzung von QTL zunachst von Stuber et al. (1999) vorgeschlagen und erstmals von
Szalma et al. (2007) praktisch umgesetzt. Diese erste Mais IL ging aus einer
Kreuzung zweier amerikanischer Inzuchtlinien, B73 x Tx303, hervor (Flint-Garcia et
al., 2005). Die Entwicklung der IL Linien erfolgte basierend auf 19 RFLP-
(Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus) und 128 SSR- (simple sequence
repeat) Markern. Es konnten 89 IL Linien identifiziert werden, die zusammen 89 %
des Tx303 Genoms im Hintergrund des B73 Genoms abdeckten. In mehrjahrigen
Feldversuchen wurden QTL fur den Zeitpunkt der weiblichen Blute, der mannlichen
Blute, sowie deren Synchronitat in den IL Linien per se und in Hybriden identifiziert.

Nahezu gleichzeitig wurden zwei weitere IL in China entwickelt. Diese sind Uber den
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gemeinsamen Donor-Elter Hengbai522 (HB522) verbunden und wurden sowohl fir
die Identifikation von QTL fur Wuchshéhe, Kolbenhéhe und die
Starkezusammensetzung im Maiskorn als auch fur die Analyse der genetischen
Ursachen der allgemeinen bzw. spezifischen Kombinationsfahigkeit genutzt (Wang et
al., 2007, Bai et al., 2010, Qi et al., 2013). Ausgehend von einem in diesen IL
detektierten QTL fur Wuchshéhe konnten Teng et al. (2013) unter Verwendung von
sublL Linien zeigen, dass diesem QTL zwei SNP zu Grunde liegen, welche die
Transkription von ZMGA30x2 beeinflussen, das in Mais die Gibberellinsaure-3-3-
hydroxylase kodiert. Salvi et al. (2011) entwickelten eine IL aus der amerikanischen
Inzuchtlinie B73 und der Landsorte Gaspé Flint. Gaspé Flint gehért zum
nordamerikanischen Hartmais — Genpool (Vigouroux et al., 2008) und stellt die
Landsorte mit der kirzesten bekannten Generationszeit dar. Die extrem kurze
Generationszeit von Gaspé Flint begriindet sich hauptsachlich durch den QTL Vgtl
(Vegetative to generative transitionl, Vladutu et al.,, 1999, Salvi et al., 2002).
Basierend auf der IL B73 x Gaspé Flint konnten neben Vgtl sieben weitere QTL
detektiert werden, die die kurze Generationszeit von Gaspé Flint mit beeinflussen.
Gleichzeitig konnte Ausgangsmaterial fir deren Feinkartierung und Klonierung
geschaffen werden, um neben dem ,major QTL" Vgtl zuséatzliche QTL zu
identifizieren, die die Dauer der Generationszeit beeinflussen (Salvi et al., 2011). Die
besondere Eignung einer IL als Ausgangsmaterial fur die QTL Feinkartierung und
kartenbasierte Klonierung der den QTL zugrunde liegenden Gene Uber die relativ
schnelle Entwicklung von sublL Linien wurde bereits in Tomate (Ronen et al., 2000,
Tanksley, 2004, Fridman et al., 2004) und Reis (Takai et al., 2009) demonstriert.

Neben den bisher dargelegten Vorteilen von IL lassen deren spezifische
Eigenschaften und hierbei insbesondere die Mendelisierung komplex vererbter und
regulierter Merkmale, einen weiteren Vorteil in ihrer Anwendung vermuten. IL
erscheinen als &ufRerst geeignet, um die Ursachen phanotypisch beobachteter
Variation zu analysieren und in ihre einzelnen Komponenten aufzuteilen. Vor allem
fur schwierig zu phanotypisierende Merkmale, z.B. solche mit sehr geringem
Durchsatz aufgrund aufwendiger oder teurer Messmethodik oder mit geringer
genotypischer Varianz, wie es méglicherweise bei A¥C in C,-Pflanzen ist, stellen IL
eine optimale Grundlage dar, um das Ausmald des genotypischen Einflusses auf die
phanotypische Variation zu bestimmen und gleichzeitig die detektierte genotypische

Variation spezifischen Genombereichen zuzuordnen.
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1.4. Ziele der vorliegenden Arbeit

Die spezifischen Ziele der vorliegenden Arbeit sind:

I.  Analyse der genotypischen Variation von A™C unter optimalen
Wachstumsbedingungen sowie unter Bedingungen mit suboptimaler
Wasserverfugbarkeit in einer C4 Spezies anhand einer Mais IL

[I.  Schatzung der genotypischen Variation fir Merkmale der Pflanzenentwicklung
und Pflanzenphysiologie innerhalb einer Mais IL

lll. Quantifizierung der Abhangigkeit der A¥C Variation von genotypischen
Unterschieden in der Pflanzenentwicklung bzw. Pflanzenphysiologie unter
optimaler sowie suboptimaler Wasserverfligbarkeit

IV. Identifikation von einzelnen Introgressionslinien, die sich in AC signifikant
vom rekurrenten Elter unterscheiden

V. Hochauflosende Genotypisierung der Mais IL mit dem lllumina MaizeSNP50
BeadChip und Identifikation der Donorgenomfragmente je Introgressionslinie

VI.  Etablierung und Bewertung von statistischen Verfahren fir die Detektion von
Assoziationen zwischen Donorgenomfragmenten und der ph&notypischen
Merkmalsauspragung innerhalb einer IL mit mehreren
Donorgenomfragmenten je Introgressionslinie

VIl.  Lokalisation von Genomregionen, welche die Auspragung der stabilen
Kohlenstoffisotopendiskriminierung beeinflussen sowie Schéatzung von deren
Effekten

VIII.  Analyse der Stabilitat von A*™C tiber unterschiedliche Umwelten

Um diese Ziele zu erreichen wurde eine IL, entwickelt aus der Kreuzung einer
Trockenstress-anféalligen und einer Trockenstress-toleranten Inzuchtlinie, in
mehreren Umwelten hinsichtlich A*C und Merkmalen der Pflanzenentwicklung und
der Pflanzenphysiologie phanotypisiert. Es wurde untersucht, inwieweit AC in der IL
genetisch bedingt ist und von Unterschieden in der Pflanzenentwicklung bzw.
Pflanzenphysiologie abhéngt. Zudem wurde die IL hochauflésend genotypisiert, um

phanotypische Effekte in A™*C einzelnen Genomregionen zuordnen zu kénnen.
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2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1.  Entwicklung der Introgressionsbibliothek

Die Introgressionsbibliothek wurde aus der Kreuzung der Zahnmaislinie IL-RE (Dent,
rekurrenter Elter) mit der Hartmaislinie IL-DE (Flint, Donor-Elter) entwickelt
(Abbildung 2 A). Beide Elite-Linien stammen aus dem aktuellen Zuchtprogramm des
Saatzuchtunternehmens KWS SAAT AG (Einbeck, Deutschland), wobei IL-RE,
adaptiert an  sudosteuropaische Klimabedingungen, spezifisch in  der
Kdrnermaiszichtung und IL-DE, spezifisch in der Energiemaisziichtung unter
mitteleuropaischen Klimabedingungen verwendet wird. Aufgrund der Anpassung
beider Linien an unterschiedliche Klimabedingungen ist neben der Diversitat,
basierend auf den unterschiedlichen Genpools (Zahmais, Hartmais) und
Produktionsrichtungen, auch von unterschiedlichen Reaktionen hinsichtlich
Trockenstresstoleranz auszugehen.

Um aus der Kreuzung dieser beiden Linien eine IL zu erstellen, wurden IL Linien mit
definierten Donorgenomfragmenten in einem ansonsten homogenen genetischen
Hintergrund mittels Ruckkreuzung und Selbstung markergestitzt entwickelt
(Abbildung 3). Alle Nachkommen der Kreuzung wurden zuné&chst dreimal mit IL-RE
ruckgekreuzt. Entsprechend Abbildung A 1 (im Anhang) wurden 58 % der BCj; Linien
ein weiteres Mal mit IL-RE rickgekreuzt und anschlieRend drei bis flnf
Selbstungsschritten unterzogen. Die verbleibenden 42 % der BCz Linien wurden
direkt drei bis sechs Selbstungsschritten unterzogen. Wéhrend der Ruckkreuzungs-
und Selbstungsschritte wurde die Selektion von Linien mittels 226 SSR Markern

durchgefihrt.
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Abbildung 2 A Phanotypischer Vergleich der Eltern der Introgressionsbibliothek, IL-RE (linke
Bildseite), IL-DE (rechte Bildseite) B Prufung der 89 IL Linien und IL-RE im Feldversuch
2011.

Die SSR Marker Daten wurden von der KWS SAAT AG zur Verfigung gestellt.
Abschlielend wurden 89 IL Linien selektiert, welche mdoglichst ein einzelnes
homozygotes Donorgenomfragment in einem ansonsten homogenen genetischen
Hintergrund des rekurrenten Elters tragen und die Summe der einzelnen
Donorgenomfragmente Uber alle 89 Linien mdglichst das gesamte Donorgenom
reprasentieren sollte.
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Phanotypisierung der IL in IL Linien
diversen Umwelten f 1

Assoziation
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Abbildung 3 Schematische Darstellung der IL Entwicklung. Nach mehreren Ruckkreuzungs-
(BC) und Selbstungsschritten (S) wurden mittels markergestutzter Selektion (MAS) IL Linien,

hervorgegangen aus der Kreuzung IL-RE x IL-DE, selektiert.
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2.2. Methoden

2.2.1. Genotypisierung der Introgressionsbibliothek

2.2.1.1. Hochauflésende Genotypisierung und Qualitdtskontrolle

Fur eine hochauflésende genetische Charakterisierung wurden die aus 89 Linien
bestehende IL sowie jeweils sieben und vier biologische Replikate von IL-RE und IL-
DE mittels des lllumina MaizeSNP50 BeadChip (lllumina Inc., San Diego, Kalifornien,
USA) genotypisiert. Im Dreiblattstadium wurde Blattmaterial von Einzelpflanzen
beprobt und DNS nach dem cetyl trimethylammonium bromid (CTAB) Protokoll
(Saghai-Maroof et al., 1984) extrahiert. Nach der Extraktion wurde die DNS-
Konzentration mit dem Epoch Take 3 Mikro-Volumen Spektralphotometer (Bio Tek
Instruments GmbH, Bad Friedrichshafen, Deutschland) jeweils auf 75 ng pl*
eingestellt. Der lllumina MaizeSNP50 BeadChip beinhaltet 56.110 Einzelnukleotid-
Polymorphismus (SNP) Marker. Fur 99,71 % der SNP ist die physikalische Position
durch das Alignment gegen die B73 Referenzsequenz (B73 Refseq_v2,
www.maizesequence.org) bekannt. Die  Auswertung erfolgte mit der
Genotypisierungssoftware GenomeStudio® v1.0 (lllumina Inc.). Dabei wurde die
allgemein verfuigbare Signalzuordnung (cluster file, Ganal et al., 2011) als Grundlage
fur die Separierung der SNP-Allele verwendet. Um die Eignung des Illumina
MaizeSNP50 BeadChip fur die Charakterisierung des spezifischen Materials (IL-RE,
IL-DE) zu analysieren, wurden SNP mit einem Richtwert fur die Ausfallsicherheit des
SNP (GenTrain score) kleiner als 0,7 und einer Detektionshéaufigkeit (call frequency)
kleiner 0,9 sowie solche, welche nicht im internen CoreSet bzw. ohne
Genompositionsangabe waren, aussortiert. Durch diese Vorselektion wurden SNP
mit technisch bedingter geringer Qualitat bzw. geringer statistischer Sicherheit aus
dem Datensatz entfernt. Anhand der verbliebenen 32.194 SNP wurde getestet,
inwieweit alle SNP jeweils an sieben biologischen Replikaten von IL-RE und vier
biologischen Replikaten von IL-DE konsistent die gleichen Allele ergaben oder
konsistent nicht ausgewertet (no call) werden konnten. Die unterschiedlichen
Stichprobenzahlen an genotypisierten IL-RE und IL-DE Replikaten begriinden sich
dadurch, dass in einer ersten Genotypisierung von jeweils drei biologischen
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Replikaten beider Inzuchtlinien die Replikate von IL-RE unterschiedliche Genotypen
ergaben. Um die Ergebnisse dieser ersten Genotypisierung zu tUberprufen, wurden
vier weitere biologische Replikate von IL-RE und ein weiteres Replikat von IL-DE
zusatzlich genotypisiert. Fur die weitere Charakterisierung der gesamten IL wurde,
um Daten héchster Qualitat zu gewahrleisten, ein GenTrain score von 0,9 und eine
call frequency von 1,0 vorausgesetzt (Tabelle 1). Zudem wurden SNP aussortiert, die
monomorph zwischen den Eltern bzw. in einem der Eltern nicht oder nicht konsistent
ausgewertet werden konnten, sodass das finale Marker Set fiir die Charakterisierung
der IL 1.861 SNP Marker umfasste. Aus der Analyse ausgeschlossen wurden kleine
Donorgenomfragmente, die nur ein bis zwei SNP Uberspannten, aber identisch in
mehreren IL Linien auftraten. Das Auftreten von mehreren unabhéngigen Crossover
in direkter Nachbarschaft erschien sehr unwahrscheinlich (Susic, 2005). Deshalb
wurde angenommen, dass diese SNP, bedingt durch eine fehlerbehaftete Projektion
der physikalischen Position auf die B73 Refseq_v2, falsch im Genom lokalisiert
waren. Die Lange der einzelnen Donorgenomfragmente wurde Uber die Summe der
auf dem Donorgenomfragment befindlichen SNP Abstdnde plus die Halfte der

Absténde zu den beidseitig flankierenden SNP ermittelt.

Tabelle 1 Markerselektion ausgehend von 56.110 SNP Markern des lllumina MaizeSNP50
BeadChip

Selektionsschritte Anzahl Anzahl
ausgeschlossener verbleibender
SNP SNP
gesamt 56.110
Genome Studio Ausgabe -14.162 41.948
(GenTrain < 0.7, call frequency < 0.9)
nicht im internen CoreSet® enthalten -9.648 32.300
keine einheitliche Genomposition -106 32.194°
nicht zu analysieren in IL-RE oder IL-DE -995 31.199
monomorph zwischen den Eltern -19.694 11.505
call frequency # 1, GenTrain Score < 0.9 -9.644 1.861°

TUM interne Auswahl an 32.650 SNP, die hoch reproduzierbare Ergebnisse in einem sehr
diversen Set von Inzuchtlinien zeigten, ° fiir die Analyse der Eignung des MaizeSNP50
BeadChip verwendet. °fiir die Charakterisierung der IL Linien verwendet
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2.2.1.2. Statistische Auswertung der SNP Markerdaten

Die uniforme Verteilung aller 32.194 SNP Uber die 10 Mais Chromosomen (unter
Beruicksichtigung der jeweiligen Chromosomenlange in bp) wurde mittels des Chi-
Quadrat Tests bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 gepruft. Die unabhéngige
Verteilung der polymorphen SNP (11.505 SNP) tUber die Chromosomen wurde auf
die gleiche Weise getestet.

Die Verteilung aller 32.194 SNP innerhalb der einzelnen Chromosomen und auch der
insgesamt 11.505 zwischen IL-RE und IL-DE polymorphen SNP wurde Uberprift,
nachdem die SNP entsprechend ihrer Genompositionsangabe jeweils 10 Mb grol3en
Abschnitten (Bin, Pea et al., 2013) zugeordnet wurden. Die erwartete Anzahl an SNP
bzw. polymorphen SNP in jedem Abschnitt ergab sich aus dem Verhaltnis zwischen
Anzahl an Abschnitten und Anzahl an SNP bzw. polymorphen SNP je Chromosom.
SNP, die dem letzten und somit unvollstandigen Chromosomenabschnitt zugeordnet
waren, wurden bei dem Test innerhalb der einzelnen Chromosomen nicht
bertcksichtigt. Um multiples Testen zu beriicksichtigen, wurde ein globales
Signifikanzniveau (a = 0,05) durch die Kontrolle der falsch positiven Rate (false

discovery rate, FDR) nach Benjamini & Hochberg (1995) gewahrleistet.

2.2.2. Phanotypisierung der Introgressionsbibliothek

Die IL wurde im Feld, Gewéachshaus und in Klimakammern phénotypisiert (Tabelle 2,
Abbildung 2B). Dabei wurden neben der Kohlenstoffisotopendiskriminierung (A*3C)
phanotypische Merkmale erfasst, die eine Analyse ermdéglichen, inwieweit die
phanotypische und méglicherweise genotypische Variation in A¥C von Merkmalen
der Pflanzenentwicklung abhangt. Zudem wurden pflanzenphysiologische Merkmale
erhoben, die im Zusammenhang mit der allgemeinen Leistung der Genotypen
hinsichtlich der Photosynthese und Reproduktion stehen, um deren Zusammenhang

mit A¥3C zu beleuchten.
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Tabelle 2 Ubersicht tiber die Feld-, Gewachshaus- und Klimakammerversuche

Plattform Jahr  Versuchs- Behandlung IL phanotypische
design Linien ~ Merkmale ®
Feld 2011 RCB?, optimale 89, ACy, BLW,
drei Wasserversorgung IL-RE BLM, WH,
Blocke SenL, SPAD,
FvFm™, AK
Gewachshaus 2011 RCB, optimale 77, ABCk, ABCg
sechs Wasserversorgung IL-RE BLW, BLM,
Blocke WH, SenL,
SPAD, FyFy™
Gewachshaus 2012 RCB, optimale und 33, ARCy, BLW,
sechs suboptimale IL-RE BLM, WH,
Blocke Wasserversorgung IL-DE SenL, SPAD,
BR, BT, AK
Klimakammer 2012 RCB, sieben Tage 10 °C 89, GV
drei und Dunkelheit, IL-RE,

Blocke sieben Tage 25 °C IL-DE
12 Std./Tag Licht

2 yollstandig randomisierte Blockanlage; ® A™Cy, Kohlenstoffisotopendiskriminierung in den
Kornern; ACg, Kohlenstoffisotopendiskriminierung in den Blattern; BLW, Anzahl Tage von
Aussaat bis zur weiblichen Blite; BLM, Anzahl Tage von Aussaat bis zur méannlichen Bliite;
WH, Wuchshohe; SenL, Anzahl seneszenter Blatter; SPAD, Chlorophyligehalt des
Kolbenblattes; F,Fy?, maximale Photosynthesekapazitdt; BR, Blattrollen, BT,
Oberflachentemperatur des Kolbenblattes; AK, Anzahl Korner je Pflanze; GV,
Keimlingstriebkraft

2.2.2.1. Versuchsdesign und Wachstumsbedingungen

Feldversuch 2011

Der Feldversuch (Feld), bestehend aus 89 IL Linien sowie dem rekurrenten Elter IL-
RE, wurde am 20. April 2011 in Freising (N 48.374981, E 11.706165) mit einem
Parzellen-Einzelkornsagerat (Plotspider, Wintersteiger, Ried Osterreich) ausgesit.
Das Saatgut wurde vorab mit 90 % Cruiser 350 FS und 10 % Maxim XL (Syngenta
Agro, Maintal, Germany) gebeizt. Der Versuchsplan entsprach einer vollstandig
randomisierten Blockanlage (RCB) mit drei Blocken. Jede Parzelle entsprach einer
Reihe von 3 m Lange mit einem Pflanzenabstand in der Reihe von 0,12 m und
zwischen den Reihen von 0,75 m. Dies erbrachte eine Saatdichte von ca. 11
Pflanzen m™. Diingung und Herbizid-Applikationen erfolgten nach guter fachlicher
Praxis. Gediingt wurde an drei Terminen. Vor der Aussaat wurden 80 kg ha™
Stickstoff (N), 50 kg ha™ Phosphor (P) und 80 kg ha™ Kalium (K) appliziert. Wahrend
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der Aussaat erfolgte eine Unterfudiingung mit 30 kg ha™ N, 30 kg ha™ P und 25
Tage nach der Saat wurden weitere 70 kg ha™ N ausgebracht. Der Bodentyp am
Versuchsstandort entsprach einem sandigen Lehm mit einem pH-Wert von 7,4. Die
wochentliche Durchschnittstemperatur in der Vegetationszeit von Mai bis September
am Versuchsstandort lag zwischen 9°C wund 21°C. Die wdchentliche
Niederschlagsmenge betrug zwischen 24 mm und 76 mm. Die Erfassung aller
phanotypischen Merkmale erfolgte im Feld als Mittelwert von mindestens drei

Einzelpflanzen je Parzelle.

Gewachshausversuch 2011

Die hochauflésende Genotypisierung aller 89 IL Linien zeigte, dass mehrere Linien
teilweise noch heterozygote Donorgenomfragmente aufwiesen. Daher wurde im
Gewaéchshaus 2011 (GWHL11) eine Auswahl an 77 homozygoten IL Linien sowie IL-
RE am 21. Februar 2011 in einem RCB mit sechs Blécken unter optimalen
Wachstumsbedingungen geprift. Jeweils zwei Korner je Prifglied wurden in einem
mit Torfsubstrat (Floradur Pot coars, pH 4,8, 221,0 mg I* N, 24,5 mg It P,Os,
260,5 mg I'* K,0, Floragard Vertriebs GmbH, Oldenburg, Deutschland) gefiillten Topf
(30 I Volumen) in einem Gewéachshaus des Gewachshauslaborzentrums Dirnast der
Technischen Universitat Minchen (TUM) in Freising-Weihenstephan (N 48.405001 E
11.689592) ausgesat und im Dreiblattstadium auf eine Pflanze je Topf vereinzelt.
Uber die Phase des vegetativen Wachstums verteilt wurden je Topf 1 g Basisdiuinger
(Ferty 3, Planta Dingermittel GmbH, Regenstauf, Deutschland) appliziert. Die
tagliche Bewasserung auf 95 % der Feldkapazitat erfolgte Uber eine automatisierte
Tropfchenbewéasserung. Die Wachstumsbedingungen im Gewéachshaus waren wie
folgt: Tagesdurchschnittstemperatur 24 °C, relative Luftfeuchtigkeit 49 %. Die
durchschnittliche Nachttemperatur betrug 18 °C mit einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 65 %. Die durchschnittliche Globalstrahlung im Versuchszeitraum betrug 4594
Wh m?. Die Erfassung der phanotypischen Merkmale erfolgte auf Basis je einer

Einzelpflanze pro Block.

Gewachshausversuch 2012

Ausgehend von den Ergebnissen der vorangegangenen Versuche kamen im
Gewachshaus 2012 (GWH12) eine Auswahl von 33 IL Linien sowie die Eltern der IL
zur Aussaat. Selektiert wurden IL Linien, die bereits im Feld bzw. im GWH11 einen
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signifikanten Effekt in A™*Cy zeigten. Zu diesen wurden weitere Linien ausgewahlt mit
dem Ziel, trotz einer reduzierten Anzahl an IL Linien einen mdglichst groRen Teil des
Donorgenoms abzudecken. Die Aussaat von je zwei Kornern je Prifglied (je IL Linie
und Wiederholung) erfolgte am 3. April 2012. Topfe, Pflanzsubstrat, Dingung und
Vereinzelung entsprachen dem im Gewachshausversuch 2011 beschriebenen
Versuchsaufbau. Das Versuchsdesign war ein RCB mit sechs Blocken je
Behandlung. Die Behandlungen bestanden aus einer optimalen (GWH12_opt) und
einer suboptimalen (GWH12_sub) Bewasserung, wobei GWH12_sub durch graduelle
Reduktion der taglichen Wasserzufuhr vor Einsetzen der mannlichen Blute induziert
wurde. GWH12_sub wurde bis zum Beginn der Kornfiullphase beibehalten und
anschlieBend durch Ruckbewasserung beendet. Die Abreife erfolgte in beiden
Behandlungen unter optimaler Wasserverfiigbarkeit. Der  Verlauf des
Bodenwassergehaltes zwischen Sechsblatt- (EC 16) und Milchreifestadium (EC 75),
gemessen mit ,10HS Large Volume VWC” Sensoren (Decagon Dev. Inc. Pullman,
USA), ist in Abbildung 4 dargestellt. Bereits vier Tage nach Beginn der
Trockenstresssimulation am 12.05.2012 lag der relative Wassergehalt in
GWH12_sub bei 15 Vol.-%, sank bis zum Einsetzen der méannlichen Blute auf
6,67 Vol.-% und schwankte bis zum Ende der mannlichen Blute zwischen 4,33 und
9,91 Vol.-%. Somit konnte die der Versuchsplanung entsprechende Wasserreduktion
auf 5 bis 10 Vol.-% im Zeitraum der Blite erzielt werden. Im Anschluss wurde die
Bewasserung auf ca. 95 % der nutzbaren Feldkapazitat (nFk) graduell erhéht und auf
diesem Niveau fortgefiihrt. In der GWH12_opt schwankte der Wassergehalt wahrend
des gesamten Messzeitraums zwischen 18,63 und 26,39 Vol.-%. Die
Wachstumsbedingungen im GWH12 waren wie folgt: Tagesdurchschnittstemperatur
24 °C, relative Luftfeuchtigkeit 46 %. Die durchschnittliche Nachttemperatur betrug
17 °C mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von 71 %. Die durchschnittliche
Globalstrahlung im Versuchszeitraum betrug 5084 Wh m™. Die Erfassung der
phénotypischen Merkmale erfolgte an Einzelpflanzen.
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Trockenstresssimulation
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Abbildung 4 Entwicklung des Bodenwassergehaltes in Relation zur nutzbaren Feldkapazitat
(nFK) als Mittelwert tber jeweils 15 10HS Bodensensoren in der Behandlung mit optimaler
und suboptimaler Bewéasserung im Gewachshausversuch 2012.

Klimakammerversuch 2011

Korner aller 89 IL Linien und der Eltern der IL wurden in einer Klimakammer auf
Unterschiede in der Triebkraft untersucht. Das Versuchsdesign entsprach einem
RCB mit drei Bloécken und 25 Kérnern je Genotyp und Block, das Testverfahren
entsprach dem von Khajeh-Hosseini et al. (2009). Erde (sandiger Lehm, pH 6,5-7,0)
wurde auf 2 mm Korngro3e gesiebt, auf 65 % der Feldkapazitat aufgewassert und
auf drei Schichten Filterpapier ausgebracht. Das gebeizte Saatgut wurde in
gleichmafigen Abstanden auf der Erdschicht verteilt, zusammen mit dem Filterpapier
aufgerollt und in oben offenen Plastikbeuteln verpackt, um ein Austrocknen wahrend
des Versuches zu verhindern. Die Saatgutrollen verblieben zunachst fur sieben Tage
bei 10 °C und 24 Std. Dunkelheit und anschliel3end weitere sieben Tage bei 25 °C
und 12 Std. Beleuchtung in Klimakammern. Nach Offnen der Saatgutrollen wurde der
Anteil an normal entwickelten Keimlingen entsprechend den ISTA (International Seed

Testing Association, 2009) Vorgaben bestimmit.
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2.2.2.2. Erfassung phéanotypischer Merkmale

Messung des stabilen Kohlenstoffisotopen Verhaltnis ses

Die A™C Analysen erfolgten an Korn- und Blattmaterial. Zur Analyse des
Kornmaterials wurden nach der physiologischen Reife 20 Kérner im Gewachshaus
(GWH11 und GWH12) von Einzelpflanzen und im Feld von einer Parzelle zuféllig
beprobt. Die Proben wurden bei 54 °C 48 Std. im Trockenschrank getrocknet und
anschlieBend mit einer Rotormiuhle (Brabender GmbH & Co. KG, Duisburg,
Deutschland) auf 0,5 mm vermahlen. Im Versuch GWH11 wurden von drei der
insgesamt sechs Wiederholungen zudem die Kolbenblatter beprobt. Diese wurden
ebenfalls zunachst bei 54 °C fur 48 Std. getrocknet und anschliel3end mit einer
Rotormuhle (Brabender GmbH & Co. KG, Duisburg, Deutschland) unter Verwendung
eines 1,5 mm Siebes zerkleinert. Das Verhaltnis der stabilen Kohlenstoffisotope in
den Proben (Blatter und Kérner) wurde jeweils anhand einer homogenisierten
Teilprobe (1 mg Aliquot) mittels eines an ein Isotopenverhaltnis Massenspektrometer
(Delta Plus, Thermo Finnigan MAT, Bremen, Deutschland) gekoppeltes (Conflo IlI,
Finnigan MAT, Bremen, Deutschland) Elementaranalysegerates (NA1110, Carlo
Erba Instruments, Mailand, Italien) ermittelt. Jede Probe wurde im Verhéltnis zu
einem gasformigen Arbeitsstandard gemessen, der zuvor auf sekundéare Isotopen
Standards (IAEA-CH6, Genauigkeit +0.06 %o SD) kalibriert wurde. Nach jeder
zehnten Probe wurde ein Laborstandard gemessen, um die Prazision der
Isotopenanalyse zu gewahrleisten (+0.25 % SD Langzeitprazision). Das *3C **C*
Isotopenverhaltnis wurde gegen den internationalen Standard Pee Dee Belemnite
berechnet:

R
§13C [%o] = (L”e - 1) x 1000
RStandard
Dabei stellt Rpyope das Verhéltnis **C **C™* des Pflanzenmaterials der jeweiligen Probe
und Rstandard das Verhaltnis des Standards dar. Aus den 5*C Werten wurde die

Kohlenstoffisotopendiskriminierung (A**C) durch

5 — &

A3C[%o] = 1—6"
p

1+ 1500
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berechnet, wobei d, das 5"C des Pflanzenmaterials der jeweiligen Probe und &, das
durchschnittliche 33C der Atmosphare (3, = -8 %o, Farquhar et al., 1989) ist. Es

wurde in allen Versuchen ein konstantes  angenommen.

Messung der Merkmale der Pflanzenentwicklung

Um mogliche Zusammenhange zwischen der Auspragung von A¥C und der
Pflanzenentwicklung zu analysieren, wurden die entwicklungsbeschreibenden
Merkmale weibliche Blute (BLW), mannliche Blute (BLM), Wuchshéhe nach der Bliute
(WH) und Abreife (SenL, “senescent leaves®), sowohl im Feld als auch in beiden
Gewachshausversuchen erfasst. Das Merkmal der Keimlingstriebkraft (GV,
“germination vigor®) wurde in einem Klimakammerexperiment untersucht. Im Feld
wurde BLW und BLM als die Anzahl an Tagen von der Aussaat bis zu dem Zeitpunkt,
an dem mindestens an 50 % der Pflanzen einer Parzelle die Narbenfaden bzw.
Staubbeutel sichtbar waren, gemessen. In GWH11 und GWH12 wurde BLW und
BLM als die Anzahl an Tagen von der Aussaat bis zu dem Zeitpunkt, an dem an den
jeweiligen Einzelpflanzen die Narbenfaden bzw. Staubbeutel sichtbar waren,
ermittelt. Die Wuchshohe nach der Blite wurde als Abstand in Zentimetern zwischen
der Bodenoberflache und dem untersten Seitenast der Fahne als Mittel Uber drei
Pflanzen einer Parzelle (Feld) und an individuellen Pflanzen im Gewachshaus
(GWH11, GWH12) erfasst.

Als Mal3 fur den Grad des Abreifeprozesses wurde das Merkmal SenL erfasst. Hierzu
wurde 20 Tage nach Ende der Blite im Mittel Gber drei Pflanzen einer jeden Parzelle
(Feld) das Verhaltnis an braunen Blattern zu der Gesamtzahl an Blattern bestimmit.
Dieses Merkmal wurde im Gewachshaus (GWH11, GWH12) als das Verhéltnis von
braunen Blattern zu der Gesamtzahl der Blatter einer einzelnen Pflanze ermittelt.

Das in Klimakammern geprifte Merkmal GV wurde entsprechend den von der ISTA
(International Seed Testing Association, 2009) empfohlenen Standards erfasst. Als
Mald fur die Triebkraft des Keimlings in Prozent wurde das Verhaltnis normal

entwickelter Keimlinge zu der Gesamtzahl an getesteten Kérnern herangezogen.

Messung der Merkmale der Pflanzenphysiologie
Sowohl unter optimalen Wachstumsbedingungen (Feld, GWH11 und GWH12_opt)
als auch unter Bedingungen mit suboptimaler Wasserverfugbarkeit (GWH12_sub)

wurden Merkmale der Pflanzenphysiologie erfasst, d.h. solche, die im
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Zusammenhang mit  Photosynthesekapazitdt, reproduktivem Erfolg und
Trockenstresstoleranz stehen, um deren Assoziation mit A**C zu analysieren.

Eine direkte Erfassung der tatséchlichen Photosynthesekapazitat mittels
Gaswechselmessung ist sehr zeitaufwendig und bei einer grol3en Zahl an
Prufgliedern nicht praktikabel. Daher wurden die Merkmale Chlorophyligehalt des
Kolbenblattes (SPAD) und die effektive Quantenausbeute des Photosystem Il
(FvFw™) erhoben, die mit der Photosynthesekapazitat assoziiert sind (Fracheboud et
al., 2004, Kim et al., 2013) und gleichzeitig an einer gro3en Zahl an Prufgliedern
erfasst werden konnen. SPAD wurde in allen Feld- und Gewé&chshausversuchen
erfasst. SPAD wurde als das Mittel Gber 10 Messungen mittels eines Chlorophyll
Meter SPAD-502 (Single-Photon Avalanche Diode, Konica Minolta Sensing Inc.,
Sakai, Osaka, Japan) am Kolbenblatt quantifiziert. FyFy™ wurde im Rahmen des
Feld- und des GWH11-Versuches ermittelt. Nach Jompuk et al. (2005) wurde FyFy™
mittels eines Puls-Amplituden-Modulierten Fluorometers (Junior-PAM, Heinz Walz
GmbH, Effeltrich, Deutschland) einen Tag nach den SPAD Messungen an denselben
Blattern gemessen. FyFy ™t wurde gemessen, indem die jeweiligen dunkeladaptierten
(Beginn der Messungen 2 Std. nach Sonnenuntergang) Kolbenblatter fur eine
Sekunde mit einem saturierenden Lichtblitz (> 8000 umol m? s™) beleuchtet wurden.
Im Feld basieren diese Messungen auf dem Mittel aus funf Pflanzen je Parzelle und
in GWH11 auf Einzelpflanzen.

Fur die Bestimmung des reproduktiven Erfolgs wurden alle Kolben einer Parzelle
(Feld) bzw. Einzelpflanze (GWH12) nach der physiologischen Reife geerntet, die
Korner mittels eines Einzelkolbendreschers (Agriculex SCS-2, Guelph, Kanada)
gedroschen und die Anzahl der Korner je Pflanze (AK) ermittelt.

Im GWH12 wurden als zusatzliche trockenstressspezifische Merkmale die
Synchronitat der mannlichen und weiblichen Blite (Anthesis-Silk Intervall, ASI), das
Blattrollen (BR) und die Oberflachentemperatur des Kolbenblattes (BT) ermittelt.

ASI in Tagen wurde nach Banzinger et al. (2000), basierend auf den Bonituren der
weiblichen (BLW) und ménnlichen Blite (BLM), durch ASI = BLW — BLM berechnet.
BR wurde nach einer visuellen Boniturskala (Banzinger et al., 2000) als das Mittel
Uber je zwei Bonitur-Termine vor und zwei Termine nach der Blite erfasst. BT in °C
wurde an zwei Terminen, jeweils zwischen 11 Uhr und 15 Uhr an warmen (> 25 °C)

wolkenlosen Tagen mittels eines Infrarotthermometers (Scantemp 490, Carl Roth
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GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) als Mittelwert Gber drei Messungen eines

jeden Kolbenblattes erfasst.

2.2.2.3. Statistische  Auswertung der Feld-, Gewdachshaus- und
Klimakammerversuche

Die Feld-, beide Gewachshausversuche und der Klimakammerversuch wurden mit
gemischten linearen Modellen ausgewertet. Ausrei3er wurden basierend auf extrem
vom Mittelwert abweichenden standardisierten Residuen nach Grubbs (1950)
identifiziert und aus dem Datensatz entfernt. Die Varianzanalysen wurden in R (R
Development Core Team, 2012) entsprechend Falke et al. (2009) mit folgendem
linearen Modell durchgefuhrt.

Yivj =pu+GD+E,+ ij +C+ (GE)iVD + (CE)V + Ejyj

Dabei reprasentiert Y;,; die Beobachtung des Merkmals Y in einer Parzelle (Feld)
bzw. Einzelpflanze (GWH11, GWH12), un st die Bezeichnung des
Gesamtmittelwertes, G; bezeichnet den Effekt der Liniei (i=1, ..., 90 im Feld, i = 1,
... 78 In GWH11lundi=1, ..., 34 im GWH12), E, reprasentiert den Effekt der Umwelt
v (Feld, GWH11) bzw. der Behandlung in GWH12 (GWH12_opt, GWH12_sub), Bj,
stellt den Effekt des jeweiligen Blockes j (j =1, ..., 3im Feld, j =1, ..., 6 in beiden
Gewachshausversuchen) innerhalb der Umwelt v dar und e;; bezeichnet den
Versuchsfehler. D ist eine Dummy-Variable und C wurde als Klassifikationsvariable in
das Modell aufgenommen. Beide Variablen haben jeweils eine Stufe fir den
rekurrenten Elter IL-RE (D = 0; C = 1) und eine fur die IL Linien (D = 1; C = 2) (Falke
et al., 2009). E, C und die Interaktion (CE), wurden als fix und die verbleibenden
Effekte als zuféallig angenommen. Der Donor-Elter IL-DE wurde in der Varianzanalyse
nicht berucksichtigt. In der Analyse der einzelnen Umwelten (Feld, GWHL11,
GWH12_opt, GWH12_sub) wurden der Effekt E, und alle Interaktionen, die diesen
Effekt beinhalten, vom Modell ausgeschlossen.

Die Schatzwerte der genotypischen (6°g) und der Genotyp-Umwelt Interaktion (0°g)
Varianzkomponenten sowie des Restfehlers (0?) wurden mittels restricted maximum
likelihood (REML), implementiert im R Paket Ime4 (Bates & Maechler, 2012),
berechnet. Die besten linearen unverzerrten Pradiktoren (Best Linear Unbiased
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Predictors, BLUP) der Genotypen wurden nach Garrick et al. (2009) deregressiert,
um adjustierte Mittelwerte der Genotypen zu erhalten.

Um signifikante phanotypische Unterschiede zwischen IL Linien und dem rekurrenten
Elter zu identifizieren, wurden zweiseitige Dunnett Tests (Dunnett, 1955),
implementiert im multcomp R Paket (Hothorn et al., 2008), durchgefihrt. Dabei
wurde eine Typ | Fehlerrate von a = 0,05 verwendet. Fir die Berechnung der Dunnett
Teststatistik wurden die Dummy-Variable D und die Klassifikationsvariable C aus
dem linearen Modell ausgeschlossen und G; sowie gegebenenfalls die Interaktion
(GE)y, als fixe Faktoren betrachtet.

Die Heritabilitaten der phanotypischen Merkmale wurden auf der Grundlage der
Mittelwerte der Prifglieder (entry-mean heritability) nach Holland et al. (2003)
berechnet:

2
n = %
o2 o
—ge

2 -
%+t E tY R+ Ry
Dabei steht E fur die Anzahl an Umwelten (Feld, GWH11) bzw. in GWH12 fur die

beiden Behandlungen, Rg; bezeichnet die Anzahl an Wiederholungen in Umwelt eins

2

und Rg; bezeichnet die Anzahl an Wiederholungen in Umwelt zwei.

Phanotypische Korrelationen zwischen Merkmalen wurden als Pearsons lineare
Korrelationskoeffizienten mittels der R Funktion cor.test (R Development Core Team,
2012) geschatzt. Um multiples Testen zu bertucksichtigen, wurden alle

phanotypischen Korrelationen bei P < 0,01 als signifikant betrachtet.

2.2.3. Simulationsstudie und ldentifikation von Genomregionen mit
Einfluss auf die phanotypische Auspragung

2.2.3.1. lIdentifikation von Zielregionen mit Assoziation zwischen Phanotyp
und Genotyp

Fur die Identifikation von Genomregionen mit signifikantem Einfluss auf
phénotypische Merkmale wurde die ausgepragte Kollinearitat bedingt durch
identische SNP Allele auf den jeweiligen Donorgenomfragmenten reduziert. Hierzu
wurden alle Donorgenomfragmente innerhalb der IL entsprechend Falke & Frisch

(2011) in einzelne Zielregionen (Abbildung 5) unterteilt. Fir alle 89 IL Linien wurden
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177 Zielregionen in der IL detektiert. Den 177 Zielregionen wurden entsprechend
ihrer Genomposition (beginnend auf Chromosom 1 (1 b) und endend mit Chromosom
10 (148,9 Mb)) fortlaufende Identifikationsnummern (IDgg. = 1, ..., 177) zugeordnet.
Die 77 IL Linien, die sowohl im Feld als auch im Gewachshausversuch 2011 getestet
wurden, enthielten 164 Zielregionen (ID77. = 1, ..., 164). Auf der Basis von 33 IL
Linien, die im GWH12 getestet wurden, konnten 92 Zielregionen identifiziert werden
(D33 =1, ..., 92).
Schatzwerte fur das Kopplungsphasenungleichgewicht (LD) zwischen allen
Zielregionen wurden nach Hill & Robertson (1968) berechnet als:

D3y
" 2o p)pw (= pu)
mit Dy = Pw — PvPw, Wobei py die Frequenz des gemeinsamen Auftreten von +1

2

(Abbildung 5 B) an den Zielregionen v und w, p, die Frequenz des Auftretens von +1

an der Zielregion v und p,, die Frequenz des Auftretens von +1 an der Zielregion w

darstellt:
A B
SNP Zielregion Matrix W
123456789101112
IL Linie 1 e —— #1411 -1 -1 -1 -1 -1
.. 1 1 1 1 1 1 1 ] 1 1 1 1
IL Linie 2 e ——— -1 +1 +1 +1 -1 -1 -l..
.. 1 | 1 | 1 1 1 ] 1 1 | 1
IL Linie 3 S ——— -1 -1 -1 41 -1 -1 -l...
.. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
IL Linie4 e s——— e -1 -1 -1 +1 +1 -1 -1...
- I T T T T T T O T A | W =
IL Linie 5  e——— -1 -1 -1 -1 -1 +1 +l..
.. [ . T T O T T T T |
L Linie 6 et 1 1 -1 -1 -1 -1 -1 +1 +l...
L. Lo
IL Linie 7 | ——————— . 4 3 -1 1 3 -1 H..
[ . R T T T T T T T |
IL Linie 8 L -1 -1 -1 +1 -1 -1 +l..
1234 ..... 57  os 4 5 & 7
Zielregion Zielregion

Abbildung 5 A Schematische Darstellung der Identifikation von Zielregionen und B Erstellung
der Design Matrix W der Zielregionen fir die Detektion von signifikanten Genomregion—
Phanotyp Assoziationen (abgedndert nach Falke & Frisch (2011)).
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2.2.3.2. Simulationsstudie

Die komplexe genetische Struktur der IL mit mehreren Donorgenomfragmenten je IL
Linie erschwert die Identifikation von Genomregionen, die mit genotypischer Variation
assoziiert sind. Um dennoch einzelne Genomregionen mit signifikantem Einfluss auf
phanotypische Merkmale identifizieren zu kénnen, wurden verschiedene statistische
Methoden in einer Simulationsanalyse auf ihre Eignung, die genotypische Variation
einzelnen Genomregionen zuzuordnen, getestet.

Hierzu wurden, basierend auf der tatsachlichen genetischen Struktur der IL (89 IL
Linien, 1.861 SNP), zehn unabhangige QTL simuliert. Die 177 in den 89 IL Linien
identifizierten Zielregionen wurden in einer n x p Zielregion Matrix W, wie unter
2.2.3.1 beschrieben, zusammengefasst. Dabei stellt n die Anzahl der 89 IL Linien
plus IL-RE (n = 90) und p die Anzahl der Zielregionen (p = 177) dar. Anschlie3end
wurden zufallig zehn Zielregionen (p, = 10) zu QTL erklart. Diesen zehn QTL wurden
zufallige Effekte aus einer trunkierten Normalverteilung mit X ~ TN.33(4, 100)
zugeordnet. Die trunkierte Normalverteilung konnte dabei keine Werte zwischen -3
und 3 annehmen und resultierte in durchschnittlichen Effekten, deren Dimension der
von experimentellen Daten entsprach. Den verbleibenden 167 Zielregionen (p — po)
wurde kein Effekt zugeordnet, sodass der Vektor der QTL Effekte durch 3 = (Bo,, ...,

Bo 0 ..., 0) reprasentiert werden kann. Die genotypischen Werte der IL Linien und

po’
von IL-RE wurden durch g = W3, berechnet. Die phanotypischen Werte der IL Linien
und von IL-RE wurden durch y = g + e mit e ~ N(0, 0°l) und o = Var(g) x (1 - h%) h?
simuliert. Fur h? wurden fuinf unterschiedliche Heritabilitaten (h* = 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;
0,9) angenommen.

Ausgehend von den simulierten ph&notypischen Werten der IL Linien wurden funf
statistische Verfahren auf ihre Eignung zur Detektion der genomischen Lokalisation

der zuvor simulierten QTL erprobt.

() Bei der Einzelmarkerregression (SMR) wird der ph&notypische Wert der Linien i
(i=1, ...,90) durch das lineare Modell
Y; = by + bpxim + €
dargestellt. hyist das Gesamtmittel, b, (m = 1, .., p) ist der
Regressionskoeffizient der mten Zielregion und Xy, ist die Indikatorvariable der

mten Zielregion in der iten IL Linie. Die Versuchsfehler e; werden als
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(I

(I

unabhangig und identisch normalverteilt angenommen: ej~N(, ).
Assoziationen einer Zielregion mit der phénotypischen Auspragung wurden bei

einem Signifikanzniveau von a; = 0,05 als signifikant erklart.

Die statistische Methode (Il) entspricht der SMR aus Verfahren (l), allerdings
wurde, um multiples Testen zu bericksichtigen, ein Bonferroni korrigiertes
Signifikanzniveau a; = a; / 177 = 0,05 / 177 = 0.0003 verwendet (SMR_BK).
Demnach wurde der Effekt einer Zielregion bei einem P-Wert kleiner als 0,0003

als signifikant erklart.

In Verfahren (lll) wurde eine bidirektionale schrittweise lineare Regression
getestet (SR_AIC). Der phanotypische Wert der Linie i wird durch das lineare
Modell

t
Y, = Bo + Z bix;| + e;
=1

reprasentiert. b, ist das Gesamtmittel, by (I = 1, ..., t; t < p) ist der partielle
Regressionskoeffizient der Iten Zielregion und x; ist die Indikatorvariable der Iten
Zielregion in der iten IL Linie, wobei Xj € [Xim, .., Xip] Qilt. Der zuféllige
Versuchsfehler wird durch e;~ N(0, ¢®) reprasentiert. Das stepAlC Verfahren,
implementiert im R Paket MASS (Venables & Ripley, 2002), wurde zur
Durchfihrung der schrittweisen Regression verwendet. Die Modellselektion
erfolgte auf Basis des Akaike Informationskriteriums (AIC, Akaike, 1974),
definiert als
AlC=nin(6*)+ 2 (t+1)

wobei n die Anzahl an phanotypischen Beobachtungen (n = 90) t die Anzahl der
Zielregionen im Modell und 42 die Summe der Residuenquadrate geteilt durch n
darstellt. In jedem Schritt wahrend der schrittweisen Regression waren die
folgenden Aktionen mdglich: (i) fuge dem Modell eine Zielregion hinzu (ii)
entferne eine Zielregion aus dem Modell, (iii) keine Aktion. Im Fall (iii) war der

minimale AIC erreicht und somit das finale Modell selektiert.
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(IV) In Verfahren (IV) wurde wie in Verfahren (lll) eine bidirektionale schrittweise
Regression getestet (SR_BIC), jedoch erfolgte die Modellselektion mittels des
Bayes‘schen Informationskriteriums (BIC, Schwarz, 1978), definiert durch

BIC = n [n(6%) + In(n) (t + 1)

wobei n die Anzahl an phanotypischen Beobachtungen t die Anzahl der
Zielregionen im Modell und 62 die Summe der Residuenquadrate geteilt durch n

darstellt. Das finale Modell wurde durch den minimalen BIC selektiert.

(V) In Verfahren (V) wurde ridge regression best linear unbiased prediction,
implementiert im R Paket synbreed (Wimmer et al., 2012) in Kombination mit
einer Permutation basierten Variablenselektion (thresholded ridge regression
best linear unbiased estimator, TRR_BLUP, Shao & Deng, 2012), fur die
Lokalisation der zuvor simulierten QTL getestet. Dabei wird der phanotypische

Wert jeder Linie i durch

v
Y= .1'9'0 + Z byxiy + e;
w=1
beschrieben, wobei b, das Gesamtmittel, by (W = 1, ..., p) den partiellen
Regressionskoeffizienten der wten Zielregion und x;, die Indikatorvariable der
wten Zielregion in der iten IL Linie darstellt. Der zufallige Versuchsfehler wird
durch e;reprasentiert e~ N(0, 0°). Des Weiteren wurde angenommen, dass by, ~
N(0, 0®y) wodurch die geschatzten Effekte relativ zum Verhaltnis der Residuen-
Varianz (0%) zur Marker-Varianz (0°,) gegen Null geschrumpft werden (Hoerl &
Kennard, 1970). Sowohl ¢ als auch ¢, wurden mittels REML, implementiert in
dem R Paket Ime4 (Bates & Maechler, 2012), ermittelt. Fur die
Variablenselektion wurde anschlieend in Anlehnung an Churchill & Doerge
(1994) y; permutiert und fir jedes b,, das 2,5 % (wao’ozs) und 97,5 % Quantil

(Qouy o) rmittelt. Wenn Qowy < bm< Qou, ., Wurden diese Schatzwerte von
b,y auf null gesetzt und als nicht mit einem simulierten QTL assoziiert betrachtet.
Jede Kombination aus simulierter Heritabilitdt und statistischem Verfahren wurde in

1.000 Wiederholungen getestet, um Stichproben-bedingte Effekte zu reduzieren und

Ergebnisse mit hoher numerischer Prazision zu erhalten. Als Vergleichsgrof3en
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wurden jeweils die Sensitivitat (Sp) und die Spezifitat (Sp) der verschiedenen

statistischen Verfahren bei unterschiedlichen Heritabilitaten, definiert als

TP

S, = ——
" T (TP + FN)

c TN
P (TN +FP)

ermittelt. Dabei steht TP fur den Anteil der richtig positiv identifizierten QTL (true
positives, der zuvor simulierte QTL wurde richtig erkannt), FN fur den Anteil der
falsch negativ identifizierten QTL (false negatives, der zuvor simulierte QTL wurde
nicht erkannt), TN fir den Anteil der richtig negativ identifizierten QTL (true
negatives, ein nicht simulierter QTL wurde auch nicht identifiziert) und FP fur den
Anteil der falsch positiv identifizierten QTL (ein nicht simulierter QTL wurde falschlich
identifiziert). Zudem wurde fir alle Kombinationen aus statistischen Verfahren und
Heritabilitat die Fahigkeit, die jeweils drei (aus insgesamt zehn) simulierten QTL mit
groltem Effekt (QTLM) zu detektieren, tiberpriift. Ein geschatzter Effekt wurde als TP
gewertet, wenn genau auf der identifizierten Zielregion ein simulierter QTL lokalisiert
war (Szenario 1). Die genotypische Auswertung der IL ergab ein ausgepragtes LD,
vor allem zwischen benachbarten Zielregionen. Um den Einfluss des LD auf die
Detektion der simulierten QTL durch die verschiedenen statistischen Verfahren zu
guantifizieren, wurde in einem weiteren Szenario (Szenario 2) die Sensitivitat und
Spezifitat erneut berechnet. Dabei wurde ein in einem der statistischen Verfahren
geschatzter Effekt als TP angenommen, wenn dieser Effekt auf derselben Zielregion
oder auf einer der beiden benachbarten Zielregionen wie der zuvor simulierte QTL

lokalisiert war.

2.2.3.3. ldentifikation von Zielregionen mit Assoziation zu phé&notypischen
Merkmalen

Die Identifikation von signifikanten Assoziationen zwischen phanotypischen
Merkmalen und Donorgenom-Zielregionen erfolgte entsprechend der in der
Simulationsanalyse getesteten Methode SR_BIC. Wang et al. (2006) folgend, fand
der Donor-Elter IL-DE in der Detektion von Zielregionen mit signifikantem Effekt

keine Bericksichtigung. Die Zielregionen wurden in einer bidirektionalen,
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schrittweisen, multiplen Regression als Pradiktorvariablen eingesetzt mit dem Ziel,
jene Zielregionen zu identifizieren, welche einen oder mehrere QTL beinhalten. Der
adjustierte Mittelwert (Y;) der Inzuchtlinie i (i =1, ..., 78 im Feld und GWH11 bzw. 1,
..., 34 im GWH12) wird durch das lineare Modell

t
Y= BO +Zblxil + e
=1

reprasentiert. Dabei stellt b, das Gesamtmittel, by (I = 1, ..., t, t = 164 im Feld und
GWH11 bzw. t = 92 im GWH12) den partiellen Regressionskoeffizienten der lten
Zielregion und x; die Indikatorvariable der Iten Zielregion in der iten Inzuchtlinie,
kodiert als -1 und 1 fir das Allel von IL-RE und IL-DE, dar. Der zuféllige
Versuchsfehler wird durch e; (ei~ N(0, 0°)) reprasentiert. Die durch das finale Modell
erklarte phénotypische Varianz wurde durch das adjustierte Bestimmtheitsmal
(Radjz), das die Anzahl an Pradiktoren im finalen Modell bertcksichtigt, geschatzt. Die
von jeder einzelnen im finalen Modell befindlichen Zielregion erkléarte phéanotypische
Varianz (R?) wurde nach Zhu et al. (2004) berechnet.

2.2.3.4. Graphische Darstellung der Ergebnisse

Die Visualisierung und graphische Darstellung der Ergebnisse hinsichtlich der Feld-,
Gewachshaus- und Klimakammerversuche, der hochdichten Genotypisierung der 1L
sowie der Simulationsanalyse erfolgte in R (R Development Core Team, 2012) unter
Einbindung der R Pakete lattice (Deepayan, 2008), RColorBrewer (Neuwirth, 2011)
und synbreed (Wimmer et al., 2012).
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3. Ergebnisse

Die aus der Kreuzung IL-RE mit IL-DE entwickelte IL, bestehend aus 89 IL Linien,
wurde hochauflésend genotypisiert und sowohl im Feld als auch im Gewachshaus
hinsichtich  A™C  sowie fir Merkmale der Pflanzenentwicklung und
Pflanzenphysiologie phanotypisiert. Die diesbeziiglichen Ergebnisse werden im

Folgenden dargestellt.

3.1. Genotypisierung der Introgressionsbibliothek mit SSR
Markern

Die Genotypisierung der IL mit 226 SSR Markern lass t eine nahezu ideale IL mit
einer Donorgenomabdeckung von Uber 82 % und nur ver  einzelt mehr als einem
Donorgenomfragment je IL Linie vermuten.

Die Ergebnisse der IL Charakterisierung an Hand der zur Entwicklung der IL Linien
verwendeten 226 SSR Marker ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3 Ubersicht tiber die Genotypisierung der IL mit 226 SSR Markern

Chr.  Anzahl gen. Donorgenom Abstand zwischen SSR
SSR L[alcrll/%e -abd[eo/té]kung Mittel Min. Max.
[cM] [cM] [cM]
1 26 285,1 88,3 11,4 0,0 65,1
2 26 207,3 66,4 8,9 0,1 51,3
3 33 187,8 100,0 59 0,1 33,9
4 22 177,7 54,0 10,0 0,0 25,6
5 25 175,0 100,0 7,3 0,0 21,8
6 23 171,0 79,8 8,1 0,0 29,7
7 15 168,7 83,5 11,8 3,2 33,3
8 17 142,1 100,0 8,9 0,0 30,2
9 17 153,6 86,6 9,6 0,4 56,2
10 22 119,4 56,6 57 0,9 23,7
Yo 226 1.787,7 82,1 8,8 0,0 65,1

Chr.; Chromosom, gen. Lange; genetische Lange, cM; centi Morgan, ) ; Summe der Anzahl
SSR und gen. Lange, g; gewichtetes Mittel der Donorgenomabdeckung
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Die 226 SSR Marker waren nicht gleichméaRig tber alle zehn Chromosomen verteilt.
Die meisten Marker waren auf Chromosom 3, die geringste Anzahl an Markern auf
Chromosom 7 lokalisiert. Die genetischen Abstande entstammen einer KWS-internen
genetischen Karte. Die einzelnen Chromosomenlangen (jeweils ermittelt durch die
Position des letzten SSR Markers) entsprechen den Chromosomenlangen
publizierter genetischer Karten (Ganal et al., 2011). Somit kann davon ausgegangen
werden, dass das Maisgenom nahezu vollstandig mit SSR Markern abgedeckt
wurde. Im mit SSR Markern abgedeckten Genombereich konnten insgesamt 82,1 %
des Donorgenoms im genomischen Hintergrund des rekurrenten Elters dargestellt
werden. Auf den Chromosomen 3, 5 und 8 zeigte fur alle SSR Markerloci jeweils
mindestens eine IL Linie das Allel des Donors IL-DE, sodass auf diesen
Chromosomen 100 % des Donorgenoms wiedergefunden werden konnte. Die
geringste Donorgenomabdeckung wurde auf den Chromosomen 4 (54,0 %) und 10
(56,5 %) detektiert. So fehlten insbesondere Donorgenomregionen an den distalen
Regionen auf Chromosom 4 im Bereich von 0,00 bis 43,53 cM und auf Chromosom
10 in den Bereichen 0,00 — 36,05 cM bzw. 107,68 — 119,43 cM. Uber alle
Chromosomen und IL Linien betrachtet waren 286,8 cM des Donorgenoms
heterozygot. Alle SSR Markerloci, die in einer IL Linie ein heterozygotes Allel zeigten,
zeigten jedoch in mindestens einer weiteren IL Linie ein homozygotes Allel von IL-
DE. Die einzige Ausnahme stellt ein SSR Markerlocus auf Chromosom 7 dar. Dieser
zeigte ein heterozygotes Allel in der IL Linie IL-73. Keine weitere IL Linie zeigte ein
homozygotes Donorallel an diesem Locus, sodass 7,52 cM der geschatzten
Donorgenomabdeckung ausschliesslich in heterozygoter Form vorlagen. Bedingt
durch die Uberdurchschnittiche Anzahl an SSR Markern auf Chromosom 3, wurde
dort auch der geringste durchnittliche Abstand zwischen benachbarten Markern
erreicht. Die groRten durchnittichen Abstdnde zwischen benachbarten Markern
wurden auf Chromosom 7 festgestellt. Uber alle Chromosomen betrachtet, betrug der
mittlere Abstand zwischen benachbarten SSR Marker Loci 8,8 cM, wobei der grofite
Abstand zwischen zwei Markern (65,1 cM) am Anfang von Chromosom 1 lag. Die
Genotypisierung mit 226 SSR Markern ergab, dass 58 IL Linien (65,2 %) wie
beabsichtigt ein einzelnes Donorgenomfragment im ansonsten homogenen
genetischen Hintergrund des rekurrenten Elters IL-RE aufwiesen. 19 IL Linien
(21,34 %) wiesen zwei und zwolf IL Linien (13,47 %) mehr als zwel

Donorgenomfragmente auf. Im Durchschnitt Gber alle Chromosomen und Linien
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wurden 1,55 Donorgenomfragmente je IL Linie detektiert. Die IL Linien IL-56 und IL-
73 zeigten funf Donorgenomfragmente je Linie und somit die maximale Anzahl an
Fragmenten aller IL Linien. IL-56 hatte drei homozygote Fragmente auf Chromosom
6 mit 0,95 cM, 15,48 cM, 21,75 cM Lange und zwei Fragmente auf Chromosom 9
(40,28 und 33,16 cM Lange). Die IL Linie IL-73 wies zwei homozygote Fragmente
jeweils auf Chromosom 8 (51,12 cM) und Chromosom 10 (7,55 cM) auf. Zudem
wurde ein komplett heterozygotes Fragment auf Chromosom 6 (17,71 cM) detektiert
und zwei weitere waren auf Chromosom 7 (5,58 cM und 22,60 cM) lokalisiert. Die
durchschittliche Lange der Donorgenomintrogression je IL Linie variierte zwischen
3,99 cM (0,22 % der Genomlénge) in IL-30 und 172,24 cM (9,64 %) in IL-42 und
betrug im Mittel tber alle Linien 50,08 cM (2,80 %).

3.2. Genotypisierung der Introgressionsbibliothek mit SNP
Markern

3.2.1. SNP Verteilung und Qualitatskontrolle im genetischen Material
der Introgressionsbibliothek

Die Ergebnisse der Genotypisierung mit dem MaizeSNP 50 BeadChip sind
reproduzierbar. Sowohl die Verteilung aller SNP, ab  er auch die der zwischen
IL-RE und IL-DE polymorphen SNP Uber das Genom ist  nicht einheitlich.

Vor der genetischen Charakterisierung der gesamten IL wurde die Verlasslichkeit des
MaizeSNP50 BeadChip im genetischen Material IL-RE Xx IL-DE getestet. Hierfur
wurden sieben biologische Replikate von IL-RE bzw. vier biologische Replikate von
IL-DE mit dem MaizeSNP50 BeadChip analysiert. Es wurde getestet, ob in allen
Replikaten von IL-RE bzw. in allen Replikaten von IL-DE an jeweils demselben SNP
Locus ein konsistentes Allel angezeigt wird. Der Anteil an SNP, der Uber die
getesteten Replikate von IL-RE bzw. IL-DE keine konsistenten Allele ergab, ist in
Tabelle 4 zusammengefasst.

Der Grof3teil (31.177 SNP) der 32.194 ausgewerteten SNP zeigte Uber die sieben
biologischen Replikate des rekurrenten Elters IL-RE an den einzelnen SNP Loci
jeweils identische Allele. Von den insgesamt 1.017 SNP, die an den jeweiligen SNP

Loci keine identischen Allele tGber die sieben Proben von IL-RE ergaben, zeigten 726
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SNP sowohl heterozygote als auch homozygote Allele. Diese 726 SNP Loci waren
hauptsachlich in einzelnen zusammenhangenden Clustern auf den Chromosomen 1,
3 und 9 lokalisiert und tberspannten jeweils 7,23 Mb, 5,18 Mb bzw. 23,97 Mb.

248 SNP konnten in jeweils ein bis drei der sieben Replikate von IL-RE technisch
nicht ausgewertet werden (no call). Fir 43 SNP ergaben sich fiir drei der sieben
Replikate von IL-RE zwei gegensatzliche homozygote Allele am selben SNP Locus.
Von diesen 43 SNP war ein SNP auf Chromosom 4 und 42 SNP auf Chromosom 2
lokalisiert. Die 42 SNP auf Chromosom 2 befanden sich in drei unterbrochenen
Clustern mit einer Gesamtlange von 0,43 Mb. Alle 32.194 SNP konnten in
mindestens einem IL-RE Replikat technisch ausgewertet werden, wobei sich an 88
SNP Loci konsistent Uber alle sieben IL-RE Replikate ein heterozygotes Allel ergab.
Der Anteil an SNP, der in den vier biologischen Replikaten von IL-DE jeweils ein
einheitliches Allel ergab, lag bei 99,38 % (31.993 SNP) und somit deutlich héher als
bei IL-RE. Dies &nderte sich auch nicht unter Bertcksichtigung der unterschiedlichen
StichprobengrofRe, Uberprift durch wiederholtes zuféalliges Ziehen von vier aus
sieben Replikaten von IL-RE. Die Mehrzahl der SNP, die an einem SNP Locus Uber
die vier Replikate kein konsistentes Allel zeigten, gehoérten zur Gruppe derer, die in
einer, zwei oder drei der vier IL-DE Replikate technisch nicht ausgewertet werden
konnten (195 SNP). Keiner der 32.194 SNP zeigte Uber die vier IL-DE Einzelpflanzen
zwei unterschiedliche homozygote Allele am selben SNP Locus und nur 6 SNP
zeigten am gleichen Locus sowohl ein homozygotes als auch ein heterozygotes Allel.
Es wurden 356 SNP detektiert, die in keiner der vier IL-DE Replikate technisch
ausgewertet werden konnten (no call). Die Verteilung dieser in keinem Replikat
auszuwertenden SNP ergab eine einheitliche Verteilung im Genom. Mit Ausnahme
einer Region auf Chromosom 6 (von 63,92 bis 64,09 Mb) wurden keine Cluster mit
mehr als 2 SNP in Folge detektiert, die Uber alle IL-DE Proben technisch nicht
auszuwerten waren. Insgesamt ergaben 23 SNP ein einheitlich heterozygotes Allel in
allen Einzelpflanzen von IL-DE.

Die Aussagekraft des MaizeSNP50 BeadChip in Bezug auf das aus der Kreuzung IL-
RE x IL-DE hervorgegangene genetische Material wurde an Hand der SNP
Verteilung tber die Mais Chromosomen analysiert (Abbildung 6). Die 32.194 SNP
waren aufgrund einer signifikanten Haufung von SNP auf Chromosom 1 (5.423 SNP)
signifikant ungleich verteilt. Die SNP Verteilung war auch innerhalb der 10 Mais

Chromosomen, die jeweils in 10 Mb grof3e Bins unterteilt wurden, nicht einheitlich.
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Unabhangige paarweise Chi-Quadrat Tests, korrigiert nach Benjamini- Hochberg
(FDR < 5 %), ermdglichten die Identifikation von Bins mit signifikant hoherer bzw.
niedrigerer Anzahl an Gesamt-SNP (Abbildung 6).
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Tabelle 4 Qualitat und Reproduzierbarkeit der Genotypisierung mit 32.194* SNP Marker des MaizeSNP50 BeadChip

Chromosom
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 gesamt
IL-RE (7)
kein konsistentes Allel am SNP Locus [%] 404 431 457 235 349 216 205 0,28 6,19 0,09 3,16

inkonsistent auswertbar - nicht auswertbar [%] 0,42 0,28 0,28 0,29 143 156 205 0,20 1,67 0,09 0,77
inkonsistent homozygote und heterozygote

Allele [%0] 361 284 429 203 207 061 0,00 0,08 452 0,00 2,26
inkonsistent homozygote Allele [%)] 0,00 1,28 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13
konsistent nicht auswertbar [%0] 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
konsistent heterozygote Allele [%)] 0,5 0,37 006 014 048 09 0,22 0,08 0,16 0,26 0,27
IL-DE (4)

kein konsistentes Allel am SNP Locus [%0] 053 0,70 053 08 050 049 0,74 061 049 0,88 0,62

inkonsistent auswertbar - nicht auswertbar [%] 0,52 0,70 053 080 048 046 0,71 061 0,49 0,88 0,61
inkonsistent homozygote und heterozygote

Allele [%0] 0,02 0,00 0,00 0,06 003 0,04 0,04 0,00 0,00 0,00 0,02
inkonsistent homozygote Allele [%)] 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
konsistent nicht auswertbar [%] 136 068 1,16 155 134 148 063 044 1,10 0,88 1,11
konsistent heterozygote Allele [%] 0,04 003 008 0,14 006 0,11 0,21 0,08 0,04 0,04 0,07

* Die 32.194 SNP Marker verblieben nachdem von den 56.110 SNP Marker auf dem MaizeSNP50 BeadChip solche mit technisch bedingter
niedriger Qualitat bzw. statistischer Sicherheit entfernt wurden.
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Von den insgesamt 200 Bins beinhalteten 36 (18 %) signifikant mehr und 38 (19 %)
signifikant weniger SNP als unter der Nullhypothese erwartet. Dabei waren die Bins
mit signifikant mehr SNP vorrangig an den distalen (Telomer nahen) und die Bins mit
signifikant weniger SNP an proximalen (Zentromer nahen) Chromosomenabschnitten
lokalisiert. So zeigten von den 20 aul3ersten Bins (je zwei pro Chromosom) 14 eine
signifikant héhere Anzahl an SNP. Von den 10 Bins, welche die Zentromerregion
beinhalteten, zeigten sieben signifikant weniger SNP und von den verbleibenden drei
Bins auf Chromosom 3, 9 und 10 zeigte mindestens eines der Zentromer

flankierenden Bins signifikant weniger SNP.

Zwischen den beiden Eltern IL-RE und IL-DE waren 11.505 (35,77 %) der SNP
polymorph. Davon waren signifikant weniger polymorphe SNP als erwartet auf den
Chromosomen 2 (32,73 % polymorphe SNP) und 3 (32,96 %) und signifikant mehr
auf den Chromosomen 4 (38,56 %), 8 (39,20 %) und 10 (40,31 %) lokalisiert.

Die Anzahl an SNP je Bin und die Anzahl der zwischen IL-RE und IL-DE
polymorphen SNP je Bin zeigten eine signifikante Korrelation (r = 0,81). Der Anteil an
polymorphen SNP zeigte daher, wie auch der Anteil aller SNP, eine ungleichmafiige
Verteilung innerhalb der einzelnen Chromosomen. Diese fiel, verglichen mit der
ungleichen Verteilung aller SNP, jedoch deutlich geringer aus. So zeigten 15 von 200
Bins einen signifikant hoheren und 16 einen signifikant geringeren Anteil an
polymorphen SNP. Von den 15 Bins mit signifikant héherem Anteil polymorpher SNP
beinhalteten vier das in B73 Refseq v2 annotierte Zentromer (Chromosomen 5, 7, 8,
10). Drei dieser vier Bins wiesen gleichzeitig eine geringere Anzahl an SNP auf,
sodass in diesen Genomregionen von einem erhdhten Polymorphiegrad zwischen IL-
RE und IL-DE ausgegangen werden kann. Die das Zentromer beinhaltenden
Regionen der Chromosomen 1, 2 und 4 ergaben hingegen jeweils, wie erwartet,

einen signifikant geringeren Anteil polymorpher SNP.
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Abbildung 6 Verteilung von 32.194 SNP Marker des MaizeSNP50 BeadChip tber die 10 Mais Chromosomen
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3.2.2. Genetische Charakterisierung der Introgressionsbibliothek mit
1.861 SNP

Die Genomstruktur der IL ermoglicht eine Fokussieru ng auf 1.861 SNP Marker
mit hochster Qualitdt ohne Informationsverlust fur die Genotypisierung. Die

hochauflosende Genotypisierung mit diesen 1.861 SNP ergab eine
Donorgenomabdeckung von 90 % und im Durchschnitt tib er alle IL Linien mehr
als zwei Donorgenomfragmente je Linie.

Fur die genetische Charakterisierung der 89 IL Linien und die Identifikation von
Donorgenom-Zielregionen wurden 1.861 SNP Marker stringent selektiert. Die
stringentere SNP Selektion, verglichen mit den 32.194 SNP, anhand derer die
Aussagekraft des MaizeSNP50 BeadChip im genetischen Material IL-RE x IL-DE
analysiert wurde, erfolgte aus zwei Grunden. Erstens ermdglichte die begrenzte
Anzahl an Rekombinationsereignissen in der IL eine Reduktion der Markerdichte
ohne Verlust an genetischer Information (Abbildung A 2). Zweitens konnten im
Rahmen der Selektion auf 1.861 SNP ausschlie8lich jene Marker fir die
Charakterisierung der IL verwendet werden, welche die bestmdglichen
Qualitatskriterien (call frequency = 1; GenTrain Score = 0,9) erfullten und somit einen
Datensatz hochster Qualitat darstellen.

Basierend auf den 1.861 SNP Uberspannte der mit SNP abgedeckte Bereich 2.044,3
Mb des Maisgenoms (Tabelle 5). Somit wurden, verglichen mit der B73 Refseq_v2,
14,38 Mb nicht mit SNP abgedeckt. Der grof3te, nicht von SNP abgedeckte Bereich
befand sich an den distalen Regionen von Chromosom 3. Die SNP auf Chromosom 3
Uberspannten 225,8 Mb, sodass ein Bereich von 6,34 Mb, verglichen mit der B73
Refseq_v2, fehlte. Dieser Bereich héatte vollstandig mit den 32.194 SNP abgedeckt
werden konnen, jedoch befand sich in dieser Region kein zwischen den IL Eltern
polymorpher SNP mit einer call frequency > 0,5. Chromosom 2 konnte mit einer
Lange von 237,0 Mb vollstandig mit SNP abgedeckt werden. Auf den restlichen
Chromosomen fehlten jeweils kleinere Regionen an den aullersten distalen
Bereichen. Die Uber das gesamte Genom betrachtete Donorgenomabdeckung betrug
90,0 %. Das Genom von IL-DE im genetischen Hintergrund von IL-RE konnte auf den
Chromosomen 2, 3 und 5 vollstindig wiedergefunden werden. Die geringste
Donorgenomabdeckung wurde auf Chromosom 6 detektiert. Hier sind tber alle IL
Linien nur 33,0 % des IL-DE Genoms représentiert. Die Selektion der 1.861 SNP

erfolgte unter Bericksichtigung einer moglichst gleichmalligen Markerverteilung
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(Abbildung 7). Dies spiegelt sich auch in der geringen Variation der
durchschnittichen Markerabstande je Chromosom wider (von 0.8 Mb auf
Chromosom 10 bis 1,4 Mb auf den Chromosomen 2 und 5). Uber alle Chromosomen
betrachtet, befand sich im Durchschnitt alle 1,1 Mb ein SNP. Dennoch wiesen die
Extrema der Markerabstdnde je Chromosom grof3e Variationen auf. Auf den
Chromosomen 5, 7 und 8 betrug der minimale Abstand zwischen zwei SNP nur 1 bp.
Hingegen betrug der kleinste Abstand zwischen zwei benachbarten SNP auf
Chromosom 9 134 bp. Der gro3te Abstand zwischen benachbarten SNP zeigte sich
auf Chromosom 7 (20,8 Mb). Mit Ausnahme der Chromosomen 5 und 10 wiesen

jeweils die das Zentromer flankierenden SNP den grof3ten Abstand zueinander auf.

Tabelle 5 Anzahl SNP, physikalische Lange, Donorgenomabdeckung und durchschnittlicher,
kleinster und grofRter Abstand zweier benachbarter SNP Marker Uber alle IL Linien und
Chromosomen basierend auf der Genotypisierung mit 1.861 SNP Markern.

Chr.  Anzahl phys. Donorgenom- Abstand zwischen SNP
SNP Lﬁ;]g]e abd?oz)liung Mittel Min. Max.
[Mb] [bp] [Mb]
1 348 299,5 98,8 0,9 36,0 13,0
2 167 237,0 100,0 1,4 12,0 16,2
3 185 225,8 100,0 1,2 29,0 18,0
4 214 240,8 72,8 1,1 6,0 8,5
5 161 217,7 100,0 1,4 1,0 9,3
6 171 168,7 33,0 1,0 61,0 10,6
7 162 176,1 99,6 1,1 1,0 20,8
8 133 174,3 96,2 1,3 1,0 11,4
9 123 155,5 94,8 1,3 134,0 10,4
10 197 148,9 95,5 0,8 4,0 55
Yo 1.861  2.044,3 90,0 1,1 1,0 20,8

Chr.; Chromosom, phys. Lange; physikalische Lange, Mb; Megabasen, bp; Basenpaare,
Summe der Anzahl SNP und phys. Lange, @; gewichtetes Mittel der Donorgenomabdeckung

Obwohl die Selektion der IL Linien markergestitzt unter anderem hinsichtlich
kompletter Homozygotie erfolgte, wurden dennoch auf neun der zehn Chromosomen

heterozygote Donorgenomfragmente detektiert. Insbesondere in den IL Linien IL-31
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und IL-41 (Abbildung 8) fanden sich grof3ere heterozygote Donorgenomfragmente
auf den Chromosomen 4 und 5, sodass auf diesen beiden Chromosomen jeweils
135,1 Mb und 166,9 Mb in heterozygoter Form vorlagen. Auf den verbleibenden
sieben Chromosomen zeigten sich nur kleinere heterozygote Fragmente mit einer
Gesamtlange von 113,0 Mb. Alle Markerloci, die in einer IL Linie ein heterozygotes
Allel aufwiesen, zeigten jedoch mindestens in einer weiteren IL Linie das IL-DE Allel
in homozygoter Form.
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Abbildung 7 Verteilung der fir die Charakterisierung der IL verwendeten 1.861 SNP Uber die
10 Mais Chromosomen. Die roten Punkte kennzeichnen die Position der in der B73
Referenzsequenz (B73 Refseq_v2) annotierten Zentromere.

Die Anzahl einzelner Donorgenomfragmente je IL Linie variierte zwischen einem und
funf Donorgenomfragmenten, wobei 40 IL Linien (44,9 %) ein einzelnes
Donorgenomfragment und acht Linien (9 %) mehr als vier Fragmente je Linie trugen.
Durchschnittlich trugen die IL Linien 2,2 Donorgenomintrogressionen. Ebenso wie die
Anzahl an Fragmenten je IL Linie variierte auch die absolute Lange der
Donorgenomintrogressionen zwischen 1,8 Mb (IL-50) und 327,4 Mb (IL-42), wobei im
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Mittel Gber alle Linien die Lange der Introgressionen 86,3 Mb (4,2 % des gesamten

Donorgenoms) betrug.
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Chromosom

SNP (1 - 1.861)

Abbildung 8 Uberblick tber die genetische Struktur der 89 IL Linien. Auf der x-Achse sind die SNP Marker (1, ..., 1861) entsprechend ihrer
Genomposition und auf der y-Achse die IL Linien (01,..., 89) aufgetragen. Chromosomen sind durch rote Linien voneinander getrennt. Die SNP-
Allele des Donor-Elters sind in grin, die des rekurrenten Elters sind in blau und heterozygote Allele sind in schwarz dargestellt.
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3.2.3.  Verteilung der Donorgenom-Zielregionen

Die Zerlegung der Donorgenomfragmente in definierte Zielregionen reduzierte
das durchschnittliche LD in der IL erheblich, jedoc h stehen direkt benachbarte
Zielregionen noch weiter in hohem LD zueinander.

Durch die Zerlegung der einzelnen, haufig Uberlappenden Donorgenomfragmente
konnten 177 Zielregionen in der IL (89 IL Linien) identifiziert werden. Das
durchschnittliche LD von r? = 0,28 (basierend auf 1.861 SNP) wurde auf r* = 0,03
(basierend auf 177 Zielregionen) reduziert. Dennoch wurde auch weiterhin ein
erhebliches LD, insbesondere bei direkt benachbarten Zielregionen festgestellt. Uber
alle Chromosomen gemittelt befanden sich direkt benachbarte Zielregionen in einem
LD von r? = 0,61. Zusatzlich wurden r>-Werte > 0,6 zwischen den Chromosomen 1
und 7 bzw. 2 und 9 detektiert (Abbildung 9).

Das hohe LD zwischen Chromosom 1 und 7 begrindete sich vor allem durch die
Donorgenomfragmente der Linien IL-57 und IL-58. So zeigte sich, dass zwei
Zielregionen, jeweils eine auf Chromosom 1 und eine auf 7, nur in der IL-Linie IL-58
auftraten. Diese Zielregionen standen folglich in einem vollstandigem LD (r* = 1,00)
zueinander. Eine weitere Zielregion auf Chromosom 1 trat nur in den Linien IL-11,
IL-57 und IL-58 auf und stand in einem LD von 0,66 mit einer Zielregion auf
Chromosom 7, die ausschlief3lich durch IL-57 und IL-58 reprasentiert wurde. Ebenso
verhielt es sich beziglich des hohen LDs zwischen Chromosom 2 und 9. Dabei war
eine Zielregion auf Chromosom 2 in IL-53, IL-77 und IL-80 vertreten. IL-77 und IL-80
trugen als einzige Linien auch die Zielregion auf Chromosom 9, woraus ein LD von
0,66 resultierte. Wie aus Abbildung A 1 (im Anhang) ersichtlich, wurden IL-11 und
IL-58 aus einer gemeinsamen BC, Pflanze, IL-53 und IL-77 und auch IL-57 und IL-58
bzw. IL-77 und IL-80 aus jeweils einer gemeinsamen BC; Pflanze entwickelt. Somit
unterscheiden sich diese sechs Linien mindestens in zwei Ruckkreuzungs- und drei
Selbstungsschritten. Den sechs Linien gemeinsam ist jedoch ihre
Uberdurchschnittich hohe Donorgenomabdeckung je Linie. Im Vergleich zur
durchschnittichen Donorgenomabdeckung aller 89 IL Linien (86,3 Mb) deckten die
sechs IL Linien (IL-11, IL-53, IL-57, IL-58, 1I-77, IL-80) im Durchschnitt 161,8 Mb des
Donorgenoms ab. Neben dem LD von 1 zwischen Zielregionen auf Chromosom 1
und 7 standen weitere 14 Zielregion-Kombinationen in einem vollstandigen LD. Von

diesen 14 Kombinationen traten zwei innerhalb von Chromosom 1, eine innerhalb
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von Chromosom 2, drei innerhalb von Chromosom 3, eine innerhalb von Chromosom

4, sechs innerhalb von Chromosom 5 und eine innerhalb von Chromosom 7 auf.

Chr. 10

Chr. 9

Chr. 8

Chr. 7

Chr. 6

., 177)

Chr. 5

Chr. 4

Zielregionen (1, ..

Chr. 3

Chr. 2

Chr. 1

1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 |

o | LD

Chr. 1

Chr. 2

Chr.3 Chr.4 Chr.5 Chr. & Chr. 7
Zielregionen (1, ..., 177)

Chr. 8

Chr.9 Chr. 10

Abbildung 9 Paarweises Kopplungsphasenungleichgewicht zwischen 177 Zielregionen

basierend auf 89 IL Linien
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3.3. Vergleich statistischer Verfahren fir die Detektion von
signifikanten Phanotyp-Genotyp Assoziationen

Die getesteten Methoden zeigten eine deutliche Vari ation hinsichtlich
Sensitivitat und Spezifitdt. Unter Berucksichtigung des LD zwischen den
Zielregionen, wurde fir alle Methoden eine Verbesse rung in der Sensitivitat
und Spezifitat beobachtet und alle drei simulierten QTL mit groRtem Effekt
wurden detektiert.

Basierend auf der tatsachlichen genotypischen Struktur der IL (charakterisiert mit
1.861 SNP Markern) und den sich daraus ergebenen 177 Zielregionen, wurde eine
Simulationsstudie durchgefuhrt. Dabei wurden jeweils zehn QTL mit zufallig aus einer
trunkierten Normalverteilung gezogenen Effekten zehn Zielregionen zugeordnet. Es
wurde die Eignung von funf verschiedenen statistischen Verfahren ermittelt, die zuvor

simulierten QTL in der IL zu lokalisieren.

Sowohl in der Sensitivitdt als auch in der Spezifitdt zeigten sich deutliche
Unterschiede bei allen simulierten Heritabilidten zwischen den finf getesteten
Verfahren. Mit Zunahme der Heritabilitat von h? = 0,2 auf h? = 0,9 zeigten alle funf
statistischen Verfahren ein Ansteigen der Sensitivitdit und Abfallen der Spezifitat
(Abbildung 10). Mit Ausnahme der Heritabilitatsstufe 0,2 < h? < 0,4 ergab sich sowohl
fur die Sensitivitdt als auch fur die Spezifitdit eine einheitliche Rangierung der
Verfahren. SMR_BK, gefolgt von SR_BIC, stellte jeweils das Verfahren mit der
geringsten Sensitivitdt und héchsten Spezifitdt und TRR_BLUP das mit der hochsten
Sensitivitat und geringsten Spezifitat dar. Auffallend war die zunéchst parallel
ansteigende Sensitivitat von SMR_BK und SR_BIC zwischen h? = 0,2 und h? = 0,6,
gefolgt von einem deutlich starkeren Ansteigen der Sensitivitat von SR_BIC,

verglichen mit SMR_BK in Folge einer erhdhten Heritabilitat.
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Abbildung 10 Sensitivitdt und Spezifitdt der statistischen Verfahren beziglich der korrekten
Lokalisation von simulierten QTL. Der Heritabilitdtsbereich der experimentellen Daten dieser
Arbeit ist als grauer Bereich dargestellt.

Gleichzeitig unterschieden sich in diesem Heritabilitdtsbereich jedoch die Spezifitdten
von SMR_BK und SR_BIC nur geringfligig. Im Vergleich dazu anderte sich die
Rangierung der Verfahren bzgl. Sensitivitdt und Spezifitat im unteren
Heritabilitatsbereiches (0,2 < h? < 0,4). So zeigte SR_AIC bei h?> = 0,2 die groRte

Sensitivitat und geringste Spezifitat aller getesteten Verfahren.
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Abbildung 11 Leistung der getesteten statistischen Verfahren in der Lokalisation der drei QTL
mit groRtem Effekt (QTL™).

Die Fahigkeit der getesteten statistischen Verfahren, in Abhangigkeit von der
Heritabilitat die drei simulierten QTL mit dem groRten Effekt (QTLM) zu detektieren, ist
in Abbildung 11 dargestellt. Mit steigender Heritabilitat nahm die Anzahl der richtig
detektierten QTLY in allen getesteten statistischen Verfahren zu. Eine Ausnahme
stellt dabei TRR_BLUP dar, da in diesem Verfahren das Maximum der Anzahl der
richtig detektierten QTL™ bei h? = 0,8 erreicht wurde und bei h* = 0,9 abfiel. Bis auf
SMR_BK lag das Maximum der Anzahl der richtig detektierten QTL™ in Abh&ngigkeit
von der Heritabilitat bei allen Verfahren deutlich Gber 2,00, d.h. im Durchschnitt
wurden mindestens zwei der drei simulierten QTLM richtig lokalisiert. SMR_BK
identifizierte im Mittel maximal 1,53 der drei simulierten QTLM richtig. Deutliche
Unterschiede zwischen den Verfahren zeigten sich zudem bei h? < 0,60. So war in
den Verfahren SMR_BK und SR_BIC eine Heritabilitat grof3er als 0,60 nétig, um im

Mittel mindestens einen der drei QTLM erfolgreich zu lokalisieren. Die Verfahren
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SMR, SR_AIC und TRR_BLUP identifizierten hingegen bei h? = 0,6 durchschnittlich
1,82, 1,33 und 2,26 der QTL korrekt.

Um das ausgepragte LD, insbesondere zwischen benachbarten Zielregionen, zu
bertcksichtigen, wurden in Szenario 2 sowohl die Zielregion, auf welcher der
simulierte QTL tatsachlich lokalisiert war als auch jeweils die beiden direkt
benachbarten Zielregionen als erfolgreiche Lokalisation gewertet. Dies hatte keine
Auswirkung auf die Rangierung der statistischen Verfahren hinsichtlich Sensitivitat
und Spezifitat, jedoch war in allen getesteten Verfahren eine deutliche Verbesserung
der Sensitivitat festzustellen (Tabelle A 1 im Anhang). So erreichten alle getesteten
statistischen Verfahren bei h? = 0,90 eine durchschnittliche Sensitivitat > 0,65,
ausgenommen SMR_BK (mittlere Sensitivitat bei h?> = 0,90 war 0,51). Es wurden also
immer mehr als 50% der simulierten QTL erfolgreich lokalisiert. Uber den gesamten
simulierten Heritabilitatsbereich betrachtet, zeigten AIC und SMR die starkste und
BIC die geringste Verbesserung der Sensitivitat unter Berticksichtigung des LD. Die
Modellselektion basierend auf AIC profitierte dabei bei allen Heritabilitdten in
ahnlichem Ausmald von der Berucksichtigung des LD. SMR zeigte eine
Uberproportionale Verbesserung, insbesondere bei kleinem h?. In allen statistischen
Verfahren konnten unabh&ngig von der Heritabilitat alle drei simulierten QTLM mit

groften Effekten erfolgreich wiedergefunden werden.

Aufgrund der hohen Spezifitat und der gleichzeitig deutlichen Verbesserung der
Sensitivitat in Folge hoéhere Heritabilitditen erschien die schrittweise Regression in
Kombination mit dem Modellvergleich basierend auf dem BIC (SR_BIC) als die
geeignetste der getesteten Methoden, um in der Mais IL die beobachtete
phanotypische Variation spezifischen Genomregionen zuordnen zu kénnen. Aus
diesem Grund wurde SR_BIC in allen Versuchen mit der Mais IL fur die Lokalisation
einzelner Genomregionen, die die phanotypische Auspragung beeinflussen,

verwendet.
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3.4. Auspragung des Merkmals ABC in der
Introgressionsbibliothek unter optimaler Wasserverfligbarkeit

3.4.1. Genotypische Variation von ABC in der
Introgressionsbibliothek

Die phéanotypische Auspréagung von A™Cx wird von genetischen Faktoren
bestimmt und erweist sich als hoch heritabel.

Im Mittel Uber die IL betrugen die A¥®Cx Werte der Kérner im Feld und im GWH11
jeweils 5,13 %o und 5,97 % mit einem Wertebereich zwischen 4,24 %, und 5,84 %o
bzw. 4,98 %o bis 6,55 %o (Tabelle 6). Die im GWH11 ermittelten A*Cg Werte der
Kolbenblatter unterschieden sich sowohl im Mittel der IL Population (6,04 %.) als
auch fiir IL-RE (6,07 %o) nicht signifikant von den A®Cx Werten. Der Wertebereich
von A¥Cg lag zwischen 5,42 %. und 6,98 %o.. Die Differenz zwischen Maximum und
Minimum von A'Cg entsprach der von A*Cx.

Wie erwartet, entsprach die durchschnittliche Merkmalsauspragung der IL Population
in allen Merkmalen mit signifikanter genotypischer Variation annahernd der des
rekurrenten Elters IL-RE. Aufgrund der sehr unterschiedlichen Phanotypen der
beiden Eltern der IL war zu erwarten, dass die Introgression von Genomfragmenten
des Hartmais Elters IL-DE in den einzelnen IL Linien zu einer beschleunigten
Entwicklung und einer geringeren Wuchshéhe, verglichen mit IL-RE, fuhrte. Es wurde
jedoch in allen Merkmalen eine transgressive Spaltung beobachtet, d.h. IL Linien, die
eine extremere Merkmalsauspragung als beide Eltern zeigten. Dies deutet auf die
Spaltung von mehreren Genen hin, deren allelische Effekte die Ausprdgung der
jeweiligen phanotypischen Merkmale sowohl erhéhen als auch verringern.

Die Analyse Uber beide Umwelten (Feld und GWH11) ergab eine hoch signifikante
genotypische Variation fir A™Ck mit einer geschétzten Heritabilitat von 0,69 (Tabelle
7). Dies zeigt klar, dass die phanotypische Auspragung von A™Cyx durch genetische

Faktoren bestimmt wird.
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Tabelle 6 Phanotypischer Mittelwert des rekurrenten Elters (IL-RE) und Mittelwert, Minimum,
Maximum der Introgressionslinien (IL Linien) von acht Merkmalen erfasst unter Feld- (N = 89)
und von acht Merkmalen erfasst unter Gewéachshaus 2011 (GWH11) Bedingungen (N = 77)
sowie ein Merkmal erfasst in einem Klimakammerversuch (GV, N = 89).

Merkmal®  Umwelt IL-RE IL Linien
Mittel+ s.e.’ Min. Max.
ABCy Feld 5,07 513+ 0,13 4,24 5,84
GWH11 5,96 597+ 0,17 4,98 6,55
A"Cg GWH11 6,07 6,04t 0,22 5,42 6,98
BLW Feld 105,00 105,08+ 1,11 98,67 109,00
GWH11 68,94 69,15+ 0,97 66,17 73,00
BLM Feld 105,33 104,52+ 1,02 99,67 108,00
GWH11 69,39 69,80+ 0,72 67,67 72,00
WH Feld 175,83 170,80+ 5,49 136,67 199,34
GWH11 224,67 21263+ 7,85 176,17 248,33
SenL Feld 1,28 1,33+ 0,38 0,45 2,22
GWH11 7,61 7,66 0,82 5,33 11,67
SPAD Feld 41,78 42,36 1,70 32,30 49,23
GWH11 37,26 36,88+ 1,51 32,35 41,83
FvFm™ Feld 810,50 803,15+ 11,56 764,33 837,00
GWH11 832,67 819,39+ 14,70 762,33 846,33
AK Feld 98,03 165,86 + 25,38 17,87 350,27
GV Klimakammer 86,00 84,63+ 4,51 42,67 100,00

2 ABCy; Kohlenstoffisotopendiskriminierung in den Kérnern [%.], A™Cg; Kohlenstoff-
isotopendiskriminierung in den Blattern [%o], BLW; Anzahl Tage bis zur weiblichen Blite
[Tage], BLM; Anzahl Tage bis zur mannlichen Blute [Tage], WH; Wuchshdhe [cm], SenL;
Prozent seneszenter Blatter [%], SPAD; Chlorophyligehalt des Kolbenblattes, FyFy™:
maximale Photosynthesekapazitat, AK; Anzahl Korner je Pflanze, GV; Keimlingstriebkraft [%]
b5 e.: Standardfehler des Mittelwertes

Die phanotypische Auspragung von A™Cy zeigte sich stabil (iber beide Umwelten. Es
wurde keine signifikante Genotyp-Umwelt Interaktion festgestellt und die

phanotypische Korrelation zwischen A™Cy im Feld und A¥Cx im GWH11 betrug 0,52.
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Tabelle 7 Schatzwerte der genotypischen (ozg), Genotyp-Umwelt Interaktion (ozge) und Fehler
(0% Varianzkomponenten sowie Heritabilitaten (h”®) mit unterem (h%) und oberem (h?,)
Konfidenzintervall der Heritabilitat fir sieben Merkmale erfasst in beiden Umwelten (Feld und
Gewéchshaus 2011 (GWH11)).

Merkmal? Varianzkomponenten h? h?, h%,
029 Ozge 52
ABCk 0.041** 0.008 0.131 0.69 0.58 0.78
BLW 0,843** 0,594~ 5,087 0,49 0,32 0,64
BLM 0,354* 0,497** 3,140 0,37 0,15 0,55
WH 152,450** 0,000 272,480 0,83 0,78 0,88
SenL 0.016 0.456 2,758 P - -
SPAD 1,909** 0,981 12,150 0,51 0,34 0,65
FvFut 0,022 28,084 820,194 _b - -

2 ABCy; Kohlenstoffdiskriminierung in den Kérnern, BLW:; Anzahl Tage bis zur weiblichen
Blute, BLM; Anzahl Tage bis zur mannlichen Blite, WH; Wuchshdhe, SenL; Prozent
seneszenter Blatter, SPAD; Chlorophyligehalt des Kolbenblattes, FyFy®; maximale
Photosynthesekapazitat

® nicht signifikant bei P < 0,05

* signifikant bei P < 0,05; ** P < 0,01

Auch in der Analyse der Einzelumwelten konnten jeweils signifikante genotypische
Varianzkomponenten fiir A'*Cx nachgewiesen werden, wobei die Wiederholbarkeit
bei 0,44 (+ 0,06) im Feld und 0,27 (£ 0,05) im GWH11 lag (Tabelle 8).

Die Wiederholbarkeit von A¥Cg im GWH11 betrug 0,16 (+0,07) und war somit
deutlich geringer als die Wiederholbarkeit von A*®*Ck. Dennoch ergab sich auch fiir

ACg eine signifikante (P < 0,01) genotypische Varianzkomponente.
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Tabelle 8 Schatzwerte aus den Einzelumwelten flr genotypische (029) und Fehler (o?)
Varianzkomponenten sowie Schatzwerte fur die Wiederholbarkeit (Rep.) fiur acht im Feld und
acht im Gewachshaus 2011 (GWH11) erfasste Merkmale sowie ein in Klimakammern
erfasstes Merkmal.

Merkmal®  Umwelt 0% o Rep.
ABCy Feld 0,04 0,05 0,44
GWH11 0,06 0,16 0,27
ABCg GWH11 0,03 0,14 0,16
BLW Feld 2,58 3,70 0,41
GWH11 0,94 5,68 0,14
BLM Feld 1,58 3,11 0,34
GWH11 0,43 3,07 0,12
WH Feld 112,76 90,51 0,55
GWH11 191,12 369,38 0,34
SenL Feld -° - -
GWH11 0,89 4,04 0,18
SPAD Feld 5,07 8,66 0,37
GWH11 2,17 13,63 0,14
FvFm ™ Feld -P - -
GWH11 -P - -
AK Feld 3729,20 1932,10 0,66
GV Klimakammer 99,51 61,04 0,62
2 A™Cy; Kohlenstoffisotopendiskriminierung in den Koérnern, A™Cg; Kohlenstoff-

isotopendiskriminierung in den Blattern, BLW; Anzahl Tage bis zur weiblichen Bliite, BLM;
Anzahl Tage bis zur ménnlichen Bliite, WH; Wuchshéhe, SenL; Prozent seneszenter Blatter,
SPAD:; Chlorophyligehalt des Kolbenblattes, FyFy?; maximale Photosynthesekapazitat, AK,
Anzahl Korner je Pflanze, GV, Keimlingstriebkraft, Rep., Wiederholbarkeit

® nicht signifikant bei P < 0,05

3.4.2. Genotypische Variation in Merkmalen der Pflanzenentwicklung
und Pflanzenphysiologie

Die IL zeigt neben dem Merkmal
Pflanzenentwicklung und Pflanzenphysio

Merkmale der

genotypische Varianz.

ABCy auch fur den GroRteil der erfassten

logie signifikante
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Uber Umwelten hinweg wurden signifikante Varianzkomponenten fir die Merkmale
Anzahl Tage bis zur méannlichen Blute (BLM), Anzahl Tage bis zur weiblichen Blite
(BLW) und Wuchshohe detektiert (WH). Ebenso ergab die statistische Analyse eine
signifikante genotypische Varianzkomponente fur den Chlorophyllgehalt des
Kolbenblattes (SPAD) lber Feld und GWH11 hinweg. Fur das Merkmal der
maximalen Photosynthesekapazitat (FyFy') konnte weder in den Einzelumwelten
noch Uber Umwelten hinweg eine signifikante genotypische Varianz festgestellt
werden (Tabelle 8). Alle Merkmale, die eine signifikante genotypische
Varianzkomponente in den beiden Einzelumwelten zeigten, hatten auch tber beide
Umwelten eine solche. Fir das Merkmal Prozent seneszenter Blatter (SenL) war die
genotypische Varianzkomponente nur in GWH11 signifikant. Das Merkmal Anzahl
Korner je Pflanze (AK), das nur im Feld erfasst wurde, zeigte ebenfalls signifikante
genotypische Varianz. Fir das in einem Klimakammerversuch erfasste Merkmal der
Keimlingstriebkraft wurde ebenfalls eine signifikante genotypische

Varianzkomponente detektiert.

3.4.3. Introgressionslinien mit signifikantem Effekt in A™C

Vier IL Linien unterscheiden sich in  A™Ck signifikant von IL-RE tber Feld und
GWH11.

Mit dem statistisch konservativen Dunnett Test (Dunnett, 1955) wurden IL Linien
identifiziert, die sich signifikant vom rekurrenten Elter in A*Cy und in Merkmalen der
Pflanzenentwicklung unterschieden. In Abbildung 12 B sind die IL Linien IL-05, IL-70
und IL-81 hervorgehoben, die eine signifikante Abweichung in A™®Ck von IL-RE im
Feldversuch zeigten. Neben diesen IL Linien zeigte die Linie I1L-32 signifikant hohere
ABCk Werte als IL-RE unter Feldbedingungen, wurde jedoch nicht im GWH12
getestet. IL-05 hatte signifikant niedrigere, IL-70 und IL-81 zeigten signifikant héhere
ACk Werte als IL-RE. Die signifikant niedrigeren A™Cx Werte von IL-05 bestéatigten
sich im Gewachshausversuch. Obwohl IL-81 auch im Gewachshaus deutlich héhere
ABCk Werte zeigte als IL-RE war dieser Unterschied, basierend auf dem Dunnett
Test, nicht signifikant. Die Linie IL-49 unterschied sich in A**Cx weder im Feldversuch

noch im Gewéachshausversuch signifikant vom rekurrenten Elter, jedoch zeigte die
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kombinierte Analyse beider Versuche einen signifikanten Unterschied zwischen IL-49

und IL-RE fur das Merkmal A¥®Cy.

Im Gewéchshausversuch zeigte IL-80 signifikant niedrigere A*Cx Werte, verglichen
mit IL-RE. Dies bestatigte sich auch in der kombinierten Analyse beider Umwelten.
Die Differenz in A¥®Cx zwischen IL-70 und IL-RE konnte weder im
Gewaéchshausversuch noch in der kombinierten Analyse Uber Umwelten bestatigt

werden.

Die hochauflésende Genotypisierung der Introgressionsbibliothek ergab, dass IL-05
vier Donorgenomfragmente tragt (Abbildung 12 A). Davon befindet sich eines auf
Chromosom 1 mit einer Lange von 142,69 Mb, ein zweites befindet sich auf
Chromosom 2 (3,83 Mb). Die beiden verbleibenden Donorgenomfragmente befinden
sich benachbart auf Chromosom 7 mit jeweils 16,17 Mb und 114,70 Mb Lange. IL-49
tragt ein kleines (2,8 Mb) Donorgenomfragment auf Chromosom 6. IL-80 zeigt drei
Donorgenomfragmente, zwei (180.80 Mb und 9.22 Mb) auf Chromosom 2 und eines
auf Chromosom 9 (2.65 Mb). Dabei Uberlappt das kleinere Donorgenomfragment von
Chromosom 2 mit dem Donorgenomfragment der IL-05. IL-81 beinhaltet ein

Donorgenomfragment auf Chromosom 10 mit 137,47 Mb Lange.
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Abbildung 12 A Ubersicht tiber die Genotypen von 77 IL Linien basierend auf 1.861 SNP Markern. Homozygote Allele von IL-DE sind in
grin, homozygote Allele von IL-RE in blau und heterozygote Allele sind in schwarz dargestellt. B Die jeweilige Linienleistung fur die
Kohlenstoffisotopendiskriminierung (A™Cy) im Feld und im Gewé&chshaus 2011 (GWH11), sowie Uber diese beiden Experimente fiir A™Cy
und weibliche Blute (BLW) ist als Kontrast zwischen der Leistung der individuellen IL Linie relativ zu IL-RE (vertikale gestrichelte Linie)
dargestellt. Die horizontalen Linien stellen die jeweiligen Grenzen des 95 % Konfidenzintervalls basierend auf dem Dunnett Test dar. IL

Linien, die sich signifikant (a = 0,05) in ihrer Leistung von IL-RE unterscheiden, sind in rot dargestellt.
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3.4.4. Korrelation von A¥C mit Merkmalen der Pflanzenentwicklung
und der Pflanzenphysiologie

Die genotypische Variation in  A™Ck ist in der IL weitgehend unabhangig von
der Variation in der Pflanzenentwicklung.

Um die Abhangigkeit der genotypischen Variation in AY¥Cx von der
Pflanzenentwicklung und von Merkmalen der Pflanzenphysiologie innerhalb der IL zu
quantifizieren, wurden die Korrelationen zwischen A™Cyx und Merkmalen der

Pflanzenentwicklung bzw. Pflanzenphysiologie analysiert.

Tabelle 9 Phanotypische (oberhalb der Diagonalen) und genotypische (unterhalb der
Diagonalen) Korrelationskoeffizienten zwischen sieben Merkmalen basierend auf 77 IL Linien
getestet in Feld-, Gewachshaus 2011- (GWH11) und Klimakammerversuchen.

Merkmal — A™Cy BLW BLM WH SenL SPAD
ABCy -0,06 0,06 0,08 0,02 -0,43*
BLW -0,08 0,58+ 0,20 0,21 -0,05
BLM 0,08 0,62"* 0,22 -0,05 -0,16
WH 0,13 0,32"* 0,34"* -0,04 0,13
SenL 0,00 0,32" 0,05 0,00 -0,21
SPAD -0,57" 0,00 -0,24" 0,04 -0,08

GV -0,11 -0,17 -0,22 0,00 -0,04 0,12

ABCy; Kohlenstoffdiskriminierung in den Kérnern, BLW; Anzahl Tage bis zur weiblichen
Blute, BLM; Anzahl Tage bis zur mannlichen Blute, WH; Wuchshdhe, SenL; Prozent
seneszenter Blatter, SPAD; Chlorophyligehalt des Kolbenblattes, GV; Keimlingstriebkraft

* signifikant bei P < 0,01

*, " der genotypische Korrelationskoeffizient Ubertrifft den doppelten bzw. dreifachen
Standardfehler

Basierend auf den Mittelwerten aus den Einzelumwelten konnte weder eine
signifikante ph&notypische, noch eine signifikante genotypische Korrelation zwischen
ABCk und einem entwicklungsbeschreibenden Merkmal festgestellt werden
(Tabelle 9). Somit kann die genotypische Variation in A™Ck nicht auf genotypische
Unterschiede in Bluhzeitpunkt, Wuchshtéhe, dem Einsetzen der Abreife oder der

Keimlingstriebkraft zurtickgefuhrt werden.
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Basierend auf den Mittelwerten aus den Einzelumwelten ergab die statistische
Auswertung eine signifikante (P < 0,01) negative phanotypische und genotypische
Korrelation zwischen A*Cx und dem Chlorophyligehalt des Kolbenblattes (Abbildung
13, Tabelle 9). Dieser negative Zusammenhang zwischen A™*Cy und SPAD wurde
ebenfalls unabhangig in beiden Umwelten, Feld und GWH11, detektiert.

In den Merkmalen, die jeweils nur in einer der beiden Umwelten erfasst wurden,
ergab die statistische Analyse einen signifikanten Zusammenhang zwischen A¥Ck
und der Anzahl an Kdrnern je Einzelpflanze im Feld sowie eine signifikante positive
Korrelation zwischen A™®Cy und A®Cg. Zudem korrelierte auch A™Cg signifikant mit
SPAD (Tabelle 10).

Tabelle 10 Phéanotypische Korrelationskoeffizienten innerhalb des Feld- (unterhalb der
Diagonalen) und Gewachshaus 2011- Versuches (GWH211, oberhalb der Diagonalen)

zwischen sieben Merkmalen basierend auf den Mittelwerten von 77 IL Linien getestet im Feld
und GWH11.

ARCy BLW BLM WH SenL  SPAD A®Cg
A”Cy -0,26*  -0,03 0,05 0,01 -0,38* 0,31*
BLW 0,18 0,46* 0,00 0,37*  -0,15 -0,03
BLM 0,11 0,60* 0,06 -0,16 -0,01 -0,18
WH 0,12 0,18 0,12 0,02 0,07 -0,07
SenL - - - - -0,24 0,15
SPAD -0,39* -0,02 -0,19 0,28 - -0,32*
AK -0,39* -0,32*  -0,06 0,04 - 0,24

A”Cy; Kohlenstoffdiskriminierung in den Kérnern, A™Cg; Kohlenstoffdiskriminierung in den
Blattern, BLW; Anzahl Tage bis zur weiblichen Blite, BLM; Anzahl Tage bis zur mannlichen
Blute, WH; Wuchshoéhe, SenL; Prozent seneszenter Blatter, SPAD; Chlorophyligehalt des
Kolbenblattes, AK; Anzahl Korner je Pflanze

* signifikant bei P < 0,01

Keine der IL Linien, die sich in A¥Ck im Feld und GWH11 signifikant von IL-RE
unterschieden, zeigte einen signifikanten Unterschied zu IL-RE in einem der
untersuchten Merkmale der Pflanzenentwicklung bzw. Pflanzenphysiologie. Aufgrund
der signifikanten Korrelation zwischen A*Cx und SPAD wurde das Auftreten von IL
Linien erwartet, die sich sowohl in A¥Ck als auch in SPAD signifikant von IL-RE
unterscheiden. Jedoch zeigten nur im Feldversuch die IL Linien IL-25 und IL-56

signifikant héhere oder niedrigere Chlorophyllgehalte im Kolbenblatt.
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Abbildung 13 Zusammenhang zwischen dem Chlorophyllgehalt des Kolbenblattes (SPAD)
und der stabilen Kohlenstoffisotopendiskriminierung (ACy) basierend auf 77 IL Linien.
Schwarze Punkte bezeichnen die adjustierten Mittelwerte Uber Umwelten der IL Linien, die
sich signifikant (P < 0,05) von IL-RE (schwarzes Dreieck) in A™Cy unterscheiden. Helle
Kreise bezeichnen die adjustierten Mittelwerte tber Umwelten der IL Linien, die sich nicht
signifikant von IL-RE in A™Ck unterscheiden. Die kleinste gesicherte Differenz (least
significant difference, LSD, P = 0,05) der adjustierten Mittelwerte fiur SPAD (LSD = 3,89) und
A™Cy (LSD = 0,35 %o) ist im linken oberen Teil der Graphik dargestellt.

Obwohl die genotypische Varianzkomponente signifikant war, identifizierte der
Dunnett Test keine IL Linie mit signifikantem Unterschied zu IL-RE in der
kombinierten Analyse der beiden Versuche. Ebenso konnte, obwohl die
Varianzanalyse eine signifikante genotypische Varianz fir A**Cgin GWH11 ergab, fiir
dieses Merkmal keine IL Linie detektiert werden, die sich signifikant von IL-RE

unterschied.
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3.4.5. Lokalisation von Donorgenomregionen mit Einfluss auf A™C
und Merkmalen der Pflanzenentwicklung und der
Pflanzenphysiologie

22 Genomregionen sind signifikant mit A¥Cy in der IL assoziiert, wobei fiinf
dieser Zielregionen gemeinsam 55 % der phanotypisch  en Varianz erklaren.

Die vier IL Linien mit signifikanter Differenz zu IL-RE in A™C tiber Feld und GWH11
hinweg trugen jeweils ein bis vier Donorgenomfragmente. Basierend auf dem
Dunnett Test konnen mogliche QTL nur auf der Ebene aller Donorgenomfragmente
einer IL Linie lokalisiert werden. Um eine genauere Lokalisation genomischer
Regionen mit moglichem Einfluss auf die phanotypische Auspragung von A*Ck zu
ermdglichen, wurden die Donorgenomfragmente nach Falke & Frisch (2011) in nicht-
Uberlappende Zielregionen unterteilt.

Auf Grundlage der 77 im Feld und GWH11 getesteten IL Linien wurden 164 nicht
Uberlappende Zielregionen identifiziert. Diese wurden in einer bidirektionalen
multiplen schrittweisen Regressionsanalyse als Pradiktorvariablen eingesetzt und auf
ihre Assoziation mit den erfassten phanotypischen Merkmalen getestet.

Von insgesamt 164 Zielregionen wurden 22 identifiziert, die einen signifikanten
Zusammenhang mit der Auspragung von ACy zeigten. Diese 22 Zielregionen waren
Uber alle zehn Mais Chromosomen verteilt (Tabelle 11, Abbildung 14).

Das Modell mit allen 22 Zielregionen als Préadiktorvariablen erklarte 85,5 % der
phanotypischen Varianz. Zehn der 22 Zielregionen zeigten einen positiven und 12
Zielregionen einen negativen Effekt auf die A™*Cx Werte. Die absoluten Werte der
Substitution der Allele von IL-RE durch die Allele von IL-DE innerhalb einer Zielregion
schwankten zwischen 0,06 %. auf Chromosom 2, 5 und 8 und 0,31 %o auf
Chromosom 6.

Den grofiten Anteil phanotypischer Varianz einer einzelnen Zielregion erklarte die
Genomregion (ID77. 117) auf Chromosom 7, wobei der Anteil an erklarter
phanotypischer Varianz dieser Zielregion 15 % betrug. Vier weitere Zielregionen auf
den Chromosomen 1, 2, 6 und 9 (ID77,. 23, 39, 94, 151) erklarten ebenfalls jeweils
mehr als 5 % der phanotypischen Variation. In einem Modell mit allen 22 Zielregionen

erklarten diese funf Zielregionen 55 % der beobachteten phanotypischen Varianz.
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Tabelle 11. Mit A¥Cy assoziierte Zielregionen basierend auf 77 IL Linien evaluiert im Feld

und im Gewéachshaus 2011 (GWH11).

Ziel- IL  Chr”  Position der Langeder ADD® R Anzahl
region Linie ® Zielregion ° [Mb]  Zielregion [Mb]  [%o] [%] Gene'
D77 Anfang  Ende
3 1 17,09 27,72 10,63 -0,12 1,00 237
15 IL-05 1 206,66 217,54 10,88 -0,12 3,00 201
21 1 233,32 242,65 9,33 0,13 3,00 219
23 1 251,44 254,97 3,53 -0,23 9,00 42
29 1 294,50 297,61 3,11 0,09 1,00 65
39 IL-80 2 38,97 60,52 21,55 -0,23 8,00 387
41 IL-80 2 75,31 130,81 55,50 0,16 4,00 504
53 2 222,87 227,75 4,88 -0,06 1,00 42
62 3 189,17 191,48 2,31 0,11 4,00 61
63 3 191,48 197,76 6,28 -0,10 1,00 137
73 4 167,58 170,81 3,23 -0,14 2,00 55
76 5 10,68 19,76 9,08 -0,11 2,00 279
84 5 170,90 183,06 12,16 0,06 1,00 294
94  IL-49 6 0,00 3,17 3,17 -0,31 9,00 29
112 7 14,31 38,69 24,38 0,10 2,00 343
117  1L-05 7 119.20 139,73 20,53 -0,26 15,00 447
130 8 119,48 124,17 4,69 0,06 2,00 81
150 9 151,12 152,80 1,68 0,12 2,00 51
151 IL-80 9 152,80 153,85 1,05 -0,20 6,00 40
155 IL-81 10 5,23 6,42 1,19 -0,09 1,00 18
158 IL-81 10 11,34 25,19 13,85 0,18 4,00 167
163 IL-81 10 135,71 139,20 3,49 0,18 4,00 17

4L Linien, die die jeweiligen Zielregionen tragen und signifikant unterschiedlich zu IL-RE in
ABCy sind basierend auf dem Dunnett Test, ° Chromosom, © geschatzte Grenzen der
Zielregionen, 4 additiver Effekt der Donorallele der Zielregion in Relation zu IL-RE, © erklarte
Prozent der beobachteten phanotypischen Varianz, ' geschéatzte Anzahl von Genen, die fir
Proteine kodieren, basierend auf B73 Refseq_v2 innerhalb der jeweiligen Zielregion

Die Zielregion auf Chromosom 6, die aufgrund der Introgression der Allele des

Donor-Elters fur eine Reduktion in AlscK von 0,31 %o verantwortlich war, befindet sich

auf dem Donorgenomfragment der IL Linie IL-49. Diese Zielregion erklart alleine den

signifikanten Unterschied in A™Cx zwischen IL-49 und IL-RE, welcher zuvor bereits
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durch den Dunnett Test identifiziert wurde. Die Zielregionen 39, 117, 151 sind in den
Donorgenomfragmenten der Linien IL-05 bzw. IL-80 lokalisiert. Beide IL Linien
wurden ebenfalls durch den Dunnett Test als signifikant unterschiedlich von IL-RE in

ABCy identifiziert. Der signifikante Unterschied in A™Ck zwischen IL-81 und IL-RE

erklart sich
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Abbildung 14 Physikalische Position der Zielregionen, die A™Ck beeinflussen. Die
Zielregionen sind ihren 1D zugeordnet und erklaren mehr (blau) oder weniger (gelb) als
5 % der gesamten phanotypischen Varianz. Die Grenzen der jeweiligen Chromosomen Bins
sind durch gestrichelte Linien angedeutet und die Position der Zentromere wird durch
schwarze Punkte dargestellt.

durch drei Zielregionen (ID77. 155, 158, 163). Diese befinden sich alle auf einem
einzelnen Donorgenomfragment auf Chromosom 10. Die Donorallele der Zielregion
155 reduzierten A*Cx um 0,09 %o, die Donorallele der Zielregionen 158 und 163 sind

hingegen mit einer Erhéhung der A*Cx Werte um jeweils 0,18 %o assoziiert, sodass
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die Summe der drei Zielregionen das signifikant hohere A®Ck der IL Linie IL-81
relativ zu IL-RE erklart.

Um den Einfluss der L&nge der einzelnen Zielregionen bzw. den Einfluss der Anzahl
an Genen auf diesen Zielregionen auf A™Cx zu analysieren, wurden die
Korrelationen zwischen den geschétzten Effekten der Zielregionen und ihrer Lange
bzw. Anzahl an Genen untersucht. Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen
den jeweiligen absoluten Effekten der Zielregionen und deren physikalischer Lange

oder der geschatzten Anzahl an Genen festgestellt werden (Abbildung 15 A+B).
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Abbildung 15 Zusammenhang zwischen dem absoluten Effekt einer Zielregion auf A™Cy und
A der physikalischen Lange der Zielregionen und B der Anzahl an annotierten Genen fir die
jeweilige Zielregion

Um den Einfluss genotypischer Unterschiede in Merkmalen der Pflanzenentwicklung
oder Pflanzenphysiologie auf A™Cx auf genomischer Ebene zu analysieren, wurden
Zielregionen identifiziert, die sowohl einen Einfluss auf A¥Ck als auch auf die
Merkmale der Pflanzenentwicklung oder Physiologie zeigten.

Fur BLW wurden insgesamt 13 Zielregionen mit signifikantem Einfluss auf dieses
Merkmal identifiziert (Tabelle A 2 im Anhang). Diese Zielregionen waren auf den
Chromosomen 1, 2, 5, 6, 8, 9 und 10 lokalisiert und erklarten zusammen 67 % der

beobachteten phanotypischen Varianz. Da der Donor-Elter IL-DE aus dem
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genetischen Pool der Hartmaislinien stammt, war davon auszugehen, dass,
verglichen mit IL-RE, die Introgression von Donorallelen in den meisten Fallen zu
einer frheren Blite fihren wirde. Jedoch verlangerten die Donorallele in 9 der 13
detektierten Zielregionen den Zeitraum von der Aussaat bis zur Blute. Der grofite
Effekt einer einzelnen Zielregion auf BLW befand sich auf Chromosom 1 (ID77.9), wo
die Donorallele zu einer Verfrihung der Blite um 1,18 Tage fuhrten. In einem Modell
mit allen 13 Zielregionen als Pradiktorvariablen erklarte die Zielregion auf
Chromosom 1 (ID77. 9) 13 % der beobachteten phanotypischen Varianz. Eine
Zielregion (ID77,. 76), die einen signifikanten Einfluss auf BLW zeigte (-0,53 Tage,
R?=4%), war auch mit ACx assoziiert. Die Donorallele in dieser Zielregion
reduzierten A™Cx um 0,11 %o.

Insgesamt wurden sieben BLM beeinflussende Zielregionen identifiziert. Zusammen
erklarten diese sieben Zielregionen 42 % der phanotypischen Varianz. Zwei dieser
Zielregionen (ID77. 5, 133) waren zuvor auch als mit BLW assoziiert identifiziert
worden. Die Zielregion ID;7. 29 beeinflusste sowohl BLM als auch A*Cy, wobei die
Donorallele in dieser Zielregion zu einer Reduktion von BLM und einem Anstieg von
ABC fuhrten.

Die schrittweise Regression identifizierte finf Zielregionen mit signifikantem Einfluss
auf WH. Diese fluinf Regionen befanden sich auf den Chromosomen 1, 3, 5 und 9 und
erklarten 44 % der phanotypischen Varianz. Wie erwartet war die Mehrzahl der
detektierten Zielregionen, die von IL-DE stammten, mit einer kleineren WH gekoppelt.
Den gro3ten Einfluss auf WH zeigte eine Zielregion auf Chromosom 5, die 13 % der
phanotypischen Varianz erklarte. Keine der Zielregionen, die mit WH assoziiert war,
beeinflusste gleichzeitig A**Cx.

Insgesamt wurden 28 Zielregionen mit signifikantem Einfluss auf das Merkmal SPAD
identifiziert. Diese waren uber alle zehn Chromosomen verteilt und erklarten
zusammen 89 % der phanotypischen Varianz. Die Donorallele in 15 dieser
Zielregionen reduzierten SPAD und somit den Chlorophyllgehalt des Kolbenblattes.
Finf (ID77L 29, 76, 94, 130, 151) der 22 Zielregionen, die A®Ck beeinflussten, waren
auch mit SPAD assoziiert. Mit Ausnahme einer Zielregion auf Chromosom 1 (ID77.
29) resultierten die Donorallele dieser Zielregionen in einer Steigerung des
Chlorophyligehalts des Kolbenblattes. Der Effekt dieser finf Zielregionen auf A*Ck
war jedoch nicht einheitlich. Drei der Zielregionen (ID77,. 76, 94, 151) mit negativem

Effekt auf SPAD zeigten ebenfalls einen negativen Effekt auf A™Cy, eine Zielregion
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(ID77. 130) mit negativem Effekt auf SPAD zeigte einen positiven Effekt auf A™Cy.
Interessanterweise war die Zielregion (ID77. 94), die den starksten additiven Effekt
auf A®Ck zeigte, gleichzeitig auch mit dem stéarksten additiven Effekt auf SPAD
assoziiert. Gleichzeitig wurde auch ein signifikanter Einfluss dieser Zielregion auf
ACg im GWH11 detektiert. Neben dieser Zielregion (ID77. 94) auf Chromosom 6
wurden, bedingt durch die groRe Fehlervarianz, nur zwei weitere Zielregionen auf
den Chromosomen 1 und 4 mit signifikantem Einfluss auf A®*Cg identifiziert. In einem
Modell erklarten diese drei Zielregionen 17 % der phanotypischen Variation von
A13CB,

Fur das Merkmal Keimlingsentwicklung (GV) wurden neun Zielregionen mit
signifikantem Einfluss detektiert. In einem Modell mit allen neun Zielregionen als
Pradiktorvariablen erklarten diese neun Zielregionen auf den Chromosomen 1, 3, 5,
8, 9 und 10 52 % der phanotypischen Variation. Der grof3te Anteil an erklarter
phanotypischer Varianz war mit Zielregionen auf den Chromosomen 5 und 8
assoziiert. In einem Regressionsmodell mit allen neun Zielregionen erklarten diese
beiden Zielregionen 13 % bzw. 11% der phanotypischen Variation. Zwei Zielregionen
auf den Chromosomen 1 und 9 waren zudem mit A™Cy assoziiert. Die Donorallele
der Zielregion auf Chromosom 1 reduzierten sowohl AY¥Ck als auch GV. Die
Donorallele der Zielregion auf Chromosom 9 hingegen erhohten die A*Cx Werte,

aber verringerten GV.

81



ERGEBNISSE

3.5. Auspragung des Merkmals ABC in der
Introgressionsbibliothek unter kontrastierender
Wasserverfugbarkeit

3.5.1. Genotypische Variation von A™C und von Merkmalen der
Pflanzenentwicklung und Pflanzenphysiologie unter
kontrastierender Wasserverflgbarkeit

Wie unter optimaler Wasserverfugbarkeit wurde auch unter suboptimaler
Wasserverfugbarkeit eine signifikante genotypische Variation fur A™Ck in der
IL detektiert. Uber die Behandlungen mit optimaler bzw. suboptimaler
Wasserverfugbarkeit tritt eine signifikante Genotyp -Behandlung Interaktion auf.

Auf der Basis der Ergebnisse aus den Feld- und GWH11-Versuchen wurden 33 IL
Linien selektiert und im GWH12 unter optimaler und suboptimaler Wasserversorgung
getestet. Die 33 IL Linien wurden selektiert, da sie entweder einen signifikanten
Effekt in A™Ck im Feld und GWH11 Versuch gezeigt hatten, oder eine méglichst
vollstandige Donorgenomabdeckung ermdglichten. So reprasentierten diese 33 IL
Linien zusammen 78 % des Donorgenoms. Die A¥Cx Werte der 33 IL Linien lagen
unter optimaler Wasserversorgung zwischen 4,23 %o, und 6,07 %0, wobei das Mittel
5,43 %o betrug (Tabelle 12). Unter suboptimaler Wasserversorgung waren die A*Cg
Werte im Mittel Gber die 33 IL Linien signifikant hoher (5,64 %o0) als unter optimaler
Wasserversorgung. Wie bereits in den vorangegangenen Versuchen (Feld, GWH11)
beobachtet, entsprach das Mittel in A™*C in der optimal bewasserten Variante tiber
die 33 IL Linien dem durchschnittlichen A™Cy des rekurrenten Elters IL-RE (5,44 %o).
In der Variante mit suboptimaler Wasserversorgung jedoch zeigte IL-RE ein A™3Ck
von 5,33 %o und lag somit im unteren Wertebereich der 33 selektierten IL Linien.
A™Ck des Donor-Elters IL-DE betrug 5,04 %o und 5,30 %o in der optimal bzw.
reduziert bewasserten Variante. In der optimal bewasserten Variante waren die
ACk Werte von IL-DE, basierend auf einem t-Test, somit signifikant niedriger als die
ACk Werte von IL-RE. In der Variante mit suboptimaler Bewasserung war A*Cy

zwischen den Eltern der IL nicht signifikant unterschiedlich.

Erwartungsgemald zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den beiden
Bewasserungsvarianten hinsichtlich der Merkmale der Pflanzenentwicklung und

Pflanzenphysiologie.
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Tabelle 12 Phanotypischer Mittelwert des Donor-Elters (IL-DE), des rekurrenten Elters (IL-
RE) und Mittelwert, Minimum, Maximum von 33 selektierten IL Linien fir zehn Merkmale,
erfasst im Gewéachshausversuch 2012 (GWH12) unter optimaler und suboptimaler
Wasserversorgung.

Merkmal® Behandlung IL-DE  IL-RE IL Linien
Mittel +s.e. Min. Max.
ABCy optimal 5,04 5,44 543 0,12 423 6,07
suboptimal 5,30 5,33 563 0,15 5,05 6,08
BLW optimal 61,27 60,77 60,92 0,62 57,33 67,07
suboptimal 63,83 67,50 66,51 1,10 62,33 74,44
BLM optimal 58,12 64,00 63,69 0,79 61,17 68,33
suboptimal 57,83 64,67 64,06 056 6150 67,45
WH optimal 190,00 268,67 246,80 8,51 203,83 299,31
suboptimal 150,17 153,25 153,85 5,98 122,50 189,52
SenL optimal 0,33 0,00 0,01 0,06 0,00 0,33
suboptimal 1,33 1,08 0,51 0,34 0,00 1,83
SPAD optimal 49,11 43,90 4481 1,14 38,02 49,53
suboptimal 37,33 25,87 29,23 1,39 23,97 35,28
ASI optimal 3,17 -2,25 -2,32 0,47 -4,84 -0,17
suboptimal 6,00 2,83 241 1,11 -1,33 8,75
BR optimal 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
suboptimal 2,42 3,10 2,84 0,22 1,63 4,65
BT optimal 25,24 25,69 2580 0,32 2495 26,62
suboptimal 29,27 30,31 30,06 0,46 28,98 31,22
AK optimal 189,17 99,83 127,98 24,34 57,93 278,63
suboptimal 42,33 7,42 25,45 10,84 1,33 84,41

& ACy; Kohlenstoffisotopendiskriminierung in den Kérnern [%o], BLW; Anzahl Tage bis zur
weiblichen Blite [Tage], BLM; Anzahl Tage bis zur mannlichen Blite [Tage], WH,;
Wuchshoéhe [cm], SenL; Prozent seneszenter Blatter [%], SPAD; Chlorophyllgehalt des
Kolbenblattes, ASI; Anthesis-Silking Intervall [Tage], BR; Blattrollen, BT; Temperatur des
Kolbenblattes [°C], AK; Anzahl Kérner je Pflanze, s.e.; Standardfehler

So war sowohl im Mittel der 33 IL Linien als auch fir IL-DE und IL-RE die weibliche
Blute in der Variante mit suboptimaler Wasserversorgung deutlich verzogert.
Interessanterweise war der Unterschied in BLW zwischen den beiden
Bewasserungsvarianten fur IL-DE signifikant kleiner als fir IL-RE oder dem Mittel der
IL Linien. Gleichzeitig war der Effekt der suboptimalen Wasserversorgung auf BLM

jedoch deutlich geringer, sodass die Differenz aus BLW und BLM (Anthesis-Silking
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Intervall) in der suboptimalen Variante, verglichen mit der optimal bewasserten, wie
erwartet, deutlich anstieg. Ebenso fiihrte die suboptimale Bewéasserung bei allen 1L
Linien und bei den Eltern der IL zu einer signifikanten Reduktion der Wuchshothe,
einer beschleunigten Abreife, einem geringeren Chlorophyligehalt des Kolbenblattes,
einer hoheren Oberflachentemperatur des Kolbenblattes und zu einer signifikant
reduzierten Anzahl an Kérnern pro Pflanze.

Wie bereits im Feld- und GWH11-Versuch beobachtet, lagen die Mittelwerte tber 33
IL Linien in allen erfassten Merkmalen der Pflanzenentwicklung und
Pflanzenphysiologie ndher an der Leistung des rekurrenten Elters als an der des

Donor-Elters.

Gemall den vorangegangenen Versuchen im Feld und GWH11 wurde eine
signifikante genotypische Varianz fiir A**Ck in der optimal bewasserten Variante mit
einer Wiederholbarkeit von 55 % detektiert (Tabelle 13). Zudem konnte auch eine
signifikante genotypische Varianz fir A™Ck unter Bedingungen mit suboptimaler
Wasserverfiigbarkeit festgestellt werden. Hier betrug die Wiederholbarkeit von A™Cy
39 % und war somit geringer als unter optimaler Wasserverfugbarkeit.

Die geringere Wiederholbarkeit von A™Ck unter suboptimaler Wasserversorgung
erklart sich hauptséachlich durch einen grol3eren Versuchsfehler in dieser
Behandlung. Die genotypischen Varianzkomponenten in beiden Behandlungen
waren mit 0,10 unter optimaler und 0,09 unter suboptimaler Wasserverfiigbarkeit
hingegen nahezu identisch. Basierend auf den Mittelwerten der IL Linien ergab sich
eine Heritabilitat von 0,72 uber beide Behandlungen hinweg (Tabelle 14). Die
Analyse uber beide Behandlungsstufen in GWH12 ergab zudem eine signifikante
Varianzkomponente far die Interaktion zwischen Genotyp und

Bewasserungsvariante.

Fur nahezu alle im GWH12 erfassten Merkmale der Pflanzenentwicklung bzw.
Pflanzenphysiologie wurden in der Analyse Uber beide Behandlungen hinweg
signifikante genotypische Varianzkomponenten ermittelt (Tabelle 14). Ausnahmen
stellten die Merkmale SenL und BR dar.
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Tabelle 13 Schatzwerte der genotypischen (029) und Fehler (o) Varianzkomponenten und
Wiederholbarkeiten (Rep.) fir zehn in Gewéachshausversuch 2012 (GWH12) unter optimaler
und suboptimaler Wasserverflugbarkeit erfasste Merkmale.

Merkmal ®  Behandlung 0% o° Rep.
ABCy optimal 0,10 0,08 0,55
suboptimal 0,09 0,13 0,39
BLW optimal 2,46 2,30 0,52
suboptimal 5,51 7,30 0,43
BLM optimal 2,51 3,75 0,40
suboptimal 1,93 1,85 0,51
WH optimal 544,83 434,31 0,56
suboptimal 205,63 214,79 0,49
SenL optimal P - -
suboptimal -P - -
SPAD optimal 5,89 7,78 0,43
suboptimal 4,61 11,51 0,29
ASI optimal 0,85 1,32 0,39
suboptimal 2,50 7,35 0,25
BR optimal -b - -
suboptimal 0,62 0,29 0,68
BT optimal 0,10 0,62 0,14
suboptimal -P - -
AK optimal 1743,45 3555,88 0,33
suboptimal 328,05 704,47 0,32

2 ABCy; Kohlenstoffisotopendiskriminierung in den Kérnern, BLW; Anzahl Tage bis zur
weiblichen Blute, BLM; Anzahl Tage bis zur mannlichen Blite, WH; Wuchshéhe, SenL;
Prozent seneszenter Blatter, SPAD; Chlorophyligehalt des Kolbenblattes, ASI; Anthesis-
Silking Intervall, BR; Blattrollen, BT; Temperatur des Kolbenblattes, AK; Anzahl Kdrner je
Pflanze

P nicht signifikant

Wie erwartet, zeigte beziglich BR keine der getesteten IL Linien Blattrollen in der
optimal bewasserten Behandlung. Unter suboptimaler Wasserverflugbarkeit konnte
jedoch eine signifikante genotypische Variation fir BR mit einer Wiederholbarkeit von
68 % detektiert werden. SenL zeigte im GWH12 weder in der Behandlung mit
optimaler, noch in der mit suboptimaler Wasserverfiigbarkeit eine signifikante

genotypische Varianz. Von allen erfassten phanotypischen Merkmalen mit
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signifikanter genotypischer Varianz zeigte BLM Uber Behandlungen hinweg die
hochste (0,75) und BT die niedrigste (0,45) Heritabilitat.

Tabelle 14 Schatzwerte der genotypischen (029), Genotyp-Behandlung Interaktion (Ozge) und
Fehler (o) Varianzkomponenten und Heritabilititen (h?) sowie untere (h%,) und obere (h%)
Grenzen der 95 % Konfidenzintervalle der Heritabilitdten fir zehn in beiden Behandlungen im
Gewéchshausversuch 2012 (GWH12) erfasste Merkmale.

Merkmal 2 Varianzkomponenten h? h?, h%,
ng 029e o2
ARCy 0,06** 0,03** 0,11 0,72 0,56 0,84
BLW 2,39%* 1,57* 4,95 0,67 0,48 0,81
BLM 1,66% 0,63* 2,78 0,75 0,61 0,86
WH 226,21*  149,19** 322,47 0,69 0,52 0,82
SenL 0,01 0,02 0,30 - - -
SPAD 2,93%* 2,19% 9,69 0,61 0,39 0,77
ASI 1,08* 0,62* 4,40 0,62 0,40 0,78
BR 0,00 0,31** 0,14 ; ; ]
BT 0,06* 0,00 0,91 0,45 0,15 0,68
AK 563,37* 440,00 = 2112,17 0,59 0,29 0,75

a ABC; Kohlenstoffisotopendiskriminierung in den Kdrnern, BLW; Anzahl Tage bis zur
weiblichen Blute, BLM; Anzahl Tage bis zur mannlichen Blite, WH; Wuchshéhe, SenL;
Prozent seneszenter Blatter, SPAD; Chlorophyligehalt des Kolbenblattes, ASI; Anthesis-
Silking Intervall, BR; Blattrollen, BT; Temperatur des Kolbenblattes, AK; Anzahl Kdrner je
Pflanze

* **p<0,05bzw. 0,01

Die niedrige Heritabilitatt von BT erklart sich vornehmlich durch die fehlende
genotypische Variation in der Behandlung mit suboptimaler Wasserversorgung.
Obwohl BT primar als ein Trockenstress spezifisches Merkmal erachtet wurde,
konnte, anders als erwartet, nur unter optimaler Wasserversorgung eine signifikante
genotypische Varianz fur dieses Merkmal festgestellt werden. Mit Ausnahme von BT
ergab sich in allen erfassten Merkmalen mit signifikanter genotypischer

Varianzkomponente auch eine signifikante Genotyp—Behandlung Interaktion.
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3.5.2. Korrelationen von  A®C  mit  Merkmalen der
Pflanzenentwicklung und Pflanzenphysiologie unter
kontrastierender Wasserverflgbarkeit

Unter optimaler Wasserverfugbarkeit korreliert A'Cy phanotypisch mit SPAD,
dem Ertragsparameter Anzahl Korner je Pflanze und d  er Blatttemperatur. Unter
suboptimaler Wasserverflugbarkeit korreliert ACy phéanotypisch mit dem
trockenstresstypischen Merkmal Blattrollen und der Anzahl Kdrner je Pflanze.

Mogliche Zusammenhange von A¥Cx mit Merkmalen der Pflanzenentwicklung und
Pflanzenphysiologie sollten unter Bedingungen mit optimaler und suboptimaler
Wasserverfugbarkeit detektiert werden. Hierfir wurden, basierend auf den
adjustierten Mittelwerten der 33 IL Linien und der beiden Eltern der Population,
paarweise phanotypische Korrelationen berechnet. In der Behandlung mit optimaler
Wasserverfugbarkeit bestatigte sich die bereits im GWH11 und Feld detektierte
signifikante  negative  Korrelation  zwischen A™Cx und SPAD. Die
Korrelationskoeffizienten betrugen -0,39 im Feld, -0,38 im GWH11 und -0,38 in
GWH12_opt (Tabelle 10 und Tabelle 15). Ebenso konnte die signifikante negative
Korrelation zwischen A'¥Cy und der Anzahl Kérner je Pflanze, die zuvor im Feld
auftrat, auch im GWH12_opt bestatigt werden. Neben diesen beiden signifikanten
Korrelationen wurde ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen A™Cx und
der durchschnittlichen Oberflachentemperatur des Kolbenblattes (BT) in der optimal
bewésserten Variante von GWH12 ermittelt.

Unter den Bedingungen mit suboptimaler Wasserverflugbarkeit wurden zwei
signifikante Korrelationen zwischen A®Cx und Merkmalen der Pflanzenphysiologie
detektiert. So fand sich ein signifikant negativer Zusammenhang zwischen A™Cyx und
dem fur Trockenstress spezifischen Merkmal Blattrollen. Uber alle 33 IL Linien
betrachtet, zeigten somit die Linien mit geringerem A™Cy, also mit einem gréRerem
Anteil an *C Atomen im Pflanzenmaterial, ein hoheres trockenstressbedingtes

Blattrollen.
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Tabelle 15 Phanotypische Korrelationskoeffizienten zwischen neun phéanotypischen
Merkmalen mit signifikanter genotypischer Variation unter optimaler (unterhalb der
Diagonale) und suboptimaler (oberhalb der Diagonale) Wasserverfligbarkeit, basierend auf
33 IL Linien getestet im Gewachshausversuch 2012 (GWH12).

ABCy BLW BLM WH SPAD ASI BR BT AK

A Cy -0,07 018 020 -0,09 -0,29 -0,59* - 0,40*
BLW -0,11 0,61* -0,14 0,06 0,53* 0,07 - -0,67*
BLM 0,02 0,68* 0,06 -0,18 -0,34 0,06 - -033
WH 0,33 -0,23 -0,04 0,10 -0,09 -0,34 - 0,04
SPAD -0,38* -0,29 -0,54* 0,21 0,24 -0,15 - 0,18
ASl  -014 046* -026 -0,30 0,19 0,04 - -0,4T*
BR - - - - - - - -0,41%

BT 0,55* -0,08 -0,20 037 -0,22 -0,25 - -

AK -0,67* 0,14 0,01 -0,25 0,15 0,16 - -0,37*

ACy; Kohlenstoffisotopendiskriminierung in den Kérnern, BLW; Anzahl Tage bis zur
weiblichen Blite, BLM; Anzahl Tage bis zur ménnlichen Blute, WH; Wuchshéhe, SPAD,;
Chlorophyllgehalt des Kolbenblattes, ASI; Anthesis-Silking Intervall, BR; Blattrollen, BT;
Temperatur des Kolbenblattes, AK; Anzahl Kérner je Pflanze

Im Gegensatz zu der negativen Korrelation zwischen A**Cy und der Anzahl Kérner je
Einzelpflanze (r =-0,67) in der Behandlung mit optimaler Wasserverfugbarkeit ergab
sich unter suboptimaler Wasserverflugbarkeit eine signifikant positive Korrelation
(r = 0,40) zwischen diesen beiden phanotypischen Merkmalen (Abbildung 16). Neben
ACx korrelierte auch das Anthesis-Silking Intervall (ASI) signifikant (r = -0,47) mit
der Anzahl Korner je Parzelle in der Behandlung mit suboptimaler

Wasserverfugbarkeit.
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Abbildung 16  Statistischer linearer Zusammenhang zwischen der stabilen
Kohlenstoffisotopendiskriminierung (A™*Cx) und der Anzahl Kérner je Pflanze unter optimaler
(blau, GWH12 opt) und suboptimaler (rot, GWH12 sub) Wasserverfugbarkeit im
Gewachshausversuch 2012 (GWH12). IL Linien, die sich in den jeweiligen Behandlungen als
signifikant verschieden von IL-RE in A®Cy zeigten sind als ausgefilllte Punkte, IL Linien, die
sich nicht signifikant unterschieden sind als Kreise dargestellt. IL-RE wird durch die
jeweiligen Dreiecke und IL-DE durch die Sterne symbolisiert. Die jeweiligen gestrichelten
Kurven stellen die 95 % Konfidenzintervalle der Regressionsgerade dar.

Da kein signifikanter Zusammenhang zwischen A'®Cyx und ASI bestand, beide
Merkmale in der Behandlung mit suboptimaler Wasserverfiigbarkeit jedoch signifikant
mit AK korreliert waren, wurde tberpriift, ob A**Cy und ASI zusammen einen héheren
Anteil der phanotypischen Varianz in AK unter suboptimaler Wasserverfugbarkeit
erklaren als jeweils getrennt. In der Behandlung mit suboptimaler
Wasserverfugbarkeit ergab das Modell, das die phanotypische Varianz durch die

Summe aus A¥Cx und ASI erklart, eine signifikant bessere Modellanpassung als die
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Modelle, welche jeweils AK nur in Abhangigkeit von einer der beiden Kovariablen
darstellen (Tabelle 16).

Tabelle 16 Prozent der phénotypischen Varianz fir Anzahl Kdérner je Pflanze (AK), erklart
durch die Kombination der stabilen Kohlenstoffisotopendiskriminierung (A™Cx) und das
Anthesis-Silking Intervall (ASI) in der optimal und suboptimal bewédsserten Behandlung des
Gewachshausversuches 2012 (GWH12).

Modell R%i
optimale suboptimale
Wasserverfugbarkeit Wasserverfugbarkeit
AK = p + ABCk 0,43 0,14
AK =y + ASI 0,00 0,20
AK =y + ABCk + ASI 0,42 0,40

Rzadj, um die Anzahl der Pradiktoren adjustiertes Bestimmtheitsmal der Regression

3.5.3. Introgressionslinien mit signifikantem Effekt in A™C unter
kontrastierender Wasserverflugbarkeit

In der Behandlung mit optimaler Wasserverfiigbarkeit bestétigten sich die
Ergebnisse  der  vorangegangenen  Versuche. Unter subo  ptimaler
Wasserverfugbarkeit hatten die IL Linien, die sich signifikant von IL-RE

unterscheiden, durchweg héhere  A™Ck Werte als IL-RE und es wurde eine
Genomregion identifiziert, die unter suboptimaler W asserverfugbarkeit mit
AC assoziiert ist.

In der Behandlung mit optimaler Wasserverflgbarkeit bestatigten sich die Ergebnisse
eines Grof3teils der IL Linien, welche auch im Feld bzw. GWH11 im Vergleich zu
IL-RE signifikant héhere oder niedrigere A*Cx Werte aufwiesen (Abbildung 17). So
zeigten in der optimal bewasserten Variante des GWH12 die Linien IL-05 und IL-49
ein signifikant niedrigeres A'™Ck verglichen mit IL-RE. IL-80 und IL-81 zeigten
dieselbe Tendenz wie im Feld und GWH11, waren jedoch bei einem globalen
Signifikanzniveau von a = 0,05 nicht signifikant von IL-RE verschieden. Zwei weitere
IL Linien, IL-11 und IL-25, hatten in der optimal bewasserten Variante des GWH12
ein signifikant niedrigeres bzw. héheres A¥Ck als IL-RE. Beide IL Linien waren
sowohl im Feld als auch im GWH11 nicht signifikant verschieden in A™C, verglichen
mit IL-RE. IL-11 zeigte jedoch im Feld und im GWH11 ebenfalls niedrigere A3Ck
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Werte als IL-RE. IL-25 zeigte weder im Feld noch im GWH11 einen Hinweis auf
einen Effekt in A™*Ck_ Fiir die IL Linie IL-70 ergab sich im Feld ein signifikant erhhtes
ACk Dies konnte weder im GWH11 noch im GWH12 bestétigt werden.

A'3Cy optimale Wasserversorgung A3Cy suboptimale ABCy Feld & GWH11
[%0] Wasserversorgung [%o] [%0]
[ [ | | | [ [ | | | [ | | |
-2 -1 0 1 2 -2 -1 0 1 2 -2 -1 0 1
IL-86 — —o— — H—e— — —e—
IL-84 — —— — H—— — ——
IL-82 F—eo— - —e— - F———
IL-81 — H—e— — —e— — | ——
IL-80 — F—e—¢ — —— — F——1)
IL-72 F—e4— — y—e— - —e—
IL-71 — —e— — H—e— — p—e—
IL-70 F—— - I—— T H—e—
IL-65 — —e—| — —e— - —e——
IL-63 — F—— — —e— - F—e—
IL-61 — F—e— - H—— T F—e—
IL-60 — —lo— = | —e— = ———
IL-58 — |—0:—| — ) —e— — |_I._|
IL-57 — —o— — —— — F—e—
IL-56 — H—e— — H—— - ——
IL-54 — F—e—1+ - —e— - —e—
IL-53 — F—e— — F—e—+ - F——
IL-52 — —o—| — H—e—o| _|
IL-51 — b — F—— = ——
IL-49 — o - —e—] _ —e—'
IL-40 — H—e— - H—e— — ———
IL-35 = F—e— = —— = -
IL-33 — —eo— — —eo— - F—o—
IL-28 — reo— — —r— — ——
IL-26 H—e— = e = H—e—1
IL-25 — o — H—e—| - F—e—
IL-22 F—o— - H—— - F—o—
IL-11 F—e—1 - I—;—O—l T I—O—ﬂ
IL-08 — F—e— — —e— - —eo—
L-06 — F—e—H - F—fo— . F—e—H
IL-05 — F——) - F—e— . s
IL-02 — F—-o— — f—e— — —-—
IL-01 — F—e— — F—e— - e

Abbildung 17 Phéanotypische Werte der selektierten IL Linien fir A®Cy im Vergleich zum
rekurrenten Elter (vertikal gestrichelte Linie) in der Gewéachshausversuch 2012 (GWH12)
Behandlung mit optimaler und suboptimaler Wasserverflugbarkeit, sowie Uber die Feld und
Gewdachshaus 2011 (GWH11) Versuche. Die horizontalen Linien stellen die jeweiligen
Grenzen des 95 % Konfidenzintervalls basierend auf dem Dunnett Test dar. IL Linien, die
sich signifikant (a = 0,05) in A™C von IL-RE unterscheiden sind in rot dargestellt.

Die ausgepragte Genotyp-Behandlung Interaktion, welche die Varianzanalyse uber
beide Behandlungen hinweg zeigte, resultierte in einem deutlichen Unterschied in
den IL Linien, die sich in einer der beiden Behandlungen signifikant von IL-RE
unterschieden. In der Behandlung mit suboptimaler Wasserverfiugbarkeit zeigten acht
der 33 selektierten IL Linien signifikant hohere A Cx Werte als IL-RE. Keine der im
GWH12 getesteten Linien zeigte unter suboptimaler Bewasserung signifikant

geringere A**Cy Werte als der rekurrente Elter. Die Tatsache, dass keine der 33 im
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GWH12 getesteten IL Linien geringere A™®Cx Werte als IL-RE aufwies, war
erstaunlich, insbesondere da sich die A®Cx Werte von IL-RE und IL-DE in der
suboptimalen Bewasserung nahezu identisch zeigten. Zudem hatte keine der 33
selektierten IL Linien, die sich in der optimal bewasserten Variante signifikant von
IL-RE unterschieden, auch einen signifikanten Effekt unter suboptimaler
Wasserverfugbarkeit.

Basierend auf den 33 selektierten IL Linien, wurden 92 Donorgenom-Zielregionen
(IDs311) identifiziert. Die schrittweise Regression detektierte insgesamt 11 dieser 92
Zielregionen auf den Chromosomen 1, 2, 3, 6, 7, 8 und 10 mit signifikantem Einfluss
auf ACk in der optimal bewésserten Variante des GWH12 (Tabelle 17). Wie auch im
Feld- bzw. GWH11-Versuch beobachtet, resultierten die Donorallele in diesen
Zielregionen (iberwiegend in einer Reduktion von A™Cy. Der groRte absolute Effekt
auf A3 Cx war auf Chromosom 7 (-0,65 %o, ID33 68) zwischen 119,21 Mb und 157,47
Mb lokalisiert. Diese Donorgenomregion erklarte in einem Modell mit allen 11
Zielregionen als Pradiktorvariablen auch den grof3ten Anteil an phanotypischer
Variation (65 %). In den Versuchen im Feld und GWH11 war ebenfalls die
Donorgenomregion auf Chromosom 7 (119,21 Mb bis 139,73 Mb) mit einem
negativen Effekt auf A**Ck assoziiert und erklarte auch in der Analyse tiber Feld und
GWH11 den grof3ten Anteil an phénotypischer Varianz. Vier weitere
Donorgenomregionen, die in der Analyse Uber Feld und GWH11 detektiert wurden,
bestétigten sich in der optimal bewdasserten Variante des GWH12. So konnten im
GWH12 die Regionen auf Chromosom 1 (IDs3. 18), Chromosom 2 (ID33. 25) und
Chromosom 6 (IDs3. 53) mit jeweils negativem Effekt und die Region auf Chromosom
10 (IDs3 91) mit positivem Effekt auf A*Cyk bestatigt werden.

Obwohl in der optimal bewéasserten Variante des GWH12 signifikante Korrelationen
zwischen A'3Cy, SPAD, BT und AK bestanden, wurden nur sehr wenige Zielregionen
detektiert, die gleichzeitg ACx und SPAD bzw. BT bzw. AK beeinflussten
(Tabelle A 3). So zeigte die Zielregion auf Chromosom 6 (ID33. 53) einen positiven
Effekt auf A™Cx und gleichzeitig einen negativen auf SPAD. Diese Kolokalisation

ergab sich zudem in der Analyse der Feld- und GWH11-Versuche.

92



ERGEBNISSE

Tabelle 17 Mit A™Cy assoziierte Zielregionen basierend auf 33 unter optimaler
Wasserverfugbarkeit im Gewachshausversuch 2012 (GWH12) getesteten IL Linien.

Zielregion IL Linie* Chr.P Position der Lange der ADD® RZ®
D33 Zielregion © [Mb] Zielregion [%o] [%0]
Anfang  Ende [Mb]

7 1 54,13 75,20 21,07 -0,12 3,00
18 IL-11 1 251,44 254,97 3,53 -0,19 9,00
25 IL-80 2 38,97 75,31 36,34 -0,18 5,00
29 IL-80 2 187,29 204,90 17,61 -0,23 9,00
36 IL-25 3 0,00 571 571 0,14 2,00
40 IL-25 3 191,48 203,56 12,08 0,13 3,00
53 IL-49 6 0,00 3,17 3,17 -0,32 11,00
61 6 161,96 167,44 5,48 0,10 2,00
68 IL-05 7 119,21 157,47 38,27 -0,65 46,00
80 8 166,31 174,25 7,94 -0,10 1,00
91 IL-81 10 135,71 139,20 3,49 0,11 3,00

2L Linien signifikant unterschiedlich zu IL-RE in A®Cy, die die jeweilige Zielregion tragen, "
Chromosom, © geschatzte Grenzen der Zielregionen,  additiver Effekt der Donorallele der
Zielregion in Relation zu IL-RE, © erklarte Prozent der beobachteten phanotypischen Varianz

Die negative Korrelation zwischen A™Cx und AK in der Behandlung mit optimaler
Wasserverfugbarkeit resultierte aus zwei Kolokalisationen von Zielregionen fur diese
beiden Merkmale. Auf Chromosom 2 zeigte eine Zielregion (IDs3. 29) einen
negativen Effekt auf A**Cx und einen positiven Effekt auf AK. Im Gegensatz dazu
zeigte eine weitere Zielregion auf Chromosom 6 (ID33. 61), die mit einem positiven
Effekt auf ACx assoziiert war, gleichzeitig einen negativen Effekt auf AK. Zwei
weitere Zielregionen auf den Chromosomen 1 (IDs3. 18) und 2 (IDsz 25) zeigten
neben ihrem signifikanten Einfluss auf A**Cyk auch einen Einfluss auf BLW bzw. BLM.
Keine der beiden Kolokalisationen wurde zuvor im Feld bzw. GWH11 detektiert.

In der suboptimal bewasserten Variante detektierte die schrittweise Regression eine
Zielregion (IDs3. 4,) auf Chromosom 1 (von 36,04 Mb bis 39,28 Mb) mit signifikantem
Effekt auf A™Cx. Die Donorallele in dieser Zielregion erhthten A™Cx um 0,16 %o und
erklarten 13 % der phanotypischen Variation. Diese Zielregion zeigte neben dem
signifikanten Einfluss auf A**Ck auch signifikante Assoziationen mit BLW, ASI und
AK, wobei die Donorallele jeweils in einer friheren weiblichen Bliite (-1,70 Tage, R/
= 17 %), einem verkiirzten Anthesis-Silking Intervall (-1,40 Tage, R? = 20 %) und
einer groBeren Zahl an Kornern je Pflanze (13,14, R? = 0,12 %) resultierten. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem Dunnett Test (Abbildung 17) zeigten
alle vier IL Linien, die diese Zielregionen trugen, hohere A™Cx Werte als IL-RE. Die
Differenzen in A™®*Cx zwischen IL-RE und IL-58, IL-70 und IL-72 in A*Cx waren dabei
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signifikant. IL-71 zeigte mit P = 0,27 eine deutliche Tendenz zu héheren A¥Cy
Werten als IL-RE.
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4. Diskussion

Eine IL, entwickelt aus der Kreuzung einer Hartmais- und einer Zahnmaislinie, wurde
unter optimaler Wasserverfiigbarkeit sowohl im Gewachshaus als auch im Feld und
unter suboptimaler Wasserverflugbarkeit im Gewachshaus hinsichtlich des Merkmals
AC phéanotypisiert. Die IL wurde mit dem Illumina MaizeSNP50 BeadChip
hochauflésend genotypisiert. In allen getesteten Umwelten konnte eine signifikante
genotypische Varianz fir A™®C in Kornmaterial (A®Ck) detektiert und einzelnen
Genombereichen zugeordnet werden. Merkmale der Pflanzenentwicklung

beeinflussten A¥Cy nicht.

4.1. Variation des Merkmals A™C in der C, Spezies Mais

Die Diskriminierung von stabilen Kohlenstoffisotopen wird in Cs-Pflanzen aufgrund
ihrer engen Korrelation mit der Transpirationseffizienz in physiologischen Studien als
indirektes Merkmal fur die WUE (u.a. Farquhar et al., 1982, Araus et al.,, 1998,
Barbour et al., 2010) und in der Pflanzenziichtung als Selektionsmerkmal fir Sorten
mit hoher WUE verwendet (Condon et al., 2002, Condon et al., 2004). Einen direkten
Transfer der Ergebnisse aus Cs- auf Cy-Pflanzen ist wegen der Beteiligung von
zusatzlichen Enzymen und der damit verbundenen CO, Vorfixierung wahrend der C;-
Photosynthese nicht méglich. Theoretische Uberlegungen (Farquhar, 1983), gestiitzt
durch erste experimentelle Ergebnisse (Hubick et al., 1990, Henderson et al., 1998),
legen jedoch auch in Cs-Pflanzen einen Zusammenhang von A™C und der
Transpiration nahe. Um A™C in der C, Spezies Mais generell als Selektionsmerkmal
fur die WUE in Betracht zu ziehen, muss zunachst geklart werden, ob ein Teil der
phanotypisch beobachteten Variation in A™C erblich ist, d.h. ob eine genotypische
Variation fir A¥C in Mais detektiert werden kann, inwieweit diese Variation von
genotypischen Unterschieden in der Pflanzenentwicklung oder Pflanzenphysiologie
abhéngt, und welche Pflanzenteile am besten geeignet sind, genotypische
Unterschiede in AC zu erfassen. Die Detektion von einzelnen Genomregionen mit
Einfluss auf die Auspragung von AMC erméglicht auch einen Einblick in die

genetische Architektur und Komplexitat des Merkmals A*C in Mais.
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4.1.1. Die Auspragung von A™C in der Mais Introgressionsbibliothek
wird genetisch determiniert

Eine unbedingte Voraussetzung fur jegliche zichterische Selektion ist die Existenz
genotypischer Variation in den betreffenden Merkmalen und Populationen, da nur die
erblichen Komponenten der phé&notypischen Variation einen Selektionsgewinn
ermdglichen (Fischbeck et al., 1985). Um festzustellen, ob eine genotypische
Variation fiir A™C in der C, Spezies Mais besteht, wurde A™3C in einer Mais IL unter
diversen Umwelten mit optimaler und suboptimaler Wasserverfugbarkeit erfasst und

hinsichtlich genotypischer Variation analysiert.

4.1.2. Genotypische Variaton von A™C unter optimaler
Wasserverfligbarkeit

Die signifikante genotypische Variation sowie eine hohe Heritabilitat von ~ A¥Ck
in der Mais IL zeigt, dass A'C in der C, Spezies Mais, ahnlich wie in C s-
Pflanzen, unter genetischer Kontrolle steht.

Nach dem Modell von Farquhar (1983) hangt die Variation von A™C in C4.Pflanzen
nicht nur von dem Verhaltnis ¢; c,™* ab, sondern wird zusétzlich durch die leakiness
beeinflusst. Als Konsequenz daraus kann davon ausgegangen werden, dass jegliche
Variation in ¢; ¢yt in Cs-Pflanzen in einer deutlich kleineren Variation von A™C
resultiert als in Cs-Pflanzen (Henderson et al., 1998). In Ubereinstimmung mit diesem
theoretischen Modell war das durchschnittliche A'Ck in der IL in allen Versuchen
deutlich niedriger als fiur Cs-Pflanzen beschrieben (Vogel, 1980) und in einer
ahnlichen GréRenordnung wie in friiheren Experimenten fir Mais berichtet (Kubasek
et al., 2007, Monneveux et al., 2007, Pengelly et al., 2011).

Obwohl sich die Wachstumsbedingungen zwischen Feld und Gewachshaus deutlich
unterschieden, wurde in beiden Umwelten eine &hnliche Spannbreite an A¥Cy
Werten beobachtet und die genotypische Variation fiir A**Cx war sowohl im Feld als
auch im Gewéchshaus hochsignifikant. A¥Ck zeigte sich in der IL hoch heritabel.
Verglichen mit dem rekurrenten Elter, verhielten sich die IL Linien in beiden

Umwelten identisch, was auf ein hohes Mal3 an Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
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und gleichzeitig auf eine geringe Interaktion der Merkmalsauspragung mit
Umwelteinflissen hindeutet.

Die Ergebnisse bisheriger Studien hinsichtlich der intraspezifischen Variation in Mais
sind uneinheitlich. O’Leary (1988) konnte keine signifikante genotypische Variation in
einem diversen Set an 120 Maislinien nachweisen, wohingegen andere
Untersuchungen signifikante genotypische Variation sowohl in Inzuchtlinien als auch
in Hybriden fanden (Tieszen & Grant, 1990, Monneveux et al., 2007, Pengelly et al.,
2011). Cabrera-Bosquet et al. (2009) fanden keine genotypische Variation fiir A™C
innerhalb von 16 verwandten Hybriden, eine unverwandte Hybridsorte hingegen
zeigte signifikant unterschiedliche A™C Werte, verglichen mit den 16 Hybriden im
selben Experiment.

Eine Ursache fir die gegenséatzlichen Ergebnisse hinsichtlich der Signifikanz der
genotypischen Variation von A™C in Mais liegt méglicherweise in den jeweiligen
spezifischen Eigenschaften des in den unterschiedlichen Experimenten verwendeten
Pflanzenmaterials begrindet. Cabrera-Bosquet et al. (2009) verwendeten
Testkreuzungen von Inzuchtlinien, die aus der La Posta Sequia (CIMMYT)
Population stammen. In dieser Population wurde bereits Uber mehrere Zyklen von
rekurrenter Selektion auf verbesserte Trockenstresstoleranz selektiert (Pandey et al.,
1986). Unter der Annahme, dass A™C in C,-Pflanzen zumindest teilweise von ¢; ¢,
(Farquhar, 1983) und somit von der Transpirationseffizienz (Henderson et al., 1998)
beeinflusst wird, erscheint es wahrscheinlich, dass die Selektion auf héhere Ertrage
unter Wassermangel in der La Posta Sequia Population gleichzeitig zu einer
Anreicherung an positiven Allelen fiir A™C filhrte und somit moglicherweise in einer
Reduktion, oder sogar dem Fehlen von genotypischer Variation fiir A**C innerhalb

dieses Pflanzenmaterials resultierte.

4.1.3. Genotypische  Variation von A™C unter reduzierter
Wasserverfligbarkeit

Die Auspragung von AYCy in der IL ist iber diverse Umwelten mit optimaler
Wasserverfugbarkeit aufBerst stabil, Wassermangel pr  ovoziert jedoch eine
deutliche Anderung der phanotypischen Auspragung.

Im GWH12 Versuch wurden 33 selektierte IL Linien sowohl unter optimaler

Wasserverfugbarkeit, in ahnlicher Weise wie bereits im GWH11 Versuch und unter
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suboptimaler Wasserverfiigbarkeit auf A**Cx getestet. Die Selektion der 33 IL Linien
erfolgte unter Berlcksichtigung der Ergebnisse aus den Feld- und GWH11-
Versuchen, sodass die IL Linien, die in den vorangegangenen Versuchen die
hochsten bzw. niedrigsten A¥Cx Werte zeigten, im GWH12 getestet wurden. Wie
erwartet, bestatigte sich der bereits diskutierte Effekt der hoheren A™Cy Werte unter
Gewachshaus- verglichen mit Feldbedingungen. Die Spannbreite der A™*Cy Werte in
der Behandlung mit optimaler Wasserverflgbarkeit entsprach den Ergebnissen aus
den vorangegangenen Versuchen. Die signifikante genotypische Variation und hohe
Wiederholbarkeit von A™Ck unter optimaler Wasserverfiigbarkeit konnte bestatigt
werden.

Unter den Bedingungen mit suboptimaler Wasserverfugbarkeit wurde im Mittel Uber
alle 33 IL Linien, verglichen mit der optimal bewasserten Behandlung, ein Ansteigen
der ACx Werte beobachtet. Dies bedeutet, dass die 33 IL Linien in GWH12_sub im
Mittel einen kleineren Anteil an *C Atomen aufwiesen als in GWH12_opt. Diese
Reaktion von A'C in Folge von Wasserknappheit wurde bereits von Dercon et al.
(2006), Monneveux et al. (2007) und Cabrera-Bosquet et al. (2009) fur Mais und von
Henderson et al. (1998), Briick et al. (2000), Williams et al. (2001) fur die C4
Kulturarten Sorghum und Perlhirse beschrieben. Im Gegensatz dazu wurden in den
Cs-Pflanzen Gerste und Weizen unter Trockenstress niedrigere A™*C Werte als unter
optimaler Wasserverfugbarkeit beschrieben, und als Folge einer geringeren
stomataren Leitfahigkeit unter Trockenstress diskutiert (Farquhar & Richards, 1984,
Sanchez-Diaz et al., 2002, Araus et al., 2003, Wu et al., 2011). Das Ansteigen von
A™Ck in Folge von suboptimaler Wasserverfiigbarkeit kann bei C4-Pflanzen einerseits
aus einem kleineren c; ¢, bei einer leakiness unter 0,34 oder aus einer Erhéhung
der leakiness tber 0,34 resultieren (Abbildung 1). Eine Reduktion von ¢; ¢yt kann
dabei einerseits die Folge einer verstarkten CO, Assimilationsrate oder einer
reduzierten stomatéaren Leitfahigkeit sein. Eine verstarkte CO, Assimilationsrate unter
suboptimaler Wasserverfiigbarkeit erscheint unwahrscheinlich (Crafts-Brandner &
Salvucci, 2002), weshalb eine Reduktion von c; c,* durch eine reduzierte stomatére
Leitfahigkeit bedingt sein misste. Die tatsachliche stomatéare Leitfahigkeit wurde im
GWH12 Versuch nicht erfasst. Jedoch wurde die Blatttemperatur gemessen und
zeigte im Mittel Uber die 33 IL Linien signifikant hohere Blatttemperaturen in der
Behandlung mit suboptimaler Wasserverfugbarkeit, verglichen mit der optimal
bewasserten Behandlung. Insbesondere unter suboptimaler Wasserverfugbarkeit
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besteht eine starke negative Korrelation zwischen der Blatttemperatur und der
stomataren Leitfahigkeit (u.a. Kimmerlen et al., 1999, Liu et al.,, 2011, Dalil &
Ghassemi-Golezani, 2012), sodass im Mittel von einer geringeren stomatéren
Leitfahigkeit der 33 IL Linien in GWH12_sub als in GWH12_opt ausgegangen werden
kann und somit im Mittel Gber alle 33 IL Linien auch ein geringeres c; c.tin
GWH12_sub als in GWH12_opt wahrscheinlich ist. Ein Ansteigen von AY¥Ck in
GWH12_sub in Folge einer Erh6hung der leakiness erscheint eher unwahrscheinlich.
Zwar berichten Kubasek et al. (2007) eine Temperaturabhéangigkeit der leakiness in
Mais aufgrund der unterschiedlichen Wirkungsoptima der PEPC bzw. RuBisCO,
diesen Beobachtungen folgend ware aber unter den gemessenen Temperaturen im
GWH12_sub eine Reduktion der leakiness gegenuber GWH12_opt zu erwarten.
Zudem ermittelten Henderson et al. (1992) durch die gleichzeitige Messung von A*C
und der Gaswechselrate eine relativ stabile leakiness zwischen 0,2 und 0,3 Uber
mehrere C, Spezies und unter verschiedenen Umweltbedingungen (u.a.
Blatttemperatur).

In GWH12 wurden neben den 33 IL Linien auch beide Eltern der IL Population
getestet. In der Behandlung mit optimaler Bewasserung entsprach A™Cy des
rekurrentem Elters anndhernd dem mittlerem A'®Ck der 33 IL Linien. Dies war zu
erwarten, da A™®Ck von IL-RE bereits im Feld bzw. GWH11 annahernd dem Mittel
Uber alle 77 IL Linien entsprach, und die Selektion der 33 IL Linien entsprechend den
Ergebnissen aus Feld und GWH11 erfolgte. In der Behandlung mit suboptimaler
Wasserverfugbarkeit ergab sich jedoch im Mittel Gber die 33 IL Linien ein hbheres
ASC als fiir beide Eltern. Dies war unerwartet, kdnnte aber darin begriindet sein,
dass die Selektion der 33 IL Linien ausschlief3lich auf den Ergebnissen der Versuche
unter optimaler Wasserverfluigbarkeit basierte und somit einige IL Linien, die ein
niedrigeres A™*Cy unter suboptimaler Wasserverfiigbarkeit aufgewiesen hatten, nicht
in der Selektion bericksichtigt wurden. Dieser Einfluss der Selektion kénnte auch die
geringere genotypische Variation in A*Ck unter suboptimaler Wasserverfiigbarkeit in
GWH12_sub, verglichen mit GWH12_opt, erklaren. Es bleibt daher offen, inwieweit
ein Riickgang der genotypischer Variation in A™Cx unter suboptimaler
Wasserversorgung auch fur das im GWH11 getestete Set von 77 IL Linien
beobachtet worden ware. Sowohl Monneveux et al. (2007) als auch Cabrera-Bosquet
et al. (2009) berichten von einer héheren Variation in A¥Cx mit Zunahme des

Wassermangels in Mais, und auch die C3; Kulturarten Gerste und Weizen zeigten
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hohere genotypische Variationen in A™C unter Trockenstress als unter optimal
bewasserten Bedingungen (Teulat et al., 2002, Wu et al, 2011). Obwohl
moglicherweise einige IL Linien, die zur Variation in A™Ck unter suboptimaler
Wasserversorgung beigetragen hatten, nicht in der Selektion der getesteten 33 IL
Linien enthalten waren, konnte, wie zuvor schon in den Versuchen mit optimaler
Wasserverfiugbarkeit, auch in GWH12 sub eine hoch signifikante genotypische
Varianz fiir A™Cy detektiert werden. Dies stellt ein starkes Indiz dafiir dar, dass die
stabile Kohlenstoffisotopendiskriminierung auch in der C4, Spezies Mais mal3geblich
vom Genotyp bedingt wird.

Uber GWH12 opt und GWH12_sub wurde eine hoch signifikante Genotyp-
Behandlung Interaktion detektiert. Uber die Feld und GWH11 Versuche wurde keine
signifikante Genotyp-Umwelt Interaktion fir A*Cx festgestellt, und A®*Ck hatte sich
Uber diese beiden sehr unterschiedlichen Umwelten, die sich deutlich hinsichtlich
Luftfeuchtigkeit, Temperatur und Einstrahlung unterschieden, als &aufierst stabil
erwiesen. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir A™C in Cs-Pflanzen berichtet. So zeigte
A™C in einer Fp-Kartierungspopulation von Hartweizen (Triticum turgidum spp. durum
Desf.) Uber mehrere Jahre unter optimal bewéasserten Bedingungen evaluiert, keine
signifikante Genotyp-Umwelt Interaktion (Panio et al., 2013). Merah et al. (2001)
hingegen fanden eine deutliche Genotyp-Umwelt Interaktion in einem diversen Set
von Hartweizenakzessionen Uber  mehrere Umwelten mit  variabler
Wasserverfigbarkeit. In Gerste bestatigte sich die Stabilitat von A¥C tber
Feldversuche mit optimaler Wasserversorgung. Unter Einbeziehung von Versuchen
mit suboptimaler Wasserversorgung konnte jedoch eine signifikante Genotyp-Umwelt
Interaktion festgestellt werden (Chen et al., 2012). Die hohe Stabilitat der A™*Cg
Expression uber diverse Umwelten mit optimaler Wasserverfiigbarkeit bestatigt sich
auch auf der Ebene der einzelnen IL Linien. Von den funf im Feld bzw. GWH11
identifizierten IL Linien, die sich signifikant von IL-RE in ACk unterschieden, zeigten
zwel IL Linien im GWH12_opt dieselben signifikanten Unterschiede zu IL-RE und
nahezu alle verbleibenden IL Linien ergaben, obwohl nicht signifikant, im
GWH12_opt doch dieselben Tendenzen in Relation zu IL-RE, wie zuvor im Feld bzw.
GWH11 beobachtet. Hingegen stimmte, mit Ausnahme von IL-81, das Verhalten
keiner der 33 im GWH12 getesteten IL Linien beziiglich A™Cx relativ zu IL-RE uber
die Behandlung Uberein. Das Auftreten der Genotyp-Behandlung Interaktion in

GWH12 mit kontrastierender Wasserverfigbarkeit sowie die sehr geringe
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Ubereinstimmung der IL Linienleistung in Relation zu IL-RE zwischen den beiden
Behandlungen verdeutlicht, dass auch in C4-Pflanzen, wie bereits fir Cs-Pflanzen
beschrieben, die den Pflanzen zur Verfilgung stehende Wassermenge eine

vorrangige Bedeutung in der Auspragung von A*C hat.

4.1.4. Die Variation von A¥C in Blattern und Kornern

Die Analyse von A™C in Kérnern und A™C in Blattern ergibt konsistente
Ergebnisse in der Mais IL.

Im GWH11 Versuch wurde die stabile Isotopendiskriminierung sowohl in den Kdrnern
als auch in den Blattern erfasst. Dies ermdglicht einen Vergleich der Eignung dieser
beiden Pflanzenorgane fiir die Analyse von A™C in der C, Spezies Mais. Im Mittel
Uber die 77 IL Linien zeigte A™C in den Blattern (A™Cg) hohere Werte als A™Cx.
Diese Differenz erwies sich jedoch aufgrund des erheblichen Restfehlers, der sich fr
A¥Cg ergab, als nicht signifikant. Héhere A™C Werte im vegetativen als im
generativen Gewebe wurden zuvor bereits in C4 Spezies (Henderson et al., 1992,
Monneveux et al., 2007, Cabrera-Bosquet et al., 2009) und in C3; Spezies (u.a.
Craufurd et al., 1991, Condon & Richards, 1992, Merah et al., 2001) beschrieben und
unterstiitzen somit die Tendenz der héheren A*C Werte im Blattmaterial in der Mais
IL. Mogliche Ursachen fiir die unterschiedlichen A®C Werte in vegetativen und
generativen Geweben konnten u.a. durch Unterschiede in A¥C wahrend des
Lebenszyklus einer Pflanze (Monneveux et al., 2005) oder in Unterschieden in der
chemischen Zusammensetzung von Korn und Blatt begriindet sein (Collister et al.,
1994, Badeck et al., 2005, Cernusak et al., 2009). Auch koénnte &, unter den
Bedingungen eines Gewachshauses mit eingeschrdnktem Austausch von
Gewéchshaus-CO; und atmosphéarischem-CO, gro3eren oder zeitlich kurzfristigeren
Schwankungen unterliegen als angenommen. Kurzfristige, in der Schéatzung von
A™C nicht beriicksichtigte Schwankungen in &, wiirden sich direkt auf A™Cg
auswirken, héatten jedoch wahrscheinlich einen geringeren Einfluss auf A'Cy.
Scartazza et al. (1998) berichten, dass A™C, gemessen in Pflanzenmaterial, die
photosynthetische Kohlenstoffisotopendiskriminierung Gber den gesamten Zeitraum,
in dem dieses Pflanzenmaterial produziert wurde, integriert. Da in Mais davon

ausgegangen werden kann, dass mehr als 20 % des in den Kdrnern eingelagerten

101



DISKUSSION

Kohlenstoffs nicht direkt aus der aktuell ablaufenden Photosynthese, sondern aus der
Umlagerung aus in anderen Organen gespeichertem Kohlenstoff stammt (Ruget,
1993), integriert A**Cx wahrscheinlich tiber einen langeren Zeitraum als A**Cg und ist
damit weniger anfallig gegentber kurzfristigen Schwankungen in der Diskriminierung
oder .

In der Mais IL zeigte sich, wie auch zuvor fiir A™Cy, eine signifikante genotypische
Variation fir A™Cg. Durch den hoheren Restfehler von AY¥Cg war die
Wiederholbarkeit von A®Cg jedoch geringer als fiir A**Ck. Dies anderte sich auch
unter Bertcksichtigung der unterschiedlichen Anzahl an Beobachtungen, drei
Wiederholungen je Genotyp fir A'*Cg bzw. sechs Wiederholungen je Genotyp fiir
A™Ck, nicht. Die positive Korrelation zwischen A™Cyx und A¥Cg war, obwohl
signifikant, schwach (r = 0,31). Die einzelnen IL Linien zeigten jedoch die gleichen
Tendenzen in A®Cg in Bezug auf IL-RE wie fiir A™Ck beobachtet (Abbildung A 3 im
Anhang), weshalb davon auszugehen ist, dass zumindest in der untersuchten IL
ABCk und A™Cg annahernd die gleichen Aussagen hinsichtlich der genotypischen
Variation und den Effekten der einzelnen IL Linien zulassen. Aufgrund der héheren
Heritabilitat von A™Ck gegenuiber A™Cg im GWH11 wurde A¥C in den ubrigen
Versuchen der vorliegenden Arbeit vorwiegend in Kérnern gemessen. Die héheren
Heritabilitaten von A'3Cx, verglichen mit A™Cg, wurden auch von Cabrera-Bosquet et
al. (2009) berichtet und kénnten darauf hinweisen, dass A™Cx somit geeigneter ist,
genetische Unterschiede in A¥C zu erfassen als A*Cg. Die Erfassung von A¥Cg
ware der Erfassung von AY¥Ck vorzuziehen, falls A™C als indirektes
Selektionsmerkmal in der praktischen Pflanzenzichtung Anwendung finden sollte, da
die Selektion von erwinschten Genotypen bereits vor der Ernte erfolgen kdnnte.
Daher werden zuséatzliche Untersuchungen, ahnlich denen in Cs-Pflanzen (z.B.
Craufurd et al., 1991, Condon & Richards, 1992, Kirda et al., 1992, Brandes et al.,
2006), zur Korrelation zwischen A¥Cx und A™Cg benétigt, um diese

Zusammenhange im Detail untersuchen zu kénnen.
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4.1.5. Genomregionen, die mit (@ in der Mais
Introgressionsbibliothek assoziiert sind

Die groRe Zahl an Zielregionen, die in der IL mit A¥Ck unter optimaler
Wasserverfugbarkeit assoziiert ist, deutet auf eine polygene Regulierung der
ﬁl:CK Auspragung und auf die Beteiligung mehrerer physio logischer Prozesse
Aus der Literatur sind keine genomischen Regionen, die eine Variation in AC in
Mais bedingen, bekannt. Ergebnisse aus C3; Kulturarten deuten jedoch darauf hin,
dass A™C unter polygener Kontrolle steht, also von einer Vielzahl unabhangig
vererbter Loci mit relativ kleinem Beitrag zur phanotypischen Auspragung bedingt
wird (Chen et al.,, 2011). Ebenso verhéalt es sich wahrscheinlich in der C, Spezies
Mais. Von 22 Uber Feld und GWH11 detektierten Zielregionen, die im
Zusammenhang mit A¥Cy stehen, erklarte nur eine Zielregion auf Chromosom 7
(ID771. 117) mehr als 10 % der phanotypischen Varianz. Dem Modell von Farquhar
(1983) folgend, wird A*®C von der CO, Diffusionsgeschwindigkeit in den Blattern, der
Photosynthesekapazitat und der leakiness beeinflusst. Zumindest fir die stomatare
Leitfahigkeit und die Photosynthesekapazitat ist bereits bekannt, dass sie u.a. in Mais
unter polygener Kontrolle stehen (Sanguineti et al., 1999, Ming et al., 2006). Diese
Tatsache kdnnte zumindest teilweise die relativ grof3e Anzahl an Genomregionen, die
ACk in der IL beeinflussen, erklaren.

In einem Modell mit allen 22 Zielregionen als Pradiktorvariablen erklarte das Modell
85,5 % der phanotypischen Varianz. Mit einer aus den Mittelwerten der Prufglieder
geschatzten Heritabilitat von fast 69 % wiurde das bedeuten, dass nahezu 100 % der
in der IL vorhandenen genotypischen Varianz fiir das Merkmal A®Cy durch das
Modell der 22 Zielregionen erklart wird. Da die Anzahl der moéglichen Pradiktoren,
also alle moglichen Zielregionen, deutlich groRer ist als die Anzahl an
phanotypischen Beobachtungen und das Modell zudem noch substantielle
Kollinearitat zwischen den Pradiktoren aufweist, muss davon ausgegangen werden,
dass einige der identifizierten Zielregionen falsch Positive darstellen und die
einzelnen Effekte der Zielregionen auf die A¥*Cx Auspragung tiberschatzt sind. Beide
Hypothesen, sowohl die der polygenen Regulation der A**Cy Auspragung als auch
die der Uberschatzten Effekte der identifizierten Genomregionen auf A™Cy, werden
durch die Ergebnisse aus GHW12_opt unterstitzt. So bestétigten sich von den unter
Feld bzw. GWH11 identifizierten 22 Genomregionen funf in GWH12_opt und dabei
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vorrangig die, die bereits die groRten Effekte auf ACk Uber Feld und GWH11
zeigten. Dies ist als Indiz fur die polygene Vererbung von A™Cy in der Mais IL zu
werten und bekraftigt die Hypothese, dass diesen Effekten tatsachlich Gene oder
kausale genomische Strukturen zugrunde liegen, die die Auspragung von A¥Cy
determinieren.

Gleichzeitig konnte jedoch der Effekt der verbleibenden 18 Genomregionen nicht
durch die Daten aus GWH12_opt bestatigt werden. Dies wird grof3tenteils an der
reduzierten Zahl an getesteten IL Linien und der sich daraus ergebenden geringeren
Auflésung der Genomregionen liegen, kdnnte aber auch auf den Umfang der falsch
Positiven hindeuten. In GWH12 _opt war das Verhaltnis von phanotypischen
Beobachtungen zu moglichen Pradiktoren ungtinstiger als Gber Feld und GWH11 (33
92! in GWH12_opt und 77 164 tiber Feld und GWH11), und die Kollinearitat der 92
Zielregionen in GWH12 war zudem deutlich ausgepragter als Uber die 164
Zielregionen im Feld bzw. GWH11. Die deutlich gro3eren Effekte der in GWH12_opt
identifizierten Genomregionen, im Vergleich zu den dber Feld und GWH11
detektierten Effekten, deuten ebenfalls auf eine mogliche Uberschatzung der Effekte
hin. Eine Kreuzvalidierung fur die Kontrolle der falsch Positiven und die Korrektur der
Effekte, wie sie in QTL Analysen mit spaltenden Populationen empfohlen wird (Utz et
al., 2000), ist in einer IL aufgrund der spezifischen genetischen Struktur, in der an
vielen Loci die Donorallele nur von einer IL Linie reprasentiert werden, nicht moglich.
Aus diesem Grund muss die finale Validierung aller in dieser Arbeit detektierten
Genomregionen mit signifikantem Einfluss auf A™Cx an unabh&ngigem
Pflanzenmaterial erfolgen.

Dennoch bleibt festzustellen, dass in der IL zwei Genomregionen jeweils auf den
Chromosomen 6 und 7 (ID77i. 94 und 117 bzw. ID33. 53 und 68) Uber unabhéngige
Versuche mit absoluten additiven Effekten tber 0,25 %0 assoziiert sind und alle IL
Linien, die Donorallele in diesen Genomregionen aufwiesen, Uber alle Versuche
geringere A*Cx Werte als der rekurrente Elter zeigten. In Tomate konnten Xu et al.
(2008) erfolgreich einen QTL fiur die Kohlenstoffisotopendiskriminierung auf
Chromosom 5 mit einem additiven Effekt von 0,22 %o feinkartieren. In Arabidopsis
identifizierten Masle et al. (2005) einen QTL fir A™C in einer Population von
rekombinanten Inzuchtlinien aus einer Kreuzung einer Col-4 und einer Ler Akzession
auf Chromosom 2. Dieser QTL war abh&ngig von den Umweltbedingungen mit einem
additiven Effekt zwischen 0,19 %0 und 0,29 %. gekoppelt, und ERECTA, ein Gen, fur
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das bereits zuvor bekannt war, dass es die stomatare Leitfahigkeit, die Expansion der
Epidermiszellen und die Ausbreitung der Mesophyllzellen beeinflusst, wurde als das
dem QTL zu Grunde liegende Gen identifiziert. Unter Berlcksichtigung der relativ
groRen Effekte auf ACy, die unter optimaler Wasserverfiigbarkeit mit den beiden
Zielregionen auf den Chromosomen 6 und 7 in der IL assoziiert sind, sowie der
Telomer-nahen Lage dieser beiden Zielregionen, erscheint eine Feinkartierung dieser

beiden Effekte somit als vielversprechend.

Unter suboptimaler Wasserverfugbarkeit konnte eine Genomregion auf
Chromosom 1 mit signifikantem Einfluss auf ACy identifiziert werden. Es ist
wabhrscheinlich, dass einige weitere Genomregionen d ie A¥Ck in der IL unter
suboptimaler Wasserverfiigbarkeit beeinflussen unent deckt blieben. Fiur deren
Identifikation sind weitere Versuche notwendig.

Im Gegensatz zu der groRen Anzahl an Genomregionen, die einen signifikanten
Zusammenhang zu A'®Ck unter optimaler Wasserverfiigbarkeit zeigten, konnte nur
eine Genomregion auf Chromosom 1 identifiziert werden, die einen signifikanten
Einfluss auf die A™Cx Auspragung in GWH12_sub unter suboptimaler
Wasserverfugbarkeit zeigte. Dies war unerwartet, da nahezu ein Viertel der 33 unter
suboptimaler Wasserverfiigbarkeit getesteten IL Linien sich signifikant in A**Cxk von
IL-RE unterschieden und die Effekte der IL Linien in GWH12 sub eine ahnliche
GroRRenordnung wie in GWH12_opt aufwiesen. Alle IL Linien, die sich signifikant von
IL-RE in A™Ck unterschieden, zeigten héhere A™Cx Werte als IL-RE. Entsprechend
resultierten die Allele des Donor-Elters in der identifizierten Genomregion auf
Chromosom 1 in einem héheren A¥Ck, wobei jedoch nicht alle IL Linien mit héherem
A™Ck die Allele des Donor-Elters in dieser Genomregion aufwiesen. Es ist somit
auRRerst wahrscheinlich, dass weitere Genomregionen, welche die Auspragung von
A™C in der IL unter suboptimaler Wasserverfiigbarkeit beeinflussen, nicht detektiert
wurden. Eine mogliche Erklarung fur die geringe Anzahl an detektierten
Genomregionen, neben der geringeren Wiederholbarkeit von A**Cx in GWH12_sub
verglichen mit GWH12_opt, ist, dass mit den selektierten 33 IL Linien ca. 25 % des
Donorgenoms nicht abgedeckt waren und somit in diesem Teil des Donorgenoms
keine Genomregionen mit Einfluss auf A**Ck detektiert werden konnten. Dies wiirde
auch die bereits diskutierte Diskrepanz zwischen der Leistung der beiden Eltern der

IL in A'¥Cx, verglichen mit der durchschnittlichen Leistung der 33 selektierten IL

105



DISKUSSION

Linien, erklaren. Eine weitere Ursache fur die geringere Anzahl an in GWH12_sub
identifizierten Genomregionen kénnte sein, dass vermehrt Effekte in Repulsion, also
Gene mit positiven und Gene mit negativen Effekten auf A™Ck innerhalb eines
Donorgenomfragments, auftraten. Wie bereits diskutiert, basierte die Selektion der 33
IL Linien u.a. auf der Voraussetzung eine maoglichst vollstandige Genomabdeckung
zu ermdglichen. Dies hatte zur Folge, dass die IL Linien, die aufgrund ihrer
Genomabdeckung selektiert wurden, jeweils Uberdurchschnittlich  grof3e
Donorgenomfragmente trugen. Mit Zunahme der Grdél3e der Donorgenomfragmente
steigt auch die Wahrscheinlichkeit, dass Effekte in Repulsion auftreten und sich
deren gegensatzliche Effekte nahezu aufheben. Basierend auf 77 IL Linien in Feld
und GWH11 konnten gegensatzliche allelische Effekte auf A™Ck in direkter
Nachbarschaft auf den Chromosomen 1, 2, 3, 9 und 10 identifiziert werden (ID;7i.
15/21, 39/41, 62/63, 150/151, 155/158). Das Auftreten von eng benachbarten
Genomregionen mit gegensatzlichen Effekten auf A¥C wurde auch in der Cs
Kulturart Reis (Takai et al., 2009) beobachtet. Im Gegensatz dazu wurden in
GWH12_opt, basierend auf 33 IL Linien, zwar die Genomregionen mit den grof3ten
Effekten auf A¥Ck detektiert, die unter Feld und GWH11 gefundenen, eng
benachbarten gegensatzlichen Effekte konnten jedoch nicht detektiert werden. So ist
es wabhrscheinlich, dass, in &hnlicher Weise, auch in GWH12 sub einige
Genomregionen mit Einfluss auf die Auspragung von AMCyk unter suboptimaler
Wasserverfugbarkeit unentdeckt blieben.

Die Ergebnisse aus GWH12_sub stellen einen ersten Schritt in der Detektion von
Genomregionen fir A™®Ck unter suboptimaler Wasserverfiigbarkeit dar. Da die
Untersuchungen an einer begrenzten Anzahl an selektierten IL Linien durchgefihrt
wurden und auf einer einzigen, artifiziellen Umwelt beruhen, bedarf es weiterer
Versuche, insbesondere mit allen IL Linien und mdglicherweise im Freiland, um die in
der vorliegenden Studie erarbeiteten Erkenntnisse zur genetischen Struktur von

ASCk unter suboptimaler Wasserverfiigbarkeit zu tiberpriifen und zu erganzen.
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4.1.6. Assoziation der A™C Auspragung mit Merkmalen der
Pflanzenentwicklung und Pflanzenphysiologie

Die Auspragung von A¥Ck in der Mais IL ist unter optimaler wie auch unter
suboptimaler Wasserverfugbarkeit weitgehend unabhan gig von genotypischen
Unterschieden in der Pflanzenentwicklung.

Die Eltern der IL entstammen dem europdischen Hartmais (Donor-Elter) und dem
europdischen Zahnmais Genpool (rekurrenter Elter). Die aus diesen sehr
unterschiedlichen Genotypen entwickelte IL zeigte daher, wie erwartet in allen
Versuchen signifikante genotypische Variation fur alle erfassten Merkmale der
Pflanzenentwicklung, ausgenommen SenL. Dennoch wurden tber Feld und GWH11
sowie Uber GWH12 opt und GWH12_sub weder eine signifikante phanotypische
noch eine signifikante genotypische Korrelation zwischen A™Cy und einem der
erfassten Merkmale der Pflanzenentwicklung detektiert. Dies war insofern unerwartet,
als in vielen C3; Spezies starke ph&notypische und genotypische Korrelationen
zwischen A®C und der Phanologie, wie auch Kolokalisationen von QTL fiir A**C und
Merkmalen der Pflanzenentwicklung, insbesondere des Bluhzeitpunktes und der
physiologischen Reife, beschrieben wurden (Craufurd et al., 1991, Ehdaie et al.,
1991, Ellis et al., 2002, Teulat et al., 2002, McKay et al., 2003, Hausmann et al.,
2005, Juenger et al., 2005, Rebetzke et al., 2008, Hall et al., 2010, Wu et al., 2011).

Eine mdgliche Ursache fiir die Unabhangigkeit von A™Cx und den Merkmalen der
Pflanzenentwicklung in der Mais IL kdnnte in ihrer spezifischen genetischen Struktur
liegen. Da jede IL Linie jeweils nur wenige genau definierte Genomfragmente des
Donor-Elters tragt und das restliche Genom aller IL Linien ansonsten identisch mit
dem des rekurrentem Elters ist, zeigen IL Linien im Allgemeinen eine deutlich
geringere Variation in der Pflanzenentwicklung als z.B. spaltende Populationen aus
biparentalen Kreuzungen (Keurentjes et al.,, 2007). Aufgrund der meist geringen
phanologischen Variation in einer IL erfahren alle Linien wahrend jeder
Entwicklungsphase eines Experiments sehr dhnliche Umweltbedingungen, was dem
Auftreten von umweltbedingten Korrelationen zwischen A™®C und Merkmalen der
Pflanzenentwicklung vorbeugt. So ist es beispielsweise denkbar, dass in
Populationen mit gro3er Variation in der Pflanzenentwicklung das fur die Analyse von
A"C verwendete Pflanzenmaterial in den sich schneller entwickelnden Individuen der

Population unter einem anderen &, produziert wurde als in den Individuen mit
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langsamerer Entwicklung. Diese Differenz in & konnte bei einer gemeinsamen
Betrachtung aller Individuen der Population in Korrelationen zwischen A*¥C und der
Pflanzenentwicklung resultieren.

Neben diesen umweltbedingten Korrelationen konnten aber auch genetische
Zusammenhange den in C3; Spezies beschriebenen, engen Zusammenhang
zwischen A™C und der Pflanzenentwicklung erklaren. Unter anderem wére eine enge
Kopplung zwischen Genen, die A™C und die Pflanzenentwicklung beeinflussen oder
pleiotrope Effekte einzelner Gene maoglich. In A. thaliana untersuchten McKay et al.
(2003) Gene mit Einfluss auf die Pflanzenentwicklung in Mutanten sowie in NILs und
fanden Hinweise auf pleiotrope Effekte dieser Gene in Bezug auf §'3C. Insbesondere
der Transkriptionsfaktor FLOWERING LOCUS C (FLC, Sheldon et al.,, 2000,
Schlappi, 2001) zeigte ausgepragte Effekte auf 6*°C, und Genotypen mit langsamer
Entwicklung waren durch ein héheres 8'°C charakterisiert. In der Mais IL wurden,
obwohl die Korrelation zwischen Bliite und A™Cx in der IL nicht signifikant war, tber
Feld bzw. GWH11 zwei Zielregionen auf den Chromosomen 1 und 5 identifiziert, die
sowohl einen kleinen aber signifikanten Effekt auf A**Ck als auch jeweils auf BLM
(ID77. 29) und BLW (ID77. 76) zeigten. Ebenfalls auf Chromosom 1 wurde in
GWH12_opt eine Zielregion (IDs3. 18) detektiert, die sowohl A™®Ck als auch BLW
beeinflusste. In allen diesen drei Zielregionen war eine langsamere Entwicklung mit
niedrigeren ACx Werten assoziiert. Dieser Effekt stimmt unter Beriicksichtigung
einer negativen Korrelation zwischen §**C und A™C (mit &, = -8%., Farquhar et al.,
1989, Lambers et al., 2008) mit den Beobachtungen von McKay et al. (2003) tberein
und kénnte auf eng gekoppelte oder pleiotrope Effekte in den drei in der Mais IL
identifizierten Zielregionen hinweisen. Takai et al. (2009) detektierten eine
genomische Region in einer Reis IL, die sowohl AC als auch die Anzahl Tage bis
zur Reisblite beeinflusste. Unter Verwendung von zusatzlichen sublL Linien kamen
die Autoren zu dem Schluss, dass die Kolokalisation zwischen A™C und Anzahl
Tagen bis zur Blite eher eine Folge enger Kopplung mehrerer Loci als eines
pleiotropen Effekts eines Locus ist. Ob die drei in der Mais IL identifizierten
Kolokalisationen von Effekten auf A™Cx und der Pflanzenentwicklung auf enger
Kopplung von unterschiedlichen Loci oder auf pleiotropen Effekten basieren, ist nicht
zu klaren. Unter Berlcksichtigung der vergleichsweise geringen Effekte dieser drei

Genomregionen auf A¥Ck sowie der Tatsache, dass keine signifikante
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phanotypische oder genotypische Korrelation zwischen A¥Cx und einem der
erfassten Merkmale der Pflanzenentwicklung detektiert wurde, ist es jedoch aulRerst
wahrscheinlich, dass die in der Mais IL fiir A™C identifizierte genotypische Variation
sowie die detektierten Genomregionen nicht als Folge von Unterschieden in der

Pflanzenentwicklung beobachtet wurden.

Die  signifikanten Korrelationen  zwischen ABCk  und  den
pflanzenphysiologischen ~ Merkmalen  der  Photosynthese und des
Wasserhaushalts in der Mais IL unter optimaler Wass  erverflugbarkeit lassen
einen Einfluss der Transpiration auf die Variation von A¥Cy vermuten.

In allen Versuchen mit optimaler Wasserverfiigbarkeit war A*Cx in der Mais IL
sowohl phanotypisch als auch genotypisch signifikant mit dem Chlorophyllgehalt des
Kolbenblattes korreliert. Dabei unterschieden sich zwar die IL Linien, die einen
signifikanten Effekt in A™Cx aufwiesen im Chlorophyllgehalt nicht signifikant vom
rekurrentem Elter, interessanterweise jedoch konnte tber Feld und GWH11 wie auch
in GHW12_opt eine Genomregion auf Chromosom 6 identifiziert werden, in der die
Allele des Donor-Elters sowohl einen starken negativen Effekt auf A Cy und einen
vergleichsweise grol3en positiven Effekt auf SPAD zeigten. Ein negativer
Zusammenhang zwischen den beiden Merkmalen wurde auch in anderen Studien mit
Mais, Sojabohne (Madhavan, 2012), Steinklee (Melilotus alba, Bevins et al., 1993)
und Weizen (Araus et al.,, 1997, Wu et al.,, 2011) gefunden. In Baumwolle und
Weizen wurde zudem die Kolokalisation von mehreren QTL fur die
Kohlenstoffisotopendiskriminierung und den Chlorophyllgehalt der Bléatter berichtet
(Saranga et al., 2001, Wu et al., 2011). Madhavan (2012) stellte bezlglich des
Zusammenhangs zwischen dem Chlorophyligehalt und A**C die Hypothese auf, dass
ein hoherer Chlorophyllgehalt mit einer beschleunigten RuBisCO-Regenerierung
einhergeht und somit zu einer Effizienzsteigerung der photosynthetischen Prozesse
fuhrt. Positive Korrelationen zwischen dem Chlorophyllgehalt der Blatter und der
Photosynthesekapazitat wurden zuvor u.a. in Weizen berichtet (Araus et al., 1997). In
der Mais IL konnte keine signifikante genotypische Variation in der maximalen
Photosynthesekapazitat (FyFy™) festgestellt werden. Dies ist aber moglicherweise
primar der geringen Wiederholbarkeit der Messungen dieses Merkmals geschuldet.
Inwieweit die Assoziation der Genomregion auf Chromosom 6 mit A*®Cy tatséchlich

auf genotypischen Unterschieden in der Photosynthesekapazitat basiert, ist unklar,
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jedoch impliziert das theoretische Modell von Farquhar (1983) eine Abhéngigkeit von
A™C von ¢; ¢, und somit sowohl von der Photosynthesekapazitat als auch von der
stomataren Leitfahigkeit.

Die Abhangigkeit von A™C von der stomatédren Leitfahigkeit bzw. Transpiration
spiegelt sich moéglicherweise in der im GWH12_opt detektierten positiven Korrelation
zwischen A¥Cy und der Blatttemperatur in der Mais IL wider. Die Blatttemperatur
kann dabei als indirekte Messung der stomataren Leitfahigkeit bzw. der Transpiration
betrachtet werden (Monneveux & Ribaut, 2006, Jones et al., 2009, Liu et al., 2011,
Masuka et al. 2012). Dabei stellt eine héhere Blatttemperatur ein Anzeichen flr
geringere Transpiration bzw. stomatare Leitfahigkeit dar, und hohe A*Cx Werte traten
somit in der IL in Kombination mit geringer Transpiration auf. Obwohl A**Ck und die
Blatttemperatur in GWH12_opt signifikant phanotypisch korrelierten, konnten keine IL
Linien identifiziert werden, die sich sowohl in A™Ck und der Blatttemperatur
signifikant von IL-RE unterschieden. Auch konnte keine Kolokalisation von QTL fur
diese beiden Merkmale detektiert werden. Dies war jedoch nicht Gberraschend, da
die Messung der Blatttemperatur mit einem relativ gro3en Fehler verbunden war und
dieses Merkmal unter allen erfassten Merkmalen mit signifikanter genetischer
Varianz die geringste Wiederholbarkeit zeigte. Neben den signifikanten Korrelationen
von A™Ck mit dem Chlorophyligehalt und mit der Blatttemperatur korrelierte A™Cy
sowohl im Feld als auch in GHW12_opt signifikant mit dem Merkmal AK. Dabei war
diese Korrelation zwischen A¥Cyk und AK negativ, sodass tendenziell die IL Linien,
welche hohere A®*Cyx Werte zeigten, gleichzeitig eine geringere Anzahl an Kérnern
produzierten. Diese negative Korrelation zwischen A®C und dem Kornertrag unter
Wachstumsbedingungen mit optimaler Wasserverfiigbarkeit wurde auch in der C4
Spezies Sorghum bicolor beschrieben (Hubick et al., 1990). Unter Annahme, dass
hohe A™Ck Werte in der Mais IL mit geringer Transpiration und somit kleinem ¢; c;*
assoziiert sind, deutet die negative Korrelation zwischen A¥Cx und AK darauf hin,
dass unter optimaler Wasserverfugbarkeit tendenziell die IL Linien, die eine htéhere
Transpiration zeigten, auch eine gro3ere Anzahl an Koérnern je Kolben produzierten.
Dieser Zusammenhang wird zudem durch die negative Korrelation zwischen AK und
BT gestuitzt. Sowohl im Feld als auch in GWH12_opt wurden je zwei unterschiedliche
Genomregionen identifiziert, die sowohl A™Ck als auch AK beeinflussen. In drei

dieser Zielregionen waren die Allele, die in hoheren A®*Cx Werten resultierten, mit
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kleinerem AK assoziiert. Jeweils eine der im Feld bzw. GWH12_opt identifizierten
Genomregionen war auf Chromosom 2 lokalisiert, wobei diese beiden
Genomregionen auf Chromosom 2 nicht direkt benachbart waren. Ob diese
Diskrepanz auf Chromosom 2 sowie die geringe Kolokalisation zwischen
Genomregionen mit Einfluss auf A™Ckx und AK tatsachlich auf unterschiedliche
genetische Faktoren zuriickzuflihren ist oder ein Effekt der statistischen Auflésung
(77 IL vergl. mit 33 IL) bzw. des Detektionsvermdgens (jeweils nur 3 bzw. 6

Wiederholungen) ist, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.

Die  signifikanten  Korrelationen  zwischen ABCk  und  dem
trockenstressspezifischen Merkmal Blattrollen bzw. zwischen A™Cyx und dem
Ertragsparameter Anzahl Korner je Pflanze in der Ma is IL weisen darauf hin,
dass A™Ck auch in der C, Spezies Mais als Selektionsmerkmal in Umwelten mit
suboptimaler Wasserverfiigbarkeit in Betracht gezoge n werden kann.

Basierend auf den 33 IL Linien, die unter suboptimaler Wasserverfigbarkeit im
GWH12_sub getestet wurden, ergaben sich signifikante phanotypische Korrelationen
zwischen A™Cy und den physiologischen Merkmalen BR und AK. So korrelierte A¥Cx
unter suboptimaler Wasserverflugbarkeit negativ mit dem Merkmal Blattrollen und
positiv mit AK. Die negative Korrelation mit BR spiegelt sich auch auf Ebene der IL
Linien wider, die sich in A™Ck und BR signifikant von IL-RE unterschieden. So
zeigten drei IL Linien sowohl signifikant hohere A™Cx wie auch signifikant geringere
BR Werte, und die IL Linien mit den geringsten A**Cx Werten zeigten auch signifikant
mehr BR. Obwohl Blattrollen ein allgemein bekannter Anpassungsmechanismus
gegenuber Wassermangel ist, sind die physiologischen Prozesse, welche mit BR
assoziiert sind, vielfaltig und bisher nur teilweise verstanden (Kadioglu et al., 2012).
In Reis konnte gezeigt werden, dass mit zunehmendem Blattrollen eine Reduktion
der von der Sonne beschienenen Blattflache, der Transpiration und der
Photosynthese verbunden ist (Allah, 2009). Im Gegensatz dazu berichten Matthews
et al. (1990), dass trockenstresstolerante Sorghumlinien starkeres Blattrollen zeigten
als trockenstressanfallige Linien, wahrscheinlich indem das Blattrollen ein
spezifisches Mikroklima auf den Blattoberflachen schafft, welches den Pflanzen
erlaubt, die Stomata unter Trockenstress geotffnet zu lassen. Somit scheint der Effekt

des Blattrollens auf die Transpiration zwischen Spezies und mdglicherweise auch
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innerhalb einer Spezies variabel zu sein (Kadioglu & Terzi, 2007), was die
Interpretation der negativen Korrelation zwischen A**Cy und BR schwierig gestaltet.
Einen Zusammenhang zwischen Trockenstressanpassung, BR und A™Cy Werten
stlitzen auch die jeweiligen Korrelationen mit dem Ertragsparameter AK. So zeigte
BR eine signifikant negative und A™Ck eine signifikant positive phanotypische
Korrelation mit AK. Die positive Korrelation zwischen A™Ck und AK in GWH12_sub
steht im Kontrast zu der bereits beschriebenen negativen Korrelation zwischen A®Cg
und AK in Umwelten mit optimaler Wasserverfigbarkeit, findet jedoch Unterstiitzung
in der von Monneveux et al. (2007) beschriebenen positiven Korrelation zwischen
A™C und dem Kolbengewicht nach der Ernte unter Trockenstress. Ebenso zeigten
trockenstresstolerante Mais Hybriden signifikant hohere AC Werte der Blatter und
gleichzeitig héhere Kornertrage unter Feldbedingungen als trockenstressanfallige
Hybriden (Monneveux et al.,, 2007). Von den acht IL Linien, die sich unter
suboptimaler Wasserverfiigbarkeit signifikant von IL-RE in A™Ck unterschieden,
waren jedoch nur zwei IL Linien (IL-57, IL-58) signifikant unterschiedlich von IL-RE in
AK. Eine mogliche Ursache fiir die geringe Uberlappung von IL Linien, die sich in
ABCk und AK signifikant von IL-RE unterschieden, konnte die negative Korrelation
zwischen AK und ASI sein. Die Bedeutung eines mdglichst kurzen ASI fur den
Kornertrag von Mais unter Trockenstress stimmt dabei mit Aussagen anderer Studien
Uberein (u.a. Hall et al., 1982, Bolafios & Edmeades, 1996).

4.2. Genotypische Struktur der Introgressionsbibliothek

4.2.1. Eignung und Verlasslichkeit des MaizeSNP50 BeadChip

Der MaizeSNP50 BeadChip ermoglicht eine reproduzier bare hochauflésende
Genotypisierung der IL, wobei sowohl die Verteilung der SNP Marker als auch
die Verteilung der polymorphen SNP eher die spezifi  schen Charakteristika des
Chips als biologische Phanomene widerspiegeln.

Die Veroffentlichung der ersten Mais Referenzsequenz (Schnable et al.,, 2009)
ermoglichte die physikalische Kartierung von SNP und anderer struktureller Varianten
im Maisgenom und fuhrte zur Entwicklung von einfach handhabbaren

Hochdurchsatz-Genotypisierungsmethoden in Mais (Ganal et al., 2011). Zu diesen
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zahlt die Chip-basierte Hochdurchsatz-SNP-Genotypisierung. Der von Illumina Inc.
und Projektpartnern  entwickelte = SNP-Genotypisierungs-Chip, MaizeSNP50
BeadChip, umfasst 56.110 SNP Marker, die vorwiegend in Genen lokalisiert sind und
das gesamte Maisgenom gleichmafR3ig abdecken sollen. Der Uberwiegende Teil der
56.110 SNP Marker stammt dabei aus Sequenzvergleichen zwischen US-
Amerikanischen Zahnmais-Inzuchtlinien (Ganal et al., 2011). Zum Zeitpunkt der
Genotypisierung der IL mit dem MaizeSNP50 BeadChip lagen keine publizierten
Ergebnisse zur Eignung bzw. Verlasslichkeit des Chips insbesondere in
europdischem  Hartmaismaterial vor. Um der bekanntermal3en hohen
Sequenzpolymorphie innerhalb von Mais Rechnung zu tragen (Gore et al., 2009,
Springer et al., 2009) und um diese neuartige Genotypisierungsplattform zu testen,
wurde daher die Verlasslichkeit und Eignung des MaizeSNP50 BeadChip fur die
Charakterisierung des spezifischen Pflanzenmaterials IL-RE x IL-DE, respektive eine
Kombination aus einer europaischen Zahnmais- und einer europaischen Hartmais-
Inzuchtlinie, untersucht. Hierfir wurden biologische Replikate der beiden Eltern der IL
mit dem MaizeSNP50 BeadChip genotypisiert. Von den gesamten 56.110 SNP
wurden bereits vor der Uberprufung der Verlasslichkeit des Chips im spezifischen
Material 23.916 SNP von der Analyse ausgeschlossen, sodass 32.194 SNP in der
Analyse verblieben. Diese Vorabselektion entfernte SNP Marker, die sich zuvor in
einem diversen Set européischen Pflanzenmaterials (Bauer et al. 2013) als wenig
verlasslich bzw. technisch nicht auswertbar erwiesen. Die nach diesem ersten
Selektionsschritt verbliebene Zahl an SNP in der Analyse (32.194 SNP) ist deutlich
niedriger als die Anzahl an SNP Markern, die in vorwiegend US-Amerikanischen
Inzuchtlinien verlasslich auszuwerten waren (49.585 SNP, Ganal et al., 2011), jedoch
in einer ahnlichen GréRRenordnung wie die von Strigens et al. (2013) in einem
diversen Set von US-Amerikanischen Zahnmais-, europaischen Zahnmais- und
europaischen Hartmais-Inzuchtlinien beschriebene Anzahl an verwendbaren SNP.
Die geringe Anzahl an verlasslich auswertbaren SNP in Pflanzenmaterial, welches
insbesondere europaische Hartmais-Inzuchtlinien beinhaltet, verglichen mit der
Anzahl an SNP, die in rein US-Amerikanischem Material auswertbar ist, beruht
maoglicherweise auf der Tatsache, dass der Uberwiegende Teil der 56.110 auf dem
MaizeSNP50 BeadChip befindlichen SNP aus dem Sequenzvergleich von US-
Inzuchtlinien stammt und konnte die hohe Sequenzdiversitat zwischen US-
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Amerikanischem  Material und insbesondere europdischem  Flintmaterial
widerspiegeln.

Der Erfolg der Vorabselektion spiegelt sich in der geringen Zahl der 32.194 SNP
Marker wider, die keine einheitlichen Ergebnisse Uber die biologischen Replikate von
IL-RE und IL-DE ergaben. Uber die biologischen Replikate von IL-RE zeigten 3,16 %
und Uber die biologischen Replikate von IL-DE zeigten 0,62 % der 32.194 SNP kein
einheitliches Allel an den jeweiligen SNP-Loci. Dies verdeutlicht eine sehr hohe
Verlasslichkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Genotypisierung auf Basis
des MaizeSNP50 BeadChip. Obwohl der Anteil an SNP, die kein einheitliches Allel
Uber die jeweiligen biologischen Replikate ergaben, sehr gering war, zeigte sich
dennoch ein deutlicher Unterschied in der Konsistenz der Allele zwischen den
biologischen Replikaten von IL-RE und IL-DE. So zeigte Uber die biologischen
Replikate von IL-DE kein SNP Marker an einem Locus zwei verschiedene
homozygote Allele und nur sechs SNP Loci zeigten sowohl homozygote als auch
heterozygote Allele. Im Gegensatz dazu ergaben sich in den biologischen Replikaten
von IL-RE an 43 SNP Loci uneinheitliche homozygote Allele und an 726 Loci wurden
sowohl homozygote und heterozygote Allele detektiert. Da diese SNP Loci mit
inkonsistenten Allelen Uber die biologischen Replikate von IL-RE nicht zuféllig Gber
das Genom verteilt waren, sondern in zusammenhangenden Clustern auftraten,
scheint es naheliegend, dass diese Inkonsistenzen nicht auf Fehlern in der
Genotypisierung beruhen, sondern tatsachlich geringe Unterschiede zwischen den
biologischen Replikaten von IL-RE bestehen. Ahnliche Inkonsistenzen zwischen
biologischen Replikaten im Zusammenhang mit einer hochauflosenden SNP
Genotypisierung wurden auch von Ganal et al. (2011) und Pea et al. (2013)
beschrieben und kdénnten aus einer Verunreinigung wahrend der Erhaltungszucht
dieser Inzuchtlinien oder auf leichte Unterschiede im Inzuchtgrad zwischen den
biologischen Replikaten hindeuten.

Fur einen moglichst vollstandigen Uberblick tber die Genomstruktur einer IL ist
neben der Markerdichte eine méglichst homogene Verteilung der Marker und dabei
insbesondere die Verteilung der polymorphen Marker tGber das Genom notwendig.
Sowohl die Verteilung aller 32.194 SNP Marker, wie auch der 11.505 zwischen IL-RE
und IL-DE polymorphen SNP war Gber die 10 Maischromosomen aber insbesondere
innerhalb der Maischromosomen, unterteilt in 10 Mb grol3e Bins, uneinheitlich. Dabei

konnte jedoch mindestens ein SNP alle 10 Mb detektiert werden, sodass keine
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grolReren Licken in der Markerabdeckung die Detektion von gréf3eren
Donorgenomfragmenten verhindert hatte. Generell zeigte die uneinheitliche
Verteilung der SNP Marker eine deutliche Tendenz zu einer Haufung von SNP
Markern an den distalen (Telomer-nahen) Regionen gegeniiber den perizentromeren
Regionen. Diese Tendenz spiegelt wahrscheinlich die Prozedur der Markerselektion
in der Entwicklung des MaizeSNP50 BeadChip wider, wobei SNP Marker, die
innerhalb von Genen lokalisiert sind, bevorzugt selektiert und in den Chip
aufgenommen wurden (Ganal et al.,, 2011). Diese bevorzugte Selektion in
Kombination mit der héheren Gendichte in den distalen Regionen, verglichen mit den
perizentromeren Regionen der Chromosomen (Schnable et al.,, 2009) wére eine
Erklarung fir die beobachtete Uberreprasentation von SNP Markern in den distalen
Chromosomenregionen. Durch die hohe Korrelation zwischen der gesamten Anzahl
SNP Marker und der Anzahl an polymorphen Markern je Bin folgte auch die
Verteilung der polymorphen SNP Marker der bereits diskutierten Tendenz. Aufgrund
der gerichteten Selektion von SNP wahrend der Chip Entwicklung bezuglich
Polymorphismen zwischen US-Amerikanischen Inzuchtlinien und der damit
einhergehenden verzerrten Aussagekraft zur genetischen Diversitat (Frascaroli et al.,
2013) konnen die Genomregionen mit geringerer Polymorphie zwischen IL-RE und
IL-DE nicht unbedingt als Genomregionen mit reduzierter genetischer Diversitat
zwischen diesen beiden Inzuchtlinien betrachtet werden. Es wird daher davon
abgesehen, diese Regionen im Zusammenhang mit gemeinsamen Vorfahren
(,identical by descent”, Bernardo et al., 1996) zu diskutieren.

Aufgrund der hohen Reproduzierbarkeit der Genotypisierungsergebnisse uber die
biologischen Replikate der Eltern der IL sowie der ausreichend gleichméafigen
Verteilung der polymorphen Marker wurde die gesamte IL mit dem MaizeSNP50
BeadChip genotypisiert. Die wiederholten Ruckkreuzungsschritte mit dem
rekurrentem Elter wahrend der Entwicklung der IL fihrten zu einer stark reduzierten
Anzahl an fixierten Rekombinationsereignissen je IL Linie, verglichen mit anderen
spaltenden Populationen, wie DH- oder RIL-Populationen. Dadurch konnte die
Anzahl an SNP Markern, die eine vollstandige Beschreibung der Genomstruktur der
IL Linien ermoglicht, auf 1.861 SNP reduziert werden, ohne Verlust an genetischer
Information. Der grof3te Vorteil dieser nachtraglichen Reduktion an Markern ist,
neben einer deutlich vereinfachten Handhabbarkeit, spezifisch die Marker selektieren

zu kénnen, die mit héchst mdglicher Qualitat die IL beschreiben. Diese nachtragliche
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Reduktion der Markeranzahl bedeutet aber nicht, dass bereits eine anfangliche
Genotypisierung mit ca. 2.000 Markern, im Gegensatz zu den tatsachlich
verwendeten 32.194 SNP, ausgereicht hétte, um die IL vollstdndig genotypisch zu
beschreiben. Die detaillierte Information zur Position der einzelnen
Donorgenomfragmente, basierend auf 32.194 SNP, war fur die Selektion der 1.861
SNP ausschlaggebend. Zudem stellen die zwischen IL-RE und IL-DE polymorphen
Marker, die nicht in den 1.861 Marken enthalten sind, eine wertvolle Ressource flr
die Feinkartierung von Genomregionen mit signifikanten Effekten auf die

phanotypische Auspragung dar.

4.2.2. Genotypische Struktur der Introgressionsbibliothek mit SSR
und SNP Markern

Nur die hochauflésende Genotypisierung mit mehreren tausend Markern
ermdglicht einen Einblick in die tatsachliche genet ische Struktur der IL.

Die hochauflésende Genotypisierung der IL zeigte, dass tber alle IL Linien 90 % des
mit SNP Markern abgedeckten Donorgenoms reprasentiert werden. Durch diese sehr
hohe Donorgenomabdeckung besteht daher eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass
jegliche genotypische Unterschiede zwischen den Eltern der IL mit Hilfe der
einzelnen IL Linien spezifischen Donorgenomfragmenten zugeordnet werden
kénnen. Die 90 % Donorgenomabdeckung stellen jedoch moglicherweise eine leichte
Uberschatzung der tatsachlichen Donorgenomabdeckung dar. Das mit SNP Markern
darstellbare Genom Uberspannt 2,04 Gb, die B73 Referenzsequenz hat eine Lange
von 2,06 Gb und das gesamte Mais Genom wird auf ca. 2,3 Gb geschéatzt (Schnable
et al., 2009). Es ist wahrscheinlich, dass das Genom beider IL Eltern gro3er als die
mit SNP Markern abgedeckten 2.04 Gb ist und somit einige Genombereich nicht mit
SNP Marken darstellbar sind. In diesen Genombereichen liegen weder Informationen
zur Donorgenomabdeckung, noch zum Auftreten von Donorgenomfragmenten in den
einzelnen IL Linien vor.

Innerhalb des mit SNP Markern abgedeckten Genoms zeigte sich ausschlief3lich auf
den Chromosomen 4 und 6 eine unterdurchschnittiche Donorgenomabdeckung.
Diese unterdurchschnittiche Donorgenomabdeckung der Chromosomen 4 und 6
zeigte sich auch in der Genotypisierung mit SSR Markern, sodass mdoglicherweise

bereits wahrend der Entwicklung der IL Kkeine Linien mit geeigneten
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Donorgenomfragmenten in diesen Regionen identifiziert werden konnten. Bauer et al.
(2013) verglichen die Rekombinationsrate von 22 europaischen Maisinzuchtlinien
und fanden auf Chromosom 4 (dber alle Inzuchtlinien die geringste
Rekombinationsrate. Auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 wurde zudem eine
deutliche Reduktion der Rekombinationshaufigkeit, moglicherweise aufgrund der
nucleolar organizer region in diesem Genombereich (Phillips et al., 1971), detektiert.
Die geringe Donorgenomabdeckung des Chromosoms 6 in der IL beruht primar auf
dem Fehlen von Donorgenomfragmenten auf dem kurzen Arm. Unter Annahme, dass
auch in der IL das Chromosom 4 und der kurze Arm von Chromosom 6 eine stark
reduzierte Rekombinationsrate aufweisen, besteht die Maoglichkeit, dass diese
geringe Rekombinationsrate entweder bereits das Auftreten von Rekombinationen in
den sieben F, Pflanzen, aus denen die IL entwickelt wurde, oder die Reduktion von
Uberlangen Donorgenomfragmenten in den Ruckkreuzungsschritten behinderte.
Beides konnte die Identifikation von IL Linien mit geeigneten Donorgenomfragmenten
und damit die Donorgenomabdeckung auf den Chromosomen 4 und 6 negativ
beeinflusst haben.

Die hochauflésende Genotypisierung der IL mit 32.194 SNP Markern ergab, dass
nahezu 50 % der IL Linien mehr als ein Donorgenomfragment tragen. Im
Durchschnitt Uber alle IL Linien betrachtet zeigte jede IL Linie 2,1
Donorgenomfragmente. Dies war aufgrund der Ergebnisse der Genotypisierung mit
226 SSR Markern, die fur die finale Erstellung der IL verwendet wurden, unerwartet.
Basierend auf den 226 SSR Markern trugen viel weniger IL Linien mehr als ein
Donorgenomfragment (Durchschnitt je IL Linie 1,5 Donorgenomfragmente). Die
Diskrepanz zwischen der Genotypisierung mit SNP und SSR Markern beruht
Uberwiegend auf der zusatzlichen Detektion einer Vielzahl kleiner Fragmente (<
10 Mb) in den distalen Regionen der Chromosomen durch die hochauflosende
Genotypisierung mit SNP Markern. Somit erscheint eine hochauflésende
Genotypisierung mit mehreren tausend Markern unabdingbar, um einen detaillierten
Uberblick tber die genetische Zusammensetzung einer Introgressionsbibliothek zu
bekommen. Ahnliche Ergebnisse wurden fir eine Gersten-Introgressionsbibliothek
berichtet, die zunachst mit 98 SSR Markern genotypisiert worden war
(Schmalenbach et al., 2008). Basierend auf der Genotypisierung mit SSR Markern
war davon auszugehen, dass jede Gersten Introgressionslinie ein einziges

Donorgenomfragment trug. Die erneute Genotypisierung dieser Gersten
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Introgressionsbibliothek mit 636 SNP Markern zeigte jedoch, dass im Durchschnitt
jede Gersten-Introgressionslinie zusatzlich 1,5 Donorgenomfragmente trug, die zuvor
mit SSR Markern nicht erfasst worden waren (Schmalenbach et al., 2011). Dies ist
ein deutlicher Hinweis darauf, dass in der Realitat Introgressionsbibliotheken deutlich
von idealen Introgressionsbibliotheken, mit jeweils nur einem einzelnen
Donorgenomfragment je Linie, wie von Eshed & Zamir (1994) definiert, abweichen.
Das Auftreten von mehr als einem Donorgenomfragment je Introgressionslinie
erschwert die direkte Zuordnung phénotypischer Effekte zu einzelnen
Genombereichen.

Die tatsachliche Anzahl an Donorgenomfragmenten je IL kdnnte jedoch noch etwas
hoher als 2,1 sein, da einige kleinere Donorgenomfragmente (< 5 Mb), die nur von
einem oder zwei SNP reprasentiert wurden und parallel in mehreren IL Linien
auftraten, aus der Analyse ausgeschlossen wurden. Da die IL Linien, die diese
identischen, sehr kleinen Donorgenomfragmente zeigten, in den meisten Fallen auf
unterschiedliche F,- bzw. BC;-Pflanzen zuriickgingen, erschien das Auftreten von
parallelen Doppel-Crossover bedingt durch die Chromatiden-Interferenz als auf3erst
unwahrscheinlich. Es wurde daher angenommen, dass diese kleinen
Donorgenomfragmente aus einer fehlerhaften physikalischen Lokalisation der SNP
Loci resultieren. Die physikalische Lokalisation der SNP Loci beruht auf der B73
Refseq_v2 Referenzsequenz und eine fehlerbehaftete Projektion der
Positionsangaben auf andere Inzuchtlinien wurde bereits mehrfach beschrieben
(Ganal et al., 2011, Bauer et al., 2013). Dennoch kénnten, unter Annahme eines
Chromatiden-Interferenz unabhangigen Rekombinationsprozesses (Bauer et al.,
2013), manche dieser kleinen Fragmente tatsachliche Donorgenomfragmente

darstellen.

4.2.3. Statistische Verfahren fur die Detektion von Genomregionen
mit Einfluss auf die phéanotypische Merkmalsauspragung

Die schrittweise multiple Regression mit einem auf BIC basierten
Modellvergleich bietet den besten Kompromiss aus Sp ezifitdat und Sensitivitat
und liefert konsistente Ergebnisse in experimentell en Daten.

Die Identifikation von Genen, die die Auspragung quantitativ vererbter Merkmale
beeinflussen, stellt nach Luo et al. (2002) in den kommenden Jahrzehnten die gréfite
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Herausforderung fur Genetiker dar. Die Erfolge der QTL Kartierung, eine Methode
um Gene mit Effekten auf quantitative Merkmale in spaltenden, bi-parentalen
Populationen wie F2-, DH- oder RIL-Populationen zu identifizieren, wurden kirzlich
durch Price (2006) zusammengefasst. Diese Erfolge beruhen zu einem grof3en Teill
auf statistischen Methoden wie der Intervallkartierung (Lander & Botstein, 1989) oder
der Intervallkartierung unter Bericksichtigung von Kovariablen (Zeng, 1994). Eine
Grundannahme dieser Methoden ist die zufallige Spaltung der Allele an jedem Locus.
Da IL eine Zusammenstellung selektierter Nachkommen darstellen, wird diese
Grundannahme verletzt und die direkte Verwendung dieser statistischen Methoden
fur die QTL Kartierung in IL ist nicht mdglich.

In den meisten bisherigen Studien, die mittels einer IL differenzielle genotypische
Auspragungen in einzelne Genomregionen aufteilten, erfolgte die statistische
Assoziation zwischen phanotypischer Auspragung und Genomregionen daher auf
Basis einer Reihe von Mittelwertvergleichen zwischen den einzelnen IL Linien und
dem rekurrenten Elter (Mahone et al., 2012). Unter der Annahme, dass jede IL Linie
nur ein Donorgenomfragment tragt, sollte jeder statistisch signifikante genotypische
Unterschied zwischen einer IL Linie und dem rekurrentem Elter ausschlief3lich auf
dem Vorhandensein des Donorgenomfragments beruhen. Ein signifikanter
Mittelwertunterschied zwischen IL Linie und dem rekurrenten Elter lasst somit direkt
auf einen oder mehrere QTL innerhalb des jeweiligen Donorgenomfragments
schlieBen, die die phéanotypische Auspragung beeinflussen (Eshed & Zamir, 1995).
Die hochauflésende Genotypisierung der Mais IL verdeutlicht jedoch die Diskrepanz
zwischen einer theoretischen, idealen IL mit nur einem einzigen Genomfragment je IL
Linie und der in der Praxis auftretenden IL mit deutlich mehr als einem
Donorgenomfragment je Linie. In IL mit deutlich mehr als einem
Donorgenomfragment je IL Linie lasst ein signifikanter Mittelwertvergleich keinen
direkten Zusammenhang zwischen der phé&notypischen Auspradgung und einer
einzelnen Donorgenomregion zu. Es sind somit, insbesondere in nicht idealen IL,
komplexere statistische Methoden notwendig, um die flr bestimmte phanotypische
Auspragungen verantwortlichen Genombereiche identifizieren zu kénnen.

In einer Simulationsstudie unterteilten Falke & Frisch (2011) die
Donorgenomfragmente innerhalb einer IL in individuelle Zielregionen und
verwendeten diese Zielregionen als Pradiktorvariablen in einem linearen Modell. Die

grundlegende Intention dieser Methode ist, dass an Stelle des Vergleichs einer IL
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Linie mit dem rekurrenten Elter gleichzeitig fur eine Zielregion alle IL Linien mit
Donorallelen gegen alle IL Linien mit den Allelen des rekurrenten Elters getestet
werden. Dabei wird eine prazisere Schatzung des Restfehlers und eine erhéhte
Testgute erreicht (Mahone et al., 2012). Zudem berucksichtigt die simultane
Schatzung der Effekte aller Zielregionen in einem linearen Modell die Tatsache, dass
die einzelnen Zielregionen statistisch nicht unabhéngig sind. Die praktischen Vorteile
dieser Methode gegenuber den paarweisen Mittelwertvergleichen wurden sowohl in
einer Raps als auch in einer Roggen IL demonstriert (Mahone et al., 2012, Mahone et
al., 2013), jedoch ist die Anwendung auf Situationen beschrankt, in denen weniger
Pradiktorvariablen zu schatzen sind als Beobachtungen zur Verfiigung stehen. In der
Mais IL, basierend auf 89 IL Linien, wurden aber doppelt so viele Zielregionen, also
mogliche Pradiktoren, identifiziert als Beobachtungen zur Verfigung stehen, sodass
eine simultane Schatzung der Effekte aller Pradiktoren in einem klassischen linearen
Modell nicht mdglich ist.

Wang et al. (2006) entwickelten eine Methode, basierend auf einer schrittweisen
Modellselektion, um QTL in einer Reis IL zu identifizieren und verglichen die jeweilige
Testgute der QTL Detektion zwischen einer Einzelmarkerregression und der von
ihnen entwickelten schrittweisen Regressionsmethode. Sowohl in Situationen mit
einer hoheren Anzahl an Beobachtungen als mogliche Pradiktoren, wie auch in der
Situation mit einer etwas geringeren Anzahl an Beobachtungen als vorhandenen
Pradiktoren, zeigte die Methode, basierend auf der schrittweisen Regression, eine
deutlich héhere Testgulte als die Einzelmarkerregression.

In Anlehnung an diese beiden Methoden von Falke & Frisch (2011) und Wang et al.
(2006), aber unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass in der Mais IL die Anzahl der
Pradiktoren die Anzahl an Beobachtung deutlich Gbertrifft, wurde eine
Simulationsanalyse, basierend auf der tatséchlichen genetischen Struktur der Mais
IL, durchgefiihrt. Ziel dieser Analyse war es, eine Methode zu identifizieren, die eine
verlassliche Detektion von Genomregionen mit Einfluss auf die phanotypische
Expression zulasst.

Die Einzelmarkerregression unter Bertcksichtigung multiplen Testens zeigte, &hnlich
wie in der Studie von Wang et al. (2006), die geringste Sensitivitat aller getesteten
Methoden. Dies war zu erwarten, da die Korrektur der Signifikanzschwelle fur
multiples Testen nach Bonferroni bekanntermal3en eine sehr konservative Methode

ist. Uber alle Tests betrachtet erfolgt die Kontrolle des Fehlers erster Art (falsch
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Positive) deutlich auf Kosten eines sehr hohen Fehlers zweiter Art (falsch Negative)
(Falke & Frisch, 2011). Ubereinstimmend damit zeigte SMR_BK auch die hdchste
Spezifitat aller getesteten Verfahren. Benjamini & Hochberg (1995) schlugen an
Stelle der Kontrolle des Fehlers erster Art die etwas weniger konservative Kontrolle
der FDR vor. Da in der IL die falschlicherweise als positiv gewerteten Zielregionen
jedoch nicht ausschlieBlich eine Folge multiplen Testens sind, sondern
maoglicherweise auf hoher Multikollinearitat der Zielregionen beruhen, erscheint die
Kontrolle der FDR fir multiples Testen in einer IL als weniger geeignet (Falke &
Frisch, 2011). Der Verzicht auf eine Korrektur fir multiples Testen (SMR) resultierte
hingegen in einer deutlich héheren Sensitivitat, wobei jedoch gleichzeitig ein starkes
Abfallen der Spezifitat, also deutlich mehr falschlicherweise als Positive gewertete
Zielregionen, beobachtet wurde.

Die Kombination aus ridge regression BLUP und einer auf Permutation basierten
Variablenselektion (TRR_BLUP) wurde als Pendant zu dem linearen Modell von
Falke & Frisch (2011) getestet, da bei dieser Methode ebenfalls zun&chst die Effekte
aller mdglichen Préadiktoren geschatzt werden und anschlieRend deren Signifikanz
getestet wird. Dem Umstand, dass mehr Pradiktoren zu schatzen sind als
Beobachtungen zur Verfigung stehen, wird Rechnung getragen, indem die
geschatzten Effekte gegen Null geschrumpft werden (Hoerl & Kennard, 1970). Dabei
wird die Schatzung der Effekte der Pradiktoren aufgrund des so genannten ,grouping
effects” stark vom Ausmald der Multikollinearitat beeinflusst (Ishwaran & Rao, 2011,
Wimmer et al., 2013). Multikollinearitat beruht in der IL vor allem auf hohem LD
zwischen benachbarten Zielregionen (Abbildung 9), weshalb der simulierte Effekt
einer Zielregion auf weitere Zielregionen in direkter Nachbarschaft aufgeteilt wird. Die
Aufteilung der jeweiligen simulierten Effekte einzelner Zielregion auf die jeweils
benachbarten Zielregionen préadestiniert mdglicherweise fir die Detektion falsch
positiver Effekte und erklart die geringste Spezifitat von TRR_BLUP unter allen in der
Simulation getesteten Verfahren. Eine hohere Spezifitat von TRR_BLUP ware jedoch
sicherlich durch eine Korrektur der Permutation-basierten Signifikanzschwelle fir
multiples Testen moglich, wobei die Problematik in der Wahl des geeignetsten
Korrekturverfahrens dem bereits Diskutierten entspricht.

Obwohl die schrittweise Regression, basierend auf dem Modellvergleich mittels dem
AIC, und die schrittweise Regression, basierend auf dem Modellvergleich mittels dem

BIC, zwei sehr ahnliche Methoden darstellen, ergaben sich in der Simulationsstudie
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deutliche Unterschiede zwischen diesen beiden Verfahren. SR_BIC zeigte Uber alle
Heritabilititswerte eine geringere Sensitivitat, aber eine deutlich héhere Spezifitat als
SR_AIC. Dies lasst sich durch die Unterschiede in den jeweiligen Definitionen von
BIC und AIC erklaren. Beide Parameter der Modellanpassung beriicksichtigen
zunachst in gleicher Weise die Anzahl an Beobachtungen und die Summe der
Residuenquadrate. Der Term flir eine grol3ere Zahl an Pradiktoren im Modell
unterscheidet sich jedoch insofern, als dass BIC in den meisten Fallen die Aufnahme
einer weiteren Pradiktorvariable in das Modell starker bestraft als AIC das tut. Somit
bevorzugt BIC deutlich kleinere Modelle als AIC. Aufgrund des hohen LD in der IL
besteht generell die Tendenz, die tatsachlich simulierten Effekte auf weitere
Zielregionen, die mit der tatsachlichen Zielregion in hohem LD stehen, aufzuteilen.
Die hohere Spezifitat von BIC, verglichen mit AIC, scheint daher darauf zu beruhen,
dass BIC starker als AIC der Aufteilung der simulierten Effekte auf mehrere
Zielregionen entgegenwirkt.

Bereits die spezifische genetische Struktur einer IL veranschaulicht, dass eine IL
prinzipiell nicht geeignet ist, jede Genomregion zu identifizieren, die ein bestimmtes
guantitatives Merkmal beeinflusst. Vielmehr ist das primare Ziel einer IL die
Genomregionen mit den grof3ten Effekten auf die phanotypische Ausprégung zu
identifizieren, um in weiteren Arbeitsschritten entweder deren kausale genetische
Ursachen zu analysieren oder diese Genomregionen direkt durch die Methode des
.breeding by design“ (Peleman & van der Voort, 2003) zilichterisch zu nutzen. Somit
ist eine hohe Spezifitat in der Identifikation der relevanten Genomregionen starker zu
bewerten als eine moglichst hohe Sensitivitat. Unter einer hoheren Gewichtung der
Spezifitat zeigte die Methode SR_BIC den besten Kompromiss aus Spezifitdt und
Sensitivitat aller betrachteten Methoden und wurde daher in der Analyse der
experimentellen Daten verwendet.

Die hohe Ubereinstimmung zwischen den Genomregionen mit Einfluss auf A*Cy, die
in den unabhangigen Versuchen Feld, GWH11 und GWH12_opt identifiziert wurden,
verdeutlicht die Eignung der Methode SR_BIC, die Genomregionen mit den grof3ten
Effekten auf die ph&notypische Auspragung wiederholbar zu identifizieren. Die hohe
Konsistenz zwischen der Summe der mittels SR_BIC geschéatzten Effekte je IL Linie
und den Ergebnissen der Mittelwertvergleiche nach Dunnett (1955) ist zudem ein

Indiz furr die korrekte Identifikation von Genomregion mit Einfluss auf A*Cx.
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5. Ausblick

Die Genotypisierung der Mais IL mit dem MaizeSNP50 BeadChip ermdglichte eine
sehr hochauflésende Charakterisierung der genetischen Struktur der IL. Die relativ
grol3e Zahl an Donorgenomfragmenten je IL, die in der Entwicklung und Selektion der
IL mittels SSR Marker unentdeckt blieben, lasst vermuten, dass in anderen IL, die
bisher nicht hochauflésend genotypisiert wurden, die tatsachliche genetische Struktur
noch nicht vollstandig aufgeklart ist. Dies impliziert, dass auch die in diesen IL
identifizierten  Assoziationen zwischen  Donorgenomfragmenten und  der
phénotypischen Auspragung uberprift werden sollten.

Ein Teil der durch die SNP Genotypisierung zusatzlich detektierten Fragmente beruht
womaoglich auf strukturellen genomischen Unterschieden zwischen den Eltern der IL
und B73. Um diese strukturellen Unterschiede und deren Einfluss auf das
vermeintliche Auftreten von Donorgenomfragmenten in der IL zu analysieren wird
bereits eine RIL Population aus den IL Eltern erstellt, auf deren Grundlage eine
genetische Kartierung ausgewahlter SNP Marker durchgefihrt wird. Zusammen mit
einer Anpassung der physikalischen Positionen der SNP an die B73Refseq_v3
konnte durch die genetische Kartierung die Kollinearitat zwischen physikalischer und
genetischer Position der SNP Marker Uberprift, somit die Anzahl wahrer von falsch
lokalisierten Donorgenomfragmenten bestimmt und die Bedeutung von Chromatiden-
Interferenz unabhangigen Rekombinationsereignissen in der IL untersucht werden.
Diese Erkenntnisse hétten Auswirkungen auf den Entwicklungsprozess von IL und
kbnnten zu dessen Optimierung beitragen, sodass einfacher IL mit tatsachlich nur
einem Donorgenomfragment je IL Linie entwickelt werden kénnen.

In IL Linien mit mehr als einem Donorgenomfragment je Linie wird die Identifikation
von Genomregionen, die den Phéanotyp beeinflussen erschwert. Daher ist die
Entwicklung robuster statistischer Methoden notwendig, mit denen verlasslich
Assoziationen zwischen Genomregionen und dem Phanotyp geschétzt werden
kénnen. In der Mais IL zeigte die Kombination aus schrittweiser Regression mit
einem auf BIC basierten Modellvergleich den besten Kompromiss aus Spezifitat und
Sensitivitat und lieferte konsistente Ergebnisse Uber unabhangige Versuche. Dies ist
aber nicht zwangslaufig auf Situationen mit anderen Bedingungen, so z.B. auf IL mit
einer anderen LD Struktur, einem anderen Verhdaltnis von Beobachtungen zu

maoglichen Pradiktoren, oder auf anders strukturierte Merkmale Ubertragbar. Durch
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eine Diversifizierung der Simulation sowie die Bericksichtigung und Evaluierung
weiter Methoden wie z.B. LASSO (Tibshirani, 1996) oder eine Anpassung der
schrittweisen Regression an Situationen mit sehr viel mehr méglichen Pradiktoren als
Beobachtungen (An et al., 2008), kbnnten Methoden identifiziert werden, die eine

ahnlich gute Spezifitat wie SR_BIC, aber eine verbesserte Sensitivitat aufweisen.

Aufgrund der hochauflosend charakterisierten genetischen Struktur der Mais IL
konnte demonstriert werden, dass auch in der C, Spezies Mais eine genotypische
Variation fir A™C besteht und reproduzierbar gemessen werden kann. Welche
physiologischen und biochemischen Prozesse der genotypischen Variation in A*C in
Cs-Pflanzen zu Grunde liegen, ist bisher nur sehr wenig verstanden. Die
Erkenntnisse aus der Mais IL unterstitzen erste experimentelle Ergebnisse, die
darauf hindeuten, dass A'C auch in C4-Pflanzen zumindest teilweise mit dem
Verhéaltnis zwischen interzellularer und atmosphérischer Kohlendioxidkonzentration
assoziiert ist (Madhavan et al., 1991, Henderson et al., 1992, Henderson et al., 1998,
Williams et al., 2001). Da dieser Zusammenhang in C4-Pflanzen méglicherweise nicht
so stark ist wie in Cz-Pflanzen, ist die Beteiligung von zusatzlichen Prozessen in der
Auspragung von A¥C &uBerst wahrscheinlich. Im Zusammenhang mit dem von
Farquhar (1983) entwickelten theoretischen Modell zu A®C in C,-Pflanzen, wird
ausdrucklich darauf hingewiesen, dass das theoretische Modell erweitert werden
muss, sollte sich herausstellen, dass die Aktivitat der Carboanhydrase in den
Mesophyllzellen fur die CO, Fixierung limitierend sein kann. Zuséatzlich kdnnte die
Kohlenstoffisotopendiskriminierung durch die RuBisCO, PEPC oder Carboanhydrase
auch Genotyp abhangig sein, was ebenso A'®C beeinflussen wiirde. In Cs-Pflanzen
wurde berichtet, dass genotypische Unterschiede in der CO, Leitfahigkeit der
Mesophylizellen die photosynthetische Kohlenstoffisotopendiskriminierung
beeinflusst (Barbour et al., 2010) und korzlich wurde berichtet, dass die
Blattanatomie einen grol3en Einfluss auf die CO, Leitfahigkeit der Mesophylizellen
hat (Tomas et al, 2013). In Cs-Pflanzen kénnten sich daher genotypische
Unterschiede der Blattanatomie auf die leakiness auswirken, was wiederum A'C
beeinflussen wiirde. Eine weitere EinflussgréRe auf A*C kénnte nach Ubierna et al.
(2013) die CO, Leitfahigkeit der Bundelscheidenzellen und die photorespiratorische
Fraktionierung darstellen. Deren  Einfluss kdnnte insbesondere  unter

Wachstumsbedingungen mit geringer Lichtintensitat oder durch Beschattung, wie es
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haufig durch Nachbarpflanzen im Feld erfolgt, zunehmen. Dabei kénnten sich
genotypische Unterschiede in der Photorespiration auf AC niederschlagen. All diese
Prozesse konnten zumindest in der Theorie einen Einfluss auf AY¥C haben
(Caemmerer et al.,, 2014), und es bedarf weiterer Experimente, um deren
tatsachlichen Einfluss auf die intraspezifische genotypische Variation in C4-Pflanzen
neben den EinflussgroRen leakiness und c; ci* zu bewerten. Derartige Experimente
wie z.B. zur Gaswechselrate und Photosyntheseparameter verlangen jedoch sehr
aufwendige und zeitintensive Messungen unter kontrollierten und sehr homogenen
Umweltbedingungen, sodass diese Experimente nur mit einer sehr limitierten Anzahl
an Prufgliedern durchgefuhrt werden kdnnen. Die vier in der vorliegenden Arbeit
identifizierten IL Linien, die sich unter optimaler Wasserverfligbarkeit reproduzierbar
und signifikant von IL-RE unterschieden, stellen dabei fur weitere physiologische
Untersuchungen eine hervorragende Auswahl an Prifgliedern dar, da sie genetisch
sehr ahnlich, phanologisch nahezu gleich und dennoch in A'3C sehr variabel sind.

Die mit der Mais IL unter optimaler Wasserverfligbarkeit erarbeiteten Ergebnisse
deuten auf die Beteiligung einer hoch heritablen genetischen Determinierung der
physiologischen bzw. biochemischen Prozesse hin, die sich auf AC niederschlagen.
Korrelationen von A™C mit Merkmalen der Photosynthese bzw. der Transpiration
sind ein Hinweis, dass A™C zumindest in der Mais IL von dem Verhaltnis ¢; ¢
beeinflusst wird und somit als indirektes Merkmal fur die Selektion auf WUE
verwendet werden konnte. Die dabei identifizierten Zielregionen auf den
Chromosomen 6 und 7, die mit A™Ck assoziiert sind, dienen als Startpunkt fir die
Detektion und funktionelle Charakterisierung von Genen die A™C in Mais
determinieren. Zu diesem Zwecke wurden mittels umfangreicher Ruckkreuzungen
von IL-RE mit den IL Linien, die signifikante Effekte in A™Cx zeigten (IL-05, IL-49, IL-
80, IL-81), einige vollstdndig homozygote sublL Linien entwickelt (fir IL-80 und IL-81
in Abbildung 18) und weitere sublL befinden sich noch in der Entwicklung. Diese
werden in weiteren Experimenten eine Feinkartierung der detektierten Effekte in
ABCk sowie eine Unterscheidung zwischen pleiotropen Effekten und der
Kolokalisation mehrerer unabhéngiger Effekte ermoglichen. Die Identifikation der den
detektierten Effekten zu Grunde liegenden Gene kdnnte zudem eine Antwort auf die
anteilige Bedeutung der einzelnen physiologischen Prozesse bei der Auspragung von
A™C in der Mais IL liefern. Zudem wurden Kreuzungen zwischen den IL Linien mit

signifikantem Effekt in A*™*C erstellt und aus den entstandenen Nachkommen werden
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Linien selektiert, die jeweils mehrere Donorgenomfragmente mit ausschlief3lich
positiven bzw. ausschlielich negativen Effekten auf A'®C tragen, um fir weitere
Experimente extrem divergente Linien zu schaffen und um die Bedeutung
epistatischer Effekte in der Auspragung von A'®C zu beleuchten.

Die unter suboptimaler Wasserverfugbarkeit erarbeiteten Ergebnisse bestatigen die
Erkenntnisse aus den Versuchen mit optimaler Wasserverfugbarkeit im Hinblick
darauf, dass die phanotypische Auspragung von A™C auch in der C,-Pflanze Mais
vom Genotyp beeinflusst wird. Die begrenzte Anzahl an IL Linien, die unter
suboptimaler Wasserverflugbarkeit getestet wurden, sowie die Tatsache, dass die
Erfassung von A™C in der IL unter suboptimaler Wasserverfiigbarkeit bisher nur im
Gewachshaus erfolgen konnte, verdeutlicht die Notwendigkeit weiterer Versuche. Die
deutliche Genotyp-Behandlung Interaktion, die Ergebnisse hinsichtlich der
Genomregion auf Chromosom 1 mit signifikantem Einfluss auf A™Ck, ASI und AK
sowie die Korrelation zwischen A™Cx und dem trockenstressspezifischen Merkmal
BR zeigen einen ausgepragten Einfluss der Wasserverfugbarkeit auf die Auspragung
von A¥Ck. Somit kénnte ACk eine stabile Beurteilung der Leistung verschiedener
Genotypen unter suboptimaler Wasserverfugbarkeit zulassen. Um diese Hypothese
zu Uberprufen sind zunachst weitere Versuche mit der gesamten IL unter
suboptimaler Wasserverfligbarkeit im Feld notwendig. AufRerdem bedarf die
Korrelation zwischen A'™C der Inzuchtlinien und A™C entsprechender
Testkreuzungen bzw. deren Kornertrag weiterer Experimente, um die zlchterische
Eignung von A™C als indirektes Selektionsmerkmal fiir WUE beurteilen zu kénnen.
Unter Berlcksichtigung der dringlichen Notwendigkeit, Sorten mit besserer
Anpassung an Wassermangelsituationen zu entwickeln und des teilweise geringen
Verstandnisses physiologischer und biochemischer Prozesse, die dieser Anpassung
dienlich sind, rechtfertigen die Ergebnisse mit der Mais IL, insbesondere die
Korrelation von A*¥®Cx mit dem Ertragsparameter AK, zukiinftige Untersuchungen der
Anwendbarkeit von A™C als Selektionsmerkmal in C, Spezies und der

physiologischen Prozesse, die A™C zu Grunde liegen.
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Chr.1 Chr.2 Chr.3 Chr.4 Chr.5 Chr.6 Chr.7 Chr.8 Chr.9 Chr.10

IL-RE

IL-81
sublL1-81
sublL2-81
sublL3-81
subll4-81
sublL5-81
sublL6-81
sublL7-81
sublL8-81

IL-80

sublL1-80
sublL2-80

sublL3-80

IL-DE

M M A

Abbildung 18 Auswahl an bereits vollstandig homozygoten sub IL Linien mit zusatzlichen
Rekombinationsereignissen innerhalb der jeweiligen Donorgenomfragmente der IL Linien IL-
80 und IL-81 fiir die Verifikation und Feinkartierung der A™Cyx Genomregionen. Die Pfeile
deuten die Position der unter optimaler Wasserverfiigbarkeit fiir A™Cy detektierten und fir die
Feinkartierung ausgewahlten Genomregionen an,
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6. Zusammenfassung

Anderungen in der Niederschlagsverteilung und eine damit verbundene Ausweitung
der Maisanbauflache unter kinstlicher Bewasserung in Europa ricken die
Entwicklung von wassernutzungseffizienten Maissorten in den Fokus der
Pflanzenziichtung. Im Kontext der praktischen Pflanzenziichtung machen der geringe
Durchsatz und die aufwendige Messmethodik klassische physiologische Methoden
zur Erfassung phanotypischer Unterschiede in der Wassernutzungseffizienz
impraktikabel. Die Diskriminierung von stabilen Kohlenstoffisotopen (A**C) wird in Cs-
Pflanzen aufgrund ihrer engen Korrelation mit der Transpirationseffizienz in
physiologischen Studien als indirektes Merkmal fur die Wassernutzungseffizienz und
in der Pflanzenzichtung als Selektionsmerkmal fir Sorten mit hoher
Wassernutzungseffizienz verwendet. Ein direkter Transfer der Ergebnisse aus Cs-
auf C4-Pflanzen wird durch die Beteiligung von zuséatzlichen Enzymen und die damit
verbundene CO, Vorfixierung wahrend der Cj4-Photosynthese erschwert.
Theoretische Uberlegungen, gestiitzt durch erste experimentelle Ergebnisse, legen
jedoch auch in C,-Pflanzen einen Zusammenhang von AYC und der
Wassernutzungseffizienz nahe. Um A™C in der C, Spezies Mais generell als
Selektionsmerkmal fur die Wassernutzungseffizienz in Betracht zu ziehen, muss
zunachst geklart werden, ob ein Teil der phanotypisch beobachteten Variation in
A™C erblich ist, d.h. ob eine genotypische Variation fiir A™*C in Mais beobachtet
werden kann, inwieweit diese Variation von genotypischen Unterschieden in der
Pflanzenentwicklung oder Pflanzenphysiologie abhangt, und welche Pflanzenteile am
besten geeignet sind, genotypische Unterschiede in A*3C zu erfassen.

Um diese Fragen zu beantworten, wurde eine Introgressionsbibliothek aus zwel
genetisch diversen Elite-Inzuchtlinien markergestitzt entwickelt und hochauflésend
mit 56.110 SNP Markern genotypisiert. Die IL wurde in Feld- und Gewachshaus-
Versuchen sowohl unter optimaler als auch unter suboptimaler Wasserverfiigbarkeit
hinsichtlich A™C phanotypisiert. Zudem wurden Merkmale der Pflanzenentwicklung
und der Pflanzenphysiologie erfasst. Fiur alle erfassten phénotypischen Merkmale
wurde der Anteil der genotypischen Varianz an der phanotypischen Varianz
analysiert und die Stabilitat der genotypischen Auspragung Uber diverse Umwelten
untersucht. Um Genomregionen identifizieren zu kénnen, die mit der phanotypischen

Auspragung der erfassten Merkmale assoziiert sind, wurden statistische Methoden
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auf Basis einer Simulationsstudie verglichen und hinsichtlich ihrer Spezifitat und
Sensitivitat bewertet. Die Abhangigkeit der A*C Auspragung von genotypischen
Unterschieden in der Pflanzenentwicklung und Pflanzenphysiologie wurde sowohl auf
Ebene von Korrelationen als auch auf Ebene von kolokalisierten Genomregionen mit
Einfluss auf mehrere phanotypische Merkmale untersucht.

In allen getesteten Umwelten wurde eine hoch heritable genotypische Variation far
A™C in der IL detektiert. Diese ist in der IL unabhangig von genotypischen
Unterschieden in der Pflanzenentwicklung. Mehrere IL Linien zeigten einen
signifikanten Unterschied in A**C zum rekurrenten Elter. Uber diverse Umwelten mit
optimaler Wasserversorgung war die phanotypische Auspragung von A*C stabil und
hoch reproduzierbar. Die Detektion von einzelnen Genomregionen mit Einfluss auf
die Auspragung von A¥C erméglicht erstmals einen Einblick in die genetische
Architektur des Merkmals AY¥C in einer C, Spezies. Unter optimaler
Wasserverfugbarkeit wurden, basierend auf 77 IL Linien 22 Genomregionen
identifiziert, die signifikant mit A*3C assoziiert waren. Dies deutet auf eine polygene
Regulierung der A**C Auspragung und auf die Beteiligung mehrerer physiologischer
Prozesse hin. Die fiinf Genomregionen mit den groRRten Effekten auf A*C wurden auf
den Chromosomen 1, 2, 6, 7 und 9 lokalisiert und erklarten zusammen 55 % der
phanotypischen Variation fir A*C. Uber Umwelten mit optimaler und suboptimaler
Wasserverfugbarkeit wurde eine signifikante Genotyp-Behandlung Interaktion
detektiert. Die Ubereinstimmung der Linienleistung verglichen mit der Leistung des
rekurrenten Elters war Gber Behandlungen mit unterschiedlicher Wasserverfligbarkeit
gering. Dies wund die signifikante Korrelation von A™C mit dem
trockenstressspezifischen Merkmal Blattrollen verdeutlichen den Einfluss der
Wasserverfiigbarkeit auf die Auspragung von A*3C.

Die mit der IL erarbeiteten Erkenntnisse, hinsichtlich der hoch heritablen
genotypischen Variation, der Korrelation zwischen A™C und physiologischen
Merkmalen sowie dem Einfluss der Wasserverfiigbarkeit auf die A™C Auspragung,
rechtfertigen zukiinftige Untersuchungen der Anwendbarkeit von A™C als
Selektionsmerkmal in C, Spezies und der physiologischen Prozesse, die A¥C zu

Grunde liegen.
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Tabelle A 1 Ergebnisse der Simulationsstudie beziiglich der durchschnittlichen der Anzahl detektierter Effekte, Sensitivitat (S,), Spezifitat (Sp),
sowie die zugehorigen 2,5 % und 97,5 % Quantilen, ebenso wie der Anteil an durchschnittlich detektierten QTL mit grof3tem simuliertem Effekt
(QTLM) fiir die zwei simulierten Szenarien in Abhéngigkeit von der Heritabilitat (h?).

h? stat. Verfahren Nr. detektierter Szenario 1 Szenario 2
Effekte Sh Sy QTL" Sh Sp QTL"
mittel mittel mittel mittel mittel mittel mittel
2,5% 97,5 % 25% 975% 25% 975% 25% 975% 25% 975%
0,2 SMR 14,17 0,18 0,92 0,87 0,42 0,93 3,00
3,00 28,00 0,00 0,40 0,84 0,99 0,00 1,00 0,87 0,99
SMR_BK 2,38 0,07 0,99 0,49 0,14 0,99 3,00
1,00 7,00 0,00 0,20 0,97 1,00 0,00 0,50 0,98 1,00
SR_AIC 51,95 0,31 0,70 1,13 0,78 0,72 3,00
19,98 72,00 0,00 0,60 0,57 0,89 0,30 1,00 0,61 0,91
SR_BIC 6,94 0,08 0,96 0,42 0,17 0,97 3,00
1,00 18,00 0,00 0,30 0,90 0,99 0,00 0,50 0,91 0,99
TRR_BLUP 28,18 0,29 0,77 1,17 0,64 0,80 3,00
0,00 94,03 0,00 0,70 0,41 0,99 0,00 1,00 0,45 0,99
0,4 SMR 21,48 0,34 0,89 1,44 0,73 0,91 3,00
6,00 38,00 0,00 0,60 0,79 0,97 0,20 1,00 0,82 0,98
SMR_BK 3,80 0,11 0,98 0,67 0,24 0,99 3,00
1,00 11,00 0,00 0,30 0,95 1,00 0,00 0,60 0,97 1,00
SR_AIC 52,74 0,32 0,69 1,16 0,82 0,72 3,00
23,00 73,00 0,10 0,60 0,57 0,87 0,30 1,00 0,61 0,89
SR_BIC 8,87 0,14 0,95 0,67 0,27 0,96 3,00
2,00 19,00 0,00 0,40 0,89 0,99 0,00 0,60 0,90 0,99
TRR_BLUP 66,06 0,56 0,60 1,93 0,93 0,63 3,00
0,00 116,00 0,20 0,90 0,331 0,96 0,20 1,00 0,36 0,97

h? simulierte Heritabilitat, stat. Verfahren; statistische Verfahren, Nr.; Anzahl, 2,5 % bzw. 97,5 % Quantil, S,; Sensitivitat, S,, Spezifitat, QTLM, die
drei QTL mit groRtem Effekt

ONVHNY



514"

Tabelle A 1 Fortsetzung

h? stat. Verfahren Nr. detektierter Szenario 1 Szenario 2
Effekte Su Sy QTL" Su Sp QTL"
mittel mittel mittel mittel mittel mittel mittel
2,5% 97,5% 25% 97,5% 2,5% 97,5% 25% 975% 25% 97,5%
0,6 SMR 27,66 0,41 0,85 1,82 0,87 0,88 3,00
14,00 46,00 0,10 0,70 0,75 0,93 0,40 1,00 0,78 0,96
SMR_BK 6,36 0,17 0,97 0,98 0,35 0,98 3,00
1,00 14,00 0,00 0,40 0,93 1,00 0,00 0,70 0,95 1,00
SR_AIC 53,73 0,32 0,69 1,33 0,80 0,71 3,00
24,00 73,00 0,10 0,60 0,57 0,87 0,30 1,00 0,60 0,88
SR_BIC 10,12 0,19 0,95 1,01 0,34 0,96 3,00
3,00 24,00 0,00 0,40 0,87 0,99 0,10 0,70 0,89 0,99
TRR_BLUP 77,12 0,58 0,54 2,26 0,96 0,58 3,00
4,98 123,03 0,20 0,90 0,27 0,94 0,40 1,00 0,32 0,95
0,8 SMR 31,24 0,51 0,84 2,29 0,94 0,87 3,00
16,00 47,00 0,20 0,80 0,74 0,92 0,60 1,00 0,78 0,95
SMR_BK 8,11 0,23 0,96 1,37 0,47 0,98 3,00
2,00 17,00 0,00 0,50 0,92 0,99 0,10 1,00 0,94 1,00
SR_AIC 55,69 0,51 0,68 2,02 0,94 0,71 3,00
28,98 74,00 0,20 0,80 0,57 0,85 0,60 1,00 0,61 0,87
SR_BIC 13,19 0,39 0,94 1,86 0,59 0,95 3,00
6,00 27,00 0,10 0,70 0,86 0,98 0,30 1,00 0,88 0,99
TRR_BLUP 103,59 0,73 0,38 2,55 1,00 0,43 3,00
63,00 131,03 0,40 1,00 0,22 0,64 1,00 1,00 0,27 0,67
0,9 SMR 34,38 0,48 0,82 2,35 0,94 0,85 3,00
20,00 50,00 0,20 0,80 0,72 0,89 0,60 1,00 0,76 0,92
SMR_BK 11,31 0,23 0,94 1,53 0,51 0,96 3,00
3,00 19,00 0,00 0,40 0,90 0,99 0,20 0,90 0,92 1,00
SR_AIC 56,06 0,52 0,68 2,18 0,93 0,71 3,00
31,00 74,00 0,20 0,80 0,57 0,84 0,60 1,00 0,61 0,87
SR_BIC 15,35 0,46 0,93 2,11 0,65 0,94 3,00
8,00 32,00 0,20 0,70 0,84 0,98 0,30 1,00 0,86 0,99
TRR_BLUP 112,52 0,74 0,33 2,53 1,00 0,37 3,00
83,00 135,02 0,50 0,90 0,18 0,52 1,00 1,00 0,24 0,56
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Tabelle A 2 Zielregionen, welche mit Zeit bis zur weiblichen Blute (BLW), Zeit bis zur
mannlichen Blute (BLM), Wuchshoéhe (WH), Chlorophyligehalt des Kolbenblattes (SPAD)

Uber Feld und Gewachshaus 2011 (GWH11),

sowie Keimlingstriebkraft

(GV) in

Klimakammern, der Anzahl Kérner je Pflanze (AK) im Feld und der Isotopendiskriminierung
gemessen in Kolbenblattern (A™Cg) in GWH11 assoziiert sind und mittels schrittweisen
Regression detektiert wurden.

Merkmal® Ziel- Chr.” Position der Lange der ADD ® R?¢
region Zielregion® [Mb]  Zielregion [Mb]
D Anfang Ende
BLW 1 36,04 39,28 3,23 0,59 0,06
1 75,20 81,36 6,16 -1,18 0,13
24 1 254,97 257,03 2,06 0,56 0,04
26 1 257,97 260,23 2,27 0,71 0,01
48 2 187,29 204,90 17,61 0,54 0,03
51 2 214,32 216,39 2,07 0,47 0,02
76 5 10,68 19,76 9,08 -0,53 0,04
88 5 206,83 208,78 1,95 0,78 0,10
96 6 120,84 130,41 9,57 0,70 0,04
122 8 6,72 8,43 1,70 -0,64 0,05
133 8 151,28 156,26 4,99 -0,61 0,06
146 9 16,72 132,74 116,02 0,49 0,02
160 10 74,91 125,89 50,98 0,77 0,06
BLM 5 1 36,04 39,28 3,23 0,43 0,06
10 1 81,36 156,35 74,99 -0,68 0,11
29 1 294,50 297,61 3,11 -0,36 0,03
54 2 227,75 232,32 4,57 0,38 0,03
128 8 74,35 78,88 4,53 -0,66 0,02
129 8 78,88 119,48 40,60 0,99 0,05
133 8 151,28 156,26 4,99 -0,81 0,12
WH 6 1 39,28 41,79 2,51 7,44 0,05
9 1 75,20 81,36 6,16 -12,45 0,10
59 3 147,33 175,14 27,81 12,11 0,10
77 5 19,76 58,79 39,03 -13,70 0,13
147 9 132,74 138,99 6,25 -14,98 0,05

149



ANHANG

Tabelle A 2 Fortsetzung

Merkmal®  Ziel- Chr. Position der Lange der ADD ® R?®©
region Zielregion® [Mb] Zielregion [Mb]

D Anfang Ende

SPAD 1 1 4,54 10,19 5,66 -0,43 0,01

19 1 228,15 230,52 2,36 -0,45 0,01

24 1 254,97 257,03 2,06 0,99 0,04

29 1 294,50 297,61 3,11 -0,53 0,01

32 2 6,56 9,18 2,62 0,37 0,01

35 2 12,67 19,06 6,40 0,56 0,02

49 2 204,90 211,90 7,00 -1,32 0,03

54 2 227,75 232,32 4,57 1,06 0,02

59 3 147,33 175,14 27,81 1,10 0,05

70 3 225,23 225,82 0,60 -0,79 0,02

71 4 15,97 31,62 15,65 -1,06 0,02

76 5 10,68 19,76 9,08 0,84 0,03

88 5 206,83 208,78 1,95 -0,77 0,05

94 6 0,18 3,17 3,17 1,46 0,04

118 7 139,73 147,08 7,34 0,99 0,05

123 8 8,43 13,78 5,35 -0,81 0,02

124 8 13,78 17,60 3,82 1,26 0,04

128 8 74,35 78,88 4,53 -1,49 0,08

130 8 119,48 124,17 4,69 0,84 0,02

133 8 151,28 156,26 4,99 -1,29 0,08

140 8 168,95 174,25 531 -0,95 0,03

141 9 0,51 6,63 6,63 -0,94 0,01

142 9 6,63 9,21 2,59 1,36 0,02

143 9 9,21 11,31 2,10 -1,58 0,05

147 9 132,74 138,99 6,25 -0,75 0,01

151 9 152,80 153,85 1,05 0,89 0,04

161 10 125,89 133,15 7,26 -1,41 0,07

162 10 133,15 135,71 2,55 0,75 0,02
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Tabelle A 2 Fortsetzung

Merkmal®  Ziel- Chr.?P Position der Lange der ADD ® R?®
region Zielregion® [Mb] Zielregion [Mb]
D Anfang Ende
AK 1 10,19 17,09 6,89 -41,18 0,04
1 39,28 41,79 2,51 37,71 0,05
13 1 194,29 195,63 1,33 52,69 0,04
17 1 224,05 225,97 1,92 -22,43 0,02
25 1 257,03 257,97 0,93 -47,52 0,05
41 2 75,31 130,81 55,50 -50,60 0,02
42 2 130,81 164,87 34,06 57,45 0,04
44 2 169,79 180,65 10,85 16,79 0,01
56 2 233,14 236,97 3,83 18,38 0,03
69 3 219,65 225,23 5,57 49,78 0,03
70 3 225,22 225,82 0,60 -35,21 0,01
78 5 58,79 136,08 77,29 63,07 0,10
100 6 153,00 154,88 1,88 -25,60 0,02
106 6 160,37 161,96 1,59 61,87 0,13
107 6 161,96 162,63 0,67 -55,90 0,06
119 7 147,08 157,47 10,4 28,64 0,01
122 8 6,72 8,43 1,70 21,56 0,02
143 9 9,21 11,31 2,10 -25,03 0,02
153 10 0,86 0,45 4,47 32,88 0,02
155 10 5,23 6,42 1,19 -47,76 0,05
ABCg 10 81,36 156,35 7499  -0,17 0,06
82 167,69 168,95 1,26 -0,21 0,05
94 6 0,00 3,17 3,17 -0,33 0,06
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Tabelle A 2 Fortsetzung

Merkmal® Ziel- Chr." Position der Lange der ADD ® R?¢®
region Zielregion® [Mb]  Zielregion [Mb]
D Anfang Ende
GV 3 1 17,09 27,72 10,63 -0,09 0,02
68 3 216,97 219,65 2,68 0,04 0,02
82 5 167,69 168,95 1,26 0,09 0,04
89 5 208,78 212,15 3,36 -0,10 0,13
122 8 6,72 8,43 1,70 0,17 0,11
123 8 8,43 13,78 5,35 -0,11 0,07
140 8 168,95 174,25 5,31 -0,10 0,06
150 9 151,12 152,80 1,68 -0,06 0,02
156 10 6,42 9,18 2,76 -0,05 0,04

& Merkmale: BLW; Zeit bis zur weiblichen Blute [Tagen], BLM; Zeit bis zur mannlichen Bliite
[Tagen], WH; Wuchshdhe [cm], SPAD; Chlorophyligehalt des Kolbenblattes, AK; Anzahl
Kérner je Pflanze, A™Cg. stabile Kohlenstoffisotopendiskriminierung gemessen in den

Kolbenblattern, GV, Keimlingstriebkraft,

b

Chromosom,

C

geschatzte Grenzen der

Zielregionen ¢ additiver Effekt der Donorallele der jeweiligen Zielregion in Relation zu IL-
RE, ° erklarte Prozent der beobachteten phanotypischen Varianz
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Tabelle A 3 Zielregionen, welche mit dem Anthesis-Silking Intervall (ASI), Zeit bis zur
weiblichen Blite (BLW), Zeit bis zur mannlichen Blite (BLM), Blatttemperatur (BT),
Chlorophyligehalt des Kolbenblattes (SPAD), Anzahl Korner je Pflanze (AK) bzw.
Wuchshohe (WH) im Gewachshausversuch 2012 unter optimaler Bewasserung
(GWH12_opt) assoziiert sind und mittels schrittweiser Regression detektiert wurden.

Merkmal® Ziel- Chr.P Position der Lange der ADD? R?°®
region Zielregion® [Mb]  Zielregion [Mb]
ID Anfang Ende
ASI 3 1 34,29 36,04 1,75 -0,71 0,15
12 1 194,29 206,66 12,37 0,59 0,07
25 2 38,97 75,31 36,34 -0,88 0,16
58 6 153,00 154,88 1,88 0,66 0,09
70 8 6,72 13,78 7,06 -0,90 0,16
BLW 3 1 34,29 36,04 1,75 -0,96 0,06
12 1 194,29 206,66 12,37 1,11 0,07
18 1 251,44 254,97 3,53 0,58 0,03
24 2 33,20 38,97 577 0,74 0,02
46 4 237,68 239,56 1,88 1,12 0,04
54 6 120,84 130,41 9,57 3,18 0,31
55 6 130,41 145,94 1553 -2,50 0,10
70 8 6,72 13,78 706 -197 0,16
72 8 17,60 74,35 56,75 1,32 0,06
BLM 6 1 41,79 54,13 12,35 2,17 0,14
25 2 38,97 75,31 36,34 1,24 0,09
46 4 237,68 239,56 1,88 1,94 0,11
54 6 120,84 130,41 9,57 1,91 0,21
BT 42 3 211,01 219,65 8,64 0,44 0,25
86 10 6,42 9,18 2,76 0,23 0,09
SPAD 6 1 41,79 54,13 12,35 -3,00 0,18
15 1 228,15 230,52 2,36 1,34 0,07
22 2 6,56 9,18 2,62 1,43 0,11
53 6 0,00 3,17 3,17 2,21 0,10
54 6 120,84 130,41 9,57 -1,45 0,08
72 8 17,60 74,35 56,75 -0,96 0,03
81 9 0,00 138,99 138,99 -3,32 0,22

90 10 133,15 135,71 2,55 -0,96 0,05
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Tabelle A 3 Fortsetzung

Merkmal® Ziel- Chr.P Position der Lange der ADD ¢ R
region Zielregion® [Mb]  Zielregion [Mb]
ID Anfang Ende
AK 1 1 4,54 10,19 566 -23,71 0,06
29 2 187,29 204,90 17,61 26,46 0,07
42 3 211,01 219,65 8,64 -23,89 0,08
46 4 237,68 239,56 1,88 -39,57 0,08
61 6 161,96 167,44 548 -19,45 0,04
65 7 38,69 54,86 16,17 43,04 0,24
69 7 157,47 176,14 18,66 23,16 0,05
84 10 0,00 5,23 523 -29,64 0,16
WH 42 3 211,01 219,65 8,64 23,95 0,28

% Merkmale: ASI; Anthesis-Silking Interval [Tagen], BLW; Zeit bis zur weiblichen Blte
[Tagen], BLM; Zeit bis zur méannlichen Blite [Tagen], BT; Blatttemperatur [°C], SPAD;
Chlorophyligehalt des Kolbenblattes, AK; Anzahl Kérner je Pflanze, WH; Wuchshohe [cm],
Chromosom, ° geschétzte Grenzen der Zielregionen ¢ additiver Effekt der Donorallele der

in Relation zu IL-RE, € erklarte Prozent der beobachteten

phanotypischen Varianz

jeweiligen Zielregion
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Tabelle A 4 Zielregionen, welche mit dem Anthesis-Silking Intervall (ASI), Zeit bis zur
weiblichen Blute (BLW), Zeit bis zur maéannlichen Blite (BLM), Chlorophyligehalt des
Kolbenblattes (SPAD) bzw. der Anzahl Kérner je Pflanze (AK) im Gewéchshausversuch 2012
unter suboptimaler Bewdasserung (GWH12_sub), assoziiert sind und mittels schrittweiser
Regression detektiert wurden.

Merkmal® Ziel- Chr.P Position der Lange der ADD® R%®
region Zielregion® [Mb]  Zielregion [Mb]
ID Anfang Ende

ASI 4 1 36,04 39,28 3,23 -1,40 0,20
34 2 232,32 233,14 0,82 -0,60 0,05
46 4 237,68 239,56 1,88 3,11 0,29
79 8 164,56 166,31 1,75 1,31 0,09

BLW 4 1 36,04 39,28 3,23 -1,70 0,17
10 1 156,35 182,91 26,56 -1,30 0,08
46 4 237,68 239,56 1,88 3,99 0,29
60 6 156,58 161,96 5,38 1,14 0,08
70 8 6,72 13,78 7,06 -1,05 0,04
79 8 164,56 166,31 1,75 1,18 0,04

BLM 9 1 81,36 156,35 74,99 -1,32 0,22
34 2 232,32 233,14 0,82 0,80 0,11
60 6 156,58 161,96 5,38 0,73 0,07

SPAD 22 2 6,56 9,18 2,62 2,34 0,22
59 6 154,88 156,58 1,70 2,08 0,18
81 9 0,00 138,99 138,99 -2,32 0,08

AK 4 1 36,04 39,28 3,23 13,14 0,12
8 1 75,20 81,36 6,16 23,24 0,43
16 1 230,52 242,65 12,13 6,74 0,04
55 6 130,41 145,94 15,53 8,65 0,02
72 8 17,60 74,35 56,75 -26,88 0,15
73 8 76,32 119,48 43,16 20,99 0,10

& Merkmale: ASI; Anthesis-Silking Interval, BLW; Zeit bis zur weiblichen Blute [Tagen], BLM;
Zeit bis zur mannlichen Blite [Tagen], WH; Wuchshohe [cm], SPAD; Chlorophyligehalt des
Kolbenblattes, AK; Anzahl Kérner je Pflanze, ® Chromosom, © geschatzte Grenzen der
Zielregionen ¢ additiver Effekt der Donorallele der jeweiligen Zielregion in Relation zu IL-
RE, ° erklarte Prozent der beobachteten phanotypischen Varianz
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Abbildung A 1 Schematische Darstellung der Entwicklung von 89 IL Linien ausgehend von der F;-Generation einer Kreuzung der Zahnmaislinie
IL-RE und der Hartmaislinie IL-DE. Rechtecke in schwarzer Farbe stellen jeweils die Rickkreuzung einer Einzelpflanze mit IL-RE dar. Rechtecke
in griiner Farbe stellen jeweils die Selbstung einer Einzelpflanze dar. Rechtecke mit einem Stern stellen die Selbstung einer ganzen Parzelle
(Bulk) dar.
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Abbildung A 3 Phanotypische Leistungen der 77 IL Linien fur A™Cy und A™Cg im Vergleich
zum rekurrenten Elter (vertikal gestrichelte Linie) im Gewachshausversuch 2011 (GWH11).
Die horizontalen Linien stellen die jeweiligen Grenzen des 95 % Konfidenzintervalls
basierend auf dem Dunnett Test dar. IL Linien welche sich signifikant (a = 0,05) in ihrer
Leistung von IL-RE unterscheiden sind in rot dargestellt.
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