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Abb. 5: Gesamtansicht des zweiten Hauptversuches 2010

Tab. 2: Dauer der vegetativen Phase (Auflaufen - Anthese) sowie der Um-
weltbedingungen im Zeitraum von der Anthese bis zur Probenahme fir die
Versuchsjahre 2009 und 2010 (20 dpa). Die summierte Photoperiode, Tempe-
ratursumme und das Tagesmittel der relativen Luftfeuchte (rLF) wurden mit
den Werten von Sonnenauf- bis Sonnenuntergang berechnet. (Werte * SE;
Homogene Gruppen: Vergleich der Versuchsjahre je Genotyp)

Parameter "Bomi”’ Risg 16 Risg 13

2009 2010 2009 2010 2009 2010

Dauer vegetati- 69 69 68 70 65 69

ve Phase [d] +2° +1° +2° +1° +1° +1P°
summierte 321,7 297,4 320,9 297,9 318,6 297,5
Photoperiode [h] | 1,32 | +0,3° | +1,4°2 | +£0,3°|+1,12|+0,3"
Temperatur- 459,8 455,3 460,1 455,4 454,8 455,1
summe [°C] +40°% | £04° | £3,92 | +£04°|x14°%| £0,3°
Tagesmittel rLF 43,8 53,5 44,3 52,5 47,4 53,5

[%] +1,52 | £0,7° | £1,6°2 | £0,7°| +£1,5%|+£0,6°

3.3 Invivo '3C- und *N-Doppelmarkierung

Zur Untersuchung der Kohlenstoff- und Stickstoffverlagerung am Haupttrieb
im Zeitraum nach der Anthese wurden die Gerstenpflanzen mit **C und **N
pulsmarkiert. Dies erfolgte jeweils um 10.00 Uhr. Der optimale zeitliche Ab-
stand zwischen Markierung und Probenahme wurde in einem Vorversuch er-

mittelt. Zu diesem Zweck wurden Pflanzen der Sorte "Auriga’ zur Anthese
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markiert. Im Anschluss erfolgte Uber einen Zeitraum von 7 Tagen die tagliche
Beprobung von je zwei Pflanzen, deren Karyopsen hinsichtlich >N und *3C
analysiert wurden. Tendenziell nahm die ®N-Konzentration im zeitlichen Ver-
lauf ab, wahrend die '3C-Konzentration anstieg. Als optimale Zeitdauer zwi-
schen Markierung und Probenahme hinsichtlich einer maximalen Anreicherung

beider Isotope wurde vier Tage erachtet (Abb. 6).
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Abb. 6: Trockenmasseanteile der Isotopen °N und 3C in Karyopsen von Hor-
deum vulgare cv. "Auriga’ [mg * g TM] im zeitlichen Verlauf nach der Mar-
kierung zum Tag Null. (Anthesezeitpunkt nach BBCH-Skala: ,Code 49 - Gran-
nenspitzen werden (Uber der Ligula des Fahnenblattes sichtbar®,
n=1-2,Tag 2 aus den Werten von Tag 1 und 3 interpoliert)

Fur die 3C-Markierung wurden die Pflanzen fiir einen Zeitraum von 60 Minu-
ten in runde Plastiksdacke (Durchmesser: 59,5 cm, Héhe 150 cm, LDPE-Folie,
transparent, 150 um Folienstarke, Roundliner GmbH, Forst, Deutschland) luft-
dicht eingeschlossen. In diesen GefédBen erfolgte die Freisetzung von 3CO,
aus 0,4473 g Ba'3CO; (Anreicherung 98 Atom-%, CAMPRO Scientific, Berlin,
Deutschland) nach Zugabe von 10 ml einer 0,45 M Perchlorsdure (im Uber-

schuss):
BaCOs; + 2HCIO4 — Ba(ClOy); + H,CO4 3.1

H,COs3 5 CO;, + H,O 3.2
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Die Optimierung der Einwirkzeit, Applikationsart sowie der eingesetzte Menge
Bal3CO; erfolgten vor Beginn dieser Arbeit in einem anderen Projekt. In dieser
Arbeit wurden die bereits optimierten Parameter angewandt (muindliche Mit-
teilung Dr. Gotz K.-P., LGF, HU-Berlin). Angemerkt sei an dieser Stelle, dass
eine zu lange Einschlusszeit in den luftdicht verschlossenen Behaltnissen die
Pflanzen stresst, was zu Veranderungen im Stoffwechsel fihrt. Die Hohe der
13C-Markierung ist hinsichtlich zwei Parametern optimiert worden. Zum einen
ist eine moglichst hohe Anreicherung erwiinscht, um auch nach Wirken des
Verdinnungseffektes das Isotop messtechnisch in verschiedenen Komparti-
menten erfassen zu kénnen, zum anderen ist die H6he der Anreicherung limi-
tiert durch die Analyse im Massenspektrometer, bei welchem zu hohe Signatu-

ren zu unerwiinschten Memoryeffekten fihren.

Direkt im Anschluss an die '3C-, erfolgte die *N-Markierung. Hierzu erhielten
die Pflanzen 150 ml einer 6,3 mM >NH4Cl-Lésung (Anreicherung 95 Atom-%,
CAMPRO Scientific, Berlin, Deutschland), welche sie Uber die Wurzeln auf-
nahmen. Dies entspricht einer theoretisch verfiigbaren Menge von
13,978 mg '°N pro Pflanze. Zur Vermeidung stirkerer Ammoniakverluste wur-
de sehr darauf geachtet, dass das Substrat der Pflanzen stets ausreichend

feucht war.
3.4 Bestimmung des Anthesezeitpunktes

In der vorliegenden Arbeit wurden Gerstenpflanzen und insbesondere deren
Endosperme zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Anthese untersucht. Eine
zwingende Vorraussetzung zum Gelingen dieser Untersuchungen ist die még-

lichst genaue Bestimmung des Anthesezeitpunktes.

In Vorversuchen wurde zunachst getestet, ob dieser mit den phanologischen
Entwicklungsstadien nach BBCH-Codierung in Verbindung zu setzen ist. Die
Beprobung erfolgte, wenn die Grannenspitzen der Ahre des Haupttriebes die
Ligula des Fahnenblattes um 1,5 cm Uberragten (BBCH-Skala, Code 49). Die
Untersuchung der Blitenmerkmale sowie der Trockenmassen der Karyopsen
ergab jedoch, dass die Methode ungeeignet ist, da sich die Ahren in verschie-

denen Entwicklungsstadien befanden (nicht dargestellt).
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Fir alle nachfolgenden Untersuchungen erfolgte die Bestimmung des Anthe-
sezeitpunktes nach der Methode, welche am Leibniz-Institut fir Pflanzengene-
tik und Kulturpflanzenforschung in Gatersleben angewandt wird. Die Bonitur
beginnt, wenn sich die Pflanzen im BBCH-Stadium 45 (,Blattscheide des Fah-
nenblattes geschwollen™) befinden. Taglich erfolgt nun die Kontrolle, in wel-
cher Position sich die Ahre im Fahnenblatt befindet. Die Anthese setzt ein,
wenn ein deutliches Anschwellen der Ahre eintritt, was durch vorsichtiges Ab-
tasten der Blattscheide des Fahnenblattes wahrnehmbar ist (ca. BBCH-
Stadium 49). Zu diesem Zeitpunkt erfolgt ein behutsames Auswickeln der Ah-
re aus der Blattscheide. Ein erstes Zeichen fur die Anthese ist, wenn die An-
theren gelblich durch die Deckspelze scheinen und die Ahrchen leicht ange-
schwollen sind. Da die Anthese der Bliiten in der Mitte der Ahre beginnt
(ca. 5. Ahrchen einer Zeile von der Ahrenspindelbasis aufwérts), wird an die-
ser Position ein Ahrchen beprobt und soweit von den Spelzen befreit, dass die
fertilen Blitenorgane freigelegt sind. Folgende, in Abb. 7 dargestellte Merkma-

le des Ahrchens definieren die Anthese:

1. Die Antheren sind gelblich und an der Spitze leicht gedffnet, was mit einer
Lupe untersucht werden kann. Bei leichtem Anschnippen rieselt Pollen aus

ihnen.
2. Die Filamente der Stamina sind schlaff und nicht mehr steif.
3. Die Lodiculae sind prall gefillt.

4. Die Narbenaste des Gynoezeums sind voll entfaltet und klebrig.
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Abb. 7: Blite von Hordeum vulgare L. zum Zeitpunkt der Anthese mit Be-
schriftung der Bllitenorgane, welche zur Bestimmung des Anthesezeitpunktes
untersucht wurden.

Die Bearbeitung erfolgte stets durch denselben Bearbeiter, um zuféllige Fehler
zu minimieren. Ist der Anthesezeitpunkt bestimmt, wird die Ahre mit einem
Etikett versehen, auf welchem dieser vermerkt ist. Auch diese Methode bein-
haltet eine gewisse Ungenauigkeit, da die Ahrchen einer Bliite nicht alle zum
gleichen Zeitpunkt das Stadium der Anthese erreichen. Zur Minimierung die-
ses Fehlers werden nur die zehn mittleren Ahrchen zu einem spéteren Zeit-

punkt beprobt.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass die Triebe einer Pflanze in der
Regel nicht synchron in das Anthesestadium Ubergehen. Da jedoch ein defi-
nierter Termin nach der Anthese untersucht werden soll, was wiederum die
Isotopenmarkierung zu einem festgelegten Zeitpunkt erfordert, wird dieser
nur durch einen Trieb charakterisiert. Im Vergleich zum Haupttrieb wiirden die
Bestockungstriebe beispielsweise zu 0 oder 2 dpa markiert und anschlieBend
zu 4 bzw. 6 dpa beprobt. Die Untersuchung des Haupttriebes ist somit bei
dieser Versuchsanordnung die bestmdgliche Variante, da er in der Regel zu-
erst bliht und sich alle Gbrigen Triebe in einem friheren Entwicklungsstadium

befinden.
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3.5 Probenahme, Endospermpraparation und Probenaufarbeitung

Zu den einzelnen Probenahmeterminen wurden die Pflanzen Uber der Sub-
stratoberflache abgeschnitten. Im Anschluss erfolgte die Enthnahme des
Haupttriebes und dessen Zerlegung in die Fraktionen Sprossachse, untere
Blatter (inkl. Blattscheide), Fahnenblatt und Ahre. Die Lagerung der Ahre er-
folgte bis zur weiteren Aufarbeitung auf Eis, alle Ubrigen Organe wurden in
vorbereitete Papiertiiten Uberfihrt und bei 40 °C im Trockenschrank bis zur
Massekonstanz getrocknet. Die Seitentriebe einer Pflanze wurden zusammen-
gefiihrt, wie zuvor beschrieben getrocknet und im Bedarfsfall zu einem spate-

ren Zeitpunkt in Sprossachsen, Blatter, Fahnenblatter und Ahren separiert.

Nach Abschluss der Beprobung fand die Praparation der Endosperme statt.
Von den gekiihlten Ahren wurden hierzu die zehn mittleren Ahrchen entnom-
men (je Zeile finf Endosperme lber den basalen drei) und anschlieBend die
Karyopsen von den Spelzen und Ubrigen Blitenorganen befreit. Zu den Be-
probungsterminen 8 dpa und 14 dpa erfolgte die Entfernung des Perikarps
und des Embryos unter einem Stereomikroskop. Hierzu wurde das Perikarp
zunachst entlang der Bauchfurche flach aufgeschnitten und anschlieBend mit-
tels zweier Prazisionspinzetten vorsichtig von der Samenschale gelést und
entfernt. Zu 20 dpa war die Praparation ohne Mikroskop mdglich. Die En-
dosperme wurden bei - 20 °C in der Kihltruhe gelagert, zeitnah gefrierge-
trocknet und anschlieBend in einer Kugelmihle (Retsch M1, Haan, Deutsch-

land; Mahlbecher: Stahl, Volumen = 10 ml) zu einem feinen Mehl zermahlen.

Die vegetativen Organe des Haupttriebes wurden nach der Trocknung kleinge-
schnitten und mit Hilfe der Kugelmihle zu einem Pulver zermahlen. Die Zer-
kleinerung der Organe der Bestockungstriebe erfolgte mit einer Mikroschlag-

miuhle (Culatti DHF 48, Zilrich, Schweiz; Siebeinsatz: 0,5 mm Porenweite).

Die Aufbewahrung getrockneter Endosperme, des Endospermmehls und ge-
mahlener Proben von vegetativen Organen der Haupttriebe erfolgte in einem

abgedunkelten Exsikkator bei Raumtemperatur.
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3.6 Fraktionierung des Endosperms

Zur genaueren Untersuchung der Proteinzusammensetzung in den Endosper-
men wurden diese einer nasschemischen, sequentiellen Fraktionierung unter-
zogen. Ausgehend von einer Probe erfolgte die Extraktion von Lipiden (Entfet-
tung), Albuminen und Globulinen, Hordeinen und Glutelinen aus dem
Endospermmehl (Protokoll in Tab. 3). Endosperme vom Probenahmezeitpunkt
8 dpa konnten aufgrund der geringen verfiigbaren Probemassen nicht fraktio-
niert werden, da die Masse der daraus gewonnen Fraktionen flr die nachfol-

genden Analysen nicht ausreichend hoch gewesen ware.

Die Extraktionsschritte wurden in 10 ml Zentrifugenréhrchen (Oak Ridge -
PPCO, Nalgene, Rochester, USA) durchgefihrt. Die Einwaagen an En-
dospermmehl unterschieden sich zwischen den Versuchen und z. T. zwischen
den Proben. Das Verhaltnis Probe zu Ldsungsmittel betrug in allen Fallen
1: 15 (w/v, [37]), lediglich bei den Waschschritten und bei der Starkeextrak-
tion wurden feste Volumina eingesetzt. Die Extraktion einer Probencharge
nahm drei Tage in Anspruch. Waren die Extraktionsschritte eines Tages abge-
arbeitet, wurden die Proben Uber Nacht bei - 20 °C in der Tiefkihltruhe gela-

gert.

Im ersten Schritt wurden die Lipide aus der Probe mit 1-Butanol in dreifacher
Wiederholung extrahiert [33, 34]. Aus dem verbleibenden Pellet erfolgte im
Anschluss die Extraktion der wasser- sowie der salzldslichen Proteinfraktion,
d. h. der Albumine und Globuline mit einem salzhaltigen Puffer (0,5 M NacCl,
0,05 M NaPOQ,, pH 7,8) [96, 35, 33]. Die Nicht-Protein-Stickstoffverbindungen
werden bei diesem Schritt ebenfalls mit extrahiert. Nach zwei Waschschritten
mit je 8 ml destilliertem Wasser erfolgte die Extraktion der Hordein-
Proteinfraktion (60 °C, 2 x 60 min, 50 % Propan-2-ol, 2 % Mercaptoethanol)
[36]. Die dritte Proteinfraktion, die Gluteline, wurde nach erneutem Waschen
des Pellets (2 x 8 ml H;04est.) Mit 2 % 2-Mercaptoethanol, 0,5 % SDS und
0,05 % NaB4O, (Raumtemperatur, pH 10) extrahiert [34, 35, 37]. Bei allen
drei Proteinfraktionen wurden die vereinigten Uberstdnde der Extraktions-
schritte auf ca. 1,5 ml eingeengt. Die Ausfallung der Albumine/Globuline so-

wie der Gluteline erfolgte im Anschluss mit 60 % (v/v) Aceton (99,5 %,
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Merck, Darmstadt). Die Hordeine fielen beim Einengungsschritt durch das
Verdampfen der organischen Lésungsmittel aus. Die nach Zentrifugation ge-
wonnenen Proteinpellets wurden mit destilliertem Wasser gewaschen um Puf-
ferreste zu entfernen, und anschlieBend bei - 20 °C bis zur zeitnahen Gefrier-

trocknung gelagert.

Tab. 3: Extraktionsprotokoll zur sequentiellen Fraktionierung von Lipiden,
Albuminen und Globulinen, Hordeinen und Glutelinen aus Endospermen von
Hordeum vulgare L..

Extraktionsschritt 1 2 x 60 min, 1 x 30 min mit 1-Butanol (1 : 15,
o w/v) bei 4 °C (auf Eis), geschittelt, Zentrifugati-

(Lipide) on: 8000 g x 20 min, 4 °C, Festwinkelrotor

Extraktionsschritt 2 2 x 60 min mit 0,5 M NacCl, 0,05 M NaPQ,, pH 7,8

_ _ (1 : 15, w/v) bei 4 °C (auf Eis), geschittelt,
(Albumine + Globuline) | zentrifugation: 8000 g x 20 min, 4 °C, Festwin-
kelrotor

Uberstdnde vereinigen, im Becherglas (15 ml)
unter Rihren bei 80 °C auf ca. 1,5 ml einengen,
in 15 ml Greinerréhrchen Uberflihren (Becherglas
mit 1 ml H,Ogest. Splilen und mit Uberstand verei-
nigen)

Proteinfdllung mit 60 % (v/v) eiskaltem Aceton
fir 30 min im Kihlschrank

Zentrifugation: 4800 g x 20 min, 4 °C, Aus-
schwingrotor

Pellet 2 x mit 8 ml H,O4est Wwaschen, Zentrifugati-
on wie zuvor

Pellet bei - 20 °C in der TiefkUhltruhe bis zur an-
schlieBenden Gefriertrocknung lagern

Extraktionsschritt 3 2 x 60 min mit (1 : 15, w/v) 55 % (v/v) Propan-
_ 2-ol, 2 % 2-Mercaptoethanol bei 60 °C (im Was-
(Hordeine) serbad, alle 15 min Proben aufschiitteln) Zentri-

fugation: 8000 g x 20 min, 22 °C, Festwinkelrotor

Uberstdnde vereinigen, im Becherglas (15 ml)
unter Rihren bei 80 °C auf ca. 1,5 ml einengen,
in 15 ml Greinerréhrchen Uberfiihren (Becherglas
mit 1 ml H,Ogest. Splilen und mit Uberstand verei-
nigen)

Proteinféllung fir 60 min im Kihlschrank
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Zentrifugation: 4800 g x 20 min, 4 °C, Aus-
schwingrotor

Pellet 2 x mit 8 ml H,04est waschen, Zentrifugati-
on wie zuvor

Pellet bei — 20 °C in der Tiefkihltruhe bis zur an-
schlieBenden Gefriertrocknung lagern

Extraktionsschritt 4

(Gluteline)

2 x 60 min mit (1 : 15, w/v) 2 % (v/v) 2-
Mercaptoethanol, 0,5 % SDS, 0,05 M NaB,O,, pH
10, Raumtemperatur (ca. 22 °C), geschittelt

Zentrifugation: 8000 g x 20 min, 22 °C, Festwin-
kelrotor

Uberstinde vereinigen, im Becherglas (15 ml)
unter Rihren bei 80 °C auf ca. 1,5 ml einengen,
in 15 ml Greinerréhrchen Uberfiihren (Becherglas
mit 1 ml Extraktionspuffer. spiilen und mit Uber-
stand vereinigen)

Proteinfallung mit 60 % (v/v) eiskaltem Aceton
fir 60 min im Kihlschrank

Zentrifugation: 4800 g x 20 min, 22 °C, Aus-
schwingrotor

Pellet 3 x mit 8 ml H,04est waschen, Zentrifugati-
on wie zuvor

Pellet bei - 20 °C in der Tiefkihltruhe bis zur an-
schlieBenden Gefriertrocknung lagern

3.7 Probenanalytik

Das allgemeine Vorgehen bestand darin, fir die vegetativen Organe des

Haupttriebes die Parameter Trockenmasse, Gesamt-Kohlenstoffmenge und -

Stickstoffmenge, !°C- sowie !’N-Anreicherung zu bestimmen. Im ersten

Hauptversuch (2009) erfolgte die separate Bestimmung dieser MessgréBen flr

das Fahnenblatt. Dabei kam es zu zahlreichen Ausfallen bzw. Probenverlusten

im Zuge der Analytik. Da es sich um sehr kleine Proben handelte, waren keine

Messwiederholungen mdoglich, weshalb viele Werte fir die Fahnenbldtter feh-

len. Aus diesem Grund wurde entschieden, die Blatter und das Fahnenblatt

aus Hauptversuch zwei nach der Trockenmassebestimmung als Mischprobe zu
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analysieren. Somit sind die Analyseergebnisse der Blattfraktion der Versuche
in 2009 und 2010 nicht direkt vergleichbar.

Fir das Endosperm und die Proteinfraktionen wurden die Parameter Trocken-
masse, Stickstoffmenge und °N-Anreicherung bestimmt. Die Messung der
13C-Anreicherung erfolgte jedoch nur fiir die Endosperme. Eine Gesamt-
Kohlenstoffbestimmung war aufgrund der dafir nétigen Einwaagen und den

geringen Probenmassen nicht méglich.
3.7.1 Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl

Die Bestimmung der Stickstoffmengen in Karyopsen aus dem Vorversuch zur
Ermittlung des optimalen Abstandes zwischen Markierung und Probenahme
sowie der Rohproteinmenge in reifen Kérnern aus dem ersten Hauptversuch
erfolgte mittels der Kjeldahl Methode. Hierbei wird die Probe zunachst unter
Erhitzung mit konzentrierter Schwefelsdaure unter Zugabe einer Katalysatormi-
schung aufgeschlossen, wobei der organische Kohlenstoff zu Kohlendioxid oxi-
diert und der Stickstoff in Ammoniumsulfat Gberfihrt wird (G/. 3.3). Anschlie-
Bend erfolgt die Alkalisierung durch Zugabe von Natriumhydroxid, wodurch
Ammoniak ausgetrieben wird (G/. 3.4), welcher durch Wasserdampfdestillati-
on in eine Borsdurevorlage Uberfiihrt wird (G/l. 3.5). Zur Bestimmung der
NH,*-Menge in der Vorlage erfolgt die Titration mit 0,1 N (= 0.1 M) Salzsaure
bis zum Farbumschlag des enthaltenen Indikators (G/. 3.6). Durch Berech-
nung der eingesetzten Stoffmenge HCl (G/. 3.7 & 3.8) erhalt man gleichzeitig
die Stoffmenge fiur NH4*, da die Umsetzung beider im Verhaltnis 1 : 1 erfolgt
(GI. 3.9). Uber die Stoffmenge und dem Wissen, dass in einem Mol NH,CI
14 g N enthalten sind, lasst sich schlieBlich die Masse des Stickstoffs in der
Ausgangsprobe bestimmen (G/. 3.10). Durch Multiplikation mit einem Stick-
stoff-Protein-Umrechnungsfaktor ergibt sich der Proteingehalt. Ein internatio-
nal verwendeter Faktor flir ganze Gerstenkorner ist 6,83 [74]. Dabei ist je-
doch zu beachten, dass solch ein allgemeiner Faktor eine Naherung darstellt,
da der Stickstoffanteil in den einzelnen Proteinfraktionen nicht identisch ist
und deren Anteile am Gesamtprotein variabel sind. Weiterhin variiert die Ami-
nosaurezusammensetzung der einzelnen Fraktionen in Abhangigkeit von Ge-
notyp und Kulturbedingungen. Einen groBen Einfluss hat ebenfalls der Anteil

der NPN-Fraktion in den untersuchten Proben [75].
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CHNO + H,SO4 — CO; + SO, + H,0 + (NH4),S04 3.3
(NH4),S0O4 + 2NaOH — Na,SO,4 + 2NH;3 + 2H,0 3.4
B(OH)5 + H,0 + NH; — NH4* + B(OH)4 3.5
NH4* 4+ B(OH)4” + HCl — NH4Cl + H[B(OH)4] 3.6
n=M*m 3.7
n(HCl) = 0,1 [mol * "] * titriertes Volumen [I] 3.8
n(HCI) = n(NH,") 3.9
m(N) [g] = n(NH,*) [mol] * 14 [g * mol™] 3.10
Durchfiihrung:

In Vorbereitung der Stickstoffbestimmung wurden die Proben bei 40 °C im
Trockenschrank (Modell 600, Memmert GmbH & Co KG, Schwabach, Deutsch-
land) getrocknet, um einheitliche Wassergehalte zu erreichen. Mittels einer
Analysenwaage (Genauigkeit 0,1 mg, Chyo Balance Corp., Komatsu, Japan)
erfolgte die Bestimmung der exakten Einwaage (0,1 - 0,5 g). Diese Proben
wurden anschlieBend in 200 ml Kjeldahl-Aufschlusskolben Uberfihrt. Nach
Zugabe von 20 ml konzentrierter Schwefelsdure (95 - 97 %, zur Analyse,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und einer Tablette mit Katalysatormi-
schung erfolgte der Aufschluss fiir eine Stunde. Die Farbe der Probenlésung
nach dieser Prozedur musste klar und hellgriin sein. Nach dem Abkihlen der
Proben wurden zum Austreiben des Ammoniaks ca. 25 ml konz. NaOH
(~ 32 %, zur Kjeldahl-Sickstoffbestimmung, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) zugesetzt. AnschlieBend erfolgten die Zugabe von 20 ml destil-
liertem Wasser und die Dampfdestillation. Das Destillat wurde in 200 ml Er-
lenmeyerkolben aufgefangen, welche 50 ml eines Gemisches aus Borsaure
und einem Indikator enthielten aufgefangen (0,3 mol * I* H3;BO; und
2 ml * I'' Indikatorstammldsung in destilliertem Wasser; Indikatorstammlé-
sung: 1,25 g Methylenrot und 0,85 g Methylenblau R in 1 | Wasser). Abschlie-
Bend wurde mit 0,1 N HCI titriert, bis ein Indikator-Farbumschlag von grin

nach rot erfolgte. Die verwendete Kjeldahl-Apparatur setzte sich aus folgen-
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den Komponenten zusammen: Aufschlussapparatur BUCHI 430, Destillations-
einheit BUCHI 322, Gaswascheinheit Biichi 412, Kontrolleinheit 342 (BUCHI
Labortechnik GmbH, Essen, Deutschland), Titrationseinheit 702 SM Titrino
(Deutsche Metrohm GmbH & Co, Filderstadt, Deutschland).

3.7.2 *N-Bestimmung

Die Bestimmung der >N-Anreicherung in Proben erfolgte mittels eines emissi-
onsspektrometrischen Analysensystems (NOI-6EPC, Fischer-Analysen Instru-
mente GmbH, Leipzig, Deutschland), welches an einen vollautomatischen,
nach dem Dumas-Prinzip funktionierenden, Elementaranalysator (vario EL,
Elementar-Analysensysteme GmbH, Hanau, Deutschland, nach
DIN ISO 13878, 1998) gekoppelt war. Das Funktionsprinzip in Kirze: Die Pro-
ben werden bei 950 °C in einer sauerstoffreichen Heliumatmosphare oxidativ
aufgeschlossen und die Oxidationsprodukte anschlieBend durch einen Helium-
Tragergasstrom in das System geleitet. In einem nachgeschalteten Redukti-
onsrohr erfolgt die Reduktion der Stickoxide zu elementarem Stickstoff an
einem Kupferkontakt, Uberschiissiger Sauerstoff wird entfernt. Ein anderes
Adsorbtionsmittel entfernt an dieser Stelle Halogenverbindungen aus dem
Gasstrom. In einer Sequenz von Adsorbtionssdulen werden anschlieBend die
Bestandteile der Gasmischung, CO,, H,O, N, und SO, aufgetrennt und einzeln
einer Warmeleitfahigkeitsmesszelle zugefiihrt. Es ist anzumerken, dass die so
gewonnen Werte flir den Gesamt-N nicht fir Auswertungen herangezogen
wurden, sondern nur jene aus der simultanen Gesamt-C- und -N-Bestimmung
(ebenfalls Dumas-Verbrennung). Nach der Gesamt-Stickstoffbestimmung wird
der N/**N-Gasstrom in das NOI-6PC geleitet und in einem Gasentladungs-
rohr durch Hochfrequenz zur Lichtemission angeregt. Ein Gittermonochroma-
tor spaltet dieses Licht in seine Spektralteile, welche von einem Detektor er-
fasst werden. Auf diese Weise werden die °N,- (298,86 nm), “N!°N
(298,29 nm) und die !N,-Bande (297,68 nm) des Stickstoff-
Emissionsspektrums erfasst und die relative °N-Isotopenh&ufigkeit von der
Messsoftware auf dem angeschlossenen Computer berechnet [nach: Bedie-
nungsanleitung vario EL, Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau; Bedie-

nungsanleitung NOI-6EPC, Fischer Analysen Instrumente GmbH, Leipzig].
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In einigen Féllen wurden Proben nach der Kjeldahl-Analytik hinsichtlich >N
analysiert. Die relative >N Isotopenhé&ufigkeit in den NH,CI-Proben wurde
dann ebenfalls emissionsspektrometrisch bestimmt (Isonitromat 5200,
Statron, Firstenwalde, Deutschland). Das Resultat dieser Messungen ist das
bestimmte Isotopenverhiltnis, bzw. die relative Haufigkeit des *°N
(Atom-% *°N; entsprechend G/. 1.1). Um den '°N-Uberschuss (Atom-%
15Nexcess) zu bestimmen, also den Anteil, welcher sich von der natirlichen
Isotopenzusammensetzung des Stickstoffs unterscheidet, wird die natlrliche
relative Haufigkeit (Atom-% °Nstandara) @abgezogen (entsprechend Gl. 1.4 bzw.
1.5). SchlieBlich lasst sich mittels Gleichung 3.11 (aus [76]) die Uberschuss-

masse des *°N in der untersuchten Probe bestimmen:

15* Atom —%" Nexcess* MasseN
Masse"N,,,,. = ° Lrobe 3.11

1400+ Atom —%"° Nexcess

3.7.3 Simultane Bestimmung von Gesamt-C und -N

Die Bestimmung der Gesamt-Kohlenstoff- und -Stickstoffmengen in den Pro-
ben erfolgte ebenfalls mittels eines Elementaranalysators (vario MAX CNS,
Elementar-Analysensysteme GmbH, Hanau, Deutschland). Dieser gleicht in
seiner Funktionsweise dem zuvor beschriebenen ,vario EL" Gerat auch in De-

tektion der Messkomponenten mit einem Warmeleitfahigkeitsdetektor.
3.7.4 '3C-Bestimmung

Die !3C-Bestimmung erfolgte massenspektrometrisch (Tracer mass 20-20,
SerCon, Crewe, UK) im Forschungslabor der Universitats-Kinder- und Jugend-
klinik Rostok. Die trockenen Proben wurden zu 0,5 - 1 mg mittels einer Spiral-
federwaage in Zinnschiffchen eingewogen, welche anschlieBend fest ver-
schlossen wurden. Das Prinzip der Massenspektrometrie besteht darin, dass
eine Probe verdampft und ionisiert wird. Die Ionen werden durch ein elektri-
sches Feld beschleunigt und so aus der Ionenquelle entfernt. Verschieden
schwere Ionen, z. B. *2C und *3C, unterscheiden sich in ihrer Geschwindigkeit.
Die aus der Ionenquelle austretenden Ionen werden in einem dinnen Strahl

geblindelt und in den Analysator geleitet, wo sie in einem Magnetfeld, abhan-
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gig von ihrer Masse und Geschwindigkeit, abgelenkt werden. Die Ionen des so
aufgetrennten Strahls gelangen zu verschiedenen Teilen der Detektoreinheit,
wo sie in Faraday schen Kafigen eingefangen und in ein elektrisches Signal
umgewandelt werden, welches proportional zur Anzahl der auftreffenden Io-
nen ansteigt. Uber eine Sensoreinheit kann der gemessene Stromfluss der
computergestiitzten Datenanalyse zugdnglich gemacht und das Isotopenver-

haltnis in der Probe bestimmt werden.

Die Berechnung des 3C-Masseniiberschusses (°C excess) erfolgt adaquat
zum Vorgehen bei °N (siehe 3.7.2) nach Gleichung 3.12. Zur Berechnung des
13c-Uberschusses [Atom-%] in den Proben wurde Harnstoff als Standard ver-
wendet (1,06531 Atom-% *3C). Die Isotopenzusammensetzung des Harnstoffs
entspricht nicht exakt der natlirlichen Isotopenzusammensetzung des Kohlen-
stoffs in der Umwelt, schafft jedoch eine einheitliche Bezugsbasis wodurch

verschiedene Messwerte vergleichbar werden.

_ 13* Atom—%" Cexcess* MasseC,,,,

Masse”C,,,,, = 3
1200+ Atom—% " Cexcess

3.12

3.8 Statistik

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mittels der Soft-
ware IBM SPSS 17.0 flir Windows.

AusreiBerentfernung

Die Uberpriifung der Daten auf AusreiBer erfolgte visuell mittels Boxplots. Es
wurden nur gesamte Pflanzen und Proben, bei welchen nachweislich ein Ana-
lysenfehler auftrat ausgeschlossen. Verhielt sich beispielsweise die Blattfrakti-
on einer Pflanze hinsichtlich der N-Menge als AusreiBer, so wurde anschlie-
Bend Uberprift, wie sich dieser Parameter bei den summierten Daten aus
Blattern und Sprossachse verhalt. Zeigte sich bei diesen keine Auffalligkeit, so
wurde davon ausgegangen, dass die Abweichung durch die natirliche biologi-
sche Variabilitat bedingt ist. Die betreffende Pflanze unterscheidet sich insge-
samt aber nicht von den anderen und daher werden alle Daten dieser Proben-

pflanze beibehalten. Dieses Vorgehen ist zudem durch die z. T. geringen
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Stichprobenumféange von n = 4 begrindet, durch welche ein Datenpunkt
eventuell als AusreiBer gekennzeichnet wird, wenn die Ubrigen Datenpunkte

an anderer Stelle der Normalverteilung zuféllig eng beieinander liegen.
Varianzanalyse

Zur Untersuchung, ob signifikante Unterschiede zwischen den Faktorstufen (k)
vorlagen, wurden einfaktorielle Varianzanalysen (ANOVA, analysis of varian-
ces) durchgefuhrt. Das Prinzip der ANOVA besteht in der Zerlegung der Ge-
samtvariabilitat der Messdaten in die Variabilitdt, welche durch den untersuch-
ten Faktor verursacht wird und in jene, die durch alle nicht untersuchten
Faktoren verursacht wird, die sog. Reststreuung oder Zufallsvariabilitat. Ist
die Streuung zwischen den untersuchten Faktorstufen (feste Effekte) deutlich
groBer, als jene innerhalb einer Faktorstufe (Restvariabilitdt) so wird die Null-
hypothese von der Gleichheit aller Gruppenmittelwerte (Ho: Py = M = ... = Mgt
,die Mittelwerte der Gruppen unterscheiden sich nicht") fallen gelassen [77].
Wurden zwei Faktoren variiert erfolgte die Analyse mittels einer zweifaktoriel-
len ANOVA, um Interaktionseffekte der Faktoren zu Uberprifen. Das Signifi-
kanzniveau wurde auf a = 0,05 festgelegt. Dies entspricht einer flinfprozenti-
gen Wahrscheinlichkeit, dass Hy abgelehnt wird, obwohl Hy zutrifft. Zur
Durchfiihrung einer ANOVA miissen die Daten unabhangigen Stichproben ent-
stammen, der Normalverteilung entsprechen und die Varianzen der unter-

suchten Stichproben dirfen sich nicht signifikant unterscheiden.
Prifung auf Normalverteilung

Eine Voraussetzung fir die Durchfihrung einer ANOVA ist die Normalvertei-
lung der Daten. Der Test hierauf erfolgte mittels des Kolmogorov-Smirnov-
Tests (K-S-Test). Aufgrund der relativ geringen Stichprobenumfange ist des-
sen Ergebnis jedoch kritisch zu betrachten. Auch eine visuelle Uberpriifung
mittels eines Histogramms ist bei Stichproben mit wenigen Wiederholungen
nur bedingt méglich. Sofern der K-S-Test nicht signifikant war, also die Null-
hypothese, dass die Daten normalverteilt sind, beibehalten wird, wurde die
ANOVA durchgefihrt. In der Literatur wird zudem berichtet, dass die ANOVA

stabil gegentiber der Verletzung der Normalverteilung ist [78].
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Priifung der Varianzhomogenitat

Die Prifung auf Homogenitdt der Varianzen erfolgte mittels des Levené-Tests,
welcher keine Normalverteilung und Balanciertheit (gleiche Anzahl an Wieder-

holungen) der Daten erfordert [77].
Post Hoc Tests

Fur den Fall, dass der Levené-Test nicht signifikant war (p > 0,05), d. h. Vari-
anzhomogenitat zwischen den Gruppen vorlag, wurde das Ergebnis der
ANOVA angenommen. Als Post Hoc Test zur Ermittlung signifikanter Unter-
schiede zwischen den einzelnen untersuchten Gruppen (Faktorstufen) wurde
der Tukey's HSD (Honestly Significant Difference) Test durchgeftihrt. Ergab
der Levené-Test jedoch, dass keine Varianzhomogenitat vorlag (p < 0,05),
wurde zunachst mittels des Welch-Tests die Gleichheit der Gruppenmittelwerte
Uberprift. Dieser Test setzt im Gegensatz zur ANOVA keine Gleichheit der Va-
rianzen der Vergleichsgruppen voraus. Im Fall des Vergleichs von nur zwei
Gruppen wurde das Ergebnis des Welch-Tests gewertet und bei mehr als zwei
Gruppen erfolgte die Auswertung mittels des Dunnett-T3 Post Hoc Tests. In
Fallen unbalancierter Stichproben kam der Scheffé-Test zum Einsatz, welcher

keine identische Stichprobenanzahl in den Gruppen voraussetzt.
Angegebnes Streuungsmali

Die in den Diagrammen dieser Arbeit dargestellten Fehlerbalken entsprechen
dem Standardfehler des Mittelwertes (SE, standard error, Gl. 3.13). Der Stan-
dardfehler gibt die Standardabweichung des Mittelwertes einer Stichprobe
vom Mittelwert des betreffenden Parameters in der Grundgesamtheit an und

ermoglicht somit eine Aussage zur Glte der Stichprobe.
SE=s/~In 3.13

Somit wird die Standardabweichung auf n normiert, was den Vorteil hat, dass
sich die Streuung zweier Datensatze mit unterschiedlichem Stichprobenum-
fang, wie z. B. jene der Versuche aus den Jahren 2009 und 2010, besser ver-
gleichen lasst. Der Parameter ist vom Stichprobenumfang und der Varianz in

der Grundgesamtheit abhangig [77].
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4 Ergebnisse
4.1 Untersuchungen am Haupttrieb

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Untersuchungen in den Jahren 2009
und 2010 an den Genotypen ‘Bomi’, Risg 16 und Risg 13 berichtet. Der
Schwerpunkt liegt dabei auf den Organen des Haupttriebes, fiir welche die
Parameter Trockenmasse, C- und N-Menge (mg), !°C- sowie der !°N-
Uberschuss [ug] bestimmt wurden. Weiterhin wird auf die Proteinfraktionen
des Endosperms eingegangen, die Uber die MessgréBen N und N beschrie-
ben werden. Flr alle Parameter wird anhand der Daten aus 2009 der Einfluss
der Priffaktoren Genotyp und Probenahmetermin untersucht. AnschlieBend
werden die Werte aus dem Wiederholungsversuch 2010 jenen aus dem ersten
Hauptversuch gegentlibergestellt, um zu prifen, ob beobachtete Effekte besta-
tigt werden kénnen. Am Ende dieses Kapitels werden die Trockenmassedaten
der Bestockungstriebe berichtet, um zu prifen, inwieweit der Haupttrieb hin-

sichtlich dieser GroBe reprasentativ fur die Gesamtpflanze ist.
4.1.1 Vegetative Organe - Trockenmasseentwicklung

Die Trockenmasse ist von Bedeutung, da sie zum einen als zusammenfassen-
de GroBe Informationen Uber das Wachstumsverhalten der Pflanze gibt und
zum anderen, weil sie als BezugsgréBe zur Berechnung der Massenanteile von
C, N, '3C und N dient. In beiden Versuchsjahren wurden die Haupttriebe der
Pflanzen in die Bestandteile Sprossachse, Blatter und Fahnenblatt separiert.
Nicht enthalten sind die Bestandteile der Ahre (Ahrenspindel, Spelzen). Da es
bei der Bestimmung der C-, N- und Isotopenparameter zahlreiche Probenaus-
falle bei den Fahnenblattern gab, werden sie auch beziiglich der Trockenmasse
im ersten Hauptversuch nicht naher betrachtet. Bei der Gegeniberstellung der
Versuchsjahre ist das Fahnenblatt jedoch enthalten, da die Blattproben 2010
als Mischproben aus Blattern und Fahnenblatt hinsichtlich C, N und Isotopen

analysiert wurden.

Im ersten Hauptversuch 2009 wurden keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Genotypen hinsichtlich der Trockenmassen der Sprossachsen und

Blatter des Haupttriebes festgestellt (Abb. 8). Ebenso unterschied sich dieser
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Parameter nicht zwischen den Probenahmeterminen fiir ein Organ eines Geno-
typs, mit Ausnahme der Sprossachse von Risg 13, deren Trockenmasse von 8
dpa zu 20 dpa signifikant anstieg. Auch die Fahnenblatter (nicht dargestellt)
zeigten weder zwischen den Genotypen, noch zwischen den Probenahmeter-
minen deutliche Unterschiede. Deren Anteil an der Gesamt-Blatttrockenmasse
betrug im Mittel aller Genotypen und Probenahmetermine (8, 14, 20 dpa)
11,6 %.

Der zweite Hauptversuch bestatigte, dass hinsichtlich der Trockenmasse der
vegetativen Organe zu 20 dpa kein Einfluss des Faktors Genotyp besteht.
Tendenziell lagen die Mittelwerte 2010, mit Ausnahme der Blattfraktion von
Risg 13, unter jenen des Vorjahres, jedoch ist dieser beobachtete Unterschied

nur flir die Sprossachse von Risg 13 statistisch gesichert (Abb. 9).
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Abb. 8: Mittlere Trockenmassen [g] der vegetativen Organe des Haupttriebes
fur die Genotypen "Bomi’, Risg 16 und Risg 13 im ersten Hauptversuch 2009.
Die Daten der Fahnenblatter sind nicht enthalten. (Homogene Gruppen:
Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmetermine fir ein Organ eines Ge-
notyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen flir ein Organ zu einem
Probenahmetermin)
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Abb. 9: Vergleich der mittleren Trockenmassen [g] der Sprossachsen und
Blatter (inklusive Fahnenblatt) des Haupttriebes zu 20 dpa aus den Versuchs-
jahren 2009 und 2010. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der
Versuchsjahre flir ein Organ eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der
Genotypen flr ein Organ und ein Versuchsjahr)

4.1.2 Vegetative Organe — Gesamt-C und '3C-Anreicherung

Die C-Mengen und *C-Uberschusswerte spiegeln zwei verschiedene Vorgénge
wider. Wahrend erste beschreiben, wieviel Kohlenstoff in der gesamten Ent-
wicklung der Pflanze in dem entsprechenden Organ eingelagert wurde, zeigt
der *3C-Uberschuss, wie der vier Tage vor Probenahme assimilierte Kohlenstoff

in der Pflanze verlagert wurde.

Fir die Kohlenstoffmenge (mg) in den vegetativen Organen des Haupttriebes
aus dem ersten Hauptversuch 2009 zeigt sich ein sehr ahnliches Bild wie fir
die Trockenmasse. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
drei Genotypen. Bei dem Vergleich der Beprobungstermine ist nur fir die
Sprossachse von Risg 13, analog zur Trockenmasse, ein Anstieg von 8 zu 20
Tagen nach Anthese nachweisbar. Alle weiteren Varianten zeigen diesbeziglich
keine statistisch gesicherten Unterschiede (Abb. 10). Tendenziell niedrigere
Werte in den Blattern von "Bomi’ zu 14 dpa sind sehr wahrscheinlich auf ei-

nen Analysefehler bei dieser Probencharge zuriickzufihren.
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Im Versuchsjahr 2010 war die C-Menge in der Sprossachse zu 20 dpa bei Risg
13 im Vergleich zu "Bomi" signifikant erhoht. Dieser Unterschied bestand be-
reits 2009, konnte jedoch nicht statistisch abgesichert werden. Im Vergleich
mit dem Vorjahr enthielten die Sprossachsen bei allen Genotypen absolut we-
niger Kohlenstoff, jedoch nur im Fall von Risg 13 war dieser Unterschied signi-
fikant (Abb. 11). Fir die Blattfraktion, bei welcher keine Unterschiede zwi-
schen den Genotypen feststellbar waren, wurden die Ergebnisse aus 2009
bestatigt (Tab. 4).
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Abb. 10: C-Mengen [mg] in den vegetativen Organen des Haupttriebes der
Genotypen "'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 im ersten Hauptversuch 2009. Die
Daten der Fahnenblatter sind nicht enthalten. (Homogene Gruppen: Klein-
buchstaben - Vergleich der Probenahmetermine fiir ein Organ eines Genotyps,
GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen flir ein Organ zu einem Probe-
nahmetermin)
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Abb. 11: Vergleich der C-Menge [mg] in den Sprossachsen der Haupttriebe
zu 20 dpa aus den Versuchsjahren 2009 und 2010. (Homogene Gruppen:
Kleinbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre je Genotyp, GroBbuchstaben -
Vergleich der Genotypen fiir ein Versuchsjahr)

Tab. 4: Mittlere C-Mengen [mg] und C-Trockenmasseanteile [% TM] (£ SE) in
den Blattern (inklusive Fahnenblatt) des Haupttriebes der Genotypen "'Bomi’,
Risg 16 und Risg 13 im zweiten Hauptversuch 2010. (Homogene Gruppen:
Vergleich der Genotypen)

Genotyp C-Menge [mg] C-Massenanteil [% TM]
"Bomi’ 379,7 + 13,54 37,6 £ 0,4"
Risg 16 370,2 £ 15,9* 38,6 £ 0,1*
Risg 13 397,3 £ 13,5* 38,6 = 0,4"

Der Kohlenstoffmassenanteil ist das Verhaltnis der bestimmten C-Menge zur
Trockenmasse des betrachteten Organs und beschreibt somit Verdnderungen
in der stofflichen Zusammensetzung. Wie aus Abb. 12 ersichtlich, bestehen
auch beim C-Massenanteil in den Blattern und Sprossachsen aus dem ersten
Hauptversuch (2009) nahezu keine Unterschiede zwischen den Genotypen.
Das trifft auch flr die Beprobungstermine zu. Einzig die Blatter des Wildtyps
"Bomi” zeigen zu 14 dpa einen signifikant niedrigeren C-Massenanteil, sowohl
im Vergleich mit den Beprobungsterminen 8 und 20 dpa als auch gegeniber

den Mutanten zu 14 dpa. Wie zuvor erwahnt, ist dies wahrscheinlich durch
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einen Analysefehler bei der Bestimmung der C-Mengen begriindet. Die C-
Massenanteile in den Blattern sind bei allen Genotypen und allen Terminen

gegenuber der Sprossachse etwas niedriger.

Der Vergleich der C-Massenanteile in der Sprossachse zu 20 dpa zwischen den
Versuchsjahren 2009 und 2010 ergibt fir "Bomi’ und Risg 16 tendenziell ho-
here Werte in letzterem. Am starksten und signifikant ist der beobachtete Un-
terschied bei Risg 13 (Abb. 13). Zwischen den Genotypen bestanden 2010
keine Unterschiede hinsichtlich der C-Massenanteile in der Sprossachse und
den Blattern (Mittelwerte in Tab. 4).
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Abb. 12: C-Massenanteile in den vegetativen Organen des Haupttriebes der
Genotypen 'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 im ersten Hauptversuch 2009. Die
Daten der Fahnenblatter sind nicht enthalten. (Homogene Gruppen: Klein-
buchstaben - Vergleich der Probenahmetermine fir ein Organ eines Genotyps,
GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen fiir ein Organ zu einem Probe-
nahmetermin)
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Abb. 13: Vergleich der C-Massenanteile [% TM] in den Sprossachsen der
Haupttriebe zu 20 dpa aus den Versuchsjahren 2009 und 2010. (Homogene
Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre je Genotyp, Grof3-
buchstaben - Vergleich der Genotypen fiir ein Versuchsjahr)

Der *3C-Uberschuss [ug] représentiert die Verteilung des vier Tage vor Probe-
nahme assimilierten Kohlenstoffs in der Pflanze. Die Werte aus dem ersten
Hauptversuch (2009) flr die Sprossachsen und Blatter sind in Abb. 14 darge-
stellt. Die mit einem Stern markierten Varianten kennzeichnen Stichproben
mit weniger als drei Wiederholungen (Probenausfalle), welche nicht in die sta-
tistische Auswertung einbezogen wurden. Fir den Priffaktor Probenahmeter-
min konnte nur in einem Fall, der Sprossachse von "Bomi’ zu 8 und 20 dpa,
ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Es besteht jedoch bei allen
drei Genotypen die Tendenz, dass der 3C-Uberschuss in der Sprossachse zu 8
dpa am geringsten ist, zu 14 dpa ansteigt und sich von 14 zu 20 dpa nur ge-
ringflgig andert. Ein Unterschied zwischen den Genotypen konnte 2009 nicht
nachgewiesen werden. Vergleicht man die Organfraktionen Blatter und
Sprossachse, so zeigt sich, dass zu 8 dpa die Werte bei allen Genotypen in
den Blattern im Vergleich zur Sprossachse signifikant héher waren. Fir die
Ubrigen Zeitpunkte wurde kein gesicherter Unterschied festgestellt, jedoch

bestand auch hier der gleiche Trend.

Die Ergebnisse des zweiten Hauptversuches decken sich mit jenen des Vorjah-

res zum Zeitpunkt 20 dpa. Auch hier konnte kein Einfluss des Faktors Genotyp
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auf den '3C-Uberschuss in den Sprossachsen (Abb. 15) und Blattern (Tab. 5)
festgestellt werden. Die Werte in den Blattern lagen bei "Bomi’ und Risg 13
signifikant, bei Risg 16 tendenziell héher (p-Wert ANOVA: 0,054) als in den
Sprossachsen. Dies bekréaftigt die im Vorjahr (2009) beobachteten Tendenzen
zu 20 dpa. Wie in Abb. 15 dargestellt, enthielten die Sprossachsen von
"Bomi’ und Risg 13 zu 20 dpa im zweiten Hauptversuch (2010) weniger '3C
als im ersten (2009). Fir Risg 16 bestand diesbezliglich kein Unterschied.
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Abb. 14: 3C-Uberschuss [ug] in den vegetativen Organen des Haupttriebes
der Genotypen 'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 im ersten Hauptversuch 2009.
Die Daten der Fahnenblatter sind nicht enthalten. (Homogene Gruppen:
Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmetermine flir ein Organ eines Ge-
notyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen flr ein Organ zu einem
Probenahmetermin; markierte Balken (*) mit Stichprobenumfang n < 3)
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Abb. 15: Vergleich des '3C-Uberschusses [ug] in den Sprossachsen der
Haupttriebe zu 20 dpa aus den Versuchsjahren 2009 und 2010. (Homogene
Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre je Genotyp, Grof3-
buchstaben - Vergleich der Genotypen je Versuchsjahr)

Tab. 5: \Mittlerer '3C-Uberschuss [pg] und '3C-Trockenmasseanteil
[ug 3C * g! TM] (£ SE) in den Blattern des Haupttriebes 2009 (exklusive
Fahnenblatt) und 2010 (inklusive Fahnenblatt) der Genotypen "Bomi’, Risg
16 und Risg 13. (Homogene Gruppen: Vergleich der Genotypen fir ein Ver-
suchsjahr)

Genotyp 13c-Uberschuss [ug] 13C-Massenanteil
[ug °C * g TM]
2009 2010 2009 2010
‘Bomi” 49,24 + 3,88 50,98 + 1,63 52,18 £ 1,78 | 50,38 + 0,49
A A A A

Risg 16 51,10 £ 9,85 50,66 + 4,56 | 52,57 +4,95 | 52,97 + 1,83
A A A A

Risg 13 68,7 47,08 + 3,66 62,08 46,19 + 4,08
A (n=11 A

Fir den '3C-Massenanteil an der Trockenmasse der vegetativen Organe wurde
wie auch fir den '3*C-Uberschuss zu keinem Beprobungstermin ein Einfluss
des Pruffaktors Genotyp nachgewiesen (Abb. 16). Beim Vergleich der Bepro-

bungstermine 2009 konnte nur flir die Sprossachse von Risg 16 ein deutlicher
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Anstieg zwischen 8 und 14 dpa festgestellt werden. Tendenziell, war dies je-

doch auch bei "Bomi” und Risg 13 zu beobachten.

Der Versuch 2010 bestatigte, dass zum Termin 20 dpa kein Unterschied zwi-
schen den Genotypen beziiglich der *C-Massenanteile in Blattern (nicht dar-
gestellt) und Sprossachsen besteht (Abb. 17). Der Massenanteil in den Blat-
tern war bei ‘'Bomi’ niedriger als in der Sprossachse, wahrend fir die
anderen Genotypen kein solcher Unterschied nachgewiesen werden konnte
(nicht dargestellt). Der Vergleich der *C-Massenanteile in der Sprossachse zu
20 dpa in den Jahren 2009 und 2010, zeigt die Tendenz zu niedrigeren Werten
im zweiten Versuchsjahr (Abb. 17), jedoch sind diese Unterschiede statistisch
nicht zu sichern, was die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Markierungs-

methode belegt.
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Abb. 16: °C-Trockenmasseanteil [ug *C * g'* TM] in den vegetativen Orga-
nen des Haupttriebes der Genotypen "Bomi”, Risg 16 und Risg 13 im ersten
Hauptversuch 2009. Die Daten der Fahnenblatter sind nicht enthalten. (Ho-
mogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmetermine fir ein
Organ eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen fiir ein Or-
gan zu einem Probenahmetermin; markierte Balken (*) mit Stichprobenum-
fang n < 3)
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Abb. 17: Vergleich der '3C-Trockenmasseanteile [ug *C * g* TM] in den
Sprossachsen der Haupttriebe zu 20 dpa aus den Versuchsjahren 2009 und
2010. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre je
Genotyp, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen je Versuchsjahr)

4.1.3 Vegetative Organe - Gesamt-N und '>N-Anreicherung

Wie flr den Kohlenstoff gilt auch beim Stickstoff, dass die Gesamt-
Stickstoffwerte das Ergebnis der Summe aller Prozesse in der Pflanzenent-
wicklung bis zur Probenahme widerspiegeln, wihrend der *N-Uberschuss die
Aufnahme und Verlagerung des Stickstoffs im Zeitraum von vier Tagen vor
Probenahme beschreibt.

Die Gesamt-Stickstoffmenge in den vegetativen Organen aus dem ersten
Hauptversuch nahm sowohl in den Blattern, als auch den Sprossachsen
(Abb. 18) bei den Genotypen "Bomi’ und Risg 16 von 8 dpa zu 20 dpa ab.
Der Unterschied der Mittelwerte war im Fall der Sprossachse von "Bomi’ und
den Blattern von Risg 16 signifikant. Bei Risg 13 bestand hingegen der Trend
zu steigenden Mengen in beiden Organen. Ein Einfluss des Priffaktors Geno-
typ wurde beim Vergleich der N-Mengen fiir die Blatter und Sprossachsen zu

den drei Beprobungsterminen nicht festgestellt.

Auch 2010 unterschieden sich die Genotypen hinsichtlich der N-Menge in den
Sprossachsen zu 20 dpa nicht voneinander. Im Vergleich zum Vorjahr war die-

se jedoch bei den Mutanten deutlich und bei "Bomi’ tendenziell niedriger
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(Abb. 19). Besonders stark fiel die Abnahme in der Sprossachse von Risg 13
mit einer mittleren Verringerung um 65 % aus. Fir die Blattfraktionen wurde
ebenfalls das Ergebnis des ersten Hauptversuches, dass kein Unterschied zwi-
schen den Genotypen hinsichtlich der N-Menge zu 20 dpa besteht, reprodu-
ziert. Ein Vergleich der Versuchsjahre ist nur bedingt maéglich, da die Blattpro-
ben 2010 im Gegensatz zu 2009 das Fahnenblatt enthielten. Die
Gegeniberstellung der Werte zeigt jedoch, dass die N-Mengen 2010 zumin-
dest tendenziell auch in den Blattern geringer ausfielen (Tab. 6) und auch hier

in besonderem MaBe bei Risg 13.
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Abb. 18: N-Menge [mg] in den vegetativen Organen des Haupttriebes der
Genotypen 'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 im ersten Hauptversuch 2009. Die
Daten der Fahnenblatter sind nicht enthalten. (Homogene Gruppen: Klein-
buchstaben - Vergleich der Probenahmetermine fiir ein Organ eines Genotyps,
GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen fir ein Organ zu einem Probe-
nahmetermin)
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Abb. 19: Vergleich der N-Menge [mg] in den Sprossachsen der Haupttriebe
zu 20 dpa aus den Versuchsjahren 2009 und 2010. (Homogene Gruppen:
Kleinbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre je Genotyp, GroBbuchstaben -
Vergleich der Genotypen flr ein Versuchsjahr)

Tab. 6: Mittlere N-Menge [mg] und N-Massenanteil [% TM] (£ SE) in den
Blattern des Haupttriebes 2009 (exklusive Fahnenblatt) und 2010 (inklusive
Fahnenblatt) der Genotypen "Bomi’, Risg 16 und Risg 13. (Homogene Grup-
pen: Vergleich der Genotypen fir ein Versuchsjahr)

Genotyp N-Menge [mg] N-Massenanteil [% TM]
2009 2010 2009 2010
‘Bomi* | 18,43 +2,15* | 17,45+ 1,06" | 1,93 £ 0,05 | 1,72 +0,06"
Risg 16 | 16,11 +1,63* | 15,98 +1,23* | 1,79 +0,09* | 1,66 + 0,08"
Risg 13 | 20,42 + 2,68"* | 16,46 £+ 0,90* | 2,16 + 0,15* | 1,60 + 0,07 "

Die Daten der N-Massenanteile an der Trockenmasse der vegetativen Organe
aus dem ersten Hauptversuch komplettieren das Bild, welches sich mit den
Kohlenstoff- und Stickstoffmengen ergibt. Zu keinem Beprobungstermin wur-
de ein Einfluss des Priffaktors Genotyp nachgewiesen. Bei "Bomi’ und
Risg 16 nahmen die N-Massenanteile in den Blattern sowie den Sprossachsen
von 8 zu 20 dpa ab, wahrend er bei Risg 13 zu allen Beprobungsterminen
konstant blieb (Abb. 20). Dem gegenliber stehen konstante C-Mengen in den

Sprossachsen und Blattern von "Bomi’ und Risg 16, wahrend die N-Mengen
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in diesen Fallen (zumindest tendenziell) abnahmen. Bei Risg 13 hingegen
stiegen die C- und N-Mengen, obgleich nicht immer signifikant, in der Spross-

achse stark und in den Blattern wenig an.

Der Vergleich der Hauptversuche eins und zwei bezliglich der N-Massenanteile
in der Sprossachse zu 20 dpa offenbart eine schwache, tendenzielle Verringe-
rung bei "Bomi’ und Risg 16 sowie eine signifikante Absenkung (- 53 %) im
Fall von Risg 13 (Abb. 21). Dieser Zusammenhang besteht als Trend auch fir
die Blattfraktion (Tab. 6) und in besonderem MaBe auch hier flir Risg 13. Zwi-
schen den Genotypen bestanden 2010 wie bereits 2009 keine nachweisbaren
Unterschiede hinsichtlich der N-Massenanteile in den vegetativen Organen zu
20 dpa.
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Abb. 20: N-Massenanteile [% TM] in den vegetativen Organen des Haupttrie-
bes der Genotypen 'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 im ersten Hauptversuch
2009. Die Daten der Fahnenblatter sind nicht enthalten. (Homogene Gruppen:
Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmetermine flir ein Organ eines Ge-
notyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen flr ein Organ zu einem
Probenahmetermin)
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Abb. 21: Vergleich der N-Massenanteile [% TM] in den Sprossachsen der
Haupttriebe zu 20 dpa aus den Versuchsjahren 2009 und 2010. (Homogene
Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre je Genotyp, Grof3-
buchstaben - Vergleich der Genotypen fiir ein Versuchsjahr)

Der >N-Uberschuss in den vegetativen Organen zeigte 2009 in den meisten
Fallen den gleichen Verlauf von 8 zu 20 dpa wie die N-Menge (Abb. 22). Ab-
weichungen traten bei der Sprossachse von Risg 16 und den Blattern von
Risg 13 auf (vgl. Abb. 18). Ein signifikanter Einfluss des Priffaktors Probe-
nahmetermin wurde jedoch nur fliir die Sprossachse von Risg 13 festgestellt.
In diesem Fall kam es zu einer Zunahme von 8 zu 20 dpa. Bei der Sprossach-
se von 'Bomi’ und der Blattfraktion aller drei Genotypen kam es hingegen zu
einer tendenziellen Verringerung des mittleren !°N-Uberschusses von
8 zu 20 dpa. Ein Unterschied zwischen den Genotypen bestand in diesem Ver-
such nur zwischen den Sprossachsen zu 20 dpa, wobei der Mittelwert von
Risg 13 um 88,7 % bzw. 74,6 % hoher lag als jener von "Bomi’ und Risg 16
(Abb. 22).

Im Wiederholungsversuch wurde beziiglich des °N in den Sprossachsen zu 20
dpa kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen nachgewiesen,
jedoch bestand auch 2010 die Tendenz zu einem hoéheren Wert bei Risg 13
(Abb. 23). Der ®N-Uberschuss in den Blattern zeigte in beiden Versuchen kei-
ne Beeinflussung durch den Priffaktor Genotyp (Tab. 7). Der Vergleich von

Hauptversuch eins und zwei fiir den Termin 20 dpa zeigt einen Trend zu nied-
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rigeren >N-Uberschusswerten in den Sprossachsen von ‘Bomi' und Risg 16
2010 (Abb. 23). Tendenziell trifft dies auch flr die Blattfraktion dieser Geno-
typen zu, wobei der in den Daten des zweiten Hauptversuches enthaltene An-
teil des Fahnenblattes zu bertlicksichtigen ist (Tab. 7). Im Fall von Risg 13 kam
es zu einer eindeutigen Verringerung des °N-Uberschusses in der Sprossach-

se, wahrend flr die Blattfraktion ein Anstieg zu vermuten ist.
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Abb. 22: *N-Uberschuss [ug] in den vegetativen Organen des Haupttriebes
der Genotypen 'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 im ersten Hauptversuch 2009.
Die Daten der Fahnenblatter sind nicht enthalten. (Homogene Gruppen:
Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmetermine flir ein Organ eines Ge-
notyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen flr ein Organ zu einem
Probenahmetermin)
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Abb. 23: Vergleich des '°N-Uberschusses [ug] in den Sprossachsen der
Haupttriebe zu 20 dpa aus den Versuchsjahren 2009 und 2010. (Homogene
Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre je Genotyp)

Tab. 7: Mittlerer >N-Uberschuss [pg] und °N-Trockenmasseanteil [ug °N *
g! TM] (£ SE) in den Blattern des Haupttriebes 2009 (exklusive Fahnenblatt)
und 2010 (inklusive Fahnenblatt) der Genotypen "Bomi’, Risg 16 und Risg 13
zu 20 dpa. (Homogene Gruppen: Vergleich der Genotypen fir ein Versuchs-

jahr)
Genotyp 15N-Uberschuss [ug] 15N-Massenanteil [pug >N * gt TM]
2009 2010 2009 2010
‘Bomi® |30,3+10,8*| 19,3 +3,5% 299 +7,4" 18,7 £2,9*
Risg 16 | 34,3 +11,3*| 28,4+6,6" | 36,1 +£10,1° 28,4 = 5,8"°
Risg 13 | 27,1 +4,8" | 36,6 +10,2*| 28,4 +3,0° 35,9 + 10,5
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Der '°N-Massenanteil in den vegetativen Organen 2009 (Abb. 24) folgt im
zeitlichen Verlauf in allen Fallen dem '°N-Uberschuss, wodurch sich fiir beide
Parameter ein sehr dhnliches Bild ergibt. Das Verhaltnis von Sprossachse zu
Blattern verschiebt sich jedoch. Wahrend der °N-Uberschuss im Mittel aller
Termine, zumindest bei "Bomi” und Risg 16, in den Blattern hoher war, be-
steht bei allen Genotypen der Trend zu einem hdheren Massenanteil an der
Trockenmasse in der Sprossachse. Dies erklart sich durch den Verdiinnungsef-
fekt (vgl. Abb. 18).

Zwischen den Genotypen konnte beziiglich des >’N-Massenanteils in den vege-
tativen Organen 2009 zu keinem Beprobungstermin ein Unterschied festge-
stellt werden. Das gleiche trifft fir die Wiederholung fiir 20 dpa im Jahr 2010
zu (Abb. 25, Tab. 7).

Ein Einfluss des Beprobungstermins wurde 2009 nur in einem Fall, der Blatt-
fraktion von Risg 13, gesichert nachgewiesen. Hier kam es zu einer Abnahme
des Massenanteils von 8 dpa zu 20 dpa, wobei zwischen 8 und 14 dpa kein
Unterschied bestand. Fur beide Organfraktionen des Genotyps 'Bomi’™ sowie
der Blattfraktion von Risg 16 wurde tendenziell ebenfalls eine Abnahme von 8
zu 20 dpa bestimmt. Bei der Sprossachse von Risg 13 bestand hingegen der

Trend zu steigenden Mittelwerten von 8 zu 20 dpa (Abb. 24).

Die Gegeniiberstellung der °N-Massenanteile in den Sprossachsen zu 20 dpa
aus den Versuchsjahren 2009 und 2010 zeigt, dass es bei "'Bomi’ zu einer
signifikanten Zunahme kam, wahrend bei den Mutanten eine tendenzielle Ab-
nahme zu verzeichnen war (Abb. 25). Bei den Blattfraktionen, welche nicht
direkt vergleichbar sind, besteht hingegen die Tendenz, dass der *°N-
Massenanteil bei "Bomi’ und Ris@ 16 ab- und bei Risg 13 zunahm (Tab. 7).
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Abb. 24: >N-Trockenmasseanteil [ug >N * g* TM] in den vegetativen Orga-
nen des Haupttriebes der Genotypen "Bomi’, Risg 16 und Risg 13 im ersten
Hauptversuch 2009. Die Daten der Fahnenblatter sind nicht enthalten. (Ho-
mogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmetermine flr ein
Organ eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen flr ein
Organ zu einem Probenahmetermin)
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Abb. 25: Vergleich der N-Trockenmasseanteile [ug N * g* TM] in den
Sprossachsen der Haupttriebe zu 20 dpa aus den Versuchsjahren 2009 und
2010. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre je
Genotyp, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen je Versuchsjahr)
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4.1.4 Endosperm - Frisch- und Trockenmasse

Das Endosperm ist von zentraler Bedeutung fir diese Arbeit. In ihm findet die
Starkesynthese statt, welche bei den verwendeten Mutanten gestort ist. Fir
das Gesamtendosperm wurden die Parameter Frisch- und Trockenmasse, 3C-

Anreicherung (Atom-%), ®N-Uberschuss [ug] sowie N-Menge [mg] bestimmt.

Die Frisch- und Trockenmasse der Endosperme des Haupttriebes stiegen im
ersten Hauptversuch bei allen Genotypen zwischen den Probenahmeterminen
8, 14 und 20 dpa linear an (Abb. 26, Abb. 27). Hinsichtlich der Frischmasse
wurde 2009 kein Einfluss des Priiffaktors Genotyp zu den einzelnen Bepro-
bungsterminen festgestellt, jedoch ergab eine zweifaktorielle Varianzanalyse,
dass Uber alle drei Termine hinweg ein solcher Effekt auftrat (nicht darge-
stellt). Dabei gehéren "Bomi’ und Risg 13 verschiedenen homogenen Grup-
pen an, wahrend Risg 16 sich von keinem der anderen Genotypen unterschei-
det.

Bezlglich der Trockenmasse wurden zu allen Terminen bei "Bomi’ die ten-
denziell hochsten Werte festgestellt und zu 20 dpa ist dieser Unterschied ge-
genlber Risg 16 statistisch gesichert. Die zweifaktorielle ANOVA ergab in die-
sem Fall, dass sich "'Bomi’ und die Mutanten voneinander unterscheiden.
Dieses Ergebnis ist jedoch unter Vorbehalt zu werten, da die Vorraussetzung

der Varianzhomogenitat fir diesen Test verletzt war (nicht dargestellt).

Der Wassergehalt der Endosperme sank von 8 zu 20 dpa bei allen Genotypen.
Zum Zeitpunkt 8 dpa wurden, im Vergleich zu 14 und 20 dpa keine Unter-
schiede zwischen den Genotypen festgestellt (Abb. 28). Zu den beiden letzten
Beprobungsterminen lagen die Wassergehalte bei Risg 16 im Vergleich zu
"Bomi” signifikant hoher. Die Gehalte von Risg 13 unterschieden sich nicht
von jenen der beiden anderen Genotypen, wobei jedoch zu beachten ist, dass
die Streuung der Werte bei dieser Mutante zu 14 und 20 dpa im Vergleich mit

allen anderen Varianten auffallig erhoht ist.

Der Vergleich der Versuchsjahre im Hinblick auf die Trockenmasse zu 20 dpa
(Abb. 29) zeigt, dass 2010, ebenso wie flir die vegetativen Organe des Haupt-

triebes (siehe 4.1.1), der Trend zu niedrigeren Werten bestand, welcher im
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Fall von Risg 13 statistisch gesichert ist. Zwischen den Genotypen wurde 2010
abweichend zum Vorjahr kein signifikanter Unterschied festgestellt, jedoch
war auch in diesem Jahr die Tendenz zu einer héheren Endospermtrocken-

masse beim Wildtyp im Vergleich zu den Mutanten vorhanden.
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Abb. 26: Frischmasse [mg] pro Endosperm (Haupttrieb) der Genotypen
"Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 8, 14 sowie 20 dpa im ersten Hauptversuch
2009. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmeter-
mine eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen flir einen
Probenahmetermin)
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Abb. 27: Trockenmasse [mg] pro Endosperm (Haupttrieb) der Genotypen
"Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 8, 14 sowie 20 dpa im ersten Hauptversuch
2009. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmeter-
mine eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen fiir einen
Probenahmetermin)
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Abb. 28: Wassergehalt [%] pro Endosperm (Haupttrieb) der Genotypen
"Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 8, 14 sowie 20 dpa im ersten Hauptversuch
2009. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmeter-
mine eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen fiir einen
Probenahmetermin)
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Abb. 29: Vergleich der mittleren Endospermtrockenmassen [mg] der Genoty-
pen ‘Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 20 dpa (Haupttrieb) aus den Versuchs-
jahren 2009 und 2010. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der
Versuchsjahre je Genotyp, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen flir ein
Versuchsjahr)

4.1.5 Endosperm - '3C-Anreicherung

Die Bestimmung der Gesamt-Kohlenstoffmengen im Endosperm war aufgrund
der dafir notwendigen Einwaage und den geringen Probenmassen nicht
durchfihrbar. Daher ist die Berechnung des **C-Uberschusses [ug] nicht még-
lich und '3C kann nur als 3*C-Anreicherung in Atom-% (iber dem Standard

(Harnstoff) angegeben werden.

Wie aus Abb. 30 ersichtlich, zeigten der Wildtyp und die Mutanten 2009 ein
dhnliches Muster hinsichtlich der **C-Anreicherung im Endosperm zu den drei
Beprobungsterminen. In allen Fallen lagen die Mittelwerte zu 14 dpa am
héchsten, wahrend die Werte zu 8 dpa und 20 dpa etwa gleich hoch ausfielen.
Diese beobachteten Unterschiede sind jedoch nicht in allen Fallen statistisch
gesichert (siehe Abb. 30). Ein Einfluss des Priffaktors Genotyp konnte zu kei-
nem Probenahmetermin festgestellt werden, doch lag die '3*C-Anreicherung im
Endosperm bei "Bomi’ zu 20 dpa im Mittel 0,027 Atom-% Uber jener der Mu-

tanten. Im Vergleich dazu betrug der maximale Unterschied der mittleren *3C-
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Anreicherung in den vegetativen Organen zu 20 dpa zwischen den drei Geno-

typen maximal 0,003 Atom-%.

Im Wiederholungsversuch 2010 wurde im Vergleich zum ersten Hauptversuch
bei allen Genotypen eine tendenziell geringere 3C-Anreicherung im En-
dosperm bestimmt. Im Fall von "'Bomi" fiel dieser Unterschied mit einer Ver-
ringerung der Mittelwerte um 0,048 Atom-% sehr deutlich aus (Abb. 31).

Sowohl 2010, als auch 2009 wurde kein signifikanter Einfluss des Priffaktors
Genotyp festgestellt. Bei "‘Bomi’ bestand jedoch 2010 eine starke Tendenz zu
einer, im Vergleich zu den Mutanten geringeren 3C-Anreicherung, wahrend im

Vorjahr der entgegengesetzte Trend bestand.
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Abb. 30: '3C-Anreicherung liber dem Standard [Atom-%] pro Endosperm
(Haupttrieb) der Genotypen "'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 8, 14 sowie
20 dpa im ersten Hauptversuch 2009. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben
- Vergleich der Probenahmetermine eines Genotyps, GroBbuchstaben - Ver-
gleich der Genotypen fiir einen Probenahmetermin)
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Abb. 31: Vergleich der mittleren *C-Anreicherung Uber dem Standard
[Atom-%] pro Endosperm (Haupttrieb) der Genotypen "'Bomi’, Risg 16 und
Risg 13 zu 20 dpa aus den Versuchsjahren 2009 und 2010. (Homogene Grup-
pen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre je Genotyp, GroBbuchsta-
ben - Vergleich der Genotypen fir ein Versuchsjahr)

4.1.6 Endosperm - Gesamt-N und *N-Uberschuss

Die Stickstoffmenge im Endosperm reflektiert zum gréBten Teil die Menge der
akkumulierten Proteine, gibt aber keine Information (ber die Herkunft des
Stickstoffs.

Im ersten Hauptversuch zeigte sich hinsichtlich der N-Menge pro Endosperm
ein deutlicher Effekt des Beprobungstermins (Abb. 32). Es kam sowohl beim
Wildtyp, als auch bei den Mutanten zu einem Anstieg von 8 dpa zu 14 dpa und
weiterhin zu 20 dpa. Zum Zeitpunkt 8 dpa konnte kein Unterschied zwischen
den Genotypen festgestellt werden und die N-Menge pro Endosperm lag bei
ca. 0,1 mg. Bis zur nachsten Beprobung zu 14 dpa stieg sie bei "Bomi’,
Risg 16 und Risg 13 um das 4,2-, 4,3- bzw. 3,4-fache. Auch zu 14 dpa be-
stand kein gesicherter Unterschied zwischen den Genotypen, jedoch lag die N-
Menge bei "‘Bomi” tendenziell am hochsten. Im Zeitraum von 14 zu 20 dpa
verringerten sich die Zuwachsfaktoren der N-Menge auf 1,7, 1,5 sowie 1,9 fir

"Bomi’, Risg 16 bzw. Risg 13. Zu 20 dpa wurde zwischen Wildtyp und Mutan-
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ten ein signifikanter Unterschied festgestellt, wahrend sich letztere nicht von-

einander unterschieden.

Der Priffaktor Versuchsjahr hatte keinen Einfluss auf die N-Menge pro En-
dosperm zu 20 dpa (Tab. 8). Bei der Wiederholung des Versuches im Jahr
2010, wurde im Gegensatz zum Vorjahr kein deutlicher Unterschied zwischen
den Genotypen festgestellt, jedoch lag der Mittelwert tendenziell auch im

zweiten Hauptversuch bei "Bomi’ am hochsten.
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Abb. 32: N-Menge [mg] pro Endosperm (Haupttrieb) der Genotypen "Bomi’,
Risg 16 und Risg 13 zu 8, 14 sowie 20 dpa im ersten Hauptversuch 2009.
(Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmetermine
eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen flr einen Probe-
nahmetermin)

Tab. 8: Mittlere N-Menge [mg] und N-Massenanteil [% TM] (£ SE) in den
Endospermen des Haupttriebes 2009 und 2010 der Genotypen 'Bomi’, Risg
16 und Risg 13 zu 20 dpa. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich
der Versuchsjahre fir einen Genotyp, GroBbuchstaben - Vergleich der Geno-
typen fir ein Versuchsjahr)

Genotyp N-Menge [mg] N-Massenanteil [% TM]
2009 2010 2009 2010
"Bomi* | 0,79 + 0,04**| 0,71 £0,03**| 2,40+ 0,11** | 2,60 £0,12*
Risg 16 | 0,64 +0,01°® | 0,67 + 0,04%* | 2,43 +0,10** | 2,85+ 0,19
Risg 13 | 0,65 + 0,03°® | 0,59 + 0,03** | 2,35+ 0,09** | 2,55 + 0,13
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Der N-Massenanteil an der Trockenmasse in den Endospermen zeigte 2009 bei
allen Genotypen eine dhnliche Kinetik (Abb. 33) und es wurde zu keinem Pro-
benahmetermin ein Einfluss des Priiffaktors Genotyp festgestellt. Zum Zeit-
punkt 8 dpa lag der Anteil zwischen 3,3 % TM ('Bomi’) und 3,5 % TM
(Risg 16). In den folgenden sechs Versuchstagen kam es zu einer deutlichen
Absenkung auf 2,6 - 2,4 % TM (Risg 16 bzw. Risg 13). Im Abgleich mit den
steigenden N-Mengen bedeutet dies, dass mehr Kohlenstoff im Endosperm
eingelagert wurde. Bis zum Probenahmetermin 20 dpa blieb der N-
Massenanteil konstant und betrug dann im Mittel aller Genotypen 2,4 % TM.
Somit stieg die Stickstoff- und Kohlenstoffakkumulation zwischen 14 und 20

dpa in gleichem MaBe an.

Die Ergebnisse aus 2009 konnten diesbezliglich bestatigt werden, da beim
Vergleich der untersuchten Genotypen flir 2010 wie auch bei der Gegeniber-
stellung der Versuchsjahre keine signifikanten Unterschiede feststellbar waren
(Tab. 8).
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Abb. 33: N-Trockenmasseanteil [% TM] pro Endosperm (Haupttrieb) der Ge-
notypen "Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 8, 14 sowie 20 dpa im ersten Haupt-
versuch 2009. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Probe-
nahmetermine eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen
flr einen Probenahmetermin)
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Der *N-Uberschuss gibt Aufschluss (iber den Beitrag des Stickstoffs, welcher
von der Pflanze im Zeitraum von vier Tagen vor Probenahme Uber die Wurzel
aufgenommen und in das Endosperm verlagert wurde. Im ersten Haupt
versuch war diesbezliglich nur zum Beprobungstermin 8 dpa ein Einfluss
des Priffaktors Genotyp zu verzeichnen. Zu diesem Zeitpunkt wurde bei
“Bomi’ mit 3,8 pg pro Endosperm signifikant mehr >N inkorporiert als bei
Risg 16 mit 2,7 pg. Risg 13 unterschied sich hingegen mit 3,3 pug °N von kei-
nem der zuvor genannten Genotypen. Beim Wildtyp und den Mutanten zeigte
der zeitliche Verlauf der *N-Inkorporation im Endosperm eine hohe Uberein-
stimmung. Im Zeitraum von 8 bis 14 dpa kam es zu einer starken Zunahme
des '°N-Uberschusses um das 3,2-, 3,8- und 3,5-fache bei 'Bomi", Risg 16
bzw. Risg 13, wobei der Unterschied bei erstgenanntem Genotyp zu 14 dpa
nicht statistisch gesichert ist. Die Mittelwerte zu den Terminen 14 und 20 dpa
unterschieden sich in keinem Fall deutlich. Bei allen Genotypen bestand ein
statistisch gesicherter Unterschied zwischen 8 und 20 dpa. Risg 13 wies zu
20 dpa tendenziell den geringsten *°N-Uberschuss im Endosperm auf
(Abb. 34).

Zwischen den Versuchsjahren sowie beim Vergleich der Genotypen 2010 be-
stehen keine Unterschiede fir diesen Parameter zum Zeitpunkt 20 dpa, was
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der '°N-Markierungsmethode belegt
(Tab. 9).
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Abb. 34: '>N-Uberschuss [ug] pro Endosperm (Haupttrieb) der Genotypen
"Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 8, 14 sowie 20 dpa im ersten Hauptversuch
2009. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmeter-
mine eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen fir einen
Probenahmetermin)

Tab. 9: Mittlerer *N-Uberschuss [ug * Endosperm™] und !°N-Massenanteil
[ug N * g! TM] (£ SE) in den Endospermen des Haupttriebes 2009 und
2010 der Genotypen 'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 20 dpa. (Homogene
Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre fiir einen Genotyp,
GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen flr ein Versuchsjahr)

Geno- 15N-Uberschuss [ug] 15N-Massenanteil [ug >N * g TM]
typ
2009 2010 2009 2010
‘Bomi” | 13,07 +1,71 | 12,38 £ 0,84 | 393,71 + 32,06 | 463,34 + 45,45
aA aA aA aA
Risg 16 | 12,97 £+ 2,68 | 11,29 £ 1,57 | 504,51 £ 124,5 | 481,80 + 71,63
aA aA aA aA
Risg 13 | 10,62 £ 1,91 | 11,08 £ 1,11 386,31 £ 76,7 | 477,65 £ 48,57
aA aA aA aA

Fir den '>N-Massenanteil an der Trockenmasse der Endosperme im ersten
Hauptversuch ergibt sich ein ahnliches Bild wie fiir den N-Massenanteil, je-

doch zeigt sich fiir 1°N eine starkere Tendenz zu sinkenden Anteilen zwischen
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14 und 20 dpa. Dies steht im Einklang mit den konstanten !°N-
Uberschusswerten, bei steigenden Trockenmassen und N-Mengen in diesem
Zeitintervall. Von 8 dpa zu 20 dpa wurde eine Verringerung des mittleren *°N-
Massenanteils um 65,6 %, 49,5 % sowie 64 % bei 'Bomi’, Risg 16 bzw.
Risg 13 beobachtet (Abb. 35). Zu den einzelnen Probenahmeterminen bestan-

den keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen.

Die Ergebnisse des ersten Hauptversuches wurden hinsichtlich dieses Parame-
ters 2010 fir den Probenahmetermin 20 dpa bestatigt (Tab. 9). Es bestand
kein Einfluss des Priffaktors Versuchsjahr und auch ein Effekt des Genotyps
konnte in beiden Jahren nicht nachgewiesen werden. Tendenziell lag der mitt-
lere >N-Massenanteil bei Risg 16 zu 20 dpa in beiden Versuchsjahren gegen-

Uber den anderen Genotypen héher, 2009 jedoch in starkerem AusmaB.
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Abb. 35: °N-Trockenmasseanteil [ug >N * g! TM] pro Endosperm (Haupt-
trieb) der Genotypen "Bomi”, Risg 16 und Risg 13 zu 8, 14 sowie 20 dpa im
ersten Hauptversuch 2009. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich
der Probenahmetermine eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Ge-
notypen fir einen Probenahmetermin)
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4.1.7 Die Zusammensetzung des reifen Korns

In der Literatur finden sich fur die Gehalte von Inhaltstoffen im Gerstenkorn
vorwiegend Angaben flir das Reifestadium. Um die in dieser Arbeit gefunde-
nen Ergebnisse besser in den Kontext anderer Studien stellen zu kénnen,
wurden daher die Massen und Rohnahrstoffgehalte flr die reifen Kérner der
drei Genotypen aus dem ersten Hauptversuch bestimmt (Tab. 10). Betrachtet
man die Ausgangsmasse (luftgetrocknet), so fallt auf, dass diesbezliglich kein
Unterschied zwischen "Bomi’ und Risg 16 zu verzeichnen war, wahrend der
Wert von Ris@ 13 deutlich niedriger lag. Hinsichtlich der Rohnahrstoffgehalte
hebt sich hingegen "Bomi’ deutlich von den Mutanten ab, welche ihrerseits
nur geringfiigig voneinander abweichen. Pro Korn finden sich bei "Bomi’
1,7 %, 2,2 % und 1,1 % weniger Rohprotein (RP), Rohfett (RF) bzw. Rohfaser
(RFA) gegeniber dem Mittel der Mutanten, jedoch 5,1 % mehr NfE. Letztere
bestehen aus Stadrke, 16slichen Zuckern und I6slichen Teilen der Zellulose, Lig-
nine und Pektine [79]. Der Rohaschegehalt (RA; Mineralstoffe) ist mit Werten
nahe 3,0 % bei allen drei Genotypen sehr ahnlich. Berechnet man fir die Mu-
tanten die Mengen [mg] der einzelnen Rohnahrstoffe pro Korn und setzt diese
ins Verhaltnis zum Wildtyp, Risg 16 104 % RA,
110 % RP, 207 % RF, 125 % RFA sowie 93 % NfE. Fur Risg 13 ergeben sich
entsprechend 68 % RA, 80 % RP, 125 % RF, 86 % RFA und 60 % NfE.

so findet man bei

Tab. 10: Rohnéhrstoffgehalte im reifen Korn (2009) der Genotypen "Bomi’,
Risg 16 und Risg 13. (EKG - Einzelkorngewicht* = BezugsgrdofBe, RA - Roh-
asche, RP - Rohprotein, RF - Rohfett, RFA - Rohfaser, NfE - stickstofffreie Ex-
traktstoffe; *Masse vor Trocknung bei 105 °C)

Genotyp | EKG [mg] | RA[%] | RP[%] |RF[%] |RFA[%] |NfE [%]
"Bomi’ | 59 2,87 16,37 2,16 3,86 74,74
Risg 16 | 59 2,99 18,03 4,48 4,83 69,67
Risg 13 | 38 3,04 18,04 4,18 5,17 69,57
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4.1.8 Proteinfraktionen des Endosperms - Gesamt-N und **N-

Uberschuss

Zur vertiefenden Untersuchung der Stickstoffverteilung im Endosperm erfolgte
die Extraktion der Proteinfraktionen Albumine/Globuline (AG), Hordeine (HOR)
sowie Gluteline (GLU) aus den Proben der Termine 14 und 20 dpa. Es wurde
nicht deren Trockenmasse, sondern der enthaltene Stickstoff als MaB flir den

Proteingehalt ausgewertet.

Die Stickstoffmengen in den Proteinfraktionen aus dem Versuchsjahr 2009
offenbaren, besonders zu 20 dpa, Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutan-
ten (Abb. 36). Zum Probenahmetermin 14 Tage nach Anthese zeigten sich vor
allem in der AG-Fraktion Abweichungen zwischen den Genotypen. Die mittlere
N-Menge (Nag) pro Endosperm lag mit 80,4 ug bei Risg 16 deutlich tber jener
von Risg 13 (44,8 pg) und "Bomi’ (22,8 ug). Hinsichtlich der HOR-Fraktion
bestand zu 14 dpa nur eine leichte Tendenz zu einer erhéhten N-Menge (Nyor)
bei "Bomi’. Die mittleren N-Mengen in der GLU-Fraktion (Ngy) bewegen sich
zu diesem Zeitpunkt bei allen drei Genotypen in einem sehr engen Bereich
(88,2 - 89,7 ug).

Zwanzig Tage nach Anthese waren 2009 bezlglich der Nag-Menge keine Un-
terschiede zwischen den Genotypen feststellbar. Hinsichtlich der Npor- und
NeLu-Menge unterschied sich "Bomi” deutlich von den beiden Mutanten, wel-
che wiederum ein gleiches Verteilungsmuster aufwiesen. Die Stickstoffeinlage-
rung in die HOR-Fraktion war zu 20 dpa mit 328,7 ug bei "Bomi" deutlich ho-
her als bei Risg 16 (200 pg) und Risg 13 (210,9 pg). Zu beachten ist jedoch,
dass der Zuwachsfaktor in dieser Fraktion, in den davor liegenden sechs Ta-
gen bei Risg 16 (x 3,9) und Risg 13 (x 3,6) hdher ausfiel als beim Wildtyp
(x 2,6). Fiur die Ngy-Menge zeigte sich im Vergleich zu den Hordeinen ein
entgegengesetztes Bild zu 20 dpa. Der Wert von "Bomi’ lag in diesem Fall mit
112,9 ug deutlich unter jenen von Risg 16 (155 pg) und Risg 13 (145,2 pg).

Die Gegenliberstellung der Versuchsjahre 2009 und 2010 (20 dpa) offenbart
Unterschiede hinsichtlich der N-Mengen in den Fraktionen (Abb. 37). So wur-
de 2010 bei Risg 13 deutlich mehr Stickstoff in der AG-Fraktion eingelagert.

Dies war tendenziell ebenso bei Risg 16 zu beobachten. Wahrend 2009 alle
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Genotypen die gleichen Njag-Mengen zu 20 dpa aufwiesen, lagen die Mittel

werte der Mutanten 2010 signifikant hoher als die Werte von "Bomi".

Die Betrachtung der Hordeinfraktion zeigt, dass die Stickstoffeinlagerung bei
"Bomi’ 2010 wie bereits 2009 am hochsten ausfiel, jedoch im Vergleich zum
Vorjahr signifikant erniedrigt war. Flr Risg 16 wurden diesbezliglich keine Un-
terschiede zwischen den Versuchsjahren festgestellt. Die Npor-Menge bei
Risg 13 fiel 2010 drastisch niedriger aus und lag deutlich unter jenen der an-
deren beiden Genotypen. In diesem Fall ist 2010 nach Abgleich mit den N-

Mengen im Gesamtendosperm (Tab. 8) ein Extraktionsfehler zu vermuten.

Hinsichtlich der Gluteline kam es bei Risg 16 zu einer signifikanten Verringe-
rung der Ngy-Menge und auch bei "Bomi’ war eine Tendenz zu niedrigeren
Werten 2010 zu verzeichnen. Risg 13 zeigte diesbeziiglich keine Unterschiede.
Beim Vergleich der Genotypen ergab sich in beiden Versuchsjahren ein ahnli-
ches Bild, jedoch war fir Risg 16 2010 nur eine Tendenz zu einer hdéheren
Neu-Menge gegenlber "Bomi’ zu erkennen, wahrend sich die Mittelwerte
2009 deutlich unterschieden.
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Abb. 36: N-Menge [ug * Endosperm™] der Proteinfraktionen pro Endosperm
(Haupttrieb) der Genotypen "'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 14 sowie 20 dpa
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Abb. 37: Vergleich der Versuchsjahre 2009 und 2010 hinsichtlich der N-
Menge [ug * Endosperm™] der Proteinfraktionen pro Endosperm (Haupttrieb)
der Genotypen "'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 20 dpa. (Homogene Gruppen:
Kleinbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre fiir eine Fraktion eines Geno-
typs, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen fir eine Fraktion eines Ver-

suchsjahres)
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Fir die Massenanteile des Stickstoffs in den Proteinfraktionen an der Tro-
ckenmasse des Endosperms ergab sich 2009 ein dhnliches Bild wie flir die N-
Mengen (Abb. 38).

Zu 14 dpa zeigten sich bei der AG-Fraktion noch Unterschiede zwischen den
Genotypen. Risg 16 erreichte mit 0,5 % TM den hdéchsten Wert, gefolgt von
Risg 13 (0,3 % TM) und "'Bomi’ (0,1 % TM). Zum nachsten Probenahmeter-
min (20 dpa) konnten hingegen keine signifikanten Abweichungen zwischen

den Genotypen festgestellt werden.

Der Beitrag der HOR-Fraktion zur Trockenmasse des Endosperms lag bei
"Bomi” zu 14 dpa tendenziell hoher als bei den Mutanten, welche sich ihrer-
seits nicht unterschieden. In den folgenden sechs Tagen stieg der Anteil der
Hordeine an der Trockenmasse sowohl bei Wildtyp, als auch Mutanten und der

zuvor beobachtete Unterschied ist zu 20 dpa statistisch gesichert.

Fir die GLU-Fraktion zeigten sich zu 14 dpa keine gesicherten Unterschiede
zwischen den Genotypen. Zu 20 dpa fiel der Ng-Massenanteil bei "Bomi”
gegenuber den Mutanten deutlich niedriger aus. Risg 16 und Risg 13 unter-

schieden sich auch zu diesem Probenahmetermin nicht.

Der Vergleich der Versuchsjahre 2009 und 2010 beziglich der Beitrage der
einzelnen Fraktionen zur Trockenmasse des Endosperms zu 20 dpa zeigt, dass
nur bei den Mutanten Unterschiede bestanden (Abb. 39). Der Nag-
Massenanteil stieg im Wiederholungsversuch sowohl bei Risg 16, als auch
Risg 13 und jener der HOR-Fraktion fiel bei Risg 13 drastisch ab. Der Einfluss
der Priffaktors Genotyp war in den Versuchsjahren nicht identisch. 2010 lag
der Nps-Massenanteil beim Wildtyp unter jenem der Mutanten, wahrend im
Vorjahr kein Unterschied festgestellt wurde. Fiir die HOR-Fraktion von "Bomi’
und Risg 16 ergab sich in beiden Versuchen ein sehr ahnliches Bild, jedoch
war die beobachtete Differenz 2010 statistisch nicht gesichert. Risg 13 unter-
schied sich im Wiederholungsversuch durch die bereits erwéhnte Verringerung
des Npor-Massenanteils klar von den beiden anderen Genotypen. Der Ngu-
Massenanteil war bei allen Genotypen in beiden Jahren sehr d@hnlich, jedoch
fiel der Unterschied zwischen "Bomi® und Risg 16 2010 im Gegensatz zum

Vorjahr nicht signifikant aus, sondern bestand nur als starke Tendenz.
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Um die Dynamik der Bildung der drei Proteinfraktionen in Relation zur Ge-
samt-Proteinsynthese im Endosperm besser verfolgen zu kdnnen, wurden die
prozentualen Anteile der N-Mengen in den einzelnen Fraktionen am insgesamt
extrahierten Stickstoff berechnet. Die Werte fiir den ersten Hauptversuch sind
in Abb. 40 dargestellt. Zum Zeitpunkt 14 dpa setzte sich das extrahierte Pro-
tein bei 'Bomi” aus 9,7 % AG, 51,9 % HOR und 39 % GLU zusammen. Zur
sechs Tage spateren Beprobung bestand die Tendenz zu einem héheren Anteil
der HOR-Fraktion (67,1 %) und einem geringeren im Fall der Gluteline

(23,9 %), jedoch waren diese Unterschiede signifikant.

Risg 16 unterschied sich zu 14 dpa vom Wildtyp durch einen weitaus hoheren
Anteil der AG-Fraktion (37,7 %) sowie einen geringeren Beitrag der Hordeine
(22,3 %) wahrend die Gluteline mit 40 % nicht abwichen. Zwanzig Tage nach
Anthese setzte sich das extrahierte Gesamtprotein dieser Mutante aus relativ
weniger Albuminen und Globulinen (12,3 %), mehr Hordeinen (49,2 %) und
einem unveranderten Anteil an Glutelinen (38,5 %) zusammen. Damit be-
stand 20 dpa im Fall der Hordeine und Gluteline ein klarer Unterschied zu

"Bomi .

Die Zusammensetzung des Gesamtproteins von Risg 13 stimmte in der Ten-
denz mit jener von Risg 16 (berein. Zu 14 dpa bestanden jedoch mit
23,2 % AG, 28,4 % HOR und 48,3 % GLU keine gesicherten Unterschiede zu
den anderen Genotypen. In den folgenden sechs Tagen sank der Beitrag der
Albumine und Globuline (10,2 %) sowie der Gluteline (37,4 %), wahrend die
HOR-Fraktion (52,5 %) dominanter wurde. Damit hob sich Risg 13 auch zu 20
dpa, mit Ausnahme eines deutlich héheren Anteils der Gluteline gegenlber

"Bomi ", nicht von den anderen beiden Genotypen ab.

Insgesamt bestanden die starksten Unterschiede zwischen den Genotypen
"Bomi’ und Risg 16, wahrend zwischen den Mutanten keine Unterschiede
nachgewiesen wurden. Risg 13 zeigte zu 20 dpa hinsichtlich der Zusammen-
setzung der Proteinfraktionen tendenziell starkere Abweichungen zum Wildtyp
wahrend die Differenz der Mittelwerte zu Risg 16 mit Ausnahme der Albumine

und Globuline geringer ausfiel.
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Die Gegenlberstellung der Versuchsjahre 2009 und 2010 fir den Termin 20
dpa (Abb. 41) zeigt, dass sich die Anteile der Proteinfraktionen an der Summe
des extrahierten Gesamtproteins im Fall von “Bomi" nicht &nderten. Bei
Risg 16 war die AG-Fraktion 2010 tendenziell starker ausgebildet, wahrend
der relative Beitrag der GLU-Fraktion deutlich abnahm. Die starksten Abwei-
chungen wurden fir die Mutante Risg 13 beobachtet. Dies ist, wie bereits zu-
vor erwahnt, wahrscheinlich durch einen Extraktionsfehler bei den Hordeinen
im Wiederholungsversuch bedingt. Der Vergleich der Genotypen "Bomi’ und
Risg 16 ergibt in beiden Versuchsjahren das gleiche Bild. Bei Risg 16 fiel der
Anteil der AG und GLU tendenziell hdher, jener der HOR deutlich niedriger aus.

Im Zusammenhang mit den Anteilen der Fraktionen an der Summe des extra-
hierten proteinogenen Stickstoffs ist der Vergleich dieser Summen von Bedeu-
tung (Tab. 11). Es konnten diesbezliglich weder fir den Vergleich der Genoty-
pen zu einem Probenahmetermin eines Versuchsjahres, noch der
Versuchsjahre zu 20 dpa signifikante Unterschiede festgestellt werden. Ten-
denziell lag die Summe der extrahierten N-Mengen bei "Bomi’ jedoch fir alle
Varianten am hdéchsten. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass
"Bomi’ bei gleicher Sink-Starke in starkerem MaBe Trockenmasse im En-
dosperm einzulagern vermochte. Ferner wiesen die Mittelwerte der Mutanten
2009 eine geringere Differenz gegeniber 2010 auf und es bestand bei allen

Genotypen der Trend zu niedrigeren Summen im letzten Versuchsjahr.



94

Ergebnisse

Anteil von Summe Proteinfraktionen [% N-Menge]

80

70 4

60 1

50 1

40

30 +

20

aA

bB

aA
aB

bAB

aA A

[T

bA

|

aA

aB

Albumine &

Globuline

Bomi

Albumine &
Globuline

Risg 16

Albumine &

Globuline

Hordeine

Risg 13

Gluteline

O14 dpa
020 dpa

Fraktion/Genotyp

Abb. 40: Prozentualer Anteil der Proteinfraktion an der Summe des extrahier-
ten N aller drei Proteinfraktionen des Endosperms (Haupttrieb) der Genotypen
"Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 14 sowie 20 dpa im ersten Hauptversuch
2009. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenahmeter-
mine flr eine Fraktion eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Geno-

typen flr eine Fraktion zu einem Probenahmetermin)

Anteil von Summe Proteinfraktionen [% N-Menge]

o
=3

~
o

o
=3
L

50

40

30

o

o

aA aA

aAB

aB_I_

aA

|F

aA aA

aAB

bB

bC

aAl

Albumine/Globuline

Bomi

Gluteline

Risg 16
Fraktion/Genotyp

Risg 13

02009
02010

Abb. 41: Vergleich der prozentualen Anteile der Proteinfraktion an der Sum-
me des extrahierten N aller drei Proteinfraktionen aus den Versuchsjahren
2009 und 2010 fir den Zeitpunkt 20 dpa. (Homogene Gruppen: Kleinbuchsta-
ben - Vergleich der Versuchsjahre flir eine Fraktion eines Genotyps, Grof3-
buchstaben - Vergleich der Genotypen flir eine Fraktion eines Versuchsjahres)



Ergebnisse 95

Tab. 11: Gesamt-extrahierter proteinogener Stickstoff pro Endosperm fir die
Genotypen 'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 in den Versuchsjahren 2009 (14 und
20 dpa) und 2010 (20 dpa). (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Ver-
gleich der Genotypen flir einen Probenahmetermin eines Versuchsjahres,
GroBbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre flir einen Genotyp zu 20 dpa)

Genotyp N pro Endosperm extrahiert [ug]

2009 - 14 dpa 2009 - 20 dpa 2010 - 20 dpa
"Bomi’ 237,2 £ 27,22 459,7 + 28,5°* | 387,8 +21,7
Risg 16 198,4 £ 53,6 ° 390,8 + 8,8 * 371,6 = 24,32
Risg 13 176,5 + 58,0 ® 394,7 +£ 29,8 | 313,0 + 30,52

Zur Klérung der Frage, in welchem AusmaB die Inkorporation des vier Tage
vor Probenahme Uber die Wurzel aufgenommenen Stickstoffs in die verschie-
denen Proteinfraktionen erfolgte, wurde fiir diese der !°N-Uberschuss be-

stimmt.

Fir die AG-Fraktion bestand im ersten Hauptversuch die Tendenz, dass bei
"Bomi’ im Zeitraum von 10 bis 14 dpa gegeniiber den Mutanten weniger >N
inkorporiert wurde (p-Wert ANOVA: 0,058), nicht jedoch, wie auch schon beim
Gesamt-N, zwischen 16 und 20 dpa (Abb. 42). Weiterhin existierte, besonders
zu 14 dpa, aber auch 20 dpa der Trend zu einem héheren **N-Uberschuss in
der HOR-Fraktion beim Wildtyp. Auch der Fluss von N in die GLU-Fraktion
zwischen 16 bis 20 dpa folgte dem Gesamt-N, wobei der Mittelwert bei
"Bomi’ im Vergleich mit beiden Mutanten tendenziell niedriger lag. Die Unter-
schiede zwischen den Genotypen hinsichtlich des '°N in den Proteinfraktionen

waren in keinem Fall signifikant.

Bei allen Genotypen bestand von 14 dpa zu 20 dpa ein Trend zu steigenden
15N-Uberschusswerten in der Hordeinfraktion. In der AG-Fraktion beider Mut-
anten sowie in der GLU-Fraktion von "Bomi” und Risg 13 fand sich zu 20 dpa
tendenziell weniger N gegeniiber 14 dpa. Die beobachteten Unterschiede

sind nur fir die AG- und HOR-Fraktion von Risg 16 statistisch gesichert.

Die Ergebnisse des ersten Hauptversuches hinsichtlich des °N in den Protein-
fraktionen zu 20 dpa konnten in nahezu allen Fallen im Wiederholungsversuch
2010 bestatigt werden (Abb. 43). Nur fir die AG-Fraktion von Risg 13 wurde
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eine signifikante Abweichung festgestellt. Der Uberschuss fiel dabei 2010 ho-
her aus, was als Tendenz auch bei Risg 16, nicht aber bei "Bomi” zu beobach-
ten war. Bei dieser Betrachtung sind die Werte fiir den Gesamt-N (Abb. 37) zu
beachten, die einen deutlichen Unterschied zwischen "Bomi’ und Risg 16 zu
20 dpa (2010) fir die AG-Fraktion zeigten. Beziiglich des '°N in den Hordeinen
bestand 2010 wie bereits 2009 (20 dpa) der Trend zu dem hdchsten Mittel-
wert bei "'Bomi”, gefolgt von Risg 16 und dem niedrigsten bei Risg 13. Ten-
denziell lagen die Werte flr die Hordeine 2010 bei allen drei Genotypen nied-
riger. Dies trifft besonders im Fall von Risg 13 zu, was den Verdacht eines
Extraktionsfehlers bei den Hordeinen im Wiederholungsversuch erhartet. In
die GLU-Fraktion wurde 2010 von 16 - 20 dpa bei Risg 13 gegenliber "Bomi"
deutlich mehr °N eingelagert, wahrend sich die Werte von Risg 16 weder von
jenen des Wildtyps noch der anderen Mutante unterschieden. Im ersten
Hauptversuch konnte dieser Sachverhalt aufgrund von Probenausfall bei

"Bomi’ nicht untersucht werden.
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Abb. 42: >N-Uberschuss [ug * Endosperm™] der Proteinfraktionen des En-
dosperms (Haupttrieb) der Genotypen "Bomi’, Risg 16 und Risg 13 zu 14
sowie 20 dpa im ersten Hauptversuch 2009. (Homogene Gruppen: Kleinbuch-
staben - Vergleich der Probenahmetermine fiir eine Fraktion eines Genotyps,
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Die Massenanteile des '°N in den Proteinfraktionen an der Endospermtro-
ckenmasse aus dem ersten Hauptversuch sind in Abb. 44 dargestellt. Betrach-
tet man den Einfluss des Probenahmetermins, so bestand mit Ausnahme der
Hordeine eine starke Tendenz zu abnehmenden >N-Anteilen von 14 dpa zu 20
dpa. Die Abweichung der Mittelwerte flir die Albumine/Globuline von "Bomi’
und Risg 16 sowie flr die Gluteline von Risg 13 ist signifikant. Fir die Hordei-
ne war keine Anderung, bzw. im Fall von Risg 16 ein tendenziell entgegenge-

setzter Effekt zu verzeichnen.

Beim Vergleich der Genotypen 2009 war durch die hohe Streuung der Werte
zu keinem Zeitpunkt, flir keine Fraktion ein gesicherter Unterschied feststell-
bar. Fur die Albumine/Globuline bestand bei den Mutanten 14 dpa der Trend
zu einem hdheren °N-Beitrag zur Trockenmasse des Endosperms gegeniiber
dem Wildtyp, welcher zu 20 dpa nicht mehr existierte. Weiterhin fiel zu 14 dpa
bei den Mutanten gegentiber "Bomi” der Anteil der Hordeine tendenziell nied-

riger und jener der Gluteline héher aus.
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Die Gegenulberstellung der Versuchsjahre (20 dpa) hinsichtlich dieses Parame-
ters (Abb. 45) zeigt, dass mit Ausnahme der AG-Fraktion von Risg 13 (An-
stieg) keine deutlichen Abweichungen auftraten. Zwischen den Genotypen
waren 2010 mehr Unterschiede als im Vorjahr erkennbar. Der Trockenmasse-
anteil des >N der Fraktionen AG und GLU lag bei Risg 13 deutlich tGber- und
im Fall der Hordeine unter jenem des Wildtyps. Das gleiche Bild ergibt sich
beim Vergleich von Risg 13 mit Risg 16, mit Ausnahme der AG-Fraktion, flr
welche diesbezliglich kein deutlicher Unterschied erkennbar ist. Der Wildtyp

und Risg 16 zeigten 2010 wie auch im Vorjahr keine Abweichungen.
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Fur die Anteile der Proteinfraktionen an der Summe des '°N aller drei Protein-
fraktionen des Endosperms (Abb. 46) zeigte sich 2009 hinsichtlich des Einflus-
ses des Probenahmetermins ein ahnliches Bild wie fiir die Anteile am extra-
hierten Gesamt-N. Die Fraktionen von "Bomi’ zu 20 dpa sind nur bedingt
auswertbar, da durch Probenausfalle der Stichprobenumfang kleiner drei war.
Die vorhandenen Daten von "Bomi’ deuten jedoch auf geringe Unterschiede
hin. Eine leichte Abnahme in den Fraktionen AG und GLU und ein wachsender
Anteil der Hordeine von 14 zu 20 dpa sind zu vermuten. Dieser Trend bestand
in gleicher Weise bei den Mutanten und ist flir die HOR-Fraktion gesichert
(Risg 16: + 33 %, Risg 13: + 27 %). Der sinkende AG-Anteil war nur bei
Risg 16 signifikant (- 23 %) doch die Tendenz auch bei Risg 13 vorhanden
(- 12 %). Die Gluteline letztgenannten Genotyps trugen zu 20 gegeniber
14 dpa ebenfalls weniger zur insgesamt extrahierten °>N-Menge (ug) bei
(- 15 %). Dies war tendenziell auch bei Risg 16 der Fall (- 10 %).

Gesicherte Unterschiede zwischen den Genotypen bestanden 2009, soweit
berechenbar, nur zwischen "Bomi’ und Risg 16 zu 14 dpa hinsichtlich der AG-

und HOR-Fraktion. Die zweifaktorielle Varianzanalyse (Genotyp x Probenah-
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metermin) zeigt, dass bezlglich der AG-Fraktion Uber beide Termine ein Ein-
fluss des Genotyps, mit einer klaren Abweichung zwischen "Bomi’ und
Risg 16 vorhanden war. Dieses Ergebnis ist jedoch aufgrund eines signifikan-
ten Interaktionseffektes beider Faktoren nicht interpretierbar. Fir die Hordeine
ergibt sich diesbeziglich ein deutlicher Unterschied zwischen Wildtyp und Mu-
tanten. Die Gluteline unterscheiden sich hingegen bei Zusammenfassung der

Probenahmetermine nicht (nicht dargestellt).

Die Gegenuberstellung der Anteile der Proteinfraktion an der Summe des ext-
rahierten '°N fiir die Versuchsjahre 2009 und 2010 (Abb. 47) zeigt viele Uber-
einstimmungen mit der Gesamt-N-Verteilung in den Proteinfraktionen
(Abb. 41). Aufgrund der schwachen Datenlage 2009 sind im Fall von "Bomi’
keine gesicherten Aussagen zum Einfluss des Priffaktors Versuchsjahr zu tref-
fen, doch sind erhebliche Unterschiede unwahrscheinlich. Auch Risg 16 zeigt
keinerlei signifikante Differenzen der Mittelwerte zwischen 2009 und 2010. Fir
Risg 13 hingegen ergibt sich 2010 ein deutlich anderes Bild als im Vorjahr, mit
einem Plus von 10,7 % und 10,3 % in der AG- bzw. GLU-Fraktion sowie ei-
nem Rlckgang des Anteils der HOR von 66,7 % auf 45,7 %. Der Vergleich der
Genotypen 2010 (20 dpa) zeigt mit Ausnahme der Hordeine keinen Unter-
schied zwischen "Bomi' und Risg 16 mit 10 % mehr *Nyor beim Wildtyp.
Risg 13 Ubertraf dagegen die anderen Genotypen hinsichtlich des °N-Anteils
in der AG- und GLU-Fraktion und zeigte den niedrigsten Beitrag der Hor-
deinfraktion. Dies ist wie bereits diskutiert wahrscheinlich durch Extraktions-
fehler bei den Hordeinen 2010 bedingt.

Die Interpretation der Anteile der Proteinfraktion an der Summe des extra-
hierten proteinogenen >N erfordert den Einbezug dieses Gesamt-'°>N
(Tab. 12). Es bestanden diesbezliglich weder zwischen den Genotypen 2009,
noch beim Vergleich der Versuchsjahre deutliche Unterschiede. Im Versuchs-
jahr 2010 war die Summe des proteinogenen °N bei Risg 13 gegeniiber
"Bomi’ und Risg 16 deutlich niedriger. Fiir den *N-Uberschuss im Gesamten-

dosperm (Tab. 9) war dies jedoch nicht zu beobachten.
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Tab. 12: Gesamt-extrahierter proteinogener °N [ug] pro Endosperm fiir die
Genotypen 'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 in den Versuchsjahren 2009 (14 und
20 dpa) und 2010 (20 dpa). (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Ver-
gleich der Genotypen flir einen Probenahmetermin eines Versuchsjahres,
GroBbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre flir einen Genotyp zu 20 dpa)

Genotyp 15N pro Endosperm extrahiert [ug]

2009 - 14 dpa 2009 - 20 dpa 2010 - 20 dpa
"Bomi" 6.79 + 1,50 ° 8,10 + 0,67 * 8,41 + 0,33
Risg 16 4,94 + 0,61 ° 8,59 + 1,91 7,22 + 0,53
Risg 13 5,55 + 0,45 2 6,45 + 1,27 5,67 £ 0,84 °*

4.1.9 Proteinextraktion - Reinheit der Fraktionen und N-
Wiederfindung

Die wichtigsten Parameter, welche die Giite des Protokolls zur sequenziellen
Fraktionierung des Endosperms hinsichtlich der Proteinfraktionen beschreiben,

sind in Tab. 13 und Tab. 14 zusammengefasst.

Es ist zu erkennen, dass die Reinheit der HOR-Fraktionen mit Werten von 53,5
bis 98,6 % uber alle Varianten hinweg am hoéchsten war, wahrend die AG-
Fraktion relativ zur Trockenmasse am wenigsten Protein enthielt (30,2 -
13,4 %). Die Gluteline (23,5 - 45,7 %) wiesen ebenfalls relativ starke Verun-
reinigungen durch Nicht-Protein-Substanzen auf. Weiterhin fallt auf, dass 2009
die Reinheit der AG- und GLU-Fraktion tendenziell und in einigen Fallen auch
signifikant von 14 zu 20 dpa abnahm, wahrend jene der HOR-Fraktion dazu
tendierte, anzusteigen. Bei dem Vergleich der Versuchsjahre sticht die sehr
geringe Verunreinigung der Hordeine bei "Bomi’ und Risg 16 2010 hervor,

jedoch trat bei Risg 13 ein entgegengesetzter Effekt auf.

Die Daten in Tab. 14 zeigen, dass im Mittel 50 - 63 % des im Endosperm ent-
haltenen Stickstoffs in der Summe der drei Proteinfraktionen wiedergefunden
wurde. Im ersten Hauptversuch bestand der Trend zu einer héheren Wieder-
findungsrate zu 20 dpa gegeniiber 14 dpa. Im Fall von "Bomi~ war dieser Un-
terschied signifikant. Bei dem Vergleich der Versuchsjahre (20 dpa) war flr
"Bomi’ und Risg 16 eine deutlich niedrigere N-Wiederfindung 2010 zu ver-

zeichnen und tendenziell traf dies auch bei Risg 13 zu. Dabei ist zu beachten,
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dass die Einwaagen 2010 im Mittel aller Genotypen um 106 mg niedriger wa-
ren. Der Korrelationskoeffizient (r nach Pearson) der Parameter "Einwaage fir
die Proteinextraktion™ und "N-Wiederfindungsrate™ betragt fiir die Gesamtheit
der Daten 2009 (alle Genotypen und Probenahmetermine) 0,735 und ist auf
dem Niveau von 0,01 signifikant. Dies bedeutet, dass ein linearer Zusammen-
hang zwischen beiden Parametern besteht bzw., dass die N-
Wiederfindungsrate mit der H6he der Einwaage linear ansteigt. Die Regressi-
onsgerade flur diesen Zusammenhang wird durch die Funktion
y = 0,071x + 42,584 beschrieben (nicht dargestellt). Das Bestimmtheitsmaf
(korrigiertes r?) dieses Modells liegt bei 0,514, was bedeutet, dass noch ande-
re Faktoren neben der Extraktionseinwaage zur Variabilitat der N-
Wiederfindung beitragen. Eine Wiederfindungsrate von 80 % wirde unter Zu-
hilfenahme dieses Modells eine Einwaage von 527 mg erfordern. Dieser Wert
ist mit den 10 mittleren Endospermen eines Haupttriebes weder flir 14 dpa
noch 20 dpa erreichbar. Eine vollstandige Wiederfindung des im Endosperm
enthaltenen Stickstoffs ist mit dem verwendeten Protokoll in keinem Fall még-

lich, da NPN-Verbindungen wie etwa freie Aminosauren nicht erfasst werden.

Tab. 13: Reinheit der Proteinfraktionen in Prozent Protein (N-Menge * 6,83)
von der Trockenmasse der Fraktionen Albumine/Globuline, Hordeine und Glu-
teline fir die Versuchsjahre 2009 (14, 20 dpa) und 2010 (20 dpa). (Homoge-
ne Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich einzelner Fraktionen 2009 zu 14
und 20 dpa, GroBbuchstaben - Vergleich Versuchsjahre zu 20 dpa)

Jahr | dpa Reinheit der Proteinfraktion [% Protein pro TM Fraktion]

"Bomi”’ Risg 16 Risg 13

AG | HOR | GLU AG | HOR | GLU | AG HOR | GLU

30,2 | 53,5 | 29,8 | 25,6 | 64,7 | 23,5 | 26,2 | 69,7 | 45,7
14 + + + + + + + + +

1,1 | 6,1* | 6,2° | 2,0* | 4,0° | 1,1* | 3,5° | 12,0°| 3,2°
2009

14,4 | 68,0 | 29,5 | 13,4 | 85,0 | 25,0 | 16,6 | 86,7 | 29,9
20 + + + + + + + + +
1,1°4 | 3,524 | 5,0%* | 1,1°% | 1,4°" | 1,9°* | 2,0°* | 3,5%* | 5,0°"

25,9 | 98,6 | 33,7 | 15,8 | 94,8 | 40,5 | 16,7 | 66,6 | 28,3
2010 | 20 + + + + + + + + +
4,0® | 0,6° | 43* | 1,1~ | 1,08 | 2,22 | 0,9 | 1,9 | 1,8*
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Tab. 14: N-Wiederfindung in der Summe der extrahierten Fraktionen pro En-
dosperm gegeniber der N-Menge pro Endosperm (100 %) fur die Versuchs-
jahre 2009 (14, 20 dpa) und 2010 (20 dpa). (Homogene Gruppen: Kleinbuch-
staben - Vergleich der Probenahmetermine 14 und 20 dpa in 2009 je
Genotyp, GroBbuchstaben - Vergleich der Versuchsjahre zu 20 dpa)

Jahr dpa N-Wiederfindung [%]
"Bomi” Risg 16 Risg 13
14 50,1 +2,5° 52,8 +3,6° 54,4 +£0,6°
2009
20 62,6 +1,1° | 61,5+0,6% | 60,6 £2,7%"
2010 20 56,1 +1,4® | 52,9+2,5% | 522+49"

4.1.10 Einfluss der *C-/*>N-Doppelmarkierung

Fir die Untersuchung der Frage, welchen Einfluss die in vivo *3C- und *N-
Doppelmarkierung auf den Haupttrieb der Pflanze hat, wurden 2009 markierte
und unmarkierte Pflanzen zum Zeitpunkt 8 dpa verglichen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Markierung sich nicht auf die Trockenmassen, sowie die C-
und N-Massenanteile in den Blattern, Sprossachsen und Endospermen der
Genotypen ‘Bomi’, Risg 16 und Risg 13 auswirkt (nicht dargestellt). Die ein-
zige Ausnahme stellte die Sprossachse von "Bomi" dar, welche bei der un-
markierten Variante deutlich niedriger ausfiel (- 0,4 mg). Ebenso wurden in
keinem Fall hinsichtlich der C- und N-Mengen [mg] Unterschiede festgestellt.
Die Uberschiisse und Massenanteile der stabilen Isotope waren hingegen bei
markierten Pflanzen aller Genotypen in jedem Organ signifikant erhéht, was
den Erfolg der Behandlung zeigt. Durch Probenausfille im Zuge der *C-
Bestimmung fehlen jedoch die Werte der unmarkierten Pflanzen fir die
Sprossachse, so dass in diesem Fall keine Aussage getroffen werden kann.
Der mittlere *3C- und '*N-Uberschuss (Atom-%) in den Organen markierter
und unmarkierter Pflanzen aus dem Versuchsjahr 2009 ist in Tab. 15 darge-
stellt.
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Tab. 15: 3C- und '°N Anreicherung (+SE) in Sprossachse, Blattern und En-
dosperm (Haupttrieb, 2009) markierter bzw. unmarkierter Pflanzen der Geno-
typen "Bomi’, Risg 16 sowie Risg 13. Die Unterschiede zwischen markierter
und unmarkierter Variante pro Organ eines Genotyps sind in allen untersuch-

ten Fallen signifikant (t-Test nach Student; a = 0,05)

Genotyp | Organ Behandlung | !*C-Uberschuss 15N-Uberschuss
[Atom-%] [Atom-%]
Sprossachse um k. A. 0,036 + 0,003
m 0,011 + 0,000 0,529 + 0,078
Blatter um 0,004 + 0,002 0,019 £+ 0,003
"Bomi”
m 0,013 £ 0,000 0,218 £ 0,018
Endosperme um 0,016 £ 0,002 0,042 £ 0,005
m 0,052 + 0,005 3,169 + 0,258
Sprossachse um k. A. 0,026 = 0,003
m 0,011+ 0,001 0,464 + 0,051
Blatter um 0,006 = 0,001 0,032 + 0,004
Risg 16
m 0,013 + 0,001 0,240 + 0,020
Endosperme um 0,014 + 0,000 0,031 + 0,004
m 0,042 + 0,005 2,648 + 0,264
Sprossachse um k. A. 0,034 £+ 0,003
m 0,010 + 0,001 0,530 + 0,050
Blatter um 0,008 + 0,001 0,032 + 0,001
Risg 13
m 0,015 + 0,001 0,236 +£ 0,012
Endosperme um 0,014 £ 0,000 0,034 £ 0,003
m 0,052 + 0,007 2,982 + 0,136
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4.2 Untersuchungen an den Bestockungstrieben

In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus der Untersuchungen auf dem Haupt-
trieb, welcher als reprasentativ fiir die Gesamtpflanze angenommen wurde.
Die Bestockungstriebe wurden ebenfalls in die Bestandteile Sprossachse, Blat-
ter, Fahnenblatt und Ahre separiert und anschlieBend erfolgte die Bestimmung
der Trockenmasse. Dies ermdglicht es zu priifen, ob deren Entwicklung vom

Haupttrieb abweicht.

Wie aus den Werten aus Tab. 16 ersichtlich, war in allen untersuchten Fallen
eine deutlich héhere Bestockung zu beobachten, als sie unter Feldbedingun-
gen bei Gerste auftritt. In diesem Zusammenhang konnte eine abweichende
Entwicklungsdynamik beobachtet werden. Dies auBerte sich darin, dass die
Pflanzen nicht zuerst bestockten und dann zum Schossen (bergingen, son-
dern die Bestockung auch nach dem Einsetzen des Schossens bis zur Anthese
andauerte. Dabei ist zu beachten, dass die Umweltbedingungen im Gewachs-
haus von jenen im Feld abweichen und mit Solitarpflanzen gearbeitet wurde.
Der Vergleich der Genotypen offenbarte in beiden Versuchsjahren keine Un-
terschiede bezliglich der mittleren Anzahl an Bestockungstrieben (Tab. 16).
Hierbei ist anzumerken, dass flir "‘Bomi’ 2010 aufgrund eines Fehlers bei der
Koordination der Probenaufarbeitung nur ein Wert vorhanden ist. Ebenso
konnten im ersten Hauptversuch keine Abweichungen zwischen den Probe-
nahmeterminen registriert werden, womit davon ausgegangen werden kann,
dass mindestens ab 8 dpa keine zusatzlichen Bestockungstriebe mehr gebildet
wurden (nicht dargestellt). Die Gegeniiberstellung der Versuchsjahre zeigt
jedoch 2010 eine deutlich starkere Bestockung, auch wenn dies im Fall von

"Bomi’ nicht statistisch auszuwerten ist.
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Tab. 16: Mittlere Anzahl an Bestockungstrieben pro Pflanze aus den Versu-
chen 2009 (8, 14, 20 dpa) und 2010 (20 dpa) fur die Genotypen 'Bomi", Risg
16 und Risg 13. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Geno-
typen je Probenahmetermin eines Versuchsjahres, GroBbuchstaben - Ver-
gleich der Versuchsjahre zu 20 dpa je Genotyp; *n < 3)

Genotyp Anzahl Bestockungstriebe Pro Pflanze
2009 2010
8 dpa 14 dpa 20 dpa 20 dpa
"Bomi” 23 x0° 24 £ 2° 25+ 2° 34 *
Risg 16 23 +£2° 25+ 1° 25 £ 124 31 +£1°°8
Risg 13 25+1° 26 £1° 23 £1°4 32 +£1°8

Die Trockenmassen der Sprossachsen der Bestockungstriebe von Pflanzen aus
dem ersten Hauptversuch (Tab. 17) stiegen im Zeitraum von 8 zu 20 dpa.
Dies war mit Ausnahme von Risg 13 am Haupttrieb nicht zu beobachten. Ein
Einfluss des Probenahmetermins beziiglich der Blatttrockenmasse konnte hin-
gegen weder am Haupt-, noch den Bestockungstrieben festgestellt werden
(vgl. Abb. 8) was fir die Reprasentativitat des Haupttriebes flir die Gesamt-
pflanze spricht. Weiterhin war ein stetiger Anstieg der Trockenmasse der re-
produktiven Organe von 8 liber 14 zu 20 dpa sowohl bei den Haupt-, als auch
den Bestockungstrieben zu verzeichnen, obgleich der Zuwachsfaktor bei ers-
terem deutlich héher ausfiel (vgl. Abb. 48 und Abb. 27). In diesem Zusam-
menhang ist zu beachten, dass die Anthese der Bestockungstriebe meist zeit-
lich verzégert gegenliber dem Haupttrieb einsetzt. Betrachtet man die Summe
der Trockenmassen aller Organe der Bestockungstriebe, so erkennt man zum
einen, dass ein Einfluss des Probenahmetermins bei allen Genotypen zwischen
14 dpa und 20 dpa vorhanden war, welcher vor allem durch den Zuwachs an
den Ahren begriindet sein diirfte. Zum anderen wird deutlich, dass auf dieser
Ebene nur zwischen den beiden Mutanten zu 14 und 20 dpa ein deutlicher
Unterschied zu verzeichnen war, wobei die Gesamt-Trockenmasse bei Risg 13
geringer ausfiel. Ergdnzend ist anzumerken, dass die Trockenmassen der Blat-
ter und Fahnenblatter 2009 in allen Fallen die gleiche Dynamik hinsichtlich der

Trockenmassebildung zeigten.
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Tab. 17: Mittlere Trockenmassen (£ SE) der Organe der Bestockungstriebe
von Pflanzen der Genotypen "Bomi’, Risg 16 und Risg 13 aus 2009 fir die
Zeitpunkte 8, 14 und 20 dpa. (Homogene Gruppen: GroBbuchstaben - Ver-
gleich Genotypen je Organ zu einem Probenahmetermin, Kleinbuchstaben -
Vergleich der Probenahmetermine je Organ eines Genotyps)

Organ Genotyp Trockenmasse in [g]
8 dpa 14 dpa 20 dpa
Sprossachsen | "Bomi’ 8,0+ 0,5 11,0+ 0,4" | 11,5+0,6"
Risg 16 6,9 £ 0,4 " 11,1 +0,8° | 13,1+ 1,1
Risg 13 7,2+02" 9,4+ 0,6 12,3+0,3%
Blatter "Bomi’ 16,8 £ 0,2 18,4 +0,5* | 18,3+0,7
Risg 16 16,4 £ 0,7 ** 18,7+ 0,5°* | 17,7+ 0,4%
Risg 13 17,5+ 0,6 16,8 +1,1* | 15,0+ 0,5
Fahnenblatter | "Bomi’ 2,0+0,1° 2,2+0,1° 2,0+0,1°
Risg 16 2,1+0,1° 2,4+0,2%" 2,3+0,1%
Risg 13 1,9+ 0,0 2,0+0,2" 1,6 £0,2°®
Ahren "Bomi’ 4,0+0,3 8,7 £ 0,4 °A 11,6 £ 0,7
Risg 16 3,6 +0,5 8,7 +£0,4 ™ 11,6 £ 0,8 4
Risg 13 4,1 £0,4 7,3+ 1,0 9,7 +0,8 "™
Summe aller | "Bomi’ 30,7+ 0,8 | 33,8+0,7%® | 43,3+1,1®
Organe
Risg 16 29,1 +1,4° 34,6 £ 1,2 | 44,7 £ 2,0
Risg 13 30,8 £ 0,9 30,3+1,3%® | 38,6 +1,1"8
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Abb. 48: Trockenmassen der Ahren (+ SE) aller Bestockungstriebe von Pflan-
zen der Genotypen 'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 aus dem ersten Hauptver-
such 2009. (Homogene Gruppen: Kleinbuchstaben - Vergleich der Probenah-
metermine eines Genotyps, GroBbuchstaben - Vergleich der Genotypen fir
einen Probenahmetermin)

Beim Vergleich der Versuchsjahre 2009 und 2010 fir den Zeitpunkt 20 dpa
(Tab. 18) zeigen sich fir die Trockenmasse der Sprossachse weder signifikan-
te Unterschiede hinsichtlich des Genotyps noch des Probenahmetermins. Flr
die Blatter der Bestockungstriebe fiel diese hingegen 2010 sowohl beim Wild-
typ als auch den Mutanten hdéher aus. Im Gegensatz dazu wurde bei den
Haupttrieben eine Tendenz zu geringeren Trockenmassen bei Sprossachsen
und Blattern beobachtet (Abb. 9). In diesem Zusammenhang sei auf die héhe-
re Anzahl an Bestockungstrieben 2010 verwiesen, welche die héhere Blatttro-
ckenmasse erklart und gleichzeitig zu einer Verringerung der Einzeltriebtro-
ckenmasse geflihrt haben kann, da das Nahrstoffangebot nicht erhéht war.
Wie aus Tab. 18 ersichtlich, war die Trockenmasse der Ahren 2010 gegeniiber
2009 bei alle Genotypen erniedrigt, doch betrachtet man die Summe aller
Organe, so wurden im zweiten Jahr tendenziell, und im Fall von Risg 13 deut-
lich hohere Werte erreicht. Der Unterschied zwischen den Mutanten in 2009
zu 20 dpa wurde 2010 nicht mehr festgestellt. Eine solche Angleichung wurde
auch fur die Haupttriebe beobachtet (z. B. Abb. 9 und Abb. 11).
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Tab. 18: Mittlere Trockenmassen (£ SE) der Organe der Bestockungstriebe
von Pflanzen der Genotypen "'Bomi’, Risg 16 und Risg 13 aus den Versuchs-
jahren 2009 und 2010 zum Zeitpunkt 20 dpa. (Homogene Gruppen: Grof3-
buchstaben - Vergleich der Versuchsjahre je Organ eines Genotyps, Klein-

buchstaben - Vergleich der Genotypen je Organ und Versuchsjahr)

Organ Genotyp Trockenmasse [g]
2009 2010
Sprossachsen "Bomi’ 11,5+ 0,6 @A 12,0 £ 0,6 2*
Risg 16 13,1 £ 1,137 13,1 £ 0,63
Risg 13 12,3 + 0,324 12,5+ 0,5 2A
Blatter "Bomi" 18,3 £ 0,7 2" 24,3+0,5°8
Risg 16 17,7 £ 0,4 2~ 22,9+0,5°%8
Risg 13 15,0 £ 0,5 °* 23,3+ 0,5°°
Fahnenblatter "Bomi’ 2,0+0,1°% 2,6 +0,1°°
Risg 16 2,3+0,1°% 3,0+0,1°®
Risg 13 1,6 £0,2°4 2,7+0,1°8
Ahren "Bomi’ 11,6 £ 0,7 24 7,8+ 0,4°°
Risg 16 11,6 + 0,8 2" 8,0+0,3°°
Risg 13 9,7+0,8°2" 8,7 +0,3°2"
Summe aller | "Bomi’ 43,3 +£1,1%4 46,7 £ 1,427
Organe
Risg 16 44,7 £ 2,037 47,0 £ 0,6 27
Risg 13 38,6 £1,1°% 47,2 +0,8°°"
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5 Diskussion
5.1 Trockenmasse
Vegetative Organe

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zum einen die Untersuchung des zeitli-
chen Verlaufs der Kohlenstoff- und Stickstoffverlagerungen im Haupttrieb von
Gerstenpflanzen im frihen Zeitraum nach der Anthese. Zum anderen sollte
die Auswirkung der gestorten Starkesynthese im Endosperm bei den verwen-

deten Mutanten auf diese Prozesse im Vergleich zum Wildtyp geklart werden.

Der Parameter Trockenmasse integriert alle stofflichen Bestandteile der Bio-
masse und ist daher geeignet, sich einen ersten Uberblick zu verschaffen.
Weiterhin ist es mdglich, dass im Rahmen der Erzeugung der bekannten Muta-
tionen bei Risg 13 und Risg 16 durch den schnellen Neutronenbeschuss bzw.
die chemische Behandlung weitere Veranderungen des Erbgutes verursacht
wurden, die sich phanotypisch in der Entwicklung der Pflanze bemerkbar ma-

chen. Hierzu wurden in der Literatur keine Angaben gefunden.

Die Trockenmasse der vegetativen Organe des Haupttriebes sowie der Besto-
ckungstriebe wurde nicht durch den Priffaktor Genotyp beeinflusst. Eine Aus-
nahme bilden die Blatter der Bestockungstriebe von Risg 13 zu 20 dpa im ers-
ten Hauptversuch, welche eine niedrigere Trockenmasse als jene von Risg 16
und ‘Bomi’ aufwiesen. Dieser Unterschied existierte jedoch 2010 nicht und
ist daher sehr wahrscheinlich nicht durch genetische Faktoren, sondern durch
die Umweltbedingungen verursacht. Fir die Anzahl an Bestockungstrieben
lieBen sich ebenfalls keine genotypischen Besonderheiten verzeichnen. Somit
bestanden keine deutlichen Abweichungen der Mutanten vom Wildtyp bezig-

lich des Phanotyps der vegetativen Organe.

Im ersten Hauptversuch (2009) erfolgte die Beprobung der Pflanzen zu den
Terminen 8, 14 und 20 Tage nach Anthese. Fir die Blatttrockenmasse der
Haupttriebe zeigte sich keine Wirkung des Priffaktors Probenahmetermin.
Gleiches gilt flr die Sprossachsen, mit Ausnahme der Mutante Risg 13. Bei
dieser war eine deutliche Zunahme von 8 zu 20 dpa zu verzeichnen und zu 20

dpa bestand der Trend zu einem hoheren Mittelwert gegentiber "Bomi” und
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Ris@ 16. Auch 2010 wurde bei Risg 13 zu 20 dpa der tendenziell hdchste Wert
festgestellt. Somit handelte es sich sehr wahrscheinlich nicht um ein tempora-
res Phanomen. Da jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zu
den anderen Genotypen bestanden, sind weitere Untersuchungen notwendig,
um eine klare Aussage zu treffen, ob sich Risg 13 vom Wildtyp hinsichtlich der
Entwicklung nach der Sprossachse nach der Anthese unterscheidet. Zusam-
menfassend ist festzuhalten, dass anhand der Trockenmasse keine Aussagen
zu treffen sind, inwiefern in den vegetativen Organen gespeicherter Kohlen

und/oder Stickstoff ins Endosperm verlagert wurde.

Der Vergleich der Versuchsjahre hinsichtlich der Trockenmasse der vegetati-
ven Organe des Haupttriebes zeigt, dass die Ergebnisse reproduziert werden
konnten. Es wurde in beiden Versuchen zu 20 dpa kein Einfluss des Genotyps
festgestellt. Im zweiten Hauptversuch bestand die Tendenz zu etwas geringe-
ren Trockenmassen. Eine madgliche Ursache ist die etwas verkiirzte Photo
periode 2010, welche durch den Versatz des Zeitraums der kinstlichen Be-
leuchtung um eine Stunde verursacht wurde (siehe Tab. 2). Wahrscheinlich
handelt es sich jedoch um ein Ergebnis der Summe aller Umweltbedingungen,
welche in einem Gewdachshausversuch nicht vollstandig regelbar sind. Die Tro-
ckenmasse der Sprossachsen von den Bestockungstrieben unterschied sich
ebenfalls nicht zwischen den Versuchsjahren, die der Blatter fielen 2010 je-
doch héher aus. Dies ist, zumindest teilweise, durch starkere Bestockung im

zweiten Hauptversuch erklarbar.
Endosperm

Die Untersuchung der Trockenmassen der Endosperme zeigt, dass diese im
untersuchten Zeitraum von 8 Uber 14 zu 20 Tagen nach Anthese bei "'Bomi’,
Risg 16 und Risg 13 linear zunahm. Zwischen den Genotypen entwickelten
sich dabei ab 14 dpa zunehmend Unterschiede, wahrend diese zu 8 dpa noch
nicht vorhanden waren. Betrachtet Uber alle Termine wurde festgestellt, dass
sich "Bomi’ mit hoheren Trockenmassen von den Mutanten abhob, wahrend
letztere kaum voneinander abwichen. Die Frischmassen der Endosperme stie-
gen im untersuchten Zeitraum in geringerem MaBe als die Trockenmasse an,

zeigten jedoch keinen deutlichen Einfluss des Faktors Genotyp. Der Wasserge-
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halt verhielt sich folglich gegenlaufig zur Trockenmasse. Die Schlussfolgerung
hieraus ist, dass die Korner der drei Genotypen dieselbe Sink-Kapazitat besa-
Ben, "Bomi’ allerdings besser in der Lage war, Kohlen- und/oder Stickstoff
einzulagern. Generell lassen die Werte der Trockenmasse zu 8 und 20 dpa
sowie der starke Anstieg in der Zwischenzeit darauf schlieBen, dass der Unter-
suchungszeitraum einen GroBteil der linearen Kornfillungsphase widerspie-
gelt. In Gegenuberstellung mit der Konstanz der Trockenmasse der vegetati-
ven Organe ergibt sich, dass die im Endosperm eingelagerten Stoffe aus der
aktuellen Assimilation stammen mussen. Ist dies nicht der Fall und es erfolgte
eine Remobilisierung von Substanzen mit anschlieBender Verlagerung ins En-
dosperm, so wurden diese in der Trockenmassebilanz vollsténdig durch neue

Assimilate ersetzt.

Die Trockenmassen reifer Kérner der Mutanten Risg 16 und Risg 13 betragen
laut Literatur 72 % bzw. 74 % vom Wildtyp [31, 32]. In der vorliegenden Ar-
beit wurden zum Zeitpunkt 20 dpa mittlere Trockenmassen der Endosperme in
Hohe von 82,9 % bei Risg 16 und 84,2 % fiir Risg 13 in Relation zu "Bomi’
ermittelt (2009 und 2010). Dies deutet darauf hin, dass die beschriebenen
Verhaltnisse bestatigt werden kénnen, obgleich ein direkter Vergleich der Wer-
te nicht mdglich ist. Demgegeniber stehen jedoch die Trockenmassen, die flr
die Inhaltstoffanalyse im reifen Korn bestimmt wurden (Tab. 10). Diese betru-
gen 100 % und 64 % von "'Bomi’ bei Risg 16 bzw. Risg 13. Dieses Ergebnis
fir Risg 16 steht im Gegensatz zu den Literaturangaben. Sofern kein Ver-
suchsfehler vorliegt, bedeutet dies, dass die Mutante in der Lage war, im Zeit-
raum zwischen 20 dpa und der Reife in starkerem MaBe als 'Bomi’ Stoffe im
Korn einzulagern bzw. die Kornfillung in gleichem AusmaB erfolgte, jedoch
mit einem zeitlich verzégerten Verlauf. Weiterhin ist der Ausfall der zytosoli-
schen AGPase hinsichtlich der Trockenmasse vollstandig kompensiert worden.
Mdgliche Mechanismen hierflr sind eine erhdhte Aktivitdt der plastiddaren AG-

Pase und Stoffeinlagerung in andere Fraktionen wie Lipide und Proteine.
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5.2 Gesamt-C
Vegetative Organe

Die Gesamt-Kohlenstoffmenge ist ein Parameter, welcher eng mit der Tro-
ckenmasse verbunden ist, da Kohlenstoff das dominante Element der Biomas-
se ist. ErwartungsgemaB zeigen die Ergebnisse dieser Analysen eine hohe
Analogie zu jenen der Trockenmasse. Flr die vegetativen Organe der Haupt-
triebe des ersten Hauptversuches wurden keinerlei Unterschiede zwischen den
Genotypen festgestellt und bezliglich der Auswirkung des Faktors Probenah-
metermin konnte wiederum nur fiir die Sprossachse von Risg 13 ein deutlicher
Zuwachs von 8 zu 20 dpa verzeichnet werden. Wie aus Abb. 10 ersichtlich
lagen die Werte der Blatter von "Bomi’ zu 14 dpa tendenziell unter allen an-
deren Blattwerten. Im Abgleich mit den Trockenmassewerten flr diese Proben
ist jedoch mit groBer Sicherheit davon auszugehen, dass es sich um einen
Analysefehler handelt. Dieser Fehler setzt sich entsprechend der Berech-
nungsformeln in den Werten der Kohlenstoffmassenanteile und den 3C-
Parametern fort und wird daher nachfolgend nicht erneut diskutiert. Eine
Auswirkung des verminderten Vermdgens von Risg 16 zur Synthese transitori-
scher Starke in den Blattern [80] auf die Kohlenstoffmenge in den vegetativen
Organen wurde bei dem Vergleich mit den anderen untersuchten Genotypen
nicht festgestellt. In vorangegangenen Studien an Soja [82], Mais [83] und
Weizen [84] wurde der Beitrag des vor Anthese akkumulierten Kohlenstoffs
zur Kornfillung mit 4 %, 10 % und 29 % bestimmt. Fir Gerste betrug der
Anteil des vor Anthese assimilierten Kohlenstoffs 74 %, jedoch waren die
Pflanzen nach der Anthese Trockenstress ausgesetzt [85]. In der vorliegenden
Arbeit wurde am Haupttrieb kein Rlickgang der C-Mengen im untersuchten
Zeitraum nach der Anthese festgestellt und somit auch keine Remobilisierung
von Kohlenstoff. Dies bedeutet jedoch nicht, dass es keinen Beitrag remobili-
sierten Kohlenstoffs zur Kornflillung gab, da durch aktuelle Assimilate ersetz-
ter Kohlenstoff nicht "sichtbar" ist und auch der Beitrag der Wurzel sowie Be-
stockungstriebe nicht untersucht wurden. Der Beitrag der Wurzeln ist nach
Literaturangaben jedoch als sehr gering einzuschatzen [84, 86]. Mdglicher-
weise steigt die Bedeutung remobilisierter Assimilate erst nach 20 dpa mit

fortschreitender Seneszenz der vegetativen Organe. Bestatigungen fiir diese
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Annahme finden sich in der Literatur [124, 112, 121] und werden in Kapitel
5.9 eingehender diskutiert.

Die Kohlenstoffmassenanteile an der Trockenmasse der vegetativen Organe
von Pflanzen aus dem ersten Hauptversuch zeigten entsprechend den zuvor
beschriebenen Verhaltnissen in allen Féllen keine Abweichungen zwischen den
einzelnen Beprobungsterminen. Auch ein Einfluss des Faktors Genotyp konnte
fir kein Organ und zu keinem Probenahmetermin festgestellt werden. Sowohl
beim Wildtyp, als auch den Mutanten lag der C-Massenanteil in den Blattern
etwa 3 % niedriger als in den Sprossachsen des Haupttriebes. Dies ist durch
die héhere Protein- bzw. Stickstoffmenge in den Blattern zu erklaren, welche
durch den hierin lokalisierten Photosyntheseapparat verursacht wird, insbe-
sondere das Enzym Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase, dessen Anteil am

Blattprotein mehr als 50 % betragen kann [81].

Der Vergleich der Kohlenstoffmengen in den Sprossachsen aus dem ersten
und zweiten Hauptversuch flr den Termin 20 dpa zeigt, dass diese 2010 wie
auch die Trockenmasse geringer ausfielen. Wahrend 2009 keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Genotypen feststellbar waren, lag der Wert flr
Risg 13 im Wiederholungsversuch deutlich Gber dem von "Bomi’, wahrend
sich Risg 16 von keinem der beiden anderen Genotypen unterschied
(Abb. 11). Dies ist sehr wahrscheinlich auf den héheren Stichprobenumfang
(n = 7) im Wiederholungsversuch zurlckzuflihren. In der Tendenz, d. h. der
hochste Wert bei Risg 13 und geringe Unterschiede zwischen "Bomi’ und
Risg 16, gleichen sich die Ergebnisse beider Jahre. Dies belegt die Annahme,
dass Risg 13 hinsichtlich der Wachstumsdynamik der Sprossachse nach der
Anthese von den beiden anderen Genotypen abweicht. Die Kohlenstoffmengen
in den Blattern unterscheiden sich in beiden Jahren kaum, obgleich ein direk-
ter Vergleich nicht mdéglich ist. Wie schon im ersten Hauptversuch wurden
2010 keine Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt. Insgesamt
bestatigen die Gesamt-Kohlenstoffmengen erneut, dass die Ergebnisse am
Haupttrieb trotz nicht vdllig identischer Umweltbedingungen reproduzierbar

sind.

Hinsichtlich der Kohlenstoffmassenanteile an der Trockenmasse der Spross-

achsen der Haupttriebe zeigten sich Unterschiede zwischen den Versuchsjah-
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ren 2009 und 2010. Generell wurde eine Tendenz zu héheren Massenanteilen
im zweiten Hauptversuch festgestellt, wobei die Zunahme bei Risg 13 signifi-
kant ausfiel (Abb. 13). Dies ist teilweise durch eine Verringerung des C/N-
Verhaltnisses zu erklaren (vgl. Abb. 21). Als weitere Ursachen kommen ein
verringerter Anteil an Mineralstoffen und eventuell ein Versuchsfehler durch
einen niedrigeren Restwassergehalt in den Sprossachsen aus dem Wiederho-
lungsversuch 2010 in Frage. Obgleich Unterschiede in der Hoéhe der C-
Massenanteile in den Sprossachsen aus dem ersten und zweiten Hauptversuch
auftraten, wurden die Ergebnisse aus 2009 dahingehend bestatigt, dass in
beiden Jahren kein signifikanter Einfluss des Priiffaktors Genotyp existierte.
Gleiches gilt fir die C-Massenanteile in den Blattern. Bei diesen glichen sich
zudem die Werte aus beiden Versuchsjahren, unter der Annahme, dass die C-
Massenanteile in den Fahnenblattern nicht von jenen in den Ubrigen Blattern

des Haupttriebes abwichen.
5.3 3C - Vier Tage vor Probenahme assimilierter Kohlenstoff

Durch die '3C-Pulsmarkierung wird eine Anreicherung des Kohlenstoffs im
Blatt erreicht. Durch die vier Tage spater erfolgte Probenahme und die Mes-
sung der Anreicherung in den verschiedenen Organen kann nachvollzogen
werden, in welchem AusmaB dieser aktuell assimilierte Kohlenstoff im Blatt
verblieb oder in andere Organe, d. h. die Sprossachse und Endosperme verla-
gert wurde. Das Ziel ist vor allem, Informationen Uber den Beitrag der aktuel-

len Assimilation zur Flllung des Endosperms zu erhalten.
Vegetative Organe

Der 3C-Uberschuss (ug) in den vegetativen Organen des Haupttriebes aus
dem ersten Hauptversuch (Abb. 14) zeigte zahlreiche Ubereinstimmungen mit
den Gesamt-Kohlenstoffmengen. Ein Einfluss des Priffaktors Genotyp konnte
auch fir die Verteilung des aktuell assimilierten Kohlenstoffs zu keinem Ter-
min festgestellt werden. Der Faktor Probenahmetermin hatte 2009 keinen
Effekt auf den !3C-Uberschuss in den Blattern, wobei diese Aussage fiir
Risg 13 aufgrund fehlender Werte durch Probenausfdlle eine Vermutung dar-
stellt. Fir die Sprossachse zeigte sich jedoch bei allen drei Genotypen eine

starke Tendenz zu steigenden Werten zwischen 8 und 14 dpa und minimalen
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Veranderungen zwischen 14 und 20 dpa. Im Fall von "Bomi’ ist der Unter-
schied zwischen 8 und 20 dpa signifikant. Eine Erklarungsmadglichkeit ist, dass
die *C-Assimilation zu 8 dpa geringer ausfiel. Die 3C-Werte der Blatter geben
jedoch keinen Hinweis darauf. Daher ist es wahrscheinlich, dass zu 8 dpa
mehr 3C in die Wurzeln und/oder Bestockungstriebe exportiert wurde, wéh-
rend zu 14 dpa und 20 dpa eine starkere Einlagerung in die Sprossachse des
Haupttriebes erfolgte. Alternativ ist es mdglich, dass mit zunehmender Sink-
Stérke des Haupttriebes im Zuge der Kornfiillung der Import von *3C aus den
Bestockungstrieben anstieg. Mdégliche Interaktionen von Haupt- und Besto-

ckungstrieben werden in Kapitel 5.9 diskutiert.

Fur die '3C-Massenanteile ergibt sich ein &hnliches Bild wie zuvor. Auch hier
wurden keine genotypischen Unterschiede festgestellt, was bedeutet, dass
Mutanten und Wildtyp sich beziglich der Verteilung des aktuell assimilierten
Kohlenstoffs in den vegetativen Organen, im Zeitraum nach der Anthese nicht
unterschieden. Da der Anstieg des *C-Uberschusses in den Sprossachsen zwi-
schen 8 und 14 dpa starker ausfiel als jener der Gesamt-Kohlenstoffmenge,
stieg auch der 3*C-Massenanteil an der Trockenmasse in diesem Zeitraum ten-
denziell an. Zwischen 14 und 20 dpa stieg oder fiel der Massenanteil im Trend
etwas, je nach dem Verhaltnis der zuvor genannten GréBen. Ein signifikanter
Unterschied wurde jedoch nur fur Risg 16 zwischen den Terminen 8 und 14
dpa festgestellt. Fiir die *C-Massenanteile in den Blattern bestand in keinem

Fall ein Einfluss des Faktors Probenahmetermin.

Der Vergleich der Versuchjahre hinsichtlich der *C-Uberschusswerte in den
Sprossachsen der Haupttriebe zeigt, dass diese wie auch die C-Mengen 2010
gegeniiber 2009 geringer ausfielen (Abb. 11, Abb. 15). Dies erklart sich durch
die Berechnungsformel (Gl. 3.12), in welche die Gesamt-Kohlenstoffmenge
eingeht. Sowohl im ersten, als auch im zweiten Hauptversuch wurde zu 20
dpa kein Einfluss des Faktors Genotyp nachgewiesen. Wahrend die Gesamt-
Kohlenstoffmenge 2010 zu diesem Termin bei Risg 13 signifikant héher als bei
"Bomi’ ausfiel, wurde hinsichtlich der Einlagerung des vier Tage vor Probe-
nahme assimilierten Kohlenstoffs kein solcher Unterschied festgestellt. Dies
kann zum einen bedeuten, dass die vermutete starkere Stoffeinlagerung in

die Sprossachse bei Risg 13 nach der Anthese zwischen 16 und 20 dpa nicht
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mehr auftritt und sich die Genotypen zu 20 dpa dahingehend nicht mehr un-
terscheiden. Die Unterschiede beziiglich des Gesamt-C reflektieren dement-
sprechend zum gréBten Teil die Summe der vor 16 dpa stattgefundenen Pro-
zesse. Eine weitere Erklarungsmadglichkeit besteht darin, dass der
eingelagerte Kohlenstoff in starkerem MaBe aus den Bestockungstrieben re-

mobilisiert wurde.

Fir den '3C-Massenanteil an der Trockenmasse der vegetativen Organe wurde
in beiden Versuchsjahren kein Einfluss des Priffaktors Genotyp festgestellt,
jedoch fehlen die Werte flir Risg 13 aus dem ersten Hauptversuch. Zwischen
den Versuchsjahren bestanden ebenfalls keine deutlichen Unterschiede fiir die
Sprossachse und auch fur die Blatter sind trotz bedingter Vergleichbarkeit

keine Abweichungen zu vermuten.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Sprossachsen eine starkere Dy-
namik hinsichtlich C- und '3C-Einlagerung im Zeitverlauf nach der Anthese
zeigten, wahrend bei den Blattern keine Veranderungen zu beobachten waren.
Zwischen den Genotypen konnten keine bedeutsamen Abweichungen regist-
riert werden und somit kann bei diesen von gleichen Kohlenstoff-Source-
Verhaltnissen im Hinblick auf die Kornfilllung ausgegangen werden. Zwischen
den Versuchjahren bestanden, vor allem hinsichtlich des 3*C-Massenanteils an
der Trockenmasse keine gréBeren Abweichungen, was die Reproduzierbarkeit

der Ergebnisse der 3C-Pulsmarkierung belegt.
Endosperm

Die Betrachtung der !*C-Anreicherung (Atom-%) in den Endospermen aus
dem ersten Hauptversuch offenbart, dass zu keinem Zeitpunkt Unterschiede
zwischen den Genotypen bestanden. Sowohl beim Wildtyp, als auch bei den
Mutanten zeigt sich der gleiche zeitliche Verlauf fir diese GréBe, auch wenn
die Unterschiede nicht in allen Fallen gesichert sind (Abb. 30). Es kam zwi-
schen 8 und 14 dpa zu einem Anstieg und zwischen 14 und 20 dpa zu einer
Abnahme der Anreicherung. Im Zeitraum von 4 bis 8 dpa befindet sich das
Endosperm noch in der ersten Entwicklungsphase, verbunden mit Zellteilun-
gen, Zellexpansion und der Bildung metabolischer Proteine, welche flr die

nachfolgende Synthese von Speicherstoffen notwendig sind [40, 41]. Da die
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Starkesynthese sich in der initialen Phase des sigmoiden Verlaufs befindet
[47], ist die Sink-Starke des Endosperms flir Kohlenstoff noch gering und
dementsprechend gelangt weniger des 4 Tage vor Probenahme assimilierten
13C in das Endosperm. Die zweite Phase der Endospermentwicklung, die Korn-
flllung, welche mit der massiven Einlagerung von Speicherstoffen verbunden
ist, beginnt laut Literaturangaben ca. 10 Tage nach Anthese [41]. Somit fallt
die zweite **C-Markierung zu 10 dpa bereits in diese hinein und es kommt zu
einem starkeren Fluss von Kohlenstoff ins Endosperm, was sich auch in einem
Anstieg der *C-Anreicherung bemerkbar macht. Das Maximum der Starkesyn-
these wird zwischen 16 und 22 dpa erreicht [47]. Die Abnahme der 3C-
Anreicherung zum letzten Probenahmetermin geht daher auf den Verdin-
nungseffekt zurlick, d. h. es wird relativ mehr unmarkierter Kohlenstoff einge-
lagert, obgleich die absolute Menge '3C im Endosperm eventuell noch zu ih-

rem Maximum ansteigt.

Der Vergleich der Versuchsjahre fiir den Termin 20 dpa hinsichtlich der '3C-
Anreicherung zeigt ein &hnliches Bild wie der 3C-Uberschuss in den vegetati-
ven Organen, d. h. auch im Endosperm fielen die Werte 2010 tendenziell ge-
ringer aus. Im Fall von "‘Bomi’ nahm die Anreicherung drastisch ab (- 0,05
Atom-%). Dies lasst sich nicht vollstandig durch eine starke Isotopenverdiin-
nung erkldren, da auch die Trockenmasse im zweiten Hauptversuch tenden-
ziell niedriger lag als im Vorjahr. Als moégliche Ursachen sind eine starkere
Verlagerung des assimilierten *C zu alternativen Quellen, wie der Wurzel oder
den Bestockungstrieben, eine geringe Aufnahme des angereicherten 3CO,
oder ein Analysenfehler zu nennen. Die **C-Anreicherung im Endosperm der
Mutanten zeigte keine Abweichungen zwischen den Versuchsjahren. Ein Ein-

fluss des Faktors Genotyp wurde weder 2009 noch 2010 festgestellt.

Da fir die Endosperme keine Gesamt-Kohlenstoffmengen bestimmt werden
konnten, sind gesicherte Aussagen zur 3C-Menge (Uberschuss in [pg]) nicht
madglich. Um diese abzuschatzen, wurden sie wie in Tab. 19 dargestellt, Gber
die Trockenmasse der Endosperme und einen mit 45 % TM geschatzten C-
Massenanteil ndherungsweise berechnet. Betrachtet man den '3C-Uberschuss
(Mg) in den Endospermen, so erkennt man, dass die Unterschiede zwischen

den Genotypen zu 8 und 14 dpa gering waren und es zwischen diesen Probe-
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nahmeterminen in allen Fallen zu einem starken Anstieg um das 9,1- bis
12,5-fache kam. Dies bestatigt die zuvor in Anlehnung an die Literatur ge-
machten Aussagen. Die héchsten Uberschusswerte zu 20 dpa stiitzen die An-
nahme, dass im untersuchten Zeitraum das Maximum der Starkesynthese
zwischen 16 bis 20 dpa auftrat. Es ist jedoch ebenfalls zu erkennen, dass der
Wert von 'Bomi’ zu 20 dpa tendenziell héher lag als jener der Mutanten. Dies
spricht daflir, dass die Starkesyntheserate von 'Bomi’ jene der Mutanten im
Maximum Uubersteigt, d. h. die Sink-Starke des Endosperms fir Kohlenstoff
héher ist. Es ist zu vermuten, dass Risg 16 und Risg 13 zu 14 dpa noch in der
Lage waren, die Mutationen in der Starkesynthese in hohem MaBe zu kom-
pensieren. Ein moéglicher Mechanismus ist in beiden Féllen eine erhéhte Aktivi-
tat der plastidaren AGPase, welche mit einem verstarkten Import von Gluco-
se-1-Phosphat und/oder Glucose-6-Phosphat sowie ATP in die Amyloplasten
einhergehen wirde [40]. Weiterhin ist es mdglich, dass es im Endosperm der
Mutanten zu einer, gegenliber dem Wildtyp starkeren Anreicherung niedermo-
lekularer Zucker kam, welche sich anhand der bestimmten Parameter nicht
von Stérke unterscheiden lassen. In Tab. 19 ist weiterhin die Summe des *3C-
Uberschusses (ug) aller analysierten Organe aufgefiihrt. Besonders bei dem
Vergleich der Termine 8 und 14 dpa (2009) fallt auf, dass dieser Wert zu 8
dpa um etwa 50 % geringer ausféllt. Der relativ konstante Uberschuss in den
Blattern und Sprossachsen lasst vermuten, dass sich die Pflanzen zu diesen
Terminen hinsichtlich der insgesamt aufgenommenen *C-Mengen nicht unter-
scheiden. Daher ist anzunehmen, dass in dem friihen Stadium, in welchem die
Sink-Starke des Endosperms fir Kohlenstoff noch gering ist, ein betrachtlicher
Teil des *3C bzw. des 4 Tage vor Probenahme assimilierten Kohlenstoffs in al-
ternative Senken wie die Wurzel oder die Bestockungstriebe exportiert wurde.
Alternativ ist es méglich, dass der Import von '3C aus diesen Organen in den
Haupttrieb von 8 dpa zu 20 dpa zunahm. Ob der Haupttrieb auf Gesamt-
Pflanzenebene ab Anthese eine zunehmende C-Senke darstellt oder im sehr
frihen Stadium (bis ca. 8 dpa) noch als C-Quelle fungiert und erst spater Koh-
lenstoff netto importiert, lasst sich nicht mit Sicherheit sagen. Jedoch ist eine
Verschiebung der Balance des Kohlenstoffflusses zwischen Haupt- und Besto-
ckungstrieben im Zeitraum nach der Anthese sehr wahrscheinlich. Die prozen-

tuale Verteilung des *3C in den drei Organfraktionen lésst erkennen, dass bei



Diskussion 121

allen Genotypen zu 8 dpa in den Blattern die relativ starkste Einlagerung
stattfand, gefolgt von der Sprossachse und den Endospermen, in welchen
maximal 10 % des *C nachgewiesen wurde. Zu 14 und 20 dpa stieg der An-
teil im Endosperm und dies in besonderem MaBe bei 'Bomi’, wo Werte von
54 bzw. 56 % erreicht wurden. Dies bestatigt noch einmal, dass die Sink-
Starke des Endosperms von “Bomi’ im Vergleich zu den Mutanten héher ist.
Verglichen mit den summierten *C-Uberschusswerten fallen die Schwankun-
gen in den vegetativen Organen zwischen den verschiedenen Terminen sowie
den Genotypen relativ gering aus. Es ist daher zu vermuten, dass die Einlage-
rung des aktuell assimilierten Kohlenstoffs in den Blattern und der Sprossach-
se in geringem AusmaB von der Situation in den Kohlenstoffsenken wie der
Wurzel und dem Endosperm abhdngig ist und den Einbau im Rahmen von tur-

nover-Prozessen (Proteine, Lipide etc.) widerspiegelt.

Die Ergebnisse des Wiederholungsversuches hinsichtlich des **C-Uberschusses
(Mg) sprechen bei kritischer Betrachtung nicht fir eine gute Reproduzierbar-
keit der Ergebnisse. Die niedrigeren Werte der Mutanten lassen sich durch die
allgemein schlechtere Performance der Pflanzen 2010 bzw. durch die geringe-
ren Trockenmassen und Kohlenstoffmengen der Endosperme erklaren. Im Fall
von ‘Bomi’ kam es jedoch zu einer Verringerung der !3C-Menge im
Endosperm um das etwa 3,5-fache und auch der Massenanteil sank von
ca. 340 (2009) auf 106 pg *C * g! TM (2010). Bei wenig verdnderten 3C-
Werten in den vegetativen Organen ist ein Fehler bei der Isotopenmarkierung
unwahrscheinlich. Da die Trockenmasse nicht in diesem Ausmal abfiel, ist es
wahrscheinlich, dass es sich um einen ein Analysenfehler handelt. In diesem
Zusammenhang sei angemerkt, dass durch Probenausfall der Stichprobenum-
fang nur vier betrug und die Werte zudem einer relativ starken Streuung un-
terliegen, wobei jedoch kein Wert in der graphischen Auswertung als

AusreiBer angezeigt wurde.
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Tab. 19: Kalkulation des '3C-Uberschusses im Endosperm (in pg) und der
Anteile der Organe an der Summe des *C-Uberschusses aller analysierten
Organe fur die Genotypen "Bomi’, Risg 16 sowie Risg 13 aus den Versuchen
2009 und 2010. (SPR...Sprossachse, BL...Blatter, ES..10 analysierte En-
dosperme des Haupttriebes; !..Messwerte, 2...2009 exklusive-, 2010 inklusive
Fahnenblatt, 3...Kohlenstoffmenge mit 45 % TM berechnet, %..Summe der *3C-
Uberschusswerte fiir Sprossachse, Blatter und die 10 analysierten Endosper-
me)

Genotyp | Jahr | dpa 13c-Uberschuss [ug] % von =*
SPR! | BLY? | ES? =* | SPR| BL ES
8 25 49 9 83 31 59 10
2009 | 14 37 36 86 158 23 22 54
"Bomi"
20 37 49 112 198 19 25 56
2010 | 20 26 51 29 106 24 48 28
8 24 51 6 81 30 63 7
2009 | 14 35 50 75 160 22 31 47
Risg 16
20 33 51 60 145 23 35 42
2010 | 20 31 51 47 129 24 39 36
8 19 53 8 79 24 66 10
2009 | 14 40 43 73 156 26 27 47
Risg 13
20 46 69 53 168 27 41 32
2010 | 20 30 47 34 111 27 42 30

5.4 Gesamt-N
Vegetative Organe

Hinsichtlich der Stickstoffmengen in den vegetativen Organen des Haupttrie-
bes konnte im ersten Hauptversuch kein Einfluss des Priiffaktors Genotyp
nachgewiesen werden (Abb. 18). Bei der Betrachtung des zeitlichen Verlaufs
der N-Mengen in den einzelnen Organen zeigen sich jedoch zumindest ten-
denziell, die bereits zuvor beobachteten Unterschiede zwischen Risg 13 und
den Genotypen "Bomi’ sowie Risg 16. Bei letzteren besteht ein Trend zu sin-

kenden Werten von 8 dpa zu 20 dpa sowohl in den Blattern, als auch der
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Sprossachse. Im Fall der Sprossachse von ‘Bomi’ und den Blattern von
Risg 16 ist der Unterschied statistisch gesichert. Flir Risg 13 bestand hingegen
analog zur Trockenmasse und der C-Menge eine Tendenz zu steigenden N-
Mengen in der Sprossachse und relativ konstanten Werten in den Blattern.
Dies bestatigt erneut die Vermutung, dass das Wachstum der Sprossachse
von Risg 13 im ersten Hauptversuch gegeniber dem Wildtyp und Risg 16 lan-
ger anhielt. Im Zeitraum von 8 - 20 dpa nahm die N-Menge in vegetativen
Organen im Mittel um 5,5 und 7,7 mg bei 'Bomi" bzw. Risg 16 ab. Diese Ab-
nahme steht sehr wahrscheinlich in Zusammenhang mit der Remobilisierung
und anschlieBenden Verlagerung von Stickstoffverbindungen ins Korn. Bei
Risg 13 wurden im Mittel 5,5 mg Stickstoff in die Blatter und Sprossachse ein-
gelagert. Inwiefern gleichzeitig eine Remobilisierung von Stickstoff erfolgte

lasst sich anhand dieses Parameters nicht feststellen.

Die N-Massenanteile in den vegetativen Organen [in % TM] sichern die zuvor
gemachten Aussagen. Im Fall von "Bomi’ und Risg 16 folgen diese der N-
Menge, was im Einklang mit der Konstanz der C-Mengen im Untersuchungs-
zeitraum steht. Bei Risg 13 blieb der Anteil zwischen 8 und 20 dpa hingegen
konstant. Dies bedeutet, dass die N- und C-Menge in der Sprossachse direkt
proportional anstieg, wahrend sich die Werte in den Blattern flr beide Para-

meter nicht anderten.

Die N-Mengen in den Sprossachsen zu 20 dpa fielen 2010 gegenliber dem
Vorjahr geringer aus, obgleich im Fall von "Bomi” nur tendenziell (Abb. 19).
Dies erklart sich z. T. durch die ebenfalls verringerte Trockenmasse, jedoch
bestand auch ein Trend zu einem reduzierten N-Massenanteil in diesem Organ
(Abb. 21). Im Fall von Risg 13 wurde ein drastischer Riickgang um mehr als
50 % festgestellt. Dies bedeutet, dass in Relation zur Trockenmasse weniger
Stickstoff in den Haupttrieb aufgenommen oder mehr N mobilisiert und ausge-
lagert wurde. Eine moégliche Erklarung ist, dass den Pflanzen 2010 beispiels-
weise aufgrund héherer Ammoniakverluste weniger Stickstoff zu Verfligung
stand. Da keine Untersuchung des Substrates erfolgte, lasst sich nicht sagen,
inwieweit dieser Faktor limitierend wirkte. Weiterhin ist es mdglich, dass 2010
weniger Stickstoff fir den Haupttrieb zur Verfliigung stand, da die Bestockung

der Pflanzen etwas starker ausfiel und sich so, trotz gleicher Stickstoffverfiig-
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barkeit die Verteilung in der Gesamtpflanze anderte. Auch das Vermdgen der
Wurzel zur Stickstoffaufnahme, welche ebenfalls nicht untersucht wurde,
kdénnte von Bedeutung sein. Die Ergebnisse des ersten Versuchsjahres wurden
insofern bestatigt, als in beiden Versuchen zu 20 dpa kein Unterschied zwi-
schen den Genotypen hinsichtlich der N-Menge sowie des N-Massenanteils
festgestellt wurde. Die Betrachtung dieser Parameter fir die Blattfraktion
lasst, obwohl nicht direkt vergleichbar, vermuten, dass die zur Sprossachse

gemachten Aussagen auch flr diese zutreffen (Tab. 6).
Endosperm

Die N-Mengen in den Endospermen des ersten Hauptversuches zeigen bei den
drei Genotypen einen sehr dhnlichen zeitlichen Verlauf (Abb. 32). Es wurde
ein deutlicher Anstieg von 8 lUber 14 zu 20 dpa beobachtet. Wobei die Zu-
wachsfaktoren im ersten Intervall mit 4,0 hdher ausfielen, als zwischen 14

und 20 dpa mit 1,7 (Mittel aller Genotypen).

Die Bildung der Proteinfraktionen Albumine, Globuline und Gluteline beginnt
bei der Gerstensorte "Sundance’ ab etwa 10 dpa bzw. dem Erreichen von
15 % der finalen Karyopsen-TM [37]. In der vorliegenden Arbeit lag die Tro-
ckenmasse der Endosperme bei allen Genotypen zu 8 dpa zwischen ca.
5 - 8 % des finalen Wertes. Dies ist jedoch ein Naherungswert, welcher aus
der Trockenmasse ganzer Karyopsen zur Reife inklusive Vorspelze, Deckspelze
und Embryo (Tab. 10) sowie jener praparierter Endosperme vom Probenah-
metermin 8 dpa (Abb. 27) berechnet wurde. Der exakte Wert liegt somit et-
was hdher. Der Rohproteingehalt im Endosperm betrug zu 8 dpa 6 - 10 % des
Wertes zur Reife. Damit ist zu vermuten, dass die Bildung der Proteinfraktio-
nen bei ‘Bomi’ und den Mutanten vor 10 dpa einsetzt. In diesem Zusam-
menhang ist zu beachten, dass die N-Menge auch nicht-proteinogenen Stick-
stoff (NPN) und jenen aus amphiphilen Proteinen einschlieBt und dass deren
Anteil am Gesamt-N im Laufe der Kornentwicklung durch die verstarkte Einla-
gerung von Speicherproteinen sinkt. Die in diesem frihen Stadium der En-
dospermentwicklung gebildeten Proteine besitzen vor allem Struktur- und me-
tabolische Funktionen und sind damit hauptsachlich der Albumin/Globulin-

Fraktion zuzuordnen [37, 60].
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Zu 14 Tagen nach Anthese wurden bei allen Genotypen Rohproteingehalte von
27 - 34 % des finalen Wertes erreicht. Der starke Anstieg im Vergleich zum
vorherigen Probenahmetermin erklart sich durch die Synthese von Albuminen,
Globulinen, Glutelinen und auch Hordeinen. Nach RAHMANN et al. (1982) setzt
die Bildung letztgenannter Fraktion bei der Sorte "Sundance’™ ab ca. 18 dpa
ein [37]. Die Untersuchungen der Proteinzusammensetzung (siehe Kap. 5.6)
zeigt, dass dies bei ‘Bomi’ und den Mutanten zu einem friiheren Zeitpunkt
beginnt. Es ist anzumerken, dass ‘Tage nach Anthese’ (dpa) kein optimales
MaB fiir den Vergleich der Entwicklungsstadien von Endospermen aus Studien
verschiedener Autoren ist, da es im Gegensatz zur Thermalzeit (TT) nicht die

Temperaturabhangigkeit der Entwicklung berticksichtigt.

Zum Zeitpunkt 20 dpa wurde 2009 im Gegensatz zu 8 und 14 dpa ein Einfluss
des Priiffaktors Genotyp bezliglich der N-Menge in den Endospermen festge-
stellt. Der Wert von "Bomi’ fiel dabei im Vergleich zu den Mutanten héher aus
(+ 0,026 mg N pro Endosperm bzw. + 0,178 mg RP). Da der Unterschied je-
doch im Wiederholungsversuch 2010 nicht auftrat, ist er als temporarer Effekt
anzusehen. Das Ergebnis aus dem ersten Hauptversuch steht im Einklang mit
den Werten der Endospermtrockenmassen (Abb. 27), welche die gleiche Dy-
namik zeigten. Der Rohproteingehalt betrug zu 20 dpa 56 %, 41 % und
65 % des finalen Wertes (aus Tab. 10) bei ‘Bomi", Risg 16 bzw. Risg 13, wo-
bei die Endospermtrockenmassen in gleicher Reihenfolge ca. 56 %, 45 % so-
wie 73 % des Wertes zur Reife erreicht hatten. Da dies stark auf einen linea-
ren Anstieg der Stickstoffmenge zur Trockenmasse des Endosperms hindeutet,
wurde die lineare Regression berechnet (Abb. 49). Diese ergab, dass die
Stickstoffmenge im Endosperm in hohem MaBe (R = 0,990) mit der Trocken-
masse korreliert. Der Zusammenhang lasst sich (ber das Modell
y = 22,7 * x + 36,5 (R*> = 0,980) beschreiben. Berechnet man mittels dieser
Gleichung die Werte zur Reife, erhalt man nach Umrechnung mit dem Faktor
6,8 fir "Bomi’, Risg 16 bzw. Risg 13 einen Schatzwert fiir den Rohproteinge-
halt von 15,9, 15,9 und 16,2 % TM. Im Fall von "'Bomi’ liegt der Schatzwert
sehr nah am tatsachlich bestimmten Wert von 16,37 % TM (vgl. Tab. 10), was
zeigt, dass das Modell in diesem Fall auch fir das Intervall von 20 dpa bis zur
Reife gilt. Fir die Mutanten hingegen ist das Modell schlechter geeignet, Vor-

hersagen bis zur Reife zu treffen. Hierbei ist anzumerken, dass sich diese Aus-



126 Diskussion

sage auch nicht andert, wenn die Regression flr jeden Genotyp einzeln
durchgefiihrt wird, da die Funktionen kaum voneinander abweichen (nicht
dargestellt). Da Kohlenstoff den groBten Massenanteil an der Trockenmasse
hat ist anzunehmen, dass die Stickstoffmenge ebenfalls linear mit der Kohlen-
hydratmenge im Endosperm korreliert. Man erkennt, dass der Zusammenhang
darin besteht, dass die Kohlenhydratakkumulation von der des Proteins ab-
hangt. Dies ergibt sich aus der Beobachtung, dass das Rohprotein bei den
Mutanten gegeniber dem Wildtyp zur Reife einen héheren Anteil an der Tro-
ckenmasse hat, wahrend der Anteil der stickstofffreien Extraktstoffe (Kohlen-
hydrate) im Vergleich zu "Bomi’ geringer ausféllt (siehe Tab. 10). Ware die
Akkumulation von Rohprotein von der Kohlenhydrateinlagerung abhangig,
kame es nicht zu einer Steigerung des Rohproteingehaltes bei Risg 16 und
Risg 13, welche durch die bereits erwdahnten Mutationen weniger Starke im
Endosperm gegeniber dem Wildtyp aufweisen. Die zuvor aufgestellte Vermu-
tung steht jedoch im Widerspruch zu Literaturberichten, wonach die Kohlen-
stoff- und Stickstoffeinlagerung im Endosperm weitestgehend unabhéangig
voneinander erfolgen [49, 131, 132, 133, 126, 62]. Ubertragt man diese The-
se auf die vorliegenden Ergebnisse, haben Proteine und Kohlenhydrate im
Endosperm eine sehr ahnliche Akkumulationsdynamik, doch es besteht keine

Interaktion beider Vorgange.
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Abb. 49: Regressionsmodell fur die Abhangigkeit der Stickstoffmenge [pg] im
Endosperm von der Trockenmasse [mg], erstellt anhand der Daten von den
Genotypen ‘Bomi’, Risg 16 und Risg 13 aus dem ersten Hauptversuch
(2009). (R = 0,990, R? = 0,980)

Die Betrachtung der zeitlichen Verlaufe der N-Mengen in den vegetativen Or-
ganen sowie den Endospermen legt die Frage nahe, ob bei "Bomi’ und
Risg 16 eine proportionale Beziehung hinsichtlich der Abnahme bei ersteren
und der Zunahme bei letzteren besteht. Ein mdéglicher Zusammenhang be-
steht darin, dass die N-Menge in den vegetativen Organen infolge von Remo-
bilisierung und Verlagerung stickstoffhaltiger Verbindungen ins Korn sinkt.
Hierzu wurde zunachst Uberprift, inwiefern diese beiden GréBen korrelieren
(Tab. 20). Es ist zu sehen, dass fiir die Sprossachse von "Bomi" sowie fiir die
Blatter und die Summe der vegetativen Organe von Risg 16 eine schwache
negative Korrelation mit der N-Menge im Endosperm vorliegt. Das Bestimmt-
heitsmaB (R?) betrégt in allen Fallen mit signifikanter Korrelation 0,46 - 0,47,
was bedeutet, dass das nur knapp die Halfte der Varianz der N-Menge im En-

dosperm durch das Modell erklart wird.
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Tab. 20: Korrelationskoeffizienten nach PEarRsON (R) flir die Korrelation der N-
Mengen im Endosperm mit jenen in den Sprossachsen, Blattern bzw. vegeta-
tiven Organen (Summe Sprossachse & Blatter) der Genotypen "'Bomi’ sowie
Risg 16 aus dem ersten Hauptversuch (8, 14 und 20 dpa). (* Korrelation ist
auf dem Niveau 0,05 zweiseitig signifikant)

Genotyp Sprossachse Blatter vegetative
Organe

"Bomi’ - 0,685 * - 0,304 - 0,449

Risg 16 - 0,491 - 0,683 * -0,675 *

In Tab. 21 sind die mittleren Differenzen der N-Mengen zwischen den drei
Probenahmeterminen in den vegetativen Organen (Blatter und Sprossachse)
sowie den Endospermen dargestellt. Dabei ist zu beachten, dass die Werte fir
letztere Uber die vorhandenen Messwerte der 10 mittleren Endosperme einer
Ahre und die Gesamtanzahl pro Ahre berechnet wurden und somit N&he-
rungswerte darstellen. Fir "Bomi’ und Risg 16 ist der im Zeitintervall von 8
bis 20 dpa aus den vegetativen Organen ausgelagerte Stickstoff ausreichend,
um 47 % bzw. 99 % des Bedarfs fir die Endospermfillung zu decken. Die
Werte der Mutante Risg 13 bedeuten, dass die Pflanzen theoretisch in der La-
ge sind, den N-Bedarf der Endosperme bis 20 dpa ohne einen Beitrag remobi-
lisierten Stickstoffs aus den vegetativen Organen des Haupttriebes zu decken.
Bei diesen Betrachtungen ist jedoch zu beachten, dass ein Rickgang der N-
Menge in den vegetativen Organen nicht mit der Verlagerung dieses Stick-
stoffs ins Endosperm gleichgesetzt werden kann, da das AusmaB mdglicher
Verluste an die Umwelt und die Verlagerung in andere Organe nicht bekannt
sind. In diesem Zusammenhang ist auf eine Arbeit mit Weizen zu verweisen,
in welcher 6 - 19 % des vor Anthese in den vegetativen Organen akkumulier-
tem N bis zur Reife an die Umwelt verloren gingen [130]. Im Fall von Risg 13
ist es mdglich, dass ebenfalls bedeutende N-Mengen in den vegetativen Orga-
nen remobilisiert wurden, jedoch parallel eine N-Einlagerung in starkerem
Ausmal stattfand. Dies wird durch Literaturberichte fir Gerste [68], Weizen
[87] und Mais [88] gestutzt, wonach der Anteil des nach Anthese aufgenom-
menen Stickstoffs am GPC unter 50 % liegt. In einer Studie mit Sommergers-
te fiel dieser Anteil bei optimaler Stickstoffversorgung mit 31 % zu 21 dpa

sogar noch geringer aus. Die Einlagerung des nach Anthese aufgenommenen
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Stickstoffs in den Sprossachsen und Blattern betrug darin zu 21 dpa 24,7 %
bzw. 15,2 % (vom Gesamt-N im Organ) [68].

Die vorherigen Ausfihrungen zeigen, dass zumindest bei "Bomi’ und Risg 16
eine Remobilisierung bedeutender N-Mengen in den vegetativen Organen er-
folgte und in Anlehnung an zuvor genannte Literaturstellen [68, 87, 88, 130]
ergibt sich, dass ein groBer Teil dieses Stickstoffs in das Endosperm verlagert
wurde. Es ist keine Aussage mdglich, welchen genauen Beitrag Remobilisie-
rung und aktuelle Assimilation zur Stickstoffakkumulation im Endosperm des
Haupttriebes im Untersuchungszeitraum liefern. Dies ist bedingt durch die
Tatsache, dass erstens parallel zur N-Auslagerung in den vegetativen Organen
eine Einlagerung von aktuell assimiliertem N erfolgt ([68] und Abb. 22), zwei-
tens keine Aussage getroffen werden kann, wie effizient der mobilisierte
Stickstoff ins Korn verlagert wird oder an die Umwelt verloren geht (Ammoni-
akverluste) und drittens der Beitrag der Bestockungstriebe und Wurzeln nicht
abzuschatzen ist. Das breite Spektrum der Werte vom negativen bis in den
positiven Bereich (Tab. 21) lasst vermuten, dass die zuvor genannten Prozes-
se sehr komplex sind und dynamisch interagieren. Tiefergehende Betrachtun-
gen zur Interaktion von Haupt- und Bestockungstrieben finden sich in Kapitel
5.9.
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Tab. 21: Mittlere Anderung der N-Menge in den vegetativen Organen (Blatter
und Sprossachse) sowie in den Endospermen einer Ahre innerhalb der Zeit-
rdaume 8 - 14 dpa, 14 - 20 dpa und 8 - 20 dpa (2009). Die Werte flr die En-
dosperme wurden aus der N-Menge der analysierten 10 mittleren Endosperme
und der Anzahl an Karyopsen pro Ahre kalkuliert.

Genotyp | Zeitraum Differenz N-Menge [mg]
Ldpa] Vegetative Organe Endosperme (alle pro Ahre)
"Bomi’ 8-14 -1,0 5,8
14 - 20 - 4,5 6,0
8-20 -5,5 11,8
Risg 16 8-14 -6,6 4,9
14 - 20 -1,2 3,0
8-20 -7,7 7,9
Risg 13 8-14 2,0 3,4
14 - 20 3,5 5,7
8-20 5,5 91

Im Zusammenhang mit den N-Mengen, sind auch die N-Anteile an der Tro-
ckenmasse des Endosperms (Abb. 33) zu berlicksichtigen. Diese zeigen, dass
zu keinem Probenahmetermin ein Unterschied zwischen den Genotypen be-
stand. Weiterhin wird deutlich, dass sowohl beim Wildtyp, als auch bei den
Mutanten der Massenanteil zu 8 dpa gegenliber 14 dpa deutlich héher lag und
anschlieBend konstant blieb. Dies bedeutet, dass im Zeitraum vor 8 dpa ge-
genuber 14 dpa mehr Stickstoff in Relation zu Kohlenhydraten eingelagert
wurde. Dies steht in Ubereinstimmung mit Literaturangaben, wonach zwi-
schen 5 und 9 dpa die Starkesynthese und damit eine verstarkte Einlagerung
von Kohlenstoff einsetzt [47, 48]. Im Zeitraum von 14 dpa zu 20 dpa nahm
die Einlagerung von Speicherproteinen und Kohlenhydraten in gleichem MaBe

ZU.

Im zweiten Hauptversuch 2010 wurde sowohl hinsichtlich der N-Menge, als
auch des N-Massenanteils kein Einfluss des Priffaktors Genotyp zu 20 dpa

festgestellt (Tab. 8). Wie bereits zuvor erwahnt bedeutet dies, dass die erhdh-
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te N-Menge bei "Bomi’ gegeniber den Mutanten im ersten Hauptversuch (20
dpa) sehr wahrscheinlich einen temporaren Effekt darstellt. Ein statistisch
gesicherter Unterschied zwischen den Versuchsjahren wurde weder flr die N-
Menge, noch fir den Massenanteil festgestellt, was belegt, dass die Ergebnis-
se gut reproduzierbar sind. Hinsichtlich des Stickstoffanteils an der Trocken-
masse [%] bestand jedoch bei allen drei Genotypen ein Trend zu hdheren
Werten 2010. In Kombination mit den gleichbleibenden Stickstoffmengen
[mg] und den, zumindest tendenziell geringeren Endospermtrockenmassen
(Abb. 29), im Wiederholungsversuch bedeutet dies, dass 2010 weniger Koh-
lenstoff im Endosperm akkumuliert wurde. Diese Beobachtung stltzt die in
anderen Arbeiten aufgestellte These, dass die Kohlenstoff- und Stickstoffein-
lagerungen im Endosperm weitestgehend unabhangig voneinander erfolgen
[49, 131, 132, 133, 126, 62].

5.5 !°N - Vier Tage vor Probenahme assimilierter Stickstoff
Vegetative Organe

Der ®N-Uberschuss in den vegetativen Organen des Haupttriebes aus dem
ersten Hauptversuch (Abb. 22) unterschied sich, mit einer Ausnahme, nicht
zwischen den drei Genotypen. Nur im Fall der Sprossachse von Risg 13 lag der
Wert zu 20 dpa deutlich hoher als jener von "Bomi’ und Risg 16. Beziiglich
des zeitlichen Verlaufes bestanden Tendenzen, auf welche im Folgenden ein-

gegangen werden soll.

Im Fall von "Bomi" bestand der Trend zu einem sinkendem '°N-Uberschuss in
der Sprossachse von 8 liber 14 zu 20 dpa (Abb. 22). Dies spiegelt den Verlauf
der N-Menge in diesem Organ wider (Abb. 18). Korrespondierend zu diesen
Werten betrug die *N-Anreicherung 0,523 Atom-% zu 8 dpa, 0,571 Atom-%
zu 14 dpa und 0,658 Atom-% zu 20 dpa. Die Schlussfolgerung daraus ist,
dass die Auslagerung von unmarkiertem Stickstoff (Remobilisierung) aus der
Sprossachse von "Bomi’ starker zunahm, als die Einlagerung von aktuell auf-
genommenem, d. h. ®N-angereichertem Stickstoff abnahm. Somit stieg das
15N- zu Gesamt-N-Verhéltnis doch der ®N-Uberschuss [ug] sank entsprechend
der Gesamt-N-Menge (siehe GI. 3.11). Bei der Sprossachse von Risg 16 an-

derten sich N-Menge, °N-Uberschuss und °N-Anreicherung zwischen 14 und
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20 dpa nicht, so dass von einer unveranderten Einlagerung des 4 Tage vor
Probenahme aufgenommenen Stickstoffs auszugehen ist. Jedoch nahm bei
dieser Mutante die N-Menge in der Tendenz von 8 zu 14 dpa um 27 % ab und
der ®*N-Uberschuss [pg] um 23 % zu. Auch die Anreicherung stieg zwischen 8
dpa und 14 dpa von 0,464 Atom-% auf 0,785 Atom-% (+ 69%). Dement-
sprechend war die Einlagerung von aktuell assimiliertem Stickstoff zu 14 dpa
gegenliber 8 dpa hdher auch wenn die Gesamt-N-Menge in diesem Zeitraum
abnahm. Wie bei den zuvor diskutierten Parametern, wich Risg 13 2009 hin-
sichtlich der Entwicklungsdynamik der Sprossachse des Haupttriebes von den
anderen Genotypen ab. Die N-Menge und der >N-Uberschuss stiegen von 8
Uber 14 zu 20 dpa an, wobei der Unterschied zwischen 8 dpa und 20 dpa sig-
nifikant ausfiel (+ 30 pg). Die N-Anreicherung betrug 8 dpa 0,53 Atom-%,
zu 14 dpa 0,677 Atom-% und 20 dpa 0,661 Atom-%. Dies bedeutet, in den
drei Markierungszeitraumen wurde jeweils mehr *°N in der Sprossachse einge-
lagert. Die Werte der *N-Anreicherung zeigen jedoch, dass 14 dpa gegeniiber
8 dpa mehr '°N in Relation zu unmarkiertem Stickstoff akkumuliert wurde.
Zwischen 14 und 20 dpa blieb das Verhaltnis hingegen konstant. Hinsichtlich
der zuvor gemachten Aussagen zu den Vorgangen in der Sprossachse ist an-
zumerken, dass der Nachweis einer bestimmten Menge **N nicht mit der Ein-
lagerung in dieses Organ gleichgesetzt werden kann. Es bleibt offen, in wel-
chem AusmaB es zu einem Einbau in organische Substanz mit Struktur oder
metabolischer Funktion kam und wie hoch der Anteil des °N ist, welcher sich

im Prozess der Verlagerung ins Korn befand.

In den Blattern der drei Genotypen bestand im ersten Hauptversuch ein Trend
zu sinkendem *°>N-Uberschuss (Abb. 22). Nur im Fall von Risg 13 nahm er zwi-
schen 8 und 14 dpa tendenziell etwas zu. Die N-Menge in den Blattern von
"Bomi” und Risg 16 nahm zwischen 8 und 20 dpa zumindest in der Tendenz
ebenfalls ab, jene von Risg 13 stieg leicht an. Dies bedeutet, dass zwischen 8
und 20 dpa die Einlagerung des im Markierungszeitraum assimilierten Stick-
stoffs in diese Organfraktion ricklaufig war, wobei dieser Prozess bei Risg 13
verzdgert einsetzte. Dies ist dadurch zu erklaren, dass die Blatter, vor allem
im unteren Bereich des Haupttriebes nach der Anthese zunehmend seneszent

wurden (visuelle Beobachtung), wodurch die Sink-Starke dieser Organfraktion
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abnahm. Insgesamt bedeutet dies, dass der Transport des aktuell assimilier-
ten Stickstoffs von der Wurzel ins Korn von 8 zu 20 dpa zunehmend gerichte-
ter erfolgte (vgl. Abb. 34, Tab. 22).

Hinsichtlich der °N-Massenanteile in den vegetativen Organen konnten 2009
ebenfalls zu keinem Termin genotypische Unterschiede festgestellt werden
(Abb. 24). Die zeitlichen Verlaufe dieses Parameters entsprechen in der Ten-
denz jenen des °N-Uberschusses. In den Blattfraktionen aller drei Genotypen
wurde eine Abnahme des °N-Massenanteils an der Trockenmasse beobachtet,
wobei der Unterschied im Fall von Risg 13 zwischen 8 dpa und 20 dpa signifi-
kant ausfiel. In Kombination mit den konstanten C-Mengen bestatigt dies die
ricklaufige Einlagerung des vier Tage vor Probenahme aufgenommenen Stick-
stoffs in die Blatter. Bei den Sprossachsen zeigten sich ebenfalls die zuvor
beschriebenen Unterschiede. Der Massenanteil des >N nahm bei "‘Bomi’ von
8 dpa Uber 14 dpa zu 20 dpa ab, blieb bei Risg 16 relativ konstant und stieg

im Fall von Risg 13 im gleichen Zeitintervall an.

Im Wiederholungsversuch 2010 wurden die Ergebnisse des Vorjahres weitest-
gehend bestatigt. Weder bei Sprossachsen noch Blattern bestand ein Einfluss
des Priiffaktors Genotyp auf den >N-Uberschuss sowie den -Massenanteil
(Abb. 23, Abb. 25, Tab. 7). Der 2009 festgestellte Unterschied hinsichtlich des
15N-Uberschusses in der Sprossachse von Risg 13 gegeniiber den anderen
Genotypen trat wie auch bei den zuvor diskutierten Parametern 2010 nicht
auf. Der Vergleich des °N-Massenanteils in der Sprossachse zu 20 dpa im
ersten und zweiten Hauptversuch zeigt, dass dieser bei "Bomi® 2010 signifi-
kant hoher ausfiel (Abb. 25). Dies erklart sich durch die tendenziell geringere
Trockenmasse im Wiederholungsversuch sowie die unveranderte Einlagerung
von im Markierungszeitraum (16 - 20 dpa) assimiliertem Stickstoff. Ein Ein-

fluss des Priffaktors Versuchsjahr wurde bei den Blattern nicht festgestellt.
Endosperme

Die Einlagerung des vier Tage vor Probenahme assimilierten Stickstoffs in die
Endosperme des Haupttriebes erfolgte bei allen drei untersuchten Genotypen
nach dem gleichen Muster. Gemittelt fiir alle Genotypen betrug der !°N-

Uberschuss zu 8 dpa 3,2 pg pro Endosperm, wahrend zu 14 dpa mit 11,3 ug
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wesentlich mehr >N eingelagert wurde, ebenso wie zu 20 dpa (12,2 ug). Ein
signifikanter Einfluss des Priffaktors Genotyp bestand nur zum Zeitpunkt 8
dpa, wobei ‘Bomi’ einen hoheren Wert als die Mutante Risg 16 aufwies
(+ 1,1 pg). Wie im vorherigen Abschnitt bereits erldutert, befindet sich die
Bildung der Proteine des Endosperms im Zeitraum 4 bis 8 dpa noch in der
initialen Phase und die Sink-Starke flr Stickstoff ist somit gering. In den Zeit-
rédumen 10 bis 14 dpa sowie 16 bis 20 dpa kommt es hingegen, vor allem be-
dingt durch die Bildung von Speicherproteinen, zu einer massiven Einlagerung
von Stickstoff. Wahrend sich der °N-Uberschuss im Endosperm zwischen 14
und 20 dpa kaum anderte, stieg die Gesamt-Stickstoffmenge in diesem Zeit-
raum weiter deutlich an (siehe Abb. 32). Dies ist ein Hinweis darauf, dass zu
20 dpa mehr remobilisierter Stickstoff eingelagert wurde, wodurch es zu ei-
nem Verdlinnungseffekt kam. Da diese Annahme nicht eindeutig durch die N-
Mengen in den Blattern und Sprossachsen des Haupttriebes belegt werden
kann, besteht Grund zur Annahme, dass der N-Remobilisierung in den nicht
untersuchten Pflanzenorganen (Wurzelgewebe und Bestockungstriebe) eine
bedeutende Rolle zukommt. In Tab. 22 sind die *N-Uberschiisse in den En-
dospermen, den analysierten vegetativen Organen sowie die Summe beider
GrbéBen aufgefihrt. Anhand der summierten Werte erkennt man, dass bei al-
len Genotypen von 4 bis 8 dpa gegenliber den anderen Markierungszeitrau-
men weniger °N in die oberirdischen Organe des Haupttriebes eingelagert
wurde. Die Unterschiede zwischen 14 und 20 dpa fallen hingegen gering aus.
Weiterhin ist zu sehen, dass der Anteil des aktuell assimilierten Stickstoffs,
welcher ins Endosperm verlagert wurde, von 8 dpa (23 - 40 %) Uber 14 dpa
(61 - 70 %) zu 20 dpa (73 - 79 %) anstieg. Dies bedeutet, dass mit zuneh-
mender Sink-Starke der Endosperme fur Stickstoff die aktuelle N-Assimilation
und -Verlagerung in die oberirdischen Organe anstieg oder mehr °N aus den
Bestockungstrieben in den Haupttrieb verlagert wurde. Gleichzeitig erfolgte

der Transport ins Korn zunehmend gerichteter.

Beziglich des N-Transports zum Korn und der Rolle der Blatter dabei existie-
ren zwei Modelle [64]. Anhand einer Untersuchung an seneszenten Blattern
von Reis wurde postuliert, dass die Umverlagerung des Stickstoffs vom Xylem

in das Phloem in den Blattern Uberwiegend direkt erfolgt, wahrend der Fluss
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durch den Proteinpool geringer ausfallt [63]. Die Ergebnisse anderer Studien
lieBen jedoch darauf schlieBen, dass sich der gesamte Uber das Xylem ange-
lieferte Stickstoff mit dem bereits vorhandenen N-Pool des Sprosses ver-
mischt, bevor er in das Phloem umverlagert wird [65, 64]. Obwohl diese Fra-
ge mit den vorliegenden Daten nicht eindeutig zu klaren ist, kann vermutet
werden, dass bei der N-Umverlagerung vom Xylem in das Phloem in den Blat-
tern der Fluss durch den Proteinpool in allen Markierungszeitraumen etwa
gleich hoch war (nahezu gleiche *N-Uberschusswerte/Abnahme durch Senes-
zenz). Um den gesteigerten °N-Fluss ins Endosperm von 8 zu 14 dpa zu er-
klaren, kann zum einen angenommen werden, dass der direkte Fluss durch
den |8slichen N-Pool der Blatter zunahm. Andernfalls misste die turnover-
Rate des unldslichen N-Pools (Proteine) angestiegen sein. Weiterhin ist es
madglich, dass die Umverlagerung in gesteigertem Ausmaf in den Spelzen er-

folgte, welche jedoch nicht analysiert wurden.

Tab. 22: Mittlerer ®’N-Uberschuss [ug] in den vegetativen Organen (Blatter &
Sprossachse) und Endospermen der Ahre des Haupttriebes aus dem ersten
Hauptversuch 2009 sowie Anteile der Endosperme an der Summe der °N-
Uberschusswerte in den analysierten Organen. Die Werte fir die Endosperme
einer Ahre wurden Uber die Anzahl fertiler Karyopsen und den mittleren *°N-
Uberschuss in den 10 analysierten mittleren Endospermen der Ahre kalkuliert.

Genotyp | dpa Mittlerer *>N-Uberschuss [ug] Anteil Endosper-
me an Summe
veg. Organe | Endosperme Summe [%]
"Bomi” 8 98,3 64,2 162,5 39,5
14 85,8 201,0 286,8 70,1
20 60,9 228,8 289,4 79,1
Risg 16 8 113,2 33,5 146,7 22,8
14 81,6 151,7 233,2 65,0
20 68,6 184,8 253,4 72,9
Risg 13 8 92,7 55,8 148,5 37,6
14 110,8 170,6 281,4 60,6
20 54,2 177,9 232,1 76,7
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Der '®>N-Massenanteil an der Trockenmasse der Endosperme aus dem ersten
Hauptversuch nahm von 8 zu 20 dpa bei allen Genotypen deutlich ab, wobei
die Werte zu 14 dpa tendenziell dazwischen lagen. Dieser Verlauf erklart sich
durch den Verdinnungseffekt, welcher infolge der verstarkten Einlagerung
von unmarkiertem Stickstoff und Kohlenstoff im zeitlichen Verlauf zustande

kommt.

Der Wiederholungsversuch 2010 bestdtigte die Ergebnisse aus dem ersten
Hauptversuch 2009. Es wurden in beiden Versuchen keine genotypischen Un-
terschiede hinsichtlich der >N-Uberschusswerte und der >N-Massenanteile in
den Endospermen zu 20 dpa festgestellt. Weiterhin hatte auch der Priffaktor
Versuchsjahr in keinem Fall einen signifikanten Einfluss auf diese Parameter.
Dies belegt die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der  !°N-

Pulsmarkierungsmethode.
5.6 Die Proteinfraktionen des Endosperms
Gesamt-N

Wie unter Punkt 5.4 diskutiert, fanden sich keine deutlichen Unterschiede zwi-
schen den Genotypen bezliglich der N-Mengen in den vegetativen Organen.
Somit ist davon auszugehen, dass die N-Source-Situation, was remobilisierba-
ren Stickstoff in den oberirdischen Organen betrifft, fiir Wildtyp und Mutanten
sehr dhnlich war. Hinsichtlich der Gesamt-Stickstoffmengen in den Endosper-
men wies "Bomi~ zu 20 dpa in beiden Versuchsjahren, zumindest tendenziell,
héhere N-Mengen gegeniber den Mutanten auf. Diese Tendenz wurde auch
bei der Gegeniberstellung der Summen der N-Mengen in den extrahierten
Proteinfraktionen, sowohl zu 14, als auch zu 20 dpa festgestellt (Tab. 11). In
der Literatur finden sich zahlreiche Berichte, dass der GPC hauptsachlich
Source-limitiert, bzw. in der frihen Phase (bis 10 - 15 dpa) mit der Akkumu-
lation von Proteinen mit struktureller und metabolischer Funktion Sink-
limitiert und anschlieBend wahrend der Bildung der Speicherproteine Source-
limitiert ist [49, 81, 89, 90]. Dies bedeutet, dass die Mutanten tendenziell
schlechter in der Lage waren, aktuell assimilierten Stickstoff ins Korn zu ver-
lagern, die Mobilisierungseffizienz geringer war (= die Effizienz mobilisierten N

ins Korn zu verlagern - z. B. durch hdhere Verluste an die Umwelt), mehr
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mobilisierter Stickstoff vom Haupttrieb in die Bestockungstriebe verlagert
wurde oder der Beitrag der Bestockungstriebe zur Stickstoffversorgung der
Korner des Haupttriebes geringer ausfiel. Auf letzteres wird in Kapitel 5.9 de-

taillierter eingegangen.
Albumine und Globuline

Auf der Ebene der Stickstoffeinlagerung in die einzelnen Proteinfraktionen
fanden sich starkere Unterschiede zwischen den Genotypen (siehe 4.1.8.).
Wie die N-Mengen in den Fraktionen pro Endosperm (Abb. 36) und die Mas-
senanteile der Fraktionen an der Trockenmasse der Endosperme (Abb. 38)
zeigen, wurden 2009 zu 14 dpa bei den Mutanten und besonders von Risg 16
im Vergleich zu "Bomi” absolut, als auch in Relation zur Trockenmasse mehr
Albumine und Globuline gebildet. Die Massenanteile der AG-Fraktion am ext-
rahierten Gesamtprotein (Abb. 40) verdeutlichen, dass dies nicht durch einen
héheren GPC bei den Mutanten bedingt ist, da auch diese bei den Mutanten
tendenziell bzw. bei Risg 16 deutlich héher ausfielen. Die N-Menge in dieser
Fraktion (Nag) stieg im Fall von "Bomi’ und fiel bei Risg 16 zum né&chsten
Probenahmetermin (20 dpa), wahrend fir Risg 13 keine Verdnderung festge-
stellt wurde. Zu 20 dpa wurden 2009 diesbezliglich weder fir die Nag-Menge
noch den Massenanteil an der Trockenmasse und dem extrahierten Gesamt-
protein genotypische Unterschiede registriert. Dahingegen lagen 2010 die
Nac-Mengen der Mutanten, welche sich ihrerseits nicht unterschieden, Uber
jener von 'Bomi’ (Abb. 37). Der Vergleich der Versuchsjahre fiir den Anteil
dieser Fraktion am Gesamtprotein zeigt jedoch nur im Fall von Risg 13 einen
signifikanten Unterschied (Abb. 40). Dieser ist hauptsachlich durch die stark
verringerte Nyor-Menge im Wiederholungsversuch bedingt (siehe Abb. 37),
was mit hoher Wahrscheinlichkeit auf einen Extraktionsfehler zurtickzufihren
ist. Es ist bekannt, dass die Proteine der AG-Fraktion hauptsachlich metaboli-
sche und strukturelle Funktionen innehaben, obgleich zumindest bei Weizen
ein Teil der Globulinfraktion auch eine N-Speicherfunktion hat [60, 91]. Die
erhéhten Mengen bzw. Anteile am Gesamtprotein dieser Fraktion bei den Mut-
anten gegenliber dem Wildtyp zeigen, dass die Mutanten einen héheren Be-
darf an metabolischen Proteinen haben, um die beschriebenen Defekte in der

Starkesynthese zu kompensieren. Dies kann z. B. in Zusammenhang mit einer
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verstarkten Exprimierung von alternativen Stoffwechselwegen flir Kohlenstoff,
z. B. in Zellwandbestandteile wie B-D-Glucan oder Lipide stehen. Hinweise
hierfur finden sich in den erhéhten Massenanteilen der Rohfaser- und Rohfett-
Fraktionen an der Trockenmasse des reifen Korns, welche bei den Mutanten
festgestellt wurden (siehe Tab. 10). Die von 14 zu 20 dpa (2009) zunehmende
Nag-Menge bei "Bomi" reflektiert die in der Literatur beschriebenen Verhalt-
nisse. Fir Weizen und Gerste wurde berichtet, dass die N-Mengen bis ca. 20
dpa bzw. 35 dpa ansteigen und anschlieBend relativ konstant bleiben [91, 92,
37]. In einer Untersuchung von KIRKMAN et al. (1982) wurden in reifen Kor-
nern von ‘Bomi’, je nach N-Diingung AG-Massenateile von 1,54 - 2,29
mg Nag * g TM! bestimmt [58]. In der vorliegenden Arbeit lagen die Massen-
anteile dieses Genotyps zu 20 dpa bei 1,4 mg Nac * g TM! (2009) bzw.
1,8 mg Nag * g TM™! (2010). Da die Pflanzen ebenfalls sehr gut mit Stickstoff
versorgt waren, bedeutet dies, dass die AG-Fraktion etwa zu 20 dpa den Mas-
senanteil im reifen Korn erreichte. Die Abnahme der Nas-Menge pro En-
dosperm von 14 zu 20 dpa bei Risg 16, welche auch bei Risg 13 als leichte
Tendenz zu beobachten war, bedeutet, dass es zu einer Degradation von Pro-
tein in dieser Fraktion kam, sofern kein Extraktions- oder Analysenfehler vor-
liegt. Dieser Vorgang ist bisher in der Literatur nicht beschrieben worden. Der
Vergleich der Versuchsjahre flir die Nas-Menge pro Endosperm zu 20 dpa
zeigt, dass die Werte von 'Bomi’ nahezu identisch waren, wahrend bei beiden
Mutanten 2010 signifikant héhere Mengen bestimmt wurden (Abb. 37). Eine
maogliche Ursache hierfir sind die nicht véllig identischen Umweltbedingungen
in beiden Versuchsjahren (siehe Tab. 2). Es wird als Tatsache angesehen, dass
mehr als die Halfte des GPC durch Umweltbedingungen bestimmt wird und
nur zu einem geringen Anteil durch genetische Faktoren [93]. Auch das zeitli-
che Muster der Proteinakkumulation steht somit, wie nahezu alle Entwick-
lungsprozesse von Pflanzen, sehr wahrscheinlich unter dem Einfluss von Tem-
peratur, Photoperiode und anderen Faktoren. Eine mdgliche Erklarung ist,
dass die Vorgange im Zusammenhang mit der Bildung der AG-Fraktion lang-
samer abliefen. Wenn es wie zuvor diskutiert zu einer starkeren Anreicherung
dieser Fraktion im Endosperm mit nachfolgender partieller Degradation kam,
konnte dieser Prozess 2010 noch nicht abgeschlossen gewesen sein, wodurch

die Nag-Mengen im Vergleich zum Vorjahr héher ausfielen. Die in beiden Ver-
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suchsjahren Ubereinstimmenden Nag-Mengen von "Bomi’ stehen dazu nicht
im Widerspruch, da die Bildung dieser Fraktion zu 20 dpa wie zuvor diskutiert
(nahezu) abgeschlossen ist und dies 2009 auch schon vor 20 dpa der Fall ge-
wesen sein kann. Eine andere Erklarungsmadglichkeit ist, dass durch die ge-
storten Starkesynthesewege der Mutanten die Vorgange zur Bildung der Al-
bumin/Globulin-Fraktion komplexer und dynamischer sind und sich daher

schlechter reproduzieren lassen.
Hordeine

Die Hordeine oder Alkohol-l8slichen Proteine stellen mit ca. 30 - 50 % am
Gesamtprotein zur Reife die gréBte Proteinfraktion im reifen Korn dar und sind
bei Gerste der Haupt-Stickstoffspeicher [37, 58, 61]. Eine Studie von RAHMAN
et al. (1982) kam zu dem Ergebnis, dass die Akkumulation von Hordein relativ
spat in der Kornentwicklung (ca. 18 dpa, 4 % des Gehaltes zur Reife) einsetzt
[37]. An anderer Stelle wurde berichtet, dass die HOR-Synthese bei Gerste
(cv. ‘Bomi*) zwischen 10 und 15 dpa einsetzt und zur Reife eine Menge von
ca. 700 pg pro Endosperm erreicht wird [58, 94]. In der vorliegenden Arbeit
wurden zu 14 dpa 125, 51 und 58 pg Npor pro Endosperm von “Bomi’,
Risg 16 bzw. Risg 13 bestimmt (Abb. 36). Die Nyor-Mengen pro Endosperm
stiegen zu 20 dpa in gleicher Reihenfolge auf 329, 200 und 210 pg an. Damit
lag die Npyor-Menge in Endospermen des Wildtyps zu 14 dpa tendenziell und
zu 20 dpa signifikant Gber jener der Mutanten, welche sich ihrerseits nicht
deutlich unterschieden. Die Werte der Mutanten zeigen, besonders zu 14 dpa,
eine gute Ubereinstimmung mit den in der Literatur fiir "Bomi’ berichteten
[94], wahrend jene von 'Bomi’ deutlich hoher liegen. Der starke Trend zu
geringeren Nyor-Mengen bei den Risg Mutanten gegeniiber "Bomi’ zu 14 dpa
steht im Einklang mit den im Vergleich zum Wildtyp héheren Nas-Mengen.
Nach KIRKMAN et al. (1982) flieBt ,iberschissiger’ Stickstoff, welcher nicht fir
metabolische Funktionen (AG) bendtigt wird in die Speicherprotein-Fraktion
[58]. Hinzu kommt die Tatsache, dass "'Bomi’ im untersuchten Zeitraum wie
bereits zuvor diskutiert (siehe 5.1) besser in der Lage war, Trockenmasse und
damit auch Stickstoff einzulagern. Dies zeigt sich am gesamt-extrahierten
Protein (Tab. 11) und den N-Mengen pro Endosperm (Abb. 32), was ebenfalls

die geringeren Nyor-Mengen bei den Mutanten zu 20 dpa erklart. Die in Ab-
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gleich mit den Literaturwerten [94] hohe Nuor-Menge bei "'Bomi’ reflektiert,
gemeinsam mit dem im reifen Korn flr eine Braugerste sehr hohen Rohprote-
ingehalt (Tab. 10), die sehr gute Stickstoffversorgung, welche Utber den (bli-
chen Feldanbaubedingungen lag. Die Abhangigkeit des GPC und damit der
Hordeine als groBter Proteinspeicherfraktion von der N-Zufuhr wurde bereits
1928 gezeigt und spater mehrfach bestatigt [95, 58, 67].

Der Vergleich der Versuchsjahre 2009 und 2010 hinsichtlich der Nyor-Menge
zu 20 dpa zeigt, dass bei allen drei Genotypen die Tendenz zu niedrigeren
Werten im Wiederholungsversuch bestand. Im Fall von Risg 16 war dies mini-
mal, bei Risg 13 hingegen sank sie um mehr als 50 % ab. Flr letztgenannten
Fall liegt es nahe, einen Fehler bei der Extraktion zu vermuten. Bei "Bomi” lag
die Gesamt-N-Menge pro Endosperm 2010 um 80 pg niedriger als im Vorjahr
(Tab. 8). Die Menge an Nyor und Ngy sank dabei um 67 ug bzw. 29 pg, wah-
rend die des Nag nahezu unverdndert blieb (+ 1 pg). Wie bereits zuvor disku-
tiert, wirkte sich die zuriickgegangene N-Zufuhr ins Endosperm vor allem auf
die Speicherproteine aus. Fir Risg 16 zeigte sich ein anderes Bild. Die Ge-
samt-N-Menge im Endosperm nahm im Mittel um 30 pg ab. Dabei stieg die
Nac-Menge um 22 ug, wohingegen die Nyor- und Ngy-Mengen um 9 ug bzw.
45 pg sanken. Dies verdeutlicht noch einmal die abweichende Dynamik der N-
Einlagerung in die Proteinfraktionen der Mutanten im Vergleich mit dem Wild-
typ. Unter der Annahme, dass Gluteline zumindest teilweise eine Speicher-
funktion haben ([55] und Autoren darin), bestatigen diese Daten, dass der N-
Fluss in die metabolischen Proteine gegenliber den Speicherproteinen bevor-
zugt erfolgt und scheinbar weitgehend unabhangig von den Source-

Verhaltnissen ist.
Gluteline

Die Gluteline umfassen laut Literaturangaben hauptsachlich Proteine mit
struktureller und metabolischer Funktion [96, 58, 37, 97]. Im Gegensatz dazu
ist jedoch nach SHEWRY und TATHAM (1990) ein GroBteil der Gluteline den Pro-
laminen (HOR) strukturell sehr ahnlich und diesen zuzuordnen, was bedeuten
wirde, dass sie ebenfalls eine Speicherfunktion innehaben ([55] und Autoren

darin). Von RAHMAN et al. (1982) wurde berichtet, dass in der Glutelinfraktion
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Verunreinigungen durch Hordeine auftraten, wobei in dieser Arbeit die glei-
chen Extraktionspuffer flir Hordeine und Gluteline wie in der vorliegenden ge-
nutzt wurden [37]. In zuvor genannter Quelle wird der Startzeitpunkt der Glu-
telinsynthese im Korn fiir die Sorte "Sundance’ mit ca. 10 dpa angegeben
und es wurde im Anschluss ein stetiger Anstieg bis zur Reife festgestellt, der
zu einem Anteil von 32 % des Gesamtproteins fiihrte. Einer Abbildung dieser
Publikation lasst sich enthehmen, dass bei Erreichen von 32 %, 56 % und
100 % der finalen Karyopsentrockenmasse (entspricht 14 dpa, 20 dpa bzw.
Reife in der vorliegenden Arbeit) ca. 100 pg, 210 pg bzw. 450 pg Ngy pro
Endosperm enthalten waren. Fir "Bomi® wurden im reifen Korn je nach Kul-
turbedingungen 18,0 - 29,4 % von Nya bzw. 118-330 pg N pro Korn be-
stimmt [58, 98].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kurz zusammenfassend ergab sich
folgendes Bild (Abb. 36, Abb. 37): Im ersten Hauptversuch (2009) traten zu
14 dpa keine Unterschiede zwischen Genotypen auf und es wurden 88 - 90 ug
NgLy pro Endosperm bestimmt. Von 14 zu 20 dpa stieg die Ngy-Menge im En-
dosperm bei "Bomi” tendenziell (+ 23 pg), bei Risg 16 und Risg 13 deutlich
an (+ 65 pg bzw. + 57 ug). Der Vergleich der Versuche in 2009 und 2010
zeigte nur im Fall von Risg 16 eine signifikante Veréanderung (- 45 pg), doch
auch der Wert der Ngy-Menge bei "‘Bomi’ sank tendenziell etwas (- 29 ug).
Somit lagen die N-Mengen in der Glutelinfraktion der Mutanten zu 20 dpa in
beiden Versuchsjahren gegeniiber dem Wildtyp hoher, obgleich in zuvor ge-
nanntem Fall nur tendenziell. Zwischen Risg 16 und Risg 13 konnte diesbezlig-
lich in keinem Fall ein Unterschied festgestellt werden. Das gleiche Bild ergibt
sich bei der Betrachtung der Massenanteile der GLU-Fraktion an der Trocken-
masse (Abb. 38, Abb. 39), jedoch kam es diesbezliglich in keinem Fall zu ei-
ner signifikanten Abweichung der Werte aus dem ersten und zweiten Haupt-

versuch.

Vergleicht man die Werte von 'Bomi~ mit jenen, welche fir die Sorte
"Sundance’ berichtet wurden [37], zeigt sich zu 14 dpa nur ein geringer Un-
terschied, wahrend die Ngu-Menge pro Endosperm zu 20 dpa bei "'Bomi’
deutlich geringer ausfallt. Sehr wahrscheinlich setzte somit auch bei "Bomi’

die GLU-Synthese etwa 10 dpa ein. Der Unterschied zu 20 dpa ist durch den



142 Diskussion

Sortenunterschied und abweichende Kornmassen sowie GPC's zur Reife er-
klarbar. Von KIRKMAN et al. (1982) wurden bei N-Gaben entsprechend 750 (N,)
bzw. 1500 (Ns) kg N ha™ im reifen Korn von "Bomi’ Ng-Mengen von 269 ug
bzw. 330 pg bestimmt [58]. Die EKG (mg) und Gesamt-N-Massenanteile
(% TM) betrugen fir N, 58,8 und 1,82 sowie 51,8 und 2,57 fir Ns. In der vor-
liegenden Arbeit wurde fir "Bomi’ zur Reife ein EKG von 59 mg und ein Ge-
samt-N-Massenanteil von ca. 2,4 % TM bestimmt. Dies zeigt zum einen, dass
die Pflanzen ahnlich gut mit Stickstoff versorgt waren, wie jene in der erwahn-
ten Studie (siehe 3.2). Zum anderen ist damit zu erwarten, dass die Ngu-
Menge bis zur Reife weiter bis zu Werten ahnlich den berichteten [58] anstieg

und somit 20 dpa 25 - 42 % der finalen Menge erreicht waren.
Gesamtbetrachtung fiir N in den Proteinfraktionen

Die Risg Mutanten 16 und 13 sind als high-lys-Mutanten bekannt [32, 47].
Dies bedeutet, dass der Lysingehalt des Gesamtproteins gegeniiber dem Wild-
typ erhdht ist. Da ferner bekannt ist, dass Hordeine die dominante Protein-
fraktion bei Gerste darstellen und arm an Lysin sind ergibt sich, dass deren
Menge und/oder Massenanteil am Gesamtprotein bei den Mutanten erniedrigt
ist [53, 37, 58, 61, 98]. Wie zuvor diskutiert, war die Nag-Menge im frihen
Stadium der Endospermentwicklung bei den Mutanten gegeniiber dem Wildtyp
erhoht. Der Wiederholungsversuch 2010 lasst zudem nicht ausschlieBen, dass
dies auch in spdteren Stadien gliltig ist. Die Nyor-Menge und auch der Nyor-
Massenanteil an der Trockenmasse der Endosperme von Risg 16 und 13 hin-
gegen blieb mit dem Fortschreiten der Kornfillung hinter jener des Wildtyps
zurtick. Flr die Gluteline zeigt sich ein entgegengesetztes Bild; die Nguy-
Mengen stiegen bei den Mutanten gegentiber "Bomi™ mit zunehmender Dauer
nach Anthese starker an. Da die Unterschiede in den Nag-Mengen in Relation
zum Gesamtprotein gering ausfielen und nach 20 dpa keine starken Zuwachse
in dieser Fraktion zu erwarten sind, ist damit der erhéhte Lysingehalt im reifen
Korn der Mutanten wahrscheinlich zum gréBten Teil durch ein verdndertes
Verhaltnis von Hordein zu Glutelin bedingt. Die Anteile der HOR- und GLU-
Fraktionen am extrahierten Gesamtprotein (Abb. 40) zeigen allerdings auch,

dass der Anteil der Hordeine bei den Mutanten zwischen 14 und 20 dpa star-
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ker anstieg als beim Wildtyp und jener der Gluteline zumindest im Fall von

Risg 13 tendenziell zurlickging.

Die vorherigen Ausflihrungen zusammenfassend ergibt sich folgendes Ge-
samtbild: Die Albumin/Globulin-Synthese ist im frihen Stadium nach der An-
these (bis ca. 14 - 20 dpa) bei den Mutanten gegentber dem Wildtyp erhéht.
Hierdurch wird die Bildung von Hordeinen gehemmt bzw. es steht weniger
Stickstoff flir die Bildung dieser Fraktion zur Verfligung, da die Sink-Stdrke
der AG-Fraktion fiir Stickstoff starker ist. Die Glutelin-Fraktion ist von diesen
Vorgangen bis 14 dpa nicht beeinflusst. Nach ca. 14 dpa kommt es, zumindest
bei Risg 16, zu einer partiellen Degradation der AG-Fraktion welche sich bis
ca. 20 dpa fortsetzt. Der aus dieser Fraktion freigesetzte Stickstoff flieBt mdg-
licherweise z. T. in die GLU-Fraktion, da bei dieser zu 20 dpa die Ngy-Menge
gegenuber dem Wildtyp hdher ausfiel. Die verzdogerte Bildung der Hordeine
wird bei den Mutanten im Anschluss durch eine im Vergleich zu "Bomi’ er-
héhte Syntheserate kompensiert (Abb. 36, Abb. 40). Dies ergibt sich durch
die hoheren Rohproteingehalte im reifen Korn bei Risg 16 und
Risg 13 gegeniber 'Bomi’ (Tab. 10). Da die Mutanten im reifen Korn einen
héheren Lysingehalt aufweisen [32, 47], ist zu vermuten, dass auch die Ngy-
Menge bei diesen im Vergleich zum Wildtyp bis zur Reife starker ansteigt und

der Massenanteil am Gesamtprotein final héher ausfallt.
13N: aktuell assimilierter Stickstoff in den Proteinfraktionen

Der N-Uberschuss [ug] in den Proteinen ist ein MaB fiir den Stickstoff wel-
cher in Form von NH,;* in den vier Tagen vor den Probenahmen aufgenommen
wurde. Je geringer dieser Uberschuss ausfillt, desto weniger des aktuell auf-
genommenen Stickstoffs wurde dementsprechend in die Fraktion eingelagert
und desto grdBer ist der Anteil des zwischen Anthese und Markierung direkt
von der Wurzel ins Korn verlagerten und/oder vor der Markierung in vegetati-
ven Organen eingelagerten und spater remobilisierten Stickstoffs (Verdin-
nungseffekt). Zu beachten ist dabei, dass die natlirliche Anreicherung in den
Proteinfraktionen in Folge von Isotopeneffekten, vor allem kinetischen, nicht
identisch ist. In einer Studie zur Untersuchung des Beitrages mobilisierten
Kohlen- und Stickstoffs zur Kornflillung bei Mais wurde dies berichtet [30]. Die
5'°N-Werte in der Kontrollvariante betrugen 9,3 fir AG, 7,4 fiir GLO, 11,6 fiir
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Zein (Prolaminfraktion) und 7,8 - 5,3 fir die GLU-Fraktionen G1 bis G3 (Sub-
fraktionen). Als mdgliche Ursache fiir die unterschiedliche *>N-Anreicherung in
der Zein- und Glutelin-G3-Fraktion (11,6 vs. 5,3) wurde auf die unterschiedli-
che Aminosaurezusammensetzung der Fraktionen in Zusammenhang mit de-
ren unterschiedlicher Herkunft verwiesen. FlUr die Betrachtung der nachfol-
genden Ergebnisse sind die Verhaltnisse in den vegetativen Organen und im
Gesamt-Endosperm zu bericksichtigen. Trotz diverser Tendenzen (siehe 5.5)
wurde nur im Fall der Sprossachse zu 20 dpa (2009) ein signifikanter Unter-

schied zwischen Risg 13 und den anderen Genotypen festgestellt.

Der ®N-Uberschuss in den Proteinfraktionen im ersten Hauptversuch zeigte
tendenziell ein dhnliches Bild wie die entsprechenden N-Mengen. Abweichun-
gen bestanden darin, dass in keinem Fall signifikante Einflisse des Genotyps
nachgewiesen wurden. Fiir die AG-Fraktionen der Mutanten sanken die °N-
Uberschusswerte zu 20 dpa in Relation zu 14 dpa tendenziell starker als die
entsprechenden Nag-Mengen. Im Fall von "'Bomi’ blieb der ®N-Uberschuss in
der AG-Fraktion konstant wahrend die Nag-Menge anstieg. Die Verhaltnisse in
der HOR-Fraktion waren fiir den '°N-Uberschuss und die Nyor-Menge sehr
dhnlich. In der GLU-Fraktion sank der >N-Uberschuss im Fall von "Bomi’ und
Risg 13 tendenziell zwischen 14 und 20 dpa und blieb bei Risg 16 nahezu un-
veréndert. Bei dem Vergleich der Versuchjahre fiir den **N-Uberschuss gab es
in der Tendenz keine Unterschiede zur N-Menge in den Fraktionen. Wie aus
Tab. 12 ersichtlich wurde in der Summe der Proteinfraktionen zu 20 dpa ge-
genlber 14 dpa bei allen Genotypen, besonders Risg 16 ein tendenziell hdhe-
rer 1>N-Uberschuss festgestellt. Im Fall von Risg 16 und in geringerem Aus-
maB bei ‘Bomi' bestand dieser Trend auch fir den !°N-Uberschuss im
Gesamt-Endosperm, wohingegen dieser bei Risg 13 etwas zurickging. Be-
riicksichtigt man zusatzlich den starkeren Verdiinnungseffekt zu 20 dpa, d. h.
die stdarkere Einlagerung unmarkierten Stickstoffs (vgl. Abb. 32), zeigt dies
noch einmal, dass der Beitrag des aktuell assimilierten Stickstoffs zur Kornfil-

lung von 14 zu 20 dpa etwas zunahm.

Der Beitrag des aktuell assimilierten Stickstoffs in den einzelnen Fraktionen
wird am besten bei dem Vergleich der Anteile der Fraktionen am gesamt-
extrahierten N und >N deutlich (Tab. 23). Im Mittel aller Genotypen und Be-
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probungstermine ist der Anteil der AG- und GLU-Fraktion am gesamt-
extrahierten >N um 3,7 bzw. 10,6 Prozent niedriger als der Anteil der jeweili-
gen Fraktion am gesamt-extrahierten N. Der Beitrag der Hordeine zur Summe
des extrahierten N fallt hingegen im Mittel um 14,3 % héher aus im Ver-
gleich zum Anteil am extrahierten N. Fir ‘Bomi’ lag der *Nag-Anteil am
Ngesamt zU 14 dpa 2,5 % und zu 20 dpa 4,0 % niedriger als der Nag-Anteil am
Ngesamt. Dies erklart sich dadurch, dass die Gesamt-N-Parameter die Verhalt-
nisse ab der Anthese, die >N-Werte jedoch den Zeitraum von 10 - 14 dpa
bzw. 16 - 20 dpa widerspiegeln. Da die Bildung Albumine und Globuline be-
reits vor 10 dpa einsetzt (siehe Gesamt-N im Korn), kommt es zur Verdin-
nung des '°N. Zusétzlich spielen wahrscheinlich auch bei Gerste Isotopenef-
fekte eine Rolle. Wie zuvor erwdhnt, lag der 3°N-Wert der Prolaminfraktion
bei Mais deutlich héher als jener der AG-Fraktion [30]. Somit flieBt bei glei-
chen Einlagerungsraten mehr '°N in die Hordeinfraktion und der *>N-Anteil der
AG-Fraktion verringert sich gegeniiber dieser. Das Absinken des '°Nag-Anteils
am ®Ngesamt VOn 14 zu 20 dpa, welches bei allen Genotypen auftrat, erklart
sich durch einen starkeren Verdiinnungseffekt und ricklaufige Stickstofffllisse
in die AG-Fraktion. Fir ‘Bomi" lagen die >N-Anteile am **Ngesam: fiir die Hor-
deine und Gluteline 16,6 % Uber bzw. 14,1 % unter den entsprechenden N-
Anteilen am Ngesamt- Dies zeigt in erster Linie, dass die Hordeine zu diesem
Zeitpunkt die starkste Senke fiur aktuell assimilierten Stickstoff darstellen.
Geht man in Abgleich mit den Literaturangaben davon aus, dass die Protein-
synthese in beiden Fraktionen vor 10 dpa sehr gering ist, spielt der Verdin-
nungseffekt kaum eine Rolle. Auch in diesem Fall ist es wahrscheinlich, dass
natlrliche Anreicherung in der Prolamin-Fraktion gegeniber der GLU-Fraktion
héher ist, wie es flr Mais berichtet wurde [30]. Eine weitere Ursache kann die
unterschiedliche Aminosaurezusammensetzung beider Fraktionen sein [30],
wodurch die N-Speisung in verschiedenen Verhdltnissen aus unterschiedlichen
Quellen erfolgte. Diese Quellen sind zum einen das aktuell assimilierte °>NH,*,
welches in starkerem AusmalB in die Hordeine geleitet wurde sowie aus den
vegetativen Organen remobilisierter Stickstoff und aktuell assimiliertes Nitrat
(unmarkiert), welche starker zur Bildung der Gluteline beitrugen. Zu 20 dpa
lagen bei "Bomi’ die N-Anteile am *°Ngesam: fUr die Hordeine und Gluteline

13,1 % ulber bzw. 9,1 % unter den entsprechenden N-Anteilen am Ngesamt.
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Diese Veranderungen erklaren sich durch eine starkere Verdinnung in der
Hordeinfraktion, die ricklaufige Einlagerung in die AG-Fraktion und ein wahr-
scheinlich verandertes Verhaltnis der HOR- und GLU-Syntheseraten. Im Fall
der Mutanten wurde ein anderes Bild beobachtet. Das Verhaltnis des '°N-
Anteils am *Ngesamt zum N-Anteil am Ngesamt War zu 20 dpa gegeniiber 14 dpa
flr die Hordeine niedriger und Gluteline héher. Das heiBt, zu 20 dpa wurde im
Vergleich zu 14 dpa °N in noch stirkerem AusmaB als Gesamt-N in die Hor-
deinfraktion geleitet, wahrend flr Gluteline das Gegenteil beobachtet wurde.
Dies steht im Einklang mit den unterschiedlichen Bildungsdynamiken beider
Fraktionen bei den Mutanten im Vergleich mit dem Wildtyp, besonders der

verzdgerten HOR-Synthese gegenliber dem Wildtyp.

Tab. 23: Gegeniberstellung der Mittelwerte der prozentualen Anteile der Pro-
teinfraktionen am gesamt-extrahierten N und **N fiir die Genotypen "Bomi",
Risg 16 und Risg 13 zu 14 und 20 dpa im ersten Hauptversuch (2009).

Protein- Anteil [%] "Bomi” Risg 16 Risg 13
fraktion
14 20 14 20 14 20
dpa dpa dpa dpa dpa dpa
Albumin/ Ngesamt 9,69 9,03 | 37,68 | 12,27 | 23,24 | 10,19
Globulin
Ngesamt 7,20 | 5,04 | 31,58 | 843 | 19,91 | 7,76
Hordein Ngesamt 51,89 | 67,09 | 22,32 | 49,21 | 28,43 | 52,46
Ngesamt 68,46 | 80,18 | 34,28 | 67,57 | 39,87 | 66,70
Glutelin Ngesamt 38,42 | 23,88 | 40,00 | 38,53 | 48,32 | 37,35
5N gesamt 24,33 | 14,79 | 34,14 | 24,01 | 40,21 | 25,53

5.7 Bewertung des Verfahrens zur Proteinextraktion

Die Ergebnisse der Proteinextraktion konnten, wie in Abb. 37 zu sehen zwi-
schen den Versuchjahren (20 dpa) gut reproduziert werden. Die Streuung der
Werte fiel relativ gering aus, wobei zu beachten ist, dass der Proteingehalt im
Korn laut Literaturangaben stark durch die Umweltbedingungen beeinflusst
wird ([60] und Autoren darin). Dennoch ist das Protokoll weiter optimierbar.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Stickstoffgehalt in den extrahierten

Fraktionen ausgewertet, da die Fraktionen wie aus Tab. 13 (4.1.9) ersichtlich
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Verunreinigungen durch Nicht-Protein-Substanzen enthielten. Da dies vor al-
lem bei der AG- und GLU-Fraktion der Fall war, ist zu vermuten, dass haupt-
sachlich Pufferreste hierfiir verantwortlich waren (Salze, SDS). Fir eine Opti-
mierung in zuklnftigen Experimenten ist eine Dialyse der Extrakte
empfehlenswert, wie sie in anderen Arbeiten durchgefiihrt wurde [37, 33, 96].
Wie unter 4.1.9 beschrieben, betrug die Wiederfindungsrate des Stickstoffs in
der Summe der extrahierten Proteinfraktionen zwischen 50 - 63 % des Stick-
stoffs im Gesamtendosperm. In einer Arbeit von KIRKMAN et al. (1982) wurden
fur reife Koérner von 'Bomi’ bei hoher Stickstoffversorgung 8,9 % Nag
(von Neotar), 52,7 % Nyor, 24,9 % NgLu, 8,2 % Nypy sowie 2,6 % N im Extrakti-
onsrickstand bestimmt und die Wiederfindungsrate betrug 97,3 % [58]. Das
Extraktionsprotokoll war dem in der vorliegenden Arbeit sehr ahnlich, doch die
Einwaage war mit 1 g hoher. Es stellt sich die Frage, welche Griinde zu den
deutlich geringeren Wiederfindungsraten bei der Verwendung eines sehr éhn-
lichen Protokolls fihrten. Eine Hauptursache, welche bereits unter 4.1.9 dar-
gelegt wurde, ist die Korrelation der Wiederfindungsrate mit der verwendeten
Einwaage. Die flir diesen Zusammenhang erstellte Regressionsgerade ergab,
dass mit einer Einwaage von 527 mg eine Wiederfindungsrate von 80 % er-
reicht worden ware. Die tatsachlich verwendeten Einwaagen lagen jedoch zwi-
schen 100 und 300 mg. Bei der Verwendung von kleinen Proben wirken sich
Verluste, welche beim Abnehmen von Uberstdnden und dem Uberfiihren von
Proben zwischen ReaktionsgefaBen auftreten, starker aus. Mit dem vorliegen-
den Versuchsdesign sind die Probenmassen jedoch nicht beliebig steigerbar,
da die Praparation der Endosperme, d. h. deren Befreiung vom Perikarp, sehr
zeitaufwandig ist und das maximale Probenaufkommen limitiert. Ein Ansatz
flir zukdnftige Versuche ist die Verwendung ganzer Karyopsen oder nur den
Embryo zu entfernen. Ein weiterer Faktor, welcher zu niedrigeren Wiederfin-
dungsraten in der vorliegenden Arbeit fihrte, ist, dass NPN und der Stick-
stoffanteil im Extraktionsrest nicht bestimmt wurde. Beide Fraktionen trugen
in der Arbeit von KIRKMAN et al. (1982) 10,8 % zum Gesamtprotein bei [58].
Dabei ist es wahrscheinlich, dass zu 20 dpa, dem Bildungsstadium der Spei-
cherproteine, der Anteil niedermolekularer Stickstoffverbindungen noch héher
ausfallt als zur Reife. Weiterhin ist zu vermuten, dass im Zuge des Entfet-

tungsschrittes mit Butanol amphiphile Proteine mit entfernt wurden. Von
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RAHMAN et al. (1982) wurde berichtet, dass sich bis ca. 34 dpa 10 % des Ge-
samt-N in dieser Fraktion fanden und der Anteil bis zur Reife auf etwa 5 %
sank [37]. Dies bedeutet, dass ein Teil der geringeren Wiederfindungsrate

durch diese Fraktion bedingt sein kann.
5.8 Bewertung der '*C-/*N-Doppelmarkierung

Die Ergebnisse des ersten Hauptversuches und die weitgehend gut reprodu-
zierten Ergebnisse im zweiten Hauptversuch belegen, dass das angewendete
Verfahren zur 3C- und ®N-Pulsmarkierung fiir die Untersuchung der Kohlen-
stoff- und Stickstoffverlagerung in der Pflanze geeignet ist. Es wurde eine
ausreichend hohe Markierung erzeugt, welche die Verlagerung von Kohlenstoff
und Stickstoff aus den Blattern bzw. der Wurzel nachverfolgbar machte.
Gleichzeitig (berstieg die H®he des !°C-Labels nicht die, fir die mas-
senspektrometrische Analyse kritische Grenze. Einschrankungen dieser Me-
thode bestehen bei der Quantifizierbarkeit der Stoffverlagerungen. Fir derar-
tige Untersuchungen bieten sich Langzeitmarkierungen, z. B. Uber die
gesamte Dauer der vegetativen Phase, in Kombination mit hydroponischer
Kultur an. Auf diese Weise ist das Wurzelsystem zugangig und es ist mdglich,
exakte Aufnahmeraten sowie Bilanzen fir die Gesamtpflanze (iber bestimmte
Zeitraume zu erstellen. Der Nachteil von Langzeitmarkierungen besteht hin-
gegen in einem hohen Tracerverbrauch und den damit verbundenen Kosten.
Wie unter Punkt 4.1.10 bereits dargelegt, wurden zu 8 dpa keine Veranderun-
gen hinsichtlich der Trockenmasse sowie des Gesamt-C und —-N beim Vergleich
von unmarkierter Kontrolle und markierter Variante festgestellt. Dies zeigt,
dass auf Gesamtpflanzenebene keine Stressreaktionen infolge der Behand-
lung, d. h. des einstiindigen EinschlieBens der Pflanzen in ein abgeschlossenes
Behaltnis, sichtbar wurden. Fir zuklinftige Versuche ist es dennoch sinnvoll,
fir eine Kihlung wahrend der Markierung zu sorgen wie in [102] berichtet,

um einen Temperaturanstieg und zu hohe Luftfeuchtigkeit zu vermeiden.

Wie aus Tab. 15 (4.1.10) ersichtlich, wurde auch in den unmarkierten Kon-
trollpflanzen in allen untersuchten Organen eine Anreicherung mit °N festge-
stellt. Fir die *>N-Uberschusswerte in den Organen der unmarkierten Pflanzen

gibt es verschiedene Erklarungsmaoglichkeiten. Zum einen erfolgte die Berech-
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nung der Werte mit atmospharischem Stickstoff als Standard. Fir Boden, die
Haupt-Stickstoffquelle der Pflanzen, wurden 3!°N-Werte von - 3 bis 8 %o be-
richtet [105]. Wiirde der Bodenstickstoff ohne Diskriminierung in den organi-
schen Stickstoffpool der Pflanze gelangen, ergibt sich somit bereits eine An-
reicherung. Es ist moglich, dass der 8'>N-Wert des Substrates noch (iber dem
berichteten (- 3 bis 8 %o0) lag, denn dieses enthielt Kompost und Torf. Von
KRAMER et al. (2003) wurde festgestellt, dass der 8°N-Wert von organischer
Masse mit der Humifizierung durch mikrobiellen Abbau steigt [106]. Der aus
dem organischen N-Speicher freigesetzte Stickstoff ware demnach hdéher mit
15N angereichert. Weiterhin kénnen Prozesse im Stickstoffkreislauf, bei wel-
chen N diskriminiert wird, zu einer *N-Anreicherung des pflanzenverfiigba-
ren N-Pools flihren. Von besonderer Bedeutung sind dabei Nitrifikation
(0 - 35 %o0), das NHs/NH;" Equilibrium (20 - 27 %o), NHs3-Verdunstung
(29 %o0), N,O- und NO-Produktion bei der Nitrifikation (0 - 70 %o0) und De-
nitrifikation (0 - 39 %o) ([103] und Autoren darin). Der *N-Anreicherung im
Substrat steht die '°N-Diskriminierung bei der Stickstoffassimilation in der
Pflanze gegeniiber, welche zu einer Abreicherung gegeniber dem Substrat
fihren kann. Die Diskriminierung der wichtigsten Enzyme Nitrat-Reduktase
und Glutamin-Synthetase betrégt 15 %o bzw. 17 %o0. Das AusmalB der Dis-
kriminierung ist jedoch hoch variabel und stark von der Konzentration des
pflanzenverfligbaren Stickstoffs im Substrat abhangig [104]. Bei geringen N-
Konzentrationen wird (nahezu) der gesamte Stickstoff aufgenommen und da-
mit auch der gesamte °N, wodurch es zu keiner Fraktionierung mehr kommt.
In der vorliegenden Arbeit ist jedoch nicht von einer geringen Stickstoffver-
sorgung auszugehen, obgleich die N-Menge nur im Ausgangssubstrat be-
stimmt wurde und somit nicht ausgeschlossen werden kann, dass diese z. B.
zwischen Schosser- und Ahrengabe auf ein niedriges Niveau absank. Weitere
Parameter, welche das AusmaB der Diskriminierung beeinflussen, sind der
Anteil des Nitrates und Ammonium am assimilierten Stickstoff sowie der Ort
der Nitratreduktion (Blatt/Wurzel). Es wurde berichtet, dass bei NOs;™ gegen-
tiber NH4* als Haupt-un-Quelle in der Pflanze eine stérkere Variation der '°N-
Werte auftritt. Dies ergibt sich durch die Tatsache, dass die NH,*-Assimilation
im Normalfall vollsténdig in der Wurzel erfolgt und der organische Stickstoff in

Spross und Blattern dann das Produkt dieses Prozesses ist [104]. Wie in
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Tab. 15 (4.1.10) zu sehen, war dies in den durchgefiihrten Versuchen nicht
der Fall und es wurde eine niedrigere Anreicherung in den Blattern gegenlber
der Sprossachse beobachtet. In diesem Zusammenhang ist jedoch der Stick-
stoffmassenanteil an der Trockenmasse der Organe zu beachten, welche in
den Sprossachsen gegeniber den Blattern niedriger ausfiel (Abb. 20), wo-
durch sich eine starkere Isotopenverdinnung in den Blattern ergibt. Es ist
dennoch anzunehmen, dass NO;5  die vorrangig aufgenommene N-Form war.
Durch die Nitratreduktion in der Wurzel und der damit einhergehenden Dis-
kriminierung steigt die °N-Anreicherung im freien Nitrat-Pool aus welchem
NOs5™ Uber das Xylem in die Blatter gelangt [104]. Damit ergibt sich eine héhe-
re > N-Anreicherung des organischen Stickstoffs im Blatt. Gleichzeitig erfolgt
eine weitere Anreichung des verbleibenden freien Nitrates im Blatt. Wiirde
dieses zumindest teilweise Uber das Phloem zuriick zur Wurzel transportiert,
ware die noch héhere Anreicherung in der Sprossachse zu erklaren. Ebenso ist
es moglich, dass das gesamte Nitrat im Blatt assimiliert wird, jedoch der
GroBteil der '°N-angereicherten Aminosduren (iber das Phloem exportiert
wird. Von CooPER et al. (1989) wurde diesbeziiglich ein Modell fiir einen Stick-
stoffkreislauf zwischen oberirdischen Organen und Wurzel entwickelt, wobei
kalkuliert wurde, dass 50 % des N-Flusses im Xylem zirkulierenden Stickstoff
darstellt und im Mittel jedes N-Molekll einmal zirkuliert, bevor es flr das
Wachstum genutzt wird [107]. Die Schlussfolgerung aus den Daten der un-
markierten Kontrollen ist, dass die Werte der markierten Pflanzen nicht zu
einhundert Prozent die Markierung bzw. die Aufnahme nach der Anthese wi-
derspiegeln und etwas zu hoch ausfallen. Es wurde dennoch nicht mit Netto-
werten (markiert abziglich unmarkiert) gerechnet, da fiir die Termine 14 und

20 dpa keine Kontrolle mitgeftihrt wurde.

Hinsichtlich der °N-Markierung ist weiterhin zu beachten, dass die mit Am-
moniumchlorid-Applikation erzielten Ergebnisse nicht vollstandig auf die Be-
dingungen im Feldanbau Ubertragbar sind. Im Ackerbau finden sich im
Boden NOs;-Konzentrationen von ca. 0,5 - 10 mM, wahrend die
NH,*-Konzentrationen meist 100 - 1000-fach niedriger liegen und nur selten,
z. B. nach Dingung, den millimolaren Bereich erreichen [99]. Hingegen er-

hielten die Pflanzen in den Versuchen 150 Milliliter einer 6,3 mM Ammoni-
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umchlorid-L6ésung, was einer Menge von 18,1 mg Ammonium entspricht. Der
Vorteil des hohen Ammoniumangebotes besteht darin, dass die Pflanzen dies
wahrscheinlich gegenltber Nitrat bevorzugt aufnehmen, was dazu fihrt, dass
die Markierung in der Pflanze die aktuelle N-Assimilation gut reflektiert. In der
Literatur wurde fur Mais die bevorzugte Aufnahme von NH4;* gezeigt, wenn
beide Stickstoffformen verfligbar sind, jedoch unter N-limitierten Bedingungen
[100]. Der Nachteil besteht darin, dass die beobachteten Vorgange in der
Pflanze von denen unter Feldanbaubedingungen abweichen, wo zum einen
meist Nitrat die dominante N-Form im Boden ist und die Pflanzen zum ande-
ren zu Terminen wie 10 oder 16 dpa keinen solch hohen N-Puls erhalten. In
einer Studie mit Tomaten welche mit zur Anthese markiertem Nitrat und Am-
monium gediingt wurden, konnte diesbeziiglich gezeigt werden, dass sich der
NO5 -Stickstoff vor allem in den Blattscheiden und in geringem Ausmal in
Blattstielen, Frichten und Sprossachsen wiederfand, wahrend der NH,;*-
Stickstoff sich in gréBeren Mengen in den Blattern fand aber auch in den
Frichten eingelagert wurde [101]. Dies deutet auf unterschiedliche Vertei-

lungswege fir Stickstoff aus NOs™ und NH,;* hin.

Wie fir >N wurde auch fiir 13C eine geringe Anreicherung iber Null in den
Organen der unmarkierten Kontrollpflanzen zu 8 dpa bestimmt (Tab. 15). Dies
ist auf den verwendeten Standard Harnstoff zurlickzufihren, da dieser nicht
der natirlichen Kohlenstoffzusammensetzung entspricht (siehe [52] und
3.7.4.). Eine Korrektur der Werte markierter Pflanzen wurde auch in diesem
Fall nicht durchgefiihrt, da zum einen keine Kontrollpflanzen fiir die Termine
14 und 20 dpa mitgeflhrt wurden und zum anderen fehlen aufgrund von Pro-

benausfallen die Werte der Sprossachse der unmarkierten Kontrolle zu 8 dpa.
5.9 Bestockungstriebe

Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf der Untersuchung der Vorgange im
Haupttrieb. Ein Grund hierfliir war, dass der C- und N-Status zu festgelegten
Terminen nach der Anthese untersucht wurde. Bedingt durch die Markierung
ganzer Pflanzen und die asynchrone Entwicklung der einzelnen Triebe einer
Pflanze ist dies nur fir einen Trieb exakt durchflihrbar. Der Haupttrieb wurde

dabei als reprasentativ fir die Gesamtpflanze betrachtet.



152 Diskussion

In den durchgefiihrten Versuchen betrug die Anzahl der Bestockungstriebe
23 bis 32. Dies sind in Abgleich mit Literaturberichten sehr hohe Werte. Unter
normalen Anbaubedingungen (Feld) werden pro Pflanze zwei bis vier Triebe
gebildet und bei verringerter Saatdichte von einem etwas héheren Wert von
finf Trieben pro Pflanze berichtet [108]. Von PauLy et al. (2001) wurde flr
einen GefaBversuch mit Gerste eine steigende Anzahl von Bestockungstrieben
in Abhangigkeit von der P-Versorgung festgestellt. Dabei stieg die Anzahl der
Bestockungstriebe von 0 Uber 12 auf 19,3 bei Gabe von 0, 15,7 bzw.
31,4 mg P pro Gefal [109]. Von SPRATT und GRASSER (1970) wurde festge-
stellt, dass hdhere N-Gaben in der frihen Entwicklung zu starkerer Besto-
ckung fithren [110]. GARCIA DEL MORAL et al. (1995) wies auBerdem darauf hin,
dass die Bestockung bei Gerste wahrscheinlich durch die Umweltbedingungen
beeinflusst wird, was mdglicherweise auch die Lichtqualitat einschlieBt [111].
Wie unter Punkt 3.2 nachzulesen, war die Stickstoffversorgung der Versuchs-
pflanzen sehr gut. Durch den Kompostanteil im Substrat und die Dingung mit
Plantacote 4M und Hakaphos Griin ist ebenfalls von einer guten Phosphatver-
sorgung auszugehen. Weiterhin kommen die Kultur als Solitéarpflanzen und die
Umweltbedingungen im Gewachshaus, z. B. die Lichtqualitat, als Ursachen flr

die sehr hohe Bestockung in Frage.

Wie in Kapitel 4.2 erlautert stieg die Trockenmasse der Sprossachsen der Be-
stockungstriebe im ersten Hauptversuch von 8 zu 20 dpa signifikant an. Am
Haupttrieb war dies 2009 im Fall von Risg 13 ebenfalls deutlich erkennbar, bei
den anderen Genotypen bestand diesbezliglich nur ein minimaler Trend. Fir
die Bestockungstriebe erklart sich dies zum einen durch die gegenliber dem
Haupttrieb nachlaufende Entwicklung vor allem spat gebildeter Triebe und die
damit einhergehende Bildung von Strukturkomponenten in der Sprossachse.
In einer Studie von BONNETT et al. (1992) wurde beobachtet, dass die Tro-
ckenmassen der Sprossachsen von Wintergerste 18 bis 25 Tage nach Anthese
anstiegen und nach Erreichen des Maximums abfielen [112]. Andere Autoren
stellten bei weiteren Sorten Anstiege bis 8 - 21 dpa [113], 14 - 18 dpa [114]
und unter anderen Umweltbedingungen bis 18 - 24 dpa [115] fest. Von
BONNETT et al. (1992) wurde postuliert, dass nach Deckung des Bedarfs fir die

Kornfillung und die Bildung von Strukturkomponenten lberschiissige Assimi-
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late, vor allem in Form von wasserl6slichen Kohlenhydraten (z. B. Fructane)
als Speicher in der Sprossachse eingelagert werden [112]. Auch dies ist eine
Erklarungsmaoglichkeit fir die ansteigenden Trockenmassen der Bestockungs-
triebe sowie die tendenzielle bzw. deutliche Trockenmassezunahme am Haupt-
trieb bei "Bomi", Risg 16 und Risg 13. Die unterschiedliche zeitliche Entwick-
lung der Sprossachse des Haupttriebes von "Bomi’ und Risg 16 gegeniiber
Risg 13 lasst vermuten, dass es sich dabei um einen dynamischen und kom-
plexen Prozess handelt. Es ist méglich, dass bei 'Bomi’® und Risg 16 mehr
"Uberschissige" Assimilate aus dem Haupttrieb in die Bestockungstriebe ver-
lagert wurden oder bei Risg 13 eine starkere Assimilatallokation aus den Be-
stockungstrieben in den Haupttrieb erfolgte. Die Verlagerung von Assimilaten
zwischen Bestockungstrieben und Haupttrieb wurde in der Vergangenheit
mehrfach beschrieben. In einer Studie von LAUER und SiMMONS (1988) an
Gerste wurde durch Markierungsexperimente mit Radio-Kohlenstoff der Koh-
lenstofffluss zwischen Bestockungstrieben und Haupttrieb untersucht. Dabei
fungierte der Haupttrieb im frithen Stadium der Bestockung als C-Quelle und
wurde mit fortschreitender Entwicklung netto zu einer Hauptsenke, wobei be-
sonders Bestockungstriebe, welche vor der Anthese abstarben, als C-Quelle
fungierten. In dieser Arbeit war der Assimilatfluss ab dem Erscheinen des
Fahnenblattes jedoch nahezu null [116]. Unter der Annahme, dass diese Er-
gebnisse auf die vorliegende Arbeit Ubertragbar sind, hatte die Verlagerung
von C-Assimilaten zwischen Haupt- und Bestockungstrieben nach der Anthese
keine Rolle gespielt. Es ist jedoch auch mdglich, dass durch die hohe Anzahl
an Bestockungstrieben und deren gegenliber dem Haupttrieb teils stark nach-
laufende Entwicklung noch Assimilatverlagerungen Uber das Stadium der Fah-
nenblattentfaltung am Haupttrieb hinaus stattfanden. Von FATHI et al. (1997)
wurde diesbezlglich vermutet, dass die relativen Entwicklungsstadien (Syn-
chronitat) der Bestockungstriebe einer Pflanze sowohl das AusmaB der Tro-
ckenmasse- und Stickstoffremobilisierung, als auch die Verteilung von Tro-
ckenmasse und Stickstoff zwischen Bestockungstrieben und Haupttrieb
beeinflussen [117]. Weitere Studien ergaben, dass unter zunehmendem
Stress mehr Trockenmasse und Stickstoff von den spat gebildeten Besto-
ckungstrieben in den Haupttrieb und die frih gebildeten Bestockungstriebe

verlagert werden, aber das AusmaB dieser Verlagerungen vom Entwicklungs-
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stadium der Bestockungstriebe zum Zeitpunkt des Eintretens des Stresses
beeinflusst wird [118, 119, 120]. Die Daten einer Studie von MUURINEN et al.
(2007) lieBen vermuten, dass vor allem im spaten Stadium der Kornflllung
remobilisierter Stickstoff von den Bestockungstrieben in den Haupttrieb verla-
gert wird [121]. Bei Ubertragbarkeit der Daten wiirde letzteres bedeuten,
dass dieser Prozess fir den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zeitraum

bis 20 dpa nicht ausgepragt war.

Fir die Blatter der Bestockungstriebe (2009) wurde ebenso wie flir jene der
Haupttriebe kein Einfluss des Priiffaktors Probenahmetermin hinsichtlich der
Trockenmasse festgestellt. Dies deutet darauf hin, dass im Untersuchungszeit-
raum keine nennenswerte Remobilisierung von Kohlenstoff und Stickstoff aus
diesem Organ erfolgte. Es ist jedoch zu berlicksichtigen, dass durch diesen
Parameter nicht erfasst wird, wenn remobilisierte und exportierte Assimilate
durch aktuell assimilierte ersetzt werden. Fir die Bestockungstriebe ist keine
Aussage zu treffen inwiefern Stoffe aus seneszenten Organen ausgelagert
wurden und parallel eine Einlagerung in jliingere Organe erfolgte. Von BONNETT
et al. (1992) wurde ein potentieller Assimilatbeitrag der Bldtter zur Kornfl-
lung bei Wintergerste von 8,8 % - 25,2 % kalkuliert [112].

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass von Anthese bis 20 dpa keine Remo-
bilisierung von Trockenmasse in Haupt- und Bestockungstrieben festgestellt
wurde. Nach Literaturangaben neigen Pflanzen in GefaBkultur gegentber dem
Anbau im Feld dazu, gespeicherte Assimilate in geringerem AusmalB fir die
Kornflillung zu nutzen [122, 113, 123]. Eine Studie von FUERTES MENDIZABAL et
al. (2010) zum Beitrag remobilisierter Kohlenstoffassimilate zur Kornflllung
bei Weizen ergab, dass dieser vor allem in der spaten Kornflllungsphase
(> 24 dpa) substanziell ist. Weiterhin sorgte eine gute N-Versorgung zur ei-
nem hdheren Beitrag der aktuellen Assimilation zur Kornflllung, dnderte je-
doch nicht den Beitrag der Sprossachse [124]. Letzteres kann eine Ursache
fir die fehlende Remobilisierung von Trockenmasse aus den Blattern in den
Versuchen sein. Untersuchungen bei Gerste ergaben ebenfalls, dass remobili-
sierter Kohlenstoff und Stickstoff vor allem in der spaten Kornflllungsphase
einen substanziellen Beitrag leisten [112, 121]. Zuvor genannte Quellen deu-

ten darauf hin, dass eine Mobilisierung von Trockenmasse zwischen Anthese
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und 20 dpa nicht beobachtet wurde, weil diese mdglicherweise erst zu einem
spateren Zeitpunkt, mit stark voranschreitender Seneszenz aller Blattorgane
und damit einhergehender Abnahme der aktuellen Assimilation eine Rolle
spielt. Eine Verlagerung von Assimilaten zwischen Haupt- und Bestockungs-
trieben kann nach Literaturberichten nicht ausgeschlossen werden, ist jedoch

mit den vorhandenen Daten nicht zu Gberprifen.
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6 Schlussfolgerungen

Die drei untersuchten Genotypen zeigten keine deutlichen Unterschiede hin-
sichtlich TM und C-Massenanteil der vegetativen Organen, jedoch bestanden
Hinweise, dass die Stoffeinlagerung in die Sprossachse von Risg 13 langer
anhalt und in starkerem AusmaB erfolgt. Ein substanzieller Beitrag von remo-
bilisiertem Kohlenstoff aus dem Haupttrieb zur Kornflillung wurde somit bis 20
dpa nicht festgestellt. Eine signifikante Korrelation zur N-Menge in den En-
dospermen von 8 bis 20 dpa wurde nur fir die Sprossachse von "Bomi" und
die Blatter von Risg 16 gefunden. Anhand der abnehmenden N-Mengen in den
vegetativen Organen des Haupttriebes sind Beitrdge remobilisierten Stick-
stoffs zur Kornfiillung von 47 %, 99 % und 0 % fir 'Bomi , Risg 16 und
Risg 13 mdglich. Durch Uberlagernde Vorgange wie N-Verluste an die Atmo-
sphare, parallele N-Einlagerung in die vegetativen Organe und Interaktionen
mit den Bestockungstrieben und der Wurzel sind keine gesicherten Aussagen

hierzu maglich.

Die Trockenmassen der Endosperme betrugen zu 20 dpa ca. 56 %, 41 % bzw.
65 % des Wertes zur Reife bei "Bomi’, Risg 16 und Risg 13. Dies belegt, dass
der Untersuchungszeitraum einen GroBteil der Kornflillungsphase reprasen-
tiert. Anhand der Frisch- und Trockenmassen der Endosperme von 8 bis 20
dpa lasst sich ableiten, dass die Endosperme aller drei Genotypen die gleiche
Sink-Kapazitédt besaBen, 'Bomi’ jedoch in diesem Zeitraum besser als die
Mutanten in der Lage war, Trockenmasse einzulagern. Die mittleren Trocken-
massen der Endosperme von Risg 16 und Risg 13 betrugen 20 dpa 82,9 %
bzw. 84,2 % derer von "‘Bomi’ (100 %). Fur den Rohproteingehalt wurde ein
linearer Zusammenhang mit der Trockenmasse im Untersuchungszeitraum
festgestellt, welcher im Fall von "Bomi® mit hoher Wahrscheinlichkeit bis zur
Reife bestand. Die Rohproteingehalte betrugen zu 20 dpa 87,3 % und 82,7 %
bei Risg 16 bzw. Risg 13 ('Bomi’ = 100 %). Diese Daten zeigen, dass die N-
und C-Einlagerung bzw. die Protein- und Starkeakkumulation ins Endosperm
bis 20 dpa nicht komplett unabhangig erfolgten. Es ist weiterhin nachgewie-
sen, dass die Bildungsdynamik der Proteinfraktionen und die Proteinzusam-
mensetzung im Endosperm durch die Mutationen im Starkemetabolismus be-

einflusst werden. Dabei fallen die Unterschiede zwischen den Mutanten trotz
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verschiedener Defekte gering aus. Die Albumin/Globulin-Synthese ist im fri-
hen Stadium nach der Anthese (bis ca. 14 - 20 dpa) bei den Mutanten gegen-
Uber dem Wildtyp erhdht. Hierdurch wird die Bildung von Hordeinen gehemmt
bzw. es steht weniger Stickstoff fir die Bildung dieser Fraktion zur Verfligung,
da die Sink-Starke der AG-Fraktion fir Stickstoff starker ist [58]. Die Glutelin-
Fraktion ist von diesen Vorgangen bis 14 dpa nicht beeinflusst. Nach ca. 14
dpa kommt es, zumindest bei Risg 16, zu einer partiellen Degradation der AG-
Fraktion welche sich bis ca. 20 dpa fortsetzt. Der aus dieser Fraktion freige-
setzte Stickstoff flieBt mdglicherweise z. T. in die GLU-Fraktion, da bei dieser

zu 20 dpa die Ngy-Menge gegeniber dem Wildtyp hdéher ausfiel.

Hinsichtlich des vier Tage vor Probenahme assimilierten Kohlenstoffs (*3C)
ergab sich bei allen Genotypen ein ahnliches Bild. Die Einlagerung in die Blat-
ter blieb von 8 bis 20 dpa unverdndert, wahrend sie in der Sprossachse zwi-
schen 8 und 14 dpa tendenziell anstieg und von 14 bis 20 dpa konstant blieb.
Der Uberschuss im gesamten Haupttrieb stieg von 8 zu 20 dpa an, wobei das
Maximum von 'Bomi’ zu 20 dpa und den Mutanten zu 14 dpa erreicht wurde.
Damit wurde ein steigender Beitrag der aktuellen C-Assimilation zur Kornful-
lung am Haupttrieb im untersuchten Zeitraum nachgewiesen. Die Daten deu-
ten stark darauf hin, dass eine Source-Sink-Beziehung zwischen Haupt- und
Bestockungstrieben besteht, wobei der Haupttrieb mit zunehmender En-
dospermentwicklung zunehmend zur Kohlenstoffsenke wird. Die Daten zeigen
weiterhin, dass die Kohlenstoffeinlagerung in das Endosperm bei den Mutan-
ten bis 14 dpa der des Wildtyps entspricht, zwischen 14 und 20 dpa jedoch
geringer ausfadllt. Fir den vier Tage vor Probenahme assimilierten Stickstoff
(**N) wurden &hnliche Verhéltnisse beobachtet. Auch hier stieg der Uber-
schuss im gesamten Haupttrieb von 8 zu 20 dpa an. Die Einlagerung in die
vegetativen Organe war ricklaufig, wahrend der Anteil des Endosperms am
Gesamt-°N des Haupttriebes im Mittel aller Genotypen von 33 % zu 8 dpa auf
76,2 % zu 20 dpa anstieg. Somit erfolgte der N-Fluss im Haupttrieb zum En-
dosperm mit dessen voranschreitender Entwicklung zunehmend gerichteter.
Ein Riickgang des Beitrages der aktuellen N-Assimilation zur Kornfillung wur-
de im Untersuchungszeitraum nicht beobachtet. Auf Proteinebene konnte an-
hand der '>N-Uberschusswerte gezeigt werden, dass Hordeine zu 14 und 20

dpa die starkste Senke fir aktuell assimilierten Stickstoff darstellen und es
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gibt Hinweise, dass Hordeine und Gluteline aus unterschiedlichen N-Quellen

gespeist werden.
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Informationen zum ersten Hauptversuch (2009):

Versuchszeitraum:

Versuchsort:

Versuchsfragen:

Anmerkung:

Pflanzenmaterial:

Versuchsumfang:

Versuchsaufbau:

KulturgefaBe:

Substrat:

23.01.2009 - 29.04.2009

Humboldt-Universitat zu Berlin, Landwirtschaftlich-
Gartnerische Fakultat, Lehr- und Forschungsstation
Bereich Gewachshaus (S1 - Bereich), Lentzeallee
55 - 57, 14195 Berlin

Welche Auswirkungen hat die verringerte Starke-
syntheserate bei den H. vulgare Mutanten Risg 13
und Risg 16 auf die Stoffflisse im Endosperm bzw.
die C- und N-Verteilung in der Pflanze im Stadium
nach der Anthese im Vergleich zum Wildtyp

('Bomi*)?
Versuch im ersten Ansatz fehlgeschlagen

(Pflanzen stark geschadigt: Blattflecken, Blattver-
braunung, Infertilitat, Ursache unklar, 15.10.2009
- 31.12.2009)

H. vulgare cv. "Bomi’, Mutanten Risg 16 und Risg
13

175 Pflanzen (inklusive Randpflanzen links und

rechts an den Parzellen)

randomisierter GefaBversuch mit 5 Parzellen
(Parzellen 14-tagig gewechselt um Auswirkungen

von Gradienten zu vermeiden)
Durchmesser: 17 cm, Volumen: 1,5 |
Fallmenge: 1 kg Substrat
Pflanzdichte: 1 Pflanze pro Kulturgefal3

Komposterde! : Substrat 2 (Klasmann)? : Sand?,

Verhaltnis: 2 : 2 : 1, gedampft
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Dingung:

Vorkeimung/Aussaat:

L(FRUX, Aussaat und Pikiererde, Einheitserde- und
Humuswerke Gebr. Patzer GmbH & Co KG, Wald-
siedlung 4, D-36391, Sinntal-Jossa),

2(Substrat 2 fiir Topfpflanzen, Klasmann-Deilmann
GmbH, Georg-Klasmann-StraBe 2 - 10 D-49744,
Geeste - Gro3 Hesepe),

3(Fresdorfer Feinsand, Kiessandlagerstatte 14552
Michendorf, Heide)

1. Langzeitdiinger Plantacote 4 M! im Ausgangs-
substrat (2,0 g * I'* Erde)

2. Schossergabe (BBCH 31, 02.03.2009) mit 150
ml einer 0,2%igen Hakaphos Griin®? Diingel6-

sung pro Gefal

3. Ahrengabe (BBCH 47, 20.03.2009) mit 150 ml
einer 0,2%igen Hakaphos Rot® Diingeldésung

pro Gefal

4. zweite Ahrengabe (BBCH 47, 20.03.2009) mit
150 ml einer 0,2%igen Hakaphos Rot® Diinge-
I6sung pro Gefal3

(NPK-Diinger umhiillt 19 + 6 + 12; Wilhelm Haug

GmbH & Co. KG, Disseldorf),

2(NPK-Diinger mit Magnesium 20 + 5 + 10 (+ 2)
mit Bor, Kupfer, Eisen, Mangan, Molybddn, Zink;
COMPO GmbH & Co. KG, Minster),

3(NPK-Diinger mit Magnesium 8 + 12 + 24 (+ 4)
mit Bor, Kupfer, Eisen, Mangan, Molybddn, Zink.;
COMPO GmbH & Co. KG, Minster)

Samen wurden flr 2 d bei - 20 °C vernalisiert

20 Samen eines Genotyps pro Petrischale (je 1
Filterpapier Uber und unter Samen ausgelegt und

mit deionisiertem Wasser gut befeuchtet)

Vorkeimung flr 24 h bei Dunkelheit & Raumtempe-

ratur im Inkubationsschrank

vorgekeimte Samen in Topfe ausgelegt und mit ca.
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Bewdsserung:
Temperatur:

Beleuchtung:

Leuchtmittel:

Schadlingsbekampfung:

Isotopenmarkierung:

Wiederholungen pro

Prifglied:

Probleme/Fehler:

2 cm Erde bedeckt
von Hand, nach Bedarf
Tag: 20 °C, Nacht: 16 °C (soweit regelbar)

14 h pro Tag (7.00 - 21.00, Zusatzbeleuchtung bei
Lichtstarke < 20 kLx)

Einstellung Beschattungsanlage ab 31.03.2009
(Vertikale Beschattung hochgefahren bei 600 W
Strahlung, 25 °C AuBentemperatur, 24 °C Innen-

temperatur, Verzégerung 15 min)
Philips SON T Agro, 400 W (Abstand zu Tischober-
flache: 1.55 m)

20.02.2009, protektiv mit den systemischen Fungizi-
den Amistar’ und Gladio® und dem Insektizid Karate
Zeon®

0,4 ml Gladio, 0,5 ml Amistar, 37,5 ul Karate Zeon,
Ausbringung: in 3,75 1 H,O bzw. 0,75 | * Parzelle™

'250 g * I Azoxystrobin, Syngenta Agro GmbH,
Maintal)

(375 g * I'' Fenpropidin, 125 g/l Propiconazol, 125
g/l Tebuconazol, Syngenta Agro GmbH, Maintal)

(100 g * 1" Lambda-Cyhalothrin, Syngenta Agro
GmbH, Maintal)

4 d vor Probenahme um 10.00 Uhr
150 ml NH4CI-L6ésung pro Gefal

4

Blattflecken/-verbraunung:

- traten besonders bei Risg 13 auf; zweite Din-

gung mit Hakaphos Rot erfolgte, um Nahr-
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stoffmangel als Ursache auszuschlieBen

- Untersuchungen auf Pilzbefall nach vorheriger
Inkubation von Blattmaterial in einer feuchten

Kammer fielen negativ aus
Infertilitat:
- trat bei vielen Pflanzen auf

- Im Versuchsplan vorgesehene 6 - 9 Wiederho-
lungen pro Prifglied konnten nicht realisiert

werden

- Pflanzen, bei denen weniger als 10 Endosper-
me pro Ahre des Haupttriebes entwickelt wa-

ren, wurden nicht analysiert

Informationen zum zweiten Hauptversuch (2010):

Versuchszeitraum:

Versuchsort:

Versuchsfragen:

Anmerkung:

20.01.2010 - 27.04.2010

Humboldt-Universitat zu Berlin, Landwirtschaftlich-
Gartnerische Fakultdt, Lehr- und Forschungsstation
Bereich Gewachshaus (S1 - Bereich), Lentzeallee
55 - 57, 14195 Berlin

Welche Auswirkungen hat die verringerte Starke-
syntheserate zum Zeitpunkt 20 dpa bei den H.
vulgare Mutanten Risg 13 und Risg 16 auf die C-
und N-Verteilung in der Pflanze und insbesondere
im Endosperm im Stadium nach der Anthese im

Vergleich zum Wildtyp ("Bomi’)?

Welchen Einfluss haben die Bestockungstriebe auf

die C- und N-Verteilung im Haupttrieb?
Es wurde nur der Termin 20 dpa untersucht:
- als Wiederholung zum Hauptversuch 02

- Anzahl der Wiederholungen sollte gréBer sein
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Pflanzenmaterial:

Versuchsumfang:

Versuchsaufbau:

KulturgefaBe:

Substrat:

Didngung:

Untersuchung aller Termine hatte Probenvolu-
men erzeugt, welches innerhalb der Projekt-
laufzeit nicht mehr aufzuarbeiten gewesen wa-

re

Untersuchung der Auswirkung der Bestockungs-

triebe:

Dazu wurden im Zeitraum ab 12.02. - 15.02.
(nicht alle Pflanzen synchron) 2010 die Besto-
ckungstriebe entfernt. Die Pflanzen wurden im
BBCH-Stadium 31 erstmals beschnitten. Im
Anschluss wurden woéchentlich neu entstandene
Bestockungstriebe bei den jeweiligen Pflanzen

entfernt.

Die Auswahl der beschnittenen Pflanzen erfolg-

te nach dem Losverfahren.

H. vulgare cv. "Bomi’, Mutanten Risg 16 und Risg

13

139 Pflanzen (60 fiir Beprobung, 30 als Reserve,

40 Randpflanzen, 9 flir unmarkierte Kontrolle)

randomisierter GefaBversuch mit 4 Parzellen (Par-

zellen 14-tdgig gewechselt um Auswirkungen von

Gradienten zu vermeiden)

Durchmesser: 17 cm, Volumen: 1,5 |

Fallmenge: 1 kg Substrat

Pflanzdichte: 1 Pflanze pro Kulturgefal

Komposterde : Substrat 2 (Klasmann) : Sand,

Verhaltnis: 2 : 2 : 1, gedampft

(Spezifikationen - siehe erster Hauptversuch)

1.

Langzeitdinger Plantacote 4 M (Wilhelm Haug,
Dusseldorf) im Ausgangssubstrat (2,0 g * I'!
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Vorkeimung/Aussaat:

Bewasserung:
Temperatur:

Beleuchtung:

Erde)

2. Schossergabe (BBCH 32, 01.03.2009) mit 150
ml einer 0,2%igen Hakaphos Grin-

Dingelésung (Compo, Mlnster) pro Gefal

3. 10.03.2010, 150 ml einer 0,2%igen Hakaphos
Rot-Diingelésung (Compo, Minster) pro GefaB

4. 17.03.2010, 150 ml einer 0,2%igen Hakaphos
Rot-Dingelésung (Compo, Minster) pro GefaB

5. 25.03.2010, unbeschnittene Pflanzen: 150 ml
einer 0,2%igen Hakaphos Rot-Dlingeldsung
(Compo, Minster) pro GefdB, beschnittene
Pflanzen: 150 ml einer 0,1%igen Hakaphos

Rot-Dlingelésung (Compo, Miinster) pro Gefal
Samen wurden fir 2 d bei - 20 °C vernalisiert

20 Samen eines Genotyps pro Petrischale (je 1
Filterpapier Uber und unter Samen ausgelegt und

mit deionisiertem Wasser gut befeuchtet)

Vorkeimung fir 24 h bei Dunkelheit & Raumtempe-

ratur im Inkubationsschrank

vorgekeimte Samen in Tépfe ausgelegt und mit ca.
2 cm Erde bedeckt

von Hand, nach Bedarf
Tag: 20 °C, Nacht: 16 °C (soweit regelbar)

21.01.2010 - 11.02.2010: 12 h * d* (7.00 -
19.00)

12.02.2010 - 27.04.2010: 14 h * d* (6.00 -
20.00)

- Zusatzbeleuchtung, wenn Lichtstarke < 20 kLx

- Vertikale Beschattung bei 600 W Strahlung,
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Leuchtmittel:

Schadlingsbekampfung:

Isotopenmarkierung:

Wiederholungen pro

Prifglied:

Probleme/Fehler:

mind. 25 °C AuBentemperatur und mind. 24 °C
Innentemperatur hochgefahren, Verzdgerung
15 min

Philips SON T Agro, 400 W (Abstand zu Tischober-
flache: 1.55 m)

12.02.2010, protektiv mit den systemischen Fun-
giziden Amistar und Gladio, Insektizid Karate Zeon
da Verdacht auf Thripsbefall

(Gladio: 0,32 ml, Amistar: 0,4 ml, Karate Zeon: 30
ul, Ausbringung in 4,0 | H,O bzw. 0,8 | * Parzelle™!)

01.03.2010, Wiederholung der Behandlung

(Erhéhung des Wasservolumens auf 5 | bei glei-
chem Wirkstoffgehalt)

4 d vor Probenahme um 10.00 Uhr
150 ml NH,4Cl-Lésung pro Gefal3

7 (nur unbeschnittene Pfl.)

Infertilitat:

- Ahren der beschnittenen Pflanzen waren nahe-
zu ausnahmslos infertil - Untersuchung der
Auswirkung der Bestockungstriebe nicht mdg-
lich

- Teilweise trat auch bei beschnittenen Pflanzen
teilweise oder komplette Infertilitdt an der Ahre
des Haupttriebes auf. Bei weniger als 10 entwi-
ckelten Endospermen pro Ahre des Haupttrie-

bes wurden die Pflanzen verworfen.
Didngung:

- Im Stadium BBCH 37 fingen die Pflanzen an,

Blattverbraunung zu zeigen. Um Nahrstoff-
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mangel auszuschlieBen, wurden die Pflanzen ab
diesem Zeitpunkt bis zur Anthese woéchentlich

mit Hakaphos Rot gegossen.
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