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1 Einleitung

Stets findet Uberraschung statt,
da, wo man’s nicht erwartet hat.

-Wilhelm Busch

Wenn man es nicht wenigstens versucht,
dann kann man noch nicht mal scheitern.

-Reinhold Messner

Hohe Salzkonzentrationen im Boden sind ein gro3es Problem mit weltweitem
Ausmap. Bis zu 3,1% des nutzbaren Ackerbodens sind hiervon betroffen (FAO
2015), wobei Salzstress vor allem ein Problem arider Klimate ist. Hier kommt
es, durch eine gréBere Verdunstung von Wasser aus dem Boden, als von Nie-
derschlagen nachgeliefert wird, zu einer Akkumulation von lonen im fruchtba-
ren Oberboden und somit zu einer Verschlechterung der Bodeneigenschaften
fir Kulturpflanzen. Eine Intensivierung dieses Problems tritt auf, wenn kapillar
aufgestiegenes Grundwasser an der Bodenoberflache verdunstet und seine
Salzfracht an der Bodenoberflache zuriick bleibt (Schubert 1999). Dieser Ef-
fekt wird haufig zusatzlich durch unsachgeman ausgefiihrte Bewésserungs-
praktiken, wie das Uberfluten von Feldern, ausgeldst und verstarkt. Fast alle
unserer Kulturpflanzen reagieren mit einer Wachstumsreduktion auf diese Art
von abiotischem Stress.

Ein GroBteil der ariden Gebiete ist durch kleinb&duerliche Strukturen gepréagt,
was eine Melioration der Béden auf Grund der Kosten nahezu unméglich
macht. Weiterhin ist in diesen Regionen zumeist kein Wasser in ausreichen-
der Qualitdt und Menge fiir eine Melioration vorhanden (Qadir etal. 2006).
Um hier eine ertragreiche Landwirtschaft betreiben zu kdénnen, besteht ein
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1 Einleitung
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Abbildung 1.1: Modifiziertes Modell der Wirkung von Salzstress auf die
Wachstumsrate von Kulturpflanzen nach Munns (Schu-
bert 2011)

Weg in der Entwicklung salzresistenter Kulturpflanzen, die den Landwirten die
Mdglichkeit geben auf Grund von Salinitét brachliegende Flachen wieder zu
bewirtschaften. Um jedoch salzresistente Kulturpflanzen zu ziichten, missen
zuerst die grundlegenden Wirkungen von Salzstress auf Pflanzen verstanden
werden.

Salzstress bei Pflanzen kann nach dem modifizierten Modell nach Munns in
mehrere Phasen eingeteilt werden (Abb. 1.1) (Munns 1993). Direkt nach der
Zugabe von Salz in das Nahrmedium kommt es, durch ein starkes Abfallen
des osmotischen Potentials, zu einem Einbruch des Wachstums, die Phase
0 (Schubert 2011). Nach einigen Stunden bis Tagen kann das Wachstum
durch Anpassung der Pflanze an die neuen Gegebenheiten wieder herge-
stellt werden, jedoch auf einem geringeren Niveau, und geht in die 1. Phase
des Salzstresses Uber. Diese Phase ist gepragt von osmotischem Stress, wel-
cher sich bei Mais (Zea mays), zusétzlich zu einem reduzierten Wachstum,
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in einer dunkelgriinen Verfarbung der Bléatter zeigt. Die genauen Mechanis-
men, die zu einem vermindertem Wachstum unter Salzstress der ersten Pha-
se flihren, sind bislang nicht vollstdndig bekannt (Munns & Tester 2008). Je
nach Stressintensitdt kommt es nach einigen Tagen bis Wochen zu einem
flieBenden Ubergang in die 2. Phase, in welcher lonentoxizitat vorherrscht
und trockene Nekrosen an den Blattréndern sichtbar werden. Die Toxizitat ist
bei Mais auf Na™-lonen zuriickzufiihren, wahrend gegeniiber Cl~-lonen eine
Umempfindlichkeit besteht (Fortmeier & Schubert 1995; Siimer etal. 2004).
Unter Salzstress kann zwischen resistenten und empfindlichen Genotypen un-
terschieden werden. Wahrend resistente Genotypen ihren Lebenszyklus ab-
schlieBen kénnen, kommt bei empfindlichen Genotypen das Wachstum voll-
standig zum Erliegen (Munns & Tester 2008).

Ein nach dieser Definition resistenter Maisgenotyp ist Pioneer 3906 (cv. Or-
nella). Um eine Resistenz in der zweiten Phase des Salzstresses zu errei-
chen, verfolgt dieser Genotyp zwei Strategien, welche beide zum Ziel haben
die Natriumkonzentration im Cytoplasma der Zellen des Sprosses mdglichst
gering zu halten. Zum einen erfolgt eine Exklusion von Natrium an der Wurze-
loberflache. Hierbei werden Na™-lonen passiv an der Wurzeloberflache aus-
geschlossen, was zu einer verminderten Aufnahme von Natrium in die Pflanze
fihrt (Schubert & Lauchli 1988). Die zweite Strategie stellt eine verminderte
Waurzel-zu-Spross-Verlagerung von Natrium dar. Dies wird durch die Inklusi-
on von aufgenommenen Na™-lonen in die Vakuolen der Cortexzellen und der
Xylemparenchymzellen durch einen Antiport mit H* realisiert (Neubert etal.
2005). Somit kdnnen toxische Konzentrationen von Natrium im Spross ver-
mieden werden.

Trotz des Vermeidens von toxischen Natriumkonzentrationen im Spross ist
das Wachstum von Pioneer 3906 unter Salzstress eingeschrankt. Es kann
eine starke Reduktion der Frischmasse und Blattflache beobachtet werden,
ohne dass Toxizitditssymptome der zweiten Phase auftreten. Somit stellt eine
Verbesserung der Resistenz in der ersten Phase des Salzstresses eine viel-
versprechende Mdglichkeit dar (Schubert etal. 2009), um das Wachstum von
Mais unter Salzstress zu verbessern.

Ein mdglicher Weg, die Resistenz in der ersten Phase des Salzstresses zu
verbessern, besteht darin, Hybriden mit den Strategien aus Pioneer 3906 und

17



1 Einleitung

osmotisch resistenten Linien zu erzeugen. Da Pioneer 3906 jedoch eine Hy-
bride darstellt, ist das resultierende Kreuzungsprodukt auf Grund von gene-
tischer Aufspaltung nicht fir Versuchszwecke geeignet. Flr eine homogene
Hybridzichtung missen Linien genutzt werden. Die Strategien der Natriu-
mexklusion an der Wurzeloberflache und die der verminderten Verlagerung
von Natrium aus der Wurzel in den Spross stammen aus den beiden Eltern-
linien von Pioneer 3906 (Schubert etal. 2009). Die Elternlinie Pioneer 165
zeigt eine verminderte Natriumaufnahme in die Wurzel, wahrend die Eltern-
linie Pioneer 605 eine verminderte Verlagerung von Natrium aus der Wurzel
in den Spross aufweist (Schubert etal. 2009). Um beide Eigenschaften in ei-
ner Linie zu vereinen, wurde Pioneer 3906 Uber acht Generationen geselbstet
und einer rekurrenten Selektion unterzogen. Als Selektionsmerkmal wurde die
Na™-Konzentration im 4. Blatt genutzt, da dieses einen guten Indikator sowohl
far die Natriumexklusion an der Wurzeloberflache, als auch fur eine vermin-
derte Wurzel-zu-Spross-Verlagerung darstellt (Schubert etal. 2009). Die so
erhaltene Natrium exkludierende Inzuchtlinie (NaExIl) zeigt im Vergleich mit
Pioneer 3906 eine signifikant verminderte Aufnahme von Na*t an der Wur-
zeloberflache und eine signifikant verminderte Wurzel-zu-Spross-Verlagerung
von Na™ (Schubert etal. 2009).

NaExIl wurde mit verschiedenen Linien der SWS GbR (Rastatt) gekreuzt, die
sich in einem Screening von 200 Linien als besonders osmotisch resistent
erwiesen (Schubert etal. 2009). Die hieraus erhaltenen salzresistenten Hybri-
den (SR-Hybriden) weisen sowohl in der ersten als auch der zweiten Phase
des Salzstresses eine verbesserte Resistenz im Vergleich mit Pioneer 3906
auf (Schubert etal. 2009). Dieses Ergebnis zeigt, dass auch unter Salzstress
der ersten Phase eine Resistenz méglich ist. Es konnte jedoch keine befrie-
digende Resistenz erreicht werden. Um dieses Ziel zu erreichen, missen zu-
nachst die physiologischen Vorgange verstanden werden, die zu einer Verbes-
serung der Salzresistenz in der ersten Phase fihren (Schubert etal. 2009).

Wachstum kann unterteilt werden in die Zellteilung und die Zellstreckung.
Die Zellteilung legt den Grundstock an Zellen, welche expandieren kdénnen
(Schopfer 1989). Ist die Zellteilung unter Salzstress der ersten Phase gestort
und somit die Zellzahl vermindert, sollte auch das Wachstum vermindert sein,
da weniger Zellen vorhanden sind, die expandieren kdnnen.
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Hypothese 1: Salzstress der ersten Phase fiihrt zu einer verminderten
Zellteilung.

Das Streckungswachstum und somit die Volumenzunahme, wird in Pflanzen
durch die Expansion der Zellwand begrenzt. Eine pflanzliche Zelle wachst im
Normalfall um das 10 bis 100fache ihrer urspriinglichen GréBe (Taiz & Zeiger
2006). Eine der wohl beeindruckendsten Volumenzunahmen von Pflanzenzel-
len ist die von Mais-Xylemzellen (Abb. 1.2), welche eine bis zu 10.000fache
VergréBerung ihres Volumens erfahren, ausgehend von dem Volumen einer
meristematischen Zelle (Cosgrove 2005).

Abbildung 1.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Maiswurzel
mit einem Xylemelement (Cosgrove 2005)

Um diese Volumenzunahme zu bewerkstelligen, muss die Zellwand als physi-
kalische Begrenzung der pflanzlichen Zelle erweitert werden (Cosgrove 2005),
Die pflanzliche Zellwand ist aufgebaut aus einem Gerlst aus Cellulosemikro-
fibrillen, welche (ber Hemicellulose, Pectin und phenolische Verbindungen
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1 Einleitung
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Abbildung 1.3: Modell der pflanzlichen Zellwand
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/
commons,/e/ed/Schema_ pflanzliche Zellwand.svg

verknipft sind (Abb. 1.3) (Carpita 1996). Die im Wachstum befindliche Zell-
wand stellt ein auBerst flexibles Konstrukt dar, welches durch ein Zusammen-
spiel aus mehreren Faktoren zum Wachstum angeregt werden kann. Trotz der
groBen Wachstumsleistung der Zellwand erfahrt diese keine Verénderung der
Dicke (ca. 0,1 um (McCann etal. 1990)) bis das Wachstums abgeschlossen
ist, da kontinuierlich neue Bausteine synthetisiert und in die Zellwand einge-
lagert werden (Cosgrove 2005). Erst nach Abschluss des Wachstums und mit
Auflagerung der Sekundédrwand wird die Zellwand signifikant dicker.

Die auf das Wachstum der Zellwand wirkenden physikalischen Faktoren kén-
nen durch die Lockhart-Gleichung (1.1) beschrieben werden (Lockhart 1965).

dv/dt = m(¥, — Y) (1.1)

V: Volumen; t: Zeit; m: Extensibilitat; ¥,: Turgor; Y: Turgorschwellenwert

Hierin wird die Volumenveranderung pro Zeit ausgedriickt, die abhangig ist
von der Extensibilitdt der Zellwand, multipliziert mit der Differenz aus Turgor
und Turgorschwellenwert, dem wachstumswirksamen Turgor.
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Durch eine Erhéhung der Salzkonzentration im Wurzelmedium wird das Was-
serpotential abgesenkt. Auf Grund der starken osmotischen Wirkung des Wur-
zelmediums auf die Wurzel kénnte es zu einem Einbruch des Turgors unter
Salzstress kommen. Es konnte gezeigt werden, dass unter Salzstress kei-
ne Veranderung des Turgors festzustellen ist (Termaat etal. 1985; Cramer &
Bowman 1991; De Costa etal. 2007). Maispflanzen ist es anscheinend mdg-
lich, den osmotischen Stress durch Akkumulation von kompatiblen gelésten
Stoffen auszugleichen und somit den Turgor aufrecht zu erhalten (Fortmeier
& Schubert 1995). Somit bleiben flr eine Veranderung des Wachstums die
Faktoren des Turgorschwellenwertes (Y) und der Zellwandextensibilitat (m).
Sollte der Turgorschwellenwert unter Salzstress erhéht sein, ist der resultie-
rende wachstumswirksame Turgor und somit auch das Streckungswachstum
vermindert.

Hypothese 2: Salzstress der ersten Phase erh6ht den Turgorschwellen-
wert der wachsenden Zellwand von Mais

Sollte als weiterer Einflussfaktor die Zellwandextensibilitdt unter Salzstress
vermindert sein, kann hierdurch das verminderte Wachstum unter Salzstress
der ersten Phase erklart werden.

Hypothese 3: Salzstress der ersten Phase vermindert die Extensibilitat
der wachsenden Zellwand von Mais

Einen Hinweis auf eine verminderte Zellwandextenibilitat liefern die Arbeiten
von Pitann et al. (2009) und Hatzig et al. (2010). Nach Hager et al. (2003) wird
ein Wachstum der Zellwand durch die Ansduerung des Apoplasten erreicht.
Hierdurch werden Expansine aktiviert, die bestehende Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen Cellulosemikrofibrillen und Hemicellulose aufbrechen (Cos-
grove 2000b). Die aufgeweichte Zellwand kann so ein Wachstum erfahren.
Pitann et al. (2009) konnten zeigen, dass Salzstress zu einer Verminderung
der apoplastischen Ansduerung bei dem in der ersten Phase des Salzstres-
ses empfindlichen Genotypen Pioneer 3906 fiihrt. Gleichzeitig konnte gezeigt
werden, dass der in der ersten Phase des Salzstresses relativ resistente Ge-
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1 Einleitung

notyp SR 03 die Ansauerung des Apoplasten aufrecht erhalt. Hatzig et al.
(2010) konnten hingegen zeigen, dass der dem Genotypen SR 03 ahnlich re-
sistente Genotyp SR 12 unter Salzstress der ersten Phase, wie Pioneer 3906,
mit einer verminderten apoplastischen Ansauerung reagiert. Somit muss ge-
schlussfolgert werden, dass die Ansduerung des Apoplasten unter Salzstress
nicht der einzige Einflussfaktor auf die Extensibilitat der Zellwand sein kann.
Eine weitere Mdglichkeit ist die Zusammensetzung der wachsenden Zellwand.
SR 03 und SR 12 unterscheiden sich in der Zusammensetzung der wachsen-
den Zellwand unter Salzstress der ersten Phase dahingehend, dass SR 12
mit einer Erhéhung der Arabinosekonzentration reagiert (Uddin 2012; Uddin
etal. 2013). Hierdurch wird verhindert, dass Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Hemicellulose und Cellulose ausgebildet werden kénnen (Carpita
etal. 1982). Somit kdnnte die apoplastische Ans&uerung und die verminderte
Expansinaktivitat durch diese vorgelagerte chemische Veranderung der Zell-
wand ausgeglichen werden. Eine Kombination der Ansduerung des Apoplas-
ten bei einer zuséatzlich veranderten Zellwand sollte zu einer erhéhten Resis-
tenz fihren.

Hypothese 4: Die Kombination von aufrechterhaltener apoplastischer An-
sauerung und gleichzeitiger Erh6hung der Arabinosekonzentration der
Zellwand fiihrt zu einem verbesserten Wachstum in der ersten Phase des
Salzstresses

Zum Testen dieser Hypothese wurden in dieser Arbeit neue salzresistente
Genotypen erstellt, welche die Eigenschaften der Ansduerung des Apoplas-
ten sowie die Erhdhung der Arabinosekonzentration in der Zellwand in sich
vereinen. Hierflir wurden die Mutterlinien von SR 03 und SR 12 (SWS 47
und SWS 164) gekreuzt und aus dem Kreuzungsprodukt mit Hilfe der Doppel-
haploidentechnik neue Linien erstellt. Diese neu erstellten Linien wurden mit
NaExIl gekreuzt und somit neue salzresistente Maishybriden erstellt. Diese
neu erstellten Hybriden wurden auf ihre Eigenschaften hinsichtlich der Salzre-
sistenz untersucht. Hier galt neben einer Salzresistenz in der zweiten Phase,
das Augenmerk der apoplastischen Ansduerung, der Zellwandzusammensat-
zung und der Extensibilitat der Zellwand in der ersten Phase des Salzstresses.
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In der ersten Phase des Salzstresses ist die Cellulosekonzentration bei Mais
vermindert (Uddin etal. 2013). Diese Reaktion konnte sowohl fir den salz-
empfindlichen Genotypen Pioneer 3906 als auch fir die salzresistenten Ge-
notypen SR 03 und SR 12 nachgewiesen werden. Durch Salzstress wird der
Einbau von Glucosemonomeren in Cellulose vermindert (Zhong & L&uchli
1988). Mdglicherweise ist auf Grund dieser Veranderung die Extensibilitat der
Zellwand vermindert. Die geringere Konzentration der Cellulosemikrofibrillen
kénnte durch eine unverandert hohe Konzentration der restlichen Zellwand-
bestandteile starker vernetzt und die Extensibilitdt somit vermindert werden.
Durch eine erhéhte Gabe von Calcium unter Salzstress konnte bei Baumwoll-
wurzeln das Wachstum und die Konzentration von Cellulose in der Zellwand
wieder hergestellt werden (Zhong & L&uchli 1988). Sollte dieses Ergebnis bei
Mais analog ausfallen, kann davon ausgegangen werden, dass eine Vermin-
derung der Cellulosekonzentration zu einer verminderten Zellwandextensibili-
tat fahrt.

Hypothese 5: Eine Verminderung der Cellulosekonzentration fiihrt zu ei-
ner verminderten Zellwandextensibilitat.

Zum Testen dieser Hypothese wurde Pioneer 3906 mit und ohne Salzstress
unter Calciummangel und guter Calciumversorgung angezogen. Die Pflanzen
wurden auf ihre Zellwandzusammenstzung und die Extensibilitat der Zellwand
untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Genotypen

Zum Testen der Hypothesen wurden verschiedene Maisgenotypen (Zea mays
L.)mit &hnlicher Abstammung genutzt. Als Grundlage diente der Genotyp Pio-
neer 3906 (cv. Ornella). Dieser Genotyp stellt die Kreuzung aus den Lini-
en Pioneer 165 x Pioneer 605 dar. Pioneer 3906 zeichnet sich durch eine
verminderte Na*-Aufnahme an der Wurzeloberflache sowie eine verminder-
te Wurzel-zu-Spross-Verlagerung von Na™ im Vergleich mit sensitiven Geno-
typen aus und ist in der zweiten Phase des Salzstresses resistent (Schubert
etal. 2009).

Aus dem Genotypen Pioneer 3906 wurde durch rekurrente Selektion Uber acht
Generationen die Natrium exkludierende Inzuchtlinie (NaExll) erstellt, wel-
che gegeniiber Pioneer 3906 eine signifikant verminderte Aufnahme von Na™
an der Wurzeloberflache und eine signifikant verminderte Wurzel-zu-Spross-
Verlagerung von Na™ aufweist (Schubert etal. 2009). Da es sich um eine Li-
nie handelt ist es mdglich Kreuzungen mit anderen Linien durchzufihren und
hieraus Hybridsaatgut zu erhalten (Hallauer etal. 2010).

Fur die Kreuzungen mit NaExll wurden die Linien SWS 47 und SWS 164 ge-
nutzt. Diese Linien wurden als besonders osmotisch resistente aus 200 Linien
der SWS GmbH Rastatt in einem Screening ermittelt (Schubert et al. 2009).
Die aus den Kreuzungen von NaExIl mit den SWS-Linien SWS 47 und SWS
164 hervorgehenden Hybriden SR 03 und SR 12 zeichnen sich sowohl durch
eine signifikant verminderte Aufnahme von Na* an der Wurzeloberflache und
eine signifikant verminderte Wurzel-zu-Spross-Verlagerung, sowie eine signi-
fikant verbesserte Resistenz in der ersten Phase des Salzstresses im Ver-
gleich mit Pioneer 3906 aus (Schubert etal. 2009). Die Hybride SR 03 zeigt
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2.1 Verwendete Genotypen

unter Salzstress eine aufrechterhaltene Ansduerung der Zellwand, wahrend
die Ansauerung bei Pioneer 3906 und SR 12 unter diesen Bedingungen ein-
bricht (Pitann etal. 2009). Die Hybride SR 12 zeichnet sich, trotz der vermin-
derten apoplastischen Ansduerung, durch eine ahnlich hohe Resistenz wie
SR 03 unter Salzstress aus. Es konnte jedoch eine Erh6hung der Arabinose-
konzentration in der Zellwand unter Salzstress der ersten Phase festgestellt
werden (Uddin etal. 2013).

SWS X ist die Kreuzung aus den Linien SWS 47 x SWS 164. Diese Hybride
(SWS X) wurde genutzt, um durch Bildung von doppelhaploiden Linien (DH-
Linien) die Eigenschaften von SR 03 (apoplastische Ansduerung) und SR 12
(Erhdhung der Arabinosekonzentration) in Bezug auf die erste Phase in einer
Linie (DH-Linie) zu vereinen.

Die DSR-Hybriden wurden durch Kreuzung der DH-Linien mit NaExIl erstellt.
Diese Hybriden sollen die Eigenschaften von SR 03 und SR 12 in Bezug auf
die Salzresistenz in der ersten und zweiten Phase in sich vereinen.

Tabelle 2.1: Verwendete Maisgenotypen

Hybriden Abstammung Linien
Pioneer 3906 (cv. Ornella) P 165 x P 605 NaExIl
SR 03 SWS 47 x NaExIl SWS 47
SR 12 SWS 164 x NakExIl SWS 164
DSR 1 DH 1 x NaExIl DH 1
DSR 2 DH 2 x NaExIl DH 2
DSR 3 DH 3 x NaExIl DH 3
DSR 4 DH 4 x NaExIl DH 4
DSR 5 DH 5 x NaExIl DH 5
SWS X SWS 47 x SWS 164
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2 Material und Methoden
2.2 Anzuchtbedingungen

2.2.1 Klimakammerbedingungen

Die Experimente dieser Arbeit wurden, wenn nicht anders angegeben, mit
folgenden Klimakammerbedingungen durchgefihrt:

Tabelle 2.2: Anzuchtparameter in der Klimakammer

Parameter Tag (16 h) Nacht (8 h)
Temperatur 26°C 18°C
Relative Luftfeuchte 50% 50%
Licht 200 W/m? 0 W/m?

2.2.2 Standard-Anzucht fiir 100 mM Salzstress

Die Standard-Anzucht der Klimakammerversuche mit 100 mM NaCl wurde
nach folgendem zeitlichem Schema durchgefiihrt:

Quellen des Saatguts in 1 mM CaSOy4-Losung iiber Nacht

Tag 1: Uberfiihren der Kérner in Sandwichkultur mit 1 mM CaSO4-Lésung,
abgedunkelt in der Klimakammer

Tag 3: Belichten der Sandwichkultur

Tag 6: Einsetzen der gekeimten Pflanzen in 1/4 konzentrierte Nahrlosung

Tag 8: Erhdhen auf 1 /5 konzentrierte Néhrlosung

Tag 10:  Erhohen auf die volle Ndhrlosungskonzentration

Tag 13:  Applikation von 25 mM NaCl in der Behandlung und Wechsel der
Nahrlosung

Tag 14:  Erhohen der NaCl-Konzentration auf 50 mM

Tag 15:  Erhohen der NaCl-Konzentration auf 75 mM

Tag 16:  Erhohen der NaCl-Konzentration auf 100 mM und Wechsel der
Nahrlésung

Tag 20:  Nahrlosungswechsel

Tag 21:  Ernte

2.2.3 Standard-Anzucht fiir 150 mM Salzstress

Die Standard-Anzucht der Klimakammerversuche mit 150 mM NaCl wurde
nach folgendem zeitlichem Schema durchgeflhrt:
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2.3 Wachstumsparameter

Quellen des Saatguts in 1 mM CaSO4-Losung iiber Nacht

Tag 1: Uberfiihren der Kérner in Sandwichkultur mit 1 mM CaSO4-Lésung,
abgedunkelt in der Klimakammer

Tag 3: Belichten der Sandwichkultur

Tag 6: Einsetzen der gekeimten Pflanzen in !/, konzentrierte Nihrlosung

Tag 8: Erhohen auf 1 /5 konzentrierte Néhrlosung

Tag 10:  Erhohen auf die volle Nahrlésungskonzentration

Tag 13:  Applikation von 30 mM NaCl in der Behandlung und Wechsel der
Nahrlosung

Tag 14:  Erhohen der NaCl-Konzentration auf 60 mM

Tag 15:  Erhohen der NaCl-Konzentration auf 90 mM

Tag 16:  Erhohen der NaCl-Konzentration auf 120 mM und Wechsel der
Néahrlésung

Tag 17:  Erhohen der NaCl-Konzentration auf 150 mM

Tag 20:  Né&hrlosungswechsel

Tag 22:  Ernte

2.2.4 Standard-N&hrl6sung

Tabelle 2.3: Zusammensetzung der Nahrlosung

Substanz  Konzentration (mM) Substanz Konzentration (uM)
Ca(NO3)3 2,0 H5B0; 1,0
K2SO4 1,0 MnSOy4 2,0
MgSO4 0,75 ZnSOy4 0,5
CaCly 2,0 CuSOy4 0,3
KH,PO,4 0,2 (NH4)6Mo7O24 0,01
NaoSiO3 1,0 NiSOgy4 0,1
Fe-EDTA 0,2

2.3 Wachstumsparameter

2.3.1 Blattflachen

Die Blattflachen wurden durch Messung der Lange und Breite der Blattspreite
erfasst. Die Messung der Blattlange wurde vom Blattdhrchen bis zur Blattspit-
ze durchgeflihrt. Die L&nge junger Blatter, ohne ausgebildetes Blattéhrchen,
wurde vom Blattéhrchen des letzten voll entwickelten Blattes ausgehend ge-
messen. Die Breite der Blatter wurde an ihrer jeweils breitesten Stelle ermittelt.
Die Berechnung erfolgte auf Grund der Annahme des Maisblattes als Dreieck
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2 Material und Methoden

(Formel 2.1). Die ersten zwei Laubblatter wurden bei der Messung der Blatt-
flachen ausgelassen, da diese nicht unter Salzstressbehandlung gewachsen
waren. Aus den gemessenen Blattflachen an zwei Terminen konnte die Blatt-
flachenzunahmerate ermittelt werden (Formel 2.2).

Ib
a=2 (2.1)

A: Blattflache (cm?); I: Blattidnge (cm); b: Blattbreite (cm)

A — A

A =
1,2 7

(2.2)

A: Blattflache (cm?); t: Zeit (h)

2.3.2 Pflanzenhohe

Die Erfassung der Pflanzenhéhen wurde jeweils von der Sprossbasis bis zur
Spitze des langsten Blattes und von der Sprossbasis bis zur Spitze des jlings-
ten Blattes durchgefuhrt. Aus den ermittelten Werten der Pflanzen eines Ge-
faBes wurde jeweils der Mittelwert gebildet.

2.3.3 Frischmasse

Die Frischmassen wurden durch W&gung erfasst. Vor der Wagung der Wur-
zeln wurden diese mit saugféahigem Papier vorsichtig abgetupft.

2.3.4 Trockenmasse

Die Erfassung der Trockenmassen erfolgte nach Trocknung bei 105°C bis zur
Gewichtskonstanz.

2.4 Bestimmung der Wachstumszone

Um aussagekraftige Messungen Uber die aktuellen Vorgange in wachsendem
Gewebe zu erhalten, miissen Messungen in der Zone des Streckungswachs-
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2.4 Bestimmung der Wachstumszone

tums (Wachstumszone) der Pflanze vorgenommen werden. Um diese Wachs-
tumszone eindeutig zu identifizieren, wurde die Nadelstichtechnik verwendet.
Hierbei wird der Spross der Pflanze mit einer Kanile im Abstand von 1 cm
perforiert. Nach 24 h wurden die einzelnen Blatter des Sprosses freiprapariert
und die Abstande der Einstiche gemessen (Abb. 2.1). Bereiche, in denen die
Absténde gréBer als 1 cm waren, waren in den letzten 24 h gewachsen und
gehdrten somit zur Wachstumszone. Hierbei konnte festgestellt werden, dass
sich die Wachstumszone am 21. Tag des Wachstums bei Mais im unteren
Bereich des Sprosses befand. Die Wachstumszone reichte vom Apex bis zu
den letzten voll entwickelten Blattdhrchen. Blatter, die Blattéhrchen angelegt
hatten, hatten ihr Streckungswachstum abgeschlossen.
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10320330

oy e 1
so 270 280 290 300 0e s il

Abbildung 2.1: Pioneer 3906 nach 21 Tagen Wachstum und 24 h nach
Perforation. Nummern bezeichnen Blétter chronolo-
gisch.
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2.5 Physikalische Zellwandparameter

2.5 Physikalische Zellwandparameter

2.5.1 Extensibilitat

Grundlagen

Ein Wachstum, welches als irreversible Volumenveranderung definiert ist (Hel3
2008; Schopfer & Brennicke 2010), wird auf Zellebene durch die GréBen der
Extensibilitat, des Turgors und des Turgorschwellenwertes beschrieben. Die
vereinfachte Lockhart-Gleichung (Formel 2.3) beschreibt diese GréBen in Ab-
héngigkeit voneinander (Lockhart 1965).

dV/dt = m(¥, - Y) (2.3)

V: Volumenénderung; t: Zeit; m: Extensibilitat; ¥,,: Turgor; Y:
Turgorschwellenwert

Die hier untersuchte GréRe ist die Extensibilitat der Zellwand. Ein Umstellen
der Gleichung ergibt folgendes Bild (Formel 2.4):

_dv/dt
T 0,-Y

(2.4)

m: Extensibilitét; V: Volumenanderung; t: Zeit; ¥,,: Turgor; Y:
Turgorschwellenwert

Um die Extensibilitat hinreichend genau bestimmen zu kénnen, kann die Un-
bekannte des Turgors (V) durch eine bekannte Kraft (F) ersetzt werden (For-
mel 2.5):

_ dvyde
T F-Y

(2.5)

m: Extensibilitat; V: Volumenanderung; t: Zeit; F: Kraft; Y:
Turgorschwellenwert

Wird nun eine definierte Kraft auf ein Gewebe ausgelbt, kann hieraus direkt
an der Langen- anderung Uber die Zeit die Extensibilitdt abgeleitet werden.
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2 Material und Methoden

Diese Annahme gilt jedoch nur, wenn die Anzahl der Zellwénde im Quer-
schnitt der gemessenen Gewebesegmente konstant ist. Der Turgorschwel-
lenwert stellt eine weitere Unbekannte da, die in einem weiteren Experiment
(Kap. 2.5.2) separat untersucht wurde. Die hier beschriebene Methode zur
Messung der Extensibilitat ermdglicht eine isolierte Messung beider Faktoren.
Die Methode des ,Wall-Creep-Measurement“ (Cosgrove 1989) nutzt diese An-
nahme als Grundlage. Die beschriebene Methode basiert auf dem ,Shadow-
graphic growth-recording apparatus” nach Evans und Ray (1969). Der in die-
ser Arbeit entwickelte Apparat (Abb. 2.2) basiert auf der Version von Durachko
und Cosgrove (2009).

Sensor

F Lagerpunkt

Klemme
Gewebesegment

Kivette

Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau des neu entwickelten Extensio-
meters

Ein Gewebesegment wird mit einer konstanten Zugkraft belastet und die Lan-
genveranderung Uber die Zeit gemessen. Der beschriebene Aufbau besteht
aus einer Kivette, in die ein Gewebesegment eingespannt wird. Uber eine
Klammer wird das Segment an eine Wippe angehangt, die auf der anderen
Seite mit einem Gewicht belastet wird. Die Langenveranderung wird an einem
Ende der Wippe mittels eines Linear-Transduktors abgenommen. Jedoch ist
diese Methode auf Grund des verwendeten Linear-Transduktors sehr kosten-

32



2.5 Physikalische Zellwandparameter

intensiv. Um eine Kostenreduktion zu erwirken, mussten die Lineartransduk-
toren durch kostenglnstigere Sensoren ersetzt werden. Die wichtigsten Ei-
genschaften sind eine Aufldésung von mindestens 1 um und ein Freibleiben
der Messung von zusétzlichen Kréaften. Die Wahl fiel auf lineare Hallsenso-
ren (Micronas HAL 815), welche die relative Position eines Magneten Uber
die Starke des Magnetfeldes erfassen kdnnen. Jedoch ist die Auflésung von
1024 Schritten bei einer gewdhnlichen Messanordnung auf einen Bereich von
mehreren Zentimetern verteilt. Um dem entgegentreten zu kdnnen, wurde ein
zweiter Magnet in Gegenpolung angeordnet. Hiermit konnte eine theoretisch
unendliche Erhdhung der Auflésung erreicht werden, da nun eine Konzentra-
tion der Feldlinien auf engstem Raum bewirkt wurde. Die Magneten wurden in
einem Abstand von einigen Millimetern angeordnet, was eine Auflésung von
ca. 0,5 um in einem Bereich von 450 um erméglichte. Der Hallsensor gibt ein
analoges elektrisches Signal im Bereich von 0 bis 5 V aus, welches Uber eine
Computerschnittstelle ausgewertet wurde. Hierflir wurde eine Software ent-
wickelt (Entwicklungsumgebung: Profilab Expert 4.0), welche die elektrischen
Signale in Langenveranderung/Zeit umsetzt. Die Kalibrierung des Hallsensors
erfolgte Uber eine Bligelmessschraube, welche gleichzeitig zur Spannung der
Apparatur genutzt wurde.

Messung

Zur Messung der Zellwandextensibilitat wurden 0,5 cm breite und 2 cm lan-
ge Segmente aus dem zu untersuchenden Gewebe entnommen. Da in der
Wachstumszone das Gewebe zu empfindlich fir die Messapparatur ist, und
keine stabile Messung erreicht werden konnte, wurden die Segmente direkt
Uber der Wachstumszone entnommen. Gemessen wurde im Segment des
zweitjlingsten Blattes, das direkt iiber dem Ansatz des letzten voll entwickelten
Blattéhrchens entnommen wurde. Um einen stérenden Einfluss der Blattadern
zu vermeiden, wurden im 45° Winkel zu diesen die Segmente enthnommen
(Abb. 2.3). Um den stérenden Einfluss des Turgors zu entfernen, wurden die
so gewonnen Segmente in flissigem Stickstoff schockgefrostet und vor der
Messung wieder aufgetaut (Cramer etal. 2001). Zwischen Ernte und Messung
wurden die Segmente bei -82°C gelagert.
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Fir die Messung wurde ein Segment in entionisiertem Wasser aufgetaut und
in das Extensiometer eingespannt. Die Messkivette wurde mit entionisiertem
Wasser beflllt, um ein Austrocknen des Gewebes zu verhindern. Nach dem
Spannen der Apparatur wurde auf das Segment fiir 60 min eine Zugkraft von
0,05 N ausgelibt und die Langenveranderung gemessen. Die so erhaltene
Kurve gliedert sich in eine exponentielle Phase, in der eine elastische Ver-
formung des Gewebes eintritt. Im Anschluss hieran erfolgt der Ubergang in
eine lineare Phase, in der nur noch plastische Verformung auftritt, welche
einen direkten Rlckschluss auf die Extensibilitdt der Zellwand zulasst. Ge-
gen den arbitréren Effekt der Streckung durch Zusammenfallen der Zellkérper
bei den Blattsegmenten von Mais spricht, dass die plastische Langenveran-
derung nicht nur lber einen kurzen Zeitraum, sondern (iber mehrere Stunden
konstant war. Es wird vermutet, dass dieser Effekt in den ersten Minuten ein-
tritt und als Teil der exponentiellen Phase sichtbar wird.

e

Abbildung 2.3: Schnittmuster zur Segmententnahme am zweitjiingsten
Blatt. Die verwendeten Segmente werden durch Pfeile
angezeigt.
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2.5 Physikalische Zellwandparameter

Auswertung

Aus den so gewonnenen Messkurven wurde die plastische Verformung tber
20 min abgeleitet. Die Extensibilitdt kann mit folgender Formel (2.6) beschrie-
ben werden:

dL

m: Extensibilitét (um/N min); dL: L&ngenverénderung (um); F: Kraft (N); dt:

Zeitverédnderung (min)

2.5.2 Turgorschwellenwert

Eine weitere Kompenente der Lockart-Gleichung (2.3) stellt der Turgorschwel-
lenwert dar. Um ein Wachstum der Zelle zu gewahrleisten, muss dieser Schwel-
lenwert vom Turgor Ubertroffen werden. Die Differenz zwischen Turgor und
Turgorschwellenwert wird als wachstumswirksamer Turgor bezeichnet. Um
den Turgorschwellenwert zu bestimmen, muss die erforderliche Kraft bestimmt
werden, ab der eine plastische Verformung der Zellwand eintritt. Hierbei ver-
halt sich die Zellwand wie ein Kelvin-Korper, zeigt also die typischen Eigen-
schaften eines viskoelastischen Festkérpers. Wichtig hierbei ist zu beachten,
dass bei genligend langer Einwirkung einer Kraft nur die plastische Kompo-
nente der Verformbarkeit Einfluss auf den Messwert hat.

Die Messung wurde durch die Modifikation des Extensiometers realisiert. Hier-
zu wurde eine Pumpe installiert, welche computergesteuert die auf das Ge-
webe applizierte Kraft durch Hinzufligen von Wasser in den Gewichtsbehalter
erhohte. Die Kraft wurde erhdht, wenn flir einen definierten Zeitraum keine
Langenzunahme messbar war. War die Langenzunahme konstant, war der
Turgorschwellenwert erreicht. Um den Turgorschwellenwert zu bestimmten,
wurde die auf das Segment applizierte Kraft gravimetrisch ermittelt. Zur Com-
putersteuerung wurde folgendes Programm genutzt:
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2 Material und Methoden

Wenn (m < 0) > 60 s wird die Kraft erhéht bis m > 0
Wenn (m > 0) > 30min dannist ' > Y erreicht.

m: Extensibilitat; Y: Turgorschwellenwert; F: Kraft

Die genutzten Zeiten wurden durch einen Vorversuch ermittelt. Wenn (m <
0) > 60 s, kann davon ausgegangen werden, dass keine weitere Langenver-
anderung eintritt. Ist (m > 0) > 30min, so war in jedem Fall der Turgor-
schwellenwert iberschritten und die Langenveranderung tber mehrere Stun-
den konstant. Um zu verhindern, dass durch die elastische Verformung des
gemessenen Gewebes der Turgorschwellenwert falsch positiv angenommen
wurde, wurde die Zeitmessung fir (m > 0) > 30min erst nach der ersten
Gewichtserh6hung gestartet.

2.6 Chemische Zellwandparameter

2.6.1 Zellwandextraktion

Die Extraktion der Zellwand wurde nach Goldberg (1985) modifiziert von Ud-
din et al. (2013) und Eitenmller (2011) durchgeflhrt. Ziel war es, die reine
Zellwand zu gewinnen und sonstige Zellkomponenten, insbesondere Kohlen-
hydratverbindungen, zu entfernen. Die Methode wurde durch Zugabe einer
lodiésung Uberprift, welche etwaige aus dem Zellinhalt stammende Starke-
reste dunkel verfarbt hatte. Hierflir wurden 25 g gefrorenes Frischmaterial in
einen vorgekihlten 250 mL-Sorvall-Omnimixer-Becher (Waring Blender, Wa-
ring, New Hartford, Conneticut, USA) eingewogen und 80 mL 0,4 M gekiihl-
te Saccharoselésung hinzugefiigt. Wurde weniger Material eingesetzt, wurde
dementsprechend mehr Saccharoselésung hinzugegeben. Das Material wur-
de in 24 Schritten zu je 30 s mit jeweils 5 min Pause auf Eis gemixt. Die
Kuhlschritte waren nétig, um die Temperatur der Probe so niedrig wie mdg-
lich zu halten, dass die Enzymaktivitat auf ein Minimum begrenzt wurde. Das
so gewonnene Homogenisat wurde in einen 250 mL-Zentrifugenbecher Gber-
fahrt, auf 200 mL mit 0,4 M Saccharoseldsung aufgefillt und bei 700 g fiir
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2.6 Chemische Zellwandparameter

15 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde die Zentrifugati-
onin 0,6 Mund 1 M Saccharosel6sung jeweils wiederholt. Das so gewonnene
Pellet wurde mit 0,1%iger Triton-X-100 Lésung versetzt, fir 1 min geschut-
telt und bei 1000 g fir 10 min zentrifugiert. Danach wurde das Material zur
Fraktionierung Uber Nylonnetze gegeben und mit destilliertem Wasser so lan-
ge gespllt, bis keine Blasenbildung auf Grund des Triton-X-100 mehr sichtbar
war. Die Fraktion 250-405 um wurde flr die folgenden Analysen aufgefangen
und gefriergetrocknet.

2.6.2 Cellulose

Die Bestimmung der Cellulosekonzentration in der Zellwand wurde mit ei-
ner Anthron-Methode durchgefiihrt (Updegraff 1969, Fry 2006, modifiziert von
Uddin etal. 2013 und Eitenmuller 2011). Hierzu wurden in einem vorherge-
henden Arbeitsschritt alle Polysaccharide entfernt, die nicht aus der Cellulose
stammten.

Zur Entfernung stérender Polysaccharide wurden 10 mg Zellwand eingewo-
gen, mit 3 mL Essig-Salpetersaurereagenz (Essigsaure : Wasser : Salpeter-
saure = 8:2: 1) versetzt und fiir 30 min im Wasserbad bei 100°C erhitzt. Nach
5 min Abkihlen auf Eis wurden die Proben dreimal bei 2500 g zentrifugiert.
Nach jeder Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und zuerst durch 10
mL H2O und dann durch 10 mL Aceton ersetzt. Um Acetonreste zu entfernen,
wurden die Proben vorsichtig mit Pressluft getrocknet.

Zur Bestimmung der Cellulosekonzentration wurde jede Probe mit 1 mL 67%
H2SO,4 versetzt und fir 1 h bei 25°C im Schuttelbad hydrolysiert. Nach der
Hydrolysierung wurde zu jeder Probe nochmals 1 mL 67% H2SO,4 hinzuge-
figt. Um die Konzentration in der Messlésung im fir das Photometer linear
auflésenden Bereich zu halten, wurden die Proben 1 : 5 verdlnnt. Die Mess-
I6sung wurde aus 20 L des verdiinnten Hydrolysats, 480 uL H,O und 1 mL
eiskaltem Anthronreagenz hergestellt. Die Lésung wurde 5 min bei 100°C im
Wasserbad erwarmt und fur 5 min auf Eis gekhlt. Nach der vollstandigen Ent-
wicklung des Farbkomplexes wurden die Proben bei 620 nm im Photometer
gemessen.

Zur Erstellung einer Kalibriergerade wurde flr 6 h bei 105°C getrocknete, reine
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Cellulose in 67% H2SO, geldst und eine Standardstammlésung mit der Kon-
zentration 100 pg Cellulose/mL hergestellt. Der so erhaltene Standard wurde
wie das verdiinnte Hydrolysat behandelt.

2.6.3 Pectin

Die Bestimmung von Pectin wurde mit einer modifizierten Methode nach Fi-
lisetti-Cozi et al. (1991), modifiziert von Uddin et al. (2013) und Eitenmuller
(2011) umgesetzt. Hierzu wurden 5 mg gefriergetrocknetes Zellwandmaterial
eingewogen und auf Eis unter Rihren mit 1 mL konzentrierter Schwefelsdu-
re versetzt. Nach jeweils 5 min erfolgte die Zugabe von 1 mL konzentrierter
Schwefelsdure und zweimal 0,5 mL H>O. Nach Aufflillen auf 10 mL Volumen
mit H2O und Zentrifugieren fir 10 min bei 35.000 g wurden drei Reaktions-
ansatze mit jeweils 0,4 mL des Uberstandes erstellt. Um Interferenzen durch
Neutralzucker auszuschlieen, wurden den Ansétzen jeweils 40 pL einer 4
M Kaliumsulfamatldsung zugesetzt. Nach dem Zugeben von 2,4 mL 75 mM
Natriumtetraborat, geldst in konzentrierter Schwefelsdure zur Verstarkung der
Farbreaktion, wurden die Reaktionsansatze bei 100°C im offenen Wasserbad
erhitzt. Nach 20 min wurden die Reaktionsanséatze fir 10 min im Eisbad ge-
kihlt. Zum Starten der Farbreaktion wurden in jeweils zwei Reaktionsansatzen
80 pL 0,5%ige m-Hydroxidiphenyl-Lésung und in den dritten Reaktionsansatz
0,5%ige NaOH-L&sung als Leerwert ohne Farbreaktion gegeben. Nach 5-10
min entwickelte sich ein rosa Farbkomplex, welcher bei 525 nm im Photometer
gemessen werden konnte. Der Farbkomplex ist sehr instabil, was eine zeitlich
gleiche Messung fr alle Proben notwendig machte. Eine Kalibrierreihe wurde
aus D-Galacturonsaure erstellt (Formel 2.7).

by MStandard
= T omancars 2.7
! Y Ext 27)

f: Kalibrierfaktor; m: Masse (ug); Ext: Extinktion

Die Berechnung der Konzentrationen erfolge durch Mittelwertbildung der ge-
messenen Extinktionen der beiden Reaktionsansatze und Abzug der gemes-
senen Extinktion des Leerwertes (Formel 2.8).
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10mL
MProbe X 0, 4mL

) (2.8)

C(mg/mg) = Extprobe — ExtLeerwert X f X (

¢: Konzentration (mg/g); Ext: Extinktion; f: Kalibrierfaktor (mg~"); m:
Einwaage (g)

2.6.4 Methylierungsgrad des Pectins

Der Methylierungsgrad des Pectins wurde durch eine Verseifungsreaktion be-
stimmt, bei der die aus Pectin freigesetzte Menge an Methanol bestimmt wur-
de (Wood & Siddiqui 1971). Zur Verseifung wurden 5 mg Zellwand eingewo-
gen, mit 1125 pL H2O und 375 pL 1,5 M NaOH versetzt. Nach 30 min wurden
die Proben im Eisbad fir einige Minuten gekihlt, 375 puL 4,5 M H2SO4 hin-
zugefligt und im Eisbad belassen. Nach 10 min wurden die Proben fiir 5 min
bei 0°C in einer Kiihlzentrifuge bei 20.000 g zentrifugiert und 1 mL des Uber-
stands in ein neues Reagenzglas Uberflihrt. Es wurde eine Standardreihe mit
Methanol angesetzt. Zur Messung wurden 200 pL 2%ige KMnO4-L&sung hin-
zugeflgt, far 15 min auf Eis gekihlt und 200 pL 0,5 M Na-Arsenit in 0,6 M
H>S0O4 hinzugegeben. Nach 60 min bei Raumtemperatur wurden 2 mL Far-
breagenz hinzugegeben, bei 60°C erwarmt, nach 15 min in Eis abgekihlt und
die Extinktion der Lésung bei 412 nm im Photometer gemessen. Durch Ver-
rechnung mit der Pectinkonzentration 1&sst sich hieraus der Anteil der freien
Carboxylgruppen im Pectin ermitteln. Das Farbreagenz wurde durch Ldsen
von 202 mg Acetylaceton in 100 mL 2 M Ammoniumacetatldsung hergestellt.

2.6.5 Hemicellulose

Die Bestimmung der Hemicellulose wurde mit einer HPAEC-PAD Methode
(High Precision Anion Exchange Chromatography - Pulsed Amperometic De-
tection) nach vorhergehender Hydrolyse durchgefiihrt. Bei dieser Methode
werden die Einfachzucker Uber eine Anionenaustauschersaule aufgetrennt
(HPAEC) und mit Hilfe eines amperometrischen Detektors (PAD) nachgewie-
sen. Die Technik der gepulsten amperometrischen Detektion basiert auf einer
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Oxidation der Analytmolekile bei hohem pH-Wert auf einer Gold-Arbeitselek-
trode. Hierdurch akkumulieren die Substanzen auf der Elektrode, welche hier-
durch ,vergiftet” wird. Um diesen Vorgang zu unterbinden, wird das elektrische
Feld in kurzen zeitlichen Abstanden von einigen 100 ms umgepolt, um die ak-
kumulierten Molekule von der Elektrodenoberflache abzustoBen und wieder
eine erneute Messung durchfiihren zu kénnen (Schwedt & Vogt 2010).

Die Hemicellulose in den Proben wurde durch Hydrolyse mit Schwefelsaure in
ihre Bestandteile aufgeschlossen (Willfér etal. 2009; Uddin etal. 2013). Das
Hydrolysat konnte nach Verdinnung direkt eingesetzt werden. Hierflr wur-
den 10 mg gefriergetrocknetes Zellwandmaterial eingewogen, mit 200 pL 72%
H>SO,4 versetzt und bei 30°C fir 60 min inkubiert. Das Hydrolysat wurde mit
5,6 mL H>O versetzt und bei 120°C fiir 60 min im Autoclaven inkubiert. Nach
Auffiillen auf 50 mL mit H.O wurde die Analysenlésung durch 0,45 ym PTFE-
Filter filtriert.

Von diesem Filtrat wurden 10 pL Uber eine Carbo Pac PA10 S&ule der Fir-
ma Dionex (Sunnyvale, California, USA) mit 0,2 mM NaOH als Eluent bei ei-
ner Flussrate von 0,25 mL/min aufgetrennt. Die Detektion erfolgte durch eine
Goldarbeitselektrode mit Pulsung folgender Art:

Stabilisierung (0,1 V, 0,2 s) —+ Messung (0,1 V, 0,2 s) —
Regeneration (-2 V, 0,1 s)

Nach Beendigung der Messung einer Probe wurde die S&ule mit
200 mM NaOH gespiilt, um mégliche Verunreinigungen vor der nachsten Mes-
sung zu entfernen.

Es wurde jeweils eine Kalibrierreihe aus Arabinose, Rhamnose, Galactose,
Glucose, Xylose und Mannose erstellt.

Die Berechnung der Konzentrationen erfolgte nach folgender Formel (Formel
2.9):
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2.6 Chemische Zellwandparameter

CZuckerZW = CZucke‘r/cZW - CZuck:er/Oa 2

czuckerzw . Konzentration der Zucker in der Zellwand (mg/g);

czucker: KOnzentration der Zucker in der Analysenlésung (mg/L);

cz

w: Zellwandeinwaage in die Analysenlésung (g/L)

(2.9)

Um den Einfluss der in dieser Methode mit erfassten Cellulose zu eliminieren,
wurde die bereits mit der Anthron-Methode (Kap. 2.6.3) ermittelte Cellulose-
konzentration jeweils von dem Ergebnis der Hemicellulosebestimmung sub-
trahiert. Da die Ergebnisse der Anthron-Methode mit denen der HPAEC-PAD
Ubereinstimmten (Abb. 2.4), konnte eine Bestimmung von Glucose in der He-
micellulose mit dieser Methode nicht durchgefiihrt werden. Ferner eignet sich
auf Grund dieser Ergebnisse die Nutzung der HPAEC-Methode zur Bestim-
mung der Konzentration der Hemicellulose-Monomere und der Cellulosekon-

zentration in ei

nem Schritt.
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w B
o o
o o

N
(=3
<]

100

0

il

1 mM Nacl 1 mM NaCl 100 mM Nacl 100 mM Nacl
2 mM Calcium 10 mM Calcium 2 mM Calcium 10 mM Calcium

Abbildung 2.4: Glucosekonzentration in der Zellwand, nach 21 Tagen
Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 100 mM NaCl
Salzstress, ermittelt mit der Anthron- und der HPAEC-

PAD-Methode.
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2.6.6 Ansiduerung des Apoplasten

Zur Messung des apoplastischen pH-Wertes wurde eine fluoreszenzmikro-
skopische Methode, wie bei Pitann et al. (2009) beschrieben, verwendet. Die
Blattsegmententnahme wurde am zweitjlingsten Blatt, direkt Gber dem letzten
voll entwickelten Blattéhrchen, durchgefihrt.

2.7 Kationenanalyse

Zur Analyse der Kationen in Pflanzenmaterial wurde die Atomabsorptionss-
pektrometrie (AAS) eingesetzt. Hierflir wurden 500 mg getrocknetes und ge-
mahlenes Pflanzenmaterial in einen Porzellantiegel eingewogen und bei 550°C
verascht. Der Gluhrickstand wurde mit 2 mL bidest. Wasser aufgenommen
und mit 5 mL 5 M HNO3 versetzt. Die Aschelésung wurde bis zum begin-
nenden Sieden erwarmt und durch einen WeiBbandfilter in einen 100 mL-
Messkolben mit bidest. Wasser Gbersplt. Die so gewonnene Analysenlésung
wurde mit einem Atomabsorptionsspektrometer (SpectrAA 220FS, Varian, Pa-
lo Alto, California, USA) hinsichtlich ihrer Konzentration von Calcium, Kalium,
Natrium und Magnesium untersucht (Steffens & Schubert 2004).
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2.8 Screening

Die Anzucht fur das Screening wurde nach folgendem zeitlichem Schema
durchgeflhrt:

Tag 1:

Tag 3:
Tag 6:
Tag 8:

Tag 10:
Tag 13:

Tag 14:
Tag 15:
Tag 16:

Tag 17:
Tag 18:
Tag 20:
Tag 22:
Tag 24:

Quellen des Saatguts in 1 mM CaSOy4-Losung iiber Nacht
Uberfiihren der Kérner in Sandwichkultur mit 1 mM CaSO4-Losung,
abgedunkelt in der Klimakammer

Belichten der Sandwichkultur

Einsetzen der gekeimten Pflanzen in 1/4 konzentrierte Niahrlsung
Erhohen auf 1 /5 konzentrierte Néhrlosung

Erhohen auf die volle Nahrlosungskonzentration

Applikation von 25 mM NaCl in der Behandlung und Wechsel der
Néahrlésung

Erhohen der NaCl-Konzentration auf 50 mM

Erhohen der NaCl-Konzentration auf 75 mM

Erhohen der NaCl-Konzentration auf 100 mM und Wechsel der
Nahrlésung

Erhohen der NaCl-Konzentration auf 125 mM

Erhohen der NaCl-Konzentration auf 150 mM

Bestimmung der Blattldngen und Nahrlésungswechsel
Nahrlésungswechsel

Bestimmung der Blattlangen und Selektion
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’ Screeningpflanzen . Einfachhybride als Umweltkontrolle

Abbildung 2.5: Pflanzenbesatz der Screeningbehélter

Hierbei wurden bei jedem Durchgang 90 Pflanzen gescreent und 9 Pflan-
zen einer uniformen Hybride als Umweltkontrolle mitgefiihrt. Es wurde die
Standardnahrlésung ohne Silizium verwendet (Kap. 2.2.4). Die Verteilung der
Pflanzen im Gefai3 erfolgte nach Abbildung 2.5. Am 24. Tag wurden die Pflan-
zen auf Grund ihrer prozentualen BlattlAingenzunahme vom 20. auf den 24.
Tag selektiert. Pflanzen, welche Symptome der zweiten Phase des Salzstres-
ses oder andere Defekte aufzeigten, wurden nicht weitergefiihrt.
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2.9 Extensibilitdt der Zellwand
verschiedener Genotypen

unter Salzstress

2.9.1 Pflanzenanzucht

Die Anzucht der Genotypen Pioneer 3906 (cv. Ornella), SR 03, SWS X, SWS
47, SWS 164 und NaExIl (I8) wurde in der Klimakammer nach dem Schema
far Standard-Anzucht mit 100 mM Salzstress mit jeweils 4 Pflanzen in 4,5 L
GeféaBen mit 4 Litern Nahrldsung durchgefihrt (Kap. 2.2.2). Es wurden jeweils
4 Wiederholungen mit 1 mM NaCl und 100 mM NaCl fiir jeden Genotyp ange-
setzt.

2.9.2 Untersuchte Parameter

Am 20. Tag wurden die Blattlangen der Pflanzen ermittelt (Kap. 2.3.1). Bei der
Ernte wurden Frisch- und Trockenmassen erfasst (Kap. 2.3.3) und Segmente
zur Messung der Zellwandextensibilitdt entnommen (Kap. 2.5.1).

2.10 DSR-Hybriden in der ersten Phase des

Salzstresses

2.10.1 Pflanzenanzucht

Die Anzucht der Genotypen Pioneer 3906, DSR 3 und DSR 5 wurde in der
Klimakammer nach der Standard-Anzucht mit 150 mM Salzstress (Kap. 2.2.3
mit jeweils 4 Pflanzen in 4,5 L GeféBBen mit 4 Litern Nahrlésung durchgeflhrt.
Es wurden jeweils 4 Wiederholungen mit 1 mM NaCl und 150 mM NaCl fir
jeden Genotyp angesetzt.
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2.10.2 Untersuchte Parameter

Die Blattflachen wurden am 19. und 21. Tag erfasst und hieraus die Blatt-
flachenzunahmerate berechnet (Kap. 2.3.1). Am Tag der Ernte wurden die
Frischmassen von Spross und Wurzel erfasst (Kap. 2.3.3). Aus dem zweit-
jungsten Blatt jeder Pflanze wurden Gewebesegmente fiir die Extensiometer-
messungen entnommen (Kap. 2.5.1, Abb. 2.3). Aus den Pflanzen wurde je-
weils die Wachstumszone herausprépariert (Kap. 2.4), in flissigem Stickstoff
eingefroren und zur spateren Analyse bei -82°C gelagert.

Aus der Wachstumszone wurde die Zellwand extrahiert und Cellulose, Hemi-
cellulose, Pectin und der Methylierungsgrad des Pectins bestimmt (Kap. 2.6).

2.11 DSR-Hybriden in der zweiten Phase

des Salzstresses

2.11.1 Pflanzenanzucht

Die Anzucht der Genotypen Pioneer 3906, DSR 3 und DSR 5 wurde in der
Klimakammer nach der Standard-Anzucht mit 150 mM Salzstress (Kap. 2.2.3)
mit jeweils 8 Pflanzen in 11 L GeféaBen mit 8 Litern Nahrlésung durchgeflhrt.
Es wurden jeweils 4 Wiederholungen mit 1 mM NaCl und 150 mM NaCl fir
jeden Genotyp angesetzt.

2.11.2 Untersuchte Parameter

Untersucht wurden die Parameter Frisch- und Trockenmasse (Kap. 2.3.3) und
die Kationenkonzentrationen (Calcium, Kalium, Magnesium, Natrium) in Spross
und Wurzel. Die Kationenkonzentrationen wurden mit der Atomabsorptionss-
pektrometrie (Kap. 2.7) ermittelt.
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2.12 Einfluss der Calciumkonzentration

unter Salzstress der ersten Phase

Zur Untersuchung des Einflusses der Calciumkonzentration unter Salzstress
wurde ein Experiment mit dem Genotypen Pioneer 3906 angesetzt. Hierbei
wurden vier Varianten (Tab. 2.4) in 4facher Wiederholung nach dem Stan-
dardanzuchtplan fir 100 mM NaCl angesetzt (2.2.2).

Tabelle 2.4: Varianten der Calcium- und NaCl-Konzentrationen

1 mM NaCl 2 mM Ca2t
1 mM NaCl 10 mM Ca2t
100 mM NaCl 2 mM Ca2t
100 mM NaCl 10 mM Ca2t

L

Zur Verwendung kam eine modifizierte Nahrlésung fir Maisanzucht (Tab. 2.5).
In den Calcium-Kontrollvarianten wurden 10 mM CaCl: und in den Calcium-
Mangelvarianten 2 mM CaCl; zugegeben. Ab dem 14. Tag wurde Calcium-
nitrat durch Kaliumnitrat ersetzt. Die hierdurch erhéhte Kaliumkonzentration
wurde durch Weglassen von Kaliumsulfat ausgeglichen (Tab. 2.6). Die Ent-
scheidung hierfiir wurde erst am 14. Tag getroffen, wodurch 3 Tage die volle
Nahrlésungskonzentration mit 4 mM Calcium in den Mangelvarianten und 12
mM Calcium in den Kontrollvarianten gegeben wurde.

Tabelle 2.5: Zusammensetzung der Nahrlosung bis zum 14. Tag

Substanz Konzentration (mM) Substanz Konzentration (pM)
Ca3(NO3)2 2,0 MnSO4 2,0
KQSO4 170 ZHSO4 0,5
MgSO4 0,75 CUSO4 0,3
KHQPO4 0,2 (NH4)6M07024 0,01
Na2SiO3 1,0 NiSO4 0,1
Fe-EDTA 0,2
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Tabelle 2.6: Zusammensetzung der Nahrlosung ab dem 14. Tag

Substanz  Konzentration (mM) Substanz Konzentration (M)
KNO3 7,0 MnSO3 2,0
MgSOy4 0,75 ZnSOy 0,5
KH2P04 072 CuSO4 0,3
NazSiOg, 170 (NH4)6MO7024 0,01
NiSOy4 0,1
Fe-EDTA 0,2

2.12.1 Untersuchte Parameter

Bei der Ernte wurden die Spross- und Wurzelfrischmassen (Kap. 2.3.3) er-
fasst. Aus dem zweitjlingsten Blatt wurden jeweils Segmente zur Bestimmung
der Extensibilitdt entnommen (Kap. 2.5.1). Zur Untersuchung der chemischen
Zellwandparameter wurde die Pflanze durch Schnitt Gber dem letzten voll ent-
wickelten Blattéhrchen in jungen und alten Spross geteilt. Zum jungen Spross
wurden nur die Blatter ohne Blattéhrchen gezahlt. Die Zellwandextraktion wur-
de nur mit dem Material des jungen Sprosses durchgefiihrt.

In der so gewonnenen Zellwand wurden die Konzentrationen von Cellulose,
Pectin, freien Carboxylgruppen des Pectins und die Zusammensetzung Hemi-
cellulose ermittelt (Kap. 2.6).

2.13 Zellteilung unter Salzstress

Zur Untersuchung der Zellteilung unter Salzstress wurde ein Experiment mit
dem Genotypen Pioneer 3906 angesetzt. Die Anzucht erfolgte in der Klima-
kammer nach dem Standardanzuchtplan mit 150 mM NaCl (Kap. 2.2.3). Als
Maf fir die Anzahl der Zellen je Spross wurde der DNA-Gehalt ermittelt. Zur
Messung des Zellvolumens wurde die DNA-Konzentration herangezogen, wel-
che ein MaB fiir die Zellzahl/Frischmasse darstellt. Um das Zellvolumen zu
erhalten, wird die Masse mit dem Volumen gleichgesetzt. Der Kehrwert aus
Zellzahl/Zellvolumen ergibt somit das Volumen/Zelle.

Z  mpnNA
FM ~ FM

(2.10)

Z: Anzahl Zellen; FM: Frischmasse (g); mp~a: DNA (mg)
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2.13 Zellteilung unter Salzstress

(2.11)

1
Vzelle = 7

Vzeue: Volumen der Zelle; Z: Anzahl Zellen

Hierfir wurde jeweils der Spross einer Pflanze in flissigem Stickstoff fein
gemodrsert. Die DNA wurde mit dem DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen Venlo,
Niederlande) extrahiert. Hierfir wurden 100 mg des gemorserten Materials
eingewogen und dem Quick-StartProtocol (April 2012) folgend vorgegangen,
wobei die Inkubationszeit fir den Puffer AP1 mit RNAse auf 15 min verlangert
wurde. Die DNA-Konzentration wurde mit einem Nanodrop (Modell: ND-1000,
Peglab, Erlangen) bestimmt und der DNA-Gehalt je Spross errechnet.

2.13.1 Berechnung des Zellvolumens aus der
Extensibilitdt der Zellwand

Aus einer Veranderung der Extensibilitdt kann auf eine Verédnderung der Zell-
gréBe geschlossen werden. Ein direkter Rickschluss von Extensibilitédt auf
das Volumen ist jedoch nicht mdglich, da die gemessene Extensibilitat einen
eindimensionalen Faktor darstellt und das Zellvolumen dreidimensional ist.
Fir die Umrechnung der Verédnderung der Extensibilitat, in eine Veranderung
der ZellgréBe, kann eine Pflanzenzelle als Zylinder angenommen werden und
so das Volumen berechnet werden (2.12). Zum einfacheren Verstandnis wur-
de nicht der Radius, sondern der Durchmesser des Zylinders genutzt (r* =

2
-

V=n-—-h (2.12)
V: Volumen; d: Durchmesser des Zylinders; h: Héhe des Zylinders

Das Verhéltnis einer GréBené&nderung kann auch ohne Kenntnis der absolu-
ten ZellgréBe errechnet werden (2.13). Das Verhaltnis von d zu h ist fir das
Verhéltnis der Zellvolumina unerheblich, da die Extensibilitat auf beide Fakto-
ren gleichermaBen wirkt und eine Konstante darstellt. Dies kann leicht durch
Einsetzen und Umformen der Gleichung gezeigt werden (2.14).
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2 Material und Methoden

av, TG h g w(d)?h

e (S A (213)
dVa Exta 3
W () (2.14)

V: Zellvolumen; d: Durchmesser der Zelle; h: Héhe der Zelle; Ext:
Extensibilitat der Zellwand

2.14 Ziichtung

2.14.1 Grundlagen

Zur Verbesserung der Resistenz in der ersten Phase des Salzstresses wur-
den Erkenntnisse aus den salzresistenten SR-Hybrinden herangezogen. Un-
ter Salzstress der ersten Phase zeigt die empfindliche Maishybride Pioneer
3906 eine verminderte Ansauerung des Apoplasten, die salzresistente Hy-
bride SR 03 erhélt diese jedoch aufrecht (Pitann etal. 2009). Die &hnlich
salzresistente Hybride SR 12 zeigt unter Salzstress der ersten Phase eben-
so wie Pioneer 3906 eine verminderte Ansduerung des Apoplasten (Hatzig
etal. 2010), einhergehend mit einer Erhéhung der Arabinosekonzentration in
der Zellwand (Eitenmuller 2011; Uddin etal. 2014). Das Zuchtziel ist eine Ver-
besserung der Resistenz in der ersten Phase des Salzstresses zu erreichen,
indem die Eigenschaften der apoplastischen Ans&uerung und der Erhéhung
der Arabinosekonzentration in einer Linie vereint werden.

2.14.2 Erstellung von Inzuchtlinien

Die Erstellung von Inzuchtlinien ist ein zeit- und arbeitsaufwandiger Prozess.
Um eine ausreichend homozygote, stabile Inzuchtlinie aus einer heterozy-
goten F, Population zu erhalten, miissen lber 7 Generationen wiederholte
Selbstungen und Selektionen durchgefiihrt werden. Durch die wiederholte
Selektion in jeder Selbstungsgeneration wird eine Aufkonzentration von er-
wiinschten Genen erreicht. Angestrebt wird ein Inzucht-Koeffizient von 0,992,
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2.14 Ziichtung

was je nach vorhandenen Ressourcen einen Zeitaufwand von 3-6 Jahren be-
deutet (Hallauer 2009). Als Alternative zur Selbstung und rekurrenten Selekti-
on bietet sich die Erstellung von doppelhaploiden Pflanzen an. Hierdurch kann
die Zeit zur Erstellung einer Inzuchtlinie auf ein Jahr verkiirzt werden. Durch
die Verdopplung des haploiden Chromosomensatzes eines Gameten wird ei-
ne homozygote Pflanze erhalten, welche direkt als Linie in der weiteren Zucht
verwendet werden kann. Zur Erstellung von doppelhaploiden Genotypen be-
stehen mehrere Verfahren die im Folgenden dargestellt werden sollen.

2.14.3 Erstellung von doppelhaploiden Pflanzen
In vitro-Technik

Die In vitro-Technik zeichnet sich durch das Verwenden von Zellkulturmetho-
den aus. Hierbei werden aus einer Donorpflanze Keimzellen oder Pollen ent-
nommen, welche auf einem Nahrmedium zu einem haploiden Embryo regene-
riert werden. Mais ist jedoch eine Pflanzenart, welche nur sehr schwer mittels
Gewebekultur zu bearbeiten ist. Die Mdglichkeit, Antheren oder Mikrosporen
auf einem Nahrmedium zu kultivieren, ist sehr stark abhangig vom Genotyp
der Donorpflanze (Geiger 2009).

In vivo-Technik

In vivo-Methoden werden direkt auf den Pflanzen umgesetzt. Hierbei wird ei-
ne Donorpflanze mit einer Inducerpflanze gekreuzt. Diese Kreuzung fihrt zu
haploidem Saatgut. Hierbei bestehen zwei Mdglichkeiten. Zum einen die In-
duktion von paternalen Haploiden und zum anderen die Induktion von mater-
nalen Haploiden. Zur Induktion paternaler Haploider wird eine Inducerpflanze
mit Pollen der Donorpflanze bestaubt. Die Inducerpflanze bildet infolgedessen
Kérner aus, welche im Embryo den haploiden Chromosomensatz der Donor-
pflanze enthalten. Die Induktion beruht auf dem Merkmal der Mutante ,inde-
terminate gametophyte”, welches durch das rezessive ig-Gen kontrolliert wird.
Pflanzen, die in Bezug auf dieses Merkmal homozygot sind, weisen hohe Ra-
ten von Embryomissbildungen auf, wodurch Induktionsraten von maximal 1-
2% zu erreichen sind.
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2 Material und Methoden

Zur Induktion von maternalen Haploiden wird die Donorpflanze mit dem Pollen
des Inducers bestédubt. Hierdurch bildet die Donorpflanze haploide Samen-
kérner aus. Die aktuellen Erfolgsraten liegen bei 8-10% mit der Inducerlinie
RWS aus Stuttgart, Hohenheim. Der Mechanismus, der die Bildung haploider
Samen auf der Mutterpflanze bewirkt, ist bisher ungeklart, jedoch scheint es
sehr wahrscheinlich, dass eine der beiden Spermazellen des Maispollens der
Inducerpflanzen einen Defekt aufweist, der dazu fuhrt, dass die vaterlichen
Chromosomen in den ersten Zellteilungen des Embryos degenerieren und so-
mit eliminiert werden. Ein Hinweis auf diesen Mechanismus ist die Tatsache,
dass die so gewonnenen haploiden Pflanzen keine Merkmale des Inducers
ausbilden (Geiger 2009).

2.14.4 Kiinstliche Verdopplung des

Chromosomensatzes

Haploide Maispflanzen sind in den meisten Fallen mannlich steril und bilden
keine Antheren in ihren Rispen, wahrend die weiblichen Geschlechtsorgane
weiterhin fruchtbar ausgebildet werden. Eine Selbstung ist somit auf Grund
des fehlenden Pollen nicht méglich (Chalyk 1994). Um haploide Maispflanzen
selbsten zu kénnen, muss ihr Chromosomensatz verdoppelt werden, was zu
einer Wiederherstellung der mannlichen Fertilitat fuhrt. Unter gewissen Um-
standen verdoppeln haploide Maispflanzen spontan ihren Chromosomensatz,
jedoch ist diese Art der Verdopplung stark abhéngig vom Genotyp und zeich-
net sich nicht durch hohe Erfolgsraten aus (Deimling etal. 1997). Um die Ver-
dopplungsraten des Chromosomensatzes zu erhéhen, stehen vielfaltige Me-
thoden zur Verfligung. Als einfachste und gleichzeitig effektivste Methode hat
sich die Behandlung mit dem Gift der Herbstzeitlosen (Colchicum autumnale),
dem Colchicin, erwiesen. Colchicin wirkt als Spindelgift und verhindert somit
die Ausbildung des Spindelapparates in der Mitose. Hierdurch wird das Auf-
teilen der Chromosomen auf die neu entstehenden Zellen unterbunden, was
zu einer Verdopplung des Chromosomensatzes flihrt.
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2.15 Erstellung von Doppelhaploiden

2.15 Erstellung von Doppelhaploiden

2.15.1 Erstellung von Haploiden

Zur Erstellung von Doppelhaploiden wurden die Mutterlinien von SR 03 und
SR 12, SWS 47 und SWS 164 gekreuzt. Hierbei wurde SWS 164 als Mutter
und SWS 47 als Vater gewahlt. Von der so erstellten Hybride wurden in Chi-
le 200 Pflanzen mit Pollen von Donorpflanzen (UH800) bestaubt (Rotarenco
etal. 2009) und die so gewonnen Kérner anhand einer Farbmarkierung selek-
tiert (Geiger 2009) (Abb. 2.6). Alle nicht haploiden Kérner wurden verworfen.

Abbildung 2.6: Korner aus der Kreuzung (SWS 164 x SWS 47) x
UHS800
a) Krone und Scutellum farblos: Ausgekreuzt oder ge-
selbstet
b) Krone und Scutellum gefirbt: F-Hybride
¢) Krone gefirbt, Scutellum farblos: Haploid
d) Krone farblos, Scutellum geférbt: Embryo letal
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2 Material und Methoden
2.15.2 Verdopplung des Chromosomensatzes

Die haploiden Kérner wurden mittels einer modifizierten Methode nach Deim-
ling et al. (1997) behandelt. Hierzu wurden die Kdérner bei 24 °C in Keimschalen
auf mit 1 mM CaSO, getrénktem Filterpapier unter gelochter Alufolie fir ca. 4
Tage vorgekeimt, bis die Koleoptile ca. 1 cm lang war. Einem Pilzbefall wur-
de durch Behandlung mit Benomyl (1 g in 5 L Wasser) vorgebeugt. Um eine
bessere Wirkungsweise des Colchicins zu gewéhrleisten, wurde durch Entfer-
nen der Koleoptilspitze das Apikalmeristem freigelegt. Weiterhin wurden die
Waurzeln auf 20-30 mm eingekirzt. Die so behandelten Keimlinge wurden fir
12 h bei 18°C in eine Lésung mit 0,06% Colchicin und 0,5% DMSO getaucht.
In diese Lésung wurde zusatzlich 1 mM CaSO. gegeben, um die Membran-
stabilitdt der Zellen zu unterstitzen. Nach der Einwirkzeit der Colchicinlésung
wurden die Keimlinge flnfmal unter flieBendem Wasser gespult, in Torfkultur-
substrat mit 1/4 Quarzsand eingesetzt und zur Erh6hung der Luftfeuchtigkeit
die ersten Tage abgedeckt (Geiger 2009). Nach 14 Tagen wurden die so be-
handelten Keimlinge in Freilandkultur ausgepflanzt und geselbstet. Pflanzen,
die sich auf Grund ihres Wachstums oder ihrer Farbung als diploid erwiesen,
wurden entfernt.

2.15.3 Selektion
Das doppelhaploide Saatgut wurde einem Screening auf Salzresistenz unter-
zogen (Kap. 2.8). Hierbei wurden die besten 20 Genotypen selektiert und zur

Saatgutvermehrung geselbstet. Die so erstellten Doppelhaploiden Linien (DH)
kénnen fir Kreuzungen verwendet werden.

2.15.4 Erstellung der DSR-Hybriden

Zur Erstellung der neuen DSR-Hybriden (Doppelhaploide Salzresistente), wur-
den die DH-Linien mit NaExIl gekreuzt.
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2.16 Statistik

2.16 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden Microsoft Excel for Mac 2011 (t-Test)
und IBM SPSS 22 (ANOVA mit Tukeytest) genutzt. Signifikante Unterschie-
de bei der Verwendung des t-Tests werden mit Sternchen angezeigt. Bei der
ANOVA zeigen unterschiedliche Buchstaben signifikant verschiedene Varian-
ten.
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3 Ergebnisse

3.1 Versuch 1 - Ansauerung des Apoplasten
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Abbildung 3.1: Einfluss von Salzstress auf die Sprossfrischmassen ver-
schiedener Genotypen nach 21 Tagen Wachstum mit 7

Tagen 1 mM bzw. 100 mM NaCl.
t-Test: *p < 5% **p < 1%

Die Sprossfrischmassen wurden in der ersten Phase des Salzstresses bei
allen Genotypen unter Salzstress signifikant reduziert. Die Linien SWS 47 und
SWS 164 zeigten eine signifikante Reduktion auf dem Niveau von p < 5%,
wéahrend die Hybriden eine signifikante Reduktion auf dem Niveau p < 1%
zeigten. Die Sprossfrischmassen der Linien fielen deutlich kleiner aus, als die
der Hybriden.
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3.1 Versuch 1 - Ansduerung des Apoplasten
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Abbildung 3.2: Einfluss von Salzstress auf den apoplastischen pH-Wert
verschiedener Genotypen nach 21 Tagen Wachstum mit

7 Tagen 1 mM bzw. 100 mM NaCl.
t-Test: *p < 5%

Salzstress beeinflusste den apoplastischen pH-Wert verschiedener Genotypen
unterschiedlich. Die Genotypen Pioneer 3906, SR 12 und SWS 164 (Mutterli-
nie von SR 12) reagierten mit einer Erhdhung des apoplastischen pH-Wertes
auf die erste Phase des Salzstresses. Die Genotypen SR 03, SWS 47 (Mut-
terlinie von SR 03), NaExIl (Vaterlinie von SR 03 und SR 12) und SWS X
(Kreuzung SWS 47 x SWS 164) hielten unter Salzstress die Ansduerung des
Apoplasten aufrecht.
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3.2 Versuch 2 - Extensibilitat der Zellwand

3.2.1 Wachstumsparameter

80

D ~
o o

w1
o

w
o

Lange 2. jiingstes Blatt (cm)
[N IS
) )

=
o

E1mM

= £100 mM

P 3906 SR 03 SWS X SWS47  SWS 164 NaExII

Abbildung 3.3: Einfluss von Salzstress auf die Lange des zweitjiingsten

Blattes verschiedener Genotypen nach 20 Tagen Wachs-

tum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 100 mM NaCl.
t-Test vs. Pioneer 3906: *p < 5% **p < 1% ***p < 0,05%

Die Lange des zweitjlingsten Blattes, an welchem die Extensiometermessung
vorgenommen wurde, war bei allen Genotypen unter Salzstress signifikant
vermindert. Die Genotypen Pioneer 3906, SWS 164 und NaExIl zeigten eine
signifikante Reduktion der Blattlange auf dem Niveau p < 5%, der Genotyp
SWS X auf dem Niveau p < 1% und die Genotypen SR 03 und SWS 47 auf
dem Niveau von p < 0,05%.
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:[ &1 mM Nacl

—H
H

100 mM Nacl

w
o

N
5}

Blattlingenzunahmerate (mm / h)
N
=)

P 3906 SR 03 SWS X SWS47  SWS 164 NaExll

Abbildung 3.4: Einfluss von Salzstress auf die Blattlingenzunahmerate
verschiedener Genotypen vom 18. auf den 20. Tag des
Wachstums mit 4 bzw. 6 Tagen 1 mM bzw. 100 mM

NaCl.
t-Test: **p < 1% ***p < 0,05%

Die Blattlangenzuwachsraten waren bei den Genotypen SR 03, SWS X, SWS
47, SWS 164 und NakExll signifikant reduziert auf dem Niveau p < 0,05%. Bei
Pioneer 3906 war ebenso eine signifikante Reduktion zu verzeichnen, jedoch
auf dem Niveau p < 1%.
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Abbildung 3.5: Einfluss von Salzstress auf das Verhéltnis der Blattlan-
genzunahmeraten verschiedener Genotypen vom 18. auf
den 20. Tag des Wachstum mit 4 bzw. 6 Tagen 100 mM

NaCl im Vergleich zu 1 mM NaCl.
t-Test: *p < 5% **p < 1%

Das Verhaltnis der Blattlangenzuwachsraten war bei den Genotypen SR 03,
SWS X, und SWS 164 signifikant besser im Vergleich mit Pioneer 3906. Der
Genotyp SWS 164 zeigte ein signifikant besseres Wachstumsverhaltnis als
Pioneer 3906 auf dem Niveau von p < 1%, wahrend sich SR 03 und SWS X
auf dem Niveau p < 5% befanden.
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3.2 Versuch 2 - Extensibilitidt der Zellwand
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Abbildung 3.6: Einfluss von Salzstress auf die Extensibilitdt der Zell-
wand verschiedener Genotypen nach 21 Tagen Wachs-

tum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 100 mM NaCl.
t-Test: *p < 5% **p < 1%

Salzstress der ersten Phase beeinflusste die Zellwandextensibilitdt verschie-
dener Maisgenotypen unterschiedlich. Pioneer 3906, welcher einen in der
ersten Phase empfindlichen Genotypen darstellt, zeigte eine signifikante Ver-
minderung der Zellwandextensibilitdt. SR 03, welcher Resistenz in der ers-
ten Phase des Salzstresses zeigt, hielt die Zellwandextensibilitét aufrecht. Die
Mutterlinien SWS 47 (SR 03) und SWS 164 (SR 12) zeigten unter diesen Be-
dingungen einen signifikanten Riickgang wahrend ihr Kreuzungsprodukt SWS
X die Zellwandextensibilitdt aufrecht erhalten konnte. Die Vaterlinie der SR-
Hybriden, NaExIl, zeigte unter Salzstress der ersten Phase keinen Riickgang
der Zellwandextensibilitat.
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3 Ergebnisse

3.3 Versuch 3 - Calcium

1 mM NaCl 1 mM NaCl 100 mM NaCl 100 mM NaCl
2mM Ca™ 10 mM Ca™ 2mM Ca™ 10 mM Ca™

Abbildung 3.7: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
der N&hrlosung auf Pioneer 3906 nach 21 Tagen Wachs-
tum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 100 mM NaCl und 2 mM
bzw. 10 mM Calcium.

Die Pflanzen zeigten in den Varianten mit 100 mM NaCl Salzstress Symptome
der ersten Phase, hier zu erkennen an kleinerem Wuchs und der dunkleren
Farbe der Blatter. Da keine lonentoxizitat zu erkennen war, wurde zweite die
zweite Phase des Salzstresses nicht erreicht. Deutliche Unterschiede durch
eine unterschiedliche Calciumernahrung waren weder in den Varianten mit 1
mM NaCl noch in den Varianten mit 100 mM NaCl zu erkennen. Ein Calci-
ummangel, welcher sich bei Mais mit dem schlechten Entfalten der jingsten
Blatter auBert, wurde bei keiner der Pflanzen festgestellt.
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Abbildung 3.8: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
der Nahrlosung auf die Sprossfrischmasse von Pioneer
3906 nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw.

100 mM NaCl und 2 mM bzw. 10 mM Calcium.
ANOVA: p < 5%

Die Sprossfrischmasse (Abb. 3.8) war durch 100 mM NaCl Salzstress ge-

genlber den Varianten mit 1 mM NaCl signifikant reduziert. Ein Einfluss der
Calciumernéhrung konnte statistisch nicht abgesichert werden.
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Abbildung 3.9: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
der N&hrlosung auf die Wurzelfrischmasse von Pioneer
3906 nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw.
100 mM NaCl und 2 mM bzw. 10 mM Calcium.
ANOVA: p < 5%

Die Wurzelfrischmasse (Abb. 3.9) war durch 100 mM NaCl Salzstress gegen-
Uber den Varianten mit 1 mM NaCl signifikant reduziert. In den Varianten mit
1 mM NaCl war durch die verminderte Calciumgabe von 2 mM Calcium die
Waurzelfrischmasse signifikant vergréBert. In den Salzstress-Varianten mit 100
mM NaCl konnte dieser Effekt statistisch nicht abgesichert werden.
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3.3 Versuch 3 - Calcium
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Abbildung 3.10: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
der Nahrlosung auf die Zunahmerate der Blattlingen
iiber 48 h von Pioneer 3906 nach 21 Tagen Wachstum
mit 7 Tagen 1 mM bzw. 100 mM NaCl und 2 mM bzw.

10 mM Calcium.
ANOVA: p < 5%

Die Zunahmerate der Blattlange wurde durch 100 mM NaCl Salzstress ge-
genuUber der Variante 1 mM NaCl + 2 mM Calicum signifikant reduziert. Eine
erhdhte Calciumgabe von 10 mM unter 100 mM NaCl Salzstress flihrte zur
Wiederherstellung der Blattlangenzunahmerate auf das Niveau der Variante
mit 1 mM NaCl und 2 mM Calcium. Durch eine erhdéhte Calciumgabe von 10
mM konnten die Blattldngenzunahmerate unter Salzstress wiederhergestellt
werden.
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Abbildung 3.11: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
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Abbildung 3.12: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
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der Nahrlosung auf den Turgorschwellenwert der Zell-
wand von Pioneer 3906 nach 21 Tagen Wachstum mit
7 Tagen 1 mM bzw. 100 mM NaCl und 2 mM bzw. 10
mM Calcium. ANOVA: p < 5%



3.3 Versuch 3 - Calcium

Die Extensibilitédt der Zellwand wurde durch 100 mM NaCl Salzstress signi-
fikant reduziert. Durch eine Erhéhung der Calciumkonzentration auf 10 mM
konnte die Extensibilitdt unter Salzstress wiederhergestellt werden.

Der Turgorschwellenwert der Zellwand des Genotypen Pioneer 3906 wurde
weder durch Salzstress der ersten Phase noch durch eine verénderte Calci-
umkonzentration beeinflusst.
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Abbildung 3.13: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
der Nahrlosung auf den Turgorschwellenwert der Zell-
wand von Pioneer 3906 nach 21 Tagen Wachstum 2

mM bzw. 10 mM Calcium.
ANOVA: p < 5%; 8 Wiederholungen/Variante

Waurde der Einfluss von Calcium auf den Turgorschwellenwert der Zellwand
unabhéngig vom Salzstress betrachtet, konnte ein signifikanter Einfluss fest-
gestellt werden. Eine erhdhte Calciumkonzentration fiihrte zu einem niedrige-
ren Turgorschwellenwert bei Pioneer 3906.
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Abbildung 3.14: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
der Nahrlosung auf die Cellulosekonzentraton in der
Zellwand von Pioneer 3906 nach 21 Tagen Wachstum
mit 7 Tagen 1 mM bzw. 100 mM NaCl und 2 mM bzw.

10 mM Calcium.
ANOVA: p < 5%

Die Cellulosekonzentration in der Zellwand wurde durch 100 mM NaCl gegen-
Gber 1 mM NaCl signifikant reduziert. Hierbei flihrte eine héhere Calciumgabe
von 10 mM Calcium zu einer weiteren Verminderung der Cellulosekonzentrati-
on. Dieser Effekt war auch schon in der Variante mit 1 mM NaCl zu erkennen,
jedoch nicht statistisch abzusichern.

68



3.3 Versuch 3 - Calcium
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Abbildung 3.15: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
der Nahrlosung auf die Pectinkonzentraton in der Zell-
wand von Pioneer 3906 nach 21 Tagen Wachstum mit
7 Tagen 1 mM bzw. 100 mM NaCl und 2 mM bzw. 10

mM Calcium.
ANOVA: p < 5%

Die Konzentration des Pectins in der Zellwand wurde durch die Gabe von 100
mM NacCl signifikant erhéht. Eine erhdhte Calciumkonzentration von 10 mM
senkte in der Variante mit 100 mM NaCl die Pectinkonzentration auf das Ni-
veau der Varianten mit 1 mM NaCl.
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Abbildung 3.16: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
der N&hrlésung auf die Konzentration der freien Car-
boxylgruppen des Pectins in der Zellwand von Pioneer
3906 nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw.

100 mM NaCl und 2 mM bzw. 10 mM Calcium.
ANOVA: p < 5%

Die Konzentration der freien Carboxylgruppen des Pectins in der Zellwand
wurde in den Variante mit verminderter Calciumversorgung durch Salzstress
signifikant erhéht. Durch eine erhéhte Gabe von Calcium konnte dieser Effekt
vollstandig kompensiert werden.
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Abbildung 3.17: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
der Néhrlésung auf die Hemicellulosekonzentration in
der Zellwand von Pioneer 3906 nach 21 Tagen Wachs-
tum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 100 mM NaCl und 2 mM

bzw. 10 mM Calcium.
ANOVA: p < 5%

Die Konzentration der Hemicellulose in der Zellwand wurde durch eine erhhte

Gabe von Calcium in der Nahrlésung nicht beeinflusst. Auch Salzstress hatte
keinen statisitsch abzusichernden Einfluss.
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Abbildung 3.18: Einfluss von Salzstress und Calciumkonzentration in
der Nahrlosung auf die Verhéltnisse der Monomerkon-

zentrationen der Hemicellulose in der Zellwand von
Pioneer 3906 nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1

mM bzw. 100 mM NaCl und 2 mM bzw. 10 mM Cal-

cium.
Variante 1 mM NaCl mit 2 mM Calcium = 100%
ANOVA: p < 5%

Salzstress erhéhte die Konzentrationsverhaltnisse der Monomere Arabinose,
Rhamnose und Galactose signifikant, wahrend bei Mannose und Xylose keine
signifikante Veranderung vorlag. Die Gabe von zusétzlichem Calcium unter
Salzstress fuhrte zu einer Wiederherstellung der Konzentrationsverhaltnisse
von Arabinose, Rhamnose und Galactose auf das Kontrollniveau, wahrend
die Konzentration der Mannose unter das Niveau der Kontrolle fiel.
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3.4 Ziichtung

3.4 Ziichtung

3.4.1 Doppelhaploide

Aus der Kreuzung (SWS 47 x SWS 164) x UH 400 gingen 11521 Kérner
hervor (D;-Generation). Hiervon waren 960 Kérner haploid (8,3%), 96 Kérner
ausgekreuzt oder geselbstet (0,8%) und 10465 Kérner F; Hybriden (90,8%).

Wahrend der Keimung und Verdopplung des Chromosomensatzes wurden
104 Keimlinge auf Grund von Diploidie aussortiert (10,8%), 162 Keimlinge gin-
gen durch Pilzbefall in den Keimschalen verloren (16,9%) und 1 Korn keimte
nicht. Die Keimrate betrug 99,9%. Es wurden 693 doppelhaploide Keimlinge
gewonnen (72,2%) und ausgepflanzt. Nach Selbstung und Abreife konnten 86
mégliche Linien mit durchschnittlich 41 Kérnern (Min = 1 Korn, Max = 188
Kérner, Gesamt = 3551 Kérner) geerntet werden (D2-Generation).

Nach dem Screening der mdglichen Linien und der Selbstung der 20 besten

konnte von 7 Linien doppelhaploides Saatgut geerntet werden (Ds-Generation).
Von den Linien DH 6 und DH 7 wurden weniger als 10 Kérner geerntet. Die

Kreuzung der DH-Linien mit der Natrium exkludierenden Inzuchtlinie wurde

mit den Linien DH 1 bis DH 5 durchgefuhrt. Parallel hierzu wurden alle Linien

zur Saatgutvermehrung geselbstet (Tab. 3.1) (D4-Generation).

Tabelle 3.1: Anzahl der Korner aus Selbstungen (DH-Linien) und Kreu-
zungen (DH-Linien x NaExIl = DSR-Hybride)
Selbstungen Kreuzungen

Genotyp Korner | Genotyp Korner
DH 1 991 DSR 1 774
DH 2 869 DSR 2 827
DH 3 803 DSR 3 592
DH 4 147 DSR 4 251

DH 5 45 DSR 5 118
DH 6 28
DH 7 10
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3 Ergebnisse

3.4.2 Test der DSR-Hybriden auf Salzresistenz

Abbildung 3.19: Einfluss von Salzstress nach 21 Tagen Wachstum mit
7 Tagen 1mM bzw. 150 mM NaCl.
a) Pioneer 3906 b) DSR 1 ¢) DSR 2 d) DSR 3 e¢) DSR
4f) DSR 5
Jeweils 1 mM Na(Cl links, 150 mM NaCl rechts

Abgesehen von DSR 1 befanden sich alle Genotypen der Variante mit 150
mM NacCl in der ersten Phase des Salzstresses, welche sich in einem vermin-
derten Wachstum und der dunkleren Blattfarbe auBBerte (Abb. 3.19). DSR 1
zeigte in der Variante mit 150 mM NaCl Symptome von lonentoxizitét in Form
von Blattrandnekrosen und befand sich somit in der 2. Phase des Salzstres-
ses.
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Abbildung 3.21: Einfluss von Salzstress auf das Verhéltnis der Spross-

frischmassen 150 mM NaCl/1 mM NaCl von Pioneer
3906 und der neu entwickelten DSR-Hybriden nach 21
Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150 mM

NaCl.
t-Test: p* < 5% p** < 1% p*** < 0,06%
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3 Ergebnisse

Die Sprossfrischmassen waren bei allen Genotypen durch 150 mM NaCl si-
gnifikant vermindert (Abb. 3.20), jedoch zeigte sich eine Verbesserung im Ver-
haltnis der Sprossfrischmassen von 150 mM/1 mM NaCl (Abb. 3.21). Die Ge-
notypen DSR 2, DSR 3, DSR 4 und DSR 5 wiesen gegenlber Pioneer 3906
ein verbessertes Frischmassenverhéltnis auf, wahrend DSR 1 sich auf dem
gleichen Niveau wie Pioneer 3906 befand.
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Abbildung 3.22: Einfluss von Salzstress auf die Wurzelfrischmassen von
Pioneer 3906 und der neu entwickelten DSR-Hybriden
nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150

mM NaCl.
t-Test: p** < 1% p*** < 0,06%
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Abbildung 3.23: Einfluss von Salzstress auf das Verhéltnis der Wurzel-
frischmassen 150 mM NaCl/1 mM NaCl von Pioneer
3906 und der neu entwickelten DSR-Hybriden nach 21
Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150 mM

NaCl.
t-Test: p* < 5% p** < 1% p*** < 0,05%
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3 Ergebnisse

Die Wurzelfrischmassen aller Genotypen wurde durch 150 NaCl signifikant
gegenlber 1 mM NaCl reduziert (Abb. 3.22). Beim Vergleich der Verhéltnisse
150 mM/1 mM NaCl zeigte DSR 1 eine signifikante Verminderung. DSR 2
zeigte eine statistisch nicht abzusichernde VergréBerung des Verhéltnisses
der Wurzelfrischmasse (Abb. 3.23).
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Abbildung 3.24: Einfluss von Salzstress auf die Natriumkonzentration
im Spross von Pioneer 3906 und der neu entwickelten
DSR-Hybriden nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen

150 mM NaCl.
t-Test: p** < 1%
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Abbildung 3.25: Einfluss von Salzstress auf die Natriumkonzentration

in der Wurzel von Pioneer 3906 und der neu entwi-
ckelten DSR-Hybriden nach 21 Tagen Wachstum mit

7 Tagen 150 mM NaCl.
t-Test: p** < 1% p*** < 0,05%
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3 Ergebnisse

Die Genotypen DSR 3 und DSR 5 zeigten in der Variante mit 150 mM NaCl ei-
ne signifikante Verminderung der Natriumkonzentration in der Sprosstrocken-
masse im Vergleich mit Pioneer 3906. Die Genotypen DSR 1, DSR 2 und DSR
4 zeigten keinen Unterschied gegeniiber Pioneer 3906 (Abb. 3.24).

Die Natriumkonzentration in der Wurzeltrockenmasse war in den Varianten mit
150 mM NaCl bei den Genotypen DSR 1 und DSR 5 gegenliber Pioneer 3906
signifikant vermindert. Die Genotypen DSR 2, DSR 3 und DSR 4 zeigten keine
Unterschiede gegenlber Pioneer 3906 (Abb. 3.25).
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Abbildung 3.27: Einfluss von Salzstress auf die Natriumverlagerung von

Pioneer 3906 und der neu entwickelten DSR-Hybriden

nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen 150 mM NaCl.
t-Test: p* < 5% p** < 1%
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3 Ergebnisse

Der Natriumgehalt in der Gesamtpflanze war in der Variante mit 150 mM NaCl
in den Genotypen DSR 1, DSR 3 und DSR 5 gegeniiber Pioneer 3906 si-
gnifikant reduziert. Die Genotypen DSR 2 und DSR 4 wiesen den gleichen
Natriumgehalt wie Pioneer 3906 auf (Abb. 3.26).

Die Natriumverlagerung war unter Salzstress in den Genotypen DSR 1, DSR
2 und DSR 4 signifikant gegenuber Pioneer 3906 erhdht. Die Genotypen DSR
3 und DSR 5 zeigten eine &hnliche Verlagerung wie Pioneer 3906 (Abb. 3.27).
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Abbildung 3.28: Einfluss von Salzstress auf die Natriumaufnahme (Na-
triumgehalt der Gesamtpflanze/Wurzeltrockenmasse)

von Pioneer 3906 und der neu entwickelten DSR-
Hybriden nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen 150

mM NaCl.

t-Test: p* < 5% p** < 1%

Die Genotypen DSR 2 und DSR 4 zeigten eine signifikante Erhéhung der
Natriumaufnahme in der Variante mit 150 mM NaCl gegeniiber Pioneer 3906.
Die Genotypen DSR 1 und DSR 3 zeigten keine Veranderung, wahrend bei
dem Genotypen DSR 5 eine signifikante Verminderung der Natriumaufnahme
gegenlber Pioneer 3906 festzustellen war (Abb. 3.28).
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Abbildung 3.29:
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Einfluss von Salzstress auf die Sprossfrischmassen von
Pioneer 3906, DSR 3 und DSR 5 nach 21 Tagen Wachs-

tum mit 7 Tagen 1mM bzw. 150 mM NaCl.
t-Test: p*** < 0,05%
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Abbildung 3.30:

P 3906 DSR3 DSR5

Einfluss von Salzstress auf das Verhéltnis der Spross-
frischmassen 1 mM NaCl/150 mM NaCl von Pioneer
3906, DSR 3 und DSR 5 nach 21 Tagen Wachstum mit

7 Tagen 1mM bzw. 150 mM NaCl.
t-Test: p*** < 0,05%
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3 Ergebnisse

Die Frischmassen waren bei allen Genotypen durch 150 mM NaCl hdchst
signifikant gegenliber 1 mM NaCl reduziert.

Im Verhaltnis der Sprossfrischmassen von 150 mM NaCl zu 1 mM NaCl zeigte
der Genotyp DSR 3 eine héchst signifikante Verbesserung gegeniiber dem
Genotyp Pioneer 3906.
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Abbildung 3.31:

P 3906 DSR3 DSR5

Einfluss von Salzstress auf das Verhiltnis der Blatt-
flachen 150 mM NaCl/1 mM NaCl von Pioneer 3906,
DSR 3 und DSR 5 nach 21 Tagen Wachstum mit 7

Tagen 1mM bzw. 150 mM NaCl.
t-Test: p* < 5%
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Abbildung 3.32:

P 3906 DSR3 DSR5

Einfluss von Salzstress auf das Verhéltnis der Blattfla-
chenzunahmerate 150 mM NaCl/1 mM NaCl von Pio-
neer 3906, DSR 3 und DSR 5 nach 21 Tagen Wachstum

mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150 mM NaCL
t-Test: p* < 5%
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3 Ergebnisse

DSR 5 zeigte im Bezug auf das Merkmal der Blattflachenverhéltnisse 150
mM/1 mM NaCl eine verbesserte Reaktion gegeniiber Salzstress im Vergleich
mit Pioneer 3906. DSR 3 zeigte tendenziell eine Verbesserung gegeniiber
Pioneer 3906 jedoch konnte dieses Ergebnis statistisch nicht abgesichert wer-
den.

Die Verhaltnisse der Zunahmeraten der Blattflachen Uber 48 Stunden 150
mM/1 mM NacCl zeigten eine signifikante Verbesserung der Salzresistenz von
DSR 3 und DSR 5 gegenUlber Pioneer 3906.
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Abbildung 3.33: Einfluss von Salzstress auf die Extensibilitéit der Zell-
wand von Pioneer 3906, DSR 3 und DSR 5 nach 21
Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150 mM

NaCl.
t-Test: p* < 5% p*** < 0,06%

Die Extensibilitdt der Zellwand war bei Pioneer 3906 und DSR 5 unter 150

mM NaCl Salzstress signifikant vermindert. DSR 3 konnte die Extensibilitét
der Zellwand unter Salzstress aufrecht erhalten.
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3 Ergebnisse

Tabelle 3.2: Einfluss von Salzstress auf die Ansiuerung des Apoplas-
ten von Pioneer 3906, DSR 3 und DSR 5 nach 21 Tagen

Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150 mM NaCl.
t-Test: p* < 5%

pH-Werte im Apoplasten

Mittelwerte 1 mM NaCl 150 mM NaCl

Pioneer 3906 6,66 (& 0,14) 7,03 (£ 0,09) *
DSR 3 6,81 (+ 0,16) 7,01 (£ 0,18)
DSR 5 7,12 (£ 0,09) 7,28 (% 0,08)

Unter Salzstress kommt es zu einer signifikanten Verminderung der apoplasti-
schen Ansauerung von Pioneer 3906. DSR 3 und DSR 5 kénnen unter Salzstress
die Ansauerung der Zellwand aufrecht erhalten.
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Abbildung 3.34: Einfluss von Salzstress auf die Cellulosekonzentration
in der Zellwand von Pioneer 3906, DSR 3 und DSR 5
nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150

mM NaClL
t-Test: p* < 5%

Bei DSR 5 war die Cellulosekonzentration unter 150 mM NaCl Salzstress si-

gnifikant vermindert. Bei DSR 3 und Pioneer 3906 konnte keine Veranderung
der Cellulosekonzentration nachgewiesen werden.
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E1mM

©150 mM

Arabinosekonzentration in der Zellwand
(mg/ g)
N
19,

P3906 DSR3 DSR5

Abbildung 3.35: Einfluss von Salzstress auf die Arabinosekonzentration
in der Zellwand von Pioneer 3906, DSR 3 und DSR 5
nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150

mM NaCl.
t-Test: p* < 5%

Die Arabinosekonzentration in der Zellwand wurde bei Pioneer 3906 durch

150 mM NaCl Salzstress nicht veréndert, wahrend DSR 2 und DSR 5 eine
signifikante Erhéhung der Arbinosekonzentration aufwiesen.
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Abbildung 3.36: Einfluss von Salzstress auf die Pectinkonzentration in
der Zellwand von Pioneer 3906, DSR 3 und DSR 5
nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150
mM NaCl.

Eine Veranderung der Pectinkonzentration in der Zellwand durch 150 mM
NaCl Salzstress konnte bei keinem der Genotypen statistisch abgesichert wer-
den.

91



3 Ergebnisse

=
=]

“1mM NacCl

o
)

150 mM NaCl

o
3

T

e
~

o
[

e o o0 o
N oW s !

0,1 1

Konzentration freier Carboxylgruppen des
Pectins in der Zellwand (mmol / g)

0,0 -
P 3906 DSR3 DSR5

Abbildung 3.37: Einfluss von Salzstress auf die Konzentration der frei-
en Carboxylgruppen des Pectins in der Zellwand von
Pioneer 3906, DSR 3 und DSR 5 nach 21 Tagen Wachs-
tum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150 mM NaCl.

Die Konzentration der freien Carboxylgruppen des Pectins war unter 150 mM
NaCl Salzstress bei keinem der Genotypen signifikant verandert, jedoch konn-
te eine abnehmende Tendenz festgestellt werden.
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3.5 Veridnderung der Zellteilung durch Salzstress

3.5 Verdnderung der Zellteilung durch
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Abbildung 3.38: Einfluss von Salzstress auf den DNA-Gehalt im Spross
von Pioneer 3906 nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Ta-

gen 1 mM bzw. 150 mM NaCl.
t-Test: p* < 5%, 2-seitiger t-Test

Der DNA-Gehalt, und somit die Anzahl der Zellen im Spross von Pioneer 3906,
wurde durch 150 mM NaCl gegeniiber 1 mM NaCl signifikant vermindert.
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Abbildung 3.39: Einfluss von Salzstress auf die DNA-Konzentration in

der Sprossfrischmasse von Pioneer 3906 nach 21 Tagen
Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150 mM NaCl.

t-Test: p* < 5%, 2-seitiger t-Test

Die DNA-Konzentration in der Sprossfrischmasse wurde durch 150 mM NaCl
gegenlber 1 mM NaCl signifikant erhéht.
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4 Diskussion

4.1 Ziichtung

In dieser Arbeit konnten durch Doppelhaploidenziichtung neue Hybriden er-
stellt werden. Hierbei stachen, auf Grund ihrer verbesserten Resistenz im Ver-
gleich mit Pioneer 3906, insbesondere die beiden Genotypen DSR 3 und DSR
5 heraus.

4.1.1 Resistenz in der ersten Phase des Salzstresses

In der ersten Phase des Salzstresses resistente Genotypen zeichnen sich ins-
besondere durch eine Aufrechterhaltung ihres Wachstums unter diesen Be-
dingungen im Vergleich mit Kontrollbedingungen aus und kénnen mit dem
herrschenden, osmotischen Stress umgehen (Munns & Tester 2008). Als Pa-
rameter fUr die Resistenz in der ersten Phase des Salzstresses konnen die
Verhaltnisse von Sprossfrischmasse (Abb. 3.21) und die der Blattflachen der
Behandlung mit 150 mM NaCl gegeniiber 1 mM NaCl herangezogen werden
(Abb. 3.31) (Schubert etal. 2009). Bis auf DSR 1 zeigten alle neu entwickelten
DSR-Genotypen eine Verbesserung der Verhéltnisse von Sprossfrischmasse
und Blattflachen unter Salzstress gegeniiber Pioneer 3906. Die Salzresistenz
in der ersten Phase wurde somit in den neuen Genotypen DSR 2, DSR 3,
DSR 4 und DSR 5 erfolgreich etabliert.

4.1.2 Resistenz in der zweiten Phase des Salzstresses

Als Parameter fiir die zweite Phase des Salzstresses wurden neben Sympto-
men von Natriumtoxizitat (Abb. 3.19), die Natriumaufnahme Uber die Wurzel
(Abb. 3.25) und die Natriumverlagerung von der Wurzel in den Spross (Abb.
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3.27) genutzt. Pioneer 3906, welcher eine verbesserte Resistenz in der zwei-
ten Phase des Salzstresses gegeniiber empfindlichen Genotypen aufweist, ist
in diesen Merkmalen weit tberlegen (Schubert etal. 2009). Durch die Kreu-
zung der neu entwickelten Doppelhaploiden Linien mit der aus Pioneer 3906
hervorgenenden NaExIl wurde versucht, auch diese Merkmale in die DSR-
Hybriden einzukreuzen.

DSR 1 zeigte als einziger der neu erstellten Genotypen offensichtliche Na-
triumtoxizitat in Form von Blattrandnekrosen (Abb. 3.19). DSR 1 befand sich
somit in der zweiten Phase des Salzstresses und ist eindeutig nicht resistent.
Die Natriumaufnahme war bei den Genotypen DSR 2 und DSR 4 gegenuber
Pioneer 3906 signifikant erhéht, wahrend die Natriumaufnahme von DSR 5
signifikant vermindert war (Abb. 3.28). Dies lasst auf ein verbessertes Natri-
umexklusionsvermdgen von DSR 5 gegeniiber Pioneer 3906 schlieBen, wah-
rend DSR 2 und DSR 4 eine Verschlechterung zeigten. Hierbei gilt jedoch zu
beachten, dass diese Ergebnisse aus einem Nahrlésungsexperiment stam-
men. Durch die stdndige Durchmischung der Nahrlésung kann die Anlieferung
von lonen an die Wurzeloberflache vernachléssigt werden. Somit ist ein ge-
eigneterer Parameter zur Bestimmung der Fahigkeit zur Natriumexklusion aus
dem Spross der Natriumgehalt im Spross (Abb. 3.26). Hier zeigten die Geno-
typen DSR 1, DSR 3 und DSR 5 eine signifikante Verminderung gegeniiber
Pioneer 3906 und somit ein verbessertes Exklusionsverhalten von Natrium.
Die Natriumverlagerung von der Wurzel in den Spross zeigte jedoch fir die
Genotypen DSR 1, DSR 2 und DSR 4 eine Erhéhung im Vergleich mit Pioneer
3906 (Abb. 3.27). Dieses Merkmal der Resistenz in der zweiten Phase des
Salzstresses konnte somit nicht in diese Genotypen eingekreuzt werden.

Ein Versuch zur Erklarung kénnte in einer verminderten Kombinationsfahig-
keit der Eltern liegen (DH 1, DH 2 und DH 4). Durch die veranderte Genetik
kénnen die Merkmale einer verminderten Wurzel-zu-Spross Verlagerung und
einer verbesserten Natriumexklusion aus dem Spross nicht in gleichem Ma-
Be wie bei Pioneer 3906 ausgebildet werden. DSR 1 zeigt sogar trotz einer
verbesserten Natriumexklusion aus dem Spross Symptome von lonentoxizi-
tat. Dies sind Hinweise darauf, dass es sich auch fiir die Salzsresitenz in der
zweiten Phase nicht um einen einfachen Erbgang handelt, sondern mehrere
Gene an der Ausbildung der Merkmale beteiligt sind (Schubert 2011).
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Obwohl die Genotypen DSR 2 und DSR 4 keine Symptome von lonentoxizitat
zeigten, konnte das Zuchtziel der Einkreuzung der Merkmale der verminder-
ten Natriumaufnahme und der verminderten Wurzel-zu-Spross Verlagerung
nicht erreicht werden. Beide Zuchtziele, die Verbesserung der Resistenz in
der ersten Phase des Salzstresses und das der Verbesserung der Resistenz
in der zweiten Phase des Salzstresses, konnten nur in den Genotypen DSR 3
und DSR 5 erreicht werden.

4.2 Zellteilung und -streckung

Unter Salzstress der ersten Phase kann eine verzdgerte Entwicklung von Mais
beobachtet werden (Munns & Tester 2008). Diese duf3ert sich nicht nur durch
kleinere Pflanzen, sondern auch durch eine verzdgerte Entwicklung der Pflan-
zenorgane. Ein typisches Zeichen hierfiir ist das verzégerte Erscheinen der
einzelnen Blatter, sowie eine spatere Blite unter Salzstress (Hultsch etal.
2014). Neben einer méglichen verminderten Zellwandextensibilitat sollte ei-
ne Verminderung der Zellteilung kleinere Pflanzen verursachen, da diese den
Grundstock an expandierenden Zellen legt (Richter 1998).

Zur Messung der Zellteilung unter Salzstress wurde der DNA-Gehalt des Spros-
ses genutzt. Der DNA-Gehalt/Pflanzenzelle ist unabhangig von der ZellgréBe
und von der Anzahl der Chloroplasten und Mitochondrien annahernd konstant,
da das nucleare Maisgenom eine GréBe von 2300 MBp besitzt, wahrend das
Genom der Mitochondrien mit 200 kBp und der Chloroplasten mit 145 kBp
vergleichsweise klein ist (Taiz & Zeiger 2006) und somit nur geringen Einfluss
auf den DNA-Gehalt der Zelle hat. Bei einer durchschnittlichen Anzahl von
278 Chloro-plasten- und 16 Mitochondriengenomen in Zellen von Maisblat-
tern betragt der Anteil an der Gesamt-DNA in der Zelle nur 0,4% (Lutz etal.
2011).

Jedoch ist unter Salzstress die Anzahl der Mitochondrien erhéht (Hecht-Buchholz
1972). Dies kann auf einen erhdhten Energiebedarf fiir die Exklusion von Na-
trium zurlGckzuflihren sein, oder eine kompensatorische Reaktion auf Grund
einer gehemmten Stoffwechselreaktion der Mitochondrien (Koyro 1997). Gleich-
zeitig kann es zu einer leichten Erhdhung der Anzahl der Chloroplasten unter
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Salzstress der ersten Phase kommen (Peharec Stefanié etal. 2013). Beide
Effekte erhdhen den DNA-Gehalt in der Zelle. Jedoch wird eine mogliche Er-
héhung durch den schon beschriebenen Gréenunterschied des nuclearen,
im Vergleich mit dem mitochondrialen bzw. chloroplastischen Genom, bei wei-
tem Uberlagert. Selbst eine Verdopplung der Anzahl der Mitochondrien und
Chloroplasten wiirde eine Erhéhung des DNA-Gehaltes/Zelle von unter 0,5%
bewirken. Dieser Wert kann somit in der Berechnung der Zellzahl vernachlas-
sigt werden, und der DNA-Gehalt/Spross ist vorwiegend von der Anzahl der
Zellen abhéngig (Kap. 2.13).

Pioneer 3906 reagierte unter Salzstress mit einem stark verminderten DNA-
Gehalt im Spross (Abb. 3.38). Hieraus folgt, dass die Zellteilung durch Salz-
stress vermindert war und somit weniger Zellen im Spross ausgebildet wur-
den. Auch die Verzégerung der Entwicklung unter Salzstress kann hiermit teil-
weise erklért werden.

Da der DNA-Gehalt/Zelle gleich ist, kann neben dem DNA-Gehalt zur Be-
rechnung der Anzahl der Zellen, die Konzentration der DNA/g FM zur Be-
rechnung der Anzahl der Zellen/g FM genutzt werden. Dies wiederum erlaubt
einen Ruckschluss auf die ZellgroBe (Kap. 2.13). Pioneer 3906 reagierte mit
DNA-Konzentrationen unter Salzstress, die nahezu doppelt so gro3 wie unter
Kontrollbedingungen waren (Abb. 3.39). Die Zellen waren unter Salzstress um
ca. die Hélfte kleiner als unter Kontrollbedingungen (Gleichung: 2.11).

Ein weiterer Weg zur Ermittlung des Verhaltnisses der ZellgréB3e besteht in der
Berechnung aus der Zellwandextensibilitat (Kap. 2.13.1). Beim Vergleich der
Abnahme des Zellvolumens, errechnet aus der Zellwandextensibilitét (Glei-
chung: 2.13) und der Abnahme der DNA-Konzentration (Gleichung: 2.11),
konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abb. 4.1). Beide Me-
thoden flhrten zum selben Ergebnis und sollten somit zuverléssig sein.
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Abbildung 4.1: Vergleich der Verhéltnisse des Zellvolumens 150 mM /1
mM NaCl im Spross von Pioneer 3906 nach 21 Tagen
Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150 mM NaCl. Er-
rechnet aus Extensibilitidt und DNA-Konzentration.

Bei der Messung der Zellwandextensibilitdt muss jedoch beachtet werden,
dass mit der hier genutzten Methode, die Extensibilitat auf Gewebeebene ge-
messen wird. Somit ist die gemessene Extensibilitit des gemessenen Ge-
webestlickes, neben der eigentlichen Extensibilitat der Zellwand, auch durch
die Anzahl der Zellwande beeinflusst. Aus diesem Grund wurde aus dem mit-
tels DNA-Konzentration gemessenen Zellvolumen, die Verédnderung der Men-
ge der Zellwénde in den gemessenen Blattsegmenten rechnerisch ermittelt
(Kap. 4.2.1).

Ein so bisher nicht beachteter Faktor liegt darin, dass durch das verminder-
te Zellvolumen mehr Zellen in den fir die Messung der Zellwandextensibilitét
verwenden Blattsegmenten ein erhéhter Anteil an Zellwanden vorliegen kdnn-
te. Die Extensibilitdt kénnte durch einen erhéhten Zellwandanteil vermindert
und die Ergebnisse der Messung verfalscht sein.
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4.2.1 Berechnung des Zellwandanteils in
Gewebesegmenten

Eine Zelle kann als Zylinder angenommen werden, der durch eine Héhe (h)
und einen Radius (r) bestimmt ist. Eine Volumenveranderung fihrt zu einer
Verénderung von h und r. Bei einer Veranderung des Zellvolumens kommt es
somit zu einer Veranderung der Zellzahl in den zur Messung der Zellwandex-
tensibilitat entnommenen Blattsegmenten, da diese immer mit der gleichen
Lange und Breite entnommen wurden.

L
Abbildung 4.2: Schema der Grofenverdnderung in Blattsegmenten. x:

Segmentbreite, y: Blattdicke, z: Segmentlénge, Pfeile:
Zugrichtung

Hierbei gilt zu beachten, dass nur Veranderungen im Querschnitt des Seg-
ments (x x y) zum Tragen kommen. Die Summe der in die Messung ein-
flieBenden Zellwéande in Langsrichtung (z) ist auf Grund der immer gleichen
Lange der entnommenen Blattsegmente konstant. Anderungen in der Anzahl
der Zellen fUhren somit zu keiner Veranderung der rheologischen Eigenschaf-
ten in Langsrichtung. Somit ist die Messung unabhangig vom Verhaltnis von r
zu h, da die Messung nur durch die Menge der Zellwénde im Querschnitt des
Segments beeinflusst wird. Veranderungen von h wirken sich somit nicht auf
die Messung der Extensibilitat der Zellwand aus.

Auf der Breite des Segments (x) variiert die Anzahl der Zellen, da die Brei-
te des Segments immer gleich gewahlt wurde, der Zellradius (r) aber ver-
andert ist. Die Anzahl der Zellen in Richtung der Dicke des Blattsegmentes
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(y) sollte unter Salzstress konstant sein. Eine Verdickung des Blattes wéah-
rend des Wachstums ist uBerst unwahrscheinlich, da mehr Zellen durch ver-
mehrte Zellteilung vorhanden sein missten. Hiergegen sprechen die Daten
aus der Zellanzahl im Spross (Abb. 3.38) nahe. Es konnte eine Verminde-
rung in der Anzahl der Zellen beobachtet werden und somit kann eine Verdi-
ckung der Blatter durch eine erhdhte Zellzahl ausgeschlossen werden. Diese
Annahme wird durch mikroskopische Messungen zu Zelldimensionen unter
Salzstress von Zérb et al. (2015) gestltzt. Eine Verdickung der Blatter kann
nach Abschluss des Wachstums beobachtet werden (Munns & Tester 2008).
Dies kann durch die Auflagerung der Sekundarwand auf die Primarwand er-
klart werden. Durch die Auflagerung der Sekundarwand, welche hauptsach-
lich aus Cellulosemikrofibrillen besteht, werden die Zellwande in ihrer endgiil-
tigen Form verfestigt (Cosgrove & Jarvis 2012). In den gemessenen Geweben
war die Cellulosekonzentration jedoch nicht erhéht (3.14, 3.34) (Uddin etal.
2013) und somit das Wachstum noch nicht abgeschlossen.

Die Zellzahl im Querschnitt eines Blattsegments (x x y) ist durch folgende
Formel zu ermitteln:

NQuerschnitt = NSegmentdickey X NSegmentbreitex (41)

n: Anzahl der Zellen; die Anzahl der Zellen in der Segmentdicke (y) ist
konstant, in der Segmentbreite (x) variabel

Die Summe der gemessenen Zellwénde wird durch den Umfang der Zellen
bestimmt. Hierflr gilt die Formel:

UZelle - 277—7“Zelle (42)
U: Umfang, r: Radius

Die Summe der auf die Extensibilitdt wirkenden Zellwande wurde mit folgen-
der Formel berechnet:

ZWQue'rschnitt = NQuerschnitt X UZelle (43)

ZW: Summe der Zellwande, n: Anzahl der Zellen, U: Umfang
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Bei einer Verminderung des Zellvolumens, vermindert sich der Radius (r) der
Zellen um den Faktor f. Somit erhéht sich die Anzahl der Zellen (n) um den
Faktor 1/f, wahrend sich der Umfang (U) um den Faktor f vermindert.

NQuerschni
ZWQuerschnittQ = % X Uf (44)

ZW: Summe der Zellwande, n: Anzahl der Zellen, r: Zellradius, f:
Veranderungsfaktor

Wie man sieht, kann der Faktor f gekirzt werden. Eine Verédnderung des
Zellvolumens fuhrt nicht zu einer Veranderung der Zellwandsumme im Quer-
schnitt der gemessenen Blattsegmente, da sich Zellanzahl und Zellumfang
gegenseitig ausgleichen. Anders ausgedrickt: Ist die Anzahl der Zellen in der
Blattdicke konstant, ist der Anteil der Zellwénde im Querschnitt unabhangig
von der Anzahl der Zellen in der Segmentbreite konstant. Somit ist die Zell-
wandsumme des Segmentquerschnitts unabhéngig von einer Veranderung
des Zellvolumens. Eine Verédnderung des Zellvolumens hat keinen Einfluss
auf die gemessene Zellwandextensibilitat des Gewebes.

Pioneer 3906 zeigte unter Salzstress der ersten Phase mit 150 mM NaCl ei-
ne Verminderung der Frischmasse auf 35,2% im Vergleich mit der Variante 1
mM NaCl (Abb. 3.30). Die Zellzahl war um 39,4% und die Zellwandextensibi-
litdt um 21,9% vermindert. Nach der Berechnung des Zellvolumens auf Basis
der Zellwandextensibilitat (Kap. 2.5.1) erhalt man eine Verminderung des Zell-
volumens von 51,1%. Somit waren unter Salzstress auf Grund verminderter
Zellteilung weniger Zellen vorhanden und diese auf Grund der verminderten
Zellwandextensibilitat zusatzlich kleiner. Hieraus folgt eine errechnete Vermin-
derung der Frischmasse durch 150 mM NaCl auf 32,4% des Wertes der Vari-
ante mit 1 mM NaCl. Dieser Wert entsprach, im Rahmen der Standardfehler,
der direkt gemessenen Verminderung der Frischmasse (Abb. 4.3). Die Frisch-
massereduktion von Pioneer 3906 unter Salzstress der 1. Phase kann somit
durch die kombinierte Verminderung von Zellteilung und Zellwandextensibilitat
erklart werden.
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Abbildung 4.3: Gemessene Frischmasse und aus Zellzahl und Zellvolu-
menabnahme errechnete Frischmasse von Pioneer 3906
nach 21 Tagen Wachstum mit 7 Tagen 1 mM bzw. 150
mM NaClL

Ein weiterer Hinweis auf eine verminderte Zellteilung kann in der Reaktion
von Pioneer 3906 auf 100 mM NaCl mit einer erhéhten Calciumkonzentration
in der Nahrlésung gefunden werden. Wahrend die Zellwandextensibilitat (Abb.
3.11) und die Blattlangenzunahmerate (Abb. 3.10) durch die zusatzliche Calci-
umgabe wieder hergestellt werden konnten, war die Sprossfrischmasse nicht
analog hierzu beeinflusst (Abb. 3.8). Somit stellt eine erhéhte Calciumkon-
zentration unter Salzstress zwar das Streckungswachstum wieder her, jedoch
scheint die zur Frischmassebildung benétigte Zellteilung nicht beeinflusst zu
sein.

4.2.2 1. Hypothese: Salzstress der ersten Phase fiihrt
zu einer verminderten Zellteilung

Die Zellteilung des Genotypen Pioneer 3906 war unter Salzstress der ersten
Phase gegentber Pflanzen unter Kontollbedingungen signifikant vermindert.
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Die Messung des DNA-Gehaltes im Spross und die Messung der Zellwandex-
tensibilitdt kamen zum gleichen Ergebnis.

4.3 Turgorschwellenwert

Der Turgorschwellenwert (Y) beschreibt den Wert, den der Turgor (¥,) tber-
schreiten muss, um eine plastische Verformung der Zellwand zu ermdglichen
(Lockhart 1965). Unterhalb dieses Wertes reicht der Turgor nicht aus, um die
Zellwand plastisch zu dehnen. Hierbei gilt, dass die Zellwand bei ¥, <Y nur
elastisch verformt wird. Sobald der Turgor entfernt wird, geht die Zelle in die
ursprungliche Form zurlick. Wenn ¥, =Y ist die Zellwand voll elastisch ge-
spannt. Somit ist Y auch ein MaB fir die Elastizitat der Zellwand.

Dieser Zusammenhang wird genutzt, um Y auf einem anderen Weg als dem
in dieser Arbeit genutzten zu bestimmen. Hierflr wird ¥, in Einzelzellen eines
von der Wasserversorgung getrennten Gewebesegmentes Uber einen lange-
ren Zeitraum gemessen. Durch die fehlende Wasserversorgung sinkt ¥, so
lange bis kein Wachstum der Zelle mehr stattfindet und bleibt dann konstant.
Der so ermittelte Wert entspricht Y (Cosgrove 1993b). Die hier genutzte Me-
thode verfolgt den umgekehrten Ansatz zur Messung von Y.

Je groBer Y, desto elastischer die Zellwand und desto kleiner der wachstums-
wirksame Turgor. Eine erhéhte Calciumkonzentration in der Nahrldsung von
Mais fuhrte zu einer Verminderung von Y (Abb. 3.12) und somit der elasti-
schen Dehnbarkeit der Zellwand. Hierzu kénnte es durch die vermehrte Aus-
bildung von Calciumbriicken in der Pectinmatrix und einer damit einhergehen-
den Versteifung des Pectins kommen (Taiz & Zeiger 2006). Durch die erhéhte
Steifigkeit des Pectins sollte es bereits bei einem geringeren Turgor zu einer
plastischen Verformung der Zellwand kommen, da es zu einer Verminderung
der Elastizitdt kommt (Garnier etal. 1993; Jarvis 1984; Rojas etal. 2011). So-
mit sollte bei gleichem Turgor der wachstumswirksame Turgor (¥, - Y) erhéht
sein.

Weiterhin ist die Wachstumsreaktion bei einem normal hohen Turgor nicht
durch den wachstumswirksamen Turgor begrenzt. Hierbei wird davon aus-
gegangen, dass das maximale Wachstum von einer Obergrenze der maogli-
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chen Scherung der Zellwandpolymere begrenzt wird, welche abhangig von
der Zellwandextensibilitat ist (Cosgrove 1993b). Solange der wachstumswirk-
same Turgor ein gewisses Niveau, durch die Veranderung von Y und ¥, nicht
unterschreitet, wirkt nur die Extensibilitat der Zellwand begrenzend (Cosgrove
1993b), welche getrennt von Y betrachtet werden muss (Abb. 4.4). Bei Pioneer
3906 konnte kein Einfluss von Salzstress auf Y festgestellt werden (Abb. 3.12),
wéhrend die Zellwandextensibilitat signifikant verandert wurde (Abb. 3.6, 3.11
und 3.33).

Cramer et al. (1991) konnten fiir Pioneer 3906 eine Erhéhung von Y unter
Salzstress zeigen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Messungen bereits
24 h nach Applikation des Salzstresses durchgefliihrt wurden und sich die
Pflanzen noch in der Anpassung an den applizierten Salzstress befanden.
Weiterhin wurden die Pflanzen direkt der vollen NaCl-Konzentration von bis zu
120 mM ausgesetzt. Die hier beobachteten Effekte scheinen somit transienter
Natur, nach einem extremen osmotischen Schock zu sein und sind somit der
Phase 0 zuzuordnen (Schubert 2011). Weitere arbitrare Effekte bei Cramer et
al. kénnten mit dem Fehlen eines Tag-/Nachtprogrammes und dem geringen
Alter der Pflanzen (7 Tage) erklért werden.
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Abbildung 4.4: Zusammenhang von Turgor, Turgorschwellenwert und
Extensibilitdt der Zellwand in Bezug auf die Wachs-
tumsrate (nach Cosgrove 1993a)
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4.3.1 2. Hypothese: Salzstress der ersten Phase
erhoht den Turgorschwellenwert der wachsenden
Zellwand des Maisgenotypen Pioneer 3906

Diese Hypothese konnte widerlegt werden. Unter Salzstress der ersten Phase
erféhrt der Turgorschwellenwert bei Pioneer 3906 keine Veranderung. Somit
hat der Turgorschwellenwert keinen Einfluss auf die Wachstumsminderung
unter Salzstress.

4.4 Extensibilitat der wachsenden Zellwand

unter Salzstress

Neben der verzdgerten Pflanzenentwicklung ist das Streckungswachstum von
Mais unter Salzstress der ersten Phase eingeschrankt (Munns & Tester 2008).
Die Verénderungen der Zellwandextensibilitdt stehen in enger Verbindung mit
der apoplastischen Ansauerung (Van Volkenburgh & Boyer 1985; Pitann et al.
2009). Hierbei ist besonderes Augenmerk auf die Expansine zu legen (Cos-
grove 2000a). Diese werden durch einen verminderten pH-Wert im Apoplas-
ten aktiviert und beginnen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Cellulo-
se und Hemicellulose aufzubrechen. Hierdurch kommt es zu einer erhdéhten
Zellwandextensibilitat (Cosgrove 2000b). Pioneer 3906 zeigt unter Salzstress
der ersten Phase bei einem verminderten Streckungswachstum eine vermin-
derte Ansduerung, wahrend der salzresistente Genotyp SR 03 das Wachs-
tum und die Ansduerung aufrecht erhalt (Pitann etal. 2009). Dieses Ergebnis
konnte wiederholt und fur weitere Genotypen gezeigt werden (Abb. 3.2). Die
Extensibilitdt der Zellwand (Abb. 3.6) reagierte analog zur Ansduerung des
Apoplasten bei den Genotypen Pioneer 3906, SR 03, SWS X, SWS 164 und
NaExIl (Abb. 3.2). Der Genotyp SWS 47 zeigte jedoch ein abweichendes Ver-
halten. Obwohl er unter Salzstress die Ansduerung des Apoplasten aufrecht
erhielt (Abb. 3.2), war die Extensibilitdt seiner Zellwand vermindert (Abb. 3.6).
Erst im Kreuzungsprodukt SR 03, durch die Kreuzung mit NaExll, konnten
sowohl die Ansduerung des Apoplasten (Abb. 3.2) und Extensibilitat der Zell-
wand (Abb. 3.6) unter Salzstress der ersten Phase aufrecht erhalten werden.
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Méglicherweise wird die Eigenschaft der aufrecht erhaltenen Zellwandexten-
sibilitét unter Salzstress durch NaExll vererbt. Hiergegen spricht jedoch, dass
der Genotyp DSR 5, dessen Vater auch NaExll ist, eine verminderte Zellwan-
dextensibilitdt unter Salzstress (Abb. 3.33), trotz der Aufrechterhaltung der
apoplastischen Ansduerung (Tab. 3.2) zeigte. Zusatzlich zeigt die Kreuzung
von SWS 164 x SWS 47 (SWS X), dass auch die Kombination von Linien
mit verminderter Extensibilitdt zu einer Verbesserung dieses Merkmals flih-
ren kann (Abb. 3.6). Auf Grund der Ergebnisse von SWS 47, NaExll und dem
daraus folgenden Kreuzungsprodukt SR 03 (Abb. 3.6, 3.2) wéare ein dominan-
ter Erbgang, in Bezug auf dieses Merkmal, denkbar gewesen. Fir die Ver-
erbung der Zellwandextensibilitdt scheint mehr als nur ein Gen verantwortlich
zu sein. Dieses Ergebnis unterstreicht den polygenen Charakter der Resistenz
in der ersten Phase des Salzstresses (Schubert 2011). Der Genotyp DSR 5
zeigt wiederum, dass fir eine Resistenz in der ersten Phase des Salzstresses
die Ansauerung des Apoplasten nicht zwingend erforderlich ist (Hatzig etal.
2010).

4.4.1 3. Hypothese: Salzstress der ersten Phase
vermindert generell die Extensibilitat der
wachsenden Zellwand in Mais

Die Extensibilitdt der Zellwand ist nicht bei allen getesteten Maisgenotypen
unter Salzstress vermindert. Hierbei konnte auch keine Unterscheidung zwi-
schen empfindlichen und resistenten Genotypen getroffen werden. Somit konn-
te diese Hypothese widerlegt werden. Fir eine verbesserte Resistenz unter
Salzstress ist eine aufrecht erhaltene Extensibilitédt der Zellwand nicht zwin-
gend notwendig.

Einen weiteren Faktor stellt die Arabinosekonzentration in der Hemicellulo-
se der Zellwand dar. Hierbei wird davon ausgegangen, dass eine Erhéhung
der Arabinosekonzentration die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindun-
gen und somit die Stérke der Verbindung zwischen Cellulose und Hemicel-
lulose vermindert (Gibeaut & Carpita 1991). Hierdurch sollte es zu einer Erho-
hung der Zellwandextensibilitdét kommen. In vorangegangenen Experimenten
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4 Diskussion

konnte gezeigt werden, dass SR 12 unter Salzstress eine Erh6hung der Arabi-
nosekonzentration unter Salzstress der ersten Phase zeigt (Uddin etal. 2013;
Uddin etal. 2014), wahrend die Ansduerung des Apoplasten nicht aufrechter-
halten werden konnte (Abb. 3.2) (Hatzig etal. 2010).

Eine erh6hte Arabinosekonzentration kdnnte somit zu einer Aufrechterhaltung
der Zellwandextensibilitat unter Salzstress der ersten Phase fiihren. DSR 5,
welcher unter Salzstress der ersten Phase eine verbesserte Resistenz (Abb.
3.21, 3.31) aufweist, reagiert anders als erwartet. Zwar war die Ansduerung
des Apoplasten unter Salzstress der ersten Phase aufrecht erhalten (Tab. 3.2)
und zusatzlich die Konzentration der Arabinose erhéht worden (Abb. 3.35),
dennoch war bei diesem Genotypen die Extensibilitat der Zellwand signifikant
vermindert (Abb. 3.33). Sowohl die apoplastische Ansduerung als auch die
Erhéhung der Arabinosekonzentration flhrten nicht zwangslaufig zu einer ver-
besserten Zellwandextensibilitdt unter Salzstress. Somit missen weitere Fak-
toren auf die Zellwandextensibilitdt unter Salzstress wirken. Die Erhdhung der
Arabinosekonzentration in der Zellwand fUhrt zwar zu einer Verminderung der
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Hemicellulose und
Cellulose (Gibeaut & Carpita 1991). Es kann aber eine Veresterung mit Feru-
lasauren erfolgen, die eine starkere Vernetzung der Zellwand zur Folge haben
kénnen (Bunzel 2009). Somit kénnte eine erhdhte Arabinosekonzentration in
Kombination mit einer erhéhten Konzentration an vernetzenden Ferulasduren
zu einer verminderten Zellwandextensibilitat flhren.

Neben der Anséduerung des Apoplasten und der Erhéhung der Arabinosekon-
zentration, kann auch die Konzentration der Expansine in der Zellwand ei-
ne entscheidende Rolle in der Veranderung der Zellwandextensibilitdt unter
Salzstress spielen. Durch die Erhdhung der Expansinkonzentration wird bei
gleichem pH-Wert, die Zellwand starker aufgeweicht (Cosgrove 2000b). Der
salzresistente Genotyp SR 03 zeigte im Gegensatz zu dem salzempfindlichen
Genotypen Lector eine aufrecht erhaltene Konzentration von wachstumssti-
mulierenden 3-Expansinen (Geilfus etal. 2011).
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4.5 Einfluss von Calcium auf das Wachstum unter Salzstress

4.4.2 Hypothese 4: Die Kombination von aufrecht
erhaltener apoplastischer Ansiuerung und
gleichzeitiger Erhéhung der
Arabinosekonzentration in der Zellwand fiihrt zu
einer verbesserten Extensibilitidt der Zellwand in
der ersten Phase des Salzstresses

Der Genotyp DSR 5 zeigte unter Salzstress eine aufrecht erhaltene Ansaue-
rung des Apoplasten und eine erhéhte Konzentration der Arabinose in der
Zellwand. Dennoch war die Extensibilitdt seiner Zellwand durch Salzstress
vermindert. Die Kombination dieser beiden Parameter flhrte hier nicht zur
Verbesserung der Zellwandextensibilitdt. Deshalb kann diese Hypothese nicht
aufrecht erhalten werden.

4.5 Einfluss von Calcium auf das Wachstum

unter Salzstress

Bei den Wurzeln von Baumwolle konnte durch eine erhéhte Gabe von Calcium
unter Salzstress der ersten Phase eine Wiederherstellung des Streckungs-
wachstums und der Extensibilitat erreicht werden (Zhong & Lauchli 1988).
Weiterhin wurde die verminderte Cellulosekonzentration unter Salzstress wie-
der auf das Niveau der Kontrolle angehoben (Zhong & L&uchli 1988). Auf
Grund dieser Ergebnisse wurde vermutet, dass eine verminderte Cellulose-
konzentration zu einer Einschréankung der Zellwandextensibilitdt unter Salz-
stress fihrt. Hierbei kénnte es durch die Veranderung des Verhéltnisses Cel-
lulose zu Hemicellulose zu einer stérkeren Vernetzung kommen. Eine Ver-
minderung der Cellulosekonzentration konnte fiir die Maisgenotypen Pioneer
3906 und SR 03 gezeigt werden (Uddin etal. 2013). Wahrend die Zellwandex-
tensibilitat bei Pioneer 3906 eingeschrankt war, war SR 03 in diesem Parame-
ter unter Salzstress der ersten Phase unverandert (Abb. 3.6). Diese Diskre-
panz kdnnte durch eine Uberlagerung dieses Effektes durch die verbesserte
Ansduerung des Apoplasten in SR 03 und der damit einhergehenden Aktivitat
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der Expansine zu erklaren sein (Cosgrove 2000b).

Eine Gabe von zusétzlichem Calcium unter Salzstress der ersten Phase fuhrte
zur Wiederherstellung der Zellwandextensibilitat (Abb. 3.11) und der Wachs-
tumsrate von Pioneer 3906 (Abb. 3.10), jedoch war die Cellulosekonzentra-
tion weiterhin vermindert (Abb. 3.14). Trotz der wiederhergestellten Zellwan-
dextensibilitdit und Wachstumsrate war die Sprossfrischmasse durch die er-
hoéhte Calciumkonzentration unbeeinflusst (Abb. 3.8). Diese Ergebnisse zei-
gen, dass die Ergebnisse von Baumwollwurzeln sich nicht auf den Maisspross
Ubertragen lassen. Die Zellwandextensibilitét reagierte im Maisspross unab-
hangig von der Cellulosekonzentration. Dass die Sprossfrischmasse trotz zu-
satzlicher Calciumgabe weiterhin vermindert war, kénnte durch die vermin-
derte Zellteilung unter Salzstress erklart werden (Kap. 4.2.2): Zwar wurde
das Streckungswachstum durch Calcium wiederhergestellt (Abb. 3.10), jedoch
konnte auf Grund der verminderten Zellteilung nicht die urspriingliche Spross-
frischmasse wiederhergestellt werden (3.8).

4.5.1 5. Hypothese: Eine Verminderung der
Cellulosekonzentration fiihrt zu einer
verminderten Zellwandextensibilitat

Durch Salzstress der ersten Phase wird die Cellulosekonzentration im Spross
von Mais vermindert. Weiterhin kommt es bei dem Genotypen Pioneer 3906 in
dieser Phase zu einer Verminderung der Zellwandextensibilitat. Jedoch konn-
te durch eine erhéhte Gabe von Calcium die Zellwandextensibilitat wiederher-
gestellt werden, wahrend die Cellulosekonzentration unveréndert niedrig war.
Somit ist diese Hypothese zu verwerfen.

Durch die erhéhte Calciumgabe unter Salzstress konnte die erhéhte Pectin-
konzentration (Abb. 3.15) und die der freien Carboxylgruppen des Pectins
(Abb. 3.16) auf das Niveau der Salzvariante ohne zusétzliches Calcium ab-
gesenkt werden. Pectin bildet in der Zellwand eine gelférmige Matrix, welche
durch Calcium an ihren freien Carboxylgruppen vernetzt wird (Jarvis 1984).
Somit sollte eine erhéhte Konzentration von Pectin mit mehr freien Carboxyl-
gruppen zu einer Versteifung der Zellwand unter Salzstress fiihren, welche
durch eine erhéhte Calciumgabe wieder relativiert werden kann.
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Weiterhin flhrt Salzstress zu einer Erhéhung der Konzentration von Arabino-
se, Rhamnose, Galactose und Mannose in der Hemicellulose (3.17), wéahrend
die Konzentration der Hemicellulose in allen Varianten konstant blieb (Abb.
3.17). Diese Monomere bilden die Seitenketten der Hemicellulose, welche die
verschiedenen Zellwandbestandteile vernetzen kénnen (Carpita & McCann
2006). Diese Erhdéhung von Vernetzungspartnern kénnte zu einer Verstei-
fung der Zellwand unter Salzstress flhren. Die erh6hte Calciumgabe unter
Salzstress fiihrte zu einer Normalisierung der Konzentrationen auf das Niveau
der Kontrolle (3.17). Sollte die Zellwand durch die Erh6hung der Konzentration
der Seitenketten der Hemicellulose unter Salzstress versteift werden, konnte
dieser Effekt durch die erhdhte Calciumgabe neutralisiert werden.
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5 Zusammenfassung

Salzstress stellt in vielen Regionen der Erde ein wesentliches Problem in der
Landwirtschaft dar. Hierbei sind vor allem semiaride Gebiete betroffen, in de-
nen die Verdunstung von Wasser aus dem Boden die Niederschlége Ubertrifft.
Es kommt zu einer Akkumulation von Salz im fruchtbaren Oberboden und
fihrt zu starken WachstumseinbuBBen bei Kulturpflanzen (Qadir etal. 2006).
Salzstress bei Pflanzen kann in 2 Phasen eingeteilt werden: in einer ersten
Phase kommt es zu einer Verminderung des Wachstums durch osmotischen
Stress, wahrend es in der zweiten Phase des Salzstress bei empfindlichen
Genotypen durch lonentoxizitat zum vélligen Erliegen des Wachstums kommt.
Salzresistente Genotypen kénnen ihr Wachstum auf einem verminderten Ni-
veau aufrecht erhalten (Munns 1993). Durch gezielte Kreuzung von osmotisch
resistenten Maislinien mit einer Natrium exkludierenden Inzuchtlinie (NaExll)
konnten Hybriden (SR-Hybriden) erstellt werden, die sowohl in der ersten, als
auch in der zweiten Phase des Salzstresses eine erhdhte Resistenz aufwei-
sen (Schubert 2006). Die Resistenz in der ersten Phase des Salzstresses wird
von den ahnlich resistenten Maisgenotypen SR 03 und SR 12 mit unterschied-
lichen Strategien erreicht. Wahrend SR 03 unter Salzstress die Ansduerung
der Zellwand und somit das Wachstum aufrecht erhalt (Pitann etal. 2009),
erhdht SR 12 die Konzentration von Arabinose in der Hemicellulose (Uddin
etal. 2013), was zu einer Aufweichung der Zellwand fiihrt. Eine Kombination
von aufrecht erhaltener Zellwandansduerung und erhdhter Arbinosekonzen-
tration sollte zu einer erhdhten Resistenz in der ersten Phase des Salzstres-
ses flhren. Dies wurde in dieser Arbeit durch die Kreuzung der Mutterlinien
von SR 03 und SR 12 und eine anschlieBende Erstellung von Doppelhaploi-
den, welche wiederum mit NaExIl gekreuzt wurden, Uberpruft. Die hieraus
hervorgegangene Hybride DSR 5 zeigte eine erhdhte Resistenz in der ers-
ten Phase des Salzstresses bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung der Ansaue-
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rung der Zellwand und einer erhdhten Arabinosekonzentration. Dennoch war
die Extensibilitat der Zellwand in diesem Genotypen unter Salzstress vermin-
dert. Ein weiterer Faktor, der die Zellwandextensibilitdt beeinflussen kdnnte,
ist die Konzentration der Cellulose in der Zellwand, die unter Salzstress der
ersten Phase vermindert ist (Uddin etal. 2013). Durch eine erhéhte Calcium-
gabe bei Pioneer 3906 konnte die Konzentration der Cellulose auf das Ni-
veau der Kontrolle wiederhergestellt werden, jedoch war kein Einfluss auf die
Zellwandextensibilitat feststellbar. Messungen von weiteren resistenten und
empfindlichen Genotypen unter Salzstress ergaben unterschiedliche Reaktio-
nen der Zellwandextensibilitdt auf Salzstress. Es konnte nicht zwischen re-
sistenten und sensitiven Genotypen unterschieden werden. Eine aufrecht er-
haltene Zellwandextensibilitat ist somit nicht zwingend fir eine Resistenz in
der ersten Phase des Salzstresses notwendig. Neben der Zellwandextensibi-
litat ist der Turgorschwellenwert ein mafgeblicher Faktor fir die Zellstreckung.
Dieser wurde durch 100 mM NaCl bei Pioneer 3906 jedoch nicht signifikant
verandert und kann somit als begrenzender Faktor unter Salzstress ausge-
schlossen werden. Eine weitere Einschrankung des Wachstums liegt in einer
verminderten Zellteilung. Die Messung des DNA-Gehaltes im Spross von Pio-
neer 3906 ergab bei 100 mM NaCl eine um 39,4% verminderte Zellzahl im
Vergleich mit Kontrollbedingungen. Dies fiihrt zu der Schlussfolgerung, dass
Salzstress durch eine starke Einschrankung der Zellteilung das Wachstum
vermindert.
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6 Summary

Salt stress is a major problem for agriculture in many parts of the world. Espe-
cially semiarid regions are affected, where evoporation exceeds precipitation.
This leads to an accumulation of salt in fertile upper soils and results in severe
growth depressions of crops (Qadir etal. 2006). Salt stress can be separated
into two phases: In the first phase of salt stress growth is reduced by osmo-
tic stress. In the second phase ion toxicity leads to a complete collapse of
growth in sensitive genotypes while resistant genotypes can maintain growth
at a limited level (Munns 1993). By systematic crossing of osmotically resi-
stant maize inbred lines with a newly developed sodium-excluding inbred line
(NaExIl) salt-resistant hyrbids (SR-hybrids) were bred. These hybrids show
a higher resistance in the first as well as in the second phase of salt stress
(Schubert 2006). Resistance in the first phase of salt stress is achieved by the
similarly resistant genotypes SR 03 and SR 12 by different strategies. SR 03
maintains growth under salt stress by maintaining acidification of the cell wall
(Pitann etal. 2009). SR 12 increases the concentration of arabinose in the he-
micellulosic fraction of its cell wall under salt stress (Uddin etal. 2013). Both
strategies may lead to a higher cell-wall extensibility under salt stress com-
pared to sensitive genotypes. A combination of these strategies should lead
to an increase of salt stress in the first phase. This was tested by crossing of
the mother lines of SR 03 and SR 12, and establishment of doubled haplo-
ids from their offsprings and crossing these with NaExll. From the resulting
hybrids (DSR hybrids) DSR 5 showed an increase in arabinose and a maintai-
ned cell-wall acidification under salt stress. Nevertheless, cell-wall extensibility
was reduced. Another factor that may reduce cell-wall extensibility is the re-
duced cellulose concentration in the cell wall under salt stress (Uddin etal.
2013). Additional calcium in the nutrient solution of Pioneer 3906 led to an
increase of cellulose concentration under salt stress compared to the level of
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control plants. This restoration of cellulose concentration was not related to an
increase of cell-wall extensibility. Measurements of different salt-resistant and
sensitive maize genotypes yielded different results in the reaction of cell-wall
extensibility under salt stress. There is no direct relationship between salt re-
sistance and cell-wall extensibility. Besides cell-wall extensibility the wall-yield
threshold is a relevant factor for cell enlargement. But there was no significant
change of wall-yield threshold in Pionner 3906 under salt stress compared to
control conditions. Another growth-restricting factor is the reduction of cell di-
vision. Measurement of DNA content of the shoot of Pioneer 3906 under salt
stress resulted in a reduction of cells by 39,4% compared to control conditi-
ons. This leads to the conclusion that salt stress severely affects cell division
and thus growth.
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