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Raps als Modell zur Untersuchung der
»fixierten Heterosis“ bei allopolyploiden Pflanzen

Franziska Wespel** und Heiko C. Becker?

Zusammenfassung

Allopolyploidie spielte bei der Evolution der Pflanzen
eine groRe Rolle. Die hohe Leistung allopolyploider
Pflanzen kann unter anderem mit giinstigen Wechsel-
wirkungen zwischen den homeologen Genen der Eltern-
linien (,,fixierte Heterosis*) erklart werden. Durch eine
vergleichende QTL-Analyse zwischen resynthetisiertem
Raps (Brassica napus) und seinen diploiden Elternlinien
(Brassica rapa und Brassica oleracea) sollen Loci detek-
tiert werden, die zur Ausprégung von fixierter Heterosis
beitragen. Hierzu wurden drei segregierende RIL-Popu-
lationen entwickelt und auf ihre Biomasseleistung hin
untersucht. Fiir die Markeranalyse werden AFLP-Marker
sowie Mikrosatelliten verwendet, um einen Vergleich mit
anderen Arbeitsgruppen zu ermoglichen.

Die spontane Hybridisierung verwandter Arten durch
Kombination ihrer Genome (Allopolyploidie) spielte bei
der Evolution der Pflanzen eine wichtige Rolle. Trotzdem
sind die Mechanismen fir den Erfolg der Allopolyploiden
noch kaum verstanden (OSBORN et al. 2003, SOLTIS and
SOLTIS 2000). Ein Grund fiir ihren Erfolg kdnnten die posi-
tiven Interaktionen zwischen den homologen Chromosomen
sein. Positive Interaktionen zwischen den homeologen
Loci sollten auch bei homozygoten Genotypen zu einer
Mehrleistung der Allopolyploiden im Vergleich zu ihren
Elternlinien flhren (Abbildung 1). Da diese epistatischen
Interaktionen im Gegensatz zur klassischen Heterosis nicht
in der F1 aufspalten, werden sie als ,fixierte Heterosis*
bezeichnet (ABEL et al. 2005). Brassica napus (mit sei-
ner Genomzusammensetzunge AACC) ist ein optimales
Modellsystem, um fixierte Heterosis mit Hilfe eines QTL-
Mappings genauer zu untersuchen, da hier neue Resynthesen
einfach aus den diploiden Elternarten B. rapa (AA) und B.
oleracea (CC) hergestellt werden kdnnen.

Fur die Untersuchungen wurden eine Brassica rapa var.
trilocularis Linie (RO18 = A A)) vom John Innes Center,
eine Brassica rapa var. oleifera Linie (6748-1430 = A A,)
von Agri Food Canada und zwei Brassica oleracea var.
alboglabra Linien (A12 =C,C, and S2C3-4-1=C,C,) (John
Innes Center und Crucifer Genet. Cooper.) verwendet. Die
Linien sind entweder Doppelhaploide oder Inzuchtlinien.
Die vier Linien wurden anhand der fixierten Elternmittel-
heterosis von 49,9% und 70,5% ausgewabhlt, die die daraus
resynthetisierten Genotypen A A C.C, and A,A,C,C,
aufzeigten.

So wurden, um den Beitrag einzelner Gene zur fixierten
Heterosis mit QTL-Mapping zu messen, drei segregierende

Abstract

We propose an experimental approach to quantify “fixed
heterosis” in resynthesized Brassica napus and to detect
loci contributing to “fixed heterosis” via comparative
QTL mapping in B. napus and its parental species B.
rapa and B. oleracea. To identify the contribution of
individual genes to the fixed heterosis by QTL mapping,
three segregating RIL populations were developed and
analyzed for early biomass. The marker analysis will
be performed with AFLPs and SSR markers allowing a
comparison with results of groups working with Brassica
and Arabidopsis.
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Abbildung 1: Vergleich von klassischer und fixierter Heterosis

Populationen aus rekombinanten Inzuchtlinien (RIL) in F5/
F6 erstellt. Zwei in den diploiden Elternlinien, die je fir das
A- und C-Genom aufspalten (A A,, C,C,) und eine Dritte,
die aus der korrespondierenden Allopolyploiden (A,A,C.C,)
erstellt wurde. Diese spaltet fur Loci in beiden Genomen
auf. In den diploiden Populationen wurden 150 RIL ge-
notypisiert und phanotypisiert und in der allopolyploiden
waren es 222 RIL, um eine vergleichbare Detektionsstarke
zu gewdbhrleisten.

Fur die phanotypischen Daten der QTL-Analyse wurde
die frihe Biomasse der RIL bestimmt. Das Merkmal friihe
Biomasse wurde gewahlt, da aufgrund der hohen Inzuchtge-
neration der getesteten Linien Schwierigkeiten bei Blihver-
halten, Fertilitat und Saatgutentwicklung erwartet wurden.
Die Anzucht der Pflanzen erfolgte unter kontrollierten
Bedingungen im Gewachshaus. Jeweils acht Pflanzen je RIL
wurden in vier Wiederholungen in einer unvollstandigen
Gitteranlage, die mit Plabplan (UTZ 1994) erstellt wurde,
getestet. Die Ernte der oberirdischen Biomasse erfolgte
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Tabelle 1: Adjustierte Mittelwerte (Mean), Grenzwerte bei 5% (LSD), Extremwerte (Min, Max) und Ergebnisse der Varianz-
analyse fur die bestimmten Merkmale Frischmasse (FM), Trockenmasse (TM) und Wachstumsrate (FM 2-FM 1, TM 2-TM 1)

in den drei RIL Populationen

Merkmale Mean LSD Min Max Var. komp. F-Wert
AA,

FM 1 1.04 0.39 0.31 1.90 0.0487 3.25**
™1 0.07 0.03 0.02 0.13 0.0002 2.95**
FM 2 2.30 0.67 0.87 3.68 0.2452 5.10 **
™ 2 0.17 0.05 0.05 0.26 0.0012 4.82 **
FM2-FM1 1.26 0.71 0.48 2.16 0.0853 2.21**
T™M2-TM 1 0.09 0.05 0.03 0.17 0.0005 2.30 **
CC,

FM 1 0.84 0.23 0.40 1.26 0.0179 3.52 **
™1 0.06 0.02 0.03 0.09 0.0001 2.83**
FM 2 1.69 0.41 1.05 2.48 0.0596 3.79**
™ 2 0.13 0.03 0.08 0.18 0.0004 3.52 **
FM2-FM 1 0.85 0.42 0.34 1.60 0.0129 1.57 **
T™M2-TM 1 0.07 0.03 0.02 0.13 0.0001 1.54 ns
A1A2C3C4

FM 1 1.40 0.57 0.19 2.44 0.1313 4.10 **
™1 0.09 0.04 0.02 0.18 0.0006 3.86 **
FM 2 2.96 1.10 0.87 5.39 0.4143 3.62 **
™ 2 0.20 0.08 0.06 0.38 0.0023 3.79**
FM2-FM1 1.57 1.13 0.22 3.46 0.0713 1.43*
T™2-TM 1 0.11 0.10 0.00 0.49 0.0005 141+

** signifikant mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,01, * signifikant bei 0,05 und + signifikant bei 0,10
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Abbildung 2: Vergleich der adjustierten Mittelwerte fiir Frischmasse (A) und Trockenmasse (B) in den RIL-Populationen A1A2,

A1A2C3C4 und C3C4; (Konfidenzintervall (95%0)

18 und 22 Tage nach der Aussaat. Als Merkmale wurde
die Frischmasse (FM), Trockenmasse (TM) zu beiden
Erntezeitpunkten erfasst und die absolute Wachstumsrate
(FM2-FM1, TM2-TM1) zwischen beiden Ernteterminen
bestimmt. Die Varianzanalyse und Korrelationen wurden
mit Plabstat (UTZ 2004) berechnet.

Zwischen den verschiedenen Genotypen der drei unter-
suchten Populationen wurde bei allen Merkmalen bis auf
TM1-TM2in C,C, ein signifikanter Unterschied beobachtet
(Tabelle 1).

Vergleicht man das Mittel der A /A, und C,C, Linien mit
dem Mittel der A/A,C,C, Linien, so wiesen letztere eine
grolRere Biomasse flr die Frisch- und Trockenmasse an
beiden Erntezeitpunkten auf (Abbildung 2).

In allen drei RIL-Populationen waren Frisch- und Trocken-
masse beider Erntezeitpunkte hochkorreliert. Ebenso sind
die Ergebnisse der beiden Erntezeitpunkte mit 0,72 bis 0,81
miteinander korreliert (Tabelle 2).

Der Trockensubstanzgehalt betrug zum ersten Ernte-
zeitpunkt 6,7% bei A A,, 7,1% bei C,C, und 7,1% bei
AAC.C,. Zum zweiten Erntezeitpunkt war der Trocken-
substratgehalt bei A A, 7,4%, bei C,C, 7,7% und 7,1% bei
AACC,.

2374

In unserem Projekt wurden fir die Biomasseversuche und
den Vergleich mit den Resynthesen diploide Linien statt
autotetraploider verwendet, da die Autotetraploiden weni-
ger fertil und wiichsig waren als die Diploiden. So haben
ABEL und BECKER (2007) beobachtet, dass tetraploide
Linien einen um 2-64% geringeren Biomasse aufwiesen
als die korrespondierenden diploiden Linien. Dies kdnnte
auf Meiosestérungen hindeuten und Schwierigkeiten bei
der Entwicklung der RILs und auch bei der Markeranalyse
und Interpretation der Ergebnisse verursachen.

Des Weiteren hatten die Diploiden und Allopolyploiden
einen ahnlichen Trockensubstratgehalt, was mit den Beob-
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Tabelle 2: Korrelationen zwischen Trockenmasse und Frisch-
masse

Variable FM 1 ™1 FM 2
™1 0.95 **

FM 2 0.79 ** 0.73 **

™ 2 0.73 ** 0.72 ** 0.96 **
C3C4

™1 0.95 **

FM 2 0.78 ** 0.72 **

™ 2 0.73 ** 0.72 ** 0.95 **
A1A2C3C4

T™ 1 0.97 **

FM 2 0.81 ** 0.78 **

™ 2 0.80 ** 0.80 ** 0.97 **

** Signifikant mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,01, * signifikant bei 0,05
und + signifikant bei 0,10

achtungen von ABEL und BECKER (2007) tbereinstimmt,
die ebenfalls keinen signifikanten Effekt des Ploidiegrades
auf den Trockensubstratgehalt feststellen konnten.

In den Biomasseversuchen wiesen die Allopolyploiden
eine signifikant hohere Biomasse auf als die Diploiden
(Abbildung 2), somit ist das von uns ausgewahlte Material
geeignet, um QTL fur fixierte Heterosis zu identifizieren.
Fur eine QTL-Analyse ist es auBerdem notwendig, dass es
Unterschiede zwischen den RILs einer Mappingpopulation
gibt. So war hier die Variation innerhalb einer Population
hochsignifikant und die Linien der A A, Population zeigten
einen hohere Variabilitét als die RIL der C,C, Population.
Dies stimmt mit der von ABEL et al. (2005) bestimmten
genetischen Distanz nach Jaccard von 0,741 fiir A und A,
und von 0,313 fiir C, und C, Uberein.

Material AA X AA C3C3 x CuCy A1A GG x AACuCy
AA, C5Cy A1AC5Cy

! ! l

RIL-Population RIL-Population RIL-Population
QTL-Mapping A'A"/AA” cc A'AT/AA CC
an einem
spezifischen
Locus
Typ I Loci
QTL kein QTL QTL? kein QTL
AA [eifeirlerey AA C'Cl/CC
Typ II Loci l l l l
kein QTL QTL kein QTL QTL?
ATATAAN ccice AATAA CCICC

s l Lo

QTL QTL QTL QTL

Y

fixierte Heterosis?

Abbildung 3: Prinzipien des QTL-Mappings um fixierte He-
terosis zu analysieren (Erlauterungen siehe Text).

Fur die Markeranalysen wurden AFLP und SSR Marker
verwendet. AFLPs sind eine giinstige und schnelle Me-
thode, um DNA-Polymorphismen zu detektieren und eine
Frameworkmap zu erstellen (VOS et al. 1995). Die zusétz-
lich verwendeten SSR-Marker sind moéglichst gleichmaRig
Uber das Genom verteilt, um ein Alignment mit anderen
Kopplungskarten zu ermdglichen und die Chromosomen
zuordnen zu kdnnen. So wurden schon in friiheren Studien
(SAAL et al. 2001) Mikrosatellitenmarker in B. oleracea,
wie auch in B. rapa und B. napus, angewandt, um erfolg-
reich die homeologen Beziehungen aufzuzeigen. Eine
Kopplungskarte, basierend auf molekularen Markern, die
es erlauben, zwischen homologen und homeologen Regio-
nen zu unterscheiden, ist notwendig fur eine vergleichende
Analyse in Brassica-Arten.

In den Populationen von A A, und C,C, wurden bereits
QTL fur Biomasse detektiert (Daten werden hier nicht
gezeigt) und wir hoffen, dieselben QTL in der A A.C.C,
Population zu finden. Fir die beobachteten QTL konnen
drei verschiedene Falle klassifiziert werden (Abbildung
3): QTL, die im A-Genom detektiert werden, aber nicht
an der korrespondierenden Position im C-Genom (1).
QTL, die im C-Genom detektiert werden, aber nicht an
der entsprechenden Position des A-Genoms (I1) und QTL
die sowohl im A-Genom als auch im C-Genom an den
korrespondierenden Positionen bestimmt werden. Das
Prinzip des QTL-Mappings istes, jene QTL, die jeweils im
A-und C-Genom identifiziert wurden, mit denselben QTL
in der allopolyploiden Situation zu vergleichen. Unter der
Annahme von fixierter Heterosis sollten sich die Effekte bei
der Allopolyploiden unterscheiden. Zumindest einige der
QTL, die nur im A-Genom (1) detektiert wurden, sollten in
der Allopolyploiden nicht mehr nachweisbar sein, da das
C-Genom ein positives Allel mit maskierendem Effekt auf
das andere Genom haben konnte. Entsprechend sollten
einige der QTL, die im C-Genom (ll) detektiert werden,
verschwinden, da sie von positiven Allelen im A-Genom
maskiert werden. QTL, die jedoch in beiden Genomen
(111) detektiert werden, sollten nicht verschwinden, aber
es sollte epistatische Effekte zwischen ihnen geben, da
(A*A'CC + A'/A-C*C*) eine groReren Effekt haben sollte
als (A*A*C*C* + AACC) (Tabelle 3). Da in unserem
Versuch nur homozygote Linien verwendet wurden, kon-
nen nur additive Effekte und additive x additive Epistasie
auftreten. In der Annahme, dass nur additive Geneffekte
(keine Epistasie/fixierte Heterosis) auftreten, sollten alle
im A- und C-Genom detektierten QTL dieselben Effekte in
der allopolyploiden Situation aufweisen. Sollte es jedoch
Unterschiede geben, so ist dies ein Hinweis auf fixierte
Heterosis. Diese Annahmen sind nur gltig, wenn der Effekt
eines negativen Allels in einem Genom vollstandig durch

Tabelle 3: Mégliche Allelkombinationen in der Allopolyploiden
an zwei homeologen Loci und das erwartete Auftreten von
fixierter Heterosis

Genotyp fixierte Heterosis
A*ACC* nein
AACC nein
AA'CC ja
AACTC ja
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ein positives Allel im anderen kompensiert werden kann,
ansonsten wird der QTL nicht vollstandig verschwinden,
sondern nur einen geringeren Effekt haben.

Mit diesem Ansatz wird es mdglich sein, zumindest eini-
ge QTL fiir fixierte Heterosis zu identifizieren, die dann
in weiteren Forschungsvorhaben detaillierter untersucht
werden kdnnen. Durch die Verwendung der SSR-Marker
wird auBerdem ermdglicht, unsere Ergebnisse mit den Er-
gebnissen von QTL-Mappings in anderen Arbeitsgruppen
zu vergleichen, die mit Brassica oder Arabidopsis arbeiten.
Dies alles wird dazu beitragen, den Einfluss der fixierten
Heterosis auf den Erfolg von Allopolyploiden besser zu
verstehen.
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