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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Heterosis

Heterosis, die Mehrleistung der Hybride Uber das Mittel inrer homozygoten Eltern,
wurde erstmals von Shull (1908) beschrieben. Das Phanomen tritt bei hdheren
Pflanzen und Tieren gleichermal3en auf und wird bei hochgradig heterozygoten
Genotypen beobachtet. Heterosis manifestiert sich neben einer héheren Ertrags-
leistung und Ertragsstabilitat auch in erhohter Fertilitat und Resistenz gegenuber
Krankheiten und Schadlingen (Birchler et al., 2003). Mit Ausnahme der Linien-
zuchtung ist Heterosis von bedeutendem Einflu} auf den Ertrag in allen Zich-
tungskategorien (Schnell, 1982). Bei fremdbefruchtenden Arten wie Mais, Roggen
und Sonnenblumen kann Heterosis zu Ertragssteigerungen von Uber 200% Uber
das homozygote Elternmittel fhren (Gallais, 1988; Becker, 1993).

Mit mindestens drei Hypothesen wird versucht, das genetische Phanomen Hete-
rosis zu erklaren. Die (1) Dominanzhypothese sagt, dass rezessive Allele mit ne-
gativem Einflu® in der heterozygoten Hybride durch dominante Allele verdeckt
werden (Meyer et al., 2006). Die (2) Uberdominanzhypothese sagt, dass der hete-
rozygote Genotyp in seiner phanotypischen Leistung beiden entsprechenden ho-
mozygoten Genotypen Uberlegen ist (Uzarowska et al., 2006). Die (3) Epistasie-
hypothese sagt, dass die Heterosis Uberwiegend das Ergebnis von epistatischen
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Genen ist (Becker, 1993). Trotz der
wirtschaftlichen Relevanz dieses Phanomens sind die genetischen Ursachen der
Heterosis bisher weitgehend ungeklart. Verschiedene klassisch- genetische Stu-
dien versuchten die unterschiedlichen Gen- Wirkungsweisen in ihrer Bedeutung
fur die Heterosis zu untersuchen, so konnten Fu und Dooner (2002) anhand von
DNA-Sequenzierungsdaten die Dominanzhypothese erweitern. Sie fanden heraus,
dass sich mdglicherweise fehlende funktionale Gene einer Maislinie bei Vorhan-
densein in der zweiten Elternlinie in der Hybride komplementieren und eine hete-
rotische Wirkung induzieren. Der EinfluR der Uberdominanz auf die Heterosis ist
nicht vollstandig geklart, biometrische Analysen haben aber angedeutet, dass die
Uberdominanz im Vergleich zur Dominanz eine untergeordnete Rolle spielt (Gal-
lais, 1988). Auch epistatische Effekte sind nur in Ausnahmefallen fur die Erklarung
von Heterosis von Bedeutung (Becker, 1993). Mit der Einfuhrung molekularer

Marker in den spaten 1980er kdnnen detaillierte Studien zur genetischen Architek-
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tur komplexer quantitativer Merkmale durchgefihrt werden. QTL- Analysen zur
Aufklarung der genetischen Ursachen der Heterosis sind Gegenstand der aktuel-
len Zuchtungsforschung (Reif et al., 2005; Lippmann and Zamir, 2006). Verschie-
dene physiologische und molekulare Mechanismen, die dem Phanomen Heterosis
zugrunde liegen sollen bzw. es auch nur begleiten, wurden vorgeschlagen (Meyer
et al., 2004). Tsaftaris et al. (1995) fuhrten Untersuchungen zum Methylie-
rungsgrad genomischer DNA durch, um einen moglichen Einflu® der DNA- Methy-
lierung auf die Unterdrickung von Genaktivitdten zu analysieren. Genexpressions-
studien zum Vergleich von Hybriden und Linien sollen genetische Grundlagen der
Heterosis klaren (Meyer et al., 2006).

Aufgrund der phanotypischen Komplexitat der Heterosis ist bisher wenig Uber die
fundamentalen Prozesse bekannt, die zur Heterosis fuhren. Besonders die ldenti-
fizierung von heterosisrelevanten Genen und deren Interaktionen ist bis heute ein
weitgehend ungeklarter aber wichtiger Bereich, um die genetische Basis von Hete-

rosis detailliert zu analysieren (Lippmann and Zamir, 2006).

1.2 Heterosis des Samens am Beispiel der Ackerbohne
(Vicia faba L.)

Heterosis ist ein bekanntes Phanomen, insbesondere fur Merkmale wie Ertrag und
Biomasse, und wird Ublicherweise an Merkmalen der Pflanze oder des Pflanzen-
bestandes gemessen. Sie kann aber auch schon im frihesten Stadium der Pflan-
ze, am Embryo oder Samen, untersucht werden. Wenn Hybridpflanzen grof3er und
wuchsiger sind als ihre ingezichteten Eltern, so kdnnte auch der Hybridsame in
seinem Samengewicht einem vergleichbaren homozygoten Samen Uberlegen
sein. Nach Davies (1975) zeigen heterozygote Samen eine erhdohte Assimilat-
Aneignung, sie sind fur Assimilate starkere Senken als homozygote Samen. Duc
et al. (2001) konnten an drei Ackerbohnenlinien in offener Bestaubungssituation
eine gewichtsmaRige Uberlegenheit der Hybridsamen tber die Selbstungssamen
finden, die sie mit einer erhdhten Zellzahl in den Hybrid- Kotyledonen erklaren
konnten. Darlber hinaus fanden sie einen Zusammenhang zwischen dem hetero-
tischen Effekt auf die Samengrofle und der Heterosis der Biomasseproduktion der
F4- Pflanzen, die aus diesen Samen erwachsen, was darauf schlieRen Iasst, dass
die Heterosis des Samens und die Heterosis der F4- Pflanze eine ahnliche geneti-

sche Basis haben. Duc und Rowland (1990) konnten zeigen, dass es unter abioti-
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schem Stress bevorzugt zu einer Abstol3ung der Selbstungssamen kommt, wah-
rend die Hybridsamen von der Mutterpflanze eher weiter ernahrt werden.

Der wachsende und reifende Same verbindet zwei Generationen: er ist Bestand-
teil des Phanotyps der Mutter in Merkmalen wie dem Kornertrag, er kann seinen
eigenen Phanotyp flr bestimmte Merkmale ausbilden (Xenien), und er reprasen-
tiert die nachste Generation. Dabei kann er sich genetisch auf zweierlei Weise
vom Genotyp seiner Mutterpflanze unterscheiden: in seiner allelischen Kompositi-
on und in seinem Inzuchtstatus. Eine zu untersuchende Frage ist, ob ein hetero-
zygoter, nicht ingezlichteter Same (Hybridsame) Heterosis flr sein Gewicht bei
Reife zeigt und dabei insbesondere einem homozygoten Geschwister- Same
(Selbstungssame) uberlegen ist. Daruber hinaus bleibt unter anderem zu beant-
worten, welchen Einflu Gene der Mutter bzw. des Vaters fur SamengrofRe auf
das Gewicht der auf ihr wachsenden bzw. von ihm befruchteten Samen haben.
Die Ackerbohne eignet sich flir diese Studien besonders gut, weil sie zu den par-
tiell allogamen Kulturarten zahlt und damit naturlicherweise Fremd- und Selbstbe-
fruchtung stattfinden. Dabei liegt die Fremdbefruchtungsrate zwischen 38,4% und
72,5% mit einem Mittel von 53,7% (Link et al., 1994). Daruber hinaus findet sich
eine grof3e genetische Variation flir das Merkmal Samengrofie in gut adaptiertem
Material.

Die Ackerbohne gehort zu den Kulturen, deren Nahrstoffspeicherung im Samen
mittels Speicherkotyledonen durchgefiihrt wird. Der Endospermanteil im Samen ist
deshalb sehr niedrig (Jacob und Jager, 1987), und ein Einflu} eines triploiden En-
dosperms (durch doppelte Befruchtung) auf das reife Samengewicht ist weitest-

gehend auszuschliel3en (siehe Abb.1).

Em

Abb. 1: Typen der Nahrstoffspeicherung, verandert nach Jacob und Jager (1987).
1: Nahrstoffspeicherung mit Endosperm (Beispiel: Ricinus communis). 2: Nahr-
stoffspeicherung mit Speicherkotyledonen (Beispiel: Vicia faba). E= Endosperm,
Em= Embryo
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Der Ackerbohnensame setzt sich aus maternalem und embryonalem Gewebe zu-
sammen. Deren Entwicklung vollzieht sich nacheinander, erst wird das maternale
Gewebe ausgebildet, im Anschluf? folgen die embryonalen Organe (Embryo und
Endosperm). Diese differenzieren sich spater zu hoch spezialisierten Speicheror-
ganen. Die Differenzierung ist ein andauernder Prozess von Zellteilung, Zell-
wachstum, Zuckereinlagerung und durch photosynthetische Aktivitat bedingte Ein-
lagerung von Speicherprodukten, der histologisch in verschiedene Phasen einge-
teilt wird. Die Samenentwicklung ist genetisch kodiert und kann in Verbindung ge-
setzt werden mit Konzentrationsveranderungen verschiedener Stoffwechselpro-
dukte. Wahrend der Differenzierung der Speicherkotyledonen von Vicia faba
konnten Veranderungen der Glukosekonzentrationen nachgewiesen werden, die
in direkter Verbindung zur mitotischen Aktivitat stehen. Auch die Saccharosekon-
zentration in verschiedenen Zellen der Speicherkotyledonen verandert sich wah-
rend der Differenzierung und konnte mit dem Transkriptionsniveau verschiedener
Enzyme der Starkebiosynthese in Verbindung gebracht werden. In Leguminosen-
embryonen wird die Komposition und Konzentration der Zucker im Endosperm
durch die Samenschale gesteuert. Das bestatigt einen grof3en Einflu} des mater-
nalen Gewebes auf die Zellentwicklung des Embryos und auf die Samengrolie
(Borisjuk et al., 2004).

1.3 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist der Vergleich von fremd- und selbstbefruchteten Samen in
ihrem Samengewicht zur Reifezeit und die damit verbundene Analyse der Hetero-
sis des Samengewichtes. Zusatzlich soll die Samenheterosis in ihrer Abhangigkeit
von Umwelten und elterlicher Kombination detailliert studiert werden. In Feld- und
Gewachshausversuchen sollen Genotypen verschiedener Verwandtschaftsbezie-
hungen und SamengrofRen miteinander angepaart werden. Das Samengewicht
von fremd- und selbstbefruchteten Samen soll in verschiedenen Konkurrenz- und
Stresssituationen untersucht werden. Zusatzlich soll ein méglicher Zusammen-
hang zwischen der Samenheterosis und der Heterosis fur Biomasse von Jung-
pflanzen untersucht werden. Der Einflu der Samenheterosis auf den Einzel-
pflanzenertrag soll ebenfalls studiert werden. Eine Methode zur Detektierung von
fremd- vs. selbstbefruchteten Samen soll fir die unter naturlicher Bestaubungs-

situation wachsenden Samen anhand von Spektraldaten entwickelt werden.
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Die zu untersuchenden Hypothesen lauten:

. Fremdbefruchtete Samen werden grolier als selbstbefruchtete Samen.

Der heranwachsende Same hat einen signifikanten genetischen Einflu
auf seine eigene Samengrofie.

Die Heterozygotie des Samens ist entscheidend fur den heterotischen
Effekt auf seine Grole.

Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen der Genetik der Sa-
menheterosis und der klassischen Heterosis fur Biomasse.

Direkte Assimilat- Konkurrenz zwischen fremd- und selbstbefruchteten
Samen innerhalb einer Infloreszenz bzw. in einer Hulse erhdht den hete-
rotischen Kontrast im Samengewicht.

Unter abiotischem Stress erhdht sich ebenfalls der heterotische Kontrast
im Samengewicht.

Der Ertrag einer Pflanze ist grof3er wenn die auf inr wachsenden Samen

heterozygot sind, als wenn sie homozygot sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Das untersuchte Pflanzenmaterial umfasste 17 Genotypen verschiedener Herkunft

und SamengrofRen (siehe Tab. 1)

Tabelle 1: Ubersicht tiber die verwendeten Genotypen

Genotyp Herkunft Varietit  TKG® Generation’
Gloria/5 SZ Gleisdorf minor 350 F >20
L2(MxCE*) Gottingen (D)  major 980 F 520
Hedin/2 Franck SHA (D) minor 300 F >20
Troy/1 NPZ (D) minor 350 F >20
Gobo-il1 Gottingen (D) minor 430 BC»
HP582 Gottingen (D) major 1300 Fas
HP69? Géttingen (D) minor 500 F s
Maya/2 Serasem (F) minor 430 F >20
Merkur/2 Selgen (C2) minor 390 F >20
MarisBead-il1 Gaottingen (D) minor 300 BC »
CMS199 Géttingen (D) minor 300 F >20
CMS350 Rennes (F) minor 600 F >20
F1(CMS199xHF22) Gottingen (D) minor 320 F >20
Afg187 IPK (D) minor 300 F >20
G58 Rennes (F) minor 600 F >20
F1(Afg187xHF22) Gottingen (D) minor 280 F 1
Fi[Merkur/2xL1(MxCE)]  Géttingen (D) minor 700 Fi

! Friihjahr 2004

2HP =Hedin/2 x Pietranera
% Aus vorangegangenen Projekten
* MxCE= Minica x Canner Express

Einige Genotypen stehen in verwandtschaftlichem Verhaltnis zueinander, so sind
HP58 und HP69 Kreuzungsnachkommen kontrastierender Samengrofe aus der
Kreuzung Hedin/2 (minor, mit einem TKG von etwa 350g) und Pietranera (major,
mit einem TKG von etwa 1800g). Die aus der Kreuzung hervorgegangenen Nach-
kommen wurden ab der F»>-Generation auf das Merkmal Samengrofie selektiert,

der jeweils kleinste und grofite Fo-Same wurde bis zur Generation F3 weiterge-
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fuhrt. Ziel hier war der Einsatz von Genotypen mit kontrastierender Samengrolle
bei ansonsten ahnlichem genetischen Hintergrund, um den Einflu® der Samen-
grolde auf die untersuchte Samenheterosis einschatzen zu kdnnen. Des Weiteren
war die Sorte Troy Mutter fur die Sorte Maya; aus den jeweiligen Sorten stammen
die Linien Troy/1 und Maya/2.

Die Genotypen Gobo-il1 und MarisBead-il1 sind mit einem besonderen Merkmal
ausgestattet: ihre homozygot grine Kotyledonenfarbe, eine metabolische Stérung
im Chlorophyllabbau des reifenden Samens, wurde von Duc et al. (1999) gefun-
den und dient in dieser Arbeit als morphologischer Marker zur Detektierung von
Fremd- vs. Selbstbefruchtung. Als monogenes, rezessives Merkmal flhrt es zu
einer Veranderung der Kotyledonenfarbe vom ublichen gelb zu griin und erlaubt
damit in den vorliegenden Experimenten eine Erkennung des Inzuchtstatus des
Samens direkt bei seiner Reife. Ein weiteres Merkmal in diesem Zusammenhang
ist die rein weilde Blltenfarbe des Genotyps Gloria/5; als pleiotropes, rezessives
Merkmal tritt es stets gemeinsam auf mit fehlendem Tannin in der Samenschale
und mit einem Fehlen des schwarzen Punktes am Nektarium, der bei den
ublichen, bunt bluhenden Ackerbohnen deutlich vorhanden ist. In dieser Arbeit
diente die rein weil3e und bunte Blitenfarbe bzw. das Vorhandensein vs. Fehlen
des schwarzen Punktes ebenfalls als morphologischer Marker zur Detektierung

von Selbstbefruchtung gegenuber Fremdbefruchtung.

2.2 Standort

Alle Feldversuche wurden auf der Versuchsstation der Universitat Goéttingen, dem
Reinshof, durchgeflhrt. Der Reinshof liegt 165m Uber NN. Die vorliegenden Bo-
den sind l63burtige Parabraunerden, die vorherrschende Bodenart Lehm mit
durchschnittlich 80 Bodenpunkten. Der langjahrige Durchschnitt der Niederschlage
betragt 645 mm, die Jahresdurchschnittstemperatur betragt 8,7°C. In allen drei
Jahren waren die Temperaturen im Mittel ahnlich (siehe Tab. 2). Die Monate Juni
und Juli waren im Jahr 2006 warmer als in den Vorjahren. Die Niederschlags-
mengen waren im Jahr 2006 uberdurchschnittlich hoch, im August 2006 fielen

deutlich mehr Niederschlage als im August der vorigen Jahre.
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Tabelle 2: Temperatur und Niederschlage der Jahre 2004 bis 2006 am Standort
Reinshof, Gottingen (http://www.wetterstation-goettingen.de)

Temperatur (°C) Niederschlag (mm)
Mg;ﬁt/ 2004 2005 2006 2004 2005 2006
Marz 4,5 4,6 2,2 27 27 63
April 9,1 9,3 7,8 33 34 58
Mai 11,0 12,2 12,5 88 83 97
Juni 14,9 15,1 16,3 63 50 95
Juli 16,1 17,9 21,7 93 70 83
August 18,5 18,5 18,0 85 63 101
September 13,9 15,1 16,6 48 35 13

Mittel Summe

12,6 13,2 13,6 437 362 510

2.3 Versuchsdurchfiihrung

Die Experimente wurden im Freiland und im Gewachshaus durchgefuhrt. Ein Teil
der Freilandversuche wurde unter nattrlichen Bestaubungsverhaltnissen, andere
Experimente im Freiland wurden unter kontrollierten Bestaubungsverhaltnissen
durchgefihrt. Um die natirlichen Bestauber (Bienen und Hummeln) auszuschlie-
Ren, wurden die Pflanzen in Isolierhdusern angebaut (siehe Abb.2). Die Hauser
waren je 3m x 20m x 3m groR, ein Netzgewebe (2 x 2mm?) verhinderte das Ein-
dringen von bestdubenden Insekten. Die Pflanzen wurden mit ca. 10 cm Abstand
innerhalb der Reihen ausgelegt, der Reihenabstand betrug 60 cm zwischen Dop-

pelreihen und 20 cm innerhalb einer Doppelreihe.

e 7 ‘ /' _'.. i‘ # 3 e g " ;
Abbildung 2: Ackerbohnenzuchtgarten 2004. Isolierhduser zum Ausschluss von

bestaubenden Insekten
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Die in den Isolierhausern gewachsenen Pflanzen wurden in ihrer Ertragsstruktur
normiert, indem jede Pflanze auf ihren Haupttrieb und darin auf acht Hulsen mit je
einer Hulse pro Nodium (d.h. pro Blutenstand) reduziert wurde. Dazu wurden U-
berzahlige Hulsen frihest moglich abgeschnitten, maximal 14 Tage nach dem Auf-
blihen. Um mogliche Positionseffekte auf die Entwicklung der Samen zu reduzie-
ren, wurden ausschlief3lich Hulsen der zweiten oder dritten Position in der Inflo-

reszenz zur Weiterentwicklung belassen.

2.4 Ertragsphysiologische Studien

Um einen moglichen Einfluld der Samenposition, Hulsenposition und Samenzahl

pro Hulse auf das Samengewicht untersuchen zu kénnen, wurden im Jahr 2005

sechs Linien im Freiland unter kontrollierten Bestaubungsverhaltnissen angebaut
(siehe Tab. 3). Alle Pflanzen wurden in ihrer Ertragsstruktur normiert (siehe Kap.
2.3).

Tabelle 3: Verwendete Genotypen fur ertragsphysiologische Studien

Genotyp Varietat TKG
HP58 major 1300
HP69 minor 500

Gobo-il1 minor 430

Gloria/5 minor 350

MarisBead-il1 minor 320
Hedin/2 minor 300

Es wurden je sieben Individuen pro Reihe angebaut, wobei nur die funf Pflanzen
aus der Reihenmitte untersucht wurden, wahrend die weiteren Pflanzen als Rand-
pflanzen eingesetzt wurden. In zwei Isolierhausern wurden jeweils zwei Reihen
angebaut. Alle Bluten einer Pflanze wurden manuell selbstbefruchtet. Die ertrags-
physiologischen Untersuchungen wurden einzelpflanzenweise durchgefuhrt. Flr
die Faktoren Anzahl Samen pro Hilse, Samenposition in der Hilse und Position
der Infloreszenz an der Pflanze wurden jeweils einzelne Varianzanalysen durch-
gefluhrt.
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2.5 Experiment 1: Diallelanalyse
2.5.1 Freilandversuche

Das Experiment 1 wurde im Freiland unter kontrollierten Bestaubungsverhaltnis-
sen (siehe Kap. 2.3) in drei aufeinander folgenden Jahren (2004 bis 2006) aus-
gefuhrt. Im Jahr 2004 wurde aufgrund von Saatgutknappheit nur eine Wiederho-
lung, in den Jahren 2005 und 2006 wurde Experiment 1 in je zwei Wiederholungen
angebaut. Die Wiederholungen wuchsen in separaten Isolierhausern. Es wurden

vier teilweise miteinander verwandte Genotypen verwendet (siehe Tab.4).

Tabelle 4: Ubersicht tiber die in Experiment 1 verwendeten Genotypen, deren Sa-
mengroéflen und Verwandtschaftskoeffizienten (f)

Nummer  Genotyp Varietat Verwandtschaftskoeffizient
1 Hedin/2 minor f=0,5zu2und 3

2 HP58 major f=0,5zu1und 3

3 HP69 minor f=0,5zu1und?2

4 Gobo-il1 minor f=0,0zu 1und 2und 3

Die vier Genotypen und alle ihre sechs moglichen F4- Hybriden wurden durch
Handkreuzungen im Diallel (inklusive Reziproke) nach einem speziellen Kreu-
zungsschema in Anlehnung an Dani und Kohel (1989) angepaart. Die daraus er-
wachsenden Samen befinden sich dadurch in verschiedenen Inzuchtstadien bzw.
Generationen (siehe Tab.5). Selbstungssamen wachsen entweder auf der Mutter-
pflanze und gehoéren der Generation P an, oder sie wachsen auf einer F4- Pflanze
und gehdren somit der Generation F, an. Kreuzungssamen kénnen der F¢- Gene-
ration angehoren, namlich wenn sie auf der Mutterpflanze wachsen, oder sie ge-
hdren einer der Ruckkreuzungsgenerationen an wenn sie auf einer F4- Pflanze
wachsen. Ziel ist die Untersuchung von heterotischen Unterschieden im Samen-
gewicht. Dazu wird der einzelne Same als Prufglied und das Samengewicht bei

Reife als Merkmal untersucht.
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Tabelle 5: Samengenerationen mit Reziproken (R) des diallelen Kreuzungs-
schemas in Anlehnung an Dani und Kohel (1989) fur die Kreuzung i x j

Generation
Kreuzungs-
kombination Pi/P; F4/RF4 F2/RF; BCi/BC; RBC/RBC;
o i (ixj) (ixj) (ixj)xi ix(ixj)
IX]) : . . o e
j (ixi) (ixi) (ix)x] ix(ixj)
Anzahl pro Kreuzung 2 2 2 2 2
Anzahl im Diallel 4 12 12 12 12
Anzahl insgesamt 76

Der genotypische Wert eines Samen- Genotypes in einer bestimmten Generation
lasst sich mittels eines linearen Modells in verschiedene Effekte untergliedern.
Diese Effekte sind die statistischen Effekte oder Durchschnittseffekte von Allelen,
die in der klassischen quantitativen Genetik zum Beispiel dem Zuchtwert zugrunde
liegen. Dabei sind A; und A; die sogenannten direkten Additiveffekte der von den
Eltern geerbten Allele i und j, wie sie im Samen auf das Samengewicht wirken, D;;
und Dj sind die direkten Dominanzeffekte der Allele der Eltern i und j, und Dj;ist
der direkte Dominanzeffekt der Kombination ixj. Die Parameter C; und C; beschrei-
ben die zytoplasmatischen Effekte der Eltern i bzw. j. Mit Am; und Am;werden die
additiv maternalen Effekte der Eltern i und j bezeichnet, Dm; und Dm; sind die
dominant maternalen Effekte der Elternlinien i und j und Dm;; ist der dominant ma-
ternale Effekt der elterlichen Hybride ixj (Zhu,1997; siehe Tab. 6).

Um Samen aller aufgefuhrten Generationen produzieren zu konnen, wurden die
vier Elternlinien in neun Reihen mit je acht Pflanzen pro Isolierhaus und die sechs
F+- Hybriden in je zwei Reihen mit je acht Pflanzen pro Isolierhaus angebaut. Um
Randeffekte zu minimieren, wurde jede Reihe von zwei Randpflanzen begrenzt.
Um Samengewichte von fremd- und selbstbefruchteten Samen auf einer Mutter-
pflanze direkt vergleichen zu konnen, wurde abwechselnd nach Nodium eine
fremdbefruchtete Hulse und eine selbstbefruchtete Hllse produziert. Die fremdbe-
fruchteten Hulsen wurden durch manuelle Kastration und anschlieiende manuelle
Bestaubung hergestellt, die selbstbefruchteten Hulsen wurden durch manuelle
Selbstbestaubung (Trippen) hergestellt. Die Pflanzen wurden einzelhilsenweise
beerntet, das Erntegut wurde vier Wochen bei Raumtemperatur und gleichen Be-
dingungen gelagert. Anschlieliend wurden die Ertragsstrukturen der Pflanzen und

die Einzelsamengewichte ihres Ertrages detailliert untersucht und festgehalten.
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Tabelle 6: Zerlegung des genotypischen Wertes der Samen in genetische Effekte,
nach Zhu and Weir (1994)

Genetische Effekte und ihre Koeffizienten

Samengeneration Direkte Effekte top%g;m_ Maternale Effekte
Effekte
AL A Dj Di Dj Dy G G Am; Am; Dm; Dm; Dmj
Pi(z.B. Hedin2) 2 1 1 2 1
P; (z.B. Gobo-il1) 2 1 1 2 1
P Mittel 11 05 05 05 05 T 1 05 05
Fi (PixP) T 1 1 1 1 2 1
RF1 (PxP) T 11 1 1 2 1
Fo  (PixP)) 11 05 025 025 05 1 (O 1
RF2 (PxP) 11 05 025 025 05 1 (O 1
BCi (PxP)xPi 15 05 05 05 0,5 1 (O 1
BCi (PxP)xPi 15 05 05 05 0,5 1 T 1 1
BC; (PxP)xP; 05 15 05 05 05 1 T 1 1
BC; (PxP)xP; 05 15 05 05 05 1 T 1 1
RBCiPix (PxP) 15 05 05 05 0,5 1 2 1
RBCiPix (PxP) 15 05 05 05 0,5 1 2 1
RBC;Pix (PxP) 05 15 05 05 05 1 2 1
RBC;Pix (PxP) 05 15 05 05 05 1 2 1

2.5.2 Biomasseversuche

Ziel des Experimentes ist der Vergleich zwischen der Heterosis im Samengewicht
und der Heterosis der Biomasse der Pflanze im Jungpflanzenstadium. Ein mogli-

cher Zusammenhang zwischen der Heterosis des Samens (eigenes Gewicht) und
der Heterosis der Jungpflanze ist hier im Fokus. Dazu wurden die Genotypen des
Experimentes 1 zwischen November 2006 und Januar 2007 in zwei Durchgangen
in ihrer oberirdischen Biomasseproduktion im Gewachshaus untersucht. Das Zu-

standekommen der 76 Genotypen, die als Nachkommen aus dem in Kapitel 2.5.1
beschriebenen Kreuzungsschema hervorgingen, wird in Tabelle 5 erlautert.

Um gewissen Unterschieden in Temperatur- und Lichtverteilung im Gewachshaus
Rechnung zu tragen, wurde das Experiment in zwei Wiederholungen als vollstan-

dig randomisierte Blockanlage ausgefiihrt. Der erste Durchgang wurde am
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1.11.2006, der zweite am 12.12.2006 ausgelegt. Ein Durchgang bestand jeweils
aus acht Tischen der GroRe 200cm x 126cm, wobei jeder Tisch in funf Blocke un-
terteilt war, die jeweils mit den 76 Genotypen bestlckt waren. Die Aussaat erfolg-
te in 7x7 cm Topfen, die mit Fruhstorfer Erde Typ , T 25 (fein)“ gefullt waren. Je
Topf wurde ein Same ausgelegt. Um Randeffekte zu minimieren, wurde um jede
Wiederholung auf3en eine Reihe Topfe der Sorte Merkur/2 gepflanzt. Der Versuch
wurde einmal wochentlich im Anstauverfahren bewassert. Hierzu wurden die
Tische fur drei Stunden 3-4 cm hoch mit Wasser befullt. Zusatzlich zum Tageslicht
wurden die Tische fur 15 Stunden taglich mit Natriumdampflampen der Firma Phi-
lips (Typ SON-T-Agro, 400 Watt) beleuchtet. Nach 27 Tagen wurden die Pflanzen
geerntet (Durchgang 1: 28.11.2006, Durchgang 2: 8.1.2007), indem sie direkt Uber
der Erdoberflache abgeschnitten und in der Frischmasse gewogen wurden. Die
Trockenmasse wurde nach 24 Stunden Trocknung bei 60°C und anschliel3end 12

Stunden Trocknung bei 105°C bestimmt.

2.5.3 Datenanalyse

Die Einzelsamengewichte der fremdbefruchteten, ebenso wie der selbstbefruchte-
ten Samen, wurden jeweils erst Uber die Mutterpflanze und anschlieRend Uber die
Reihe dieser Mutter einer Wiederholung gemittelt. Diese Mittelwerte wurden mit
der Software zur Auswertung quantitativ genetischer Studien (QGA Station Versi-
on 1.0, entwickelt von Guobo Chen und Jun Zhu, 2003) nach dem folgenden ge-

netischen Modell analysiert:

Yhix= M + En + Gik + GEnijk + Bni + eni

Wobei py= Populationsmittel, Ex= Umwelt Effekt, Gj= Genotypischer Effekt,
GEnijk= Genotyp x Umwelt Interaktionseffekt, Bn= Blockeffekt und eyj= Fehler.
Die weitere Aufteilung des genotypischen Effektes nach dem Modell fur diploide
Samen wird hier beispielhaft flir die Samengenerationen F1 aufgefihrt (vergl. Tab.

6 und zugehdrigen Text):

Samengeneration Fq:
Gij1 =A + Aj + Dij + Ci + 2Am; + Dmy;
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Die Versuchsjahre wurden als Umwelten in das Modell aufgenommen, von jeder
Pflanzenreihe wurde das mittlere Kreuzungssamengewicht sowie das mittlere
Selbstungssamengewicht dem entsprechenden Block und der gegebenen Wie-
derholung zugeordnet. Die Schatzung der Varianzkomponenten wird von QGA
Station mit Hilfe der MINQUE (0/1)-Methode durchgefiihrt (Searle, 1995).

Die Auswertung der Biomasseversuche erfolgte ebenso, hier wurden pro Durch-
gang die Einzelpflanzengewichte eines Genotyps Uber einen Tisch gemittelt und
ausgewertet, wobei die zwei Durchgange als zwei Umwelten und die acht Tische

pro Durchgang als acht Blocke in das statistische Modell aufgenommen wurden.

2.6 Experiment 2: Konkurrenz
2.6.1 Versuchsdurchflihrung

Ziel des Experiments ist die Untersuchung der Samenheterosis in verschiedenen
Konkurrenzsituationen. Dazu wurden die in Tabelle 7 aufgestellten Genotypen im

Freiland in kontrollierter Bestaubungssituation (siehe Kap.2.3) angepaart.

Tabelle 7: Ubersicht tiber die in Experiment 2 verwendeten Genotypen

Elter Genotyp Kotyledonenfarbe Blutenfarbe Varietat
Mutter MarisBead-il1 Grin Bunt minor
Mutter Gloria/5 Gelb Weil} minor
Bestauber Hedin/2 Gelb Bunt minor
Bestauber L2(MxCE) Gelb Bunt major

Das Experiment wurde in drei aufeinander folgenden Jahren (2004 bis 2006), im
Jahr 2004 aufgrund von Saatgutknappheit in nur einer Wiederholung, in den Jah-
ren 2005 und 2006 in zwei Wiederholungen, angebaut. Die Wiederholungen wuch-
sen in separaten Isolierhausern. Innerhalb einer Wiederholung wurden die Pflan-
zen drei verschiedenen Behandlungen unterzogen (siehe auch Abb.3):

1. Fremd- und selbstbefruchtete Samen wuchsen auf derselben Pflanze in ab-
wechselnder Reihenfolge am Nodium.

2. Fremd- und selbstbefruchtete Samen wuchsen gemeinsam in einer Hulse.

3. Fremd- und selbstbefruchtete Samen wuchsen auf getrennten Pflanzen.

Es wurden je zwolf Pflanzen pro Behandlung, Mutter x Vater-Kombination und Iso-

lierhaus angebaut. Um Randeffekte zu minimieren, wurden die Reihen mit Rand-
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pflanzen begrenzt. Um in Behandlung 2 fremd- und selbstbefruchtete Samen ge-
meinsam in einer Hulse wachsen zu lassen, wurde nach Kastration der Bllte eine

Pollenmischung von Mutter- und Vatergenotyp auf die Narbe aufgebracht.

. Fremdbefr. Samen

|:| Selbstbefr. Samen

- - - I-= =

) e i . I
) K D 1 1
1 [ b i e

2 > 3 | 5

Abbilung 3: Schematische Darstellung der Behandlungen im Experiment 2

Nach der Ernte wurden die Pflanzen bei Raumtemperatur und gleichen Bedingun-
gen vier Wochen gelagert. Anschliellend wurde die Ertragsstruktur der Pflanzen
erfasst und die Samen einzeln gewogen. In Behandlung 2 wurde der fremdbe-
fruchtete Same vom selbstbefruchteten Samen mittels morphologischer Marker
(grine Kotyledonenfarbe, weile Blutenfarbe, siehe Kapitel 2.1) unterschieden.
Hierzu wurde nach dem Wiegen die Samenschale der auf MarisBead-il1 geernte-
ten Samen angeschnitten, um die Kotyledonenfarbe zu sehen, wobei grine Koty-
ledonenfarbe selbstbefruchtete und gelbe Kotyledonenfarbe fremdbefruchtete
Samen zeigte. Die auf Gloria/5 geernteten Samen wurden nach dem Wiegen im
Gewachshaus angezogen und die Jungpflanzen nach ca. 30 Tagen bonitiert, wo-
bei das Vorhandensein des schwarzen Punktes am Nektarium einen fremdbe-
fruchteten Samen anzeigte und das Fehlen des schwarzen Punktes einen selbst-

befruchteten.
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2.6.2 Datenanalyse

Die Einzelsamengewichte der fremdbefruchteten, ebenso wie der selbstbefruchte-
ten Samen, wurden jeweils erst Uber die Mutterpflanze und anschliel3end Uber die
Reihe der Mutterpflanzen einer Wiederholung gemittelt. Das Experiment wurde im
Wesentlichen als Split- Plot- Anlage mit dem Programm Plabstat (Utz, 1996) ana-
lysiert. Allerdings gibt es auf der Ebene des Grofteilstickfaktors die gekreuzten
Faktoren Muttergenotyp und Vatergenotyp, ebenso wie es auf der Ebene der
Kleinteilstuckfaktoren die gekreuzten Faktoren Konkurrenzsituation und Behand-
lung gibt. Die drei- und vierfachen Interaktionen wurden gepoolt

(http://www.gseis.ucla.edu).

2.7 Experiment 3: Trockenstress
2.7.1 Versuchsdurchflihrung

Ziel des Experimentes ist die Untersuchung des Kontrastes im Samengewicht von
fremd- und selbstbefruchteten Samen, wenn die Mutterpflanze der Samen in abio-
tischer Stresssituation wachst. Das Experiment wurde im Freiland in offener Be-
staubungssituation in drei aufeinander folgenden Jahren (2004 bis 2006) durch-

gefiihrt. Eine Ubersicht (iber die verwendeten Genotypen findet sich in Tabelle 8.

Tabelle 8: Ubersicht tiber die verwendeten Genotypen in Experiment 3

Elter Genotyp Kotyledonenfarbe Blutenfarbe  Varietat
Mutter MarisBead-il1 Grun Bunt minor
Mutter Gobo-il1 Grin Bunt minor
Mutter Gloria/5 Gelb Weil} minor
Bestauber Elitelinien (N=15) Gelb Bunt minor

Die drei Muttergenotypen wurden von einer Pollenmischung von N= 15 unver-
wandten Elitelinien bestaubt. Die Pflanzen wuchsen in sogenannten Trocken-
stresshausern (Abdelmula et al., 1999). Diese Hauser sind 3m x 20m x 3m grof}
und mit wasserdichter Folie Uberspannt. Der durch die Folie verursachte Strah-
lungsverlust betrug in 2006 ca. 30-35%. Die Temperatur unter der Folie war im
Juni 2006 maximal 5°C warmer als aulderhalb (Lupken, 2006). Die Pflanzen wuch-

sen in verschiedenen Stressvarianten:
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Stressvariante 1: Aufwuchs im Trockenstresshaus mit kontrollierter Bewasserung
(ohne Trockenstress)

Stressvariante 2: Aufwuchs im Trockenstresshaus ohne Bewasserung (Trocken-
stress)

Es wurden je zwei Trockenstresshauser pro Stressvariante angebaut. In Stress-
variante 1 wurde wdchentlich mit 20 Liter/m? bewassert. Dazu wurden neun Be-
wasserungsschlauche (30cm Lochabstand) eingesetzt, die nach der Aussaat zwi-
schen den in Stressvariante 1 wachsenden Pflanzen ausgelegt worden waren. Um
eine zusatzliche Wasserzufuhr durch Spritzwasser und seitlich eintretendes Ober-
flachenwasser zu minimieren, wurden an den Stirn- und Randseiten jedes Hauses
je zwei Reihen Ackerbohnen als Rand gepflanzt. Die Prufglieder wuchsen in ei-
nem Mittelstreifen von 1,5 m Breite. Innerhalb einer Stressvariante wurden die
Pflanzen zwei Varianten unterzogen:

Variante1: Normierung der Ertragsstruktur auf eine Hilse pro Nodium

Variante 2: Keine Normierung der Ertragsstruktur

Pro Genotyp, Variante und Trockenstresshaus wurden je neun Reihen mit je zwei
Pflanzen pro Reihe untersucht. Der Samenabstand innerhalb der Reihe betrug ca.
10 cm, der Reihenabstand lag bei 33 cm. Um Randeffekte zu minimieren, wurde
jede Reihe von zwei Randpflanzen begrenzt. Die Ertragsnormierung wurde wo-
chentlich von Hand durchgefuhrt, indem jeweils die zweite oder dritte Hllse am
Nodium stehen gelassen wurde, wahrend die restlichen Hulsen eines Nodiums
entfernt wurden. Die Pflanzen wurden einzelhllsenweise geerntet und bei Raum-
temperatur und gleichen Bedingungen vier Wochen gelagert. Anschlielend wur-
den die Ertragsstruktur und die Einzelsamengewichte der Pflanzen detailliert un-
tersucht. Die fremd- und selbstbefruchteten Samen wurden anhand morphologi-
scher Marker detektiert (siehe Kap. 2.1).

2.7.2 Datenanalyse

Die Einzelsamengewichte der fremd- und selbstbefruchteten Samen wurden erst
uber die Mutterpflanze und dann Uber die Reihe der Mutterpflanzen gemittelt. Das
Experiment wurde mit dem Programm Plabstat (Utz, 1996) als Split- Plot mit den
gekreuzten Faktoren Muttergenotyp, Stressvariante und Variante auf der Ebene
des Grolteilstlickfaktors und mit der Behandlung auf der Ebene des Kleinteilstlick-

faktors ausgewertet.
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2.8 Experiment 4: Natiirliche Befruchtung
2.8.1 Versuchsdurchflihrung

Das Experiment wurde im Freiland in offener Bestaubungssituation in drei aufein-
ander folgenden Jahren (2004 bis 2006) als zweifaktorielle Spaltanlage in drei
Wiederholungen durchgefuhrt. Es wurden neun teilweise miteinander verwandte

Genotypen verwendet (siehe Tab. 9).

Tabelle 9: Ubersicht tber die verwendeten Genotypen im Experiment 4, deren Va-
rietat und Verwandtschaftskoeffizient (f)

Bezeichnung Genotyp Varietat Ver\‘/(vsgf(%tzsig?‘tafts—
Mutter
A L2(MxCE) major f=0
B Gloria/5? minor f=0
C Hedin/2 minor f=0,5zu1und 2
D Troy/1 minor f=0,5zu 3
E Gobo-il1® minor f=0
Bestauber

1 HPS58 major f=0,5zu Cund 2
2 HP69 minor f=0,5zu Cund 1
3 Maya/2 minor f=0,5zuD
4 Merkur/2 minor f=0

2 weile Bliitenfarbe, ° griine Kotyledonenfarbe

Um die Mutterpflanzen mit einem konkreten Bestaubergenotyp anzupaaren, wur-
den die Bestauber als Grol3parzelle in einem Verhaltnis von 1:5 (Mutterpflanze :
Bestauber) und mit einer raumlichen Distanz zur nachsten Grol3parzelle ausgesat.
Das Experiment bestand aus vier solchen GroR3parzellen pro Wiederholung. Die
aullen stehenden Parzellen waren als Randparzelle ausschlie3lich mit Bestauber-
saatgut bestlickt. Eine GrolRparzelle war in funf vierreihige Kleinparzellen von 1,5
m Breite untergliedert (siehe Abb.4). Eine Kleinparzelle war 6m x 9m grof} und mit
einer Saatstarke von 180 Samen ausgesat. Die vier Reihen einer Kleinparzelle
teilten sich in jeweils zwei auRere Reihen des Bestaubergenotyps und zwei innere
Reihen auf, welche mit je 15 Samen Muttergenotyp und 30 Samen Bestauber-

genotyp pro Reihe bestuckt waren.
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Abbildung 4: Beispielhafte Darstellung einer Wiederholung des Experimentes 4.
1-4= Vatergenotypen, A-E= Muttergenotypen (siehe Tab. 9)

Wahrend der Blute wurden die Mutterpflanzen anhand ihrer Morphologie identifi-
ziert und markiert. Um Unterschiede in der BlUhzeit zwischen Mutter- und Be-
stauberpflanzen auszugleichen, wurden die Pflanzen parzellenweise in der Bllh-
zeit synchronisiert, indem bei den friher bluhenden Pflanzen die untersten Inflo-
reszenzen entfernt wurden.

Funf zufallig ausgewahlte Pflanzen aus den 30 Mutterpflanzen einer Parzelle wur-
den einzelhlulsenweise geerntet, das Erntegut wurde bei Raumtemperatur und
gleichen Bedingungen vier Wochen aufbewahrt. Anschliefend wurde die Ertrags-
struktur detailliert festgehalten und die Samen einzeln gewogen. Die Detektierung
der fremd- vs. selbstbefruchteten Samen wurde bei Gloria/5 und Gobo-il1 mit Hilfe
morphologischer Marker (siehe Kap. 2.1) vorgenommen. In den restlichen Mutter x
Bestauber- Kombinationen standen keine morphologischen Marker zur Verfigung.
In Vorarbeiten hatten Abel und Link (2004) fremd- und selbstbefruchtete Samen
anhand von Spektraldaten in einer Diskriminanzanalyse unterscheiden konnen.
Mit Bezug darauf wurden die im Freiland geernteten Samen einzeln in der Nah-
Infrarot-Reflexions-Spektroskopie (NIRS, Gerat: 6500 VOSS) mit Hilfe eines Son-
denaufsatzes (SmartProbe 060) untersucht. Gemessen wurden die Absorptions-
spektren im Bereich des Infrarots bei Wellenlangen von 400 - 2500 nm. Zusatzlich
wurden jeweils 40 von Hand gekreuzte F1-Samen aus den Jahren 2005 und 2006
der untersuchten Genotypen und dazugehorige 40 selbstbefruchtete Samen im

NIRS gemessen, um fur die Diskriminanzanalyse als Referenzspektren zu dienen.
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2.8.2 Datenanalyse

Unter Nutzung des Programms WinISI Il (Infrasoft International LLC, Analysis,
calibration and network computer software Version 1.0) wurden die Spektraldaten
in einer Diskriminanzanalyse analysiert. Basierend auf den Referenzspektren wur-
de jedes Spektrum der im Freiland geernteten Samen einer der beiden Gruppen
der Referenzspektren (Fremd- oder Selbstbefruchtung) zugeordnet, indem ein
Ahnlichkeitswert ermittelt wurde. Ein Spektrum, d.h. ein Same, wurde einer der
beiden Gruppen zugeordnet wenn einer der beiden Ahnlichkeitswerte Gber 1,55
lag. Spektren, die zu beiden Gruppen Ahnlichkeitswerte iber 1,55 oder zu beiden
Gruppen unter 1,55 aufwiesen, wurden keiner Gruppe zugeordnet und galten als
fehlende Werte.

Die Samengewichte der so als fremdbefruchtet, ebenso wie der als selbstbefruch-
tet gefundenen Samen, wurden erst jeweils Uber die Mutterpflanze und anschlie-
Rend Uber die finf Mutterpflanzen einer Parzelle gemittelt. Die Analyse der Daten
erfolgte fur die Matter A und E als Serie Uber Jahre in zweifaktorieller Spaltanlage
mit dem Programm Plabstat (Utz, 1996). Die Mutter B, C und D wurden aufgrund
mangelnder Vollstandigkeit der Daten in einzelnen Varianzanalysen als zwei-
faktorieller Versuch in vollstandig randomisierter Blockanlage ebenfalls mit dem

Programm Plabstat (Utz, 1996) analysiert.

2.9 Experiment 5: CMS Versuch
2.9.1 Versuchsdurchflihrung

Das Experiment wurde im Freiland unter offener Bestaubungssituation in zwei auf-
einander folgenden Jahren (2005 und 2006) als randomisierter Blockversuch in
drei Wiederholungen durchgefuhrt. Es wurden drei Genotypen mit zytoplasmatisch
mannlicher Sterilitat (CMS, Link et al., 1997) und deren isogene Bestauber, sowie
ein unverwandter Bestaubergenotyp verwendet (siehe Tab. 10). Eine Wiederho-
lung bestand aus acht Parzellen, die jeweils 5,4m x 6m grof3 waren und jeweils
eine Mutter x Bestauber- Kombination beinhalteten. Die Mutterpflanzen wuchsen
in zwei verschiedenen Behandlungen:

1. Mutterpflanzen wuchsen umgeben von ihrem isogenen Bestauber, diese

Fremdbestaubung entspricht genetisch einer Selbstbefruchtung.
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2. Mutterpflanzen wuchsen umgeben von einem unverwandten Bestauber

(Bestauber 7, siehe Tab.10), was zur Fremdbefruchtung fuhrte.

Tabelle 10: Ubersicht iber die in Experiment 5 verwendeten Genotypen

Isogener/
Nummer Genotyp Pollensteril Varietat unverwandter
Bestauber
Mutter
CMS199 Ja minor
2 CMS350 Ja minor
3 F1(CMS199xHF22) Ja minor
Bestauber
Afg187 Nein minor Isogen zu 1
G58 Nein minor Isogen zu 2
6 F1(Afg187xHF22) Nein minor Isogen zu 3
7 F1[Merkurx L1(MxCE)] Nein minor U”"e:""zagdt 2

Wegen Pollensterilitat der CMS- Mutter lag die zu erwartende Fremdbefruchtungs-
rate bei 100%. Die Parzellen waren von je vier Reihen a 30 Bestauberpflanzen
umrandet. In der Mitte befanden sich zweimal drei Reihen Mutterpflanzen, von
denen nur die 40 Mutterpflanzen der innersten Reihe geerntet wurden. Die beiden
aulleren Reihen waren mit jeweils 20 Mutterpflanzen besttickt. Zwischen den mut-
terlichen Reihen befanden sich vier Reihen mit je 30 Bestauberpflanzen (siehe
Abb.5). Der Reihenabstand betrug 30cm, die innerste Mutterreihe wurde mit 10
cm Samenabstand innerhalb der Reihe, die restlichen Reihen mit jeweils 20 cm

Samenabstand ausgelegt.

— —
" CMS — CMS - Yy

Bestauber Bestauber Bestauber

Abbildung 5: Schematische Darstellung einer Parzelle des Experimentes 5
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Da die CMS- Linien erfahrungsgemaf (Link et al., 1997) nicht zu 100% steril sind,
wurden wahrend der Blute alle Mutterpflanzen auf Sterilitat gepruft und etwaige
fertile Pflanzen wurden von der Ernte ausgeschlossen.

Die 40 Mutterpflanzen der inneren Mutterreihen wurden geerntet und vier Wochen
bei Raumtemperatur und gleichen Bedingungen gelagert. AnschlieRend wurde der
Einzelpflanzenertrag, das Tausendkorngewicht (TKG), die Anzahl Samen pro
Pflanze und Anzahl Hulsen pro Pflanze ermittelt.

2.9.2 Datenanalyse

Es wurde ein Vergleich der Ertrage in beiden Behandlungen vorgenommen, dazu
wurde das Experiment als zweifaktorieller Versuch in vollstandig randomisierter

Blockanlage mit dem Programm Plabstat (Utz, 1996) ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Ertragsphysiologische Studien

Mit Ausnahme von HP58 konnte bei allen Genotypen eine Anzahl von acht Hulsen
pro Pflanze erreicht werden. Die mittlere Anzahl Samen pro Hulse lag zwischen
2,96 und 3,99, die mittleren Samengewichte lagen zwischen 584,70 mg und
1634,80 mg (siehe Tab. 11).

Tabelle 11: Anzahl Hilsen/Pflanze, Samen/Pflanze und mittlere Samengewichte
der untersuchten Genotypen

Genot Mittlere Anzahl Mittlere Anzahl Mittleres Samen-
yp Hualsen/Pflanze Samen/Hulse gewicht (mg)

Hedin/2 8,00 3,99 584,70
MarisBead-il1 8,00 3,17 729,00
Gloria/5 8,00 3,01 748,90
Gobo-il1 8,00 3,06 814,10
HP69 8,00 3,76 818,90
HP58 6,48 2,85 1634,80

Die geringere Anzahl Hulsen pro Pflanze als auch der geringere Samenansatz des
Genotyps HP58 sind auf seine markante Grol3samigkeit zurlickzufihren. Auch die
Besetzung der Samenpositionen innerhalb der Hulsen von HP58 ist dementspre-

chend anders als bei den anderen Genotypen (siehe Abb.6).

2000 +
1800 | —
o 1600 - |
£ 1400 - —e— Hedin/2
% 1200 - —=— MarisBead-il1
'% 1000 4 —— Gloria/5
> — —%— Gobo-il1
2 :7’-‘% —%— HP69
g 6001 . - . —e— HP58
(D v - @
400 -
200 +
0

Anzahl Samen/ Hilse

Abbildung 6: Mittleres Samengewicht [mg] der sechs Genotypen in Abhangigkeit
von der Anzahl Samen pro Hulse
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Das mittlere Samengewicht verandert sich nicht signifikant (Varianzanalyse nicht
gezeigt) mit der Anzahl Samen pro Hulse (siehe Abb.6). Untersucht sind hier, mit
Ausnahme von HP58, ausschliel3lich zwei- bis viersamige Hulsen, da Hulsen mit
weniger als zwei und mehr als vier Samen selten auftraten.

Auch in Abhangigkeit von der Samenposition in der Hilse fanden sich keine signi-
fikanten Unterschiede im mittleren Samengewicht (siehe Abb.7, Varianzanalyse
nicht gezeigt). Vergleichbare viersamige Hulsen treten fur den Genotyp HP58 zu

wenig auf und sind daher nicht dargestellt.

2000
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—~ 1600 -
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Samenposition in der Hilse

w
—
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w
I

Samengewic

AN ES

Hedin/2 Mar|sBead-|I1 Gloria/5 HP69 Gobo-il1 HP58

Abbildung 7: Mittleres Samengewicht [mg] der sechs Genotypen in Abhangigkeit
von der Samenposition in der Hilse

Die Position der Infloreszenz auf der Pflanze war von signifikantem Einflul auf das
Samengewicht (siehe Abb.8, Varianzanalyse nicht gezeigt). Die mittleren Samen-
gewichte waren in der Infloreszenz 4, also in der Mitte der Pflanzen, mit 897 mg
am grofdten und sanken mit zunehmender Infloreszenzposition, also zur Spross-

spitze hin, auf ein Minimum von 802 mg (Infloreszenz 8) ab.
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Abbildung 8: Mittleres Samengewicht [mg] in Abhangigkeit von der Position der
Infloreszenz auf der Mutterpflanze. Mittel Gber Genotypen

Die Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass die Verteilung der Ressourcen in-

nerhalb einer Pflanze nicht gleichmafig ist, sondern positionsabhangig variiert.

3.2 Experiment 1: Diallelanalyse
3.2.1 Freilandversuche

Im Experiment 1 wurden insgesamt 19080 Samen untersucht, davon waren 7846
Samen fremdbefruchtet und 11234 Samen selbstbefruchtet. Die mittlere Anzahl
Samen pro Pflanze betrug 20,58. Durchschnittlich wuchsen auf einer Pflanze 7,21
Hulsen, es wurden im Mittel 3,38 Kreuzungshulsen (darin F1-Samen und Ruck-
kreuzungssamen) und 3,92 Selbstungshulsen (darin homozygote Samen und F-
Samen) pro Pflanze produziert und untersucht. In den Hilsen wuchsen im Mittel
3,10 Samen, wobei Kreuzungshtilsen im Mittel 2,90 Samen enthielten und
Selbstungshulsen durchschnittlich mit 3,20 Samen besetzt waren.

Die Diallelanalyse zeigt fur das Merkmal Samengewicht hoch signifikante Additiv-
und Dominanzvarianzen, sowie einen hoch signifikanten Einflul® des Zytoplasmas
und der maternalen Additivvarianz (siehe Tab.12). Eine Standardabweichung der
Dominanzeffekte betrug 44 mg und umfasste damit eine Grolde, die 26 % der

GrolRe einer Standardabweichung (171 mg) der Additivvarianz ausmachte.
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Tabelle 12: Komponenten der genetischen Varianz der Diallelanalyse und deren
Standardfehler [mg]

Varianzkomponente Schatzwert Standardfehler
Additiv 29.127** 3.158
Dominanz 1.958** 295
Zytoplasmatisch 119** 15
Maternal Additiv 11.971** 1.258
Maternal Dominanz oN® 0

NS, **: nicht signifikant, signifikant bei a= 1%

Die Elternmittelheterosis einer konkreten reziproken Kreuzungsrichtung fur die F4
Generation [H(F4)] ist nach Zhu (1997) definiert als:

H (F1) = Dj- %2 (DitDy) + 2 (Ci-Cy) + 2 [Dmyj - 2 (Dmii+Dmy)]

Das vorgestellte Modell bezieht sich auf die Heterosis der F4 unter Betrachtung
nur einer der beiden reziproken Kreuzungsrichtungen, wobei anders als in Tabelle
13 Gleichungen [1] und [2] zur Schatzung der gesamte Datensatz und nicht nur
die Generationen P und F4 benutzt wird (Chen und Zhu, 2003). Wird die Heterosis
uber die beiden Reziproken in F1 gemittelt zeigt sich, dass der zytoplasmatische
Effekt, ebenso wie der maternale Dominanzeffekt, ihren Einfluld verlieren (siehe
Tab.13, Gleichung [3]). Da die einzelnen Reziproken in den fur diese Arbeit rele-
vanten Untersuchungen weniger von Bedeutung sind, wurde das oben beschrie-

bene Modell gekurzt auf:

H (F1) = Dy — (Di+Dy/2)

Die vorgestellte Formel findet sich auch in Tabelle 13 Gleichung [3].
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Tabelle 13: Zerlegung des genotypischen Wertes und Darstellung der Heterosis in
Experiment 1, in Anlehnung an Zhu and Weir (1994)

Genetische Effekte und ihre Koeffizienten

Samen-

Zytoplasmati-

Direkte Effekte he Effekt Maternale Effekte

eneration Sche Lliexte
g A A Di Di Dy G Ci Ami  Am; Dm; Dmi Dmj
P Mittel 1 1 05 05 0,5 0,5 1 1 05 05
F1 Mittel 1 1 1 0,5 0,5 1 1 05 05
F2 Mittel 1 1 05 025 0,25 0,5 0,5 1 1 1

BC Mittel 1 1 05 025 0,25 1 1 1 1
RBC Mittel 1 1 05 025 0,25 0,5 0,5 1 1 1

Heterosis

FijFl’v'l’i‘tfé)l 2] 1 05 05 05 05 1 - 05 -05
ﬁFfi’}l’i‘tfgl 2] 1 05 05 05 05 4 1 05 05
F1 Mittel

_P Mitel ! 105 05

Fir die analysierten Kreuzungen ergab sich in jedem Fall eine positive Heterosis,

da die Samen mit keiner oder halber Inzucht schwerer waren als die vergleich-

baren vollstandig ingezlichteten Samen (siehe Tab.14).

Tabelle 14: Heterosis (H) der Kreuzungen des Diallels in mg und in Prozent Gber

das Elternmittel

Elternkombination Kreuzung H (mg) EI:/eorg%ei:trtel
2x3 HP58 x HP69 193,27** 18,44
1x2 Hedin/2 x HP58 142,26** 14,77
2x4 HP58 x Gobo-il1 148,83** 14,55
3x4 HP69 x Gobo-il1 36,62** 5,17
1x3 Hedin/2 x HP69 3,48** 0,53
1x4 Hedin/2 x Gobo-il1 2,24** 0,36

**: signifikant bei a= 1%

Ein Vergleich zwischen den reziproken Kreuzungen zeigt eine deutlich hohere He-

terosis fur das Samengewicht wenn der jeweils grof3ersamige elterliche Genotyp

als Mutter eingesetzt wurde (siehe Abb.9).
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Abbildung 9: Heterosis im Vergleich uber die reziproken Kreuzungsrichtungen und
die Samengrolle der jeweiligen Mutter, Heterosisgleichungen [1] und [3] siehe

Tab.13
Auch in Abbildung 10 wird deutlich, dass die Kreuzungen mit den gro3ersamigen
Eltern hohere Gewichte aufweisen, die Samengewichte zwischen den reziproken

Kreuzungen sind desto unterschiedlicher, je mehr die Eltern selbst verschieden
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Abbildung 10: Reziprokenspezifische Heterosis der einzelnen Kreuzungen des
Diallels in Abhangigkeit von dem F{ Samengewicht, Heterosisgleichungen [1] und

[3], siehe Tab.13
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Die signifikante Rangkorrelation von 0,75 (P= 0,01) deutet an, dass die Heterosis

einen wichtigen Einflu auf die Samengewichte in F4 hat.

3.2.2 Biomasseversuche

Die Diallelanalyse ergibt fur das Merkmal Biomasse hoch signifikante Additiv- und
Dominanzvarianzen, sowie einen hoch signifikanten Einflu® des Zytoplasmas und
der maternalen Dominanzvarianz. Eine Standardabweichung der Dominanzeffekte
betrug 594 mg und umfasste damit eine GroRRe, die 56% der Grdle einer Stan-
dardabweichung (1054 mg) der Additivvarianz ausmachte. Fur das Samengewicht
zeigt sich kein signifikanter Einflu® der maternalen Additivvarianz auf die Bio-

masseproduktion (siehe Tab.15).

Tabelle 15: Genetische Varianzen der Biomasseversuche, deren Standardfehler
und Signifikanzen [mg]

Varianzkomponente Schatzwert Standardfehler
Additiv 1.111.720** 64.571
Dominanz 353.043** 25.503
Zytoplasmatisch 107.693** 8.088
Maternal Additiv oN® 0
Maternal Dominanz 871.260** 38.828

NS, **:nicht signifikant, signifikant bei a= 1%

Es zeigt sich in allen Kreuzungen eine hoch signifikante Heterosis fur das Merkmal

Biomasse, welche positiv aber nicht signifikant korreliert mit der Samenheterosis

(siehe Tab.16).

Tabelle 16: Vergleich der Heterosis (H) der Samengewichte und der Biomasse der

Kreuzungen des Diallels [mg]

Elternkombination Kreuzung H Samengewicht H Biomasse
(mg) (mg)

2x3 HP58 x HP69 193,27** 2272,44**
2x4 HP58 x Gobo-il1 148,83** 2468,85**
1x2 Hedin/2 x HP58 142,26** 851,28**
3x4 HP69 x Gobo-il1 36,62** 1913,13**
1x3 Hedin/2 x HP69 3,48** -249,70**
1x4 Hedin/2 x Gobo-il1 2,24** 901,82**

Korrelationskoeffizient

r (Spearman) = 0,65"°

NS, **:nicht signifikant, signifikant bei a= 1%
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Der Wassergehalt in der Biomasse lag im Mittel Gber alle untersuchten Genotypen

bei 93% und zeigte eine geringe Variation (Variationskoeffizient = 0,0043 %) zwi-

schen den Genotypen.

3.3 Experiment 2: Konkurrenz

Im Experiment 2 wurden insgesamt 11610 Samen untersucht, darunter waren
4767 fremdbefruchtete und 6841 selbstbefruchtete Samen. Auf den Pflanzen

wuchsen im Mittel 17,43 Samen in 6,22 Hilsen mit einer mittleren Anzahl von 2,77

Samen pro Hilse. Die fremdbefruchteten Hilsen enthielten im Mittel 2,60 Samen,

wahrend in den selbstbefruchteten Hilsen durchschnittlich 2,90 Samen wuchsen.

Die Bestaubung mit Pollenmischung in Konkurrenzsituation 2 fuhrte fur den Mut-

tergenotyp Gloria/5 in allen drei Versuchsjahren zu einer Fremdbefruchtungsrate

von 52%, fur den Muttergenotyp MarisBead-il1 lag die Fremdbefruchtungsrate
zwischen 37% im Jahr 2006 und 49% in 2004 mit einem Mittelwert von 44%.
Die Varianzanalyse des Experimentes 2 ergab hoch signifikante Unterschiede zwi-

schen den Konkurrenzsituationen und den Behandlungen, demnach zeigten sich

deutliche Unterschiede im Samengewicht der fremd- vs. selbstbefruchteten Sa-

men (siehe Tab.17).

Tabelle 17: Auszug aus der Varianzanalyse des Experimentes 2. Merkmal: Sa-

mengewicht [mg]

Varianzursache FG MQ Var.kp. F-Wert GD (0,05)
Isolierhaus (1) 4 516.580,98 10.584,88 60,73** 39,15
Mutter(M) 1 14.996,49 54,08 1,76 NS 24,76
Vater(V) 1 124,01 69,86 0,01 NS 24,76
Mutter x Isolierhaus 4 57.524,62 2.042,41 6,76** 55,37
Vater x Isolierhaus 4 2289,19 118,14 0,27NS 55,37
Fehler 1 21 8.506,88 1.114,86  4,68** 48,58
Konkurrenzsituation (K) 2 44.831,05 537,67 24,66** 13,30
Behandlung (B) 1 209.201,09 1.728,19 115,09** 10,86
B x K 2 11.435,57 240,45  6,29* 18,82
Kx M 2 23.341,28 538,09 12,84** 18,82
KxV 2 3600,07 4456  1,98"° 18,82
Kxl 8 4.912,99 193,45  2,70** 29,75

Fehler 2 174 1.817,73 1.817,73

NS, **:nicht signifikant, signifikant bei a= 1%
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Bei der Analyse der oben beschriebenen Heterosis (siehe Kap.3.1.1) wird das
Mehrgewicht des Hybridsamens in Bezug auf das Elternmittel berechnet. Die Un-
tersuchung der reziproken Kreuzungsrichtung iberwindet dabei die Diskrepanz
zwischen den Gewichten der elterlichen Selbstungssamen; immerhin wuchsen die
jeweiligen vaterlichen Selbstungssamen nicht gemeinsam mit den analysierten
fremd- und selbstbefruchteten Samen auf der gleichen Pflanze. Da in Experiment
2 keine reziproken Kreuzungen untersucht wurden, kann keine Heterosis - wie in
Kapitel 3.1.1 beschrieben - berechnet werden, es lasst sich vielmehr nur die Hyb-
riduberlegenheit bezogen auf die matterlichen Samengewichte (Hy) analysieren
(siehe Tab.18). Eine Mutterlinie wurde jeweils mit zwei Vatergenotypen bestaubt,
sodass zwei Vater als neue Komponente in das genetische Modell eingefuhrt wur-
den. Die zytoplasmatischen und maternalen Effekte entfallen, da keine rezipro-

kenspezifische Betrachtung maoglich ist.

Tabelle 18: Zerlegung des genotypischen Wertes und Darstellung der Hybriduber-
legenheit bezogen auf die Mutter (Hy) in Experiment 2, in Anlehnung an Zhu
(1997)

Direkte genetische Effekte und ihre Koeffizienten

Samengeneration A A A Di D; Dk Dj Dik
Pi Mutter 2 1
P; Vater1 2 1
P« Vater2 2 1
F1 (PixPj) 1 1 1
F1 (PixPy) 1 1 1
Hybridlberlegenheit bezogen auf die Mutter (Hy)
F1(PixP;)-P; [4] -1 1 -1 1
F1(PixPx)-Px [5] -1 1 -1 1

In Konkurrenzsituation 2 (fremd- und selbstbefruchtete Samen wuchsen gemein-
sam in einer Hulse) waren die Samengewichte Uber beide Behandlungen und bei-
de Mutter- und Vatergenotypen am grofdten (siehe Tab.19 und Tab.20), wahrend
die Unterschiede im Samengewicht der fremd- und selbstbefruchteten Samen in
Konkurrenzsituation 3 (fremd- und selbstbefruchtete Samen wuchsen auf getrenn-
ten Pflanzen) am grof3ten waren (siehe Tab.19). Wenn fremd- und selbst-

befruchtete Samen gemeinsam auf einer Pflanze wuchsen (Konkurrenzsituation 1
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und 2) war der Unterschied im Samengewicht geringer, als wenn die Samen auf

getrennten Pflanzen wuchsen (Konkurrenzsituation 3, siehe Tab. 19).

Tabelle 19: Mittlere Samengewichte [mg] in den Konkurrenzsituationen und Be-
handlungen im Mittel Gber Mutter- und Vatergenotypen

Behandlung
Konkurrenzsituation® Mittel
Kreuzung Selbstung
1 668,04 620,68 644,36
2 701,50 658,27 679,89
3 678,30 591,74 635,02
Mittel 682,61 623,57 653,09

GD (0,05) fur Behandlung x Konkurrenzsituationskombination: 18,82

@Konkurrenzsituation 1: Fremd- und selbstbefruchtete Samen wuchsen gemein-
sam auf einer Pflanze in abwechselnder Reihenfolge am Nodium. K.2: Fremd- und
selbstbefruchtete Samen wuchsen gemeinsam in einer Hulse. K.3: Fremd- und
selbstbefruchtete Samen wuchsen auf getrennten Pflanzen

Die Uberlegenheit der Hybridsamen Uber die Selbstungssamen (Hy, %) zeigt sich

in Konkurrenzsituation 3 am grofdten (siehe Tab.20).

Tabelle 20: Mittlere Samengewichte [mg] und Hybridlberlegenheit (Hy,% nach
Gleichung [4], Tab.18), realisiert auf den Muttergenotypen, in Abhangigkeit von
Konkurrenzsituation, Vatergenotyp und Behandlung

Vatergenotyp
Mutter- Behandlung Hedin/2, minor ' lL2(MxCE), major Mittel
genotyp Konkurrenzsituationa
1 2 3 1 2 3
. Kreuzung 667,25 702,60 680,33 678.98 740,90 646,98 686,17
Gloria/b

Selbstung 621,32 686,10 568,44 65328 677,11 599,66 634,32

Hy [4] (%)

7,39 2,40 19,68 3,93 9,42 7,89

MarisBead-  Kreuzung 672,95 669,00 697,90 643,98 693,51 687,99 677,55
i Selbstung 622,40 628,71 611,45 585,73 641,17 592,52 613,66

Hy [4] (%)

8,12 6,41 14,14 9,94 8,06 16,11

GD (0,05) fur Konkurrenz x Behandlung x Mutterkombination: 26,23

®Konkurrenzsituation 1: Fremd- und selbstbefruchtete Samen wuchsen gemein-
sam auf einer Pflanze in abwechselnder Reihenfolge am Nodium. K.2: Fremd- und
selbstbefruchtete Samen wuchsen gemeinsam in einer Hulse. K.3: Fremd- und
selbstbefruchtete Samen wuchsen auf getrennten Pflanzen
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Die beiden Vatergenotypen unterschieden sich in ihrem Einflul3 auf das Samen-
gewicht nicht, weder in den verschiedenen Konkurrenzsituationen (siehe Tab.20),

noch in den unterschiedlichen Behandlungen (siehe Tab.21).

Tabelle 21: Mittlere Samengewichte [mg] Uber Vatergenotypen und Behandlungen
im Mittel Uber beide Muttergenotypen

Behandlung
Vatergenotyp Selbstung der Mittel
Kreuzung -
Mutter
Hedin/2 (minor) 681,67 623,07 652,37
L2 (MxCE) (major) 683,56 624,06 653,81
Mittel 682,61 623,57 653,09

GD (0,05) fur Behandlung x Vatergenotypkombination: 15,36

3.4 Experiment 3: Trockenstress

Die Fremdbefruchtungsrate lag im Mittel Uber alle Genotypen und Jahre bei 42%
und schwankte je nach Muttergenotyp zwischen 38% fir Gobo-il1 und 45% flr
MarisBead-il1. Die Stressvarianten beeinflussten die Fremdbefruchtungsrate
kaum, im Trockenstress lag die Fremdbefruchtungsrate bei 40%, ohne Trocken-
stress bei 37% im Mittel Uber Jahre und Genotypen. Es wurden durchschnittlich
119 Einzelpflanzen pro Mutter und Jahr geerntet, die mittlere Anzahl Samen pro
Pflanze lag bei 40. Das mittlere Samengewicht lag bei 460,34 mg, mit Minimum
270,72 mg und Maximum 789,68 mg.

Die Samengewichte der fremdbefruchteten Samen waren in allen drei Versuchs-
jahren hoher als die der selbstbefruchteten Samen, es zeigte sich somit eine klare
Uberlegenheit der Hybridsamen (ber die mutterlichen Selbstungssamen (siehe
Tab.22).
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Tabelle 22: Mittlere Samengewichte [mg] der fremd- und selbstbefruchteten Sa-
men des Experimentes 3 und Hybridliberlegenheiten (Hy, %) in Abhangigkeit von
Jahr und Stressvariante. Mittel Gber Kreuzungen und Varianten

Behandlung Stressvariante Jahre Mittel
2004 2005 2006
Ohne Trocken- 503,01 604,99 34444 484,15
Kreuzung (K) stress
Trockenstress 439,74 508,96 404,66 451,12
Ohne Trocken- 476,77 572,60 322,46 457,28
Selbstung (S) stress
Trockenstress 406,56 477,36 381,39 421,77
Hy (%) ohne Trockenstress 5,50 5,66 6,82 5,99
Hy (%) Trockenstress 8,16 6,62 6,10 6,96
GD (0,05) fur den Vergleich von Jahr x Stressvariante x Behandlungskombination:

7,48

Auch im Mittel Gber beide Stressvarianten zeigte sich eine deutliche Hybridiber-
legenheit der fremdbefruchteten Samen Uber die mutterlichen Selbstungssamen,
es zeigte sich eine leichte Erhohung der Differenz von fremd- und selbstbefruchte-
ten Samen, wenn die Mutterpflanze unter Trockenstress gewachsen ist (siehe
Tab.22).

Die Samengewichte der drei Muttergenotypen lagen zwischen 510,84 mg fur Go-
bo-il1 und 410,57 mg fur Gloria/5 im Mittel Uber Jahre, Vatergenotypen, Stress-
varianten und Varianten. Der Trockenstress fuhrte fur alle Muttergenotypen zu
einer Reduktion des mittleren Samengewichtes. Mit 17,72% Samengewichts-
reduktion zeigte Gloria/5 die geringste Toleranz gegenuber Trockenstress. Die
Muttergenotypen MarisBead-il1 und Gobo-il1 reagierten mit 10,98% und 5,79%
ebenfalls deutlich auf den Trockenstress.

Die Ertragsreduktion hat zu einer deutlichen Erh6hung der Samengewichte ge-
fuhrt, wobei sich kein deutlicher Einflu® der Variante auf die Hybriduberlegenheit
zeigte (siehe Tab.23).



Ergebnisse 35

Tabelle 23: Mittlere Samengewichte [mg] der fremd- und selbstbefruchteten Sa-
men des Experimentes 3 in Abhangigkeit von der Variante, Mittel Gber Kreuzun-
gen, Jahre und Stressvarianten

Variante
Behandlung Ohne Ertragsreduk- . Mittel
tion Ertragsreduktion
K"e(ué)ung 440,32 508,79 474,56
Se't(’gt)ung 413 84 478 43 44613
Differenz (K-S, mg)
26,48 30,36

GD (0,05) fur den Vergleich von Varianten- und Behandlungskombinationen: 8,79

Die Ergebnisse der Varianzanalyse zeigen signifikante (P= 0,01) Unterschiede
zwischen den Behandlungen, die Hybridiberlegenheit ist auch in diesem Experi-

ment deutlich nachweisbar (siehe Tab. 24).

Tabelle 24: Auszug aus der Varianzanalyse des Experimentes 3. Merkmal: Sa-
mengewicht [mq]

Varianzursache FG MQ Var.kp. F-Wert  GD (0,05)
Jahre (J) 2 303546,00 6189,05 46,90** 40,18
Stressvariante (S) 1 8225492 1083,13  19,27** 21,84
Variante (V) 1 159342,83 2153,79  37,32** 21,84
Mutter (M) 2 120667,05 2424,95 28,26** 26,75
SxJ 2 4594590 1736,51 10,76** 37,83
VxJ 2 55647,54 2140,75 13,03** 37,83
Fehler 1 53 4269,61  1962,27 12,37* 37,28
Behandlung (B) 1 29086,38 399,18  84,29* 6,21
BxJ 2 272,87 -3,01 0,79"° 10,76
BxS 1 30,91 -8,73 0,09 8,79
BxV 1 135,77 -5,81  0,39"° 8,79
BxM 2 2443,33 87,43 7,08** 10,76
Fehler 2 52 345,07 345,07

NS, *, **:nicht signifikant, signifikant bei a= 5%, 1%

Auch die Samengewichte der drei Muttergenotypen zwischen den drei Versuchs-

jahren unterschieden sich signifikant (P= 0,01). Ebenso hatte die Ertrags-
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normierung einen signifikanten Einflul® (P= 0,01) auf die mittleren Samengewichte.
Die Behandlungen und die Stressvarianten interagierten nicht, so zeigte sich kein
statistisch erhdhter Kontrast im Samengewicht von fremd- vs. selbstbefruchteten

Samen in der einen oder anderen Stressvariante (siehe Tab.24).

3.5 Experiment 4: Natiirliche Befruchtung

Es wurden jeweils funf Pflanzen einer Wiederholung und Mutter x Bestauberkom-
bination untersucht, die durchschnittliche Samenzahl pro Mutterpflanze lag bei 57
und schwankte zwischen 25 Samen pro Pflanze fir L2(MxCE) und 74 Samen pro
Pflanze bei Hedin/2. Insgesamt sind pro Muttergenotyp zwischen 862 und 10058
Samen in die Ergebnisse eingegangen. Bei zwei der funf Muttergenotypen (Gobo-
il1 und Gloria/5) wurde anhand von Kotyledonen- bzw. Blitenfarbe zwischen
fremd- und selbstbefruchteten Samen unterschieden. Fir die restlichen Mutter x
Bestauberkombinationen wurde die Detektierung von fremd- vs. selbstbefruch-
teten Samen mittels Diskriminanzanalyse durchgefuhrt, basierend auf Spektralda-
ten. Die Ergebnisse der Diskriminanzanalyse wurden anhand der ermittelten
Fremdbefruchtungsrate in ihrer Zuverlassigkeit bewertet, wobei alle Elternkombi-
nationen, die bei der Mutter zu einer angeblichen Fremdbefruchtungsrate unter
25% und Uber 75% fuhren (in Anlehnung an das natirliche Bestaubungsverhalten
der Ackerbohne) als Fehlinterpretationen eingeschatzt wurden. Basierend auf die-
sem Plausibilitatskriterium hat die Diskriminanzanalyse mit Ausnahme von acht
Mutter x Bestauber x Jahreskombinationen plausible Ergebnisse erbracht. Die An-
zahl fehlender Werte (die entstehen, wenn das Spektrum eines jeweiligen Samens
nicht eindeutig zu einer der beiden Gruppen, namlich fremd- oder selbst-
befruchteter Same, zuzuordnen war), lag je nach Kreuzung zwischen 6,40% und
13,67% mit einem Mittelwert von 10,12%. Die ermittelte Fremdbefruchtungsrate
schwankte zwischen 38% und 56% und lag im Mittel bei 47%.

Die finf Muttergenotypen zeigten teilweise deutliche Unterschiede im mittleren

Samengewicht in Abhangigkeit vom Bestaubergenotyp (siehe Tab. 25).
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Tabelle 25: Mittlere Samengewichte [mg] der fremdbefruchteten Samen Uber die
Mutter- und Vatergenotypen des Experimentes 4, Mittelwerte Gber Jahre

Bestauber
Muttergenotyp Mittel
HP58 HP69 Maya/2 Merkur/2
L2(MxCE) 939,43 780,15 / 840,85 853,48
Gloria/5 370,23 356,11 357,06 348,26 44498
Gobo-il1 374,68 388,94 402,99 412,00 394,65
Troy/1 365,22 400,80 416,10 379,02 390,29
Hedin/2 / / 269,33 280,01 274,67
Mittel

512,39 481,50 361,37 452,03

GD (0,05) fur den Vergleich von Bestaubern: 32,99

Fir die auswertbaren Muttergenotypen konnte im Mittel Gber alle Vater eine positi-
ve HybridUberlegenheit nachgewiesen werden, womit sich das Mehrgewicht der
fremdbefruchteten Samen Uber die selbstbefruchteten auch unter offener Bestau-

bungssituation bestatigt hat (siehe Tab. 26).

Tabelle 26: Mittlere Samengewichte [mg] der Muttergenotypen Uber beide Be-
handlungen und Hybriduberlegenheit (Hy,%), Mittel Uber Vater und Jahre

Behandlung .
Muttergenotyp Mittel Hy (%)
Kreuzung Selbstung

L2(MxCE) 853,48 843,85 848,66 1,14

Gloria/5 357,91 351,97 354,94 1,69

Gobo-il1 394,65 371,33 382,99 6,28

Hedin/2* / / / /
Troy/1 390,29 339,27 364,78 15,04
Mittel
455,12 437,98 446,55

GD (0,05) fur den Vergleich von Behandlungen

L2(MxCE): 60,31; Gloria/5: 5,07; Gobo-il1: 5,07; Troy/1: 14,28

* Werte fur Hedin/2 fehlen



Ergebnisse 38

Die Hybriduberlegenheiten schwanken je nach Kreuzung zwischen -4,22% und
18,16%, wobei die grofdten Hybriduberlegenheiten beim Muttergenotyp Troy/1 zu
finden sind (siehe Abb.11). Fur die Vatergenotypen kann sich kein klarer Trend
feststellen lassen, allerdings war bei zwei der Kreuzungen mit hochster Hybrid-

uberlegenheit der Vatergenotyp HP58 beteiligt.
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Abbildung 11: Hybriduberlegenheit (Hy,% und mg) der fremdbefruchteten Samen
uber die mutterlichen Selbstungssamen in den Kreuzungen des Experimentes 4.
GD1: Grenzdifferenz (0,05) fur Hy(mg) der Kreuzungen mit Gobo-il1 und Gloria/5.
GD2: Grenzdifferenz (0,05) fur Hy(mg) der Kreuzungen mit Troy/1. M= Klassifizie-
rung wurde mit morphologischen Markern durchgefuhrt.

Aufgrund mangelnder Orthogonalitat der Daten konnte keine kombinierte Varianz-
analyse aller Mutter x Bestauberkombinationen Uber drei Jahre durchgefihrt wer-
den. Die Daten wurden getrennt nach Muttergenotypen analysiert.

Fir den Muttergenotyp L2(MxCE) konnten keine signifikanten Unterschiede im
Samengewicht von fremd- und selbstbefruchteten Samen nachgewiesen werden,
die Vatergenotypen unterschieden sich aber signifikant (P=0,05) in ihrem Einflu®
auf das Samengewicht der Kreuzungssamen voneinander (siehe Tab.27). Eine
Varianzanalyse Uber mehrere Versuchsjahre war nach unseren Kriterien mit der

NIRS-basierten Klassifikation zwischen fremd- und selbstbefruchteten Samen
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nicht mdglich, es konnten ausschlieBlich Daten aus dem Jahr 2005 analysiert

werden.

Tabelle 27: Auszug aus der Varianzanalyse des Genotyps L2 (MxCE) im Experi-
ment 4

Varianzursache FG MQ Var.kp. F-Wert  GD (0,05)

Wiederholungen (W) 1 447553 472,64 2,73 100,59
Vater (V) 2 33350,78 7927,77  20,34* 123,20
W x V 2 1639,71 281,04 1,528 104,47
Behandlung (B) 1 278,27  -13323  0,26™° 60,31
BxV 2 512,10 -282,76  0,48"° 104,47

Fehler 3 1077,63  1077,63

NS, *:nicht signifikant, signifikant bei a= 5%

Die Varianzanalyse fur die Muttergenotypen Gloria/5 und Gobo-il1 hat hoch signi-
fikante Unterschiede zwischen den Behandlungen ergeben; die fremdbefruchteten
Samen waren schwerer als die selbstbefruchteten. Auch die Muttergenotypen und

die Jahre verursachten signifikante Effekte auf die Samengrélie (siehe Tab. 28).

Tabelle 28: Auszug aus der Varianzanalyse der Genotypen Gloria/5 und Gobo-il1
im Experiment 4

Varianzursache FG MQ Var.kp. F-Wert  GD (0,05)
Jahre (J) 2 5556,80 100,31 7,49* 13,60
Vater(V) 3 1112,77 92,35  0,25"° 32,99

V xJ 6 601527 131,48  1,36"° 57,13

Mutter(M) 1 28324,34 366,82 14,81* 15,21

V x M 3 7511,82 311,04 3,93 30,41

MxJ 2 19377,11 727,67 10,13** 26,34

Behandlung (B) 1 7712,92 103,95 33,72* 5,07

BxV 3 73,34 8,63  0,32"° 10,14

B x M 1 2716,98 69,12 11,88** 7,17

BxJ 2 349,57 504 1,53 8,78
Fehler 48 228,71 228,71

NS, *, **:nicht signifikant, signifikant bei a= 5%, 1%
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Die Varianzanalyse fur den Muttergenotyp Troy/1 ergab hoch signifikante Unter-
schiede im Samengewicht der fremd- vs. selbstbefruchteten Samen. Hier fanden
sich auch signifikante Unterschiede zwischen den Jahren, die Vatergenotypen

unterschieden sich in ihrem Einflul3 auf das Samengewicht der Kreuzungssamen

nicht signifikant voneinander (siehe Tab.29).

Tabelle 29: Auszug aus der Varianzanalyse des Genotyps Troy/1 im Experiment
4

Varianzursache FG MQ Var.kp. F-Wert  GD (0,05)
Jahre (J) 1 60557,79  2515,28 317,09** 11,08
Vater (V) 3 3687,98 179,76 2,41N8 34,80

VxJ 3 4802,45 545,26 3,14+ 49,22

Behandlung (B) 1 31239,23 1278,93 57,34* 14,28
BxV 3 389,23 -25,85 0,72NS 28,57
BxJ 1 2303,38 146,55 4,23+ 20,20
Fehler 28 544,82 544,82

NS, +, **:nicht signifikant, signifikant bei a= 10%, 1%

Fur den Muttergenotyp Hedin/2 lagen unter Anwendung des Plausibilitatskriteri-
ums nur unorthogonale Daten zweier Mutter x Bestauberkombinationen vor; es

wurde keine Varianzanalyse durchgeflhrt.

3.6 Experiment 5: CMS Versuch

Durchschnittlich wurden 30 Pflanzen pro Reihe geerntet. Die mittlere Anzahl Hul-
sen pro Pflanze betrug 16,83, es wurden durchschnittlich 46,51 Samen pro Pflan-
ze geerntet. Im Mittel Uber alle Genotypen, Behandlungen und Jahre hatten die
Pflanzen einen Einzelpflanzenertrag von 16,31 g, mit einem mittleren Tausend-
korngewicht von 409,09 g.

Die Varianzanalyse des Experimentes 5 zeigt keine signifikanten Unterschiede in
den Einzelpflanzenertragen der CMS-Mautter Uber die Behandlungen (siehe Tab.
30), die Einzelpflanzenertrage in Behandlung 1 (Mutterpflanzen wuchsen umge-
ben von ihrem isogenen Bestauber, entsprechend einer Selbstbefruchtung) waren
statistisch gleich mit denen in Behandlung 2 (Mutterpflanzen wuchsen umgeben
von einem unverwandten Bestauber, entsprechend einer Fremdbefruchtung). Der

Einzelpflanzenertrag von rein fremdbefruchteten Mutterpflanzen war nicht hoher
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als der rein selbstbefruchteter Mutterpflanzen. Die drei CMS- Muttergenotypen

zeigten hoch signifikante Unterschiede fur alle untersuchten Merkmale.

Tabelle 30: Auszlige aus der Varianzanalyse des Experimentes 5

Mittelquadrate
Varianzursache FG "Ertrag Samen Hulsen pro TKG
[] pro Pflanze Pflanze

Jahre(J) 1 47,54* 591,41** 63,06**  2233,37"°
Wiederholung/Jahre 4 3,20N 7,368 0,95N  774,08"°
Mutter (M) 2 784,33*  17614,74**  1423,00** 858925,56**
Behandlung (B)? 1 2,608 0,70NS 0,70 399,00M°
Behandlung x Mutter 2 8,83NS 48,65NS 2,35NS 4,96 NS
Mutter x Jahre 2 46,67* 1020,50** 55,71*  4607,40N°
Behandlung x Jahre 1 1,38 NS 64,85NS 10,09 1425,09NS
BxMxJ 2 3,19+ 137,54** 7,86*  1213,36+
Fehler 16 9,248 117,19NS 12,56 NS 2469,77 NS

@ Behandlung 1: CMS-Mutter umgeben von isogenem Bestauber, Behandlung 2:
CMS-Mutter umgeben von unverwandtem Bestauber. NS, +, *, **:nicht signifikant,
signifikant bei a= 10%, 5%, 1%

Die CMS- Muttergenotypen zeigten generell ein geringes Ertragsniveau, beson-
ders die Genotypen CMS199 und CMS350 waren in ihrem Ertrag, wie in der An-

zahl Samen und Hulsen pro Pflanze schwach (siehe Tab. 31 und Tab. 32).

Tabelle 31: Einzelpflanzenertrag [g] der Muttergenotypen in Abhangigkeit von der
Behandlung

Muttergenotyp Behandlung
Isogener Unverwandter Mittel
Bestauber Bestauber
CMS 199 11,63 12,42 12,02
CMS 350 14,91 13,28 14,10
F1(CMS199xHF22) 22,95 22,65 22,80
Mittel
16,50 16,12 16,31

GD (0,05) Mutter x Behandlungskombination: 2,63




Ergebnisse 42

Fir die Anzahl Samen pro Pflanze und Anzahl Hilsen pro Pflanze zeigen sich

keine deutlichen Unterschiede zwischen den Behandlungen (siehe Tab. 32).

Tabelle 32: Anzahl Samen pro Pflanze und Anzahl Hulsen pro Pflanze in Abhan-
gigkeit von Muttergenotyp und Behandlung

Anzahl Samen/Pflanze Anzahl Hillsen/Pflanze

Muttergenotyp I;oge"ner Unverwandter Mitel Isogener Unverwandter Mittel

ebséf;\u- Bestauber Bestauber Bestauber
CMS 199 39,60 42,83 41,21 16,02 16,54 16,28
CMS 350 23,67 21,26 22,46 9,64 9,20 9,42
F1(CMS199xHF22) ~ 7598 75,74 75,86 25,12 24,46 24,79

Mittel
46,41 46,51 46,51 16,93 16,73 16,83
GD (0,05) fur Mutter x Behandlungskombination
9,37 3,07

Auch das Tausendkorngewicht der Muttergenotypen unterscheidet sich kaum zwi-

schen den Behandlungen (siehe Tab. 33).

Tabelle 33: Tausendkorngewicht [mg] der Muttergenotypen in Abhangigkeit von
der Behandlung

Behandlung
Muttergenotyp Isogener Unverwandter Mittel
Bestauber Bestauber
CMS 199 300,14 295,79 297,96
CMS 350 630,39 624,65 627,52
F1(CMS199xHF22) 303,79 299,76 301,78
Mittel
411,44 406,73 409,09

GD (0,05) Mutter x Behandlungskombination: 43,01
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4 Diskussion
4.1 Methodenkritik

4.1.1 Pflanzenmaterial

Fir die Untersuchung der Samenheterosis wurden 17 Genotypen verschiedener
Herkunft und Verwandtschaftsbeziehungen verwendet. Darunter befanden sich
einige Inzuchtlinien, die aus auf dem Markt erhaltlichen Sorten hervorgegangen
sind. Die Samengrolien variierten zwischen einem Tausendkorngewicht von 300g
und 1500g. Um den EinfluR der Samengrofie- bestimmenden Gene auf die Sa-
menheterosis analysieren zu kdnnen, war in Vorarbeiten die Kreuzung von He-
din/2 (minor, TKG ca. 350g) aus Schwabisch-Hall mit Pietranera (major, TKG ca.
1800g), einer groRsamigen sizilianischen Ackerbohne durchgefuhrt worden. Die
daraus hervorgegangenen Nachkommen waren in Generation F, auf Samengrolie
selektiert worden, der jeweils kleinste und gro3te F,-Same war bis zur Generation
F13 ingezlchtet worden, um die daraus resultierende kleinsamige Linie HP69 und
groRsamige Linie HP58 als nah verwandte Genotypen (Vollgeschwister) mit unter-
schiedlicher Samengrol3e fur die vorliegenden Arbeit verwenden zu kdnnen. Die
genetischen Ahnlichkeiten der betroffenen Genotypen wurden von Zeid et al.
(2003) untersucht. Pietranera konnte nach Analyse mit 477 polymorphen AFLP-
Fragmenten eng zu Polycarpe geklustert werden. Beide Linien gehdren zur Varie-
tat major und sind Gemiisebohnentypen aus dem mediterranen Raum. Die Ahn-
lichkeit war 0,672. Hedin wurde direkt zum kleinsamigen, 6sterreichischen Geno-
typ Kornberger Kleinkérnige geklustert. Beide Genotypen gehoéren der Varietat
minor an und stammen aus Deutschland bzw. Osterreich. Die Ahnlichkeit betrug
0,741. Polycarpe und Pietranera zeigten zu Hedin und Kornberger Kleinkornige
mit 0,590 eine geringe Ahnlichkeit, das war weniger als die durchschnittliche Ahn-
lichkeit von 8 mediterranen Ackerbohnen als Gruppe zu 40 europaischen minor-
Ackerbohnen als Gruppe, diese Ahnlichkeit lag bei 0,642. Es ist demzufolge
durchaus maoglich, dass wegen grof3er Distanz zwischen Hedin/2 und Pietranera
aus dieser Kreuzung Linien entstehen, die eine deutliche genetische Distanz zu
Hedin/2 aufweisen. Diese Distanz dieser Linien zum eigenen Muttergenotyp ist
eventuell nicht wesentlich kleiner als ihre Distanz zu anderen Genotypen des eu-
ropaischen minor- Genpools, wie das in Experiment 1 im Fall von Gobo-il1 ware.

Hedin hatte zu Gobo (in diese Linie ist nicht die grine Kotyledonenfarbe einge-
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kreuzt) eine relativ hohe Ahnlichkeit von 0,674, obwohl die beiden Linien nicht
direkt verwandt sind. Die genetische Ahnlichkeit zwischen den Linien HP58 und
HPG69 ist den Ergebnissen zu Folge nicht unbedingt deutlich hoher als inre Ahn-
lichkeit zu anderen untersuchten Genotypen. Das wurde erlauben, dass die Kreu-
zung dieser beiden Geschwisterlinien trotz ihrer Verwandtschaft eine hohe Sa-
menheterosis aufweist.

Drei der 17 Genotypen lieRen eine morphologische Differenzierung von fremd- vs.
selbstbefruchteten Samen durch grine Kotyledonenfarbe des Samens oder Feh-
len des schwarzen Punktes am Nektarium der Jungpflanze zu (siehe Kap. 2.1).
Die grune Kotyledonenfarbe wurde von Duc et al. (1999) an einem chinesischen
Ackerbohnengenotyp beschrieben. Ein monogen, rezessiv vererbter Defekt im
Chlorophyllabbau des reifenden Samens fuhrt zu der veranderten Farbe des Koty-
ledonengewebes (beschrieben bei Thomas et al., 1996). Dieses Samenmerkmal
lasst in den vorliegenden Experimenten eine Erkennung des Inzuchtstatus des
Samens bei Reife direkt auf der Mutterlinie zu. In Vorarbeiten war das Merkmal in
die Elitelinien Gobo und MarisBead eingekreuzt worden. Um einen moglichen di-
rekten Einflu der Kotyledonenfarbe auf das Samengewicht zu untersuchen, wur-
den in den Jahren 2004 bis 2006 Samengewichte von grinen und gelben im Iso-
lierhaus gewachsenen BC,F,- Samen der Genotypen MarisBead-il1 und Gobo-il1
gewogen. Im Jahr 2004 und 2005 wurden pro Genotyp drei Reihen mit jeweils
acht Pflanzen pro Reihe im Isolierhaus angebaut, in 2006 wurden pro Genotyp
acht Reihen mit jeweils acht Pflanzen pro Reihe im Isolierhaus angebaut. Die
Pflanzen wurden nicht in ihrer Ertragsstruktur normiert, alle Bluten wurden manuell
selbstbefruchtet. Die Samen einer Mutterpflanze waren in der gleichen Generati-
on und segregierten auf derselben Pflanze fur das Merkmal Kotyledonenfarbe,
sodass ein Heterosis- unabhangiger Vergleich der Samengewichte von Samen mit
grunen und gelben Kotyledonen madglich war. Die geernteten Samen wurden ein-
zeln gewogen, anschlieRend wurde die Samenschale angeschnitten, um die Koty-
ledonenfarbe zu ermitteln. Die Ergebnisse haben keine signifikanten Unterschiede
(Varianzanalyse nicht gezeigt) im Samengewicht der griinen und gelben Samen
ergeben. Die mittleren Samengewichte der auf Gobo-il1 geernteten Samen mit
gruner Kotyledonenfarbe lagen bei 568,81 mg, die Samen mit gelben Kotyledonen
wogen im Mittel 560,46 mg. Die Samengewichte der auf MarisBead-il1 geernteten

grinen Samen lagen bei 380,26 mg, die Samen mit gelber Kotyledonenfarbe wo-
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gen im Mittel 381,12 mg. Eine Veranderung des Samengewichtes aufgrund der
Kotyledonenfarbe ist den Ergebnissen zu Folge auszuschliel3en.

Generell I1asst sich anmerken, dass sich das fur diese Arbeit eingesetzte Saatgut
der Linien MarisBead-il1 und Gobo-il1 in der Ruckkreuzungsgeneration 2 befand
und daraus resultierend der Inzuchtstatus der selbstbefruchteten Samen nur 0,875
betrug, wahrend bei hoch ingeziuchteten (F-12) Linien von einem Inzuchtkoeffizien-
ten von 1,00 auszugehen ist. Der Vergleich von Selbstungssamen und Hybridsa-
men auf den Mutterpflanzen MarisBead-il1 und Gobo-il1 ist also ein Vergleich von
Samen mit Inzuchtkoeffizienten F= 0,875 zu F= 0,00, wahrend Selbstungssamen
und Hybridsamen auf hoch ingezlichteten Linien (z.B. HP69) einen Vergleich im
Inzuchtkoeffizienten F= 1,00 und F= 0,00 zulassen. Die Heterosis, die sich fur die-
se beiden Linien ergeben hat, ist demnach leicht unterschatzt, allerdings wurden
die Linien in den drei Versuchsjahren weiter ingezichtet, sodass eine abnehmen-
de Unterschatzung der Heterosis stattgefunden hat. Weitere Generationen reiner
Selbstung als Vorarbeit zu dieser Arbeit zur Erhdhung des Inzuchtkoeffizienten der
Linien MarisBead-il1 und Gobo-il1 hatten die Diskrepanz der Inzuchtkoeffizienten

der benutzten Elternlinien tberwunden.

4.1.2 Ertragsphysiologische Studien

Die ertragsphysiologischen Untersuchungen haben gezeigt, dass sich die Samen-
gewichte in Abhangigkeit von der Position der Infloreszenz auf der Pflanze veran-
dern; sie nahmen ab, je hoher die Hulse auf der Pflanze gewachsen war. Diese
EinfluRgroRRe auf das Samengewicht kann in den vorliegenden Experimenten ver-
nachlassigt werden, da fremd- und selbstbefruchtete Samen, wenn sie gemein-
sam auf einer Pflanze wuchsen, in gleichmafiger Verteilung wuchsen, entweder
abwechselnd nach Infloreszenz oder gemeinsam innerhalb einer Infloreszenz
(Hulse). Eine systematische Veranderung der mittleren Samengewichte von
fremd- oder selbstbefruchteten Samen durch die Position der Infloreszenz auf der
Pflanze kann ausgeschlossen werden.

Die Samenpositionen innerhalb einer Hulse zeigten sich fur alle untersuchten Ge-
notypen nicht signifikant unterschiedlich, sodass hier ebenfalls kein Einfluf auf
das Samengewicht vorherrschte.

Im Experiment 1 der vorliegenden Arbeit hat sich eine geringere Anzahl fremdbe-

fruchteter Hulsen pro Pflanze als selbstbefruchteter Hulsen pro Pflanze im Mittel
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uber alle Versuchsjahre und Genotypen ergeben. Dieser Unterschied dirfte ohne
Einfluld auf das Samengewicht sein, da sich lediglich der Stichprobenumfang und
damit der Standardfehler zwischen fremd- und selbstbefruchteten Hilsen unter-
scheiden. Die geringere Anzahl fremdbefruchteter Hilsen pro Pflanze im Vergleich
zu selbstbefruchteten wird die Schatzgenauigkeit der Gewichte der fremdbefruch-
teten Samen verringern, aber nicht zu einer systematischen Veranderung der Sa-
mengewichte fuhren. Gleiches gilt fur die Anzahl fremdbefruchteter- und selbstbe-
fruchteter Samen pro Pflanze.

Fir die Experimente 1 und 2 hat sich im Durchschnitt Gber alle Versuchsjahre und
Genotypen eine héhere Anzahl Samen pro Hulse im Falle der selbstbefruchteten
Hulsen ergeben, wahrend die fremdbefruchteten Hulsen in beiden Experimenten
mit weniger Samen besetzt waren (2,9 fremdbefruchtete Samen pro Hulse gegen-
uber 3,2 selbstbefruchtete Samen pro Hulse flr Experiment1; Experiment 2 mit
einem Verhaltnis von 2,6 zu 2,9). Dieser Effekt scheint eine Wirkung der manuel-
len Fremdbestaubung zu sein und fuhrt wohl nicht systematisch zu einer Verande-
rung der Samengewichte von Hybrid- und Selbstungssamen, da die Varianzanaly-
se flr das Merkmal Anzahl Samen pro Hulse keine nennenswerten und auch kei-
ne signifikanten Unterschiede zwischen Samengewichten in zwei- bis viersamig
besetzten Hulsen ergeben hat (siehe Abb. 6). Eine merkliche Erh6hung des Sa-
mengewichtes von fremdbefruchteten Samen aufgrund geringerer Samenzahl pro
Hulse kann nach diesen Befunden ausgeschlossen werden. Beim Genotyp HP58
finden sich allerdings aufgrund seiner Gro3samigkeit haufiger auch einsamige
Hulsen, deren Auftreten einen Effekt auf die Samengrofie haben dirfte (siehe
Abb. 6). Solche einsamigen Hulsen traten hier aber unabhangig von der Behand-
lung Kreuzung oder Selbstung auf. Ein Einflul® der Anzahl Samen pro Hulse auf
den Samengewichtsunterschied von fremd- und selbstbefruchteten Samen konnte
auch hier ausgeschlossen werden. Da auch die Ruckkreuzungssamen manuell
fremdbefruchtet und die F,-Samen durch Selbstbefruchtung hergestellt wurden,
beide aber den gleichen Inzuchtkoeffizienten haben, wirde zusatzlich hierdurch
bei der Schatzung der Heterosis ein etwaiger systematischer Effekt auf das Sa-
mengewicht vermindert. Diese Erwagungen sind bei den Experimenten 3 und 4,
wo ebenfalls HybridlUberlegenheit nachgewiesen wurde, gegenstandslos, da dort
sowohl Selbstung als auch Kreuzung Uber die nattrliche Fortpflanzung mit be-

staubenden Insekten ausgelost wurde.
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4.1.3 Nah-Infrarot-Reflexions-Spektroskopie (NIRS)

Die Identifizierung von fremd- vs. selbstbefruchteten Samen der in offener Be-
staubungssituation gewachsenen Samen wurde fur einige Elternkombinationen
anhand morphologischer Merkmale (Kotyledonenfarbe und Blutenfarbe) durchge-
fuhrt. Bei anderen Kombinationen von Genotypen, bei denen keine morphologi-
schen Merkmale zur Differenzierung zur Verfugung standen, wurden die Samen
mit Hilfe einer Diskriminanzanalyse, basierend auf Nah-Infrarot-Reflexions-
Spektroskopie (NIRS) gemessenen Spektraldaten, als fremd- oder selbstbefruch-
tet eingestuft. Die Zuteilung zu einer der beiden Gruppen (fremd- oder selbstbe-
fruchtet) geschieht nach Berechnung eines Ahnlichkeitswertes eines jeden Spek-
trums zu den Referenzproben (im vorliegenden Fall waren das von Hand fremd-
und selbstbefruchtete Samen der jeweiligen Elternkombination). Dabei werden die
kompletten Spektraldaten des jeweiligen Samens mit denen der Referenzprobe
verglichen. Es wird unterstellt, dass der mutterliche Selbstungssame sich in min-
destens einer NIRS- relevanten Inhaltsstoffkomponente deutlich von dem auf ihr
gewachsenen Kreuzungssamen unterscheidet und eine Gruppierung dadurch
moglich wird. In Anlehnung an Abel and Link (2004) wurde ein Spektrum (ein Sa-
me) bei einem Ahnlichkeitswert Uiber 1,55 zur Gruppe der Selbstungssamen oder
zur Gruppe der Kreuzungssamen zugeordnet.

Der Erfolg der Gruppierung wurde in der vorliegenden Arbeit anhand der ermittel-
ten Fremdbefruchtungsrate auf Plausibilitat gepruft, dabei wurden alle Eltern-
kombinationen mit angeblichen Fremdbefruchtungsraten zwischen 25% und 75%
(in Anlehnung an das naturliche Bestaubungsverhalten der Ackerbohne) als plau-
sibel eingestuft.

Es war nicht fur alle Elternkombinationen eine plausible Trennung zwischen
fremd- und selbstbefruchteten Samen mdglich. Insbesondere die Trennung zwi-
schen den Selbstungssamen der Mutterlinie Hedin/2 und den auf ihr gewachsenen
mit HP69 und HP58 bestaubten Hybridsamen war nicht moglich. Die Diskrimi-
nanzanalyse hat fast alle Samen dieser Elternkombination (80% im Fall von HP58,
100% im Fall von HP69) als fremdbefruchtet klassifiziert. Eine mogliche Ursache
daflr kann sein, dass die drei Linien miteinander verwandt sind und sich daher die
fremd- und selbstbefruchteten Samen in ihren Inhaltsstoffen nicht deutlich genug

unterscheiden. Allerdings schlug auch die Trennung zwischen Samen des Mutter-
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genotyps L2(MxCE) und F4[L2(MxCE) x Maya/2] fehl, die Diskriminanzanalyse
erbrachte eine angebliche Fremdbefruchtungsrate von 9%.

Die mittlere Fremdbefruchtungsrate der nach Diskriminanzanalyse als plausibel
eingestufen Kreuzungen lag bei 53% und entspricht damit den Angaben in der
Literatur (Link et al., 1994). Die Hybridiberlegenheiten im Experiment 4 variierten
zwischen -4,22% und 18,16% Mehrgewicht des fremdbefruchteten Samens Uber
seine mutterlichen Selbstungssamen. Dieses Ergebnis kann als Indiz fur die er-
folgreiche Klassifizierung zwischen fremd- und selbstbefruchteten Samen durch
die Diskriminanzanalyse gewertet werden, da bei rein zufalliger Einsortierung von
Samen in angeblich geselbstet und angeblich fremdbefruchtet keine Uberlegenheit
der fremdbefruchteten Samen Uber die selbstbefruchteten Samen im Samenge-
wicht zu erwarten gewesen ware. Als weiteres Argument zugunsten einer Uber-
wiegend korrekten Differenzierung zwischen fremd- und selbstbefruchteten Sa-
men kann angefiuhrt werden, dass die Hybridiberlegenheiten der Kreuzungen mit
den Muttergenotypen Gloria/5 und Gobo-il1, bei denen die Klassifizierung un-
zweifelhaft mittels morphologischer Marker durchgefuhrt wurde, mit 1,68% Hybrid-
uberlegenheit fur Gloria/5 im Mittel Uber alle Vater und 6,28% Hybridiberlegenheit
fur Gobo-il1 im Mittel Gber alle Vater, sich unspektakular in die Ergebnisse der an-
deren durch Diskriminanzanalyse untersuchten Kreuzungen eingliedern (siehe
Abb. 11).

AbschlieRend lasst sich sagen, dass die Diskriminanzanalyse auf Basis von
Spektraldaten als Methode zur Differenzierung zwischen fremd- und selbst-
befruchteten Samen in den vorliegenden Experimenten fur viele Kreuzungen of-
fensichtlich erfolgreich war, aber nicht bei allen Kreuzungen eine zuverlassige
Trennung zwischen fremd- und selbstbefruchteten Samen vorgenommen werden
konnte. Diese Methode ist den Ergebnissen zu Folge nicht fur alle Elternkombina-
tionen einsetzbar und die Kontrolimoglichkeiten sind begrenzt. Als alternative Me-
thode, oder zumindest als Erfolgskontrolle der Diskriminanzanalyse, hatte sich der
Einsatz molekularer Marker zur Klassifizierung von fremd- vs. selbstbefruchteten
Samen aus offenen Bestaubungsverhaltnissen angeboten; letztere wurden von

Gasim (2003) fur diesen Zweck bei Vicia faba eingesetzt.
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4.2 Samenheterosis

Fir alle durchgeflihrten Experimente mit Ausnahme des Experimentes 5 hat sich
die Hypothese bestatigt, dass fremdbefruchtete Samen grof3er werden als selbst-
befruchtete. Dabei schwanken die prozentualen Uberlegenheiten im Samen-
gewicht der Hybridsamen Uber die Selbstungssamen je nach Elternkombination
zwischen -4,22% und 19,68% betrachtlich. In Experiment 1 der vorliegenden Ar-
beit konnte bestatigt werden, dass selbstverstandlich maternale Effekte das Sa-
mengewicht hoch signifikant beeinflussen, dass aber auch der Samengenotyp so-
wohl Uber direkte Additiveffekte, als auch Uber direkte Dominanzeffekte einen
hoch signifikanten und bedeutenden Einflu auf sein eigenes Samengewicht hat.
Es wurde fur das genetische Individuum ,Same* signifikante Heterosis fur sein
eigenes Gewicht bei Reife nachgewiesen (siehe Tab. 12).

Das Gewicht eines Samens wird in zweierlei Hinsicht beeinflusst: Der Same
wachst auf seiner Mutterpflanze, deren Genotyp die Versorgung des Samens mit
Assimilaten und Phytohormonen steuert und damit auch die GréRe der auf ihr
wachsenden Samen beeinflusst. Zusatzlich hat der Same aber auch seinen eige-
nen Genotyp, dieser kann mehr oder weniger verschieden vom mutterlichen Ge-
notyp sein. Er nimmt Einflu auf sein eigenes Samengewicht. Die Abtrennung die-
ser beiden EinfluRgrélien voneinander |asst sich durch Vergleich von fremd- und
selbstbefruchteten Samen in beiden reziproken Kreuzungsrichtungen anstellen
(Davies, 1975; Melchinger et al., 1984; Dani and Kohel, 1989).

Die Untersuchung von Samen aus beiden reziproken Kreuzungsrichtungen bringt
zusatzlich noch weitere Vorteile mit sich. Der Vergleich des F1-Samengewichtes
mit dem mittleren Samengewicht der Eltern birgt bei Betrachtung nur einer rezi-
proken Kreuzungsrichtung eine Gefahr: Der vergleichbare mutterliche Selbstungs-
same wachst gemeinsam mit dem F4-Samen auf einer Pflanze, der vaterliche
Selbstungssame mul aber zwangslaufig auf einer anderen Pflanze wachsen. Ge-
rade weil das Samengewicht stark durch den maternalen Genotyp beeinflusst
wird, ist der Bezug des F{-Samengewichtes auf die mutterlichen und vaterlichen
Selbstungssamengewichte ungenigend. In diesem Fall kann das F1-
Samengewicht ausschliel3lich auf das mutterliche Selbstungssamengewicht bezo-
gen werden und daraus folgend wird bei Betrachtung nur einer reziproken Kreu-
zungsrichtung in der vorliegenden Arbeit nicht die Heterosis des Samengewichtes

(H), sondern vielmehr die Hybriduberlegenheit bezogen auf das mutterliche
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Selbstungssamengewicht (Hy) studiert. Die Untersuchung beider reziproker Kreu-
zungsrichtungen, wie in Experiment 1 vorgestellt, Gberwindet hingegen die Dis-
krepanz zwischen den elterlichen Samengewichten, indem der maternale Einflu®
geschatzt, bericksichtigt und durch Mittelwertsbildung eliminiert wird. Die Schat-
zung der genetischen Effekte mit ihrem Einflul3 auf das Samengewicht wird durch

die Untersuchung verschiedener Samengenerationen moglich (siehe Tab. 34).

Tabelle 34: Reziprokendifferenzen in verschiedenen Generationen (Melchinger et
al., 1984)

Reziprokendifferenz beeinflusst durch

Generation Reziprokendifferenz Maternale Effekte ZytOpllzaf?erP(?;iSChe
F1 AxB - BxA Ja Ja
Fo (AxB)® - (BxA)® Kaum Ja
BC Ax(AxB) - (AxB)xA Ja Nein

*AxB bezeichnet die Leistung der F1-Kreuzung zwischen Linie A (Mutter) und Linie
B; (AxB)® symbolisiert die Leistung der daraus durch Selbstung entstandenen Fo-
Kreuzung.

Verschiedene Studien deuten an, dass der Einflul3 des maternalen Genotyps und
des Samengenotyps je nach Merkmal variiert. So kann Davies (1975) durch Un-
tersuchungen von reziproken Kreuzungen an Erbsen einen grof3en maternalen
Einflul auf die Merkmale Samengewicht und Kotyledonen- Zellzahlen nachwei-
sen, reziproke F4-Genotypen einer Kreuzung grofdsamiger x kleinsamiger Erbsen
haben in F4, trotz gleichen Genotyps, unterschiedliche Phanotypen gezeigt. Die
F1-Samen, die auf der kleinersamigen Mutter gewachsen waren, zeigten ein deut-
lich geringeres Samengewicht und deutlich weniger Zellzahlen in den Kotyledonen
als vergleichbare F{-Samen der reziproken Kreuzungsrichtung, die auf der grof3-
samigeren Mutter gewachsen waren. Zusatzlich untersuchte er die Zellgewichte in
den Kotyledonen und fand, dass dieses Merkmal hauptsachlich vom eigenen Ge-
notyp des Samens determiniert wird. Unabhangig vom mutterlichen Genotyp wa-
ren die Zellgewichte der F1-Samen sehr ahnlich. Er beschreibt den maternalen
Einfluld als extrinsische Kontrolle eines Merkmals, wahrend der samengenoty-
pische Einflul® auf ein Merkmal als intrinsische Kontrolle beschrieben wird. Diese
beiden regulatorischen Grof3en unterscheiden sich in verschiedenen Merkmalen
und beschreiben eine gréRere oder geringere Ahnlichkeit des Fi-Samens zum da-

zugehdrigen mutterlichen Genotyp. Auch Grotehusmann und Rébbelen (1985)
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untersuchten Nachkommen 17 reziproker Kreuzungskombinationen an Ackerboh-
nen und fanden einen Entwicklungsvorteil bei Pflanzen einer reziproken Kreu-
zungsrichtung, die aus den jeweils grof3eren Samen erwachsen sind, obwohl die-
se genetisch identisch mit den Pflanzen der kleinsamigeren reziproken Kreu-
zungsrichtung waren. Sie konnten zusatzlich eine Ertragserhéhung in Abhangig-
keit von der Grolde der ausgesaten Samen nachweisen. Die Ergebnisse un-
terstreichen den starken maternalen Einflu auf die Samen bzw. Pflanzen.

Dani und Kohel (1989) untersuchten an vier Baumwolllinien und deren Reziproken
in den Samengenerationen P, F4, F», BC4 und BC, maternale und samengenoty-
pische Effekte auf die Merkmale Samengewicht und Olgehalt des Samens. Sie
fanden fur beide Merkmale signifikante heterotische Effekte. Auch diese Autoren
konnten fur das Samengewicht durch maternale Effekte bedingte Unterschiede
zwischen Samen aus reziproken F¢-Kreuzungen finden. Die Autoren fanden eben-
falls signifikante Additiveffekte fir das Samengewicht, was sich auch in anderen
Studien gezeigt hat (Suso and Cubero, 1986; Lemontey, 1999).

Duc et al. (2001) konnten signifikant hdhere Samengewichte von Hybridsamen
Uber Selbstungssamen bei Ackerbohnen nachweisen und fanden eine hoch posi-
tive Korrelation zwischen dem Samengewicht und der Kotyledonenzellzahl. Dieser
Zusammenhang konnte auch von Lemontey (1999) an Erbsen festgestellt werden.
Ebenso findet Davies (1977) die erhdhte Zellzahl in den Kotyledonen verschie-
dener Genotypen der Familie Vicia als Ursache fur das hohere Samengewicht und
fuhrt zusatzlich ein erhdhtes Zellvolumen an. Dartber hinaus konnte er einen Zu-
sammenhang zwischen ZellgroRe und DNA-Gehalt in der Zelle feststellen, der zu
groReren Samen fuhren kann. Die physiologischen Ursachen flur die Erhdhung
des Samengewichtes von Hybridsamen gegenulber Selbstungssamen wurden in
der vorliegenden Arbeit nicht studiert, die Kotyledonenzellzahl ware aber auch fir
das untersuchte Material ein interessantes Merkmal. Duc et al. (2001) beschreiben
die erhdhten Kotyledonenzellzahlen und das daraus resultierende erhdhte Sa-
mengewicht des Hybridsamens im Vergleich zum Selbstungssamen als Xenie, da
die Reaktion des Samengewichtes auf den Einflu des Pollens zurtickzuflhren ist.
Die Definition von Xenien wurde durch Focke (1881) gepragt und beschreibt den
Effekt des Pollens auf den Samen oder die Frucht. Tschermark (1932) schreibt
dazu: ,Unter echten Xenien versteht man die AuBerungen einer selbstandigen,

nicht von der Mutterpflanze abhangigen Vererbungsweise bestimmter Eigenschaf-
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ten der Samen im Gefolge von Fremdbestaubung. Dieselben benehmen sich da-
bei nicht wie blofl3e Teile der Mutterpflanze, sondern wie selbstandige Individuen.
Die betreffenden Sameneigenschaften verhalten sich bereits wie vegetative
Merkmale der aus den Samen hervorgehenden nachsten Pflanzengeneration...”
Es wird zwischen Samenxenien und Fruchtstandxenien unterschieden (Tscher-
mark, 1932). Unter den Samenxenien finden sich Farbxenien, wie die von Duc et
al. (1999) an Ackerbohnen beschriebene grine Kotyledonenfarbe, Formxenien,
wie die von Mendel gefundenen runden und runzligen Erbsensamen, Chemoxe-
nien und Grdélenxenien. Letztere beschreiben Erhdhungen in Grélke und Gewicht
des Samens als Effekt der vaterlichen Gene auf den Samen. Bei der Gewichtser-
héhung des Samens nach Fremdbefruchtung ist nicht zwangslaufig von einer
echten Grofdenxenie auszugehen, wenn die Veranderung des Samens nicht weiter
vererbt wird, weil von einer heterotischen Wirkung, induziert durch den fremden
Pollen, ausgegangen werden kann. Die Heterosis (Heterozygotie) als Ursache
einer Veranderung des Samengewichtes wird in der Literatur als falsche Xenie
beschrieben (Tschermark, 1932).

4.3 Heterosis der Biomasse

Die Korrelation zwischen der Samenheterosis und der Heterosis fur Biomasse,
gemessen an der Jungpflanze, ergab flur die sechs untersuchten Kreuzungen des
Experimentes 1 in der vorliegenden Arbeit eine positive Rangkorrelation von r=
0,65, welche auf jeweils einen Heterosiswert der sechs Elternkombinationen zu-
ruckgeht. Diese Korrelation ist mit vier Freiheitsgraden nicht signifikant von Null
verschieden. Wird die Korrelation basierend auf der reziprokenspezifischen Hete-
rosis, also mit jeweils zwei Werten pro Elternkombination errechnet, dann zeigt
sich mit den 10 Freiheitsgraden eine hoch signifikante Rangkorrelation (r= 0,76,
P=0,01) zwischen der Samenheterosis und der Heterosis fur Biomasse (siehe
Abb.12). Diese Feststellung fuhrt dazu, die Korrelation zwischen der Samenhete-
rosis und der Heterosis der Biomasse als abgesichert zu sehen. Die mittlere Hete-
rosis der Biomasse zwischen unverwandten Eltern betrug 4895,48 mg, zwischen
verwandten Eltern ergab sich im Mittel 3463,24 mg Heterosis. Daraus wird deut-
lich, dass die Heterosis der Biomasse fur Kreuzungen zwischen unverwandten
Eltern héher ist und damit den bekannten Grundsatzen der klassischen Heterosis

folgt. Die Heterosis fur Samengewichte verhalt sich hier gegensatzlich; mit 62,56
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mg mittlerer Heterosis zwischen unverwandten Eltern und im Mittel 113,00 mg

Heterosis bei Kreuzungen verwandter Eltern ist die Samenheterosis fur verwandte
Kreuzungskombinationen deutlich héher. Die hier vorliegende Verwandtschaft der
Eltern scheint fur die Auspragung der Samenheterosis - im Gegensatz zur Hetero-

sis der Biomasse - nicht von vorrangiger Bedeutung zu sein.
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Abbildung 12:Vergleich der reziprokenspezifischen Heterosis (H, [1] siehe Tab.13)
der Samengewichte und der Biomasse der Kreuzungen des Diallels in Experiment
1 in Abhangigkeit von der mutterlichen Samengroe und Verwandtschaft zwischen
den Kreuzungseltern [mg]

In ahnlichen Untersuchungen fanden Duc et al. (2001) an drei Ackerbohnen-
genotypen der Generationen P und F; identische Rangfolgen fir Samengewichte
und Biomasseproduktionen von Hybrid- vs. Selbstungssamen und folgern daraus,
dass die gewichtmaBige Uberlegenheit der Hybridsamen tber die Selbstungs-
samen ein friher Ausdruck von Heterosis ist. In Anlehnung an diese und die hier
vorgestellten Ergebnisse ware es praktisch moglich, durch Auswahl der schwe-
reren Samen wahrend der Saatgutvermehrung die Heterosis der spateren Popula-
tion zu steigern. Bond und Pope (1984, in Duc et a., 2001) fanden heraus, dass es
in Winterackerbohnen- Populationen durch Selektion groRer Samen zu Ertragser-
héhungen in der Population kam, was aulder dem ublichen, bekannten Effekt des

Herkunftswertes von Saatgut auch auf dem hier studierten Effekt beruhen kann.
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Ein Vergleich der Ergebnisse zur Heterosis der Biomasse und des Samengewich-
tes zeigt, dass die maternale Dominanzvarianz ohne signifikanten Einflu auf das
Samengewicht war (siehe Tab. 12) wohingegen die Biomasseproduktion der
Pflanzen signifikant durch die maternale Dominanzvarianz beeinflusst war (siehe
Tab. 15). Den Ergebnissen zu Folge konnte kein signifikant héheres reifes Sa-
mengewicht beobachtet werden, wenn die Samen auf Hybridpflanzen gewachsen
waren, als wenn sie auf ingezuchteten Mutterpflanzen wuchsen. Die Reduktion auf
acht Hulsen pro Pflanze scheint demnach zu einer ausreichenden Assimilatver-
sorgung der Samen geflhrt zu haben, die unabhangig vom mutterlichen Inzucht-
status war. Der signifikante EinfluR der maternalen Dominanzvarianz auf die Bio-
masseproduktion deutet allerdings an, dass Samen die auf Hybridpflanzen ge-
wachsen waren eine deutlich hdhere oberirdische Biomasseproduktion zeigten,
als vergleichbare Samen die auf ingezlchteten Mutterpflanzen wuchsen. Der In-
zuchtstatus der Mutterpflanze hat demnach Einflul3 auf den Samen, mdgliche Un-
terschiede in der stofflichen Zusammensetzung des Samens konnten hier eine

Erklarung bringen.

4.4 Konkurrenz um Ressourcen

Eine zu untersuchende Hypothese war, ob der Kontrast im Samengewicht von
Hybridsamen zum Samengewicht der Selbstungssamen gréfRer ist, wenn die Mut-
terpflanze unter Stress wachst, wenn also Konkurrenz um Ressourcen unter den
Samen herrscht. In zwei Experimenten wurde die Einwirkung verschiedener
Stress- bzw. Konkurrenzsituationen auf die Hybriduberlegenheit studiert.

In Experiment 2 steht die Konkurrenz um mutterliche Ressourcen zwischen den
fremd- und selbstbefruchteten Samen im Fokus. Dabei ist davon auszugehen,
dass die Samen insgesamt ausreichend mit Ressourcen versorgt waren, da alle
Mutterpflanzen in ihrer Ertragsstruktur auf acht Hulsen begrenzt wurden. Daher
kann ein mdglicher Kontrast im Samengewicht einzig durch Unterschiede in der
Aneignung dieser Ressourcen zwischen fremd- und selbstbefruchteten Samen
bestehen. Die drei Konkurrenzsituationen fuhrten in allen Mutter x Vaterkombi-
nationen zu einer positiven Hybridliberlegenheit des fremdbefruchteten Samens
uber das Samengewicht seines mutterlichen Selbstungssamens. Es ergaben sich
signifikante (P= 0,01) Unterschiede fir die Behandlung, die Hybridliberlegenheit
war statistisch signifikant. Auch die drei Konkurrenzsituationen unterschieden sich
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signifikant (P= 0,01) voneinander, wobei Konkurrenzsituation 3, fremd- und selbst-
befruchtete Samen wachsen auf getrennten Pflanzen, mit Abstand zu der grofdten
HybridUberlegenheit fuhrte. Entgegen der Hypothese haben die Konkurrenzsitua-
tionen, in denen fremd- und selbstbefruchtete Samen gemeinsam auf einer Pflan-
ze wuchsen im Vergleich zu der Konkurrenzsituation, in der sie auf getrennten
Pflanzen wuchsen, geringere Hybriduberlegenheiten induziert. Die geringste Hyb-
riduberlegenheit wurde in Konkurrenzsituation 2, fremd- und selbstbefruchtete
Samen wachsen gemeinsam in der Hulse, beobachtet. Diese hatte hypothesen-
gemal am groldten sein sollen, da die Konkurrenz zwischen fremd- und selbstbe-
fruchteten Samen hier am dichtesten ist.

Davies (1975) beschreibt an Erbsen, dass heterozygote Samen eine starkere As-
similataneignung zeigen gegenuber auf der gleichen Mutterpflanze wachsenden
homozygoten Samen. Untersucht wurden die Merkmale Kotyledonenzellzahl und
Samengewicht. Er weist zusatzlich darauf hin, dass Sink- Source Interaktionen
auftreten kdnnen, Genotypen sich in ihrer Aneignung und Bereitstellung von Res-
sourcen also unterscheiden und in verschiedenen Kombinationen erganzen kon-
nen. Auch Drayner (1959) vermutet, dass fremdbefruchtete Samen in Konkurrenz-
situationen den selbstbefruchteten tberlegen sind. In dieser Arbeit fuhrte das Vor-
handensein von Hybrid- und Selbstungssamen auf einer Pflanze zu einer niedrige-
ren HybridUberlegenheit, als wenn sie- wie in Konkurrenzsituation 3- auf getrenn-
ten Pflanzen wuchsen. Ein Grund fur die grofRe Differenz von fremd- und selbstbe-
fruchteten Samengewichten in Konkurrenzsituation 3 kénnte sein, dass die rein
selbstbefruchteten Pflanzen mehr und dadurch kleinere Samen pro Pflanze pro-
duziert haben als die rein fremdbefruchteten Pflanzen, was an der manuellen Be-
staubung der fremdbefruchteten Pflanzen liegen mag. Diese Deutung durfte auf
die Mutter Gloria/5 zutreffen, auf den rein selbstbefruchteten Pflanzen wuchsen im
Mittel 23,13 Samen, wahrend auf den rein fremdbefruchteten Pflanzen im Mittel
12,16 Samen wuchsen. Fur den Muttergenotyp MarisBead-il1 ist der Fall nicht
ganz so deutlich: Mit 23,15 Samen pro Pflanze auf den rein selbstbefruchteten
Pflanzen und 16,78 Samen auf rein fremdbefruchteten Pflanzen ist die Differenz in
der Anzahl Samen pro Pflanze in Konkurrenzsituation 3 auch vorhanden, aber
nicht so grol} wie die bei dem Muttergenotyp Gloria/5. Die geringere Anzahl Sa-
men pro Pflanze kann die groRe Hybridlberlegenheit von bis zu 19,68 % in Kon-

kurrenzsituation 3 erklaren. Eine weitere mogliche Erklarung konnte aber auch
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sein, dass bei gemeinsamem Vorhandensein von Hybrid- und Selbstungssamen
auf einer Pflanze, die hohere Assimilataneignung der Hybridsamen, wie sie von
Davies (1975) beschrieben wurde, auch fur die Selbstungssamen einen Vorteil
bringt und damit auch die Selbstungssamengewichte erhéht werden. Dadurch er-
gabe sich ein geringerer Schatzwert flr die Heterosis in Konkurrenzsituation 1 und
2 im Vergleich zur Konkurrenzsituation 3, wo die Selbstungssamen alleine wach-
sen. Dieser Ansatz setzt voraus, dass die gesamte Menge an von der Mutterpflan-
ze in Anspruch genommenen Ressourcen bei Anwesenheit von Hybridsamen
groler ist, als wenn ausschliellich selbstbefruchtete Samen auf ihr wachsen.

Das Ziel des Experimentes 3 war, durch terminalen Trockenstress die Ressour-
cenversorgung der Pflanzen einzuschranken und damit eine Stresssituation fur die
Samen zu erzeugen. Im Vergleich zum Experiment 2 ist hier von einer ein-
geschrankten Versorgung der Mutterpflanzen und der Samen auszugehen. Kon-
traste im Samengewicht zwischen fremd- und selbstbefruchteten Samen kénnen
hier durch Unterschiede in der jeweiligen Assimilataneignung der Samen und zu-
satzlich durch selektives, Stress- induziertes Verhalten der Mutterpflanzen hervor-
gerufen werden. Innerhalb des Experimentes 3 wurde zusatzlich getestet, welchen
Effekt Ertragsnormierungen auf die Hybridlberlegenheit haben.

Die Ergebnisse zeigen auch fur diesen Versuch signifikante (P= 0,01) Hybriduber-
legenheit Uber die mutterlichen Selbstungssamen. Die HybridUberlegenheit der
unter Trockenstress gewachsenen Pflanzen war im Mittel Gber alle Versuchsjahre
nicht signifikant héher als die von Pflanzen, die ohne Trockenstress gewachsenen
waren (siehe Tab. 24). Die Hypothese, der Kontrast im Samengewicht von fremd-
vs. selbstbefruchteten Samen ware starker unter Trockenstress, hat sich damit
nicht bestatigt. Die in der Literatur vorherrschende Meinung steht hier nicht im Ein-
klang mit den vorliegenden Ergebnissen.

So untersuchten Duc and Rowland (1990) Konkurrenzeffekte zwischen fremd- und
selbstbefruchteten Samen an zwei Ackerbohnenlinien an offen abgebliuhten Pflan-
zen. Sie fanden heraus, dass zwischen den sich entwickelnden Embryonen Kon-
kurrenz um Assimilate besteht und die Hybridsamen einen wettbewerblichen Vor-
teil haben. Dieser Vorteil liegt aber nicht in der Befruchtung an sich, es konnte kein
Vorzug des fremden Pollens bei Befruchtung festgestellt werden. Vielmehr kommt
es zu einer spateren Selektion unter den befruchteten Eizellen. Bookman (1983)

konnte nachweisen, dass der Muttergenotyp von Asclepias bei Angebot verschie-
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dener Pollenspender auswahlt, welche Hulsen ausgebildet werden. Zusatzlich
fand sie, dass die ausgewahlten Pollenspender zu einem héheren Samengewicht
und einer besseren Wuchsigkeit im Nachbau fuhrten, was die Autorin darauf
schlielen lasst, dass Pollenspender unterschiedlich geeignet sind, die maternalen
Ressourcen zu nutzen. Diese Ergebnisse wirden eine miutterliche Selektion zwi-
schen Pollenspendern unterstutzen, die gegebenenfalls unter Stress verandert
ware. In dem vorliegenden Experiment wurden die von der Mutterpflanze selektier-
ten Pollenspender nicht kontrolliert, es ware den Ergebnissen zu Folge aber
durchaus madglich, dass eine mutterliche Selektion stattgefunden hat, der eigene
Pollen wurde aber nachweislich nicht weniger bevorzugt als der fremde Pollen, da
sich keine Unterschiede in der Fremdbefruchtungsrate zwischen in Trockenstress
gewachsenen Pflanzen (40% Fremdbefruchtung) und ohne Trockenstress ge-
wachsenen Pflanzen (37% Fremdbefruchtung) ergeben haben. Dieses Ergebnis
steht in gewissem Kontrast zu den Untersuchungen von Mc Vetty and Nugent-
Rigby (1984, in Duc and Rowland, 1990), die eine signifikant hohere Fremdbe-
fruchtungsrate bei Ackerbohnen im heil3en und trockenen Jahr 1980 in Manitoba
feststellten, als im folgenden, vergleichsweise kuhlen und feuchten Jahr, und da-
mit eine Erhéhung der Fremdbefruchtungsrate unter Stress vermuten. Duc and
Rowland (1990) fanden eine signifikant (P= 0,01) hohere Anzahl von Hybridsamen
in den oberen Abschnitten der Infloreszenz. Dies erklarten die Autoren mit einem
mdglichen Vorteil fur die Hybridsamen in Stresssituationen, der erst in der Ent-
wicklung der oberen Hulsen einer Infloreszenz zur Geltung kommt, weil die Kon-
kurrenz um Assimilate dann groR3er ist. Das gefundene Mehrgewicht der Hybrid-
samen Uber die Selbstungssamen war bei ihren Untersuchungen nicht signifikant.
Ubertragt man die Ergebnisse auf die vorliegende Arbeit, so ware méglicherweise
auch hier mit einer Erhéhung der Fremdbefruchtungsrate in der Trockenstressva-
riante im Vergleich zur Variante ohne Trockenstress zu rechnen gewesen, was
aber nicht der Fall war. Allerdings stellen die Trockenstresshauser keine natirliche
Umwelt da, aufgrund der Bedachung mit wasserabweisender Folie ist innerhalb
der Hauser ein verandertes Klima vorzufinden, was das Verhalten der bestauben-
den Insekten beeinflussen kann. Auch unterscheiden sich die klimatischen Bedin-
gungen in den Stressvarianten, so ist mit einer deutlich hdheren Luftfeuchtigkeit
und grélReren Pflanzen in der bewasserten Variante zu rechnen. Diese umweltbe-

dingten Unterschiede kdénnen Einflu auf die Fremdbefruchtungsrate haben und
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den erwarteten Unterschied im Samengewicht von fremd- und selbstbefruchteten
Samen uberdecken.

Es hat sich in dem vorliegenden Experiment weder eine signifikante Erhdhung der
HybridUberlegenheit ergeben, noch wurde im Trockenstress eine hdohere Fremd-
befruchtungsrate beobachtet als in der bewasserten Variante. Die Stresssituation

zeigte keinen signifikanten Einflu} auf die Hybriduberlegenheit.

4.5 Verwandtschaft und Samengrof3e

Es konnte keine Reduktion der Samenheterosis in Kreuzungen von verwandten
(f= 0,5) Genotypen im Vergleich zu Kreuzungen unverwandter Genotypen nach-
gewiesen werden. Vielmehr fihrten in zwei Experimenten die Kreuzungen ver-
wandter Genotypen zu besonders grolien Hybridliberlegenheiten und Samenhete-
rosis. So zeigt im Experiment 1 die Kreuzung der verwandten Linien HP58 und
HP69 sogar die hochste Samenheterosis. Das konnte einerseits daran liegen,
dass die beiden Linien, wie in Kapitel 4.1 beschrieben, vermutlich keine deutlich
héhere genetische Ahnlichkeit zueinander aufweisen, als zu andern unverwandten
Linien und andererseits daran, dass sie sich in ihrer SamengroéRe (und demnach
den entsprechenden Allelen) sehr unterscheiden. Allerdings hat sich auch im Ex-
periment 4 fur die Kreuzung Troy/1 x Maya/2, deren Verwandtschaftskoeffizient
ebenfalls f=0,5 betragt (Troy war Muttergenotyp fur die Linie Maya) mit 18,16%
eine sehr hohe Hybriduberlegenheit ergeben (siehe Abb.11). Auf den ersten Blick
zeigte sich in der vorliegenden Arbeit kein ungunstiger Einflul von einer gewissen
Verwandtschaft (f= 0,5) auf die Samenheterosis. Dieses Ergebnis widerspricht der
im Kapitel 4.3 getroffenen Annahme, dass die Samenheterosis eine frihe Auspra-
gung der klassischen Heterosis an Pflanzen sei. Die Kontraste im Verwandt-
schaftsgrad der untersuchten Linien sind zwar relativ sicher, nicht sicher sind aber
die Kontraste der jeweiligen genetischen Ahnlichkeit. AuRerdem werden in der
vorliegenden Arbeit nur zwei Falle, f= 0,5 und f= 0,0 studiert, sodass tUber mogli-
che Unterschiede in der genetischen Basis der Samenheterosis und der klassi-
schen Heterosis hier keine abschlieRenden Folgerungen zu ziehen sind. Es
scheint, als konnte die Samenheterosis Uberwiegend eine frihzeitige Expression
der Heterosis im klassischen Sinne sein, sich aber andererseits auch genetisch

von ihr unterscheiden. Diese Ergebnisse kdnnten in detaillierten Studien auf der
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Basis von Distanzanalysen zum Einfluld der Verwandtschaft auf die Samenhetero-
sis gepruft werden, um hier sichere Aussagen treffen zu konnen.

Unter den untersuchten Genotypen befanden sich zwei sehr groRsamige Linien,
HP58 und L2(MxCE). Beide Linien wurden sowohl als Vater und auch als Mutter-
pflanzen in offener und kontrollierter Bestaubungssituation eingesetzt. Die Ergeb-
nisse zum Effekt der Samengrolie auf die Hybriduberlegenheit bzw. die Samenhe-
terosis sind etwas widerspruchlich. Die Linie HP58 fuhrt in Experiment 1 in allen
Kreuzungskombinationen, sowohl als Mutter als auch als Vater eingesetzt, zu ei-
ner hohen Samenheterosis. Auch unter naturlicher Bestaubung im Experiment 4
war HP58 Vater in zwei der funf Kreuzungen mit den héchsten Hybridlberlegen-
heiten (siehe Abb. 11). Fir den Genotyp L2(MxCE) ist die Situation anders: in kon-
trollierter Bestaubungssituation im Experiment 2 induziert der grol3samige Vater
keine hdhere Hybridliberlegenheiten im Vergleich zum kleinsamigen Bestauber-
genotyp Hedin/2 (siehe Tab. 17 und 20). Und auch unter natirlicher Bestaubung
im Experiment 4 zeigt sich keine signifikante Hybridiberlegenheit wenn L2(MxCE)
als Muttergenotyp eingesetzt wurde (siehe Tab. 27).

Die Frage des Einflusses von Samengréfie und genetischer Distanz der Eltern auf
die resultierende Samenheterosis soll am Beispiel des Experimentes 1 diskutiert
werden, da in diesem Experiment vier Linien verschiedener Samengrof3en und
Verwandtschaftsgrade untersucht wurden. Die Hybridsamen der verschiedenen
Elternkombinationen kénnen sich sowohl in ihrer Heterozygotie fir Samengrofen-
Allele als auch in dem Inzuchtkoeffizienten ihres Restgenoms unterscheiden (sie-
he Tab. 35). Ursprunglich war beabsichtigt, die beschriebenen Kontraste durch die
Auswahl der untersuchten Linien aufzubauen und zu studieren, die Ergebnisse
lassen nun aber Zweifel zu, ob das Restgenom von HP58 tatsachlich ahnlicher
dem von HP69 und dem von Hedin/2 ist (siehe Kap. 4.1.1) und ob die Kontraste
dadurch eindeutig darstellbar sind.
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Tabelle 35: Beabsichtigte genetische Ahnlichkeiten der Eltern fir SamengroRe
und Restgenom des Experimentes 1

Genotyp ~ oenetisch o ing HP58 HP69 Gobo-il1
ahnlich in
SamengrolRe / Nein Ja Ja
Hedin/2
Restgenom / Ja Ja Nein
Samengrolle / Nein Nein
HP58
Restgenom / Ja Nein
SamengrolRe / Ja
HP69
Restgenom / Nein
SamengrolRe /
Gobo-il1
Restgenom /

Die Gene fur Samengrolie in der Kreuzung von Hedin/2 und HP69 kdnnen keine
grolie Samenheterosis induzieren, weil beide Genotypen phanotypisch ahnliche
Samengrof3en haben und die Allele fur kleine Samen, aufgrund der Entstehung
der Linie HP69, abstammungsgleich sind. Die kleinsamige Linie HP69, die aus der
Kreuzung von Hedin (minor) und Pietranera (major) hervorgegangen ist, wird ihre
samengrofRenbestimmenden Allele hauptsachlich von ihrem kleinsamigen Mutter-
genotyp Hedin/2 geerbt haben, wahrend die gro3samige Linie HP58, die aus der-
selben Kreuzung hervorgegangen ist, in ihren samengroRenbestimmenden Allelen
hauptsachlich ahnlich zur grol3samigen Vaterlinie Pietranera sein wird. Die Gene
fur SamengrofRe sind demnach in der Kreuzung von Hedin/2 mit HP58 verschie-
den (heterozygot) und kdnnen Heterosis induzieren. Die Linie Gobo-il1 ist gene-
tisch unverwandt zu allen anderen untersuchten Linien und zeigt daher wohl zu
allen Linien keine Ahnlichkeit im Restgenom. Wenn die Samenheterosis malgeb-
lich und eindeutig durch die Heterozygotie des Restgenoms bestimmt ware, konn-
te fur die Kreuzungen mit der Linie Gobo-il1 im Mittel Gber alle Kreuzungen die
hochste Samenheterosis erwartet werden. Dies ist nicht der Fall. Im Mittel Gber
alle Kreuzungen zeigten die Kreuzungen mit HP58 die grofdte Samenheterosis.
Diese Linie fuhrt in allen Kreuzungskombinationen zu Heterozygotie fir Samen-
grolde, weil die drei anderen Linien zu ihr phanotypisch und genotypisch in der
Samengrof3e verschieden sind. Erwartungsgemal wiurde die Kreuzung von HP58
mit Gobo-il1 zu der groRten Samenheterosis fuhren, da in diesem Fall sowohl die
Samengrofle als auch das Restgenom unterschiedlich zueinander sind. Diese

Kreuzung flhrte mit 14,55% tatsachlich zu einer sehr hohen Samenheterosis, aber
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nicht zur hochsten. Allerdings flhrte diese Kreuzung zu der héchsten Heterosis flr
Biomasse (siehe Abb.12, Kapitel 4.3), was die These unterstutzt, dass im Gegen-
satz zur Heterosis der Biomasse, die Samenheterosis scheinbar weniger abhangig
von der Heterozygotie des Restgenomes ist und die Heterozygotie der samengro-
Renbestimmenden Gene von vorrangiger Bedeutung flr die Auspragung der Sa-
menheterosis ist.

Es findet sich im Experiment 1 ein deutlicher Zusammenhang zwischen mutterli-
cher SamengrofRe und Samenheterosis. Je grof3er die matterlichen Samen der
jeweiligen Kreuzung waren, desto mehr Samenheterosis konnte fur diese Kreu-
zung beobachtet werden, was auf dem héheren Niveau durch das héhere Samen-

gewicht beruhen kann.

4.6 Ertragswirkung

Im Experiment 5 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Einzelpflanzen-
ertrag von mit isogenem Pollen bestdubten CMS- Mutterpflanzen (im Sinne einer
Selbstbefruchtung) im Vergleich zu Ertragen der mit genetisch fremden Pollen be-
staubten CMS- Mutterpflanzen (im Sinne einer Fremdbefruchtung). Auch die An-
zahl Samen pro Pflanze, Anzahl Hulsen pro Pflanze und insbesondere das Tau-
sendkorngewicht unterschieden sich nicht signifikant zwischen den beiden Be-
handlungen. Es ist fur dieses Experiment demnach keine Hybridlberlegenheit der
fremdbefruchteten Samen Uber die selbstbefruchteten Samen im TKG gefunden
worden und deswegen bleibt unklar, ob der Einzelpflanzenertrag moglicherweise
angestiegen ware, wenn die Ubliche Samenheterosis aufgetreten ware. Generell
lasst sich anmerken, dass die eingesetzten CMS- Linien mdglicherweise fur diese
Untersuchungen wenig geeignet waren, einerseits weil sie in Einzelpflanzenertrag,
Tausendkorngewicht und Anzahl Samen und Hulsen pro Pflanze im Vergleich zu
den sonst ublichen Ackerbohnenlinien deutlich unterlegen sind; andererseits mag
die Sterilitdt der CMS- Mutterlinien zu einem untypischen Verhalten der Bestau-
berinsekten und zu Veranderungen in physiologischen Prozessen flihren, die in
den anderen Experimenten nicht auftraten. Immerhin wird in den Experimenten 4
und 5 unterstellt, dass die Bestauberinsekten die hauptsachliche Pollenfracht aus
der unmittelbaren Umgebung gesammelt haben, was zwar der Erfahrung ent-
spricht (Link and v. Kittlitz, 1989) aber nicht unbedingt fur die Verhaltnisse des Ex-
perimentes 5 gelten muR.
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4.7 SchluBbetrachtung

In der vorliegenden Arbeit konnte mehrfach die Hypothese 1 (siehe Kap. 1.3),
dass heterozygote Samen in ihrem Samengewicht den homozygoten Samen uber-
legen sind, bestatigt werden. Es wurde Heterosis fur das Samengewicht von bis
uber 18% nachgewiesen. Auch konnte gezeigt werden, dass der Samen selber
einen signifikanten Einflul3 auf sein eigenes Gewicht nimmt, sodass auch Hypo-
these 2 in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden konnte. Hypothese 3, die ge-
nomweite Heterozygotie des Samens ist entscheidend fur den heterotischen Effekt
auf seine GroRRe konnte nicht bestatigt werden; die Ergebnisse zum Einflufd der
verwandtschaftlichen Beziehung der Eltern auf die Samenheterosis waren uberra-
schend, es konnten keine abschlielienden Schllisse gezogen werden. In der vor-
liegenden Arbeit hat sich eine deutliche, hoch signifikante Korrelation zwischen
der Samenheterosis und der Heterosis der Biomasse ergeben, womit sich die
Hypothese 4 zunachst als bestatigt erwiesen hat. Wegen der Uberraschenden Be-
funde zu Hypothese 3 bleibt aber wohl ein gewisser Unterschied, der nach den
gesammelten Befunden zwischen der Genetik der Heterosis des Samens und der
Heterosis einer Jungpflanze vorliegt. Direkte Konkurrenz zwischen heterozygoten
und homozygoten Samen um mutterliche Ressourcen hat in den vorliegenden Un-
tersuchungen, entgegen der Hypothese 5, nicht zu einer Erhdhung der Hybrid-
uberlegenheit gefuhrt. Ebenso konnte keine Erhohung der Hybriduberlegenheit
nachgewiesen werden wenn die Mutterpflanze unter Trockenstress gewachsen
war. Hypothese 6, dass unter abiotischem Stress der Kontrast im Samengewicht
zwischen heterozygoten und homozygoten Samen grofer ist, hat sich hier nicht
bestatigt. Auch Hypothese 7, dass der Einzelpflanzenertrag gro3er ist wenn die
auf der Pflanze gewachsenen Samen heterozygot sind, hat sich hier nicht be-
wahrheitet, sollte aber an anderem Material weiter gepruft werden.

Die Ackerbohne hat sich fir die Untersuchung der Samenheterosis aufgrund ihrer
grollen Samen und des geringen Anteils an Endosperm (durchgehende Diploidie
des Samens) als besonders geeignet erwiesen. Weitere Grundlagen der Samen-
heterosis sollten in Folgearbeiten studiert werden. So bleibt unbeantwortet, welche
Gene fur die Auspragung der Samenheterosis relevant sind, und inwieweit diese
deckungsgleich sind mit den (ebenfalls noch Uberwiegend unbekannten) Genen,

die die klassische Heterosis der F1-Pflanze induzieren.
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Es sollen zuklnftig Untersuchungen zur mRNA- Expression durchgeflihrt werden.
Dabei sollen durch den Einsatz von Microarrays mogliche Unterschiede zwischen
Hybrid- und Selbstungssamen auf mRNA- Ebene studiert werden. Auch fur ent-
wicklungsstadien- spezifische Studien ist das untersuchte Material geeignet, um
moglicherweise auftretende Unterschiede in Wachstum und Zusammensetzung
zwischen Hybrid- und Selbstungssamen zu untersuchen.

Fir die Heterosisforschung zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass Heterosis
nicht erst an der F4-Pflanze, sondern friher, namlich bereits am F{-Samen auftritt,
und dass die Samenheterosis einerseits deutlich korreliert mit der Heterosis von
Jungpflanzen, also wohl insgesamt mit Heterosis auf Pflanzenebene, sich aber die
Erwartung von geringerer Heterosis bei Kreuzung zwischen verwandten Linien
hier in zwei Fallen nicht bewahrheitet hat. Hohe Heterozygotie derjenigen Gene,
die elterliche Unterschiede der Samengrdlie bewirken, fuhrte hier GUberwiegend zu
hoher Samenheterosis. Dieser Beitrag zur Beschreibung der Samenheterosis und
zur Aufklarung der genetischen Mechanismen, die ihr zugrunde liegen, sollte

durch weitere Studien erweitert und vertieft werden.
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5 Zusammenfassung

Heterosis, die Mehrleistung der Hybride Uuber das Mittel ihrer homozygoten Eltern,
ist ein viel untersuchtes genetisches Phanomen, das bis heute in seinen Ursachen
und Wirkmechanismen noch nicht vollstandig verstanden ist. Die klassische Un-
tersuchung der Heterosis wird an Merkmalen der Pflanze, wie dem Biomasse-
oder Korn- Ertrag und dem Tausendkorngewicht durchgefuhrt. In der vorliegenden
Arbeit wurde studiert, ob schon auf der Ebene des Samens als genetischem Indi-
viduum Heterosis ausgepragt wird. Ziel der Untersuchungen war, mogliche Unter-
schiede im reifen Samengewicht von heterozygoten und homozygoten Samen zu
finden. AuRerdem sollte der Einflul3 von elterlicher Verwandtschaft, elterlicher Sa-
mengrofie und von verschiedenen Stresssituationen auf diese Samenheterosis
analysiert werden und eine moégliche Verbindung zwischen der Samenheterosis
und der klassischen Heterosis untersucht werden. Darlber hinaus sollten Effekte
des Inzuchtstatus der Samen auf den Samenertrag ihrer Mutterpflanze untersucht
werden.

In drei Versuchsjahren wurden insgesamt 17 Ackerbohnenlinien (Vicia faba) ver-
schiedener Verwandtschaftsbeziehungen und Samengrofen in funf Experimenten
im Freiland, in offener und kontrollierter Bestaubungssituation, getestet. Zusatzlich
wurde ein Experiment zur Verbindung zwischen Samenheterosis und klassischer
Heterosis im Gewachshaus durchgefihrt. Die Differenzierung zwischen fremd-
und selbstbefruchteten Samen geschah entweder durch Handkreuzungen in sog.
Freiland-Isolierhdusern, oder es wurden in offener Bestaubungssituation morpho-
logische Marker zur Klassifizierung eingesetzt. Ferner wurde erprobt, inwiefern
fremd- und selbstbefruchtete Samen aus offener Bestaubungssituation mittels
Nah-Infrarot-Reflexions-Spektrometrie (NIRS) zu differenzieren sind. Durch Ein-
satz eines speziellen Kreuzungsschemas konnte die Samenheterosis beider rezip-
roker Kreuzungsrichtungen in verschiedenen Samengenerationen geschatzt wer-
den und eine biometrische Trennung der maternalen von den sameneigenen ge-
netischen Effekten vorgenommen werden.

Die Ergebnisse zeigen eine deutliche Uberlegenheit des Samengewichtes von
Hybridsamen Uber entsprechend vergleichbare ingeziichtete Samen; es konnte
somit Heterosis flur das Merkmal Samengewicht signifikant nachgewiesen werden,
sie lag je nach Kreuzung zwischen 0,36% und 18,44% Mehrgewicht des Hybrid-
samens Uber dem homozygoten Elternwert. Die Untersuchung beider reziproker
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Kreuzungsrichtungen hat ergeben, dass das Samengewicht signifikant (P= 0,01)
beeinflusst war durch maternal additive und zytoplasmatische Effekte, sowie durch
sameneigene Dominanz- und Additiveffekte. Direkte Konkurrenz um matterliche
Ressourcen fuhrte zu keiner Erhéhung der Hybriduberlegenheit, ebenso konnte
keine héhere Uberlegenheit der Hybridsamengewichte Uber die der Selbstungs-
samen nachgewiesen werden, wenn die Pflanze unter abiotischem Stress (Tro-
ckenheit) wuchs. Es wurde deutlich hdhere Heterosis gefunden, wenn der Ver-
gleich zwischen den Samengenerationen auf einem hohen Niveau der Samengro-
Re stattfand, als wenn es sich um kleine Samen handelte. Die Ergebnisse zeigen
tendenziell eine Erhéhung der Samenheterosis, wenn Heterozygotie fir die elter-
liche Samengrofie vorliegt, wahrend keinerlei Hinweis auf geringere Heterosis bei
Verwandtschaft der Eltern (f = 0,5; Geschwister-Linien bzw. Elter-Nachkomme)
nachgewiesen werden konnte. Dieses steht im Widerspruch zu klassischen Be-
funden der Heterosisforschung. Es konnte eine signifikante Korrelation (r= 0,76,
P= 0,01) zwischen der Heterosis der Samen und der Heterosis der Biomasse von
(aus diesen Samen erwachsenen) Jungpflanzen nachgewiesen werden, woraus
gefolgert wurde, dass die Samenheterosis dennoch, zumindest teilweise, ahnli-
chen genetischen Grundsatzen folgt wie die klassische Heterosis.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Heterosis schon im fruhen
Entwicklungsstadium der Pflanze, am Samen, signifikant, bedeutend und mit gro-
Rer Variation ausgepragt ist. Es konnte abgeleitet werden, dass besonders die
Heterozygotie flur Allele, die die SamengroRe der Eltern stark verschieden ausfal-
len lasst, in einem Samen dessen eigene Heterosis verursacht oder zumindest

wesentlich bestimmt.
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6 Summary

Heterosis, defined as the surplus performance of the hybrid over the mean of its
parents, is a well analysed phenomenon, and still since today its causes and
modes of action are not yet fully understood. Classical studies on heterosis are
carried out on traits of plants such as biomass, grain yield and thousand seed
weight. In the present study it was analyzed whether heterosis is already ex-
pressed at the level of the seed, which is a genetic individual on its own. The ob-
jective of the present analyses was to detect potential differences for mature seed
weight of heterozygous and homozygous seeds. In addition, the analyses focus-
sed on the impact of parental relationship, parental seed size and of different types
of stress on this seed heterosis. A potential connection between seed heterosis
and classical heterosis should be uncovered. Furthermore, potential effects of the
inbreeding status of the seeds on the seed yield of their seed parent plants were to
be studied.

A number of 17 faba bean (Vicia faba) lines with different genetic relationships and
seed sizes were used. Five experiments were carried out, in open field, either in
open or in controlled pollination. In addition, an experiment in the greenhouse was
carried out on the connection between seed heterosis and classical heterosis.

The identification of cross- and self-fertilized seeds was possible either because of
manual crossing in so-called open-field-isolation-cages, or, in case of open polli-
nation in the field, morphological markers were applied. Furthermore a study was
carried out on the usefulness of Near-Infrared-Reflectance-Spectrometry (NIRS)
for determining cross- vs. self-fertilized seed. A specific mating scheme was ap-
plied to estimate seed heterosis of both reciprocal cross directions across several
seed generations, and a biometrical separation of maternal from genuine seed-
caused effects was made possible.

The results showed a marked superiority of the weight of hybrid seeds over corre-
sponding inbred seed; significant heterosis for the trait seed weight could be evi-
denced, it depended on the actual cross and amounted to between 0.36% and
18.44% of weight increment of the hybrid seed over the homozygous parental
value. The analysis of the two reciprocal cross directions showed that the seed
weight was significantly (P=0.01) influenced by maternal additive and cytoplasmic
effects, and by dominance and additive effects of the seed itself. Direct competi-

tion for maternal resources did not lead to a larger hybrid superiority, as well as no
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larger superiority of hybrid seed over selfed seed was shown in cases of abiotic
stress (drought) of the seed parent plants. Markedly larger heterosis was detected
if large-seeded bean types were employed than if small-seeded beans were used.
The results showed a trend towards higher seed heterosis if there was heterozy-
gosity for the parental seed size, whereas there were no hints on smaller heterosis
in case or parental relationship (f = 0.5; sibling lines and parent-offspring). This is
in contradiction to classical findings of heterosis research. A significant correlation
was detected (r=0.76, P=0.01) between heterosis of seeds and heterosis for bio-
mass of young plants grown from these seeds. The conclusion was that seed
heterosis at least partially follows similar genetic principles as classical heterosis.
The results of the present thesis show that heterosis is significantly and markedly
expressed and shows large variation at a developmental stage of a plant as early
as the stage ‘seed’. Heterozygosity for alleles that make two inbred parents mark-
edly different for seed size was concluded to cause or at least substantially influ-

ence the heterosis of a seed that harbours these alleles.



Literaturverzeichnis

68

7 Literaturverzeichnis

Abdelmula, A. A., W. Link, E. von Kittlitz and D. Stelling, 1999: Heterosis
and inheritance of drought tolerance in faba bean, Vicia faba L..
Plant Breeding 118, 485-490.

Abel, S. and W. Link, 2004: High throughput identification of crossed vs.
selfed seeds in Vicia faba based on NIRS. Tagungsband: Fifth
European Conference on Grain Legumes. Editor AEP, Dijon,
France, 120.

Becker, H., 1993: Pflanzenzuchtung. UTB Eugen Ulmer Verlag, Stuttgart.

Birchler, J. A., D. L. Auger and N. C. Riddle, 2003: In search of the molecu-
lar basis of heterosis. Plant Cell 15, 2236-2239.

Bond, D. A. and M. Pope, 1984: Effect of seed source on performance of
faba bean varieties. In: Hebblethwaite. T. C. K. Dawkins, M. C.
Heath and G. Lockwood: Vicia faba: Agronomy, Physiology and
Breeding, Martinus Nijhoff/ Dr. W. Junk Publishers, Dordrecht, NL,
127-133.

Bookman, S. S., 1984: Evidence for selective fruit production in Asclepias.
Evolution 38(1), 72-86.

Borisjuk, L., H. Rolletschek, R. Radchuk, W. Weschke, U. Wobus and H.
Weber, 2003: Seed development and differentiation: a role for
metabolic regulation. Plant Physiol. 132, 1169-1206.

Chen, G. and J. Zhu, 2003: QGAStation 1.0. Software for classical quanti-
tative genetics. Developed by Guobo Chen and Jun Zhu. Institute

of Bioinformatics, Zhejang University, China.

Dani, R. G. and R. J. Kohel, 1989: Maternal effects and generation mean
analysis of seed- oil content in cotton (Gossypium hirsutum L.).
Theor. Appl. Genet. 77, 569-575.



Literaturverzeichnis

69

Davies, D. R., 1975: Studies of seed development in Pisum sativum. Planta
124, 297-302.

Davies, D. R., 1977: DNA contents and cell number in relation to seed size
in genus Vicia. Heredity 39(1), 153-163.

Drayner, J. M., 1959: Self- and cross- fertility in field beans (Vicia faba L.).
J. Agric. Sci. 53, 387-403.

Duc, G. and G. G. Rowland, 1990: The effect of ovule position on the fre-
quency of hybrid and inbred seed in faba bean. Can. J. Plant Sci.
70, 79-82.

Duc, G., F. Moussy, X. Zong and G. Ding, 1999: Single gene mutation for
green cotyledons as a marker for the embryonic genotype in faba
bean, Vicia faba. Plant Breeding 118, 577-578.

Duc, G., A. Moessner, F. Moussy and C. Mousset-Déclas, 2001: A xenia
effect on number and volume of cotyledon cells and on seed
weight in faba bean (Vicia faba L.). Euphytica 117, 169-174.

Focke, O. W., 1881: Die Pflanzenmischlinge. Borntrager, Berlin.

Fu, H. and H. K. Dooner, 2002: Intraspecific violation of genetic colinearity
and its implications in maize. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 9573-
9578.

Gallais, A., 1988: Heterosis: its genetic basis and its utilisation in plant
breeding. Euphytica 39, 95-104.

Gasim, S. E., 2003: Winter-hardy faba bean: applied genetic research on
the reproductive mode of the european gene pool. Cuvillier Gottin-

gen.



Literaturverzeichnis

70

Grotehusmann, G. and G. Rdbbelen, 1985: Effects of seed weight on the
performance of Vicia faba (L.). . Agronomy and Crop Science
155, 129-136.

Jacob, J. und E. J. Jager, 1987: Botanik. Kapitel 5. UTB Gustav Fischer
Verlag, Stuttgart.

Lemontey, C., C. Mousset- Déclas, N. Munier- Jolain and J. P. Boutin,
1999: Maternal genotype influences pea seed size by controlling
both mitotic activity during early embryogenesis and final endore-
duplication level and cotyledon- cell size in mature seed. Journal of
Experimental Botany 51, 167-175.

Link, W., W. Ederer, P. Metz, H. Buiel and A.E: Melchinger, 1994: Geno-
typic and environmental variation for degree of cross- fertilization in
faba bean. Crop Science 34, 960-964.

Link, W., W. Ederer, R.K. Gumber and A.E. Melchinger, 1997: Detection
and characterization of two new CMS systems in faba bean (Vicia
faba). Plant Breeding 116, 158-162.

Link, W. and E. von Kittlitz, 1989: Rate of cross-fertilization between

single plants and between plots. FABIS Newsletter, 36-39.

Lippmann, Z. B. and D. Zamir, 2006: Heterosis: revisiting the magic.
Trends in Genetics 23(2), 60-66.

Lapken, T., 2006: Untersuchungen zur Trockenheitsresistenz von vier ge-
netisch verschiedenen Gruppen von Ackerbohnen. Masterarbeit

and der Georg- August- Universitat Géttingen.

Mc Vetty, P. B. E. and J. Nugent- Rigby, 1984: Natural cross pollination of
faba beans (Vicia faba L.) grown in Manitoba. Can. J. Plant Sci.
64, 43-46.



Literaturverzeichnis 71

Melchinger, A. E., H. H. Geiger und F. W. Schnell, 1984: Analyse von Re-
ziprokendifferenzen in einer Versuchsserie mit Einfachhybriden
und deren F,- Nachkommenschaften bei Mais. Vortr. Pflanzen-
zuchtg. 5, 1568-172.

Meyer, R. C., O. Taérjék, M. Becher and T. Altmann, 2004: Heterosis of
biomass production in Arabidopsis. Establishment during early de-
velopment. Plant Physiology 134, 1813-1823.

Meyer, S., H. Pospisil, S. Scholten, 2006: Heterosis associated gene ex-
pression in maize embryos 6 days after fertilization exhibits addi-
tive, dominant and overdominant pattern. Plant Mol. Biol. 63(3),
381-391.

Reif, J. C., A. R. Hallauer and A. E. Melchinger, 2005: Heterosis and het-
erotic patterns in maize. Maydica 50, 215-223.

Schnell, F. W., 1982: A synoptic study of the methods and categories of
plant breeding. Z. Pflanzenzichtung 89, 1-18.

Searle, S. R., 1995: An overview of variance component estimation.
Metrika 42, 215-230.

Shull, G. H., 1908: The composition of a field of maize. Am. Breed. Assoc.
Rep. 5, 51-59.

Suso, M. J. and J. |. Cubero, 1986: Genetic changes under domestication
in Vicia faba L. Theor. Appl. Genet. 72, 364-372.

Thomas, H., M. Schellenberg, F. Vicentini and Ph. Matile, 1996: Gregor

Mendel's green and yellow pea seeds. Bot. Acta. 109, 3-4.

Tsaftaris, S. A., 1995: Molecular aspects of heterosis in plants. Physiol.
Plant 94, 362-370.



Literaturverzeichnis

72

Tschermark, E., 1932: Bemerkungen uUber echte und falsche GrofRen- Xe-
nien. Zeitschrift fir ZUchtung, Reihe A, Band 17, 447-450.

Utz, H. F. 1996: PLABSTAT. Ein Computerprogramm zur statistischen Ana-
lyse von pflanzenzichterischen Experimenten. Institut far Pflan-
zenzluchtung, Saatgutforschung und Populationsgenetik der Uni-

versitat Hohenheim

Uzarowska, A., B. Keller, H.-P. Piepho, G. Schwarz, C. Ingvardsen, G.
Wenzel and T. Lubberstedt, 2006: Comparative expression profil-
ing in meristems of inbred- hybrid triplets of maize based on mor-
phological investigations of heterosis for plant height. Plant Mol.
Biol. (2007) 63, 21-34.

Zeid, M., C. C. Schon and W. Link, 2003: Genetic diversity in recent elite
faba bean lines using AFLP markers. Theor. Appl. Genet. 107,
1304-1314.

Zhu, J. and B. S. Weir, 1994: Analysis of cytoplasmic and maternal effects
|. A genetic model for diploid plant seeds and animals. Theor. Appl.
Genet. 89, 153-159.

Zhu, J., 1997: Analysis Methods for genetic models. Agricultural Publication

House of China, Beijing.

Quellen im Internet:

http://www.wetterstation-goettingen.de. Abrufdatum : 19. Januar 2007

http://www.gseis.ucla.edu/courses/ed230bc1/cnotes1/interaction.html.
Education 230 B/C. Linear statistical models. Abrufdatum: 07. Marz 2007



Lebenslauf 73

Lebenslauf

Personliche Daten:

Name: Dieckmann, geb. Voges

Vorname: Susanne

Anschrift: Calenberger Strasse 28, 30169 Hannover
Geburtstag: 07.04.1978

Geburtsort: Hannover

Staatsangehdrigkeit: deutsch

Familienstand: verheiratet

Schulische Ausbildung:

1984 — 1988  Grundschule Wennigsen am Deister

1988 — 1990 Orientierungsstufe Wennigsen am Deister

1990 — 1994 Realschule Wennigsen am Deister

1994 — 1997 Oberstufe an der Integrierten Gesamtschule Hannover/
Muhlenberg, Abschluss: Abitur

Praktikum:
07/1997 — 08/1998 Landwirtschaftliches Praktikum

Studium:
10/1998 — 08/2003 Studium der Agrarwissenschaften an der Georg- August-

Universitat Gottingen, Abschluss: Master of Science

Beruflicher Werdegang:

01/2004 — 05/2007 Promotion im Department fur Nutzpflanzenwissenschaften,
DFG-Projekt: Genetische Analyse von Heterosis im jingsten
Stadium einer Pflanze, als Embryo, am Beispiel der
Fababohne (Vicia faba L.)



Danksagung 74

Danksagung

Mein gréBter Dank gilt Herrn Prof. Dr. Wolfgang Link fir die Uberlassung des The-
mas und die hervorragende wissenschaftliche Betreuung. Sein fachliches Interes-
se und personliches Engagement haben mein wissenschaftliches Verstandnis ge-
pragt und erweitert.

Auch Herrn Prof. Dr. Bernward Marlander mochte ich fir die Ubernahme des Kor-
referats und seine damit verbundene Flexibilitat herzlich danken.

Regina Martsch gilt mein besonderer Dank fur ihre unendlichen Bemuhungen und
ihren unermudlichen Einsatz auf dem Feld und im Gewachshaus. Auch an Silke
Wedemeyer geht ein grol3er Dank fir ihre Hilfe in meinem Projekt. Sie hat mir
durch ihr groRes Interesse viele Anregungen und Lésungen fur die praktische und
theoretische Arbeit gebracht. Weiterhin danke meinen lieben und fleiRigen Helfern
Ulrike Kierbaum, Nicole Ritgen- Homaryounfar, Antje Otten, Bianca Rimbach,
Andrea Rode, Claudia Torborg, Linda Jansson, Manuela Nagel, Anna- Lena Flux
und Iris Leineweber.

Flr das Wiegen der einzelnen Bohnen im Winter und die vielen Handgriffe im
Sommer danke ich ganz herzlich den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern der Abtei-
lung Pflanzenziichtung des Departments flir Nutzpflanzenwissenschaften und
hierbei ganz besonders Helmut Gehrke, Andreas Henn, Doris Freitag, Regina
Rosler und Ingrid Funke.

Fir die Bereitstellung des NIRS- Sondenaufsatzes und die Hilfe bei der Auswer-
tung der Spektraldaten danke ich Herrn Martin Hellmann und der Firma VOSS
GmbH, Hamburg.

Dr. Hans Weber danke ich fur das grof3e Interesse und die produktiven Anregun-
gen fur meine Arbeit.

Margit Dylla danke ich ganz herzlich flr die mihevollen Korrekturen.

Ich danke meinen lieben Kollegen Lamiae Ghaouti und Mustapha Arbaoui fur ihre
fachliche Hilfe und eine tolle gemeinsame Zeit.

SchlieRlich danke ich meiner kleinen und groRen Familie fur ihre grenzenlose Un-

terstutzung.

Diese Arbeit wurde im Rahmen des Forschungsschwerpunktes ,Heterosis bei

Pflanzen® von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) finanziert.



	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Heterosis
	1.2 Heterosis des Samens am Beispiel der Ackerbohne
	1.3 Zielsetzung

	2 Material und Methoden
	2.1 Pflanzenmaterial
	2.2 Standort
	2.3 Versuchsdurchführung
	2.4 Ertragsphysiologische Studien
	2.5 Experiment 1: Diallelanalyse
	2.5.1 Freilandversuche
	2.5.2 Biomasseversuche
	2.5.3 Datenanalyse


	2.6 Experiment 2: Konkurrenz
	2.6.1 Versuchsdurchführung

	2.7 Experiment 3: Trockenstress
	2.7.1 Versuchsdurchführung
	2.7.2 Datenanalyse

	2.8 Experiment 4: Natürliche Befruchtung
	2.8.1 Versuchsdurchführung

	2.9 Experiment 5: CMS Versuch
	2.9.1 Versuchsdurchführung
	2.9.2 Datenanalyse

	3 Ergebnisse
	3.1 Ertragsphysiologische Studien
	3.2 Experiment 1: Diallelanalyse
	3.2.1 Freilandversuche
	3.2.2 Biomasseversuche

	3.3 Experiment 2: Konkurrenz
	3.4 Experiment 3: Trockenstress
	3.5 Experiment 4: Natürliche Befruchtung
	3.6 Experiment 5: CMS Versuch

	4 Diskussion
	4.1 Methodenkritik
	4.1.1 Pflanzenmaterial
	4.1.2 Ertragsphysiologische Studien
	4.1.3 Nah-Infrarot-Reflexions-Spektroskopie (NIRS)

	4.2 Samenheterosis
	4.3 Heterosis der Biomasse
	4.4 Konkurrenz um Ressourcen
	4.5 Verwandtschaft und Samengröße
	4.6 Ertragswirkung

	5 Zusammenfassung
	6 Summary
	7 Literaturverzeichnis

