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»Was sich der Kerl nicht alles ausdenkt. Man is in einer Sorge mitm
Divisionsgericht, und der Mistkerl da hat mir gestern, wie man uns zum
Verhdr gefiihrt hat, lang und breit erkldrt, was das is, die Rose von

Jericho. «
Jaroslav Hasek , Die Abendteuer des braven Soldaten Schweijk, Ubers. Grete Reiner,

Reinbek 1960 (dt. Erstausgabe 1926), S. 272
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Summary VI

Summary

Dogroses are allopolyploids with mostly odd somatic chromosome sets (5x)
which are maintained by the fusion of monoploid sperm and tetraploid egg
cells. During the unique canina-meiosis two chromosome sets form bivalents,
while the remaining univalents were exclusively transmitted by the egg cell. It is
supposed that dogrose species hybridise frequently among each other,
however, genetic data were anecdotal so far. In this thesis, the frequency of
hybrid formation between the subsection Caninae and Rubigineae as well as the
genomic and transcriptomic consequences of these hybridisation events were
investigated.

Based on microsatellites it could be demonstrated that hybrids between both
subsections originated spontaneously in natural populations. However, hybrid
establishment was biased towards the involvement of non-reduced egg cells of
subsect. Rubigineae. These hybrids could morphologically differentiated to
some extent by multivariate analyses.

The composition, inheritance and expression of ribosomal RNA genes (rDNA) in
the subsections and their hybrids were studied with high-throughput
sequencing and fluorescence in-situ hybridisation (FISH). Rosa canina (Caninae)
contained predominantly Canina ribotypes, and co-localised 185/55 rDNA loci
occurred on bivalents; the rDNA of R. inodora (Rubigineae) was dominated by
the Rubiginosa-type and co-localised 185/5S rDNA loci occurred on univalents.
These differences in rDNA composition support the hypothesis of polyphyletic
formation of the subsections and thus of the canina-meiosis. The loci were
additively inherited to the hybrids, however, the Canina type was dominantly
expressed. The methylation and expression patterns were also mostly additively

inherited to the hybrids, but organ-specific differences were detected.

Keywords: Rosa canina, canina-meiosis, hybridisation, polyploidy
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Zusammenfassung

Hundsrosen sind Allopolyploide mit meist ungeradem somatischem
Chromosomensatz (5x), der durch die Verschmelzung monoploider Sperma-
und tetraploider Eizellen aufrechterhalten werden kann. Wahrend der
einzigartigen Canina-Meiose bilden zwei Chromosomenséatze Bivalente, die
restlichen Univalente werden nur Uber die Eizellen weitergegeben. Es wird
vermutet, dass Hundsrosenarten haufig miteinander hybridisieren, die
Datengrundlage dazu ist aber anekdotisch. In dieser Arbeit wurde sowohl die
Haufigkeit der Hybridbildung zwischen den Subsektionen Caninae und
Rubigineae als auch die genomischen und transkriptomischen Konsequenzen
dieser Hybridisierungsereignisse untersucht.

Anhand von Mikrosatelliten konnte dargestellt werden, dass Hybriden der
beiden Subsektionen spontan in natdrlichen Populationen entstehen, aber vor
allem unter Beteiligung nicht-reduzierten Eizellen der Rubigineae gebildet
wurden. Diese Hybriden konnten in multivariaten Analysen nur teilweise
morphologisch differenziert werden.

Die Zusammensetzung, Vererbung und Expression ribosomaler RNA-Gene
(rDNA) in  den Subsektionen und ihrer Hybriden wurde mit
Hochdurchsatzsequenzierungen und Fluoreszenz-/n-situ-Hybridisierung (FISH)
untersucht. In R. canina (Caninae) dominierten Canina-Ribotypen und
kolokalisierte 18S/5S rDNA Loci traten auf Bivalenten auf; die rDNA von
R. inodora (Rubigineae) wurde vom Rubiginosa-Typ bestimmt und die
kolokalisierten 18S/5S rDNA Loci befanden sich auf den Univalenten. Diese
Unterschiede in der Zusammensetzung der rDNA unterstiitzen die Hypothese
der polyphyletischen Entstehung der Subsektionen und damit auch der Canina-
Meiose. Die Loci wurden additiv an die Hybriden vererbt, allerdings wurde der
Canina-Typ dominant exprimiert. Die Methylierungs- und Expressionsmuster
wurden ebenfalls zumeist additiv an die Hybriden vererbt, es traten aber organ-
spezifische Unterschiede auf.

SchlUsselwdorter: Rosa canina, Canina-Meiose, Hybridisierung, Polyploidie
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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Polyploidie

Polyploidie wird als wichtiges Merkmal der chromosomalen Evolution vieler
eukariotischer Organismen angesehen (Otto & Whitton 2000; Mable 2003;
Gregory & Mable 2005; Albertin & Marullo 2012). Neue Technologien zur
Genomsequenzierung und die darauf aufbauenden bioinformatischen Analysen
zeigten, dass whole genome duplication (WGD), also Polyploidie, teilweise
mehrfach in der Evolutionsgeschichte vieler Eukaryoten vorkam (Amores et al.
1998; Postlethwait et al. 1998; Dehal & Boore 2005; Aury et al. 2006; Holland
et al. 2008; Van de Peer et al. 2009; McGrath & Lynch 2012; Hollister 2015).
Solche urzeitlichen Genomduplikationen werden auch als Paléaopolyploidien
bezeichnet. Diese evolutiondr signifikanten WGDs sind weit verbreitet in
Pflanzen und wurden auch in deren basalen Linien gefunden (Otto & Whitton
2000; Van de Peer et al. 2009, 2017; Jiao et al. 2011; Hollister 2015; Ruprecht
et al. 2017). Rezente Polyploidien sind ebenfalls weit verbreitet und treten auf
in Hefen (Campbell et al 2016), Protisten (Sleigh 1991), Asco- und
Basidiomyceten (Albertin & Marullo 2012; Campbell et al/ 2016), Algen,
Moosen, Farnen und héheren Pflanzen (Wyatt et al. 1988; Bischler & Boisselier-
Dubayle 2000; Kapraun 2005; Wood et a/l. 2009; Husband et a/. 2013), sowie in
Wirbel- und wirbellosen Tieren (Dowling & Secor 1997; Gallardo et al. 1999;
Gregory & Mable 2005).

Grant (1981) bezeichnete das Vorhandensein von drei oder mehr
Chromosomensatzen in einem Organismus als Polyploidie. Der Zustand in
welchem einzelnen Chromosomen oder Chromosomensegmente unter- oder
Uberreprasentiert sind, wird als Aneuploidie bezeichnet (Grant 1981).
Polyploidie kann Uber verschiedene Wege entstehen:

(1) Somatische Genomduplikation kann in Pflanzen und Tieren auftreten und
wird durch einen Fehler in der Mitose verursacht (Otto & Whitton 2000). Bilden
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sich auf diesem Weg unterschiedliche Ploidiestufen in verschiedenen Zellen
eines Organismus, wird dies als Endopolyploidie bezeichnet.

(2) Die Bildung nicht reduzierter Gameten (Keimbahnpolyploidie) qilt als
primarer Mechanismus bei der Polyploidisierung in Tieren und Pflanzen (Harlan
1975; Dowling & Secor 1997; Ramsey & Schemske 1998; Brownfield & Kdhler
2011; Mable et al. 2011; Albertin & Marullo 2012; Mason & Pires 2015). Fehler
in der Meiose fuhren dabei zu Nicht-Reduktion der Gameten. Aus Fertilisation
dieser 2n-Gameten koénnen polyploide Organismen hervorgehen. Wenn nicht
reduzierte Keimzellen (17 = 2x) mit haploiden (17 = 1x) Gameten befruchtet
werden, kdnnen triploide Nachkommen (217 = 3x) entstehen. Alternativ kdnnen
Triploidien auch ohne Beteiligung von nicht reduzierten Gameten ausgebildet
werden, wenn Kreuzungen von diploiden (277 = 2x) mit tetraploiden (27 = 4x)
Individuen stattfinden. Triploide Organismen sind, wenn sie lebensfahig sind,
meist steril, da in der Meiose die Parallelkonjugation homologer Chromosomen
gestort ist (Ramsey & Schemske 1998). Manche dieser Organismen vermogen
sich apomiktisch (Winkler 1908) fortzupflanzen oder durch Rulckkreuzung
wieder diploide Nachkommen zu bilden. Apomixis nach Winkler (1908) umfasst
Agamospermie, vegetative Vermehrung, Apogamie und Parthenogenese.
Kadereit et al. (2014) fassen ebenfalls Agamospermie und vegetative
Vermehrung unter Apomixis zusammen.

Die ,triploide Briicke" bezeichnet einen Prozess zur Bildung stabilisierter
Tetraploider (217 = 4x), bei dem die Produktion von nicht reduzierten Gameten
Vorrausetzung ist (Ramsey & Schemske 1998, 2002; Husband 2000). Zum
einen ist bei der Entstehung eines triploiden Organismus aus diploiden Eltern
die Fertilisation eines nicht reduzierten Gameten notwendig. Zum anderen muss
dieser triploide Organismus selbst nicht reduzierte Gameten produzieren,
welche wiederum mit einer haploidien Keimzelle fertilisiert werden. Der Weg
Uber eine triploide Zwischenstufe wird von einigen Autoren als sehr bedeutend
fir die Etablierung von stabilen Polyploidien eingeschatzt (Harlan 1975; Ramsey

& Schemske 1998; Husband 2004; Parisod et a/. 2010). In Pflanzen wurden
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viele verschiedene Mechanismen zur Bildung nicht reduzierter Gameten
beobachtet (Brownfield & Kohler 2011; Mason & Pires 2015). Die Fertilisation
nicht reduzierter Eizellen ist vielfach ursachlich fur Polyploidisierung (Otto &
Whitton 2000; Alves et al. 2001; Ramsey 2007). Genauso kdénnen aber auch
nicht reduzierte Pollen bei Pflanzen vorkommen (Ramsey & Schemske 1998),
wogegen diploide Spermazellen bei Tieren seltener erfolgreich sind (Otto &
Whitton 2000; Mason & Pires 2015).

(3) Desweiteren konnte auch Polyspermie bei Tieren und Pflanzen beobachtet
werden (Suarez et al. 1992; Ramsey & Schemske 1998; Otto & Whitton 2000;
Vigfusson 2009; Toda & Okamoto 2016). Polyspermie ist die Fertilisation einer
Eizelle durch mehrere Spermazellen, die zu lebensfahigen Polyploiden fiihren
kann.

Bei Tieren fuhrt Polyploidie haufig zu schweren Missbildungen oder zu nicht
lebensfahigen Nachkommen, was unter anderem ein Folge von physiologisch
bedingten Stérungen in der Embryogenese ist (Mable 2004). Bereits Muller
(1925) merkte an, dass in vielen Tieren das Geschlecht chromosomal
determiniert ist (Diozie) und Polyploidie wahrscheinlich die Entwicklung und
Fertilitdt eines der Geschlechter stort. Es ist nicht die tierische Ditzie per se, die
die Fahigkeit fur Polyploidisierung begrenzt, sondern Ditzie in Verbindung mit
einem genetisch degenerierten Geschlechtschromosom (XY/ZW), welches eine
Gendosiskompensation erfordert (Orr 1990; Collares-Pereira et al. 2013).
Tatsachlich ist Polyploidie in Tieren haufig mit parthenogenetischer
Reproduktion (Jungfernzeugung) assoziiert (Otto & Whitton 2000). Die meisten
Pflanzen besitzen dagegen beide Geschlechter in einem Individuum. FUr
Pflanzen scheinen multiplizierte Genome generell weniger problematisch zu sein
(Otto & Whitton 2000; Mable 2004).

Polyploidie wird traditionell in zwei Formen unterteilt: Auto- und Allopolyploidie
(Kihara & Ono 1926). Autopolyploidie wird fur Polyploidien verwendet, die aus
einzelnen Populationen, zwischen Okotypen oder Rassen einer Art hervorgingen

(Clausen et al. 1945; Grant 1953). Allopolyploidie beschreibt eine Form von
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Polyploidie, bei der additiv aus verschiedenen Arten stammende
Chromosomensatze in einem Organismus vervielfacht vorliegen. Dabei kénnen
Arten nicht nur nach dem Grad der pre- und/oder postzygotischen Isolation,
dem biologischen Artkonzept (Mayr 1942, 1982), definiert sein (Ramsey &
Schemske 1998). Bei Pflanzen finden meist morphologische und/oder
phylogenetische Artkonzepte Anwendung (Grant 1981; Wheeler & Meier 2000;
Wiley & Mayden 2000). Die Einteilung in Auto- oder Allopolyploidie birgt daher
ein gewisses Konfliktpotential (Tate et a/. 2005; Soltis & Soltis 2009; Doyle &
Sherman-Broyles 2017). Es ist immer von der taxonomischen Auffassung des
Autors abhangig, ob die polyploidiesierenden Vorlauferspezies zu einer Art
gehdren oder nicht. Neben der Einteilung nach dem Modus der Herkunft von
Polyploidie (intra- oder interspezifisch) kdénnen auch zytologisch-genetische
Kriterien gelten (Parisod et al. 2010). Ramsey & Schemske (2002) erwarten fur
Allopolyploide unter anderem Bivalente in deren Meiose und disomische
Vererbung. Autopolyploide haben nach zytologisch-genetischen Kriterien
multivalente Chromosomen (Stebbins 1947), nicht-praferenzierte
Chromosomenpaarung und multisomische Vererbung. Es ist bekannt, dass
Autopolyploidie und Allopolyploidie Endpunkte eines evolvierenden genetischen
Kontinuums reprasentieren (Stebbins 1947). Zwischenformen werden als
segmentale Allopolyploide bezeichnet und weisen eine Mischung von
disomischer und multisomischer Vererbung auf (Soltis et a/. 2016; Doyle &

Sherman-Broyles 2017).

1.2 Polyploidie und die Evolution der Angiospermen

In Angiospermen ist Polyploidie nahezu ubiquitar und groRe phylogenetische
Linien beinhalten rezente Polyploidien (Wood et al. 2009; Husband et a/. 2013;
Soltis, Visger, et al. 2014; Barker et al. 2016; Soltis & Soltis 2016; Soltis et al.
2016). In Gymnospermen ist Polyploidie dagegen eher selten (Ahuja 2005;
Wood et al 2009; Husband et al 2013). Unter Verwendung von

Chromosomenzahlungen und verschiedener Hypothesen, die die Trennlinie
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zwischen diploid und polyploid erklaren, wurde versucht die Haufigkeit von
rezenten Polyploiden in Angiospermen zu schatzen. Stebbins (1950, 1971)
schatzte, dass ~30-35% der Angiospermen polyploid seien. Soltis & Soltis
(2012) vermuteten zwischen 30% und 80% der Angiospermen seien rezente
Polyploide. Uber die Sinnhaftigkeit, strikt in Autopolyploidie und Allopolyploidie
einzuteilen und deren Haufigkeit zu quantifizieren, gibt es verschiedene
Meinungen (Barker et al. 2016; Doyle & Sherman-Broyles 2017; Spoelhof et al.
2017). Ramsey & Schemske (1998) schatzten, dass Autopolyploidie und
Allopolyploidie mit &ahnlichen Raten auftreten. Barker et al. (2016)
veroffentlichten Ergebnisse einer Metanalyse Uber die relative Haufigkeit von
Auto- und Allopolyploidie, um die unterschatze Menge an Autopolyploidien neu
zu bewerten (Soltis et al. 2007; Spoelhof et al. 2017). Sie ermittelten, dass
24% der untersuchen Gefalpflanzen polyploid sind, wobei 13% Autopolyploide
und 11% Allopolyploide waren (Barker et al/. 2016). Chromosomenspaltung und
—fusion ist Teil der Karyotypenevolution und hat verschiedene Pflanzenlinien
signifikant gepragt. Daher kann es partiell schwierig sein, Ploidiestufen
ausschlief3lich von zytologischen Daten abzuleiten (z.B. Harpke et al. 2015).
Interspezifisch kénnen GenomgroRen von Pflanzen sehr verschieden sein
(Dodsworth, Leitch, et al. 2015). Zu erklaren ist das hauptsachlich mit
Polyploidie, aber auch durch veranderliche Anteile an Repeat-Motiven, wie rDNA
oder transponierenden Elementen (Hancock 2002; Leitch & Leitch 2008; Soltis
et al. 2015).

Trotz deutlicher Hinweise auf alternierender WGDs in der evolutiondren Historie
der Blutenpflanzen (Wendel 2015) gibt es dennoch, entsprechend ihrer
Chromosomen(basis)zahl und Genkopien, ,diploide* Zytotypen. Genome
downsizing und Diploidisierung sind die Prozesse die wiederkehrende WGDs
ermoglichen, ohne  potentielle  Nachteile  von Polyploidie  (hohe
Chromosomenzahl, groRBe Genome, riesige Anzahl an Genkopien) zu
akkumulieren (Wendel 2015; Soltis et a/. 2016). Diploidisierung bedeutet nicht,
dass ein ursprunglicher Zustand wiederhergestellt wird. Der prinzipielle

Mechanismus des genome downsizing lauft Gber illegitime Rekombination und
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homologe intra-strang Rekombination ungleicher Repeat-Elemente ab (Devos et
al. 2002; Soltis et al. 2015). Das fuhrt zum Verlust repetitiver Sequenzen und
verkleinert das Genom (Soltis et a/. 2015). Die allermeisten der duplizierten
Gene gehen als Pseudogene (gene silencing) auf Grund eines verminderten
Selektionsdrucks verloren (Lynch & Conery 2000). Es existieren aber auch
Mechanismen, die duplizierte Genmodule erhalten und wahrscheinlich adaptive
Sub- und Neofunktionalisierung begunstigten, was zu mehr Komplexitat fuhrt
(Freeling & Thomas 2006; Freeling 2009; De Smet & Van de Peer 2012).
Dadurch erweitern sich die genregulatorischen Moglichkeiten des polyploiden
Organismus. Prozesse wie reziproker Genverlust und Subfunktionalisierung
kénnen uber mehrere Millionen Jahre stattfinden und andauernd eine
Artbildung Uber lange Zeitrdume vorantreiben (Van de Peer et al. 2009; Soltis
et al. 2015).

In der Vergangenheit wurde viel dartber debattiert, ob Polyploidie Evolution
und Artbildung voran treibt oder keinen langzeitlichen Einfluss hat (Stebbins
1950; Wagner 1970; Stebbins 1971; Levin 1983; Otto & Whitton 2000; Van de
Peer et al. 2009; Soltis et al. 2009; Heslop-Harrison 2012; McGrath & Lynch
2012; Soltis, Segovia-Salcedo, et al. 2014; Soltis, Visger, et al. 2014; Soltis &
Soltis 2016; Zhan et al. 2016; Ruprecht et al. 2017). Viele Argumente sprechen
daftr, dass Genomduplikationen gerade dann evolutionar erfolgreich sind, wenn
drastische Umweltveranderungen stattfinden (Comai 2005; te Beest et al. 2012;
Madlung 2013; Vanneste et al. 2014). Einige Autoren postulieren, dass
Polyploidie die Wahrscheinlichkeit des Aussterbens verringert, insbesondere
durch eine erhdhte Redundanz, reduziertes Risiko fur Mutationen und erhohte
Adaptions- und somit Evolutionsraten (Fawcett et a/. 2009, 2013; Van de Peer
et al. 2009; te Beest et al. 2012). Soltis & Soltis (2016) zeigten, dass bestimmte
Schlisselinnovationen im Zusammenhang mit vergangenen WGDs stehen.
Diversifikation als Folge von WGDs manifestiert sich durch ein gesteigertes
genetisches Potential zu biochemischen, physiologischen, morphologischen und

Okologischen Vorteilen (Soltis, Liu, et al. 2014; Soltis et al. 2015; Soltis & Soltis
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2016). Es finden sich starke Korrelationen zwischen Kladen mit hoher
Artenvielfalt bzw. hohen Diversifikationsraten und dem Vorkommen von
Paldopolyploidien (Cui et al. 2006; Fawcett et al. 2009; Soltis et al. 2009).
Schranz et al. (2012) stellte die Hypothese ,,WGD Radliation Lag-Time Model*
auf. Sie basiert auf der Beobachtung, dass Diversifikationsraten anscheinend
nach WGDs ansteigen. Die Diversifikation und Aufspaltung beginnt aber erst
nach einer /ag-Phase die mehrere Millionen Jahre andauern kann (Schranz et al.
2012; Tank et al. 2015). Dies deutet darauf hin, dass WGDs Diversifizierung
fordern, sie aber nicht bedingungslos verursachen (Tank et a/. 2015).

Andere Studien zeichnen dagegen ein Bild von Polyploidie als evolutionéare
Sackgasse (Wagner 1970; Stebbins 1971) oder allgemein als nicht bestandig
seiend (Mayrose et al. 2011, 2015; Arrigo & Barker 2012). Es wurde auch die
Hypothese aufgestellt, dass Polyploidie (und gesteigerter GenomgrofRe im
Allgemeinen) nachteilig sein kdnnte wegen des erhdhten Nahrstoffbedarfs (P,
N) fiir die Synthese zusatzlicher DNA (Leitch & Leitch 2008; Smarda et al. 2013;
Guignard et al. 2016). Bei zunehmendem DNA-Gehalt vergroBert sich der
Nucleus sowie das Zellvolumen nicht proportional (Melaragno 1993; Comai
2005). Ein differentielles Wachstum der Chromatin- gegeniber den
oberflachlichen ER-Membran-Komponenten des Zellkerns kénnte zu einem
Dosisungleichgewicht fihren, was regulatorisch negative Auswirkungen hatte
(Comai 2005).

1.3 Dynamik allopolyploider Genome

Polyploidisierung infolge von Hybridisierung (Allopolyploidie) ist ein weit
verbreitetes Phanomen (Soltis & Soltis 2009; Soltis, Visger, et al. 2014; Barker
et al. 2016). Ein Vorteil von Allopolyploiden (AABB) im Vergleich zu
homoploiden Hybriden (AB) ist die sofortige Bereitstellung von homologen
Chromosomenpaaren fur eine regular verlaufende Meiose (Ramsey & Schemske
2002). Damit wird eine zumindest partielle Fruchtbarkeit der Neoallopolyploiden

gewahrleistet. Neu entstandene Allopolyploide zeigen aber auch anormale
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Mitosen und Meiosen, infolge inkorrekter Paarung beider Subgenome wahrend
der Zellteilung. Homeologe Chromosomen kénnen durch inkorrekte Paarung
den normalen Ablauf der Meiose stéren und Multivalente und Univalente bilden
(Comai 2000; Moore 2002; Grandont et al. 2013; De Storme & Mason 2014).
Dies kann zu nicht reduzierten 2n Gameten fihren (Ramsey & Schemske 1998;
Grandont et al. 2013).

Mikroskopisch sichtbar auf den Chromosomen ist die nucleolus organizer region
(NOR), der Lokus der ribosomalen Gene (rDNA). Der rDNA-Lokus codiert
ribosomale 18S, 5.8S und 26S rRNA-Gene (35S rDNA), welche als tandem
arrays mit zahlreichen Kopien organisiert sind und in vielen zytogenetischen
und phylogenetischen Studien Verwendung fanden (Rogers & Bendich 1987;
Neves et al. 2005; Poczai & Hyvonen 2010). Wie in anderen multi copy
Genfamilien, wird die Sequenzhomogenitat der rDNA durch konzertierte
Evolution erhalten. Prozesse wie Rekombination und Genkonversion tragen
konzertierte Evolution (Liao 1999; Feliner & Rossell6 2012). Die rDNA in
Allopolyploiden ist im Vergleich zu der ihrer diploiden Vorlaufer-Arten sehr
dynamisch hinsichtlich ihrer Sequenzvariabilitit und Genomlokalisationen
(Volkov et al. 2007). Die rDNA-Repeats konnen durch Rekombination
homogenisiert werden (Matyasek et al. 2012). Aber auch unabhéngige nicht-
konzertierte Evolution wurde beschrieben, bei der eine rDNA-Homogenisierung
ausblieb (Hfibova et al 2011; Khaitova et al. 2014). Zudem kann sich die
Anzahl der rDNA-Loci in Neopolyploiden verandern (Kovarik, Dadejova, et al.
2008; Renny-Byfield et al. 2011).

Ausgelost durch die Interferenz der stammelterlichen Genome, bedingen
Genome downsizing und die darauffolgende Diploidisierung gravierende
genomische und transskriptomische Veranderungen. Das ist insbesondere
assoziiert mit der Reduktion der Chromosomenzahl und kann komplexe
chromosomale Neuorganisation beinhalten (Mandakova et al. 2012). Diese
reichen vom Verlust einzelner Chromosomen oder Chromosomenteile uber

Genverluste und Genstilllegung (gene silencing) bis hin zu Sub- oder
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Neofunktionalisierung  homeologer  Gene, insbesondere  genomischer
Neuorganisation repetitiver DNA-Elemente und epigenetischer Modifikation
(Comai 2000, 2005; Chen 2007; De Smet & Van de Peer 2012; Weiss-
Schneeweiss et al. 2013; Renny-Byfield & Wendel 2014; Soltis et al. 2015).
Diese Prozesse setzen sofort nach der Allopolyploidisierung ein und werden
auch als ,,genomic shock* bezeichnet (McClintock 1984). AuRerdem wird auch
vom transcriptomic shock* gesprochen, der die Genexpression und DNA-
Methylierungsmuster als epigenetische Auswirkung beschreibt (Buggs et al.
2011; Soltis et al. 2015).

1.4 Polyploidie in Populationen

Durch Allopolyploidie katalysierte Artenstehung setzt eine Serie von Ereignissen
mit vermeintlich geringer Wahrscheinlichkeit voraus. Dazu gehoren die Bildung
nicht reduzierter Gameten, Hybridisierung, Etablierung und Fortbestand der
Neo-Allopolyploiden (Levin 1975; Ramsey & Schemske 1998, 2002).
Umweltstress scheint die Haufigkeit der Bildung nicht reduzierter Gameten zu
begtinstigen (Ramsey & Schemske 1998; Brownfield & Kohler 2011; De Storme
& Geelen 2013; Mable 2013; Madlung 2013). Interspezifische Hybriden
produzieren haufiger als ihre Stammeltern nicht reduzierte Gameten (Ramsey &
Schemske 1998; Mason & Pires 2015). Hybridisierung kann als Reproduktion
zwischen genetisch verschiedenen Populationen definiert werden (Barton &
Hewitt 1985). Verschiedene Szenarien kénnen als Ergebnis der Hybridisierung
auftreten: (1) Kurzzeitige Persistenz als Folge von Sterilitdét oder ungunstiger
demographischer Situation [minority cytotype disadvantage (Levin 1975)].
Damit gilt dieses Szenario als tatsachliche evolutiondare Sackgasse. (2)
Entstehung von Hybridschwarmen, die verzégerte Homogenisierung ungleicher
Linien abbilden und/oder lokale Introgression selektiv favorisierter Allele
stimulieren und somit Artgrenzen verwischen lassen. (3) Der Ursprung einer

neuen Hybridspezies, entweder mit gleicher Ploidiestufe (homoploid) oder



Einleitung 10

inklusive Polyploidisierung (alloplolypoid) (Levin 1975; Arnold 1992; Arnold &
Hodges 1995; Abbott ef a/. 2013; Soltis 2013).

Allopolyploide entstehen haufiger durch multiple, polytope als durch einzelne,
monotope Hybridisierungsereignisse (Soltis & Soltis 2000; Weiss-Schneeweiss et
al. 2013). Zur reproduktiven Isolation und damit zur Artbildung ko&nnen
entstandene Barrieren beitragen, die Genfluss und Introgression begrenzen
(Wu 2001; Via 2009). Neben geographischer Isolation (Allopatrie) ist die
offensichtlichste  Unterbrechung des Genflusses eine chromosomale
Inkompatibilitat bedingt durch die Folgen der Allopolyploidiesierung (Grant
1981; Husband 2000). Zu diesen zahlen reziproken Genverlust oder silencing
duplizierter Gene/Genome entsteht (Van de Peer et al. 2009). Durch diese
Mechanismen der reproduktiven Isolation ist auch eine sympatrische
Artdifferenzierung Neo-Allopolyploider mdoglich (Soltis & Soltis 2009; Soltis
2013).

Postzygotische Isolation ist oft unvollstandig und natirliche Populationen
beinhalten haufig mehrere verschiedene Zytotypen, was evolutiondre Divergenz
als Prozess abbildet (Abbott et a/. 2013; Liu et al. 2015). Es kann auch eine
asymmetrische Hybridisierungsrichtung und deren resultierenden Zytotypen
bevorteilt sein (Tiffin et al 2001; Laport et al. 2016). Finden sich
unterschiedliche Zytotypen in gemischten Populationen, im gleichen Habitat
und/oder der gleichen 6kologischen Nische, kénnen fir Polyploide nachteilige
Effekte auftreten (Madlung et al/. 2005). Die geringere Abundanz polyploider
Zytotypen in gemischten Populationen verringert die Wahrscheinlichkeit
erfolgreicher sexueller Fortpflanzung, da paarungskompatible Genome seltener
sind. Dies fuhrt zur sogenannten minority cytotype disadvantage (Levin 1975;
Otto & Whitton 2000). Wege diesen Minderheitennachteil zu umgehen, sind
eine gesteigerte Klonalitat (Apomixis) oder eine teilweise invasive Kolonisation
allopatrischer Habitate und Adaption an neue 6kologische Nischen (te Beest et
al. 2012; Husband et al. 2013; Ramsey & Ramsey 2014). Deshalb finden sich
vielfach geographische Zytotypenverteilungen (Ramsey & Schemske 2002).
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Allopolyploide kénnen bei Umweltstress haufiger entstehen und bedingt durch
den gesteigerten Anteil genetischer Ressourcen, diesen zum Teil auch besser
bewaltigen. Das kann erklaren, warum viele rezente Polyploide in extremer
Umwelt wie der Arktis vorkommen (Soltis et a/. 2015). Der Erfolg allopolyploider
Pflanzen hangt von einer fixierten Heterosis, neuer Genkombination und
Pufferung negativer Allele ab (Comai 2005).

In stabilen Okosystemen mit hoch angepassten Inhabern existierender Nischen
sind neu entstandene Allopolyploide mdbglicherweise nicht im Stande zu
konkurrieren, da ihre Fitness durch genomische Interferenz und einem
maoglichen minority cytotype Effekt herabgesetzt ist (Ramsey & Schemske 2002;
Mallet 2007; Van de Peer et al. 2009). Dies gilt insbesondere in Bezug auf ihre
diploiden Vorfahren. Fir etablierte Allopolyploide wurde vielfach eine
Nischenverschiebung postuliert (Levin 1975, 2003). Der Fortbestand von
polyploiden Linien kann begunstigt werden, wenn Polyploide der Konkurrenz
entkommen, indem sie in unbesetzte Nischen ausweichen. Verschiedene
Allopolyploide zeigen aber eine zumindest teilweise geographische Sympatrie
und abiotische NischenuUberlappung mit einem ihrer Vorlaufer (Glennon et al.
2014; Marchant et al. 2016). Modellierungen von Fowler & Levin (2016)
konnten zeigen, dass die Parameter Populationsgrolie, individuelle Fruchtbarkeit
und Nischendifferenzierung, sowie Selbstungsraten zur Uberwindung des
minority cytotype disadvantage den groften Einfluss auf den Etablierungserfolg
von Neo-Allopolyploiden haben. Mikroklimatische Faktoren koénnen ebenfalls
eine Rolle bei der Etablierung spielen (Parisod & Broennimann 2016; Segraves
2017). Ebenso konnen Polyploidien die Wechselwirkungen mit anderen
Organismen, wie Bestauber, Herbivoren oder Pathogenen beeinflussen und

gleichzeitig die Okologie dieser Arten verandern (Segraves & Anneberg 2016).
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1.5 Das Modell Hundsrosen (Rosa L. Sekt. Caninae (DC.) Ser.)

Rosen sind ein prominentes Beispiel fiir die komplexe Evolution in Polyploiden.
Die Systematik der Gattung ARosa L. basiert auf Rehder (1940) mit
Aktualisierungen nach Henker (2000), Wissemann (2003) und McNeill et al.
(2006). Die morphologisch basierte Klassifizierung der Gattung Rosa ist nur zum
Teil durch phylogenetische Untersuchung gestutzt (Wissemann & Ritz 2005;
Bruneau et al. 2007; De Riek et al. 2013; Fougere-Danezan et al. 2015; Zhu et
al. 2015). Die Gattung Rosa wird in vier Untergattungen gegliedert. Die
bedeutendste und grofite Untergattung Rosa wird wiederum in 10 Sektionen
unterteilt. Die Sektion Caninae (DC.) Ser. (Hundsrosen s./) ist in mehrere
Subsektionen geordnet und beinhaltet ausnahmslos polyploide Arten (2n = 4x-
8x = 28-56) (Klasterska 1969; Klasterska & Klastersky 1974; Koncalova &
Klastersky 1978; Matecka & Popek 1982, 1984; Pachl 2011). Die Gattung Rosa
ist ein holoarktisches Florenelement der Nordhemisphere (eine Ausnahme mit
R. abyssinica R.Br. in Ostafrika), wobei die ca. 60 Arten der Sektion Caninae
hauptsachlich in Europa und Westasien verbreitet sind (Henker 2000; Kurtto et
al. 2004). Hundsrosen sind Straucher und kommen an offeneren Standorten mit
schwach sauren bis schwach basischen, meist kalkhaltigen Boden vor (Henker
2000). Die Taxonomie der Hundsrosen gilt als schwierig, da Kkorrelierte
morphologische Merkmale zur Artbestimmung verwendet werden (Christ 1873;
Keller 1931; Henker 2000; Wesenberg et al. 2015). Zudem sind Hundsrosen zu
Apomixis und Selbstung befahigt (Werlemark 2000), sowie zu haufiger inter-
und intrasektioneller Hybridbildung (Henker 2000).

Spezies der beiden Subsektionen Caninae (Hundsrosen s.str.) und Rubigineae
H. Christ (Weinrosen) dienten als Modellorganismen in der vorliegenden Arbeit.
Innerhalb der Subsektion Rubigineae kdnnen Morphotypen mit runder
Blattchenbasis und drisigem Blatenstiel als Rosa rubiginosa Aggregat
zusammengefasst werden (Christ 1873; Henker 2000). Abgrenzend dazu
existieren Rubigineae-Morphotypen mit spitzwinkliger Blattchenbasis und

unbedristem Blutenstiel, die das Rosa elljptica Aggregat bilden. Die
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untersuchten Arten werden der Reihenfolge nach in L-Typ (lat. /axus = locker),
L/D-Typ (intermediar zwischen L- und D-Typ) und D-Typ (lat. densus = dicht)
eingeteilt (Reichert 1998; Henker 2000). Das R. rubiginosa Aggregat umfasst
die Arten R. rubiginosa L., R. greml/ii (Christ) Gremli und R. micrantha Sm. und
das R. elliptica Aggregat beinhaltet R. elljptica Tausch, R. inodora Fr. und
R. agrestis Savi. Von der Subsektion Caninae waren die Arten R. canina L.,
R. subcanina (Christ) Vuk. und AR. dumalis Bechst. mit unbehaarter
Blattchenunterseite, sowie R. corymbifera Borkh. und R. subcollina (Christ) Vuk.
mit behaarter Blattchenunterseite Gegenstand der Studien.
Bestimmungsrelevante Merkmale der aufgefuhrten Arten finden sich in Figure 1
im Manuskript Il (Herklotz et al. 2017). Varietaten wurden dort nur teilweise
bertcksichtigt (z.B. R. canina var. andegavensis (Bast.) Desp.).

Hundsrosen sind allopolyploid und ihr hybridogener Ursprung mit anderen
Sektionen geht von einer vermutlich ausgestorbenen diploiden Ur-Hundsrose
aus (Wissemann & Hellwig 1998; Wissemann 2000; Ritz et al. 2005).
Gemeinsames Merkmal der Caninae ist unter anderem eine einzigartige Meiose.
Eine balancierte Heterogamie, die auch als Canina-Meiose bezeichnet wird,
ermoglicht den meist pentaploiden Hundsrosen (Z2n = 5x = 35) trotz
ungeradem Chromosomensatz sexuelle Fortpflanzung (Tackholm 1920, 1922;
Blackburn & Harrison 1921). Mit einer chromosomalen Basiszahl von x = 7
rekombinieren wahrend der meiotischen Syndese nur 14 homologe
Chromosomen, was eine Bivalentenbildung (Diakinese) von 2 Subgenomen
bewirkt. Die restlichen (14-)21(—-49) Chromosomen verbleiben entsprechend
der somatischen Ploidiestufe ungepaart als Univalente.

In der Mikrosporogenese werden monoploide Pollen (Zn = 1x = 7) mit einem
Bivalenten-Chromosomensatz gebildet. Wahrend die Bivalente in der
Anaphase I zu den Polen wandern, verbleiben die Univalente in der
Aquatorialebene und werden in Chromatiden gespalten. Die durchgangig
verlangsamte Migration der Univalenten-Chromatiden fihrt dazu, dass sie in der

Telophase | die Pole nicht erreichen. In der Anaphase Il wandern je 7
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Bivalente-Chromatiden zu den tetradischen Polen. Die Univalente-Chromatiden
sind irregular innerhalb der jeweiligen parallelen Platte verteilt. Das fihrt zur
Bildung von Telophasen-Kernen, welche Bivalente und teilweise auch
Univalente enthalten, sowie zusatzlichen Zwergkernen die nur Univalente-
Genomanteile einschlieBen. Laut Tackholm (1920, 1922) sind nur Pollen, die
ausschlieBBlich Bivalente besitzen lebensfahig. Mikrosporen mit Anteilen von
Univalenten degenerieren. Der Anteil an fertilen Pollen liegt in Hundsrosen
wahrscheinlich daher bei ~10% (Herklotz & Ritz 2014).

Die Megasporogenese in der Sektion Caninae zeichnet sich dadurch aus, dass in
der Metaphase | die Univalente mikropylar zur Aquatorialebene (oberhalb)
ausgerichtet sind. Die Bivalente migrieren in der Anaphase | regular zu den
Polen. Nur der mikropylare Teil, mit Bivalenten und Univalenten, entwickelt sich
zur Eizelle weiter. Die Ploidie der Eizellen (1n = 3x-7x =21-49) hangt vom
ausgehenden somatischen Zustand ab. Bei einer pentaploiden Hundsrose (2n =
5x = 35) entstehen tetraploide Eizellen (17 = 4x = 28). Die Canina-Meiose ist
ein hemisexueller Vorgang, weil sie gleichermalien sexuelle Rekombination
(Bivalente) und apomiktische Vererbung kombiniert (Nybom et a/. 2004, 2006).
Durch die Heterogamie und die daraus resultierende betont matrokline
Vererbung (exklusiv maternal vererbte Univalente) ahneln die Nachkommen bei
Hundsrosen stark dem miutterlichen Elter. Nybom et al. (2004) stellten die
Hypothese auf, dass immer dieselben Genome Bivalente bilden und vererbt
werden, wohingegen die Kombination mit unterschiedlichen Univalenten-
Subgenome die verschiedenen Spezies definieren. Dies fuhrte unter anderem zu
der Folgerung, die Bivalente reprasentierten ein diploides Genom einer
ausgestorbenen oder verschollenen Ur-Canina (Ritz et al. 2005; Nybom et al.
2006; Kovarik, Werlemark, et al. 2008).

Hundsrosen sind keine klassischen Modellorganismen. Die besondere Vererbung
durch die Canina-Meiose vereint rekombinatorische Aspekte polyploider
Genome (Bivalente) und einen statischen Zustand nicht-rekombinativer Genome

(Univalente). Die Caninae sind durch urzeitliche Allopolyploidisierung
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entstanden und es findet rezente Hybridisierung statt. Das bietet eine
einzigartige Madglichkeit, die genetischen und epigenetischen Konsequenzen
einer nicht-balancierten elterlichen Konstitution bei polyploider Hybridisierung

zu erforschen.

1.6 Zielstellung

Manuskript | Fur die Hybridentstehung innerhalb der Sektion Caninae sollte
geklart werden, ob Hybriden sich unabhangig voneinander etablieren (polytopic
origin) oder ob es einzelne Hybridisierungsereignisse mit anschlieBender
Verbreitung gab (monotopic origin). Mit Ploidiestufen- und Mikrosatelliten-
Analysen habe ich gemischte Populationen Uber eine grolle geografische
Distanz untersucht. Es wurde die Haufigkeit reziproker Hybriden quantifiziert.
Die Frequenz von Neo-Allopolyploidie unter Beteiligung nicht reduzierter
Gameten war dabei von besonderem Interesse.

Manuskript Il Die schwierige Taxonomie der Hundsrosen ist bedingt durch
ihre allopolyploide Evolution, die Canina-Meiose und durch héaufige
Hybridbildung. Es wurde nach morphologischen Merkmalen gesucht, um die
Ploidiestufen bzw. Hybriden eindeutig unterscheiden zu kodnnen. Untersucht
wurden gemischte Populationen in Deutschland. Zytologische, genetische und
morphologische Analysen sollten mit der aktuellen Taxonomie verglichen
werden.

Manuskript 11l Es wurde nach Unterschieden in rekombinierenden und nicht-
rekombinierenden Chromosomen zwischen den beiden Subsektionen gesucht.
Die zytologische Charakterisierung von rDNA-Loci in Mitose und Meiose, sowie
eine quantitative Analyse von nr/75-1-Typen sollten die unterschiedlichen
allopolyploiden Urspriinge beider Subsektionen aufzeigen. Die Effekte von
Hybridisierung auf das Verhalten der rDNA und die Expression unterschiedlicher

Ribotypen in Hybriden wurden untersucht.
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Manuskript 1V Eine additive Vererbung epigenetischer Muster im Kontext der
Canina-Meiose, lasst ein Verhaltnis von maternal : paternal = 4 : 1 vermuten
(2n = 5x). Diese Hypothese sollte gegen die einer Verschiebung in Richtung
eines der Eltern und/oder einer hybridspezifsiche Veranderung getestet werden.
Zudem stellte sich die Frage nach organspezifischer Expression und den
epigenetischen Einfluss auf morphologische Merkmale. Es wurden DNA-
Methylierung und Genexpression in reziproken Hybriden und deren potentiellen

Elternarten untersucht.
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2 Kumulativer Abschnitt

2.1 Ubersicht zu den Manuskripten

1. Herklotz, V., Ritz, C.M. (2017) Multiple and asymmetrical origin of
polyploid dog rose hybrids (Rosa L. sect. Caninae (DC.) Ser.) involving
unreduced gametes. Annals of Botany 120, 209-220.

In dieser Studie wurde die spontane Hybridisierung zwischen Arten der beiden
Subsektionen Caninae und Rubigineae untersucht. Mit Hilfe von Mikrosatelliten
und Ploidiestufenbestimmungen wurden hybridogene Individuen aus
gemischten Populationen in Mittel- und Stdosteuropa identifiziert. Statistische
Analysen zeigten, dass Hybriden in der Subsekt. Rubigineae haufiger
vorkommen und aus nicht reduzierten Gameten hervorgingen.

Auf zwei Sammelreisen wurde ich jeweils von Samantha Kihnel und Stefan Dorf
begleitet. Der groRte Teil der Laborarbeit und alle statistischen Analysen
wurden von mir durchgefuhrt. Diana Altmann, Nadine Mieder und Stefan Dorf
haben im Rahmen von Qualifizierungsarbeiten einen Teil der Daten generiert.
Christiane Ritz und ich haben die Studie geplant und die Methode zur
Identifikation von Hybriden entwickelt. Das Manuskript wurde im Wesentlichen

von mir verfasst.

2. Herklotz, V., Mieder, N., Ritz, C. M. (2017) Cytological, genetic and
morphological variation in mixed stands of dogroses (Rosa L. sect.
Caninae (DC.) Ser.) in Germany with a focus on the hybridogenic
R. micrantha Sm. Botanical Journal of the Linnean Society 184, 254—
271.

Morphologische Merkmale wurden mit Hilfe von statistischen Methoden mit
genetischen und zytologischen Daten in Kontext gesetzt. Es wurde ein
Teildatensatz, der im Manuskript | vertffentlichten Mikrosatelliten und
Ploidiestufen verwendet. Es lieBen sich Subsektionen und die Aggregate der

Rubigineae differenzieren. Die derzeit akzeptieren Kleinarten konnten weder
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morphologisch noch genetisch eindeutig unterschieden werden. Die Ergebnisse
deuten auf morphologische Unterschiede zwischen hexaploiden Hybriden und
nicht-hybridogenen Pentaploiden im R. rubiginosa Aggregat hin.

Die morphologischen Untersuchungen, Ploidiestufenbestimmungen und
Diskriminanzanalysen hat Nadine Mieder durchgefuhrt. Ich habe die
Mikrosatelliten-Daten generiert und Teile der multivariaten Statistik
durchgefuhrt. Die univariaten Statistiken zur Morphometrie wurden von
Christiane Ritz bearbeitet. Die Planung und das Design der Studie, sowie das

schriftliche Manuskript wurden von mir und Christiane Ritz bearbeitet.

3. Herklotz, V., Kovarik, A., Lunerova, J., Lippitsch, S., Groth, M., Ritz,
C. M. (2018) The fate of ribosomal RNA genes in spontaneous
polyploid dogrose hybrids (Rosa L. sect. Caninae (DC.) Ser.) exhibiting
non-symmetrical meiosis. The Plant Journal 94, 77—90.

In dieser Publikation wurden die Unterschiede zwischen den Subsektionen und
deren rezenten Hybriden in den Genen der ribosomalen RNA (rDNA)
untersucht. Es wurden zytologische, genetische und epigenetische Daten,
inklusive lllumina®-Sequenzen analysiert. Die Ergebnisse zeigen Lokus-
Stabilitdat und intra-NOR-Homogenitat. Zwischen den einzelnen rDNA-LocCi
konnte dagegen nicht Kkonzertierte Evolution belegt werden. Zudem
unterstitzen die Ergebnisse die Hypothese einer unabhangigen Entstehung der
asymmetrischen Canina-Meiose in beiden Subsektionen.

Die zytologischen Untersuchungen haben ich und Jana Lunerova durchgefuhrt.
Marco Groth (FLI, Jana) oblag das Sequenzieren und pre-processing der nriTS-
Z-Amplicons. Die Arbeiten zur Klonierung und Sanger-Sequenzierung wurden
von Susan Lippitsch durchgefihrt. AleS Kovarik und Chrisitane Ritz haben diese
Studie angeregt. Die genomischen lllumina®-Daten wurden von AleS Kovarik
bearbeitet. Desweitern wurde von ihm das Manuskript korrigiert, erganzt und
verbessert. Ich habe die Auswertung und quantitative Analyse der gesamten

Sequenzdaten durchgefuhrt und den Hauptteil des Manuskriptes verfasst.
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4. Vogt, J.C., Herklotz, V., Ritz, C.M. (2015) Epigenetic patterns in
genetically imbalanced polyploid dog rose Hybrids (Rosa L. sect.
Caninae (DC.) Ser.) revealed by cDNA-Amplified Fragment Length
Polymorphisms and Methylation-Sensitive Amplified Polymorphisms,
International Journal of Plant Sciences, 176(5), 433—445.

Die epigenetischen Veranderungen in spontan entstandenen Hybriden waren
Gegenstand dieser Studie und wurden mit dominant vererbten Markern
untersucht. Entsprechend der asymmetrischen Canina-Meiose wurden maternal
betonte Methylierungs- und Expressionsmuster gefunden. Ein silencing der
paternal vererbten Genomteile konnte nicht beobachtet werden. Die
Expressionsmuster unterschieden sich organspezifisch. Epigenetische Daten
korrelierten starker mit morphologischen Merkmalen als mit genetischen
Markern.

Die gesamte Laborarbeit, exklusive der Mikrosatelliten, sowie die Auswertung
der AFLP-Fragmente wurde von Janina Vogt durchgefihrt. Ich habe die Daten
statistisch analysiert. Die Studie wurde von Christiane Ritz geplant. Das

Manuskript wurde von mir und Christiane Ritz verfasst.
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2.2 Manuskript |

Herklotz, V., Ritz, C.M. (2017) Multiple and asymmetrical origin of polyploid dog
rose hybrids (Rosa L. sect. Caninae (DC.) Ser.) involving unreduced gametes.
Annals of Botany 120, 209-220.

Background and Aims Polyploidy and hybridization are important factors for
generating diversity in plants. The species-rich dog roses (Rosa sect. Caninae)
originated by allopolyploidy and are characterized by unbalanced meiosis
producing polyploid egg cells (usually 4x) and haploid sperm cells (1x). In
extant natural stands species hybridize spontaneously, but the extent of natural
hybridization is unknown. The aim of the study was to document the frequency
of reciprocal hybridization between the subsections Rubigineae and Caninae
with special reference to the contribution of unreduced egg cells (5x) producing
6x offspring after fertilization with reduced (1x) sperm cells. We tested whether
hybrids arose by independent multiple events or via a single or few incidences
followed by a subsequent spread of hybrids.

Methods Population genetics of 45 mixed stands of dog roses across central
and south-eastern Europe were analysed using microsatellite markers and flow
cytometry. Hybrids were recognized by the presence of diagnostic alleles and
multivariate statistics were used to display the relationships between parental
species and hybrids.

Key Results Among plants classified to subsect. Rubigineae, 32%
hybridogenic individuals were detected but only 8% hybrids were found in
plants assigned to subsect. Caninae. This bias between reciprocal crossings was
accompanied by a higher ploidy level in Rubigineae hybrids, which originated
more frequently by unreduced egg cells. Genetic patterns of hybrids were
strongly geographically structured, supporting their independent origin.
Conclusions The biased crossing barriers between subsections are explained
by the facilitated production of unreduced gametes in subsect. Rubigineae.

Unreduced egg cells probably provide the highly homologous chromosome sets
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required for correct chromosome pairing in hybrids. Furthermore, the higher
frequency of Rubigineae hybridsis probably influenced by abundance effects
because the plants of subsect. Caninae are much more abundant and thus
provide large quantities of pollen. Hybrids are formed spontaneously, leading to
highly diverse mixed stands, which are insufficiently characterized by the actual

taxonomy.
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2.3 Manuskript 11

Herklotz, V., Mieder, N., Ritz, C. M. (2017) Cytological, genetic and
morphological variation in mixed stands of dogroses (Rosa L. sect. Caninae
(DC.) Ser.) in Germany with a focus on the hybridogenic R. micrantha Sm.

Botanical Journal of the Linnean Society 184, 254-271.

Abstract

Polyploid, hemisexual dogroses are known for their complicated reticulate
evolutionary history and their ongoing hybridization events that challenge
taxonomic concepts. We investigated how spontaneous hybrids between
subsections Rubigineae and Caninae can be identified by cytological, genetic
and morphological analyses and how they fit into the current taxonomic
treatment. We sampled plants from mixed stands of both subsections in
Germany and performed morphological measurements. We compared the
morphological data with data from flow cytometry and microsatellite analyses
compiled from a previous study based on a much wider sampling. Most of the
investigated plants were pentaploid, but some species were composed of tetra-
and hexaploid individuals co-occurring with the pentaploids. In Germany, all
hexaploid plants were of hybridogenic origin and they were more frequently
found in south-western Germany. Genetic and morphological data differentiated
clearly between subsections and between informal aggregates of subsection
Rubigineae. However, the currently accepted microspecies could be neither
genetically nor morphologically unambiguously recognized. In contrast,
multivariate analyses of genetic and morphological data distinguished between
hexaploid and pentaploid cytotypes of the R. rubiginosa aggregate. The
hexaploid hybridogenic individuals, mostly identified as R. micrantha, were
characterized by more hairs and fewer glands on the leaflets and a smaller
angle of the lamina base, characters typical for the paternal parent of

subsection Caninae.
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2.4 Manuskript 111

Herklotz, V., Kovarik, A., Lunerova, J., Lippitsch, S., Groth, M., Ritz, C. M.
(2018) The fate of ribosomal RNA genes in spontaneous polyploid dogrose
hybrids (Rosa L. sect. Caninae (DC.) Ser.) exhibiting non-symmetrical meiosis.
The Plant Journal 94, 77-90.

SUMMARY

Dogroses represent an exceptional system for studying the effects of genome
doubling and hybridization: their asymmetrical meiosis enables recombination in
bi-parentally inherited chromosomes but prevents it in maternally inherited
ones. We employed fluorescent in situ hybridization, genome skimming,
amplicon sequencing of genomic and cDNA as well as conventional cloning of
nuclear ribosomal DNA in two phylogenetically distinct pentaploid (2n = 5x =
35) species, Rosa canina and Rosa inodora, and their naturally occurring
reciprocal hybrids, Rosa dumalis (5x) and Rosa agrestis (5x, 6x). Both
progenitor species differed in composition, meiotic behaviour and expression of
rDNA loci: R. canina (five 18S and 5-8 5S loci) was dominated by the Canina
ribotypes, but R. /nodora (four 18S loci and 7-8 5S loci) by the Rubiginosa
ribotype. The co-localized 5S/18S loci occurred on either bivalent-forming
(R. canina) or univalent-forming (R. /nodora) chromosomes. Ribosomal DNA loci
were additively inherited; however, the Canina ribotypes were dominantly
expressed, even in genotypes with relatively low copy number of these genes.
Moreover, we observed rDNA homogenization towards the paternally
transmitted Canina ribotype in 6x R. agrestis. The here-observed variation in
arrangement and composition of rDNA types between R. canina and R. /nodora
suggests the involvement of different genomes in bivalent formation. This
results supports the hypothesis that the asymmetrical meiosis arose at least

twice by independent ancient hybridization events.
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2.5 Manuskript 1V

Vogt, J.C., Herklotz, V., Ritz, C.M. (2015) Epigenetic Patterns in Genetically
Imbalanced Polyploid Dog Rose Hybrids (Rosa L. sect. Caninae (DC.) Ser.)
Revealed by cDNA-Amplified Fragment Length Polymorphisms and Methylation-
Sensitive Amplified Polymorphisms. [/nternational Journal of Plant Sciences,

176(5), 433—-445.

Premise of research. Spontaneous hybrids between species of Rosa sect.
Caninae represent a unique example to study the genetic and epigenetic
consequences of an imbalanced parental contribution to polyploid hybrids.

Due to the unigue canina meiosis, pentaploid or hexaploid dog rose hybrids
contain a single subgenome transmitted by the haploid pollen grain of the
paternal species and four to five subgenomes transmitted by the tetraploid or
pentaploid egg cell of the maternal species. During this study, we investigated
epigenetic changes in spontaneous reciprocal hybrids between the subsections
Caninae and Rubigineae compared to their parental species in a natural
population in eastern Germany.

Methodology. For investigating epigenetic patterns, we applied cDNA-
amplified fragment length polymorphisms (AFLPs) and methylation-sensitive
amplified polymorphisms (MSAPs). Additionally, we analyzed microsatellite data
and measured morphological characters.

Pivotal results. In line with expectations deduced from the genetic
composition of the pentaploid and hexaploid hybrids, we observed a maternal
bias of DNA methylation and expression patterns. We did not detect silencing of
the respective paternal subgenomes. However, the percentage of paternally
expressed fragments differed between plant organs. We found a higher number
of paternally expressed fragments in sepals compared to leaves, suggesting
that the parental genetic information underwent a rapid subfunctionalization in

recently formed hybrids. Moreover, epigenetic data obtained from cDNA-AFLPs
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and MSAPs correlated stronger with morphology than with genetic data, based
on microsatellites.

Conclusions. The genetic contribution of subgenomes is strongly biased
toward the maternal parent in dog rose hybrids, leading to a nearly apomictic
mode of inheritance. However, we found that the underrepresented paternal
genome is not silenced but transcribed and differentially expressed between
plant organs. The correlation between epigenetic data and morphological data
implies that the probably fast-evolving epigenetic changes have a major impact
on dog rose phenotypes and may affect the establishment of hybrids in natural

populations.
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3 Zusammenfassende Diskussion

3.1 Evolution der Hundsrosen und Aspekte ihrer reziproken

Entstehung

Plastidphylogenien klassifizierten die Subsektionen Caninae und Rubigineae in
unterschiedliche Linien innerhalb der Gattung Rosa (Wissemann & Ritz 2005;
Bruneau et al. 2007; Fougere-Danezan et al. 2015; Zhu et al. 2015). Die hier
gezeigten Mikrosatellitendaten (Manuskript I, Herklotz & Ritz 2017) stitzen
diese Befunde wie auch die Ergebnisse von De Riek et al. (2013), die anhand
von AFLPs ebenfalls die beiden Subsektionen separieren konnten.

Die Pradsenz von bis zu funf hochfrequenten nr/7S-1-Ribotypen in den
Amplicons (Manuskript 111, Herklotz et al. 2018) bestatigen eine nicht
konzertierte inter-NOR-Evolution und den hybridogenen Ursprung der Sektion
Caninae (Ritz et al. 2005; Kovarik, Werlemark, et a/. 2008; Zhang, Esselink, et
al. 2013; Fougére-Danezan et al. 2015). Die vergleichsweise geringe Anzahl an
Polymorphismen (SNPs) in den nr/75-1-Typen konnte durch die relativ kurze
evolutionare Zeit von 6,3 Millionen Jahren (Fougére-Danezan et al. 2015) seit
der Entstehung der Sektion Caninae erklart werden. Die ungleiche
Homogenisierung zu Canina-Ribotypen in R. canina und zum Rubiginosa-Typ in
R. inodora und R. rubiginosa legen eine divergente evolutionare Historie der
beiden Subsektionen nahe. Basierend darauf und wegen der festgestellten
strukturellen  Unterschiede  zweier  Bivalenten-Chromosomen  (18S/5S
Kolokalisierung) in R. canina und R. inodora, formulierten wir in Manuskript 111
(Herklotz et al. 2018, Figure S8) die Hypothese, dass Caninae und Rubigineae
zwar  dieselben Vorlauferspezies haben, aber  aus reziproken
Hybridisierungsereignissen entstanden sind. Das steht im Gegensatz zu
vorangegangen Hypothesen die davon ausgehen, dass immer dasselbe diploide
Ur-Canina-Genom Bivalente bildet und vererbt wird (Ritz et al. 2005; Nybom et
al. 2006; Kovarik, Werlemark, et al. 2008). Die Konsequenz einer polytopen

Entstehung wére dann, dass sich die Canina-Meiose mehrfach unabhéngig
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voneinander entwickelte. Demnach konnten diese unabhéngig entstandenen
Formen der heterogametische Canina-Meiose leicht unterschiedlich ablaufen
aber letztendlich zu hoch &hnlichen Ergebnissen fuhren. Die Beobachtungen
von Tackholm (1920, 1922) und Blackburn & Harrison (1921) sind nicht
detailliert genug, um diese Vermutung zu bestatigen.

In R. hybrida, welche aus 7-14 Spezies hervorging, kénnen sich mehrere
unterschiedliche Chromosomen randomisiert in der Meiose paaren (Bourke et
al. 2017). Kreuzungen von Rosen anderer Sektionen scheinen ebenfalls zu einer
spontanen canina-ahnlichen Meiose befahigt zu sein (Wulff 1954a, 1954b,
1954c¢). Das ruckt die Frage nach der evolutiondren Bedeutung balancierter
Heterogamie in ein neues Licht. Anscheinend kdnnen Vorgange wie die Canina-
Meiose leichter entstehen als vermutet. Fir Onosma wird postuliert, dass die in
der Gruppe typische asymmetrische Heterogamie, vermittelt durch
Allopolyploidie, mehrfach und unabhangig entstanden ist (KolarCik et al. 2014).
Das triploide Gras Andropogon ternatus (Spr.) Nees (2n = 3x = 30) ist ein
weiteres Beispiel fur eine asymmetrische Meiose, die eine permanente
ungerade Ploidiestufe erhalt (Norrmann & Quarin 1987). Andropogon ternatus
stabilisiert seine Triploidie durch Weitergabe eines Genoms auf die Eizelle (1n =
1x = 10) und zweier Genome auf die Spermazelle (1n = 2x = 20) (Norrmann &
Quarin  1987). Dabei bilden sich zweikernige Proto-Gameten in der
Mikrosporogenese, welche bei der Fertilisation favorisiert werden. Eine &hnliche
Situation ware bei der Entstehung der Caninae-Megasporogenese vorstellbar.
Bei den mutmalilich tetraploiden Vorlauferspezies der Subsekt. Caninae und
Rubigineae (Manuskript 111, Herklotz et al. 2018, Figure S8) stellen die
entstandenen Meiosen eine Kompensation asymmetrischer Allopolyploidie dar.
Circa 20% der gesamten nr/7S-1-Haplotypen aus der Amplicon-Sequenzierung
sind Singletons oder habe eine geringe Kopienanzahl (Manuskript 111; Herklotz
et al. 2018, Figure S6). Unter ihnen, sowie bei den konventionellen Klonen
(Manuskript 111, Herklotz et al. 2018) finden sich auch Haplotypen der

jeweiligen komplementaren Subsektion (z.B. Rubiginosa-Typ in R. canina).
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Diese konnten Artefakte oder aber Signaturen von vergangenen
Hybridisierungen bzw. Reste unvollstandiger konzertierter Evolution sein
(Volkov et al. 2007). Dabei ist zu betonen, dass sich diese konzertierte
Evolution auf Intralokus- und intrachromosomaler rDNA-Homogenisierung
bezieht. Bei einer unabhangigen und reziproken Entstehung der beiden
Subsektionen ist auferdem eine wiederholte (Rick)Kreuzung sehr
wahrscheinlich. Es sind auch intra-NOR-Polymorphismen oder Extra-NOR-
Translokationen vorstellbar (Dubcovsky & Dvorak 1995; Buckler & Holtsford
1996; Delany & Krupkin 1999).

Aus den Daten der Amplicon-Sequenzierung geht hervor, dass die nukleolare
Dominanz des Rubiginosa-Typs in R. /inodora (100% cDNA-Amplicon-
Haplotypen) auch durch dessen genomische Quantitat bedingt ist (93% gDNA-
Amplicon-Haplotypen, Manuskript 111, Herklotz et al. 2018, Figure 5c, d).
Gleiches gilt fur die Canina-Typen in R. canina (Manuskript 111, Herklotz et al.
2018, Figure 5). Dieser hohe Anteil an Canina- bzw. Rubiginosa-Haplotypen im
Genom lasst vermuten, dass rDNA-arrays auch auf Univalenten-Genomteilen in
spezifische Richtung homogenisiert wurden. Verschiedene evolutionare
Ruckkreuzungsszenarien mit den Spezies der Donorgenome (Ritz et a/. 2005)
waren eine alternative Erklarung. Die Prasens weiterer nr/75-1-Typen zeigt
aber auch, dass die Homogenisierung der rDNA nicht vollstéandig ist (nicht-
konzertierte Evolution). Theoretisch stdnden bei einer pentaploiden Hundsrose
nur 40% des Genoms (14 Bivalente) bzw. 2 NORs auf den Bivalenten fiir eine
rDNA-Homogenisierung zur Verfigung, da diese meiotisch rekombinieren
konnen. Konzertierte Evolution und rDNA-Homogenisierung geschieht in
evolutionaren Zeitraumen wie es fur Nicotiana und Gossypium dargestellt wurde
(Wendel et al. 1995; Kovarik et al. 2004). Nach 6,3 Millionen Jahren, also seit
der Aufspaltung in die Subsektionen Caninae und Rubignieae (Fougere-Danezan
et al. 2015), welche allopolyploidiebedingt unterschiedliche rDNAs beinhalten
(Ritz et al. 2005), ist moglicherweise die rDNA-Homogenisierung noch nicht

abgeschlossen. Fur die relativ junge tri-genomische Allopolyploide Cardamine %
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schulzii, welche erst Ende des 19. Jahrhunderts entstand, wird hingegen eine
sehr frihzeitige rDNA-Homogenisierung vermutet (Zozomova-Lihova et al.
2014). Einige Kulturformen des allotetraploiden Brassica napus L. zeigen
wiederum kaum homogenisierte rDNA-arrays (Sochorova et al. 2017). Lange
Generationszeiten, wie es bei Hundsrosen der Fall ist, konnen die
Geschwindigkeit der Homogenisierung senken (Eickbush & Eickbush 2007).
Genkonversion als nicht reziproker Transfer von Sequenzen zwischen inter-
oder intrachromosomalen Genorten und ungleiches crossing-over zwischen
Tochterchromatiden gelten als Mechanismen fir die Homogenisierung der
rDNA-arrays und deren konzertierte Evolution (Schlttterer & Tautz 1994;
Eickbush & Eickbush 2007). Dass rRNA-Gene auf nicht-homologen
Chromosomen liegen, verhindert nicht deren konzertierte Evolution (Eickbush &
Eickbush 2007). Es wird vermutet, dass die Lokalisation der rDNA nahe dem
Telomer, wie es in Hundsrosen der Fall ist (Manuskript Ill, Herklotz et al.
2018), die Wabhrscheinlichkeit erhdht mit nicht-homologen Chromosomen zu
interagieren (Wendel 2000; Kovarik et al. 2004). Zytologisch kdénnen solche
Interaktionen als NOR-Fusionen sowohl in Meiosen als auch in Mitosen
beobachtet werden (Abbildung 1b, d). Die eigentliche Rekombination (cross-
over) findet in der Interphase statt. Zudem scheinen epigenetische Modifikation
und transkriptionale Aktivitat, mikroskopisch sichtbar als dekondensierte rDNA
(Manuskript 111, Herklotz et al. 2018, Figure S2), die Maoglichkeit fur
Rekombination und Genkonversion zu erhéhen (Lim et al. 2000; Kovarik et al.
2004; Zozomova-Lihova et al. 2014).

Waren Univalenten-Genomteile der Hundsrosen nicht in Rekombination und
konzertierte Evolution eingebunden, wirden Prozesse die zum genome
downsizing  fuhren  verlangsamt  oder teilwiese  entkoppelt sein.
Rekombinationsvermittelte Deletion von Repeatmotiven sind wichtige Wege
Genome zu verkleinern (Comai 2000; Devos et al. 2002; Soltis et al. 2015).
Wenn Univalente nicht rekombinieren wirden, dann mussten sich ,,Junk*-DNA-
Sequenzen anreichern, weil Deletion von Repeatmotiven weitestgehend

unterbleibt. Ware diese der Fall, dann sollten GenomgréRen zwischen Arten und
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Individuen stark variieren und auch tatsdchliche Aneuploidien haufiger
vorkommen. Trotz teilweise schlechter CV-Werten in der FCM (Manuskript 1,
Herklotz & Ritz 2017) kann davon aber nicht ausgegangen werden (Tackholm
1920, 1922; Klasterska 1969; Klasterska & Klastersky 1974). lllegitime
interchromosomale Rekombination und homologe intra-strang Rekombination
ungleicher Repeat-Elemente wie Retrotransposons, DNA-Transposons oder
Simple Repeats (Comai 2000; Devos et al. 2002; Soltis et al. 2015) konnten
generelle Mechanismen sein, die die GenomgroRe der Hundsrosen konstant
halten. NGS-Analysen mit RepeatExplorer (Novak et al 2013) weisen
zunachst auf keine wesentlichen Unterschiede in der Zusammensetzung von
Repeat-Elementen zwischen R. canina, R. corymbifera, R. inodora und weiteren
Rosen anderer Sektionen hin (Herklotz et al. unverétffentlich). Hier wirde eine
Phylogenie auf Basis von repetitiven Elementen (Dodsworth, Chase, et al. 2015)
weitere Erkenntnisse liefern. Prinzipiell wissen wir allerdings viel zu wenig tber
die Chromosomenevolution in Hundsrosen und deren genomische und
zytologische Charakterisierung wird noch viele Jahre der Forschung in Anspruch

nehmen.
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Abbildung 1. Fluoreszenz-/n-situ-Hybridisierung (FISH) mit 18S rDNA (griin) und 5S rDNA (rot)
von Diakinesen in der Mikrosporogenese der hexaploiden R. agrestis (Zn = 6x = 42), welche
auch in Manuskript Il und IV untersucht wurde (Vogt et al. 2015; Herklotz et al 2018).
Gegengefarbt wurde mit DAPI. a Finf eindeutig zu identifizierende Bivalente (markiert mit
weilem Kreuz) und zwei mdogliche Trivalente (Pfeile). b FISH-Analyse der Platte in a. Der
nichtgefiillte Pfeil markiert eine potentielle NOR-Fusion bei Trivalenten ¢ Diakinese mit sechs
Bivalenten (markiert mit weilem Kreuz). Die weill umrandeten Chromosomen bilden ein
Trivalent (8). d FISH-Analyse der Platte in c. Der Pfeil markiert Bivalente Chromosomen mit
singularem 18S rDNA Lokus und der nichtgefillte Pfeil eine potentielle NOR-Fusion bei
Trivalenten (8) e Sechs eindeutig zu identifizierende Bivalente (markiert mit weiffem Kreuz) und
zwei potentiell Bi- oder Trivalente (geklammertes Kreuz). f FISH-Analyse der Platte in e. Der
Pfeil markiert ein Bivalent mit singularem 18S rDNA Lokus.
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3.2 Die Canina-Meiose: Parental fixierte Vererbung oder hybridogen

erweiterte Rekombination

Trotz der evolutionaren Relevanz von Polyploidie sind die exakten Mechanismen
und zellularen Prozesse bei der Entstehung von Polyploiden noch nicht
verstanden. Wie verschieden die Chromosomensatze der Univalenten und
Bivalenten zwischen den Subsektionen der Hundsrosen sind und welche
hybridogen Ubertragen werden, ist nicht bekannt. Es wird lediglich anhand
anekdotischer  Mikrosatellitendaten  vermutet, dass immer dieselben
Chromosomensatze von Pollen Ubertragen werden und diese die Bivalenten
reprasentieren (Nybom et al. 2004; Nybom et al. 2006; Ritz & Wissemann
2011). Die im Manuskript | (Herklotz & Ritz 2017) identifizierten diagnostischen
Allele entsprechen partiell denen anderer Arbeiten (Ritz & Wissemann 2011;
Herklotz & Ritz 2014). Allerdings konnten in Herklotz & Ritz (2014) die auf die
Rubigineae-Hybriden Ubertragenen diagnostischen Caninae-Allele nicht den
paternalen Bivalenten zugeordnet werden. Mikrosatellitendaten fir den Lokus
RhEO506 von Pollen aus einer Dichtegradientenzentrifugation zeigen, dass fast
ausschlieBlich das nicht-diagnostische I-Allel bei R. canina und das
diagnostische D-Allel bei R. /nodora amplifiziert wurde (Abbildung 2). Die
gleichen Allele wurden auch mit microsatellite allele counting peak ratios (MAC-
PR, Esselink et al. 2004) den Bivalenten zugeordnet (Herklotz & Ritz 2014).
Diese beiden Allele reprasentieren sehr wahrscheinlich die jeweiligen
Bivalenten-Genome. Uberpriifen lieRe sich diese Hypothese mit einer
statistischen Analyse von scheinbarer Allelhdufigkeit und deren Kombination
gegen einen randomisierten Datensatz.

Ubertragen auf den groRen Datensatz in Manuskript | (Herklotz & Ritz 2017),
wo im Lokus RAEO506 das I-Allel (245 bp) zwar sehr haufig aber kein
diagnostisches Allel der Rubigineae-Hybriden war, vermute ich, dass Rubigineae
mit Univalenten-Genomteilen der Caninae fertilisiert wurden. Diese Hypothese
wird auch durch das Vererbungsmuster der 18S/5S-kolokalisierten rDNA-

Chromosomen bestarkt (Manuskript I1lI, Herklotz et al. 2018). Alternativ
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konnten die Ubertragen Chromosomen in der vorangegangen Meiose doch
gepaart und damit Bivalente gebildet haben. Das wirde aber bedeuten, dass
entgegen den  Ergebnissen der MAC-PR und den Daten der
Dichtegradientenzentrifugation  (Abbildung 2) nicht immer dieselben

Chromosomen Bivalente bilden.

Density gradient
centrifigation Alexander test Microsatelliten-Profile (RhEQ506)

'. a R. canina 1-Allel (245 bp)

ot 6‘ “ ‘ Y
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Abbildung 2. D|chtegradlentenzentrlfugat|on von PoIIen fraktlomert in drel Phasen (Herklotz et
al. unveroffentlicht). Der anschlieBende Alexander-Test (Alexander 1980) farbte fertile Pollen
rot und degenerierte in grin bis lila. Die Amplifikation des Mikrosatelliten RAEO506 von Pollen-
DNA aus der Fraktion B zeigte nur ein Allel, welches vermutlich das jeweilige Bivalenten-Genom
von R. canina (a) bzw. R. inodora (b) reprasentiert.

Das D-Allel (224 bp) aus den Rubigineae wurde als diagnostisch fur Caninae-
Hybriden Kklassifiziert (Manuskript 1, Herklotz & Ritz 2017, supplement Table
S2). Demnach konnten die homoploiden 5x Caninae-Hybriden zwei
unterschiedliche Bivalenten-Chromosomensétze haben. Verschiedene
Bivalenten-Chromosomensatze konnten die Fertilitdt der 5x Caninae-Hybriden
herabsetzen und deren selektive Benachteiligung oder zumindest deren
geringere Abundanz erklaren. Ob das die Meiose beeintrachtigt und welche
Chromosomen in homoploiden Priméarhybriden tatsachlich meiotisch paaren,
sollte Gegenstand weiterer zytologischer Forschung sein.

Univalenten-Chromosomensatze, die auf nicht reduzierte Eizellen der
Rubigineae Ubertragen werden, koénnten post-zygotisch weniger genomische
und transkriptomische Interferenzen verursachen, weil sie bereits im Donor
nicht rekombinierten und mdglicherweise partiellem silencing und down

regulation unterlagen. Hinweise auf silencing und down regulation der
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Univalenten in Hundsrosen gibt es in Studien zur rDNA (Khaitova et al. 2010,
2014, Manuskript 111, Herklotz et al. 2018). Allgemein wurde préaferierter
Genverlust und genomische Dominanz eines Elterngenoms in vielen
Allopolyploiden beobachtet (Tate 2006; MatyaSek et a/. 2007; Woodhouse et al.
2010, 2014; Wang et al. 2013).

Selektiv begunstigt kdnnten Hybriden sein, die aus einer nicht reduzierten
Eizelle mit einer bereits funktionierenden genetischen Konstitution (homologer
Bivalente) hervorgingen und einen zusatzlichen hybridogenen Univalenten-
Chromosomensatz beinhalten. Das wiirde die fortlaufende evolutionare Historie
der Caninae s./. abbilden, welche aus multiplen Hybridisierungsereignissen
entstanden sind (Ritz et al. 2005; Kovarik, Werlemark, et al/. 2008; Zhang,
Esselink, et al. 2013; Fougere-Danezan et al. 2015). Dennoch wird ein
zusatzlicher Univalenten-Chromosomensatz Effekte haben.

Wie in Manuskript IV (Vogt et al. 2015) gezeigt werden konnte, sind Gene der
Univalenten-Genomteile keineswegs inaktiv. Expressionsmuster (cCDNA-AFLP)
aus den Sepalen der Hybriden zeigen zu gleichen Anteilen maternale und
paternale Fragmente an (Manuskript IV, Vogt et al. 2015, Figure 1E, F). Die
phanotypische Ausprdgung der Kelchblatthaltung deutet aber auf eine rein
paternale Vererbung des Merkmals hin (Ritz & Wissemann 2003). Dieses
Phanomen konnte mit genomischer Pragung (genomic imprinting) erklart
werden, demzufolge die paternal vererbten Allele zur Ausbildung der
Kelchblatthaltung aktiver sein konnten (Pires & Grossniklaus, 2014; Manuskript
IV, Vogt et al, 2015). In anderen Organen Uberwiegen erwartungsgemaR
maternal transkribierte Elemente (4:1 in 5x Hybriden, 5:1 im 6x Hybrid).
Ergebnisse von Khaitova et al. (2010) weisen jedoch auf ein silencing einiger
univalenter rDNA-Loci hin. Ebenfalls wurde eine starkere Methylierung in
Rubigineae-Genomen gefunden, was auf ein mogliches Gen-silencing hindeutet
(Rapp & Wendel 2005).

Die genetische Komposition und Expression der nr/7S-I-Ribotypen

unterscheidet sich zwischen den Elternarten A. canina und R. inodora



Zusammenfassende Diskussion 90

(Manuskript 111, Herklotz et al. 2018, Figure 5). Basierend auf NGS-Daten von
nriTS-1-Amplicons aus genomischer DNA und cDNA konnten wir zeigen, dass in
R. canina Ribotypen der Canina-Gruppe am haufigsten vorkamen (73%) und
diese exklusiv transkribiert wurden (Manuskript 111, Herklotz et al. 2018, Figure
5a, b). Dagegen dominierte der Rubiginosa-nr/7S-1-Ribotyp in R. inodora
(93%) und wurde ausschlieRlich exprimiert (100%, Manuskript Ill, Herklotz et
al. 2018, Figure 5c, d). In den genomischen Amplicons der hybridogenen 5x
R. dumalis (Caninae < Rubigineae) wurden 25% Rubiginosa-r/7S5-1-Ribotypen
detektiert (Manuskript Ill, Herklotz et al. 2018, Figure 5e), was in etwa dem
erwarteten 4:1 Vererbungsmuster entspricht. In den cDNA-Amplicons von
R. dumalis, welche die Transkription reflektieren, wurden dagegen nur 1,2%
Rubiginosa-Typen gefunden (Manuskript 11, Herklotz et al. 2018, Figure 5f).
Diese Ergebnisse lassen auf ein siencing der nrRNA-Gene auf dem paternal
(von R. inodora) vererbten Bivalenten-Chromosomensatz schlieBen. Das steht
im Kontrast zu den Ergebnissen der cDNA-AFLPs (Manuskript IV, Vogt et al.
2015). Eine Homogenisierung, also konzertierte Genomevolution, in Richtung
der Canina-Ribotypen war aber nicht festzustellen. Ein mdgliche Erklarung
konnten fehlende Homologien der beiden Bivalenten-Chromosomensatze in der
homoploiden Hybride R. dumalis sein.

Erstaunlicherweise zeigt sich in der allopolyploiden 6x R. agrestis (Rubigineae *
Caninae), welche homologe Bivalente besitzen sollte, eine nukleare Dominanz
und eine Homogenisierung in Richtung der Canina-Ribotypen (Manuskript IlI,
Herklotz et al. 2018, Figure 5g). Entsprechend der diagnostischen
Mikrosatelliten-Allele kdnnten Univalenten-Genomteile des Caninae-Pollenelters
auf die 6x R. agrestis Ubertragenen worden sein (siehe oben). Um eine
Homogenisierung zu bewerkstelligen, missten Univalente aber rekombinieren.
Nybom et al. (2006) sahen Hundsrosen als quasi diploidisiert an, wobei
Univalente als ,Passagiergenome“ bezeichnet wurden. Die hier gezeigten
Ergebnisse stitzen eine Passivitat der Univalenten-Genome nicht (Manuskript

IV, Vogt et al. 2015, Manuskript 111, Herklotz et al. 2018). Méglicherweise sind
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die einzelnen Subgenome der Hundsrosen &hnlicher als angenommen oder es
gibt noch unbekannte zytologische Mechanismen, die Rekombination und
Homogenisierung ermdoglichen. Beispielsweise konnte durch kompensierte
Aneuploidie (Chester et al. 2012; De Storme & Mason 2014) ein homeologes
gegen ein homologes NOR-Chromosom ausgetauscht worden sein, was in den
FISH-Analysen nicht auffallen wirde. lllegitime Rekombination und indquales
Crossing-over (Smith 1976) von homeologen Chromosomen(segmenten) bzw.
rDNA-Loci kénnen ebenfalls stattfinden, wie es in R. rugosa und R. multiflora
innerhalb von T7/R-NBS-LRR-Genen gefunden wurde (Terefe-Ayana et al. 2012).
Die von mir beobachteten meiotischen NOR-Fusionen (Abbildung 1b, d) in der
6Xx R. agrestis zeigen eine Interaktion von rDNA-Loci, wodurch Homogensierung
der Univalenten-NORs prinzipiell moglich ware. Bourke et al. (2017) benutzen
eine hochauflésende /inkage map homologer Chromosomen von tetraploiden
R. hybrida um zu demonstrieren, dass sowohl elternspezifische Paarung
homologer Chromosomen als auch tetrasomisches Meioseverhalten vorkommt.
Demnach konnten Rekombinationen zwischen Bivalenten- und Univalenten-
Genomteilen in Hundsrosen nicht unwahrscheinlich sein. Kovarik et al. (2008)
leiteten eine mdogliche Rekombination von Univalenten aus der geringen
Sequenzdiversitdt von nr/7S-1-Typen ab. Viele Studien zu natirlichen Neo-
Allopolyploiden legen nahe, dass diese eine andauernde Phase von
Aneuploidien und genomischer Neuorganisation durchlaufen bevor sich
genomische Stabilitat einstellt (Chester et al. 2012; De Storme & Mason 2014).
Bei der homoploiden Hybride R. agrestis (5x) deuten 13 von 18 Klonen mit
Canina-Ribotyp auf dessen nukleare Dominanz hin (Manuskript 111, Herklotz et
al. 2018, Figure 6b). Eine Homogenisierung koénnte, ahnlich wie bei R. dumallis,
durch fehlende Homologie der unterschiedlichen Bivalenten-Chromosomensatze
unterbunden worden sein.

Prinzipiell waren auch nicht reduzierte 2x Pollen mit einem Bivalenten- und
einem Univalenten-Donor-Genom bei der allopolyploiden Hybridbildung der 6x

R. agrestis moglich (Abbildung 3). In den populationsgenetischen Daten sind
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folgende allelische Phanotypen (RAEO506) haufig vorhanden: BDFI
(Rubigineae), ACEI (Caninae) und BDEFI (Rubigineae % Caninae, 6x Hybride)
(Manuskript I, Herklotz & Ritz 2017, supplement Table S2). Hypothetisch wirde
aus einem somatischen Genotyp BDDFI (Herklotz & Ritz 2014) einer Rubigineae
eine reduzierte Eizelle BDFI werden (Abbildung 3). Diese kbnnte mit einem 2x
Pollen IE einer Caninae ACEII fertilisiert werden und dann den hexaploiden
Hybriden BDEFII bilden (Abbildung 3). Das wuirde eine Verschiebung der
Bivalenten-Allele bzw. -Genome von DD auf Il bedeuten. Nur nahezu gleiche
Subgenome konnten derart ausgetauscht werden. Dagegen spricht, dass in
Herklotz und Ritz (2014) mit der MAC-PR Methode (Esselink et al. 2004) der
Genotyp BDDEFI in hybridogenen 6x R. agrestis ermittelt wurde. Inwieweit die
Mikrosatelliten-Allele tatsachlich an einzelne Subgenome gekoppelt sind ist nicht
bekannt.

Vergrolierte Pollenkdrner sind ein Indiz fur Polyploidie (Ramsey & Schemske
1998; Crespel et al. 2006; Ramsey 2007; Pecrix et al. 2011; De Storme et al.
2013) und wurden auch von mir in R. canina beobachtet (Herklotz et al.
unveroffentlicht, Abbildung 4). Nybom et a/. (2006) zeigten an synthetischen
Hundsrosen-Hybriden eine Fertilisation durch nicht reduzierte Eizellen und
durch 2x Pollen. Anhand von Mikrosatelliten-Daten wurde vermutet, dass eine
kinstliche Hybride (R. rubiginosa = R. micrantha) wahrscheinlich aus nicht
reduzierten 2x Pollen hervorging (Ritz & Wissemann 2011). Dokumentierte
Hybridisierung mit nicht reduzierten Gameten beider Geschlechter gibt es bspw.
faur Cardamine (Mandakovéa et al. 2013). Allopolyploidien mit nicht reduzierten
Pollen wurden beschrieben fir Populus (Mintzing 1936; Bradshaw & Stettler

1993), Alstroemeria (Ramanna et al. 2003) oder Brassica (Mason et al. 2011).
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Abbildung 3. Hypothetisches Schema zur Entstehung der allopolyploiden 6x R. agrestis
(Rubigineae < Caninae) unter Beteiligung eines nicht reduzierten 2x Pollen. Die mutmalilichen
Allelkonfigurationen im Lokus RAEO506 sind mit Grofibuchstaben dargestellt. Fettgedruckte
Allele reprasentieren Bivalenten-Genome und unterstrichen-kursive Allele zeigen die hybridogen
Ubertragenen Subgenome durch einen nicht reduzierten Caninae-Pollen an.

-~

Abbildung 4. Potentiell diploides Pollenkorn (Pfeil) und zwei durchschnittlich groRe Pollenkdrner
von R. canina, beobachtet unter einem Lichtmikroskop (Leica®) bei 400facher Vergréf3erung.
Die Pollen wurden mit Alexander-Test gefarbt (Alexander 1980).

Die untersuchten Meiosen in Manuskript Il (Herklotz et al. 2018, Figure 3)
zeigen Diakinesen in der Pollenentwicklung von R. canina und R. /nodora. In
beiden Spezies finden sich jeweils zwei Markerchromosomen, die kolokalisiert

18S/5S rDNA Loci tragen. In R. canina bilden diese homologe Bivalente,
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wohingegen sie in R. inodora als Univalente vorliegen. Karyotypisch sehen sich
diese  Chromosomen sehr  ahnlich. Ich  postuliere, dass diese
Markerchromosomen in R. /nodora auch homolog sind und denselben Ursprung
haben wie jene in R. canina, aber in R. inodora keine Bivalenten bilden. Sie
konnten sogar ein diploides Vorlaufergenom der Caninae s./. reprasentieren.
Entsprechend der Mikrosatellitenkonstitution eines nicht reduzierten Pollens IE
(Abbildung 3), ware es vorstellbar, dass 2x Pollen von R. canina einen
Bivalenten-Chromosomensatz (mit 18S/5S Markerchromosom) und einen
zusatzlichen Univalenten-Chromosomensatz Ubertragen. In  Mitosen der
hybridogenen 6x R. agrestis wurden jedoch nicht drei, sondern nur zwei
18S/5S-Kolokalisierungen gefunden (Manuskript 111; Herklotz et al. 2018, Figure
2). Dadurch erscheint der Hybridisierungsweg Uber nicht reduzierte 2x Pollen
als unwahrscheinlich.

Haufiger beschrieben sind Allopolyploidien in Verbindung mit nicht reduzierten
Eizellen (Soltis & Soltis 2000; Weiss-Schneeweiss et al. 2013). Auch bei der
Verschmelzung einer nicht reduzierten Eizelle des Rubigineae-Elter (BDDFI) mit
einem 1x Pollen wirden drei Chromosomen mit kolokalisierten 18S/5S rDNA
Loci in der FISH-Analyse der 6x R. agrestis zu finden sein (Manuskript IlI,
Herklotz et al. 2018, Figure 7a). In diesem Szenario wirde der 1x Pollen ein
Bivalenten-Genom (I) inklusive eines 18S/5S Markerchromosoms ubertragen,
weil in der Diakinese von R. canina (Manuskript 111, Herklotz et al. 2018, Figure
3a) zwei 18S/5S Markerchromosomen Bivalente bildeten.

Besser erklaren lassen sich die zwei 18S/5S-Markerchromosomen in den
Rubigineae-Hybriden (Manuskript I111; Herklotz et al. 2018, Figure 2d, e), wenn
ein Univalenten-Chromosom(ensatz) mit singularen 18S rDNA Lokus durch den
Pollen Ubertragen wurde. Nachtraglich konnte ich Diakinesen in der 6x
R. agrestis beobachten und damit zeigen, dass wie in R. /inodora (Manuskript
I, Herklotz et al. 2018, Figure 3b) zwei Chromosomen mit singularem 18S
rDNA Lokus Bivalente bilden (Abbildung 1d, f). Interessanterweise tauchen in

der Diakinese der 6x R. agrestis drei Markerchromosomen mit 18S/5S
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kolokalisierten rDNA Loci auf. Eine mogliche Erklarung ware, dass sich
Blitengewebe (Diakines, Abbildung 1f) und Wurzelspitzen (Mitose, Manuskript
I1l, Herklotz et al. 2018, Figure 2e) hinsichtlich der rDNA-Komposition
unterscheiden. Wahrscheinlicher ist aber ein methodischer Hintergrund, da die
5S-rDNA-Loci sehr klein und vielfach schwer zu detektieren sind. Bei /n-situ
Hybridisierungen auf Chromosomenpraparaten aus Wurzelspitzen gibt es haufig
starke Hintergrundsignale der Fluoreszenzfarbung. Dadurch kdnnten FISH-
Ergebnisse fehlinterpretiert worden sein und eine 18S/5S-Kolokalisation fehlen.
Die Chromosomenpraparation aus Blitengeweben wurde erst spater etabliert
und Blltenteile scheinen dafiir geeigneter als Wurzelspitzen zu sein. Sollten
tatsachlich drei Markerchromosomen mit 18S/5S kolokalisierten rDNA-Loci in 6x
R. agrestis vorhanden sein, vereinfacht sich die Interpretation der
Vererbungsmuster. Es wiirde die Hypothese der Ubertragung eines Bivalenten-
Chromosomensatzes inklusive 18S/5S-Kolokalisation durch einen 1x Pollen von
R. canina favorisieren (Manuskript 111, Herklotz et al. 2018, Figure 7a).

AulRerdem wurden Multi- bzw. Trivalente in Diakinsen der 6x R. agrestis
beobachtet (Abbildung 1a, ¢). Durch die potentielle Homologie der Subgenome
der Caninae s./. und die hybridogene Konstitution der 6x R. agrestis (BDDEFI)
ist ein irreguldares Meioseverhalten nicht unwahrscheinlich. Weitere
Untersuchungen der meiotischen Mikrosporogenese in R. /inodora und
R. agrestis (6x) zeigten vielfach Anomalien, wie Exklusionen einzelner
Chromosomen oder mutmaRlich ganzer Chromosomensatze (Abbildung 5). Auch
Pollen mit Chromosomen aus verschiedenen Subgenomen wéaren bei derart
irregularen Meiosen denkbar. Zugrunde liegen kénnten dabei Mechanismen, die
zu einer kompensierten Aneuploidie fihren wie im tetraploiden 7ragopogon
miscellus oder in kinstlichem allohexaploidem Weizen (Chester et al. 2012;
Zhang, Bian, et al. 2013; De Storme & Mason 2014). In Verbindung mit der
Canina-Meiose wirde die Komplexitat solcher Vorgange jedoch zunehmen, da

die Subgenome der Caninae s./. sehr &hnlich sein kénnen und dadurch
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prinzipiell Chromosomen zwischen funf verscheiden Subgenomen getauscht
werden konnten.

Die Bildung von Tetravalenten in der Meiose und anschlief3ender tetrasomischer
Vererbung wurden in einer Vielzahl von autopolyploiden Spezies beobachtet (De
Storme & Mason 2014). Die potentielle oder partielle Homologie der einzelnen
Subgenome der Hundsrosen, oder zumindest ihre mégliche Kompatibilitdt, und
ihre limitierte postzygotische Isolation beschreiben sehr eindrucksvoll die
Probleme bei der Differenzierung zwischen Auto- und Allopolyploidie (Tate et al.
2005; Doyle & Sherman-Broyles 2017). Nach Ramsey & Schemske (2002) sind
Multivalente und nicht-préaferenzierte Chromosomenpaarung zytologische
Kriterien fur Autopolyploidie. Die Vererbung in Hundsrosen folgt einer Mischung
von disomischer und multisomischer Vererbung (Soltis et al. 2016; Doyle &
Sherman-Broyles 2017). Ich wirde daher dafir pladieren, Hundsrosen nach

zytologischen Kriterien zumindest als segmentale Allopolyploide zu bezeichnen.
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Abbildung 5. Mikroskopie irregularer Meiosestadien der Mikrosporgenese in R. inodora (a, b)
und der 6x R. agrestis (c-f) angefarbt mit DAPI. a Anaphase | mit Bivlanten-Chromosomen und
Univalenten-Chromatiden an den beiden Spindelpolen (gefullte Pfeile) und in der
Aquatorialebene verblieben Chromosomen (leere Pfeile). b, ¢ Anaphase | von
Pollenmutterzellen (PMC) mit Bivlanten-Chromosomen und Univalenten-Chromatiden an den
Polen (gefullte Pfeile) und aus der Teilung ausgeschlossenen Chromosomen in der
Aquatorialebene. d Anaphase | mit Bivlanten-Chromosomen und Univalenten-Chromatiden
(gefilllite Pfeile) und in der Platte verteilten Chromosomen. e Prophase | und Interphasenkern
(f) mit vorzeitig kondensierten Chromosomen (leere Pfeile).
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3.3 Selektive Kompensation asymmetrischer Allopolyploidie

Ein hybridogener Ursprung der Sektion Caninae und ihrer Vertreter, ebenso wie
haufige rezente Hybridisierungsereignisse wurden seit langem postuliert (Christ
1873; Tackholm 1920, 1922; Keller 1931). Diese Hypothese untermauerten
molekulare Studien an einzelnen Populationen (Schanzer & Vagina 2007;
Schanzer & Kutlunina 2010; Ritz & Wissemann 2011; Kellner et al. 2012;
Herklotz & Ritz 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde mit
populationsgenetischen Methoden das Vorkommen spontaner Hybriden bei
Hundsrosen untersucht (Manuskript I, Herklotz & Ritz 2017). Es konnte gezeigt
werden, dass spontane Hybridisierung bei Hundsrosen stattfindet. Dabei
entstehen Hybriden unabhangig voneinander immer wieder neu (polytopic
origin). Dies begunstigt moglicherweise ihren Forstbestand, da Hybriden mit
monotopem Ursprung (z.B. Spartina anglica, Raybould et al. 1991) trotz ihres
teilweise invasiven Charakters schon rein statistisch benachteiligt sind.

Der Fortbestand multipel entstandener Hybriden unterliegt der Selektion
(Ramsey & Schemske 2002; Segraves 2017). Die im Manuskript | (Herklotz &
Ritz 2017) beschriebene asymmetrische, zu Gunsten der Rubigineae-Hybriden
verschobene Hybridisierungsrichtung konnte Ausdruck von Selektion sein. An
kunstlich erzeugten homoploiden Helianthus-Hybriden wurde gezeigt, dass
Selektion bei unabhangig erzeugten Linien zu ahnlicher genomischer
Konstitution fiihrte (Rieseberg et al. 1996). Ob die zu Gunsten der Rubigineae
verschobene Hybridisierungsrichtung (Manuskript I, Herklotz & Ritz 2017) in
Zusammenhang mit einer gerichteten Selektion steht, wére eine Fragestellung
far zukinftige Forschung. Die htéhere Abundanz der Caninae und das damit
einhergehen Uberangebot an Caninae-Pollen konnte auch die asymmetrische,
zu Gunsten der Rubigineae-Hybriden verschobene Hybridisierungsrichtung
erklaren. Ergebnisse, die auf einen Abundanzeffekt bei asymmetrischer
Introgression hinweisen gibt es beispielsweise flur Eucalyptus und Morus
(Burgess et al. 2005; Field et al. 2011). Mercure & Bruneau (2008) erforschten

in Nordamerika spontane Hybriden zwischen der diploiden R. rugosa Thunb.
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und R. blanda Ait. Sie beobachten ebenfalls eine asymmetrische
Hybridisierungsrichtung, bei der R. rugosa als maternaler Elter favorisiert
wurde. Eine umgekehrte Situation wurde bei Hybriden aus R. mollis Sm. und
R. rugosa beobachtet (Kellner et al. 2012).

Generell kénnen asymmetrischen Kreuzungsbarrieren mit pra- und
postzygotischer lIsolation erklart werden (Tiffin et a/ 2001). Bei Rosen ist
prazygotische Isolation unwahrscheinlich, da ihre Bliuhphasen sehr lang sind
und sich Uberschneiden. Zudem hybridisieren sie bekanntermallen haufig
(Henker 2000). Die Rubigineae-Hybriden sind, im Gegensatz zu den Caninae-
Hybriden, vorwiegend aus nicht reduzierten Gameten entstanden, was eine
Erhéhung der Ploidiestufe zur Folge hatte (Manuskript I, Herklotz & Ritz 2017).
Die Effekte von Neo-Allopolyploidie, wie ,genomic shock”, . transcriptomic
shock”, Irritationen in Mitosen und Meiosen und Fertilitatsverlust (McClintock
1984; Buggs et al. 2011; De Storme & Mason 2014; Soltis et al. 2015) kénnten
durch die vorhandenen homologen Chromosomensatze (Bivalente) aus nicht
reduzierten Gameten abgepuffert werden.

Es ist bekannt, dass bei Autopolyploiden keine solchen starken genomischen
Effekte auftreten, weil homologe Chromosomen(satze) verftigbar sind (Spoelhof
et al. 2017). Allgemein wird fir genetische Konstitutionen, die &hnlich
asymmetrisch sind wie in Hundsrosen (z.B. Onosma), ein stabilisierender Effekt
durch vorhandene Homologe vermutet (De Storme & Mason 2014; Kolarcik et
al. 2014). Bei Hundsrosen handelt es sich um sogenannte ,asymmetrically
compensating allopolyploids®, wie es auch von Leucopogon juniperinus R.Br.,
Andropogon ternatus L. und der Gruppe Onosma helvetica Boiss. bekannt ist
(Norrmann & Quarin 1987; Greilhuber & Dolezel 2009). Auch bei Vertebraten
gibt es dhnliche Phanomene (z.B. Stock et al. 2002).

Die genomischen und transkriptomischen Probleme, die durch Allopolyploidie
hervorgerufen werden, wie z.B. ,,genomic shock* und eine Veranderung der
Gendosisbalance (Birchler et al. 2005) werden in ,, asymmetrically compensating

allopolyploids* nicht nur durch die asymmetrische meiotische Verteilung von
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homologen und homeologen Chromosomen(satzen) kompensiert. Es mussen
weitere genregulatorische Mechanismen die asymmetrische Gendosis in diesen
heterogametischen Allopolyploiden beeinflussen. Das kompensatorische
Potential, welches durch die multiple hybridogene Entstehung der Hundsrosen
(Ritz et al. 2005; Kovarik, Werlemark, et a/. 2008; Zhang, Esselink, et al. 2013;
Fougere-Danezan et al. 2015) vorhanden sein sollte, kénnte auch rezente
Hybridisierung in Hundsrosen vorteilhaft machen.

Ein weiteres Mittel um genomische und transkriptomische Irritationen zu
reduzieren, ist die Hybridbildung unter Beteiligung von nicht reduzierten
Gameten. Dadurch kénnen homologe Chromosomen (Bivalente) aus einem Elter
das Hybridgenom stabilisieren (De Storme & Mason 2014; Mason & Pires 2015).
Die Produktion nicht reduzierter Gameten steigert sich, wenn die Selektion
gegen genomische Stabilitét von Gameten sinkt, wie es in Organismen mit
asexueller Reproduktionsstrategie der Fall ist (Kreiner et al. 2017). Diese
Aussage trifft in zweierlei Hinsicht auch auf Hundsrosen zu: Sie sind sem#
apomiktisch, weil in der Canina-Meiose univalente Genomteile asexuell vererbt
werden und ihre Pollenfertilitdt tatsachlich sehr gering ist (Herklotz & Ritz
2014). Homologe Chromosomensatze, die durch nicht reduzierte Gameten bei
der Hybridisierung Ubertragen wurden, machen genomische Stabilitdit und
sexuelle Fortpflanzung durch eine funktionierende Meiose wahrscheinlicher (De
Storme & Mason 2014). In den Rubigineae-Hybriden sind diese homologen
Chromosomensatze durch die Bivalenten reprasentiert und wurden durch die
nicht reduzierte Eizelle Ubertragen. Ein selektiver Vorteil gegentber Hybriden
mit gleichbleibender Ploidiestufe, wie es vorwiegend bei den Caninae-Hybriden
der Fall ist, ware daher denkbar.

Die Bildung nicht reduzierter Gameten ist nicht nur von genetischen Faktoren
abhangig, sondern auch von Umwelteinflissen (De Storme & Mason 2014;
Wang et al. 2017). Dabei scheint die Temperatur eine besondere Rolle zu
spielen. Pecrix et al. (2011) zeigten fir diploide Rosen einen gesteigerten Anteil

an nicht reduzierten Pollen bei erhdhter Temperatur. Die Autoren vermuten
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ebenfalls eine Temperatursensibilitat in der Megasporogenese. Nachgewiesen
wurden hitzebedingte 2n Megasporen fur Populus L. (Wang et al. 2012; Lu et
al. 2013), Eucommia ulmoides Oliv. (Li et al. 2016) und Medicago sativa L.
(Barcaccia et al. 1997). Auch ein Zusammenhang von kurz auftretenden
Umweltextremen und der Bildung nicht reduzierter Gameten wird schon seit
langerem vermutet (Hagerup 1931). Starke Schwankung bei abiotischen
Umweltfaktoren werden auch in Verbindung gebracht mit dem haufigeren
Auftreten von Polyploidien in temperierten, polaren und montanen Gebieten
(Mable 2004).

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass Rubigineae an warme und
sonnenexponierte Standorte angepasst sind (Henker 2000) und womoglich
auch deshalb vermehrt zur Bildung von nicht reduzierten Eizellen neigen. Ein
Nord-Sud-Gradienten von hexaploiden Rubigineae konnte Uber ihre
groRraumige geographische Verbreitung im gesamten mittel- und
stidosteuropdischen Untersuchungsgebiet nicht gefunden werden (Manuskript I,
Herklotz & Ritz 2017). Betrachtet man aber nur die deutschen Populationen, so
zeigt sich ein deutlich starkeres Auftreten in den warmebeglnstigteren
sudlichen Landesteilen (Manuskript Il, Herklotz et al. 2017). Um die Hypothese
einer Temperatursensibilitat zu belegen, ware ein Vergleich der Ploidiestufen in
Abhangigkeit von Klimadaten der Mikrohabitate notwendig. Alternativ kdnnten
die Mikrohabitate auch durch vegetationskundliche Untersuchungen und die
Zeigerwerte der vorkommenden Arten charakterisiert werden.

Die  genetischen und  phanotypischen  Veradnderungen, die  mit
Allopolyploidisierung einhergehen, haben direkten Einfluss auf die Okologie der
neuen Linien (Segraves 2017) und kénnen zu einer gréReren biotischen und
abiotischen Toleranz fuhren (Van de Peer et al. 2017). Nischendifferenzierung
zwischen Elternarten und Neopolyploiden erhéht die Mdéglichkeit mit anderen
neopolyploiden Individuen Nachkommen zu bilden, was als ein wesentlicher
Faktor ihrer Etablierung verstanden wird (Barker et al. 2016). Theodoridis et al.

(2013) zeigten beispielsweise eine ©kologische Differenzierung zwischen
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Vertretern unterschiedlicher Ploidiestufen bei Primula sect. Aleuritia.
Entgegengesetzt einer erwarteten Nischenverschiebung zwischen Polyploiden
und ihren diploiden Vorlauferspezies, zeigten Glennon et al. (2014) Muster von
konservierten und verengten Nischen in Neopolyploiden. Marchant et al. (2016)
fanden ebenfalls Sympatrie und Nischeniberlappung in Neoallopolyploiden. In
Anbetracht der Verbreitung und Abundanz von Hundsrosen (Henker 2000;
Kurtto et al. 2004), inklusive potentieller Spontanhybriden, gibt es keine klare
Nischedifferenzierung zwischen den beiden Subsektionen. Klimatische
Standortfaktoren der Rubigineae Uberschneiden sich mit denen der Caninae s.
str., da baide an warmen sonnenexponierten Standorten vorkommen. Bei den
Caninae s. str. kann man tendenziell aber eine gréRere Toleranz hinsichtlich des
Standortklimas vermuten, da sie von trockenen sonnenexponierten bis frischen
schattigen Standorten vorkommen und generelle eine groflere Abundanz und
Verbreitung haben (Henker 2000). Insbesondere R. canina hat eine grole
genetische Diversitat, ist mit Abstand die haufigste Hundsrose und in nahezu
jeder Hundsrosenpopulation zu finden (Henker 2000; Jurgens et al. 2007; De
Riek et al. 2013; Manuskript I, Herklotz & Ritz 2017). Ihr hohes 6kologisches
Adaptionspotential spricht fir eine polyploidiebedingte Toleranzerweiterung
(Van de Peer et al. 2017). Der hybridogene Ursprung und die unterschiedliche
Kombination von Subgenomen in Caninae und Rubigineae konnten eine Rolle
bei deren Toleranzspektren spielen. Bei den Caninae s. str. konnte ein
moglicherweise methodisch unterschatzter homoploider Hybridanteil aus
anderen (Sub)Sektionen von Rosa eine 6kologische Differenzierung unbemerkt
lassen (Manuskript I, Herklotz & Ritz 2017). Eindeutige Aussagen uber die
Okologie von Hundsrosen und ihren Hybriden konnen letztendlich aber nur auf

Basis belastbarer Daten geschehen.

3.4 Taxonomie der Hundsrosen

Die Sektion Caninae kann sowohl durch morphologische Merkmale

charakterisiert werden, als auch durch die Canina-typische Meiose. Die
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Ploidiestufe stellt ebenfalls ein Merkmal dar. In den hier untersuchten
Subsektionen Caninae und Rubigineae war Pentaploidie (Zn = 5x = 35)
vorherrschend, gefolgt von hexaploiden Zytotypen (Z2n = 6x = 42) meist in
Subsekt. Rubigineae und wenigen Ausnahmen von Tetraploidie (2n = 4x = 28)
in Subsekt. Caninae (Manuskript I, Herklotz & Ritz 2017). Morphologische
Unterschiede kénnen durch kleine genetische oder epigenetische Anderungen in
wenigen Genen bedingt sein. Deshalb kann nicht erwartet werden, dass
neutrale Mikrosatellitenmarker zwischen sehr eng verwandten Arten
unterscheiden (Winfield et al/. 2003). Weil auch Umweltfaktoren morphologische
Merkmale beeinflussen konnen, sind phanotypische Variationen nicht immer
direkt auf einen genetischen Hintergrund zurtick zu fuhren (Nybom et al. 1997).
Morphologisch und genetisch klar getrennt sind die beiden Subsektionen und
innerhalb der Rubigineae, das R. elljptica Aggregat vom R. rubiginosa Aggregat
(Manuskript 1, Herklotz & Ritz 2017; Manuskript Il, Herklotz et al. 2017). Die
Eckarten R. agrestis und R. micrantha, welche sich in dem L-Typ
zusammenfassen lassen (Reichert 1998; Henker 2000), kbnnen morphologisch
und teilweise auch durch Mikrosatelliten und Ploidiestufen von den Arten des
L/D- und D-Typen unterschieden werden. Unbefriedigend ist nur, dass die L-
Typen-Arten R. micrantha und R. agrestis, wie auch die L/D-Typ-Art R. /inodora,
nicht-hybridogene Pentaploide und hexaploide Primarhybriden beinhalten. In
R. micrantha wurden 52%, in R. agrestis und R. /nodora jeweils 44% der
Individuen als Hybriden klassifiziert. Fir verschiedene Kleinarten und Varietaten
liegen sehr wenige Daten vor. An dieser Stelle sei aber darauf hingewiesen,
dass R. canina var. andegavensis hexaploid war und diagnostische
Mikrosatellitenallele auf einen hybridogenen Einfluss der Subsektion Rubigineae
hindeuten (Manuskript 11, Herklotz et al. 2017, Herklotz et al. erweiterter
Datensatz, unverdéffentlicht)

Zwischen Arten des L/D- und D-Typs gab es keine signifikanten
morphologischen und genetischen Unterschiede. Insbesondere das Merkmal

Griffelkanal, welcher nach Henker (2000) maRgeblich bestimmungsrelevant ist,
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unterscheidet nicht eindeutig zwischen L/D-Typ und D-Typ (Manuskript II,
Figure 4G, Herklotz et al. 2017). Vielmehr ist es ein sukzessiver Ubergang vom
Griffelkanaldurchmesser um 1 mm (L/D-Typ) zu Durchmessern von >1,4 mm
(D-Typ).

Haveman (2016) postulierte, dass Hagebuttenmerkmale nicht zum Abgrenzen
von Arten geeignet sind, da sie paternal vererbt werden (Ritz & Wissemann
2003). Werden Hagebuttenmerkmale ausgeschlossen, welche nach Christ
(1873) korreliert mit Wuchsformmerkmalen betrachtet werden sollen, ist eine
Trennung in Arten auf dem Niveau von Henker (2000, 2011) nicht mehr
maoglich. Daher wirde ich eine Betrachtung in Aggregaten favorisieren (Popek
2007). Solche Aggregate beinhalten dann aber unterschiedliche Ploidiestufen
und Primarhybriden. Man kénnte trotz morphologischer Variation bspw. von
R. canina agq., R. corymbifera agq., R. elljptica agg. und R. rubiginosa agg.
sprechen.

Behaarung auf der Rhachis und der Blattchenunterseite scheint ein maternal
vererbtes Merkmal zu sein und konnte das haarlose R. canina agg. mit den
Morphotypen von R. canina, R. subcanina und R. dumalis von einem behaarten
R. corymbifera agg. abtrennen (R. corymbifera, R. subcollina, R. caesida). Aber
auch fur die Behaarung gibt es Ubergange, sodass eine Abgrenzung genau
Definiert werden musste.

Die in dieser Arbeit gesammelten Daten stltzen zumindest eine arten-
reduzierende Sichtweise im R. rubiginosa agg. Demnach kénnte R. gremlii (L/D-
Typ) mit dem D-Typ R. rubiginosa zusammen gelegt werden, was eine weitere
Fassung der letztgenannten Art bedeutet. Bemerkenswerter Weise wurde in
dieser Studie kein einziger Rosa elliptica-Morphotyp nach den verwendeten
strikten Kriterien bestimmt (Henker 2000, Manuskript I, Herklotz & Ritz 2017).
Entweder konnen die strikten Bestimmungskriterien nicht R. elliptica von
R. inodora abgrenzen, oder es wurden tatsachliche keine R. elliptica gesammelt.
In dem Fall, dass Bestimmungskriterien nicht trennen, ware eine

Zusammenlegung von L/D- und D-Typ im R. élliptica agg. zu befurworten. Da
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aber L/D-Typ R. inodora als auch L-Typ R. agrestis einen erheblichen Anteil an
Hybriden beinhalteten (beide 44%) und ihre Trennung durch
Mikrosatellitendaten nicht gestutzt ist, ware auch hier (ber eine
Zusammenlegung nachzudenken. Letztendlich wirde dies das R. elliptica agg.
auf eine Art R. elljptica reduzieren. Daflr fehlt allerdings noch eine solide
Morphometrie der Gruppe.

Fur andere Gruppen, wie in Subsektion Caninae (R. dumalis/R. subcanina,
R. caesial R. subcollina) oder in Vestitae ist eine analoge Zusammenfihrung von
L/D- und D-Typ zwar naheliegend, kann aber durch keine Datengrundlage
belegt werden. Allgemein erscheint mir die Unterscheidung des intermediaren
L/D-Typs in allen Hundsrosen als eigenes Taxon als nicht sinnvoll, da damit
maoglicherweise eine Symmetrie impliziert wird, die es nattrlich gar nicht gibt.
Die intermediaren L/D-Typen als Primarhybriden zu sehen, entstanden aus
Kreuzungen von L- und D-Typen-Arten, wie in Roses of Great Britain and
Ireland (Graham & Primavesi 1993) halte ich ebenfalls fur falsch, weil dabei die
maternal betonte Vererbung der Caninae auer Acht gelassen wird. Zudem gibt
es fur diese Sichtweise keine genetischen Anhaltspunkte (Manuskript 1V, Vogt
et al. 2015, Manuskript I, Herklotz & Ritz 2017, Manuskript 11, Herklotz et al.
2017).



Zusammenfassende Diskussion 106

3.5 Diskussion verwendeter Methoden

3.5.1 Populationsgenetik und Morphometrie

Um genetische Muster Uber geographische Distanzen zu untersuchen, sollte ein
maoglichst groRer Verbreitungsraum abgedeckt werden (Marks 1988). Fur die
vorliegende Arbeit wurden Hundsrosen aus den Subsektionen Caninae und
Rubigineae in einem grof3en geographischen Areal gesammelt (Mittel- und
Sudosteuropa), was in etwa ihrem zentralen Verbreitungsgebiet entspricht
(Kurtto et al. 2004). West- und nordeuropéaische Populationen sowie
Vorkommen in SiUdeuropa, Nordafrika und Teilen Vorder-, Zentral- und
Nordasiens konnten leider nicht einbezogen werden. Die beprobte Anzahl an
Individuen pro Standort war mit 15-20 optimal (Hale et a/. 2012).

Auf Grund der groBen Probenanzahl wurden Ploidiestufen mit
Durchflusszytometrie (FCM) unter Verwendung einer diploiden Referenz (Rosa
arvensis Huds., 2n = 2x = 14) und DAPI-Farbung bestimmt. Das verwendete
Blattmaterial war silica-gel-getrocknet, weshalb die Resultate teilweise schlecht
oder nicht auswertbar waren. Frische Pflanzenteile sind besser geeignet fur FCM
(Dolezel et al. 2007; Bainard et al. 2011). Genauere Plodiestufenbestimmungen,
welche aber mit deutlich hoherem Zeitaufwand verbunden sind, liefern
Chromosomenzéahlungen oder GenomgréRenbestimmungen mit FCM (Yokoya et
al. 2000). Diese Methoden wurden fir funf Individuen verwendet (Manuskript
11, Herklotz et al. 2018). Im Idealfall kénnen dabei 10.000 Partikel pro Peak
gemessen und ein Variationskoeffizent (CV) der Peaks von unter 5% erreicht
werden (Yokoya et al. 2000; Dolezel et al. 2007). Beide Qualitatsmerkmale
konnten in unseren Studien nicht erreicht werden (max. 3000 Partikel pro Peak,
CV <6%). Ursache dafur koénnte sein, dass neben der Verwendung von
getrocknetem  Material auch ein  hoher Anteil polymerisierender
Sekundarmetaboliten, wie Polyphenole und Terpene die Messung inhibieren
konnen (DolezZel et al. 2007).

Um Populationsstrukturen und Hybridisierung zu untersuchen, wurden

Mikrosatelliten  als  Markersystem  verwendet. Mikrosatelliten  sind
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sequenzspezifisch und werden kodominant vererbt. Im Vergleich zu dominant
vererbten Anonym-Markern, wie AFLPs oder RAPDs, haben Mikrosatelliten einen
hoheren Informationsgehalt und sind reproduzierbarer (Jones et al. 1997,
McGregor et al. 2000). Die genutzten Mikrosatelliten wurden flr Rosa hybrida
entwickelt (Esselink et al. 2003). Sie fanden bereits in anderen Studien zu
Hundsrosen Verwendung (Esselink et al. 2003; Nybom et al. 2004, 2006; Ritz &
Wissemann 2011; Herklotz & Ritz 2014) und sind dadurch direkt vergleichbar.
Die im Manuskript 111 (Herklotz et al. 2018) verwendeten Daten aus dem Next
Generation Sequencing (NGS) bergen das Potential fir die weitere Entwicklung
von Mikrosatelliten. Hierfur eignet sich beispielsweise ein De Novo Assembly der
lllumina reads mit VELVET (Zerbino & Birney 2008) und eine
Mikrosatellitensuche mit MISA (Thiel et al 2003). Einen hoéheren
Informationsgehalt als die Mikrosatelliten konnten NGS-basierte Verfahren wie
z.B. RADseq (Davey & Blaxter 2010) oder SNP arrays bieten (Deschamps et al.
2012; Vukosavljev et al. 2016).

Statistische Verfahren, die Mikrosatelliten, Sequenzdaten oder binare AFLP-
Profile zur Identifikation von Hybriden benutzen sind, z.B. Bayesische Methoden
wie STRUCTURE oder NEWHYBRIDS (Anderson & Thompson 2002; FALUSH et
al. 2007). Beide Methoden legen aber fur Hundsrosen problematische
Annahmen zu Grunde (z.B. Hardy-Weinberg-Gleichgewicht). Bisher existiert
kein statistisches Modell, das Heterogamie und ungerade Ploidiestufen
berticksichtigt. Die von uns entwickelte Hybrididentifikation (Abbildung 6)
beachtet die betont maternale Vererbung in Hundsrosen. Diese Methode ist
aber nur fur Hybridisierungen zwischen zwei Subsektionen, nicht mehreren,
anwendbar. Das Verfahren basiert auf der Beobachtung, dass Hundsrosen oft
weniger Allele besitzen als es nach ihrer Ploidiestufe zu erwarten ware
(Abbildung 6, Nybom et al. 2004, 2006, Ritz & Wissemann 2011, Herklotz & Ritz
2014). Eine pentaploide Hundsrose (Z2n = 5x = 35) hat maximal vier
unterschiedliche Mikrosatelliten-Allele. Eines der Allele liegt in zwei identischen

Kopien vor und reprasentiert wahrscheinlich die beiden Bivalenten-Genome
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(Nybom et al. 2006). Hybridogene Individuen haben dagegen funf
unterschiedliche Allele pro Locus (Esselink et al. 2004; Nybom et al. 2006; Ritz
& Wissemann 2011; Herklotz & Ritz 2014). Der Pollen-Elter hat ein Allel
Ubertragen, welches nicht in der Eizelle vorkam und ein paternales Bivalenten-
Genom reprasentiert (Nybom et al. 2004, 2006; Ritz & Wissemann 2011).
Allele, die von Pollen-Eltern einer anderen Subsektion tbertragen wurden, sind
daher diagnostische Allele um Hybriden zu identifizieren (Abbildung 6). Der
Umstand, dass immer nur ein diagnostisches Allel pro Locus vorkam
(Manuskript I, Herklotz & Ritz 2017, supplement Table S2), entspricht der
haploiden (Zn = 1x = 7) Vererbung durch Pollen in Hundsrosen und unterstitzt
daher unseren Ansatz der Hybrididentifikation.

Eine Implementierung dieser Prozedur in ein R script (R Development Core
Team 2015) kénnte mehr statistische Sicherheit bieten. Derzeit arbeiten wir in
Kooperationen an einer Analyse um einen Datensatz mit ~3000 Individuen aus
verschieden Sektionen und Subsektionen zu verarbeiten. Fir jede Zuordnung,
oder auf der Stufe der Haufigkeiten, kénnten Chi’-Tests gegen einen
Erwartungswert durchgefihrt werden. Lineare Modelle mit einem Ansatz
randomisierter Permutation sind ebenfalls denkbar. Eine multidimensionale
Applikation, die diagnostische Allele aus mehr als zwei Sektionen bzw.

Subsektionen erkennt, ist sicherlich eine Herausforderung.



Zusammenfassende Diskussion 109

1. Schritt 2. Schritt
Vergleich der Allelhaufigkeit Verhaltnis der relativen
von Individuen mit # Allelen/Lokus Allelehaufigkeit zwischen
- potentiell diagnostische Allele den Subsektionen
Diagnostisches
in.5 4 . i Allel far
pieelous| > & . 2 S Caninae-
Hybriden
(Haufigkeit x100)/N Haufigkeit/N

Anzahl der Allele
pro Lokus

max. 4 N .
- @ @ &:>
Legende

O Subsekt. Caninae
- Subsekt. Rubigineae

Abbildung 6. Schematische Darstellung der Prozedur zur Identifikation von diagnostischen
Mikrosatelliten-Allelen in reziproken Hundsrosen-Hybriden. Der 1. Schritt vergleicht, ob ein
potentiell diagnostisches Allel h&ufiger in Genotypen vorkommt, die mehr als vier Allele pro
Lokus haben. Der 2. Schritt setzt die relative Haufigkeit von Allelen der Individuen mit maximal
vier Allelen pro Locus ins Verhaltnis. Dabei sollte ein diagnostisches Allel in der paternalen
Subsektion 5x haufiger sein als in der maternalen Subsektion.

Fur statistische Analysen und Visualisierungen wurde der Datensatz in eine
Matrix genetischer Distanzen umgewandelt. Wir verwendeten in den
Manuskripten | und 11 (Herklotz & Ritz 2017; Herklotz et al. 2017) die Bruvo-
Distanz, welche mit dem R package POLYSAT berechnet wurde (Bruvo et al.
2004; Clark & Jasieniuk 2011). Hierfur wurde die POLYSAT-Funktion
meandistance.matrix benutzt, weil diese fir allopolyploide Systeme
geeignet ist (Clark & Jasieniuk 2011). Im Gegensatz zu anderen Distanzen, wie
z.B. der nicht-euklidischen Bray-Curtis-Unéhnlichkeit, basieren Bruvo-Distanzen
auf tatsachlichen Fragmentlangen der Mikrosatellitenallele. In einer
Binarkodierung gehen diese Information verloren. Simple Sequence Repeats
(SSR) bzw. Mikrosatelliten basieren auf kurzen rezeptiven Sequenzmotiven wie
z.B. (TCT),. Die Anzahl der Motivwiederholungen unterscheidet sich zwischen

den Allelen. Damit lassen sich Allele als DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange
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detektieren. Eine geringere Bruvo-Distanz haben bspw. Mikrosatellitenallele mit
den Fragmentlangen 103bp und 109bp im Gegensatz zu 103bp und 139bp.

Die Methode analysis of molecular variance (AMOVA, Excoffier et al. 1992)
wurde zur Analyse von hierarchisch strukturierten Einteilungen auf der
Grundlage der genetischen Distanz verwendet. Der Unterschied zur klassischen
AMOVA, implementiert in Arlequin v. 3.5 (Excoffier & Lischer 2010), bestand
darin, dass anstatt mit quadrierter euklidischer Distanz mit der Bruvo-Distanz
gerechnet wurde. Die unabhéangige Wahl des Distanzmalies fur die AMOVA wird
im R package POPPR durch eine quasi-euklidische Korrektur ermoglicht (Kamvar
et al. 2014, 2015; R Development Core Team 2015).

Die Frage nach einem geographischen Muster in genetischen, epigenetischen
und morphologischen Daten wurde in dieser Arbeit mit dem Manteltest
untersucht. Der Manteltest ist eine der popularsten Methoden, um verschiedene
Distanzmatrizen (z.B. gentische und geographische Distanz) miteinander zu
vergleichen. Dennoch gibt es auch Kritik daran, den Manteltest fur genetisch-
geographische Korrelationen heranzuziehen, da die Interpretation entsprechend
des theoretischen Modells /solation-By-Distance (Wright 1943) Linearitat und
Varianzhomogenitat voraussetzt (Diniz-Filho et al. 2013). In einem Manteltest
nachgewiesene Beziehungen zwischen geografischen und genetischen
Distanzen kdnnen auch durch andere 6kologische und evolutiondre Prozesse
beeinflusst werden. Diniz-Filho et al. (2013) beschreiben Kritiken am und
Alternativen zum Manteltest.

Die Gruppenstruktur der Hybriden wurde mit der multiple response permutation
procedure (MRPP) getestet. Statt euklidischer Distanz wie in den urspringlichen
Anwendungen (Biondini et al. 1988; McCune et al. 2002), basierte die MRPP in
dieser Studie auf Bruvo-Distanzen.

Fur morphometrische Untersuchungen wurden Merkmale aus vorangegangenen
Studien zu Hundsrosen gewahlt (De Cock et al/. 2008; Vander Mijnsbrugge &
Beeckman 2012). In Arbeiten von Popek (1996, 2007) und Kerényi-Nagy (2012)

wurden teilweise andere Merkmale, wie z.B. Krimmung der Stacheln, zur



Zusammenfassende Diskussion 111

Artbestimmung verwendet. Eine Untersuchung ihrer taxonomischen Relevanz
und Praktikabilitat wéare winschenswert. Ansdtze aus dem Bereich
~-maschinelles Lernen* kodnnten fur zukilnftige morphometrische Studien
hilfreich sein (Cope et al. 2012; Carranza-Rojas et al. 2017; Remagnino et al.
2017).

3.5.2 Evolution ribosomaler DNA und Epigenetik

Fur die Manuskripte 111 und IV (Vogt et al. 2015; Herklotz et al. 2018) wurde
eine  Modellpopulation untersucht, die bereits in friheren Arbeiten
charakterisiert wurde (Herklotz 2012; Herklotz & Ritz 2014). Aus Individuen der
Modellpopulation wurden auch kinstliche Kreuzungen hergestellt (Vogt 2013),
die aber erst zukunftig weitere Forschung gestatten werden: Leider betragt die
Keimzeit von Hundsrosensaat 2 Jahre (Rowley 1956) und die Generationszeiten
der Arten sind sehr lang (Henker 2000). Bei diesen kunstlichen Hybriden sind
die exakten Eltern bekannt, was bei den hier untersuchten natirlichen Hybriden
(Manuskript 111, 1V, Vogt et al. 2015, Herklotz et al. 2018) nicht der Fall war
und teilweise die Interpretation der Ergebnisse erschwerte.

Mitotische Metaphasen wurden aus dem Meristem von Wurzelspitzen
gewonnen. Stecklinge von Hundsrosen bilden im Wasser keine neuen Wurzeln
und sind generell schwer zu etablieren (Sheat 1948). Deswegen wurden vor Ort
die fein verzweigten Wurzelenden der Hundsrosen vorsichtig freigelegt,
anschlieBend in Geotextil eingeschlagen und wieder mit Boden bedeckt. Nach
ca. drei Wochen waren an den verletzten Wurzeltrieben viele neue
Wourzelspitzen gewachsen, die apikales Meristemgewebe enthielten und fir die
zytologischen Untersuchungen entnommen wurden. Diese Methode wurde
erstmalig an Hundsrosen angewandt und kann auch auf andere Gehdlze
Ubertragen werden. Gegen dieses Verfahren spricht allerdings eine potentielle
Schadigung der Pflanzen bei haufiger Schadigung der Wurzeln. In fortlaufenden

zytologischen Untersuchungen bin ich deshalb dazu Ubergegangen, Pistill-
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Gewebe aus jungen Blitenknospen auch fir mitotischen Analysen zu
verwenden.

Die Protoplasten-Enzymatik und die Pr&aparation der Objekte entsprach
Standardprotokollen (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000; Lim et al. 2005).
Eine Alternative ware die ,,SteamDrop*“Methode nach Kirov et al. (2014).

Im Gegensatz zu den verwendeten direkt mit Fluoreszenzfarbstoff markierten
FISH-Sonden wirde eine Antikorper vermittelte Detektion (Lim et a/. 2005) die
Signalsensibilitdt erhéhen (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). Vor allem
fur Loci von geringer Grolie, wie die der 5S rDNA, ware das unter Umstanden
besser geeignet. Interessante Ansatze fur die Visualisierung von single copy
Genen ware eine Signalverstarkung durch die 7yramide-FISH-Methode
(Khrustaleva & Kik 2001).

Eine groRes Potential birgt die Etablierung der fiber-FISH Technik, bei der
Prophasenchromosomen (DNA fiber) durch eine Kohlenstoff-Nano-Kapillare
gezogen werden und die physikalisches Mapping von Markern mit einer
Auflésung von bis zu 1kb erlaubt (Dechyeva & Schmidt 2016; Sharma et al.
2016).

Die verwendeten Methoden complementary DNA-AFLP (cDNA-AFLP) und
Methylation Sensitive AFLP (MSAP) zeigten anonyme Muster der Genexpression
und DNA-Methylierung. Es wurden Hundsrosen aus der genannten
Modellpopulation untersucht. Fur die Expressionsanalysen (cDNA-AFLP) wurde
RNA aus verschieden Geweben extrahiert. Die MSAP basierte auf genomischer
DNA. Dabei ist zu beachten, dass nicht unter einheitlichen Kulturbedingungen
gezogene Individuen untersucht wurden sonder Pflanzen an einem naturlichen
Standort. Dies ist relevant, da epigenetische Modifikation und Genexpression
immer von Umweltfaktoren abhangt und in einer nattrlichen Population diese
eben nicht einheitlich sind. Alternativ kénnten RNASeq und NGS Verfahren zur
Detektion von DNA-Methylierungen den Informationsgehalt steigern (Bloom et
al. 2009; Plongthongkum et al. 2014).
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Die nri7TS-1Region wurde mit Hilfe verschiedener Sequenzierstrategien
quantitativ und qualitativ analysiert. Die Fehlerraten von PCR basierten
Sequenzierungen sowie eine mogliche Selektion und/oder Deletion beim
Klonieren ist bekannt (Hoff 2009). Bei den mit Illumina® sequenzierten nr/7S-1-
Amplicons zeigten sich die PCR-Fehlerraten durch den hohen Anteil von /ow
copy Haplotypen (Manuskript 111, Herklotz et al. 2018, supplement Table S2).
Besser Ergebnisse lieferte die Analyse der nr/7S5-1-Region aus der genomischen
llumina®-Sequenzierung, weil dabei kein potentiell verzerrender PCR-Schritt
enthalten war. FlUr eine genaue Transkriptomanalyse ware ein RNASeQ-

Verfahren wiinschenswert (Bloom et al. 2009).



Ausblick 114

4 Ausblick

Hundsrosen wurden schon von Generationen von Forschern bearbeitet, nicht
zuletzt wegen ihrer grolien Vielfalt und der besonderen Meiose. Die Canina-
Meiose ist durch ihre besondere Form von grundlegendem Interesse.
Asymmetrische Meiosen zu erforschen, kann dazu beitragen allgemeine
Grundlagen zum Verstandnis von Meiose zu liefern. In dieser Arbeit konnten
einige Anhaltspunkte zum Mechanismus der Canina-Meiose aufgezeigt werden.
Die vollstandige Aufklarung der Canina-Meiose bleibt aber ein weit entferntes
Ziel. Mittelfristig mangelt es an modernen zytogenetischen Untersuchungen der
Hundsrosen-Megasporogenese, womit ein wichtiges Bindeglied beim
Verstandnis der Canina-Meiose fehlt. In einem deutsch-tschechischen
Kooperationsprojekt erforschen wir derzeit die genomische Komposition in
Hundsrosenhybriden und die Vererbung einzelner Subgenome in der Canina-
Meiose. Zytogenetische Analysen (FISH) und NGS-basierte Verfahren zur
Identifikation von satellite repeats sind methodische Schwerpunkte in diesem
Projekt. Zukunftige Studien kénnten sich mit der méglicherweise unterschiedlich
ablaufenden Meiose in Caninae und Rubigineae beschéaftigen. Weitere
methodische Ansatze kdnnten histologische Immuno-Assays zum Verfolgen der
Spindelstruktur oder Tyramid-FISH zur Detektion von low copy Genen sein. Ein
groRRes Potential um genetische Mechanismen der Meiose zu untersuchen, birgt
sicherlich das jungst veroffentlichte komplett annotierte Genom von
Rosa chinensis.

Die groRe morphologische Diversitat der Hundsrosen fihrte immer wieder zu
taxonomischen Veranderungen. Ziel dabei ist und war es die biologischen und
phylogenetischen Zusammenhange in dieser Gruppe mdglichst realitatsnah
wiederzugeben. Die taxonomische Bearbeitung der Hundsrosen ist langst nicht
abgeschlossen und sollte weiter verfolgt werden. Ich pladiere dabei aber klar
fir eine Vereinfachung und Zusammenlegung einzelner Arten. Kunftige

morphometrische und populationsgenetische Studien kdnnten sich mit weiteren
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(Sub)Sektionen der Rosen (z.B. sect. Caninae subsect. Vestitae), ihren
Hybridschwarmen und Fragen um verschiedene Kleinarten (z.B. R. marginata,
R. balsamica, R. canina var. andegavensis) befassen. Bei dkologischen Themen
gibt es aulRerdem Forschungsbedarf. Besonders wichtig wird die Taxonomie der
Hundsrosen bei praktischen Aspekten im Naturschutz und wissenschaftlichen
Feldarbeiten. Den Verfassern von Florenschlisseln wiinsche ich daher bei der

Bearbeitung der Hundsrosen viel Erfolg.
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