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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Der Kulturlein (Linum usitatissimum L. subsp. usitatissimum)

SDer §lachibau ftebt im Hchiten WUnfeben, Semn Ser Slachf ift dte fehdnfte und edelfte Srucht, die der
Dauer ernten Fann. Wenn der §lachf gedeibt, ift daf Jabr gut, und folang die Srucht auf dem §elde ftebt,
bif Lange nachdem {ie geborgen und geliefert ift, ift fic Sder Stoly einef jeden Dauern. Denn nack feinem
Slachf wird er beurteilt und Lommt su Lhren bei Sen D orfyenof fen.

[-]

Wbendf im Wirt{hauf wurde fiber den Stand der Saaten und daf Wachftum geredet, und bei jeder De
gegnung swifchen Bauer und Landmann war nach dem ,Guten Tag” Sie erfte Srage ,Wie {tebt Ser
Slachfacter?” Der §lachf befchdftigte und befiimmerte fie am meiften. Der §lachf galt mebr alf allef

andere in Ser Landwirtf cl)aft.“*

Bis zum Anfang des 20. Jahrhunderts war der Anbau von Flachs bzw. Kulturlein (Li-
num usitatissimum L. subsp. usitatissimum) zur Faser- oder Olsaatengewinnung in
ganz Europa verbreitet. Leinen stellte das bedeutendste Textilprodukt der abendlan-
dischen Welt dar. Im deutschsprachigen Raum lagen die Hauptanbaugebiete von
Flachs vorallem in Westfalen, Schwaben und Schlesien. In diesen Gebieten konnte
sich ebenfalls eine bliihende Verarbeitungsindustrie etablieren, welche in den meist
landlich strukturierten Gebieten einen bedeutenden Wirtschaftsfaktor darstellte. Der
Flachsanbau nahm eine wichtige Stellung im bauerlichen Alltag ein und Ubte einen

entsprechend grof3en Einflu auf das Leben der l&ndlichen Bevolkerung aus.

Die Familie der Leingewachse (Linaceae) gehort zur Ordnung der Geraniales und
umfal3t weltweit 22 Gattungen. Die Gattung Linum selbst besteht aus ca. 200 Arten,
welche Uberwiegend in den gemafigten bis subtropischen Gebieten der ndrdlichen
Halbkugel beheimatet sind. Der einzige wirtschaftlich genutzte Vertreter dieser Gat-
tung ist der Kulturlein Linum usitatissimum L. subsp. usitatissimum (dt.: ,der Uberaus
ndtzliche Lein“). Desweiteren werden einzelne Linum-Arten, wie z.B. L. perenne L.,
auch als Zierpflanzen angebaut.

Der Kulturlein 1&Rt sich in mehrere Formenkreise einteilen, die sich nach dem Habitus

sowie nach der Art der Nutzung unterscheiden (SCHILLING 1944, KULPA & DANNERT

"aus: S. Streuvels: De Vlaschaard, Amsterdam 1907
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1961). Die urtimlichsten Formen, die Springleine, besitzen Kapseln, welche sich
nach der Samenreife 6ffnen. Faserleine, umgangssprachlich auch als Flachs be-
zeichnet, umfassen hochwachsene (> 100 cm) Sorten mit einer erst im Kronenbe-
reich einsetzenden Verzweigung. Die Samen sind klein und haben nur einen gerin-
gen Olgehalt. Das Produkt der Faserleine ist ausschlieRlich die stark zellulosehaltige
Pflanzenfaser. Deutlich von den Faserleinen unterscheiden sich die Olleine. In der
Umgangssprache werden letztere auch einfach als Lein bezeichnet. Im Unterschied
zu Faserleinen besitzen Olleine eine geringere Wuchshohe. Die Verzweigung setzt
schon basal ein und ist im Kronenbereich starker als bei Faserleinen ausgepragt.
Olleine zeichnen sich durch einen reichen Fruchtansatz aus. Der Same ist groRer
und auch olreicher als bei Vertretern der erstgenannten Typen. Haufig ist bei Ollei-
nen die Samenschale ungefarbt. Dadurch ist der Same hellbeige anstatt dunkel-
braun. Im allgemeinen lassen sich Leinsorten entweder nur zur Faser- oder nur zur
Olgewinnung nutzen, da, abgesehen von den morphologischen Voraussetzungen
der jeweiligen Sorten, wahrend der Samenreife die Faserqualitdt abnimmt. Aus die-
sem Grund ist eines der Ziele in der Leinziichtung die Entwicklung von Kombinati-
onssorten, den Olfaserleinen, welche sowohl eine hohe Samen- als auch Faserleis-

tung zeigen.

Der Anbau von Kulturlein 1af3t sich bis in die Jungsteinzeit zurlickverfolgen. Der Kul-
turlein gehort damit neben Weizen (in Form von Einkorn und Emmer), Gerste, Hirse,
Erbse und Linse zu den altesten Nutzpflanzen der Menschheit (VAN ZEIST & BAKKER-
HEeERES 1975). Die frihesten Funde von kultivierten Leinsamen belegen den Anbau
von Lein fir die mesopotamische Hochkultur. Die Funde der Ausgrabungsstatten Ali
Kosh (Iran) und Ramad (Syrien) wurden auf ca. 7.500 bis 6.750 v. Chr. datiert
(DAMBROTH & SEEHUBER 1988).

Als Stammform des Kulturleins wird der schmalbléttrige oder blasse Lein L. usitatis-
simum subsp. angustifolium (Hups.) THELL. angesehen (DIEDRERICHSEN & HAMMER
1994). Er ist zugleich der einzige wildwachsende Vertreter der Art L. usitatissimum L.
Das Verbreitungsgebiet des schmalblattrigen Leins liegt im gesamten Mittelmeer-
raum und in den sudlichen Regionen von England und Irland. Nach HARLAN (1986)
fand die Domestikation parallel in verschiedenen Regionen statt. Als Diversitats-
zentren werden Zentralasien, der mittlere Osten, das Mittelmeergebiet sowie die eu-

ropaisch-sibirische Region (ehem. UdSSR) angesehen (VAviLov 1950, ZEVEN & DE
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WET 1982). In Europa scheint der Kulturlein wohl zuerst in der Form eines Winter-
Olleins domestiziert worden zu sein, wahrend in der europaisch-sibirischen Region
sommer-bluhende Faserleine entwickelt wurden. Letztere scheinen dann die frihen
europaischen Formen, vielleicht im Zuge veranderter agronomischer Anforderungen,
verdrangt zu haben (DIEDRERICHSEN & HAMMER 1994). Die Mutation der Subspecies
angustifolium zu der Subspecies usitatissimum scheint durch eine einzige Transloka-

tion bedingt zu sein (GILL & YERMANDOS 1967).

Erste Zeugnisse einer Faserverarbeitung finden sich seit 5.000 v. Chr. in Agypten.
Wandmalereien aus dem 3. Jahrtausend v. Chr. zeigen die Ernte und Verarbeitung
des Leins (DILLMANN 1953). Leinenbinden wurden u.a. zur Einbalsamierung der Mu-
mien verwendet. Ollein IaRt sich seit der V. Dynastie (2.563 - 2.423 v. Chr.) nachwei-
sen. Das alte Testament erwahnt Leinen an 22 Stellen (FAwzi 1980).

In Europa wurde der Lein ab dem Jungneolithikum (ca. 4.100 - 3.500 v. Chr.) ange-
baut. In den Pfahlbautenkulturen in Deutschland und der Schweiz finden sich Lein-
samen in allen Kulturhorizonten bis hin zur Bronzezeit (SCHLICHTHERLE 1989). Wah-
rend der Bronzezeit ebenso wie im Mittelalter war die Leinpflanze der wichtigste Lie-
ferant von Pflanzenfasern.

In der Neuzeit wurde jedoch immer mehr auf den Anbau von Lein verzichtet. Die Me-
chanisierung der Landwirtschaft bewirkte eine Verdrangung des handarbeitsintensi-
ven Leins durch einfacher zu bearbeitende Fruchtarten wie z.B. Getreide. Gegen
Ende des 19. Jahrhunderts erwies sich zudem die Baumwolle fur eine industrielle
Nutzung als besser geeignet. Der grof3flachige Anbau von Baumwolle sowie deren
industrielle Verarbeitung ermdéglichte die Herstellung von kostenginstigen Textilpro-
dukten, welche das Leinen innerhalb weniger Jahrzehnte vollstandig ersetzten. Ab

1945 wird der Lein in Deutschland nur noch vereinzelt angebaut.

Seit Mitte der siebziger Jahre wird die Moglichkeit industrielle Rohstoffe durch pflanz-
liche Erzeugnisse zu erganzen, wenn nicht sogar zu ersetzen, intensiv diskutiert.
Gleichzeitig gewinnt der Anbau solcher ,nachwachsender” Rohstoffe im Zuge von
wirtschaftspolitischen wie auch okologischen Uberlegungen immer mehr an Bedeu-
tung. Sowohl fir Lein6l als auch fiir die Leinfasern wurden vielféltige industrielle Nut-

zungsmaglichkeiten entwickelt (Abb. 1).
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Wahrend in der Vergangenheit die Leinziichtung Giberwiegend auf die Verbesserung
der Faserleistung ausgerichtet war, wird in jingster Zeit verstarkt die Zichtung neuer
Olleinsorten betrieben. Insbesondere die Modifikation des Fettsauremusters in Ab-
hangigkeit auf die spatere industrielle Verwertung des Leindls stellt ein wichtiges

Zuchtziel in der Leinzlichtung dar.

Ollein Faserlein
Speisedle Gewebe: - Textilien
Industrietle: - Farben Formteile: - Plastikersatz
- Lacke - recyclebare Anwendungen
- Bodenbelége (Linoleum)
- PVC-Stabilisatoren Zellulose: - Spezialpapiere
- Weichmacher
Asbestersatz
Leinsamen: - Lebensmittel
- Medizin Mulch
- didtische Ernahrung
Dammstoffe

PrefRriickstande: - Viehfutter

Abb. 1: Beispiele fur eine industrielle Nutzung der Produkte der Leinpflanze.

Im Leindl sind funf verschiedene Fettsauren in unterschiedlichen Anteilen nachweis-
bar (Tab. 1). Die Anteile der einzelnen Fettsauren in den Triacylglycerolen kénnen in
guter Naherung nach dem Modell von EVANS et al. (1969) geschatzt werden (BICKERT
1994).

Tab. 1: Ubersicht Uber die Fettsauren im Leinél.

wiss. Name dtf. Name engl. Name  Abk. Molekularformel

Palmitat Palmitinsdure  Palmitic acid Cq59 CH3(CH,),COOH

Stearat Stearinsdure  Stearic acid  C,59 CHz(CH,);sCOOH

Oleat Olséure Oleic acid Ci51 CHs(CH,);CH=CH(CH,),;COOH

Linolat Linolséure Linoleic acid  C.g, CH3(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH

Linolenat Linolensdure  Linolenic acid C,g.3 CH3;CH,CH=CHCH,CH=CH-
CH,CH=CH(CH,),COOH

Im allgemeinen Sprachgebrauch hat sich die deutsche Nomenklatur etabliert, so dal3 im folgenden
stets diese Verwendung findet.

Den groRten Anteil am Leindl stellt die Linolenséure (Cis:3): Je nach Sorte kann sie
Uber 50% des Leindls ausmachen. Eine Eigenschaft der Linolenséure ist ihre hohe

Oxidationsneigung: Dieses hat zur Folge, da3 das Lein6l im Vergleich zu anderen
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Pflanzendlen relativ schnell ranzig und so fiir die menschliche Ernahrung unbrauch-
bar wird. Daher darf Leindl, damit es zur Herstellung von Speisedl verwendet werden
kann, nicht mehr als 3% Linolensaure enthalten (THOMAS & VON BRUCK 1985). Ande-
rerseits bendtigen einige chemische Anwendungen gerade besonders reduzierende
(,trockene*) Ole als Rohstoff (ROWLAND et al. 1995). Dieses Beispiel verdeutlicht die
Notwendigkeit der Entwicklung von Leinsorten, welche Uber ein modifiziertes Fett-

sauremuster verfugen.

Untersuchungen von Genbank-Material zeigten, dal3 die genetische Variation bezlg-
lich des Fettsauremusters innerhalb der klassischen Kultursorten relativ begrenzt ist
(YERMANDOS & HELMSTREET 1965, GREEN & MARSHALL 1981). Die Einkreuzung ande-
rer Linum-Wildarten zur Erweiterung des genetischen Potentials ist aufgrund der un-
terschiedlichen Chromosomenzahl und Inkompatibilitditsschranken nicht mdoglich
(GREEN 1983). Die Technik der Protoplastenfusion wurde zwar fur Lein etabiliert (BA-
RAKAT & COCKING 1985, LING & BINDING 1987), jedoch ist die Erfolgsrate dabei &u-
Berst niedrig (NICHTERLEIN et al. 1988). Erfolgreich wurde dagegen die Induktion von

Mutationen zur Entwicklung neuer Zuchtlinien angewendet.

Tab. 2: Mutationslinien der kanadischen Kultursorte McGregor (verandert
nach ROWLAND et al. 1995).

Linie Palmitinsdure Stearinsdure Olsdure Linolsdure Linolensiure
C 16:0 C 18:0 C 18:1 C 18:2 C 18:3
McGregor 9,4% 5,1% 18,4% 14,6% 49,5%
E1747 9,5% 4,6% 15,6% 65,3% 2,1%
E67 27,8% 1,8% 17,5% 6,0% 42,0%
E1929 9,5% 3,4% 51,7% 16,3% 16,2%

Anfangs wurde zur Induktion von Mutationen Rontgenstrahlung verwendet. Auf diese
Weise konnte die Sorte Redwood-65 entwickelt werden (LARTER et al. 1965). Diese
Sorte weist in erster Linie einen gesteigerten Olertrag auf. Seit den achtziger Jahren
wird als mutagene Agens Ethylmethansulfonat (EMS) genutzt. Gleichzeitig wurde
verstarkt auf spezielle Fettsauremuster wert gelegt. So wurden von der kanadischen
Kultursorte McGregor mehrere Mutationslinien erzeugt (Tab. 2) (ROWLAND & BHATTY
1990).

Ahnliche Untersuchungen wurden auch mit den Sorten Bionda und Raulinus durch-

gefuhrt (NICHTERLEIN et al. 1988). Lediglich Mutationslinien der Sorte Raulinus erwie-
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sen sich als stabil. Diese Mutationslinien wiesen im Vergleich zu der Ursprungssorte

einen reduzierten Linolensauregehalt auf (< 4,0% gegentuber 55%).

Die Entwicklung von Mutationslinien stellt eine stark zufallsorientierte und zeitauf-
wendige Methode dar, um neues Material zur Olleinziichtung zu entwickeln. Um eine
zielgerichtetere und effektivere Zichtung zu ermdéglichen, empfiehlt sich die Etablie-
rung einer markergestiutzten Selektion (marker assisted selection, MAS). Dadurch
kann eine zielgerichtete Auslese auf einzelne Merkmale, wie z.B. einzelne Fettsaure-

Anteile, erfolgen.

Grundlage dafir ist die Kenntnis der Physiologie der Fettsdure-Biosynthese. Diese
ist, im Unterschied zu ihrer genetischen Regulation, gut charakterisiert. Im folgenden
soll sie kurz erlautert werden.

Den Hauptreservestoff des Leinsamens stellen die Neutralfette (Triacylglycerole) dar.
Sie werden in speziellen Zellkompartimenten, den Oleosomen, gespeichert und stel-
len die wichtigste Energiequelle fir den keimenden Samen dar. Fur die wirtschaftli-
che Eignung des Leindls sind die Kettenlange sowie der Sattigungsgrad der Fettsau-
rereste der Triacylglycerole von Bedeutung.

Endprodukt der im Cytoplasma stattfindenden Glycolyse ist Pyruvat (Abb. 2, Schritt
7). Im Zuge der oxidativen Decarboxylierung entsteht aus Pyruvat Acetyl-Coenzym A
(Acetyl-CoA). Acetyl-CoA stellt einen Schlisselpunkt des zellularen Energiestoff-
wechsels dar. Zur Gewinnung von ATP und Reduktionséaquivalenten kann Acetyl-
CoA in die Mitochondrien transportiert werden, wo es im Zuge des Citratzyklus voll-
standig zu CO, oxidiert wird. In Zeiten ausreichender Energieversorgung kann Ace-
tyl-CoA aber auch zur Bildung von Reservestoffen genutzt werden. Dazu wird Acetyl-
CoA in die Chloroplasten transferiert, wo es zur Synthese von Fettsduren dient.
Acetyl-CoA wird durch eine Acetyl-CoA-Carboxylase (ACCase) zu Malonyl-CoA car-
boxyliert (2). Diese Reaktion erfordert Energie, welche durch die gleichzeitige Hydro-
lyse von ATP zur Verfigung gestellt wird. Die eigentliche Synthese von langkettigen
Fettsauren (Acylierung) wird durch die Fettsdure-Synthase (FAS), einem Multien-
zymkomplex, katalysiert. Zunachst findet eine Ubertragung von Acetyl- und Malonyl-
resten von Coenzym A auf ein Acyl-Carrier-Protein (ACP) statt. Anschlie3end wird
der Malonylrest von Malonyl-ACP auf den Acetylrest von Acetyl-ACP unter der Ab-

spaltung von ACP Ubertragen. Dieser Schritt erfordert die parallele Oxidation von
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NADH+H". Das resultierende Acyl-ACP kann mehrmals durch weitere Malonylreste
verlangert werden. Als Endprodukt dieser Acylierung entstehen die langkettigen Fett-
saurederivate Palmityl-ACP und Stearyl-ACP. Eine detailliertere Darstellung der
durch die FAS katalysierten Reaktionen findet sich in allgemeinen Lehrbiichern zur
Biochemie (z.B. STRYER 1994). Stearyl-ACP kann durch eine weitere enzymatische

Reaktion modifiziert werden. Die Stearyl-ACP-Desaturase flgt eine cis-A9-Doppel-

Speicherung

)
@

Triacylglycerol-Pool
L Acyl-CoA
@ Linolenyl @ Linolyl Oleyl
Diacylglycerol-Pool P— ELmolenyl —~~— Linoly| s [— Oley! Phosphatidylcholin
R R R

) H 4
< <
, Sic Sic H <>
' £ 513
Oleyl, Linolyl, Linolenyl, Palmityl I arm @ Oleyl
Diglycerid E Oleyl, Linolyl, Linolenyl B4 g:g E Oleyl  Diacylglycerol
o
R ad ad R
s v
' '
) Oleyl, Linolyl, Linolenyl, Palmity! @ @ Oleyl .
Phosphatidat E Oleyl, Linolyl, Linoleny! Acyl-CoA-Pool E Oleyl Phosphatidat
R i ; R
G3P G3P
R A A
. H NS
i : RS Cytoplasmatische ER-Membran
Pie L S
Palmityl-CoA Stearyl-CoA Oleyl-CoA
r @ @ @ Cytoplasma

Plastid

Palmityl-ACP === Steary|-ACP == Oleyl-ACP

N o /
\? s
\/

Acetyl-CoA

Glykolyse

Abb. 2: Schematischer Ablauf der Triaclyglycerolsynthese.

Durchgezogene Pfeile symbolisieren enzymatische Reaktionen; unterbrochene Pfeile
symbolisieren Zusammenhéange. Ziffern weisen auf Erlauterungen im Text hin. Funktio-
nelle Zusammenhénge mit in anderen Zellkompartimenten stattfindenden Stoffwechsel-
prozessen werden durch kursive Schrift verdeutlicht.

Die genaue Strukturformel der einzelnen Zwischenprodukte findet sich in Abb. 3.
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bindung in Stearyl-ACP ein (3). Es ensteht Oleyl-ACP mit einem ungesattigten Acyl-
rest.Eine Acyl-ACP-Thioesterase katalysiert die Hydrolyse der Acyl-ACPs (4) zu den
freien Fettsauren Palmitinsaure (Ci.0), Stearinsaure (Cigo) und Olséaure (Cig:1) mit 16
bzw. 18 Kohlenstoffatomen. Olsaure und, in geringerem Umfang auch die Zwischen-
produkte Stearinsaure und Palmitinsdure, kbénnen aus den Chloroplasten in das Cy-
tosol diffundieren. Im Cytosol erfolgt durch eine Acyl-CoA-Synthetase die Kopplung
der Fettsauren an das Coenzym A.

Die Acyl-CoA-Komplexe werden zu dem glatten Endoplasmatischen Reticulum (ER)
transferiert. An der cytosolischen Membran des ERs findet die Synthese von Di- und
Triacylglycerolen (Ubersicht in Abb. 3) aus dem Acyl-CoA-Pool sowie Glycerin-3-
phosphat statt. Letzteres wird aus verschiedenen Zwischenprodukten der Glycolyse

synthetisiert.

0
H,C-0-C-(CH,),-CH, -® =-H Diacylglycerin DAG
(o) =- HPO,? Phosphatidat PA
T =- PO,«(CH,),-N*(CH,), Phosphatidylcholin (Lecithin) PC
0O-C-. - =- PO,«(CH,),-NH, Phosphatidylethanolamin PE
HC-0-C~(CH,),-CH, = - Galactose Monogalactosidyldiacylglycerin MGD
| (o] = - (Galactose), Digalactosidyldiacylglycerin DGD
i =- (CH,),-CH, Triglycerid (Triacylglycerin) TAG
H,C-O-C- ®

Abb. 3: Molekularstruktur der haufigsten pflanzlichen amphipathischen Lipide.

Eine Glycerin-3-phosphat-Acyltransferase synthetisiert aus zwei Acyl-CoA und einem
Glycerin-3-phosphat Phosphatidat (Abb. 2, Schritt 5). Phosphatidat wiederum wird
durch eine Phosphatat-Phosphatase dephosphoriliert; es ensteht ein Diacylglycerol.
Durch eine Veresterung des Acylrestes eines Acyl-CoA mit einem Diacylglycerol wird
ein Triacylglycerol (dt.: Triglycerin) synthetisiert (77). Diese Reaktion wird von der
1,2-Diacylglycerol-Acyltransferase katalysiert. Triacylglycerole stellen das Endpro-
dukt der Lipidsynthese dar. Sie werden in subzellularen Organellen, den Oleosomen,
gespeichert (712).

Im Zuge der Fettsauresynthese entstehen nur drei Typen von Acyl-CoA: Palmityl-
CoA, Stearyl-CoA und Oleyl-CoA. Ungesattigtere Acylreste werden erst im Zuge der
Diacylsynthese erzeugt. Ausgangspunkt des ,Kennedy-Biosyntheseweges" (STYMNE
& STOBART 1987) ist ein Diacylglycerol, welches an der sn-1 und sn-2 Positon einen

Oleyl-Rest tragt. Die Synthese dieses Diacylglycerols findet im Rahmen der allge-
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meinen Diacylglycerolsynthese statt (5a und 6a). Das Diacylglycerol wird durch eine
Cholin-Phosphotransferase zu Phosphatidylcholin (dt.: Lecithin) modifiziert (7). Da-
nach konnen schrittweise die Acylreste des Phosphatidylcholins durch acylspezifi-
sche Desaturasen desaturiert werden (8 und 9). Es entstehen Linolyl- (Cis:2) und Li-
nolenylreste (Cis:3). Acyl-Reste, welche sich an der mittleren, sn-2 Position befinden,
kénnen auf ein Coenzym A Ubertragen werden und so in den Acyl-CoA-Pool einflie-
Ben (710). Die direkte Umwandlung von 1,2-Dilinolyl-phosphatidylcholin zu 1,2-
Dilinolylglycerol mittels der Cholin-Phosphotransferase ist ebenfalls moglich (7a).

Lipide stellen eine effektive Form der Energiespeicherung dar. Im Vergleich zu Koh-
lenhydraten besitzt der Kohlenstoff in den Lipiden eine héhere Reduktionsstufe. Die
komplette Oxidation von 1 g Fett oder Ol setzt mit 9,3 kcal etwa dreimal soviel Ener-
gie frei wie die Oxidation von 1 g Stérke. Dadurch kann pro Gramm Speicherstoff

eine wesentlich hthere Menge an ATP gebildet werden.

Die genetische Regulation des Fettsdure-Stoffwechsels, insbesondere die der Bio-
synthese der Reservestoffe, ist beim Kulturlein ebenso wie bei anderen Kulturpflan-
zen nur relativ wenig untersucht.

Die Desaturierung von Linolat zu Linolenat (Abb.2, Schritt 9) scheint in erster Linie
von zwei unabhangig segregierenden Major-Genen, Ln1 und Ln2, reguliert zu wer-
den (GREEN 1986, NTIAMOAH et al. 1995). Beide Gene zeigen eine additive Wirkung
und liegen in zwei dominant/rezessiven Allelen vor. Aufgrund von vergleichenden
Analysen im Fettsauregehalt des Samendles von verschieden Kultursorten kann aber
die Existenz weiterer Major-Gene in anderen Kultursorten nicht ausgeschlossen wer-
den (GREEN 1986). Gleichfalls scheinen sich zudem eine Reihe von Minorgenen auf
den Linolenatgehalt auszuwirken, von denen allerdings noch keines genau determi-
niert werden konnte (DAsS & RHAI 1974).

Marker fur diese Gene oder generell fir den Linolenséduregehalt im Samendél sind fir
den Kulturlein bisher nicht bekannt. Relativ gut untersucht ist dagegen die Regulation
der Fettsdure-Synthese bei der Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana L.). Es sind
Mutationslinien bekannt, bei der die Desaturierung von Olsaure zu Linolsaure (fad2)
bzw. von Linolsdure zu Linolensaure (fad3) unterbrochen sind (BROWSE & SOMERVIL-
LE 1991). Die fad3-Mutation konnte auf Chromosom 2 von A. thaliana kartiert werden,
ein engekoppelter RFLP-Marker (ASA2) kartiert 0,4 cM entfernt (NIYOGI & FINK 1991).

ARONDEL et al. konnten 1992 das fad3-Gen klonieren.
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Bei der Rapspflanze (Brassica napus L.) wurden ebenfalls verschiedene Marker fur
den Linolensduregehalt gefunden. Hu et al. (1995) beschrieben einen kodominant
segregierenden RFLP-Marker, welcher 26,5% der phanotypischen Variation erklart.
TANHUANPAA et al. (1995) fanden einen RAPD-Marker, welcher 23% der phanotypi-
schen Variation erklart und dominat fur einen hohen Linolenatgehalt ist. THORMANN et
al. (1996) berechnete anhand einer RFLP-Karte zwei QTLs, welche zusammen 60%
der phanotypischen Variation beschrieben. Einer dieser QTLs lag in dem Bereich des
fad3-Gens. Diese Ergebnisse konnten von JOURDREN et al. (1996) mittels einer
RAPD-Analyse bestatigt werden, allerdings konnten die zwei QTLs in diesem Fall
71% der phanotypischen Varianz erklaren. SOMERS et al. (1998) fanden dagegen drei
ungekoppelte Loci, von denen einer im Bereich des fad3-Genes Kkartierte. Zusammen
beschrieben diese QTLs 51% der phanotypischen Variation.

Uber die Desaturierung von Olsédure zu Linolsaure (Abb. 2: Schritt 8) liegen bislang
keine genetischen Untersuchungen fir den Lein vor. Analysen bei der Farberdistel
Carthamus tinctorius L. (Saflor) zeigten, daf? dieser Biosynthese-Schritt wahrschein-
lich durch ein Major-Gen, OI, reguliert wird. Bisher wurden ein dominantes Allel sowie
zwei rezessive Allele fur dieses Gen gefunden (KNOWLES & HiLL 1964). Fir den glei-
chen Synthese-Schritt wurde beim Mais (Zea mays L.) ebenfalls ein einziges Gen, In,
postuliert (DE LA ROCHE et al. 1971). Bei Arabidopsis thaliana L. wurde eine Mutati-
onslinie (fad2), bei der die Desaturation der Fettsduren an dieser Stelle unterbrochen
ist, gefunden (BROWSE & SOMERVILLE 1991).

Die genetische Regulation der Fettsaure-Syntheseschritte, die in den Plastiden loka-
lisiert sind (Abb. 2: Schritte 2 und 3), ist ebenfalls nur wenig erforscht. Bei dem
Kulturlein konnte anhand der Analyse der McGregor-Mutante E67 nachgewiesen
werden, daR fur die alternative Desaturierung von Palmitinsaure (Cie0) zu
Palmitolenséaure (Cie:1) anstelle der Acetylierung zu Stearinsédure (Cis:o) ein einzelnes
Gen verantwortlich ist (NTIMOAH et al. 1995). Dieser Stoffwechselweg tritt bei den
normalen Kultursorten des Leins allerdings nicht auf. Es konnte bestimmt werden,
welches Enzym genau von der Mutation betroffen ist. Insgesamt ist nur bekannt, daf3
die Synthese des ACPs und der Stearyl-Desaturase (Abb. 2: Schritt 3)

wahrscheinlich von fiinf Genen gesteuert wird (OHLROGGE & JAWORSKI 1997).
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Ebenso wie die Genetik der Fettsdurestoffwechsels ist die allgemeine Genetik des
Kulturleins nur ansatzweise beschrieben. Innerhalb der Gattung Linum zeigt sich eine
Uberaus hohe Variabilitat des Karyotyps. Die Chromosomenzahlen variieren zwi-
schen 2n =12 und 2n = 84 (HOFFMANN et al. 1985, NicKeL 1993). Bei 70% aller Arten
finden sich jedoch Chromosomenzahlen von 2n = 18 und 2n = 30 (RAY 1944). Der
Kulturlein Linum usitatissimum subsp. usitatissimum besitzt 2n = 30 Chromosomen
(Abb. 4), ebenso wie die Wildform L. usitatissimum subsp. angustifolium. Das gesam-
te Genom von L. usitatissimum ist relativ klein, es umfait 7,0 x 10® bp / 1C (CuLLIs
1981).

Als Besonderheit fallt auf, dafd bei L. usita-
tissimum ein Nucleolenchromosom einen
.Satelliten besitzt, d.h. einen groéReren
Chromosomenabschnitt, welcher Uber ei-
nen langeren euchromatischen Abschnitt
mit dem ,Haupt“-Chromosom verbunden

ist. Bei unglnstigen Praperationstechniken

kann dieses Chromosom leicht zerfallen
und eine hohere Chromosomenzahl vortdu-  Abb. 4: Zelle aus der Wurzelspitze des
schen (MAsIMA 1947, PIRsON 1955). L. usi- Leins.

.. . . . Die Metaphase-Chromosomen er-
tatissimum gilt als sekundar polyploid. In scheinen durch eine Feulgenfar-
dem postulierten Polyploidisierungsschritt bung als helle Punkte.
fand eine Verdopplung der Chromosomenzahl von n= 8 auf n= 16 statt. Dabei
scheint es jedoch zu dem Verlust eines Nucleolenchromosomes gekommen zu sein.
Gestitzt wird diese Annahme durch Untersuchungen von PIRSON (1955): Zwischen
Chromosomenpaaren existieren Homologiebeziehungen, welche haufig zu einer Se-
kundarpaarung von Bivalenten wahrend einzelner Stadien der Meiose fuhren. Zudem
ist bekannt, dal® gerade Nucleolenchromosomen zu einer Multivalentbildung neigen,
so daf3 leicht eine ungleichm&Rige Verteilung der Chromosomen auf die Tochterzel-
len erfolgen kann.

Versuche zur kinstlichen Polyploidisierung von Kulturlein wurden von verschiedenen
Autoren beschrieben (Zusammenstellung s. HOFFMANN 1961). Im allgemeinen zeig-
ten sich jedoch polyploidisierte Sorten (4n) im Feldversuch den diploiden Ursprungs-

sorten unterlegen und als weniger fir den Anbau geeignet (LEVAN 1942). Ebenso
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weisen polyploidisierte Sorten einen deutlich geringeren Ertrag auf: Bei tetraploiden
Faserleinen féllt sowohl der Fasergehalt als auch die Faserqualitit schlechter aus als
bei diploiden Faserleinen (HOFFMANN 1961). Tetraploide Olleine besitzen einen deut-
lich niedrigeren Olgehalt (HOFFMANN 1961, YERMANDOS und GILL 1967). Die Polyploi-
disierungstechnik scheint daher Uber kein wirtschaftlich nutzbares Potential fur die

Leinzlchtung zu verfigen.
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1.2 Genetische Marker

Grundlage der Charakterisierung sowohl von Individuen als auch von Verwandt-
schaftsgruppen ist die Verfugbarkeit einer beschreibenden Methode. In der Biologie
hat sich dafir das System der genetischen Marker etabliert.

Prinzipiell stellt ein genetischer Marker eine Varianz homologer DNA-Loci dar, d.h.
ein solcher DNA-Locus liegt in Form von unterschiedlichen Allelen vor. Die Allele
brauchen nicht zwingend kodierend sein, sie mussen lediglich stabil vererbbar sein.
Im direkten Vergleich zweier homozygoter Individuen &uf3ert sich das Vorliegen von
verschiedenen Allelen als Polymorphismus. Ein idealer genetischer Marker sollte
mehreren Kriterien genigen: Er sollte keine Umweltvarianz zeigen und eine mog-
lichst hohe Heritabilitat besitzen. Er sollte in allen Phasen der Individualentwicklung
(Ontogenese) vorhanden sein. Seine Vererbbarkeit sollte kodominant sein. Marker
dieses Typs sollten statistisch gleichmaf3ig tber das gesamte Genom verteilt sein.
Eine Ubertragung sollte auch bei weniger eng verwandten Organismen (z.B. Arten)
mdoglich sein. Die Entwicklung solcher Marker sollte einen mdglichst geringen Kos-
ten- und Arbeitsaufwand erfordern, ebenso wie die Anwendung dieser Marker.

Als Marker kommen sowohl vollstandig ausgepragte Eigenschaften, entweder mor-
phologischer oder biochemischer Natur, als auch Unterschiede auf molekularer Ebe-
ne, d.h. im Genom, in Frage. Es werden dementsprechend morphologische Marker,

biochemische Marker und molekulare Marker unterschieden.

1.2.1 Morphologische Marker

Spezifische Unterschiede in der Morphologie von Organismen, wie z.B. Farbe und
Form einzelner Organe, kbnnen als Marker dienen. Dazu mussen diese Eigenschaf-
ten jedoch eindeutig bestimmbar und monogenen Ursprungs sein. Das klassische
Beispiel fur die Anwendung phanotypische Marker stellen die Kreuzungsexperimente
von MENDEL (1866) dar, welche die Grundlage nicht nur der modernen Genetik son-
dern auch der wissenschaftlichen Pflanzenziichtung bildeten. MENDEL untersuchte
bei der Erbse mehrere phanotypische Merkmale, u.a. Blutenfarbe, Blitenstellung,
Form und Farbe der Samen und Hiilsen sowie die Stengellange.

Morphologische Marker bilden noch heute die Grundlage der systematischen Biolo-
gie, anhand derer die taxonomische Einordnung von Organismen erfolgt. Gleichfalls
kénnen anhand morphologischer Marker Aussagen Uber evolutionare Prozesse ge-

troffen werden. So konnten DIDERICHSEN & HAMMER (1994) anhand einer Analyse von
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verschiedenen morphologischen Merkmalen eine Aussage Uber die Verwandschaft
des Kulturleins (L. usitatissimum L. subsp. usitatissimum) zu dem schmalblattrigen
Flachs (L. usitatissimum L. supsp. angustifolium (Huds.) Thell.) treffen. Insgesamt
untersuchten sie 63 Akzessionen der Subspezies usitatissimum sowie 73 Akzessio-
nen der Subspezies angustifolium. Flr Subspezies usitatissimum beobachteten sie
17 morphologische Parameter, fir Subspezies angustifolium 29. Im Vergleich zu an-
deren Kulturpflanzen besitzt der Lein nur relativ wenig variable phanotypische Eigen-
schaften. So sind fir die Gerste Uber 120 morphologische Marker bekannt und kar-
tiert (SCHONFELD 1998).

Jedoch ist die Verwendbarkeit von morphologischen Markern zur Analyse der geneti-
schen Diversitat nicht unumstritten, da sie unter Umstanden durch Umwelteinflliisse
modifiziert werden kénnen (SMITH & SMITH 1989). Durch pleiotrope Wirkungen man-
cher Gene konnen die realen Geneinflisse verschleiert werden (HOFFMANN 1961).
Zudem sind Befunde, welche anhand morphologischer Merkmale ermittelt wurden,
nicht immer mit anderen Analysemethoden zu reproduzieren (CROSS 1992).

Nur selten sind morphologische Marker mit wirtschaftlich wichtigen Merkmalen korre-
liert und damit in der Pflanzenziichtung anwendbar. Fur den Lein ist die Samenfarbe
und ihre Korrelation zu agronomischen Grof3en relativ gut untersucht, daher soll an
dieser Stelle kurz auf die der Auspragung der Samenfarbe zugrundeliegende Genetik

eingegangen werden.

Der Samen weist nicht nur innerhalb der Gattung Linum sondern auch innerhalb der
Art L. usitatissimum eine grof3e Variabilitat auf. Daher riickten diese Merkmale neben
der Blitenmorphologie schon friih ins Zentrum der Aufmerksamkeit der klassischen
Genetiker. Die Samenfarbe ergibt sich aus der Fahigkeit der Pflanzen Pigmente in
ihre Samenschale einzulagern (RUDIGER 1942). Die Samenschale selbst besteht aus
funf Schichten, wobei nur die mittleren Schichten das Aussehen des Samens préagen
(BOESEWINKEL 1980). In Abwesenheit von Pigmenten ist die Samenschale durchsich-
tig und der Same erscheint aufgrund der Farbung der Kotyledonen gelb. Mit einer
gefarbten Samenschale nimmt der Same hell- bis schwarzbraune Farbtbne an.
THAMMES (1930) fuhrte dieses auf das Vorliegen eines dominanten ,Grundfaktors” G
zurlick. Liegt dagegen das rezessive Allel g homozygot vor, ist der Same stets gelb.
Desweiteren findet eine Interaktion mit verschiedenen Genen, welche in erster Linie

die Morphologie der Reproduktionsorgane beeinflussen, statt. Die unterschiedliche
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Auspragung des Phanotyps in Abhangigkeit der Genkombinationen ist in Tabelle 3
dargestellt. Als Wildtyp wird braun angenommen (SAEDI & ROWLAND 1997), allerdings
findet man bei der wahrscheinlichen Wildform L. usitatissimum subsp. angustifolium
weder braunen noch gelben Samen, sondern nur verschiedene gelb-braun bzw. olive

Tonungen des Samens (DIEDERICHSEN & HAMMER 1995).

Tab. 3: Auspragung des Phéanotyps in Abhangigkeit von verschiedenen Genkombi-
nationen (verandert nach THAMMES 1930).

Geneexpression Petalen Samenfarbe

Farbe  Form Allel G Allel g (homozygot)
B:B,CDF blau flach braun gelb
B:B,CDf lila flach braun gelb
B;B,CdF rosa flach | gelbbraun bis schwarz gelb
B.B,Cdf weild flach gelbbraun bis schwarz gelb
BiB,cDE weild flach braun gelb
B;B,cdF weild flach gelbbraun bis schwarz gelb
b;B,CDE weilR  gekrauselt graugriin gelb
b;B,CdE weil flach graugriin bis schwarz gelb
Bib,CdF weill  gekréuselt braun gelb
alle weiteren
Kombinationen mit weild k.A. k.A. k.A.
homozygotem Allel b,

Es handelt sich stets um dominant/rezessive Effekte, d.h. fir die Auspragung eines rezessi-
ven Merkmales mussen stets beide Allele in rezessiver Form vorliegen (aa), wéahrend bei der
Auspragung eines dominanten Merkmales verschiedene Allelkombinationen mdglich sind
(AA oder Aa).

k.A. = Es liegen keine Angaben vor.

Die Gen-Nomenklatur nach THAMMES wird in Europa sowie den USA und Canada
angewandt (BEARD & ComsTock 1965). Die neuere, modifizierte Nomenklatur der
Gene ist in Tabelle 4 wiedergegeben. Ein alternatives Modell nach SHAw et al. (1931)
postuliert 3 unterschiedliche Gene Gg, Mm und Xx, die zusammen mit einem Gen
Dd, welches die Blitenfarbe reguliert, eine differenzierte Samenfarbe bewirken. Je-

doch sind diese Gene bislang nur in indischen Sorten nachgewiesen worden.
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PLONKA hat 1951 zwei Sorten Tab. 4: Neuere Nomenklatur der Gene, welche

. neben der Auspragung der Blutenfarbe
(Stormont Motley und Safi line 2) auch die Samenfarbe beeinflussen.

beschrieben, deren Samen hell

Symbol Genwirkung
gefleckt sind. Diese Scheckung Bib; B,: erlaubt Farbung der Petalen
ist wahrscheinlich durch einen b,: Petale sind stets weil} gefarbt
Bsb, B,: erlaubt Farbung der Petalen

weiteren rezessiven Faktor be- , , )
b,: Petale sind stets weil3 gefarbt

dingt, der sich allerdings nur in Cc C: erlaubt Farbung der Petalen

Abwesenheit von D auspréagt. In c: Petale sind weil3 gefarbt
jingerer Zeit (1997) beschreiben |24 D: Petalenfarbe ist blau

d: Petalenfarbe ist blau
SAEIDI & ROWLAND  ebenfalls Ff E: Intensiviert Petalenfarbe
Lein-Linien mit geflecktem Sa- f: Andert Petalenfarbe von blau nach lila
men, die durch Kreuzung aus |Sd G: Samenfarbe gefarbt

. : Samenfarbe ungefarbt
verschiedenen, durch EMS- g tng

. . Verandert nach BEARD & ComsToCK 1965.
Behandlung induzierte McGre-

gor-Mutanten {[(E1747xE1929) x (E67xXE1747)]xE1306} entstanden sind. Auch die

.Kunstlich* induzierte Scheckung ist ein rezessives Merkmal.

ComsTtock & KOMMEDAHL (1956) fanden eine positive Korrelation zwischen gelber
(beiger) Samenfarbe und Tausendkorngewicht (Abk.: TKG), Olgehalt, Jodzahl aber
auch dem prozentualen Anteil an geschadigtem Samen aufgrund der mit der hellen
Samenfarbe einhergehenden diinneren Samenschale. Negativ korreliert war die gel-
be Samenfarbe dagegen mit der Keimfahigkeit, dem Samenertrag und dem Samen-
gewicht. Diese Ergebnisse konnten von CULBERTSON et al. 1960 bestatigt werden.
Ferner ist das Samengewicht positiv korreliert mit der Lange und Breite der Kronblat-
ter und der Samenkapsel (DIEDERICHSEN & HAMMER 1994). Eine Korrelation der (sel-
tenen) gelben Blutenfarbe mit dem Gehalt an Linolenséure stellte PLESSERS (1966)

fest.

Gleichfalls problematisch ist die Erstellung einer Kopplungskarte ausschlie3lich an-
hand phanotypischer Marker. Nach den ersten Kreuzungsversuchen von MENDEL
(1865) war die Erbse eine der Modellpflanzen der Genetik. Mittlerweile konnten 137
Loci far phanotypische Merkmale lokalisiert werden (s. Internet-Homepage:
http://hermes.bionet.nsc.ru/peamap/). Es ist jedoch nicht mdglich, anhand dieser Daten

eine durchgéngige Kopplungskarte fur das Erbsengenom zu erstellen. Nur fur vier
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der sieben Chromosomen liegt eine ununterbrochene Kopplungskarte vor. Die ande-

ren Chromosomen sind nur partiell charakterisiert.

1.2.2 Marker auf physiologischer Ebene

Neben morphologischen Merkmalen lassen sich auch Eigenschaften auf physiologi-
scher Ebene zur Analyse bestimmter genetischer Fragestellungen nutzen. So weist
der pflanzliche Sekundérstoffwechsel eine hohe Variation an Metaboliten auf. Mehr
als 20.000 sekundare Pflanzenstoffe sind wissenschaftlich beschrieben (STRARBUR-
GER et al. 1991). Wahrend der pflanzliche Primarstoffwechsel zur Aufrechthaltung
essentieller Lebensvorgange dient, produziert der Sekundarstoffwechsel Stoffe, wel-
che eine Interaktion mit der Umwelt bewirken (,6kologisch wirksame Pflanzenstoffe").
Die sekundaren Pflanzenstoffe lassen sich in drei Klassen einteilen: die der Terpene,
welche in erster Linie als Gift- oder Bitterstoffe gegen Fraf3feinde in Pflanzenorgane
eingelagert werden, die Klasse der stickstoffhaltigen Sekundarstoffe, die in erster
Linie die Alkaloide umfaf3t, und die Klasse der phenolischen Stoffe, zu der sowohl
Schutz- als auch Lockstoffe zahlen. Zu letzteren z&hlen auch die Flavonoide, welche
hauptsachlich als Pigmente in Bluten, Blattern und Friichten eingelagert werden. In
diesem Fall waren dann die Grenzen zu den morphologischen Markern flie3end.

Die Kenntnisse Uber die Bildung sekundarer Pflanzenstoffe finden in erster Linie An-
wendung bei der taxonomischen Klassifizierung von Pflanzenarten. Als Grundlage
zur Erstellung von Variabilitatsstudien werden sie heute jedoch nicht mehr genutzt
(BRETTING & WIDRLECHNER 1995). Vorteile einer Nutzung der Sekundarmetabolite als
Marker sind ihre hohe Heritabilitat und ihre Stabilitat (qualitativ, jedoch nicht quantita-
tiv) gegentber Umwelteinflissen. Jedoch bleibt ihre Auspragung meistens auf ein-
zelne Pflanzenorgane oder -gewebe beschrankt. Auch kann ihre Synthese unter
Umstanden nur zu bestimmten Zeiten stattfinden. Zudem werden Modifikationen die-
ser Biosynthese-Wege nur selten von einzelnen Genen reguliert. Analysen dieser
Stoffe sind haufig langwierig und nicht fir eine Anwendung im grof3en Mal3stab ge-
eignet.

Eine Kopplung zwischen der Biosynthese pflanzlicher Sekundarstoffe und zichte-
risch wichtigen Merkmalen wird nur selten gefunden. Fir den Kulturlein wurde die
Analyse der Substituenten des Cutins sowie der Wachse als Marker fir die Faser-

gualitat vorgeschlagen (MoRRrIsoON Il et al. 1999). Diese zahlen zwar nicht direkt zu
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den sekundaren Pflanzenstoffen, sind von der Komplexitat ihrer Synthese und ihrer
biologischen Funktion aber durchaus mit diesen vergleichbar.

Der Fettsaurestoffwechsel stellt eine entscheidene Grof3e im Primérstoffwechsel
nicht nur des Kulturleins sondern der gesamten Gattung Linum dar, wo er in erster
Linie zum Aufbau von Reservestoffen dient (s.0.). Allerdings &Rt sich innerhalb der
Gattung Linum eine hohe Variabilitat im Fettsduremuster des Samendls feststellen
(PLESSERS 1966, YERMANDOS 1966, YERMANDOS et al. 1966). ROGERS (1972) ver-
wendete die Anteile der einzelnen Fettsduren, hierbei in erster Linie die der Linolen-
und der Olsaure, als Marker fiir eine entsprechende taxonomische Klassifizierung der

Linum-Arten.

Wichtigere Marker auf physiologischer Ebene stellen die biochemischen Marker dar,
welche Unterschiede in der Proteinstruktur, entweder bei Speicherproteinen oder
Isoenzymen, detektieren. Im Gegensatz zu morphologischen Markern beruhen bio-
chemische Marker in erster Linie direkt und unmittelbar auf den Translationsproduk-
ten der Genloci, wobei diese natlrlich ebenfalls, unter Umstanden auch erheblichen,
Modifikationen unterliegen kdnnen.

Zu den Speicherproteinen zéhlen die Albumine, die Globuline, die Prolamine und die
Gluteline. Zu letzteren zahlen die Hordeine, anhand derer phylogenetische Untersu-
chungen innerhalb der Gattung Hordeum durchgefihrt wurden (DoLL & BROWN 1979,
AsrFaw 1989). Hordein-Markerloci konnten ebenfalls erfolgreich in Kopplungskarten
der Gerste eingefligt werden (LINDE-LAURSEN et al. 1982, DoLL & JENSEN 1986). Auch
bei anderen Poaceen, wie z.B. dem Weizen, konnte anhand der Analyse charakteris-
tischer Speichergluteline erfolgreich eine taxonomische Klassifizierung durchgefihrt
werden (TAHIR et al. 1996). Eine eindeutige und vollstandige Sortendifferenzierung ist
jedoch aufgrund der limitierten Verfiigbarkeit dieser Marker selten moglich (HsAm et
al. 1993). ,Speicherprotein-Marker* verhalten sich analog zu einem Genlocus/Allel-

Modell mit codominanter Vererbung und folgen den Mendelschen Regeln.

Ebenfalls auf Unterschieden in der Molekularstruktur beruhen die Isoenzym-Marker.
Enzyme konnen bei gleicher katalytischer Funktion dennoch unterschiedliche Kon-
formationen besitzten. Sind diese multiplen Enzymformen auf Unterschiede in der
Primarstruktur, also der Aminosauresequenz, zurickzufihren und diese wiederum

auf eine Modifikation einzelner Gene, so liegen nach der Definition von MARKERT &
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MOLLER (1959) Isoenzyme vor. Isoenzyme besitzen neben ihrem codominanten Ver-
halten, ihrem relativ hohen Polymorphiegrad und ihrer Vererbarkeit nach den Men-
delschen Regeln den entscheidenen Vorteil, dal} sie stets in allen Geweben der
Pflanze vorkommen und mittels relativ einfacher Methoden analysierbar sind (z.B. via
Zymogramm-Technik (HUNTER & MARKERT 1957)). In der Pflanzengenetik wurden sie
erstmals 1969 zur Sortendifferenzierung bei der Gerste eingesetzt (FRYDENBERG et
al.). Bis heute wurden sie sowohl fur eine Reihe populationsgenetischer Untersu-
chungen als auch fir Genomkartierungen verwendet. Es konnten diverse Kopplun-
gen zwischen Isoenzymen und wirtschaftlich wichtigen Genloci festgestellt werden,
wie z.B. zu dem Nematodenresistenzgen (Mi) bei der Tomate (TANKSLEY & RICK
1980).

Fur den Kulturlein konnten mehrere Enzyme gefunden werden, die in multiplen For-
men auftreten. Es handelt sich dabei um verschiedene Esterasen und Peroxidasen
(MARECK et al. 1995, YURENKOVA et al. 1995, DJIANA et al. 1996). Phylogenetische
Untersuchungen oder Genomkartierungen mittels Isoenzymen wurden bislang nicht

veroffentlicht.

Marker auf physiologischer Ebene stellen niitzliche Mittel zur Sorten- und Artendiffe-
renzierung dar, was sie fur taxonomische und phylogenetische Analyse pradestiniert.
Desweiteren konnten physiologische Marker in Néhe zlchterisch wichtiger Gene ge-
funden werden. Allerdings ist die Anzahl der zur Verfligung stehenden Marker dieser

Klasse begrenzt.

1.2.3 Molekulare Marker

1.2.3.1 RFLP-Marker

Bestimmte Enzyme, die Restriktionsendonucleasen, erzeugen Briiche in dop-
pelstrangiger DNA an fur das jeweilige Enzym spezifischen Stellen (Restriktion)
(GRODzZICKER et al. 1974). Mittels dieser Restriktionsendonucleasen laRt sich das ge-
samte Genom von Organismen in kleinere Fragmente zerteilen. Es entstehen Frag-
mente unterschiedlicher Grol3e, je nachdem, wie haufig und an welcher Stelle im
Genom die spezifische Erkennungssequenz vorliegt. Aufgrund von Mutationen kén-
nen jedoch Sequenzen im Genom dergestalt verandert werden, dal} eine Erken-
nungssequenz nicht mehr vorliegt. Anstelle zweier Fragmente wird dann in einer Re-

striktion nur noch eines erzeugt. Genauso ist es moglich, da3 Erkennungssequenzen
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durch Mutationen neu entstehen, so dal3 weitere Fragmente erzeugt werden. Im di-
rekten Vergleich der Anzahl bzw. der GroéRRe der Restriktionsfragmente lassen sich
Organismen unterscheiden (GRODZICKER et al. 1974).

SOUTHERN entwickelte 1975 eine noch heute verwendete Technik zum Nachweis
dieser Polymorphismen: Zuerst wird die genomische DNA restringiert und die er-
zeugten Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt. Als Restriktionsendonucleasen
werden ausschlie3lich Enzyme der Klasse Il eingesetzt (WINNACKER 1989). Anschlie-
Bend werden die Restriktionsfragmente auf eine Tragermembran aus Nitrocellulose
Ubertragen und auf dieser fixiert (Southern-Blotting). In diesem Zustand lassen sich
einzelne Fragmente durch radioaktiv-markierte Einzelstrange komplementarer DNA,
den sog. Sonden, detektieren (Southern-Hybridisierung). Man erhalt Muster diskreter
Fragment-Banden, je nach eingesetzter Sonde und eingesetztem Restriktionsenzym.
Weisen zwei Individuen einen Unterschied in einzelnen Fragment-Banden auf, so
liegt ein Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (Abk.: RFLP) vor.
RFLP-Marker stellen einen Idealtyp molekularer Marker dar. Sie sind codominant und
werden stabil vererbt (EvoLA et al. 1986). Umwelteinflisse treten bei RFLP-Markern
nicht auf. Auch sind sie Uber das gesamte Genom gleichmafig verteilt. Dadurch kann
eine hohe Abdeckung des Genoms erzielt werden (BERNATZKY & TANKSLEY 1986).
Liegen Informationen Uber die Lokalisierung eines RFLP-Markers im Genom vor, ist
mithilfe dieses RFLP-Markers eine Zuordnung von anderen gekoppelten Markern zu
einzelnen Chromosomen zuverlassig moglich. Ebenso lassen sich RFLP-Marker zur
Berechnung von Konsensuskarten aus mehreren einzelnen Kopplungskarten nutzten
(BORNER & KORzUN 1998, CHO et al. 1998). Die RFLP-Technik weist jedoch einen
entschiedenen Nachteil auf: Diese Technik ist nicht automatisierbar, so daf3 eine An-
wendung in gréRerem Mal3stab mit sehr hohem Arbeits- und Zeitaufwand verbunden
ist (BECKMANN & SOLLER 1983, BUNCE et al. 1986). Ein weiterer Nachteil der RFLP-
Technik ist darin zu sehen, daf nur relativ wenige Polymorphismen (durchschnittlich
2-3) pro Einzelreaktion erfal3t werden (HATz 1997). Neuere markergestitzte Analy-
sen verwenden daher RFLPs nur noch in geringem Umfang, hauptsachlich zur Loka-
lisierung von bekannten Genen (z.B. SPIELMEYER et al. 1998 b). Eine Ubersicht liber
die anhand von RFLP-Markern erstellten genetischen Karten findet sich bei O'BRIEN
(1993). Fur manche Pflanzenarten konnten Kopplungskarten erstellt werden, welche
Uber 1.000 RFLP-Loci umfassen (Tomate: TANKSLEY et al. 1992; Weizen: GALE et al.
1995; Reis: KURATA et al. 1994).
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1.2.3.2 RAPD-Marker

Eine der bedeutendsten Entdeckungen auf dem Gebiet der Genomanalyse stellt die
Entwicklung einer Methode zur selektiven Replikation von DNA in vitro dar. 1987
stellten MuLLIS & FALOONA das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polyme-
rase chain reaktion, Abk.: PCR) vor. Dabei wird DNA enzymatisch durch eine DNA-
Polymerase beliebig oft dupliziert. Die Reaktion lauft in mehreren Einzelschritten ab:
Zuerst wird der DNA-Doppelstrang (Template) denaturiert, d.h. linearisiert und in Ein-
zelstrange getrennt. Die DNA-Polymerase erganzt diesen Einzelstrang wieder zu
einem Doppelstrang (Amplifikation). Startpunkt dieser Replikation muf ein Abschnitt
doppelstrangiger DNA sein. Dieser wird durch die spontane Bindung von zu der
DNA-Sequenz komplementaren Oligonucleotiden (Primer) an den DNA-Einzelstrang
erreicht. Durch das gezielte Design dieser Primer kénnen DNA-Abschnitte selektiv
vermehrt werden. Die Verwendung hitzestabiler DNA-Polymerasen, wie z.B. der Tag-
Polymerase aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus, ermdglicht bis zu 40 sol-
cher Einzelreaktionen hintereinander, wobei die in der vorherigen Reaktion amplifi-
zierte DNA jedesmal als Template fiir die nachfolgende Reaktion dient. Die Vermeh-
rung der DNA erfolgt dadurch exponentiell.

Die Entwicklung der PCR-Technik fihrte zu einer Generation neuer Marker-
Techniken, zu denen die RAPD-Technik (random amplified polymorphic DNA) (WIL-
LiaMs et al. 1993), die DAF-Technik (DNA amplification fingerprinting) (CAETANO-
ANOLLES et al. 1991) sowie die AP-PCR (arbitary primer-PCR) (WELSH & MCCLELLAND
1990) zahlen. Allen gemeinsam ist, dal3 mittels ein bis zwei Primern mit zufalliger
Basensequenz anonyme Amplifikationsprodukte erzeugt werden, anhand derer po-
lymorphe Genbereiche detektiert werden kénnen. Polymorphismen entstehen dabei
aufgrund von Punktmutationen innerhalb der Primerbindungsstellen oder durch
chromosomale Umstrukturierungen, durch die die Lange der Amplifikationsprodukte

variiert werden kann.

Von diesen PCR-gestutzten Marker-Techniken fand die RAPD-Technik die weiteste
Verbreitung. Dazu wird die unverdaute, genomische DNA mittels zufalliger Oligonuc-
leotid-Primer in einer PCR amplifiziert. Die Primer sind 9, haufiger jedoch 10 Basen
lang, besitzen einen GC-Gehalt von 50 bis 80 Prozent und mussen frei von Pa-
lindromen sein. Die so erzeugten Fragmente kénnen auf einem einfachen Agarose-

gel aufgetrennt werden. Je nach verwendetem Primer werden zwischen 2 und 12



Einleitung 22

(seltener bis 20) Fragmente zwischen 300 und 3.000 bp erzeugt. Die erzeugten Po-
lymorphismen detektieren jedoch ausschlie3lich dominant/rezessiv vererbte Loci.

RAPD-Marker besitzen im Vergleich zu anderen Marker-Techniken wie z.B. RFLPs
eine Reihe von Vorteilen. Zum einen ist der Materialaufwand sehr gering. Zum ande-
ren lassen sich relativ viele Einzelreaktionen in kurzer Zeit durchfiihren. Eine auf-
wendige Sonderausstattung (z.B. Isotopenlabor) ist nicht erforderlich. Zusammenfas-
send stellt die RAPD-Technik eine schnelle und sehr preiswerte Methode zur Ge-
nomanalyse dar. Ein Nachteil von RAPDs liegt allerdings in ihrer Abhangigkeit von
der Konzentration der eingesetzten DNA und den PCR-Bedingungen. Eine konstante
und vergleichbare Reaktion &Rt sich nur durch eine Standardisierung der Reaktions-

bedingungen erreichen (PAMMI et al. 1994).

1.2.3.3 Marker auf der Basis repetitiver DNA

In den nichtcodierenden Abschnitten aller Genome kommen relativ héaufig DNA-
Abschnitte mit sich wiederholenden Sequenzmustern, sog. repetitive Sequenzen,
vor. Es sind drei Typen von repetitiven Elementen bekannt. LINEs (long interspersed
repetitive elements) mit Langen zwischen 6.000-7.000 bp, SINEs (short interspersed
repetitive elements), Abschnitten von 100-500 bp &hnlicher Sequenzen. (Nicht zu
verwechseln mit den long/short interspersed nuclear elements, deren Abkirzung e-
benfalls LINE bzw. SINE lautet, welche aber bestimmte Klassen von transposablen
Elementen darstellen (vgl. Capy et al. 1998).) Noch kiirzere Sequenzwiederholungen
werden als Satelliten-DNA (auch short-sequence repeat, Abk.: SSR) bezeichnet.
Letztere bestehen aus 10-50 Kopien (Repeats) kirzerer DNA-Sequenzen und wer-
den je nach Lange der wiederholten Sequenzen nach Mini- (11-64 bp umfassende
Repeats) bzw. Mikrosatelliten (2-4 bp umfassende Repeats) unterschieden. Satelli-
ten-DNA stabilisiert u.a. die Chromosomenstruktur in den Centromer-Bereichen und

spielt eine wichtige Rolle in der Replikation von Chromosomen (Telomer-DNA).

Bei Mini- und Mikrosatelliten kommt es haufig zu einer Variation der Anzahl der Re-
peats selbst zwischen relativ engverwandten Organismen. Die nicht-repetitiven
Randsequenzen der Satelliten-DNA sind hochkonservativ und kénnen als Template
fur spezifische PCR-Primern genutzt werden. Via PCR kann so die Lange der Satelli-
ten-DNA detektiert werden. Minisatelliten wurden erstmals von JEFFREYS et al. 1985

zur Erzeugung individueller Bandenmuster (Fingerprints) beim Menschen genutzt.
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ROGSTAD et al. (1988) setzten diese Methode erstmals zur Analyse von pflanzlichen
Genomen ein. Sie wiesen damit Minisatelliten bei der Gerste nach.

Die wesentlich einfacher aufgebauten Mikrosatelliten wurden zuerst von HAMADA et
al. 1982 beschrieben. ConDIT & HUBBELL (1991) dokumentierten das Vorhandensein
von Mikrosatelliten in pflanzlichen Genomen durch die Analyse von tropischen

Baumarten und Mais.

Eine weitere Methode, welche die Verteilung und die unterschiedliche Lange von Mi-
krosatelliten-DNA nutzt, ist die ISSR-Technik (inter-simple-sequence-repeat). Sie
wurde 1994 parallel von GuPTA et al. und ZIETKIEWICZ et al. entwickelt. Als Primer-
template dienen hierbei jedoch nicht die nicht-repetitiven Randbereiche der Mikrosa-
telliten, sondern mehrere Repeats sowie eine zusatzliche variable Base, abweichend
vom Wiederholungsmuster, am 3‘-Ende. Letztere wirkt quasi als ,Anker" in der Rand-
sequenz. Eine Amplifikation findet daher stets von den Enden eines Mikrosatelliten
her statt. Somit wird die Amplifikation des kompletten Mikrosatelliten sichergestellt.
Je nach Lange der entsprechenden repetitiven Sequenz werden dabei unterschied-
lich groRe Fragmente erzeugt. Diese Methode ahnelt stark der RAPD-Technik. Der
Vorteil von ISSRs gegeniiber RAPDs liegt darin, daf3 aufgrund der zu erwartenden
GroRRe der Mikrosatelliten die Primer doppelt so lang sein  koénnen (19-20 bp) und
damit aufgrund einer héheren Annealing-Temperatur eine stringentere und damit ei-
ne zuverlassigere PCR ermoglichen. Andererseits zeichnen sich ISSRs durch alle
Vorteile der SSRs aus, sind aber in Entwicklung und Anwendung weit weniger
aufwendig. Eine Einschrankung der ISSR-Technik liegt darin, dal3, wie bei der

RAPD-Technik auch, nur dominant/rezessiv vererbte Loci detektiert werden kdnnen.

ISSR-Marker wurden bereits fir alle Bereiche der Genomanalyse verwendet. In der
Unterscheidung von Sortenmaterial via Fingerprinting erwies sich die ISSR-Technik
im Vergleich mit RAPDs, RFLPs und Isoenzymen als effektiveres Markersystem
(TSUMURA et al. 1996, FANG et al. 1997, FANG & ROOSE 1997, PREVOST & WILKINSON
1999). Gegeniber Isoenzymen und RAPDs zeichnet sich die ISSR-Technik durch
einen hoheren Informationsgehalt aus (NAGAOKA & OGIHARA 1997). Im Vergleich zu
RFLPs sind ISSR-Marker mit wesentlich geringerem Arbeits- und Materialaufwand

verbunden.
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ISSR-Marker wurden ebenfalls erfolgreich zur Kartierung von Resistenzgenen einge-
setzt. RATNAPARKHE et al. (1998 a, b) gelang die Kartierung mehrerer ISSR-Marker,
welche enggekoppelt mit den Resistenzgenen gegen Fusarium-Welke Rasse 1 und 4
bei Cicer arietinum L. waren. Sowohl bei monocotylen (Weizen: NAGAOKA & OGIHARA
1997) als auch bei dicotylen Species (z.B. Kartoffel: PREVOST & WILKINSON 1999)
wurden ISSR-Marker verwendet. Auch bei Objekten, welche sich bei einer markerge-
stitzten Genomanalyse als problematisch erwiesen haben, wie z.B. Megagame-
tophythen von Nadelbaumen, wurden ISSRs erfolgreich eingesetzt (TSUMURA et al.
1996).

1.2.3.4 AFLP-Marker

Die AFLP-Technik (amplified fragment length polymorphism) ist eine hocheffektive
Methode um Fingerprints von Genomen zu erzeugen. Sie beruht auf einer selektiven
Amplifizierung von Restriktionsprodukten und wurde 1995 von VOR et al. entwickelt.

Der prinzipielle Ablauf besteht aus drei Einzelreaktionen, eines Restriktions-
Ligations-Schrittes, einer praselektiven sowie einer selektiven Amplifikation. Die Auf-
trennung und Detektion der in diesen Schritten erzeugten Fragemente erfolgt via Ge-

lelektrophorese.

1. Restiktion-Ligation

Die genomische DNA wird mittels zweier Restriktionsendonucleasen, einer selten-
(6er Cutter) und einer haufigschneidenden (4er Cutter), verdaut. Allgemein gebrauch-
lich sind die Kombinationen EcoRI/Msel und EcoRI/Pstl. In demselben Reaktions-
schritt werden die Schnittenden der Restriktionsfragmente enzymatisch mit einem fir
die jeweilige Enzymschnittstelle spezifischen Oligonucleotid (Adaptor) verknipft.
Durch die Verwendung zweier Restriktionsenzyme wird eine hohe Anzahl von Re-
striktionsfragmenten erzeugt, deren Gréf3e in dem fur die Auftrennung erforderlichen
Bereich, Ublicherweise zwischen 50 bis 500 kb, liegt. Die Sequenz der verwendeten
Adaptoren besteht aus der einstrangigen Zielsequenz des jeweiligen Enzyms am 5'-
Ende sowie 14 Basenpaaren und drei Uberhangenden, einzelnen Basen am kom-

plementaren 5’-Ende.

2. Préselektive Amplifikation
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In der Restriktion-Ligation werden modifizierte DNA-Fragmente erzeugt, die als Tem-
plate fiir eine selektive Amplifikation via PCR dienen. Dabei entstehen drei Arten von
Fragmenten: Fragmente, die durch die Schnittstellen des haufig-schneidenden
Enzymes terminiert werden, solche, die durch die Schnittstellen des selten-
schneidenden Enzymes begrenzt werden, und schlie3lich solche, die am einen Ende
die Zielsequenz des haufig-schneidenden Enzymes und am anderen Ende die des
seltenschneidenden besitzen. Mehr als 90% der Restriktionsfragmente werden durch
die Schnittstellen des haufig-schneidenden Enzymes terminiert. Diese Fragmente
sind im allgemeinen jedoch sehr kurz. Dadurch kénnen sich die komplementaren
terminalen Sequenzen leicht zusammenlagern und eine energetisch relativ stabile
Ring-Struktur ausbilden, bei der eine Amplifikation aufgrund der Behinderung des
Primer-Annealing nicht mehr ohne weiteres mdglich ist. Sehr selten entstehen auch
Fragmente, welche nur durch die Schnittstellen des selten-schneidenen Enzyms be-
grenzt werden. Diese Fragmente werden ebenfalls amplifiziert, kommen aber zu sel-
ten vor, um die Detektion zu beeinflussen. Hauptsachlich amplifiziert werden nur sol-
che Fragmente, die zwischen den Schnittstellen beider Restriktionsendonucleasen
liegen. Als Primer fur die PCR dienen einstrdngige Oligonucleotide, welche komple-
mentér zu der Sequenz des Adaptors (core sequence) und der jeweiligen Enzym-
schnittstelle (enzyme specific sequence) sind. Die Amplifizierung wird dadurch hoch-
spezifisch. Zusatzlich besitzen die Adaptoren jedoch noch eine variable Base (selec-
tive extension). Diese reduziert die Anzahl der amplifizierten Fragmente. Je Adaptor
wird nur ein Viertel der moglichen Fragmente amplifiziert, insgesamt also ;-5 aller in

Frage kommenden Fragmente.

3. Selektive Amplifizierung

Die in der praselektiven Amplifizierung erzeugten Fragmente dienen wiederum als
Template fur eine (weitere) selektive (Haupt-) Amplifizierung. Als selektive Primer
fungieren Oligonucleotide, die neben der komplementaren Sequenz zu den Adapto-
ren der vorherigen PCR noch zwei weitere, variable Basen besitzen. Dadurch wird
die Anzahl der erzeugten Fragmente soweit reduziert, daf’ eine elektrophoretische
Auftrennung erfolgen kann. Durch eine Verdnderung der variablen Basen ist es au-
Berdem moglich, mit jeder PCR andere Fragmente zu amplifizieren und so neue Fin-

gerprints zu erzeugen. Die Detektion der Fragmente wird moglich durch die Markie-
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rung eines Primers, entweder radioaktiv durch **P oder nichtradioaktiv durch fluores-

zierende Farbstoffe.

4. Auftrennung und Detektion

Die Auftrennung der Fragmente erfolgt via Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gelen.
Da sich die Fragmente in ihrer Gro3e nur um wenige Basenpaare unterscheiden, ist
eine Auftrennung in hochkonzentrierbaren Gelen mit grofl3er Laufstrecke und unter
hohen Spannungen erforderlich. Die Fragmente werden vor der Auftrennung denatu-
riert, ebenso findet die Auftrennung unter denaturierenden Bedingungen statt, damit
alle Fragmente die gleiche Konfiguration besitzen und damit eine zuverlassige Tren-
nung nach der Grofle moglich ist. Urspringlich erfolgte die Detektion der Fragmente
radioaktiv. Seit 1997 wird diese jedoch zunehmend durch die nicht-radioaktive

Nachweisreaktion ersetzt.

Die AFLP-Methodik verfugt Gber relativ viele Vorteile. Die grol3e Anzahl der erzeug-
ten Fragmente (100-200) pro Reaktion erhdht die Anzahl der polymorphen Fragmen-
te erheblich. Auerdem handelt es sich aufgrund der spezifischen PCR-Primer um
eine &ul3erst stabile und reproduzierbare Methode, die praktisch kaum durch unspe-
zifische Reaktionen verfalscht wird. Die AFLP-Technik |ait sich leicht in einem gro-
Ben Mal3stab anwenden und automatisieren. Die Verwendung von nicht-radioaktiven
Fluoreszenzfarbstoffen ermdglicht die automatische Auftrennung und Detektion der
Fragmente sowie die Auswertung der Daten per Computer. Dadurch wird die AFLP-
Technik zu einer aulRerst effizienten Methode zur Erzeugung von Fingerprints und

damit fir Genomkartierungen.
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1.3 Kartierung des pflanzlichen Genoms

1.3.1 Kartierungspopulationen

Die Kartierung von (Gen-)Loci erfolgt durch die Ermittlung der Haufigkeit von Cros-
sing-over-Ereignissen zwischen zwei (Gen-)Loci, also durch die Berechnung von Re-
kombinationsfrequenzen. Grundlage dazu ist die Erstellung einer geeigneten Kartie-
rungspopulation, anhand derer sich Aussagen tber Rekombinationsereignisse tref-
fen lassen. Dabei unterscheidet man verschiedene Populationstypen anhand der
Haufigkeit der stattgefundenen Meiosen, welche letzlich zur Berechnung der Rekom-
binationsfrequenzen dienen. Zu den 1-Meiose-Kreuzungen zahlen DH-Populationen
(Doppelhaploide) und BC;-Populationen (back cross). Doppelhaploide Pflanzen wer-
den uUblicherweise durch Colchizinierung haploider Pflanzen, wie sie z.B. durch die
Antherenkultur (HOFFMANN et al. 1982) entstehen, erzeugt. DH-Linien zeichnen sich
durch eine vollstdndige Homozygotie aus, sind aber technisch relativ aufwendig.
BCi-Populationen werden durch die Kreuzung zweier Eltern und einem darauffol-
genden Riuckkreuzungsschritt mit einem Elter (=rekurrenter Elter) erzeugt. BC;-
Linien weisen, bei homozygoten Eltern, einen Heterozygotiegrad von 50% auf. 75%
der genetischen Information aller Tochter-Linien stammt von rekurrenten Elter. Zu
den Mehrfach-Meiose-Kreuzungen zahlen Populationen bestehend aus den Tochter-
generationen nach einer Initialkreuzung (F», F3 etc.) und RI-Populationen.
Rekombinante Inzuchtlinien (Abk.: RIL) entstehen durch Kreuzung zweier ganzlich
homozygoter Elternlinien. Jedes Einzelkorn der F,-Generation sowie jede Einzel-
pflanze der Folgegeneration wird durch fortgesetzte Selbstung vermehrt (Einzelkorn-
Nachkommen bzw. single seed descent, Abk. SSD). Mit jeder Inzucht-Generation
halbiert sich der Grad der Heterozygotie in der Population. Die Fs-Population ist zu
93,8% homozygot, die Fs-Generation zu 96,9%. Dabei sind in den einzelnen RI-
Linien Abschnitte enggekoppelter Allele (blocks) beider Elternlinien kombiniert und
guasi fixiert. Eine Kartierung erfolgt durch die Charakterisierung jeder RI-Linie an-
hand ihrer individuellen Allelkombination (fingerprint). Fir jeden Locus erhalt man ein
Verteilungsmuster in der Population. Je enger zwei Loci miteinander gekoppelt sind,
um so ahnlicher ist deren Verteilungsmuster. Im Unterschied zu anderen Kartie-
rungspopulationen erfolgt die Segregation in einer RI-Population durch eine Folge
von Meiose-Zyklen und ist nicht von einer einzelnen Meiose abhangig.
RI-Populationen besitzen gegeniber anderen Kartierungspopulationen mehrere Vor-

teile. Der grof3te Vorteil liegt wohl darin, dal3 es sich bei RI-Populationen um dauer-
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hafte Populationen mit (nahezu) vollendeter Segregation handelt, welche beliebig oft
fur Kartierungen genutzt werden kénnen (BAILEY 1981). Daten kénnen dadurch von
verschiedene Experimentatoren und in verschiedenen Umgebungen erhoben wer-
den. Karten lassen sich auch durch nachtraglich ermittelte Daten erweitern. Deswei-
teren ist jeder Genotyp durch eine RI-Linie charakterisiert. Innerhalb einer Linie sollte
keine genetische Varianz vorliegen. Durch die Analyse mehrerer Einzelpflanzen pro
Linie bzw. Genotyp laRt sich bei polygenen Merkmalen die Umweltvarianz leicht
bestimmen. Eine Detektion von QTLs wird dadurch ebenfalls wesentlich genauer. RI-
Linien sind diesbezlglich DH-Linien gleichzustellen (LYNCH & WALSH 1998).
RI-Populationen sind bezlglich einzelner Loci nahezu homozygot. Daher besitzen
kodominante Markersysteme, wie RFLPs oder Mikrosatelliten, gegeniber dominan-
ten Markersystemen, wie z.B. AFLPs oder RAPDs, keinen héheren Informationsge-
halt. RI-Populationen eignen sich daher vor allem fir die Anwendung PCR-gestitzter
Markersysteme.

Ein Nachteil von RI-Populationen liegt nach der Beobachtung von BURR & BURR
(1991) allerdings darin, daf’ in markerarmen Regionen Kopplungsabstéande tber 20
cM nicht signifikant nachgewiesen werden kénnen. Zu ahnlichen Schlissen gelang-
ten auch REITER et al (1992) und PARAN et al. (1995).

HALDANE & WADDINGTON (1931) zeigten, dal? die Rekombinationsrate fir engekoppel-
te Loci bei einer Selbstung doppelt so hoch ist wie normal. Dieses hat zweierlei zur
Folge: Zum einen ist es in der Entstehungsphase einer Karte schwieriger eine Kopp-
lung zwischen einzelnen Markern, also Kopplungsgruppen, zu etablieren. Anderer-
seits kénnen dadurch in einem fortgeschrittenen Status der Karte Rekombinationen
auch zwischen enggekoppelten Markern detektiert werden. Fur Markerdistanzen un-
ter 12,5 cM wird die Auflésung der Karte genauer (BURR et al. 1988). Die Auflosung
der Karte steigt mit der Anzahl der analysierten Linien. Bei einer Irrtumswahrschein-
lichkeit von a= 5% liegt der Grenzwert flr eine zuverlassige Auftrennung zweier eng-
gekoppelter Loci in einer RI-Population mit 50 Linien bei 3,8 cM, bei einer Population
mit 100 Linien bei 2,1 cM (BURR et al. 1988).

Erstmals angewendet wurden RI-Populationen 1966 von BRIM bei der klassischen
Selektion von Soja-Pflanzen. In der Molekulargenetik werden RI-Populationen seit
den 70er Jahren verwendet. Insbesondere bei der Kopplungsanalyse des Mause-
Genoms wurden hauptsachlich RI-Populationen verwendet (BAILEY 1981). DOMONEY

et al. erstellten 1986 eine RI-Population von der Erbse fur die Kartierung von Legu-
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min-Genen. 1988 folgten die ersten RI-Populationen fir monokotyle Pflanzen (Mais:
BURR et al. 1988)

Bei allen Kulturleinsorten erfolgt die Vermehrung Gberwiegend durch Selbstbefruch-
tung. Je nach Sorte kdnnen jedoch Fremdbefruchtungen in unterschiedlich hohem
MalRe vorkommen. Maximal betragt der Anteil an Fremdbefruchtung 4% (HOFFMANN
et al. 1985). In der Zichtung wird der Lein zu den Liniensorten gezahlt. Aus diesen
Grinden eignet sich der Lein in geradezu idealer Weise fur die Entwicklung einer RI-

Population.

1.3.2 Genomische Karten

Wahrend der Meiose kommt es haufig zu intrachromosomalen Rekombinationen
(Crossing-over-Ereignisse), d.h. es kommt zu einem Austausch genetischen Materi-
als zwischen zwei Nicht-Schwester-Chromatiden. Betrachtet man zwei (Gen-)Loci,
welche auf demselben Chromosom lokalisiert sind, wird es zwischen diesen beiden
Chromosomen mit einer gewissen Haufigkeit zu solchen Rekombinationen kommen.
In N&herung lafdt sich sagen: Je weiter zwei Loci voneinander entfernt sind, umso
haufiger werden Rekombinationsereignisse zwischen ihnen auftreten. Erstmals un-
tersucht wurden diese Gesetzmaligkeiten von Sturtevant und Morgan Anfang des
20. Jahrhunderts (STURTEVANT 1965). Als GroRe fur Rekombinationsfrequenzen
etablierte sich die genetic map unit (m.u.), als MalR3einheit gilt das Centimorgan (cM).
1 m.u. = 1 cM reprasentiert eine Rekombinationsfrequenz von 0,01 = 1%, d.h. 1 von
100 Meioseereignissen weist in dem beobachteten Bereich eine Rekombination auf.
Seit Anfang des 20. Jahrhunderts werden Kopplungskarten erstellt. Umfangreiche
Kopplungskarten, deren Daten aus zahlreichen klassischen Kreuzungsversuchen
sowie aus der Einfihrung von chemisch- oder radioaktiv-induzierten Mutationslinien
stammen, sind mittlerweile sowohl fur die haufigsten Kulturpflanzen sowie fir eine
Reihe von Modellpflanzen publiziert.

Seit der Entwicklung molekularer Marker werden diese auch zur Erstellung geneti-
scher Kopplungskarten genutzt. 1993 waren bereits fur Gber 30 Pflanzenarten mole-
kulare Karten vorhanden (O’BRIEN 1993). Ziel ist es klassische und molekluare Kar-
ten miteinander zu Konsensus-Karten (integrierte bzw. kombinierte Karten) zu kom-
binieren. Diese Karten sollten mehrere Bedingungen erfiillen: Zum einen sollten sich
alle bekannten Gene auf ihnen lokalisieren lassen. Zudem sollte die Markerdichte

dieser Karte sehr hoch sein (high density map). AulRerdem sollte die Karte mit den
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cytologischen Befunden Ubereinstimmen, d.h. jede Kopplungsgruppe sollte einem
Chromosom entsprechen und die Marker der jeweiligen Chromosomenenden sollten
eine enge Kopplung mit den Telomersequenzen aufweisen. Insgesamt sollte eine
Konsensuskarte das gesamte genetische Potential einer Art abdecken. Die Berech-
nung kombinierter Kopplungskarten erfolgt mit dem Computerprogramm JoinMap
(STAaM 1993). HAUGE et al. (1993) wendeten dieses Programm zu der Berechnung
einer Konsensuskarte von Arabidopsis thaliana L. aus zwei RFLP-Karten und einer
klassischen Karte an. Mittlerweile wurden Konsensus-Karten fir viele Nutzpflanzen
publiziert (Tomate, Kartoffel: TANKSLEY et al. 1992; Reis: BORNER & KORzZUN 1998;
Gerste: BECKER et al. 1995, MOHLER 1998; Hirse: DUFOUR et al. 1997; Avocado: SHA-
RON et al. 1997; Pinie: SEWELL et al. 1998; Sonnenblume: GENTzBITTEL et al. 1995).

Fur den Kulturlein wurde bisher nur eine Kopplungskarte auf der Basis molekularer
Marker publiziert (SPIELMEYER et al. 1998a,b). Grundlage fir diese Analyse waren
143 DH-Linien entwickelt aus F,-Nachkommen einer Kreuzung der australischen Ol-
lein-Kultursorten Glenleg und Linola. Insgesamt konnten SPIELMEYER et al. neben
zwei morphologischen Markern (Samen- und Blutenfarbe) und 8 RFLP-Markern auch
187 AFLP-Marker in 18 Kopplungsgruppen kartieren. Diese Karte deckt einen Be-
reich von ca. 1.400 cM ab. Der mittlere Kopplungsabstand liegt bei 10 cM pro Mar-

ker. Klassische Genkarten oder Konsensus-Karten sind fir den Lein nicht verfligbar.

1.3.3 Kartierung von quantitativen Eigenschaften (QTLs)

In vielen Fallen wird die Auspragung eines phanotypischen Merkmales nicht nur
durch ein einziges Gen sondern durch das Zusammenwirken mehrerer Gene ge-
steuert. Solche Merkmale polygenen Ursprunges zeichnen sich durch eine graduelle
Variation aus, sie werden daher als quantitative Merkmale bezeichnet. Die Variation
in der Merkmalsauspragung wird bedingt durch eine unterschiedliche Wirkung der
einzelnen Gene und durch eine unterschiedlich grol3e Gen-Umwelt-Interaktion. Die-
ses fuhrt dazu, daf quantitative Merkmale nicht direkt mit den Mendelschen Vere-
bungsregeln vereinbar scheinen.

Unter der Annahme, dalR alle genetischen Faktoren den gleichen Effekt auf die
Merkmalsauspragung besitzen, laf3t sich jedoch zeigen, dal3 innerhalb einer genu-
gend grofRen Population die unterschiedlichen genetischen Faktoren eine Klassen-
bildung innerhalb des polygenen Merkmales bedingen. Diese wiederum folgen in ih-

rer Vererbung den Mendelschen Regeln. Ordnet man alle Individuen der beobachte-
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ten Population diesen Klassen zu, so ergibt sich innerhalb der Population bezlglich
des quantitativen Merkmales eine Normalverteilung (JOHANNSON 1913).

Auf quantitative Merkmale kénnen sich in unterschiedlichem Umfange auch Umwelt-
einflisse auswirken. Im allgemeinen folgen die Umwelteinflisse ebenfalls einer Nor-
malverteilung. Der UmwelteinfluR kann auf die Wirkung der einzelnen Gene einen
unterschiedlich groRen Einflul3 haben.

Zusammenfassend |&Rt sich sagen, dal? die Vererbung quantitativer Merkmale durch
die Effekte einzelner Gene in Zusammenspiel mit erklarten und nicht erklarten Um-
welteffekten erfolgt (FALCONER 1984). Die Genloci, welche an der Auspragung quanti-
tativer Eigenschaften beteiligt sind, werden als ,quantitative trait loci* (Abk.: QTL)
bezeichnet (GELDERMANN 1975).

Es existieren eine Reihe von methodischen Ansatzen zur Analyse von QTLs. Eine
umfassende Beschreibung aller Anséatze findet man bei BACKES (1995) sowie LYNCH
& WALSH (1998). An dieser Stelle soll nur kurz auf die Grundlagen sowie die opti-
malsten Vorgehensweisen eingegangen werden.

Grundlage einer QTL-Analyse ist, wie bei jeder Genomanalyse, die Erstellung einer
geeigneten Kreuzungspopulation. Durch die Wahl mdglichst divergenter Kreuzungs-
eltern wird die Hohe der genetischen Varianz innerhalb der Population festgelegt.
Daraus resultiert die Anzahl der detektierbaren QTLs ebenso wie die GroRRe der
durch die QTLs erklarbaren Varianz und die Verteilung der QTL-Effekte. In Kombina-
tion mit der Erstellung einer molekularen Karte hat aufRerdem die Divergenz der
Kreuzungseltern Einflu3 auf die Anzahl der detektierbaren Markerloci.

Auch die Kreuzungspopulation hat erheblichen Einflu3 auf die QTL-Analyse. Inner-
halb der einzelnen Linien sollte eine mdglichst niedrige Varianz auftreten; ebenso
sollten die Linien tber einen hohen Informationsgehalt verfligen. Die statistische Gi-
te der QTL-Analyse hangt in hohem Mal3e von der Zuverlassigkeit und Konstanz der
Merkmalsauspragung in den Linien ab. Anhand von Modellrechnungen lait sich die
Eignung verschiedener Populationstypen abschétzen (CoweN 1988, vAN OOIJEN
1992, CARBONELL et al. 1993). Am grof3ten ist die statistische Signifikanz von QTLs in
DH-Populationen. Einkornramschnachkommen der Fi-Generation, F».3-Populationen,
F2-Populationen und BC;-Populationen sind z.T. wesentlich schlechter fur QTL-
Analyse geeignet. In jeder dieser Populationen nimmt die statistische Giite der detek-
tierten QTLs ab (BACKES 1995). Bei DH-Linien liegt innerhalb der einzelnen Linien

eine nahezu vollstandige Homozygotie vor, sie sind daher von ihrem Informationsge-
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halt her RI-Linien gleichzusetzen (LyNcH & WALSH 1998). Gleichfalls EinfluR auf die
Gute der QTLs haben die Anzahl der beobachteten Nachkommen (ELLis 1986) sowie
die Anzahl und Verteilung der Marker (LANDER & BOTSTEIN 1989).

Idealerweise wird die QTL-Analyse an einer Population durchgefihrt, zu der bereits
eine Kopplungskarte existiert (BACKES 1995). Diese Karte sollte eine geniigend hohe
Dichte an Markern aufweisen. Gerade mit molekularen Markern sind hochauflésende
Kopplungskarten in relativ kurzer Zeit und mit relativ wenig Arbeitsaufwand zu erstel-
len (Vos et al. 1995). Erste Arbeiten beschrankten sich darauf, einzelne enggekop-
pelte Marker zu QTLs zu suchen (z.B. OSBORN et al. 1987). Bei der Verwendung von
Kopplungskarten werden QTLs jedoch fur die Intervalle zwischen den Markern be-
rechnet (Intervallkartierung). Dadurch werden die detektierten QTLs nicht nur statis-
tisch abgesichert, es wird zu dem eine Schatzung des QTL-Effektes ohne die durch
den Kopplungsabstand verursachte Verfalschung mdoglich (LANDER & BOTSTEIN
1989). AulRerdem sind Intervallanalysen gegen Abweichungen von der Normalvertei-
lung bei der Merkmalsauspragung deutlich unempfindlicher (KNOTT & HALEY 1992).
Durch die Verwendung von Markern als Cofaktoren bei der Intervallanalyse kann die
Auflésung und die Genauigkeit der QTL-Detektion erheblich gesteigert werden (UTz
& MELCHINGER 1994). Diese composite interval mapping (Abk.: CIM) Methode stellt
die derzeit effektivste Methode zur Lokalisierung von QTLs dar (LYNCH & WALSH
1998).

Durch eine Intervallkartierung kénnen die QTL-detektierenden Marker im Kopplungs-
zusammenhang betrachtet werden. Eine Fehlinterpretation untereinander gekoppel-
ter Markerloci als Markerloci fir mehrere QTLs kann so vermieden werden (KEim et
al. 1990). Koénnen auf einer Kopplungskarte QTLs fir mehrer polygene Eigenschaf-
ten kartiert werden, besteht zudem die Méglichkeit, Zusammenhange zwischen ein-
zelnen QTLs herzustellen. Auf diese Weise lassen sich unter Umstanden gleiche
Geneffekte auf unterschiedliche Eigenschaften nachweisen (EDWARDS et al. 1992).
Wird als Grundlage der QTL-Detektion eine Konsensuskarte mit Korrelation zu den
Chromosomen verwendet, kdnnen aufgrund des héheren genetischen Hintergrundes
Markerloci fur QTLs in mehreren Sorten/Arten bestimmt werden (PATERSON et al.
1991). AulRerdem kdnnen QTLs so auch physikalisch lokalisiert werden, d.h. einzel-
nen Chromosomensegmenten zugeordnet werden (TANKSLEY 1993).

QTL-Analysen wurden fir eine Reihe von Merkmalen an verschieden Nutzpflanzen,

hauptsachlich Getreiden, durchgefuhrt. Eine ausfihrliche Ubersicht Giber die bis 1995



Einleitung 33

erschienenen Arbeiten gibt BACKES (1995). Fur den Kulturlein wurden QTLs zu der
Resistenz gegenuber der Flachswelke (Fusarium oxysporum lini) gefunden (SPIEL-
MEYER et al. 1998a). Anhand einer Analyse von 59 DH-Linien konnten zwei QTLs
detektiert werden und in einer molekularen Karte kartiert werden. Beide QTLs erkla-
ren 38% bzw. 26% der phanotypischen Varianz, die statistische Signifikanz (LOD)
betragt 7,3 bzw. 3,4. Bei beiden Loci handelt es sich um Gene mit einem additiven
Effekt.
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1.4 Analyse der genetischen Diversitat

1.4.1 Distanzberechnungen

Individuen lassen sich auf vielfaltige Art und Weise anhand von charakteristischen
Merkmalen unterscheiden. Die einfachste und naheliegendste Methode ist die Analy-
se einzelner morphologischer Eigenschaften und deren Vergleich zwischen den Indi-
viduen. Eine unterschiedliche Morphologie setzt unterschiedliche Stoffwechselpro-
zesse und damit eine unterschiedliche Enzymausstattung voraus. Dieses wiederum
ist bedingt durch eine unterschiedliche genetische Struktur. Unterschiede aller dieser
Organisationsstufen lassen sich zur Charakterisierung von Individuen verwenden.
Aus der Summe aller unterschiedlichen Merkmale zwischen zwei Individuen 1af3t sich
deren Ahnlichkeit und damit ihre Verwandtschaft bestimmen. Dieses Prinzip ermég-
licht nicht nur die Ermittlung einer Verwandtschaft zwischen Individuen selbst, son-
dern auch zwischen Klassen von Individuen anhand einzelner Vertreter (Rassen,

Arten etc.).

Im einfachsten Fall lassen sich Unterschiede durch bindre Variablen beschreiben.
Dabei kdénnen diese Variablen nur zwei Zustandswerte, namlich 1 (= Eigenschaft
vorhanden) oder 0 (= Eigenschaft fehlt), annehmen. Im Vergleich zweier Individuen
(Beobachtungen) iy und i, fur eine Variable j ergeben sich vier mogliche Kombinatio-
nen:

» Die Eigenschaft fehlt bei beiden Individuen (= ,00°).

» Die Eigenschaft fehlt bei Individuum i,, ist aber bei Individuum i vorhanden (= ,01°).
» Die Eigenschaft ist bei Individuum i; vorhanden, fehit aber bei Individuum i, (= ,10°).
» Die Eigenschaft ist bei beiden Individuen vorhanden (= ,11°).

Erweitert man diese Beschreibung auf eine beliebige Anzahl von Variablen J, so las-
sen die einzelnen Kombinationen quantifizieren. Ngp entspricht dann der Anzahl des
Auftretens der Kombination 00 zwischen zwei beliebigen Individuen i; und iy in jeder
einzelnen Variablen j, j = 1, 2, ..., J. Analoges gilt flr Noz, N1o sowie Ni;. Anhand die-
ser GrofRen lafdt sich die Distanz bestimmen, allerdings existieren eine Reihe unter-
schiedlicher Berechnungsmethoden. Alle diese Methoden unterscheiden sich im
Prinzip nur durch eine unterschiedliche Gewichtung der einzelnen Kombinationen.
Dieser Gewichtung wird im folgenden mit dem Parameter v Rechnung getragen, wo-
bei v1 selbst in kontinuierlicher Weise die Ubereinstimmungen, v, dagegen die Nicht-

Ubereinstimmungen wichtet.
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Vielen Berechnungsmethoden fur die Distanz dj zwischen zwei Individuen i und i
liegt der verallgemeinerte Simple-Matching-Koeffizient zugrunde:

d.=1 vi(Ny + Noo)

=1 [1]
V(N + Nyg) +v, (N + Npy)

Das Verhaltnis aller Kombinationen, welche Gemeinsamkeiten beschreiben, zu allen
mdglichen Kombinationen beschreibt den Umfang der Ahnlichkeit zwischen zwei In-
dividuen. Der inverse Wert dieser Grol3e, also 1 - dj;, ergibt das MalR der Distanz
bzw. der Unahnlichkeit. Fur den Koeffizienten nach Rogers und Tanimoto gilt vi = 1;
V2 = 2 und fur den Koeffizienten nach Sokal und Sneath, 2. Variante gilt vy = 2; v, = 1.
Der spezielle Simple-Matching-Koeffizient nutzt vi = v, =1.

Alternativ 1a3t sich die Distanz nach dem verallgemeinerten Jaccard-Koeffizienten
berechnen:

VN,

dii’ =1- [2]
VN +v,(Nyg + Noy)

Diese Grundlage gilt fur die Koeffizienten nach Jaccard (v1 = v, = 1), nach Sokal und
Sneath, 1.Variante (vi = 1; v2 = 2) sowie fur den Koeffizienten nach Czekanowski
bzw. Dice (v1 = 2; v, = 1). Der verallgemeinerte Jaccard-Koeffizient bestimmt Ahnlich-
keiten ausschlie3lich mittels Nii, also dem gemeinsamen Vorhandensein einer Ei-
genschaft. Das gemeinsame Fehlen einer Variablen wird nicht mit in die Berechnung
einbezogen.

Eine genaue Beschreibung der einzelnen Formeln sowie deren Herleitung und Hin-
weise zur Anwendung findet sich in MucHA (1992) und BACKHAUS et al. (1996).

Fur eine Bestimmung der genetischen Diversitat etablierte sich der Koeffizient nach
Dice (bzw. CZENKANOWSKI) = GDp,ce:

: 2N,
2Ny + Ny + Ny

GDDice = 1 [3]

Haufig findet man auch seine Anwendung als Ahnlichkeitsmal GSpc:

2N, 2N,

2]\711"']\[10"']\/01 B N, +Nj

GS Dice = [4]

Ni bzw. N; entsprechen dabei der Anzahl aller vorhandenen Eigenschaften in den
Individuen i bzw j. Nj reprasentiert die Anzahl aller gemeinsamen Eigenschaften der

Individuen i und j. Damit gibt Formel [4] gleichsam die Wahrscheinlichkeit dafir an,
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dall man eine Eigenschaft des Individuums i auch in dem Individuum j wiederfindet.
Das AhnlichkeitsmaRR GSp.ce wurde 1945 von DIce entwickelt, und 1979 von NeI und
LI erstmalig zur Analyse der genetischen Variation zwischen Individuen eingesetzt.
Das Distanzmald GDp,: [3] wird daher haufig auch als GDyej bezeichnet.

Im Vergleich zu anderen Distanzkoeffizienten besitzt der Koeffizient nach DICE meh-

rere Vorteile. In der Form

1
D, =[GD,,,]? [5]
gibt er die Unterschiede zwischen zwei Genotypen in Form von euklidischen Distan-
zen an (Mumm et al. 1994). Dadurch ist es mdglich Distanzen zwischen mehreren
Genotypen graphisch in Form einer multidimensionalen Skalierung (MDS) darzustel-
len. Dabei werden einzelne Genotypen in Form von Punkten im zwei- bis mehrdi-
mensionalen Raum so positioniert, daf? der Abstand zwischen zwei Genotypen pro-
portional zu ihrer genetischen Distanz ist. Auf diese Weise kénnen Beziehungen un-
ter den verschieden Genotypen verdeutlicht werden.

Das Distanzmal3 nach DicE ist von allen Distanzkoeffizienten am besten fir eine Di-
versitdtsanalyse anhand von molekularen Markerloci geeignet. LAMBOY (1994) wies
nach, dal3 der Koeffizient nach Dice bei RAPD-Markerdaten von Bandenartefakten
weniger beeinflul3t wird als andere Koeffzienten. Auch zur Analyse von RFLP-Daten
erwies sich der Koeffizient nach Dice als besser geeignet (Mumm et al. 1994). Zudem
erlaubte dieses Distanzmald eine Interpretation bezlglich eines Zusammenhanges

zwischen RFLPs und Unterschieden in der DNA-Sequenz.

1.4.2 Clusteranalyse

Die Berechnung der genetischen Distanz zwischen mehreren Genotypen liefert stets
nur Aussagen uber die Relation zweier individueller Genotypen zueinander. Um je-
doch die Verhaltnisse zwischen allen betrachteten Genotypen zu erfassen, ist eine
graphische Umsetzung der Distanzdaten erforderlich. Eine Mdglichkeit dazu ist die
bereits erwdhnte Hauptkomponentenanalyse, also die Berechnung der euklidischen
Distanzen nach Gleichung [5] sowie deren Darstellung in einem mehrdimensionalen
Raum (Multidimensionale Skalierung).

Eine andere Mdglichkeit zur Berechnung der Beziehungen zwischen mehreren Ge-
notypen ist die hierarchische agglomerative Clusteranalyse und die nachfolgende
Darstellung der Ergebnisse in einem zweidimensionalen Dendrogramm. Die Cluste-

ranalyse bildet Klassen von Einzelfallen mit ahnlicher Distanz zueinander. Dabei
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werden in mehreren Schritten ausgehend von ,Start“-Klassen, welche die Falle mit
den kleinsten Distanzen umfassen, die sich dhnlichsten Klassen sukzessive zu neu-
en, groReren Klassen vereinigt. Das Dendrogramm gibt den Prozel3 dieser Hierar-
chiebildung wieder.

Es existieren mehrere mathematische Ansatze zur Clusteranalyse, die sich nach der
Art der Klassifikationsmethode, d.h. nach den Formeln zur Berechnung der Abstéande
zwischen den Klassen, unterscheiden. Verwandtschaftsanalysen auf der Basis mole-
kularer Marker werden im allgemeinen entweder nach der Average-Linkage-Methode
oder nach der Methode nach WARD durchgefihrt.

Die Average-Linkage-Methode, haufig auch als UPGMA (unweighted pair group me-
thod with arithmetic average) bezeichnet, beruht auf der Bestimmung des Abstandes
zwischen zwei Klassen aufgrund des Mittelwertes aller paarweisen Distanzen der
Falle innerhalb der Klasse.

Die Methode nach WARD (Minimalvarianzmethode) fusioniert die Klassen miteinan-
der, durch die sich die Varianz der Distanzen innerhalb der Klassen am wenigsten
vergroRRert. Im Gegensatz zu der Average-Methode orientiert sich die Methode nach
WARD am euklidischen Vektorraum. Weitere Berechnungsformen, auf welche hier
allerdings im einzelnen nicht ndher eingegangen werden soll, sind die Single-
Linkage-Methode, die Complete-Linkage-Methode sowie  Zentroid-Methode
(UPGCM).

Mumm & DUDLEY (1994) fuhrten einen Vergleich aller Clusterungsmethoden anhand
einer Analyse von 27 Mais-Linien durch. Bezlglich der Gruppenzugehdrigkeit erga-
ben sich keine Unterschiede bezlglich der einzelnen Berechnungsmethoden. Aller-
dings zeigte die Average-Linkage-Methode die groRten Ubereinstimmungen mit den
Verwandtschaftsbeziehungen, welche aus den Kreuzungsdaten abgeleitet werden

konnten.
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Wie eingangs erlautert, wird trotz der vielfaltigen Nutzungsmdglichkeiten der Lein-
pflanze und ihrer jahrtausendealten Anbautradition in Deutschland gegenwartig kaum
mehr Lein angebaut. Die Ziichtung neuer Kulturleinsorten findet ebenfalls nur noch
vereinzelt statt. Daher soll diese Arbeit dazu beitragen, neue, molekulargenetisch
orientierte Ansatze zur Kulturleinziichtung zu schaffen, welche die Wirtschaftlichkeit

sowohl der Leinziichtung als letztendlich auch des Leinanbaus steigern.

Uber den Kulturlein wurden im Gegensatz zu den meisten anderen Kulturpflanzen
bislang kaum molekulargenetische Analysen veréffentlicht. Einzig die Resistenzgene
gegen den Flachs-Rost Melampspora lini (Ehrenb.) Lév. waren Gegenstand umfang-
reicher Untersuchungen (ELLIS et al.1992, ELLIS et al. 1997). So gehéren die Re-
sistenzgene L6 und M mit zu den ersten klonierten pflanzlichen Resistenzgenen
Uberhaupt. RFLP-Marker, welche diese Flachsrostresistenzgene detektieren, stellen
bislang die einzige Anwendung molekularer Marker in der Leinziichtung dar. In dieser
Arbeit sollen daher weitere Markertechniken, insbesondere PCR-gestitzte Marker-

techniken, auf den Kulturlein Ubertragen und angewendet werden.

Grundlage jeder weitergehenden Genomanalyse, insbesondere einer kartengestitz-
ten Klonierung (map based cloning) von einzelnen Genen, ist die Erstellung einer
Kopplungskarte mittels molekularer Marker. Eine solche Karte soll fiir zwei RI-
Populationen erstellt werden. Gleichfalls soll der Versuch unternommen werden, an-
hand dieser Kopplungskarten eine populationstibergreifende Konsensuskarte zu be-

rechnen.

Eine der wichtigsten Zuchtziele in der Olleinziichtung ist die Ziichtung von Sorten,
welche eine auf die jeweilige industrielle Verwendung ausgerichtete Fettsdurezu-
sammensetzung im Leindl zeigen. Bislang erfolgte die Zichtung solcher Sorten tber
die Einfihrung chemisch induzierter Mutationslinien. Eine Selektion fand nur Gber die
langwierige und kostenintensive Analyse des Leindls statt. Die markergestitzte Se-
lektion kdnnte daher eine schnellere und preiswerte Alternative zu den bisherigen
Zuchtmethoden darstellen. Daher soll in dieser Arbeit der Versuch unternommen
werden, Gene, welche die Biosynthese der Fettsduren regulieren, im Zuge einer In-

tervallkartierung (combined interval mapping) als QTL (quantitative trait loci) in den
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erstellten Kopplungskarten zu lokalisieren. Die flankierenden Marker der entspre-
chenden Chromosomenbereiche kdnnen dann zur Etablierung einer markergestitz-

ten Selektion dienen und so neue Perspektiven in der Leinziichtung erdffnen.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Pflanzenmaterial

2.1.1 Sortenmaterial

Zur Genomkartierung von Linum usitatissimum L. standen mehrere mogliche Kartie-
rungspopulationen zur Auswahl. Um eine geeignete Population auszuwahlen, wurde
eine Diversitatsanalyse der Kreuzungseltern, hauptsachlich mittels molekularer Mar-
ker, durchgefihrt. Gleichzeitig diente diese Analyse zur Evaluierung der Diversitat
innerhalb der heutigen Kultursorten. Die Diversitatanalyse wurde an insgesamt neun
Kultursorten durchgefiinrt. Das Sortenmaterial wurde uns von Herrn Prof. Dr. W.
FRIEDT, Justus-Liebig-Universitat, Giel3en, von Herrn Prof. Dr. S. KNAPP, Oregon-
State-Universitat, Ohio, USA, sowie von Herrn H. BuscH, DSV, Lippstadt, zur Verfu-
gung gestellt.

Tab. 5: Eigenschaften der analysierten Kultursorten.

Sorte Abk. Typus Status Ursprungsland Bliite Samen
Argos Ag Faserlein Kultursorte k.A. k.A.  braun
Ariane Ar Faserlein Kultursorte Frankreich blau braun
Cascade Ca Faserlein Kultursorte USA blau braun
Hermes He Faserlein Kultursorte k.A. k.A.  braun
Viking Vi Faserlein Zuchtlinie Belgien blau braun
Atalante At Ollein  Kultursorte Frankreich blau braun
Linore Li Ollein  Kultursorte k.A. k.A.  braun
McGregor-E1747 | MG Ollein  Kultursorte Kanada blau braun
Szegedi62 Sz Ollein  Kultursorte Ungarn blau gelb

k.A. = Es liegen keine Angaben vor.

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte im Gewachshaus. Mehrere Einzelpflanzen jeder
Sorte bzw. Linien wurden in Plastiktopfen (4.000 cm®) auf Floratorf/Komposterde
(1:1) kultiviert. Nach der Aussaat erfolgte eine Anschubdingung mit Blaukorn-
Langzeitdinger. Die Bewdasserung erfolgte automatisch 3x taglich. Als Grenzwerte
fur eine Beheizung wurden 14° C, fir eine Liftung 20° C gewéhlt. Wahrend der
Sommermonate wurde das Gewachshaus mittels Schattierfarbe gegen zu intensive

Sonneneinstrahlung geschutzt.



Material und Methoden 41

2.1.2 Population | [Szegedi62 x Atalante]

Zur Genomkartierung wurden zwei spaltende RI-Populationen verwendet.

Die Population | entstand aus einer Kreuzung zwischen Szegedi62 und Atalante.
Szegedi62 ist eine moderne Ollein-Ziichtung aus Ungarn. Diese Sorte zeichnet sich
durch einen hohen Wuchs und geringer Basalverzweigung aus. Die Blutenfarbe ist
blau, die Samenfarbe, wie fir Olleine typisch, gelb. Atalante ist eine Ollein-
Kultursorte aus Frankreich. Ihre Wuchsform ist mittelhoch mit reicher Basalverzwei-
gung. Die Blutenfarbe ist blau, die Samenfarbe ist braun. Atalante war bis 1996 im
Landes-Sortenversuch (Bayern). Diese Population wurde uns als eine RI-Population
in der F4-Generation von Prof. Dr. W. Friedt, Justus-Liebig-Universitat Giel3en, zur
Verfligung gestellt und von uns bis zur F,-Generation weitergefihrt. Zur Kartierung
wurde die Fg-Generation verwendet. Diese Population umfafdt 168 unselektierte Ein-
zelkorn-Nachkommen.

Die Kreuzung wurde reziprok angelegt. Zur Kartierung wurden 58 Linien aus der ers-
ten Kreuzung und 55 Linien aus der zweiten Kreuzung zuféllig ausgewahlt. Insge-
samt wurden fir die molekularen Analysen 113 Linien verwendet (Ubersicht s. An-

hang).

2.1.3 Population Il [Viking x McGregor-E1747]

Population 1l wurde aus einer Kreuzung der Sorte Viking mit der Zuchtlinie McGre-
gor-E1747 entwickelt. Viking ist eine traditionelle belgische Faserleinsorte (Linum
usitatissimum L. subsp. usitatissimum convar. elongatum var. elongatum). Ihr Wuchs
ist mittelhoch mit starker Basalverzweigung. Die Blitenfarbe ist blau, die Samenfarbe
ist dunkelbraun. Diese Sorte laf3t sich deutlich von der gleichnamigen USamerikani-
schen Olleinsorte Viking abgrenzen. Letztere besitzt weilRe Bliiten sowie gelbe Sa-
men. Die Zuchtlinie McGregor-E1747 wurde aus der kanadischen Olleinsorte Mc-
Gregor entwickelt. Durch Behandlung der Samen mit Ethylmethansulfonat (EMS)
wurde eine stabile Mutante erzeugt, welche einen erhdhten Anteil an Linolséure bei
gleichzeitig verringertem Anteil an Linolensaure zeigt. Sie wurde 1990 erstmals von
Rowland beschrieben. Die Stamm-Sorte McGregor war bis 1996 im Landes-
Sortenversuch (Bayern) und wurde bis 1995 in der beschreibenden Sortenliste (Bun-
dessortenamt) geftihrt. Die Population wurde uns in der Fs-Generation von Prof. Dr.

S. KnAPP, Oregon-State-Universitat, Ohio, zur Verfigung gestellt. Insgesamt umfal3t
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Population Il 176 unselektierte Einzelkorn-Nachkommen, von denen 89 Linien zur

genetischen Analyse zufallig ausgewahlt wurden (Ubersicht s. Anhang).
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2.2 Molekulare Analyse

2.2.1 DNA-Extraktion

Die Extraktion genomischer Lein-DNA erfolgte nach einer modifizierten CTAB-
Methode (SAGHAI-MAROOF 1984).

Das Pflanzenmaterial wurde ca. 3-4 Wochen nach der Keimung geerntet. Zur DNA-
Extraktion wurden nur die jungen Blatter sowie die Stengelspitzen verwendet. 3-4 g
frisches Blattmaterial wurden in Falcon-GefaRen bei —20° C gelagert. Der Zell-
aufschluf® erfolgte durch Mdérsern unter standiger Kiihlung durch flissigen Stickstoff.
Das gefrorene, gemorserte Material wurde danach in einer auf 65°C vorgewarmten
CTAB-Extraktionslésung (3 ml 2x CTAB + 20 ul B-Mercaptoethanol pro g Frischmate-
rial) durch kurzes Vortexen geldst und 1,5 h bei 65° C im Wasserbad inkubiert. Nach
dem Abkuhlen auf Eis wurde 1 Vol. Chloroform auf das geltdste Pflanzenmaterial ge-
geben, anschlieRend wurde die Lésung 20 min auf einem Uberkopfschiittler durch-
mischt. Die Trennung der wassrigen von der organischen Phase erfolgte via 10 min
Zentrifugation bei 2.657x g. Die wassrige Phase wurde abgezogen und in ein neues,
steriles Falcon-Gefal3 tberfuhrt. Die Losung wurde erneut chloroformiert, zentrifu-
giert, abgezogen und in ein neues Falcon-Gefal3 tGberfuhrt. AnschlielRend wurde zu
der wassrigen Phase 10 pl/g FG RNAse zugegeben und die Lésung bei 30° C im
Wasserbad 30 Min inkubiert. Die DNA-Fallung erfolgte durch Zugabe von 1 Vol. -
20°C kalten Isopropanols. Mittels einer Pasteurpipette wurde die DNA in ein 2,0 ml
Eppendorf-Gefald tberfuhrt. Die geléste DNA wurde mehrmals gewaschen, zuerst 20
min in 76% Ethanol mit 0,2 M NaAc, danach 2x 24 h in 70% Ethanol. Die gefallte
DNA wurde getrocknet und in TE-Puffer riickgel6st. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte per Intensitatsvergleich zwischen der DNA-L6sung und bekanntem Langen-

standart (AHindlIl) auf einem 0,8% Agarosegel.

2.2.2 RAPD-Analyse
Je RAPD-Reaktion wurde folgender Reaktionsansatz (Gesamtvolumen: 20 pl) unter

standiger Eiskihlung pipettiert:
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Tab. 6: Zur RAPD-Reaktion eingesetzte Stoffmengen.

Reagenz Konzentration Volumen End-

der Stammlésung (je Reaktionsansatz |konzentration
H2Opidest 7,64 pl
PCR-Puffer 10x 2,00 ul 1x
Q-Solution 5x 4,00 pl 1x
dNTP-Mix je 10 uM 0,20 pl je 0,1 uM
Primer 2 uM 2,00 ul 0,2 uM
Taq -DNA-Polymerase |5 U/ul 0,16 ul 0,04 U/ul
genomische DNA 5 ng/ul 4,00 ul 20 ng/ 20 pl

Die DNA wurde in 0,5 ml Eppendorf-Gefalien vorgelegt. Aus den anderen Reagenzi-

en wurde ein Mastermix hergestellt. Der
Mastermix wurde kurz gemischt, abzentri-
fugiert und auf die DNA pipettiert. Der Re-
aktionsansatz wurde mit 2 Tropfen Mine-
ralol Uberschichtet und abzentrifugiert. Fir
die Hotstart-PCR wurde ein Hybaid Omni-
gene Thermocycler ohne Deckelheizung
nebenstehender Programmierung ver-
wendet (Tab. 7).

Tab. 7: Thermocycler-Programm zur
RAPD-PCR.

Schritt |Dauer |Temperatur

1 3min [94°C Denaturierung

2 10 sec |94°C Denaturierung

3 20 sec [36°C Annealing

4 30 sec [72°C Extension

5 15 min|72°C

6 30 min |30°C

7 ) 20°C

Schritt 2-4 wurde 40x wiederholt.

Das Reaktionsprodukt wurde abzentrifugiert. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -

20° C. Fur die Detektion der Fragmente wurden die Proben mit 5 ul Auftragepuffer

(5x) sowie 40 ul Chloroform zur besseren Trennung der Phasen gemischt. Je 20 ul

der wassrigen Phase des Reaktionsansatzes wurden auf ein 1%-Agarose-TAE-Gel

aufgetragen, die angelegte Spannung betrug 70 V. Als Langenstandard wurden 10 pl

MEcol130-Verdau verwendet.

2.2.3 ISSR-Analyse

Die Durchfihrung der ISSR-Technik erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von

RATNAPARKHE et al. (1998 a,b). Je ISSR-Reaktion wurde folgender Reaktionsansatz

(Gesamtvolumen: 20 pl) unter stéandiger Eiskihlung pipettiert:
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Tab. 8: Zur ISSR-Reaktion eingesetzte Stoffmengen.

Reagenz Konzentration Volumen End-

der Stammlésung (je Reaktionsansatz |konzentration
H2Obidest 8,84 ul
PCR-Puffer 10x 2,00 ul 1x
MgCl, 25 mM 4,00 pl 5,0 mM
dNTP-Mix je 10 uM 0,20 pl je 0,1 uM
Primer 5uM 0,80 ul 0,2 uM
Taq -DNA-Polymerase |5 U/ul 0,16 ul 0,04 U/ul
genomische DNA 5 ng/ul 4,00 pl 20 ng/ 20 pl

Die DNA wurde in 0,2 ml Eppendorf-Gefalien vorgelegt. Aus den weiteren Reagenzi-
en wurde ein Mastermix hergestellt. Der Tab. 9: Thermocycler-Programm  zur
Mastermix wurde kurz gemischt, abzentri- ISSR-PCR.

fugiert und auf die DNA pipettiert. Fur die

Schritt |Dauer |Temperatur

PCR wurde ein PTC-200 Thermocycler |1 2min [95°C Denaturierung
. . . 2 30 sec (94°C Denaturierung

(mit Deckelheizung) mit nebenstehender |4 30 sec |50°C Annealing
Programmierung verwendet (Tab. 9). Das |* 2min 172°C Extension

5 10 min|72°C
Reaktionsprodukt wurde abzentrifugiert. |7 o0 4°C

Schritt 2-4 wurde 35x wiederholt.

Die Lagerung der Proben erfolg-
te bei -20° C. Zur Detektion der Fragmente wurden die Proben mit 5 pl Auftragepuffer
(5x) gemischt. Je 25 ul wurden zur Gel-Elektrophorese verwendet (1%-Agarose-
TAE-Gel, Stromstéarke 70 V).

2.2.4 AFLP-Analyse
Zur Erzeugung von AFLPs wurde das EcoRI/Msel-Enzymsystem gewahlt. Die Detek-

tion der Proben geschah nicht-radioaktiv via Fluoreszenz-Farbstoffe.

2.2.4.1 Restriktion-Ligation

Der Reaktionsansatz wurde in 0,5 ml Eppendorf-Gefal3en unter standiger Eiskihlung
angesetzt. Je Ansatz wurden 5,5 pl genomische DNA (i.e. 200 ng) vorgelegt. Fol-

gende Vormix-Losungen wurden hergestellt:
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Tab. 10: Zur AFLP-Reaktion eingesetzte Stoffmengen I: Enzym-Vormix.

Reagenz Konzentration Volumen End-

der Stammlésung |(je Reaktionsansatz |konzentration
H2Opigest 0,62 pl
NaCl 05M 0,10 pl 50 mM
BSA 1 pg/ul 0,05 ul 50 ng/pl
T,-DNA-Ligase-Puffer |10 x 0,10 pl 1x
Msel 4 U/l 0,25 pl 1U/11pl
EcoRI 20 U/pl 0,25 pl 5U/11 pl
T,-DNA-Ligase 8 U/ul 0,13 pl 1U/11pl

Tab. 11: Zur AFLP-Reaktion eingesetzte Stoffmengen II: Reaktions-Vormix.

Reagenz Konzentration Volumen End-

der Stammlésung (je Reaktionsansatz |konzentration
NaCl 05M 1,00 pl 50 mM
BSA 1 pg/ul 1,00 pl 50 ng/pl
Mse I-Adaptor-Paar 50 uM 1,00 pl 2,5uM
EcoRI-Adaptor-Paar |5 uM 1,00 pl 0,25 uM

Beide Anséatze wurden gemischt und abzentrifugiert. Der Reaktions-Vormix wurde zu
dem Enzym-Vormix pipettiert, gemischt und abzentrifugiert. Jeweils 5,5 ul des Ge-
samt-Vormixes wurden zu der vorgelegten DNA gegeben. Der Reaktionsansatz wur-
de gemischt, abzentrifugiert und 2 h bei 37° C im Hybaid Omnigene Thermocycler
inkubiert. AnschlieRend wurde jede Probe mit 189 ul TE-Puffer (0,1x) aufgefillt, ge-

mischt und abzentrifugiert. Die Lagerung erfolgte bei -20° C.

Fir die AFLP-Reaktion wurden folgende Adaptoren verwendet:

EcoRI-Adaptor:
57-CTC GTA GAC TGC GTA CC
CAT CTG ACG CAT GGT TAA-5"

Msel-Adaptor:
57-GAC GAT GAG TCC TGA G
TA CTC AGG ACT CAT-5"

2.2.4.2 Praamplifikation

Zur praselektiven Amplifikation wurde unter standiger Eiskihlung nachfolgender Re-

aktionsansatz pipettiert:
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Tab. 12: Zur AFLP-Reaktion eingesetzte Stoffmengen Ill: Praselektive Amplifi-

kation.

Reagenz Konzentration Volumen End-
der Stammlésung (je Reaktionsansatz |konzentration

RL-Produkt 4,0 pl
H2Obidest 12,5 pl
PCR-Puffer 10x 2,0u 1x
dNTP-Mix je 10 uM 0,4 ul je 0,2 uM
Praselektive Primer-Paare |[je 2,5 uM 1,0ul je 125 pM
Tag-DNA-Polymerase 5 U/ul 0,1 pl 0,5U/20ul

Der Reaktionsansatz wurde gemischt und abzentrifugiert. Die PCR wurde in einem

Perkin-Elmer PE 9600 Thermocycler mittels nebenstehendem Programm durchge-

fuhrt (Tab. 13). Das Reaktionsprodukt
wurde abzentrifugiert. 10 pl des Reak-
tionsproduktes wurden mit 190 pl TE-
Puffer (0,1x) verdinnt, gemischt und ab-
zentriugiert. Die Lagerung erfolgte bei
4° C. Die restlichen 10 pl des Reaktions-
produktes wurden mit 2 pl Auftragepuffer
(5x) gemischt, abzentrifugiert und auf ein
1,5% Agarose-TAE-Gel aufgetragen. Die
angelegte Spannung betrug 70 V.

2.2.4.3 Selektive Hauptamplifikation

Tab. 13: Thermocycler-Programm

zur

PCR fur die AFLP-Praamp-
lifikation.
Schritt |Dauer |Temperatur
1 2min [72°C Denaturierung
2 lsec |94°C Denaturierung
3 30 sec |56°C Annealing
4 2min [72°C Extension
5 30 min |60°C
7 co 4°C
Schritt 2-4 wurde 20x wiederholt.

Fur die selektive Hauptamplifikation wurde nachfolgender Reaktionsansatz unter

standiger Eiskihlung pipettiert:

Tab. 14: AFLP-Reaktion Ill: Zur Hauptamplifikation eingesetzte Stoffmengen.

Reagenz Konzentration Volumen End-

der Stammlésung (je Reaktionsansatz |konzentration
Praamplifikat 3,0ul
H2Obidest 12,5 pl
PCR-Puffer 10x 2,0u 1x
dNTP-Mix je 10 uM 0,4 ul je 0,2 uM
Mse I-Primer 5uM 1,0l 250 pM
EcoRI-Primer 1uM 1,0ul 50 pM
Tag-DNA-Polymerase 5 U/ul 0,1 pl 0,5U/20pl
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Der Reaktionsansatz wurde gemischt und abzentrifugiert. Beide Primer wiesen drei
variable Basen nach der komplementéaren Adaptorensequenz auf. Der EcoRI-Primer
war mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, entweder 5-Carboxyfluorescein (5FAM),
6-Carboxy-2,7-Dimethoxy-4,5-Dichlorocarboxy-fluorescein (JOE) oder Tetramethyl-6-
Carboxyrhodamin (TAMRA). Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Perkin Elmer PE
9600 bei folgendem Programm:

Tab. 15: Thermocycler-Programm zur PCR fur die Haupt-

amplifikation.
Schritt |Dauer |Temperatur
1 2 min [95°C Denaturierung
2 lsec |94°C Denaturierung |
3 30 sec [65-56°C Annealing | (Touchdown-Annealing)
4 2min [72°C Extension |
5 lsec |94°C Denaturierung Il
6 30 sec [56°C Annealing Il
7 2min [72°C Extension Il
8 ) 4°C
Schritt 2-4 wurde 9x wiederholt.
Schritt 5-7 wurde 22x wiederholt.

Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C.

2.2.4.4 Probendetektion

Die Detektion der Fragmente erfolgte in einem ABI 377 Prism Sequencer. Zur Auf-
trennung der Proben wurde ein 5%iges denaturierendes Polyacrylamid-Gel verwen-
det. Die Auftrennungsstrecke betrug 36 cm, die angelegte Spannung betrug 2500 V.
Als interner Langenstandard wurde ein Genescan-500 ROX Standard verwendet,
welcher ebenfalls mit einem Fluoreszenzfarbstoff (6-Carboxy-X-Rhodamin) markiert
war. Durch Laserlicht wurden die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt, die resultierende
Fluoreszenz wurde mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet. Die Datensammlung er-
folgte in dem Softwareprogramm Genescan.

Jeweils drei, mit unterschiedlichen Farbstoffen markierte Amplifikationsprodukte wur-
den gemischt und zusammen mit dem internen Langenstandard ROX und einem
Formamid/Dextranblue-Beladungspuffer in einer Gelspur aufgetrennt. Das Mi-
schungsverhéltnis war wie folgt: 0,5 ul der 5-FAM-Amplifikate, 0,6 ul der JOE-
Amplifikate, 0,9 ul der TAMRA-Amplifikate, 0,15 ul Langenstandard ROX sowie 0,85
ul Beladungspuffer.
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2.2.4.5 Auswertung

Die Verarbeitung der Daten erfolgte in dem Programm Genotyper. Dabei wurden pro
Primerkombination alle Linien ungeachtet des Gellaufes mit identischen Analysepa-
rametern gleichzeitig analysiert. Die Elternsorten wurden zur Kontrolle der polymor-
phen Fragmente bei jedem Gellauf als Standard eingesetzt. Lediglich solche Frag-
mente wurden ausgewertet, welche sich in vier Wiederholungen zwischen den El-

tern-Linien als polymorph erwiesen.
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2.3 Fettsaure-Analyse

Bei beiden Populationen wurde die Fettsdure-Zusammensetzung im Leinsamen mit-
tels Gaschromatographie (GC) analysiert. In allen Linien, welche zur Kartierung ver-
wendet wurden, wurde der prozentuale (w/w) Gehalt an Palmitinsaure (Cig.0), Stea-
rinsaure (Cig:), Olsaure (Cig:1), Linolsdure (Cig:2) sowie Linolensaure (Cig:3) ermittelt.
Es wurde der Gehalt der einzelnen Fettsduren im ganzen, unbehandelten Samen-
korn erhoben. Die Analyse der Population | [Szegedi62 x Atalante] sowie deren El-
ternlinien (= Analyse I) wurde von der Deutschen Saatveredelung (Zentrale: Weis-
senburger Stral3e 5, D-59557 Lippstadt) durchgefuhrt. Die Analyse der Population Il
[Viking x McGregor-E1747] sowie der Sorten Szegedi62, Atalante, McGregor-E1747
und Viking (= Analyse II) wurde von Herrn Dr. C. MOLLERS, Institut fir Pflanzenbau
und Pflanzenzilichtung, Universitat Gottingen durchgefihrt.

Die Probenaufbereitung erfolgte bei beiden Populationen nach folgendem Protokoll;
in Klammern sind jeweils die von der Universitat Gottingen verwendeten Mengen an-
gegeben. 200 mg (500 mg) Leinsamen wurde gemahlen und in ein 3 ml Reaktions-
gefald Uberfuhrt. Durch Zugabe von 1 ml (2 ml) einer Lésung aus 0,5 mol Na-Methylat
/ 11 Methanol wurden die Fettsduren aus dem Samen extrahiert und fur 20 min bei
20° C transmethyliert. AnschlieBend wurde die Lésung kurz durchmischt und noch-
mals 10 min inkubiert. Danach wurden 300 pl Iso-Octan sowie 100 pl (500 pl) NaH-
SO, (5% wi/v) zugegeben und gut durchmischt. Nach 3 min Inkubation bei Raumtem-
peratur konnten 150 - 200 pl der oberen Phase abgenommen und zur gaschroma-
tographischen Analyse eingesetzt werden. (Parameter fir den Gaschromatograph: s.

Anhang)
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2.4 Datenverarbeitung und Auswertung

2.41 Diversitatsanalyse

Die RAPD-Bandenmuster wurden auf polymorphe Fragmente zwischen den zu ana-
lysierenden Kultursorten hin verglichen. Dabei wurde darauf geachtet, da? die
RAPD-Primer Bandenmuster mit klar voneinander differenzierbaren Fragmenten
amplifizierten. Zudem sollten die Bandenmuster der einzelnen Sorten stets die glei-
che Intensitat aufweisen. Eindeutige Polymorphismen wurden binar bonitiert (,1' =
Fragment vorhanden, ,0' = Fragment fehlt). Die Nomenklatur der Polymorphismen
erfolgte nach der Nummer des Herstellers, Roth. Detektierte ein Primer mehrere Po-
lymorphismen, so erhielt der Markerlocus eine alphabetische Erweiterung in der Rei-
henfolge der abnehmenden Fragmentgrof3e. Mit in die Analyse einbezogen wurde
als phanotypische Eigenschaft die Samenfarbe. Aufgrund identischer Blutenfarbe
wurde dabei vorausgesetzt, dal} die Samenfarbe nur durch die Auspragung eines
Genlocus, namlich G, variiert wird. Eine gelbe Samenfarbe wurde als ,0°, eine braune
dagegen als ,1' bonitiert. Die Zusammenstellung der Datenmatrix erfolgte mit der Kal-
kulationssoftware Excel fur Windows 95 Version 7.0a (Microsoft Corp.).

Die Berechnung der genetischen Distanz (GDpe) zwischen jedem mdoglichen Paar
der zu analysierenden Kultursorten erfolgte anhand der bindren Datenmatrix nach
der Methode von Dice (1945):

a 2N,
2Ny + Ny + Ny

GD,,, =1 [6]

Alle Distanzberechnungen erfolgten in der Statistiksoftware SPSS fir Windows Ver-
sion 9.0.1 (SPSS Inc.).

Beruhend auf den Distanzkoeffizienten wurde eine hierarchische agglomerative Clu-
steranalyse durchgefiihrt, um Beziehungen zwischen den Sorten zu analysieren. Die
Berechnung der Cluster erfolgte nach der Average-Linkage-Methode. Zum Vergleich
der Ergebnisse wurden die Cluster aul3erdem noch nach der Methode von Ward be-
rechnet. Der Prozel3 der Clusterbildung wurde in Form eines Dendrogramms
dargestellt. Parallel dazu wurde anhand der Diversitatskoeffizienten-Matrix eine
Hauptkomponentenanalyse durchgeftihrt. Die Konfiguration des abgeleiteten Stimu-
lus wurde in einem zweidimensionalen euklidischen Distanzmodell wiedergegeben.
Alle Berechnungen erfolgten in der Statistiksoftware SPSS fur Windows Version
9.0.1 (SPSS Inc.).
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2.4.2 Analyse der molekularen Marker auf gestorte Spaltung

Anhand der Daten zur Berechnung der Rekombinationsfrequenzen wurde ein x> Test
durchgefihrt, um zu ermitteln, inwieweit die beobachteten Haufigkeiten mit den theo-
retisch erwarteten Ubereinstimmen. Als Nullhypothese wird folgende Erwartung an-
genommen: Die Haufigkeitsverteilung der Klassen entspricht flr RILs einer 1:1 Ver-

teilung. Die Berechnung des x*>-Wertes erfolgte nach folgender Formel:

B esam B esam
) (BEIrerA - g2 : )2 (BEIrerB - g2 : )2
X =—3 t—3 [7]
gesamt gesamt
2 2

Berer o €ntspricht der Anzahl der Linien, welche bezlglich des beobachteten Merk-
mals identisch waren mit Elter A. Beger 5 €ntspricht der Anzahl der Linien, welche be-
zlglich des beobachteten Merkmals identisch waren mit Elter B. Bgesamt €ntspricht
der Anzahl aller beobachteten Falle (Bgesamt = Better a*Beter ). Bezlglich Population |
entspricht Elter A Szegedi62 und Elter B Atalante. Beziiglich Population Il entspricht
Elter A Viking und Elter B McGregor-E1747.

2.4.3 Erstellung der Kopplungskarten

Zur Berechnung der Rekombinationsfrequenzen sowie der Kopplungsgruppen wurde
das Computer-Programm Mapmaker/Exp V3.0 eingesetzt (LANDER et al. 1987).
Wahrend der Berechnung wurde mit der ,error detection* Funktion (Befehl: ,error de-
tection on“) gearbeitet. Diese Funktion schlie3t Beobachtungen, welche durch Dop-
pel-Crossover innerhalb sehr kleiner Distanzen verursacht werden, von den Berech-
nungen aus (LINCOLN UND LANDER 1992). Alle Kopplungsabstande wurden nach der
Formel von KosamBi (1944) berechnet. Zuerst wurde anhand aller Daten eine Zwei-
punkt-Analyse durchgefihrt (Befehl: ,two point*). Fir alle mdoglichen Marker-
Paarungen wurde der LOD-Wert (i.e. der dekadische Logarithmus des Quotienten
aus der Likelihood bei Annahme des Kopplungsabstandes mit der gréf3ten Likelihood
und der Likelihood bei Annahme einer freien Spaltung) und der Kopplungsabstand
berechnet. Uber einen Maximume-Likelihood-Ansatz wurde der Anteil der Rekombi-
nanten ermittelt. Ausgehend von den Daten aus der Zweipunkt-Analyse wurde eine
Gruppierung der Marker durchgefuhrt (Befehl: ,group®). Als Mindestanforderung fir
eine Kopplung zwischen zwei Markern wurde ein LOD-Wert von 3,0 sowie ein maxi-
maler Kopplungsabstand von 40,0 cM gewahlt. Fir alle Marker, die aufgrund der

Zweipunkt-Analyse einer Kopplungsgruppe zugeordnet werden konnten, wurde eine
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Dreipunkt-Analyse durchgefuhrt (Befehl: ,three point®). Aufgrund dieser Daten wurde
die wahrscheinlichste Reihenfolge der Marker nach der Maximum-Likelihood-
Methode ermittelt (Befehl: ,compare®). Fir die bestmogliche Markerfolge wurden die
Kopplungsabstande berechnet (Befehl: ,map®).

Um diese Kopplungsgruppen zu verifizieren, wurde das Computer-Programm Join-
Map V1.0 verwendet (STAM 1993). Als Datenbasis wurden die von Mapmaker/Exp
V3.0 in der Zweipunkt-Analyse berechneten Marker-Gruppen verwendet. Als Grenz-
wert flr eine Annahme der Kopplung zwischen zwei Markern wurden LOD-Werte von
3,0 (,linklod®, zur Bildung von Kopplungsgruppen) und 0,05 (,maplod”, zur Berech-
nung der Kopplungsabstande) gewahlt. Als maximaler Kopplungsabstand fiur eine
Kopplung zwischen zwei Markern wurden 40,0 cM gewahlt. Auch bei diesem Pro-
gramm wurden alle Kopplungsabstande nach Kosawmsl (1944) berechnet.

Die Kopplungsanalyse wurde fiir beide Populationen mit allen Markerdaten durchge-
fuhrt. Anhand von Markern, die in beiden Population polymorph waren, wurde ein
Vergleich der Kopplungskarten vorgenommen. Fir Kopplungsgruppen, auf denen
mindestens zwei homologe Marker kartiert werden konnten, wurde eine Konsensus-
Kopplungsgruppe anhand der Daten beider Populationen berechnet. Die Berechnung
erfolgte in dem Programm JoinMap V1.0, wobei dieselben Parameter wie zur Be-
rechnung der Populations-Kopplungskarten verwendet wurden. Um einen direkten
Vergleich der Karten zu ermdéglichen, wurden in dieser Arbeit ausschliel3lich die

durch das Programm JoinMap berechneten Kopplungsabstéande verwendet.

2.4.4 Analyse der phdnotypischen Variation innerhalb der Kartierungspopula-
tion

Via Gaschromatographie wurden die relativen Anteile an Palmitinséure (Cis.0), Stea-
rinsaure Cig.), Olsaure (Cig:1), Linolsaure (Cig:2) sowie Linolensaure (Cig:3) im Lein-
samen bestimmt.

Aus der Population | [Szegedi62 x Atalante] wurden 113 Linien Kkartiert. Aus diesen
Linien wurden zufallig 81 Linien fir die Fettsaureanalyse ausgewahlt. Aus der Popu-
lation 1l [Viking X McGregor-E1747] wurden 89 Linien kartiert. Von 87 dieser Linien
wurde die Zusammensetzung des Fettsduremusters mittels einer gaschroma-
tographischen Analyse bestimmt.

Grundvoraussetzung fur eine QTL-Berechnung ist eine Normalverteilung der zu un-

tersuchenden Parameter in der Population. Dazu wurde fir jeden Parameter ein Test
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nach Kolmogoroff-Smirnow durchgefihrt (z.B. ZOFeL 1992). AuRerdem wurde die
Verteilung optisch Uber eine graphische Auftragung der Quantile der Verteilung der
einzelnen Parameter auf die Quantile einer beliebigen Anzahl von den erwarteten
Normalverteilungen gepruft. (Quantile sind Werte, welche die untersuchten Falle in
eine gewisse Anzahl gleichgroRer Klassen teilen.) Hierbei sollten sich im Falle einer
Normalverteilung des untersuchten Parameters alle Datenpunkte auf einer Gerade

anordnen.

2.4.5 QTL-Berechnung

Zur Detektion von Loci, welche die Varianz im Fettsaure-Muster beeinflussen, wurde
eine QTL-Berechnung mittels des Computer-Programms PLABQTL V1.0 (UTz & MEL-
CHINGER 1996) durchgefiihrt. Gleichzeitig konnten mit Hilfe dieses Programms detek-
tierte QTLs auf den Kopplungskarten lokalisiert werden sowie die GrofRe ihres
Einflusses geschatzt werden.

Die Kartierung der QTLs erfolgt im Zuge einer Intervall-Kartierung nach einem Maxi-
mum-Likelihood-Ansatz von LANDER & BOTSTEIN (1989). Zusétzlich wurde mit den
flankierenden Markern eine multiple Regression nach dem Ansatz von HALEY &
KNOTT (1992) durchgefuhrt. Dadurch wird die Einbeziehung von anderen Markern als
Cofaktoren zur QTL-Detektion mdglich (composite interval mapping). Die Berech-

nung der GroRRe der Eigenschaften erfolgte nach dem Modell von ZENG (1994):

y,=m+b x,; + Zbkxjk +€, [8]

y; bezeichnet die GroRRe der Eigenschaft fur Individuum j, m den Mittelwert fur die be-
trachtete Eigenschaft Uber die Population sowie b* den Effekt des angenommenen
QTLs fur das Markerintervall (1, 1+1). x;* ist eine Zufallsvariable, welche die Werte 1, 0
oder -1 in Abhangigkeit von dem Genotyp der flankierenden Marker | und I+1 sowie
der Positon des betrachteten QTLs annimmt. by ist der Regressions-Koeffizient be-
zogen auf den Cofaktor k. X ist eine Variable, welche die Werte 1, 0 oder -1 in Ab-
hangigkeit zu dem Genotyp des Individuums j an dem Markerlocus k annimmt. g;
stellt eine unabhéngige Konstante dar. Die Auswahl der Marker, welche als Cofakto-
ren genutzt wurden, erfolgte anhand der Mittelwerte aus einer schrittweisen Regres-
sionsanalyse. Die Signifikanz der QTL-Berechnung wird durch zwei Grof3en charak-
terisiert: Die statistische Glte eines QTL oder der Summe aller QTLs nimmt mit der

GrolRe des LOD-Wertes zu, sinkt aber bei positiveren AIC-Werten (= Akaike’s infor-
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mation criterion). Eine detallliertere Beschreibung der mathematischen Funktionen
von PLABQTL findet sich in UTz & MELCHINGER (1995).

Als Kartierungsgrundlage wurden die in Joinmap berechneten Kopplungskarten ge-
nutzt. Die Verteilung der LOD-Werte fur das Vorliegen eines QTLs bezlglich einer
bestimmten Eigenschaft wurde fir die gesamte Kopplungskarte berechnet. Zur An-
nahme eines QTLs wurde ein Schwellenwert von LOD>= 3,0 gesetzt. Nach LANDER &
BoOTSTEIN (1989) liegt die Signifikanzschwelle zur Detektion von QTLs in Kopplungs-
karten mit einem mittleren Markerabstand von 7 cM fir Genome mit n = 15 Chromo-

somen bei einem minimalen LOD-Wert von 2,8.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Diversitatsanalyse

Zur Bestimmung mdoglichst divergenter Kreuzungseltern wurde die genetische Dis-
tanz mehrerer Kultursorten von Linum usitatissimum L. ermittelt. Als Grundlage dafur
dienten Polymorphismen, welche mit der RAPD-Methode erzeugt wurden (Abb.

5). 64 Primer (53,3%) eines 120
Primer umfassenden Satzes zufal-

Sz At Vi Ag He MG Li Ca Ar HO Apuu

liger Dekamerprimer erzeugten

19329 bp
7743 bp
6223 bp
4254 bp
3472 bp

2690 bp

auswertbare Bandenmuster (Tab.
16). Primer mit 70% GC-Gehalt in

ihrer Basensequenz amplifizierten

e a dhe e 1882 bp
haufiger klare Bandenmuster als |, 'Eaa T T — RSl
solche mit 60 bzw. 80% GC- ~E I Il P A oy 925 bp
Gehalt in ihrer Sequenz (72,5% &

R G e @on o an o (421 bp)

gegeniber 42,5% bzw. 45,0%).

Die Bandenmuster umfal3ten da-

L B I - a—

bei zwischen 2 und 13 Fragmente

im Bereich von 500 bis 2.500 bp. Abb. 5: RAPD-Analyse von 9 Kulturleinsorten.

Primer mit 60% GC-Gehalt in ihrer Sz = Szegedi62, At = Atalante, Vi = Viking, Ag

= Argos, He = Hermes, MG = McGregor-
Sequenz erzeugten durchschnitt- E1747, Li = Linore, Ca = Cascade, Ar = Aria-
. . . ne, H,O = Kontrolle, Agx1300 = GroRenstan-
lich 6,2 Fragmente pro Primer. Mit dard

zunehmendem GC-Gehalt nahm (1% Agarose-TBE-Gel, Primer 160.06)

die Anzahl der amplifizierten Fragmente ab. Primer mit 80% GC-Gehalt erzeugten

5,4 Banden pro Primer. Insgesamt wurden 371 Fragmente analysiert.

Polymorphe Fragmente zwischen den Sorten traten bei 43 Primern (35,8%) auf. Ins-
gesamt lieRen sich 64 polymorphe Fragmente detektieren, beziiglich aller analysier-
ten Fragmente resultiert daraus ein Polymorphiegrad von 17,3%. Primer, welche po-
lymorphe Fragmente amplifizierten, traten am haufigsten in der Gruppe der Primer
mit 70% GC-Gehalt auf. Hier erzeugte durchschnittlich jeder zweite Primer ein Ban-

denmuster mit mindestens einem polymorphen Fragement. Bei Primern mit 60 bzw.
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Tab. 16: Ergebnisse der Analyse der genetischen Diversitat mittels der RAPD-Technik.

GC-Gehalt 60% 70% 80%
Primer mit auswertbaren Bandenmuster 17 29 18
Anteil an allen gescreenten Primern 42 5% 72,5% 45,0%
Banden (gesamt) 105 168 98
Banden/Primer 6,2 5,8 54
Primer, welche polymorphe Fragmente amplifizierten 11 20 12
Anteil an allen gescreenten Primern 27,5% 50,0% 30,0%
Polymorphe Fragmente (gesamt) 14 30 20
Polymorphe Fragmente/Primer 1,3 1,5 1,7

80% GC-Gehalt in der Sequenz erzeugten nur 27,5% bzw. 30,0% der Primer Poly-
morphismen. Allerdings nahm die Anzahl der polymorphen Fragmente pro Primer mit
steigendem GC-Gehalt zu, ndmlich von 1,3 bei Primern mit 60% GC-Gehalt auf 1,7
bei Primern mit 80% GC-Gehalt.

Primer mit hherem GC-Gehalt in ihrer Sequenz amplifizieren weniger Banden als
solche mit niedrigerem GC-Gehalt, allerdings erweisen sich diese Fragmente haufi-
ger als polymorph. Dagegen ist die Wahrscheinlichkeit Primer mit polymorphen Ban-
denmuster zu finden bei Primern mit 70% GC-Gehalt am grof3ten.

Zusétzlich zu den 64 RAPD-Polymorphismen wurde noch ein phanotypisches Merk-
mal, namlich die Auspragung der Samenfarbe (gelb oder braun), mit in die Diversitét-

sanalyse einbezogen.

Anhand dieser Daten wurde eine Berechnung der genetischen Distanz durchgefihrt.
Eine Clusteranalyse nach WARD ergab auf der Ebene eines Distanzkoeffizienten von
0,6 eine Trennung in drei diskrete Gruppen (Abb. 6). Die erste Gruppe umfal3t die
Faserleine Viking, Argos, Hermes und Ariane. Die zweite Gruppe besteht aus den
Olleinen Szegedi62 und Linore. Gruppe 3 schlieBt neben den Olleinen Atalante und

McGregor-E1747 auch den Faserlein Cascade ein.
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Viking
Argos
Hermes
Ariane

Szegedi62
Linore

Atalante
Cascade
McGregor-E1747

0 0,3

0,9 1,2 15

j_

Koeffizient der genetischen Distanz

—F

—

Abb. 6: Clusteranalyse nach WARD.

Kursive Sortennamen kennzeichnen Faserlein-Sorten.

Zu ahnlichen Ergebnissen gelangt man, wenn die Clusteranalyse nach der Average-

Linkage-Methode berechnet wird (Abb. 7). Auch hier finden sich die Faserleine Vi-
king, Argos, Hermes und Ariane sowie die Olleine Szegedi62 und Linore in zwei dis-

kreten Gruppen. Allerdings findet man auf der Ebene eines Distanzkoeffizienten von

0,37 eine Trennung der EMS-Mutante McGregor-E1747 von den Sorten Atalante und

Cascade.

Viking
Argos
Hermes
Ariane

Cascade
Atalante

McGregor-E1747

Szegedi62
Linore

0 0,1
L |

0,3 0,4 0,5

T

Koeffizient der genetischen Distanz

—

Abb. 7: Clusteranalyse nach der Average-Linkage-Methode.

Kursive Sortennamen kennzeichnen Faserlein-Sorten.
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Die unscharfe Zuordnung dieser Sorten wird bestétigt durch die zweidimensionale
Darstellung der Ergebnisse aus den Distanzberechnungen, d.h. der Konfiguration
des abgeleiteten Stimulus, im euklidischen Distanzmodell (Abb. 8). Die Sorten Cas-
cade, McGregor-E1747 sowie Atalante finden sich zwischen den beiden Gruppen der
Ol- bzw. Faserleinen, wobei die Diversitat zwischen McGregor-E1747 real groRer
ausfallt als hier dargestellt. Der RSQ-Wert dieser multidimensionalen Skalierung be-
tragt 0,924, d.h. die Signifikanz der dargestellten Distanzen betragt 92,4%.

2,0

Stress = 0,120
Atalante RSQ =0,924
A

1,5

1,0 -

0,5

0,0 -

-0,5 -

® Cluster1
A Cluster 2
* Cluster 3

1,0 2,0 3,0

Abb. 8: Konfiguration des abgeleiteten Stimulus im Euklidischen Dis-
tanzmodell.

Die Zuordnung der Sorten in einzelne Cluster erfolgte nach der 3-
Cluster-Losung auf der Ebene des Diversitatskoeffizienten von 0,6 nach
der Clusterberechnung nach WARD. Die reale Distanz zwischen den
Populationseltern ist als Un&hnlichkeitsma3 GD an den Verbindungs-
pfeilen eingezeichnet.

Die genetische Distanz als Unéhnlichkeitsmald nach Dice (GD) der Population |
[Szegedi62 x Atalante] liegt bei 0,417, die der Population Il [Viking x McGregor-
E1747] bei 0,373.
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3.2 Erstellung der Kopplungskarten

3.2.1 Population | [Szegedi62 x Atalante]

Anhand der Diversitatsanalyse wurden mehrere RAPD-Dekamerprimer ausgewahilt,
welche polymorphe Fragmente zwischen den Kreuzungseltern der Population I: Sze-
gedi62 und Atalante amplifizierten (Ubersicht s. Anhang). 19 Primer wurden zur Ana-
lyse von 113 zufallig ausgewdahlten Linien der Fs-Generation verwendet. Die Primer
erzeugten charakteristische Bandenmuster (fingerprint), welche jeweils zwischen drei
und neun Fragmente zwischen 500 und 2.500 bp umfafdten. Von diesen erwiesen
sich jeweils 1-2 Fragmente als polymorph zwischen den Kreuzungseltern. Insgesamt
konnten 24 polymorphe RAPD-Markerloci detektiert werden (Tab. 17). Zur Unter-
scheidung der beiden Sorten waren Primer mit 80% GC-Gehalt in der Basensequenz
am besten geeignet, durchschnittlich 22,2% der amplifizierten Fragmente erwiesen
sich als polymorph. Betrachtet man die Gesamtzahl aller getesteten Primer, so fallt
auf, dald nur 15,8% aller Zufalls-Dekamerprimer auswertbare polymorphe Fragmente

amplifizierte.

Tab. 17: Ergebnisse der RAPD-Analyse der Population | [Szegedi62 x Atalante].

GC-Gehalt 60% 70% 80%
Primer,welche polymorphe Fragmente amplifizierten 4 6 9
Amplifizierte Fragmente (gesamt) 23 39 54
Fragmente/Primer 5,8 6,5 6,0
Polymorphe Fragmente (gesamt) 4 8 12
Polymorphe Fragmente/Primer 1,0 1,3 1,3

Um die Anzahl an Polymorphismen zu erhéhen wurde zusatzlich eine AFLP-Analyse
durchgefiihrt. Die Kreuzungseltern von Population I, Szegedi62 und Atalante, wur-
den mit 72 zuféllig ausgewahlten AFLP-Primer-Kombinationen analysiert (Abb. 9).
Dabei wurden pro Primerkombination zwischen 75 und 150 Fragmente erzeugt. Die
genaue Anzahl der detektierten Fragmente variiert mit der Einstellung der Empfind-
lichkeit der Auswertungssoftware sowie mit der Qualitdt der Nachweisreaktion. Im
Unterschied zu konventionellen Markertechniken (RFLPs, RAPDs etc.) ist daher die
genaue Anzahl der erzeugten Fragmente nicht eindeutig zu ermitteln.

Unter allen Primerkombinationen wurden solche Primerkombinationen ausgesucht,
welche eine moglichst groRe Anzahl von deutlich erkennbaren, polymorphen Frag-
menten erzeugten. Zudem wurde darauf geachtet, dal3 diese Primerkombinationen

deutliche und klar differenzierte Bandenmuster erzeugten. Insgesamt 25 Primerkom-
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binationen wurden schlie3lich zur Analyse der Rekombinationsereignisse anhand der
schon fir die RAPD-Analyse verwendeten 113 zufallig ausgewéhlten Linien der Fs-
Population herangezogen (Ubersicht s. Anhang). Diese Primerkombinationen detek-

tierten zusammen 124 Markerloci.

Multifluorophor FAM JOE TAMRA
SzAt1 2 3456 SzAt123456 SzAt12 3456 SzAt123456

Abb. 9: AFLP-Gelbild.

Aufgetragen wurden je Block die Eltern der Population |, Szegedi62 (Sz)
und Atalante (At), sowie 6 Linien der Population | (1-6).

Der linke Block zeigt die origindre, multifluorophore Detektion von 3 ver-
schiedenen Primerkombinationen je Spur. In den weiteren Blécken wurde
jeweils nur eine einzige der drei Primerkombinationen detektiert. Die
Markierung der Fragmente erfolgte je nach Primerkombination durch die
Fluoreszenzfarbstoffe FAM (blau), JOE (grin) und TAMRA (gelb). Die
Fragmente des internen Langenstandards ROX sowie die entsprechen-
den, absoluten FragmentgréRen sind rot dargestellt. WeiRe Pfeile zeigen
polymorphe Fragmente zwischen den Kreuzungseltern und den Linien
an.

Dieses Bild zeigt einen Ausschnitt im Bereich von ca. 60 bis 250 bp. Ins-
gesamt konnen auf einem AFLP-Gel Fragmente im Bereich von ca. 50
bis 500 bp detektiert werden.

Mit 113 Linien wurde eine ISSR-Analyse durchgefiihrt. Von den 23 zur Evaluierung
von Polymorphismen zwischen den Eltern-Linien eingesetzten Primern amplifizierten
15 Primer (65,2%) Fragmente (Ubersicht s. Anhang), die restlichen Primer amplifi-

zierten diffusen Schmier. Klar differenzierbare Fragmente lagen bei 11 Primern
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(47,8%) vor. Von diesen Primern wurden insgesamt 60 Fragmente amplifiziert,
durchschnittlich 5,5 Fragmente pro Primer. Fragmente, welche polymorph zwischen
den Eltern waren, wurden von 2 Primern (UBC825 und UBC826) amplifiziert. Insge-
samt konnten 4 Polymorphismen detektiert werden (6,7% aller detektierten Fragmen-
te).

Die Auswertung der Daten erfolgte unter der Annahme eines dominant-rezessiven
Vererbungsmechanismus fir jeden Markerlocus. Jeder Markerlocus wurde in jeder
Linie entweder als vorhanden oder abwesend detektiert und ausgewertet. Alle Daten
wurden einem x2-Test auf eine von der erwarteten 1:1 Verteilung abweichende Spal-
tung hin untersucht (Tab. 18). Fir 35,9% aller erhobenen Markerdaten konnte die
Annahme einer schiefen Spaltung bei einem Signifikanzniveau von a = 0,01 nicht
abgelehnt werden. Bezogen auf die zwei reziproken Kreuzungen finden sich jeweils
etwas geringere Anteile von Marker mit gestérter Segregation (28,1% bzw. 22, 9%).
Insgesamt 19 Markerloci (15 AFLP-Loci und 4 RAPD-Loci) wiesen in beiden rezipro-
ken Teilpopulationen eine von der erwarteten Spaltung abweichende Verteilung auf.
Zusétzlich zeigten in der Teilpopulation [Atalante x Szegedi62] weitere 24 Marker,
namlich 19 AFLP-Loci und 5 RAPD-Loci, eine gestorte Spaltung. In der Teilpopulati-
on Szegedi62 x Atalante waren es weitere 19 Marker (18 AFLP-Loci, 1 phanotypi-
scher Marker).

Bezogen auf die gesamte Population zeigten sich keine Unterschiede in der Haufig-
keit eines Auftretens einer gestorten Segregation zwischen AFLP-Loci und RAPD-
Loci. Durchschnittlich 37% beider Markertypen wiesen eine gestdrte Segregation auf.
Dagegen folgten alle 4 ISSR-Marker der erwarteten Spaltung.

Tab. 18: Test auf gestorte Spaltung.

Detektiert Gestorte Spaltung
Gesamte Population Teilpop. At x Sz Teilpop. Sz x At
Markerloci gesamt 153 55 (35,9%) 43 (28,1%) 38 (22,9 %)
AFLP-Loci 124 45 (36,3 %) 34 (27,4 %) 33 (26,6%)
RAPD-Loci 24 9 (37,5 %) 9 (37,5%) 4 (16,6%)
ISSR-Loci 4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Phénotyp 1 1 (100 %) 0 (0%) 1 (100 %)

Signifikanzniveau a = 0,01.
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Der einzige phanotypische Marker, die Samenfarbe, spaltet in der gesamten Popula-
tion nicht nach der erwarteten 1:1 Spaltung. Die gestorte Verteilung laf3t sich nur in
der Teilpopulation Szegedi62 x Atalante beobachten, in der reziproken Kreuzung tritt

sie nicht auf.

Die Berechnung aller Daten ergab fir die Population | [Szegedi62 x Atalante] 16
Kopplungsgruppen (Tab. 19). Jede Kopplungsgruppe umfafdt dabei zwischen 3 und
22 Markerloci. Insgesamt konnten 139 Markerloci kartiert werden. 14 Markerloci
(9,2%) konnten keiner Kopplungsgruppe zugeordnet werden, dabei lieRen sich Un-
terschiede in den einzelnen Markerklassen feststellen. Lediglich 8,1% aller AFLP-
Marker konnten nicht kartiert werden. Von den RAPD-Markerloci konnten 12,5% und

von den ISSR-Markerloci 25,0% keiner Kopplungsgruppe zugeordnet werden.

Tab. 19: Die Kopplungsgruppen der Population | [Szegedi62 x Atalante].

Kopplungsgruppe Markerloci GroRe | Mittl. Markerabstand
[cM] [cM/Marker]
SA-1 22 150,3 6,8
SA-2 17 102,3 6,0
SA-3 17 135,9 8,0
SA-4 16 116,9 7,3
SA-5 13 100,4 7,7
SA-6 12 88,9 7,4
SA-7 11 49,9 4,5
SA-8 5 38,1 7,6
SA-9 4 40,3 10,1
SA-10 4 32,6 8,2
SA-11 3 17,7 5,9
SA-12 3 27,2 9,1
SA-13 3 10,0 3,3
SA-14 3 20,2 6,7
SA-15 3 10,1 34
SA-16 3 15,3 51
Gesamt 139 956, 1 6,9

Alle Kopplungsgruppen wurden fiir LOD-Werte tber 3,0 berechnet.

Insgesamt umfal3t die Kopplungskarte 956,1 cM (Abb. 10 und 11). Die Grof3e der
einzelnen Kopplungsgruppen variiert zwischen 150,3 cM und 10,1 cM. Der mittlere
Kopplungsabstand zwischen den Markerloci betragt 6,9 cM. Lediglich 3 Kopplungs-
absténde liegen tber 20 cM (Kopplungsgruppe SA-1, SA-3, SA-6). Eine Clusterung
mehrerer Loci wurde nicht beobachtet.
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SA-1

0.0 —

9.4 —
14.2
17.1
19.3
25.3
26.4
30.7 —

\ /]

43.4 —

60.9 —

88.1 —

98.9 ——

125.5 —
127.9 ]

R280.04

R170.06A
AGT/CAA-252
R380.03
AGT/CAA-246
AGC/CGA-087
ACG/CTG-132
R460.04

AGG/CTT-330

AAC/CAT-438

ACA/CAT-289

AAC/CAT-245

UBC826-1
ACG/CTG-278
R

ACC/CTG-257
ACA/CAT-118
AAG/CAC-439
R270.10

UBC826-3
AGG/CAC-134
AGC/CAA-515

SA-5

0.0 —

18.3 —
24.2 —
28.6 —

36.7 —

47.1 —

63.4 —
66.2 —

71.0 —
75.6 —
80.4 —

90.3 —

100.4 —

Erlauterung siehe Seite 65.

AGG/CAC-227

AGC/CAT-438

R180.06
ACG/CTC-500

ACC/CTA-231

AAC/CAT-332

R260.02
AAG/CAC-208

AGG/CAC-208
AGT/CTG-332
ACC/CTA-376

ACG/CTC-123

AGG/CTA-234

SA-2

0.0
3.2

8.5

17.4

24.2
28.0

43.7
45.2
47.6

56.4

62.6

70.5
75.7

82.3

91.8

102.3

N—

AGT/CTG-256
AGC/CTG-257
AGC/CTG-279
AGT/CTG-278

ACT/CGA-108

ACT/CTT-112

G

AAC/CTC-259
AAC/CTC-258
ACC/CTA-105

AGG/CTT-336
R180.05

R280.08
AGT/CTT-222

AAC/CTC-456

AGT/CTC-092

AGT/CTC-275

SA-6

0.0

13.1
16.7

38.7
42.6

50.8

62.9
65.6
69.4
73.5

84.3
88.9

AAC/CAT-153

AGT/CAA-239
R160.09B

AGT/CGA-176
AGT/CGA-175

AGG/CAC-292

AGT/CTT-098
ACT/CGA-256
AGT/CAA-094
R370.06B

ACT/CTG-093
AGC/CTG-094

SA-3

0.0 —

6.4 —

15.3 —

24.6 —

36.6 —f
40.1 —
44.4 —

49.3 —

80.3 —

88.9

92.5 |

93.4

104.3 —

111.3 —

119.6 —

129.2 —

135.9 —

— UBCB25-1

t— AGT/CTG-251
t— AGT/CTC-189

— AGC/CAA-173

{— AGT/CGA-285
r— AGG/CTA-343
— ACG/CTG-252
— ACT/CTT-204

| AGC/CAA-436
AGT/CAA-435

| - AGC/CAA-449
AGT/CAA-449

— AGT/CAA-103

+— ACG/CTC-392

+— AGG/CTA-259

— R170.10

L AGT/CGA-200

SA-7

0.0 —
3.7 —

10.2 —
13.9 —
22.7
24.9

25.7 —H

26.7
27.8

37.4 —

49.9 —

— AGC/CAT-205
— AGT/CTC-170

— R170.07
— ACT/CTT-147
AGT/CAA-137

AAC/CTC-098
{— R170.09A

AAG/CAC-352

R370.09B

— ACC/CTA-114

L AGG/CTT-375

SA-4

0.0

121
17.0
20.2
26.0
28.7
321

37.9

49.5

69.4

77.9

92.0

98.3
101.0

12,7
116.9

\

Vg
Iy

[

AGG/CTT-357

AGG/CAC-215
AGT/CTT-337
ACA/CAT-144
AGC/CTG-159
AGT/CTG-158
AGT/CTG-170

AGC/CTG-171

AGT/CTT-084

ACC/CTA-3B4

ACT/CGA-265

AGT/CGA-265

AAC/CTC-365
AAC/CTC-338

AAG/CAC-294
AAG/CAC-295

SA-8

0.0

13.8
19.0

29.8

38.1

ACC/CAC-256

ACT/CTT-293
ACT/CTT-296

R370.09A

AGG/CTA-170
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0.0 AGT/CAA-195 0.0 AGG/CTA-118 0.0 AGG/CAC-315 0.0 AGT/CAT-188
8.8 AGC/CGA-076 9 .
10.4 ACC/CAC-084 / 17 AGT/CTC-475 8 AGT/CAT-341
15.2 AGC/CGA-078
17.7 AGT/CTC-481
29.1 R480.07 27.2 AGT/CAT-120
32.6 ACT/CGA-182
40.3 ACA/CAT-108
0.0 ACA/CAT-183 0.0 ACG/CTG-246 0.0 AAG/CAC-190 0.0 R180.02C
2.4 AGC/CTG-452 2.2 AGC/CAT-182
5.6 R380.05A
10.0 AGT/CTG-452 10.1 R370.04B
13.9 AGT/CTT-124 15.3 AAG/CAC-38;
20.2 ACC/CTA-171

Abb. 10: Kopplungskarte der Population | [Szegedi62 x Atalante].

Die Kopplungsabsténde sind in cM (Kosambi-Units) angegeben.

Nomenklatur der AFLP-Marker: [EcoRI-Primer] / [Msel-Primer] - [FragmentgroR3e in bp].
Nomenklatur der RAPD-Marker: R [Primer-Nummer].

Nomenklatur der ISSR-Marker:  UBC [Primer-Nummer] [Fragment-Nummer].

Auf Kopplungsgruppe SA-2 konnte der Locus G, welcher mitverantwortlich fur die
Ausbildung der Samenfarbe ist, kartiert werden. Dieser wird flankiert von den AFLP-
Markerloci ACT/CTT-112 mit 3,8 cM Abstand und AAC/CTC-259 mit 15,7 cM Ab-
stand zu G. Vier weitere Marker weisen einen Kopplungsabstand von weniger als 20
cM zu G auf: ACT/CGA-108 (10,6 cM), AGT/CTG-278 (19,5 cM), AAC/CTC-258
(17,2 cM) sowie ACC/CTA-105 (19,6 cM).

3.2.2 Population Il [Viking x McGregor-E1747]

Die Kreuzungseltern der Population II, Viking und McGregor-E1747, wurden mit 113
AFLP-Primer-Kombinationen analysiert, um polymorphe Markerloci zwischen den
Kreuzungseltern zu detektieren. Unter diesen befanden sich alle 25 AFLP-
Primerkombinationen, welche zur Kartierung von Population | verwendet wurden.
Insgesamt 26 Primer-Kombinationen wurden ausgewahlt und damit die Rekombinati-
onsfrequenzen von 89 zuféllig selektierten Linien der insgesamt 176 Linien umfas-
senden Population bestimmt. Die Primerkombinationen wurden nach mehreren Krite-
rien ausgewahlt: Zum einen wurden solche Primerkombinationen gewahlt, die eine

hohe Anzahl an deutlichen Polymorphismen zeigte. Zum anderen wurden alle Pri-
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mer, die Markerloci detektierten, welche in beiden Populationen polymorph waren,
ungeachtet der Gesamtzahl der polymorphen Loci, zur Analyse der Population Il

verwendet.

Insgesamt wurden 129 zwischen den Kreuzungseltern polymorphe Markerloci detek-
tiert. Alle Marker wurden in einem x2-Test auf eine eventuell von der erwarteten 1:1
Spaltung abweichende Verteilung hin untersucht. Fur 29 (22,5%) Markerloci konnte
die Annahme einer schiefen Spaltung bei einem Signifikanzniveau von a = 0,01 nicht

abgelehnt werden.

Tab. 20: Kopplungsgruppen der Population 1l [Viking x McGregor-

E1747].
Kopplungsgruppe | Markerloci | GroBe | Mittl. Markerabstand | max. LOD
[cM] [cM/Marker]
VM-1 17 111,3 6,5 3,7
VM-2 16 114,9 7,2 5,4
VM-3 13 31,8 2,4 4,4
VM-4 11 38,4 3,5 12,4
VM-5 7 70,8 10,1 3,9
VM-6 6 68,1 11,4 4,3
VM-7 6 35,4 5,9 (2,8)*
VM-8 6 21,4 3,6 11,3
VM-9 6 23,9 4,0 6,9
VM-10 5 46,7 9,3 3,3
VM-11 5 63,0 12,6 (2,4)*
VM-12 4 23,1 5,8 7,3
VM-13 4 32,6 8,2 5,8
VM-14 3 29,4 9,8 31
VM-15 3 22,8 7,6 6,1
VM-16 3 12,2 4,1 10,1
VM-17 3 12,4 4,1 9,4
Gesamt 118 7582 6,4 102,6

*Durch Zuordnung einzelner ungekoppelter Markerloci resultierte ein LOD-Wert
unter 3,0.

Eine Verrechnung aller Daten ergab 17 Kopplungsgruppen (Tab. 20, Abb. 11). Ins-
gesamt lieRen sich 118 Markerloci kartieren. 11 Markerloci (8,5%) wiesen keine
Kopplung zu anderen Markerloci auf. Bei diesen Markern handelte es sich ausnahm-
los um Marker, welche eine 1:1-Verteilung aufwiesen. Die einzelnen Kopplungsgrup-
pen umfal3ten jeweils zwischen 3 und 17 Marker. Die Gr6éR3e der Kopplungsgruppen
betragt zwischen 12,4 und 114,9 cM. Insgesamt umfal3t die Kopplungskarte 758,2
cM. Der mittlere Abstand zwischen zwei Markerloci betrdgt 6,4 cM. Lediglich drei

Markerloci-Paare wiesen Abstande tber 20 cM auf (Kopplungsgruppe
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VM-1

0.0 AAG/CGA-136

3.9 AGA/CAT-043
10.1 AAG/CGA-371
24.1 AAT/CTC-054
29.1 AGT/CTC-054
43.9 <| | AAT/CTC-096
45.1 ~T I~ AGT/CTC-096

56.7 l AGT/CTG-158

57.1 /- AGC/CTG-159
58.6 < [\ AGA/CAA-291
64.7 ——1— AGC/CTG-171
66.1 AGT/CTG-170
79.1 AGA/CAA-209
B6.3 AAG/CGA—SSS
91.8 AGG/CAT-307
103.7 AGA/CAA-395
111.3 ——— AGA/CAA-SSZ

VM-4

0.0 AAC/CAT-159
2.4 \\_/, AGC/CAT-278
5.0 \J [ AAC/CAT-289
9.0 <[ | AGA/CAT-089
10.5 -~ AGA/CAT-068

12.5 Z[\ AGT/CAA-063
15.7 AGA/CAT-212
18.4 AGA/CTA-201
25.1 ~T N AGT/CAA-100

335 ACT/CGA-256
38.4 AGA/CAT-114

VM-7

0.0 AGT/CAA-103
3.5 AAT/CTC-290
8.0 AAT/CTC-292
31.5 AGA/CAT-204
34.0 AGA/CAT-254
35.4 AGA/CAT-255

Erlauterung siehe Seite 68.

VM-2

0.0 ATC/CTG-366
14.8 ACT/CTA-090
19.3 AGG/CAT-098
32.2 AAG/CGG-226
38.6 AGA/CAT-089
54.8 AGA/CAT-168

67.0 — |~ AAT/CTG-129
721 | - AAC/CTC-258

74.3 — 1 AGA/CTA-081
78.2 —{— AAC/CTC-258
79.2 AGA/CAT-167
85.3 — 1~ AGG/CAT-072
91.2 AAC/CTC-216
101.1 —1— ATC/CTG-313
104.7 ——— AGA/CAA-384
114.9 AAC/CTC-456

VM-5

0.0 AAC/CAT-205
13.1 AGC/CAT-205
34.6 ACC/CTC-325
38.5 ACC/CTC-324
47.2 AGA/CAA-222
57.4 AGT/CAA-137
70.8 AGG/CAT-060

VM-8

0.0 AGA/CAT-293

7.0 AAG/CGA-148
11.4 — | AGT/CAA-442
14.2 —— AAT/CTG-133
19.7 ] |- AAT/CTG-146
21.4 =~ AGT/CTG-146

VM-3

0.0 AAT/CTG-147
16.9 AAC/CAT-245
18.0 AAG/CAT-357
18.9 AGT/CTC-238
20.7 AAC/CAT-246
22.9 AAG/CGA-156
23.9 ATA/CAA-131
25.0 AAG/CGA-157
25.6 ATC/CTC-057
27.1 ACT/CTA-317
29.7 ACC/CTC-261
31.3 AGG/CAT-216
31.8 AGG/CAT-217

VM-6

0.0 AGC/CGG-084
15.4 AGA/CTA-396
20.2 AGA/CAT-409
35.9 AGT/CAA-244
55.9 AGT/CTG-229
68.1 AGT/CTG-228

VM-9

0.0 AAG/CTC-162
1.3 AGG/CGA-215
14.6 AAG/CAT-453
16.2 AAG/CAT-395
16.7 AAG/CAT-454
23.9 ACT/CGA-310



Ergebnisse 68

0.0 ACC/CTC-184 0.0 AGA/CTA-156 0.0 AGT/CTC-234
1.8 AGA/CAT-092
15.8 AGA/CTA-160 16.8 AGA/CAT-091

20.0 ACT/CAA-185
23.1 AGT/CAA-435

29.1 AGT/CTG-343

31.4 AAG/CTC-351
441 | | Aac/cTC-131

46.7 — —— AAC/CAT-117

56.4 ATC/CTC-253
63.0 AGA/CAA-117
0.0 AGA/CAA-299 0.0 AGA/CTA=132 0.0 AGA/CTA-130
4.1 AAT/CTC-143
13.9 AGT/CAA-116 14.5 AAG/CTC-177
22.8 ATC/CTG-164
25.3 AGA/CAA-432
29.4 AGA/CAA-433
326 AGG/CAT-202
0.0 ACC/CTC-276 0.0 AGT/CTG-256
47 AAT/CTC-189 1.3 jiE AGC/CTG-257
12.2 AGT/CTC-188 12.4 AGC/CTG-279

Abb. 11: Kopplungskarte der Population Il [Viking x McGregor-E1747].

Die Kopplungsabsténde sind in cM (Kosambi-Units) angegeben.
Nomenklatur der AFLP-Marker: [EcoRI-Primer] / [Msel-Primer] -
[FragmentgroRe in bp].

VM-5, VM-11, VM-14). Alle Kopplungsgruppen konnten fiir LOD-Werte deutlich Gber
3,0 berechnet werden. Eine Ausnahme bilden VM-7 und VM-11. In VM-7 wurden 2
kleine Kopplungsgruppen mit LOD-Werten tber 3,0 zusammengefugt, in VM-11
konnten bei Senkung des LOD-Wertes zwei bei LOD = 3,0 ungekoppelt gebliebene

Marker kartiert werden. Eine Clusterung mehrerer Loci wurde nicht beobachtet.
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3.2.3 Berechnung von Konsensus-Kopplungsgruppen

Alle 25 Primerkombinationen, welche zur Kartierung von Population | verwendet wur-
den, wurden auch auf Polymorphien zwischen den Eltern der Population II, Viking
und McGregor-E1747, hin untersucht. Von 115 kartierten Markerloci erwiesen sich
jedoch nur 19 (16,5%) als polymorph zwischen Viking und McGregor-E1747 (Tab.
21). Jeder Markerlocus konnte einer Kopplungsgruppe zugeordnet werden. Abb. 12

und 13 zeigen die Verteilung der homologen Marker in den beiden Populationen.

Tab. 21: Ubertragbare Markerloci zwischen beiden Populationen.

Pop. I: Szegedi62 x Atalante Pop. II: Viking x McGregor
Markerlocus  Kopplungsgruppe |Markerlocus Kopplungsgruppe
AAC/CAT-245 SA-1 AAC/CAT-245 VM-3
AAC/CTC-258 SA-2 AAC/CTC-258 VM-2
AAC/CTC-259 SA-2 AAC/CTC-259 VM-2
AAC/CTC-456 SA-2 AAC/CTC-456 VM-2
AGC/CTG-257 SA-2 AGC/CTG-257 VM-17
AGC/CTG-279 SA-2 AGCICTG-279 VM-17
AGT/CTG-256 SA-2 AGT/CTG-256 VM-17
AGT/CAA-103 SA-3 AGT/CAA-103 VM-7
AGT/CAA-435 SA-3 AGT/CAA-435 VM-12
AGT/CTC-189 SA-3 AGT/CTC-189 VM-16
AGC/CTG-159 SA-4 AGC/CTG-159 VM-1
AGC/CTG-171 Sa-4 AGC/CTG-171 VM-1
AGT/CTG-158 SA-4 AGT/CTG-158 VM-1
AGT/CTG-170 SA-4 AGT/CTG-170 VM-1
AAC/CAT-159 SA-6 AAC/CAT-159 VM-4
ACT/CGA-256 SA-6 ACT/CGA-256 VM-4
AGC/CAT-205 SA-7 AGC/CAT-205 VM-5
AGT/CAA-137 SA-7 AGT/CAA-137 VM-5
AGT/CAA-195 SA-9 AGT/CAA-195 VM-10

In Kopplungsgruppe SA-2 der Population | kartierten 6 Markerloci, welche ebenfalls
in der Population Il polymorph waren. In dieser kartierten 3 Markerloci in Kopplungs-
gruppe VM-2 und drei in der Kopplungsgruppe VM-17. Eine Kopplung untereinander
lield sich nicht feststellen.

Bei der Kopplungsgruppe SA-4 und VM-1 erwiesen sich 4 Markerloci als homolog.
Jeweils zwei dieser Markerloci liegen in beiden Populationen relativ eng mitanander
gekoppelt vor. Der Abstand AGC/CTG-159 AGT/CTG-158 betragt in Population | 1,7
cM, in Population Il 0,4 cM, der zwischen AGT/CTG-170 AGC/CTG-171 betragt in
Population | 5,8 cM, in Population Il 1,4 cM. Im Verbund mit anderen Markerloci lie-

gen diese Locipaare in beiden Populationen invers vor. Bei der Berechnung der Kon-
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sensus-Kopplungsgruppe setzt sich allerdings die Reihenfolge, wie sie in Population

| vorliegt, durch.

SA-2 VYM-17 SA-4 VM-1

0.0 AGT/CTG-256  Gr——p AGT/CTG-256 0.0
— 0.0 ——— AGG/CTT-357 AAG/CGA-136 ——— 0.0
3.2 J [ AGC/CTG-257 @ AGC/CTG-257 1.3 043 —| |
4.6 ~| [ AGC/CTG-279 <\> AGH/CAT-043 "
.5 | — 10,
8 Act/cTe-278 AGC/CTG-278 124 121 - AGe/cAC-215 AAG/CBA-3T1 104
17.4 —— ACT/CGA-108 17.0 ——— AGT/CTT-337
20.2 ——— ACA/CAT-144
24.2 ——— ACT/CTT-112 26.0 || AGc/cTG-159 AAT/CTC-054 ——{— 24.1
280 —/— G 28.7 ——— AGT/CTG-158 AGT/CTC-054 ——— 29.1
VM-2 32.1 —[~ AGT/CTG-170
37.9 —{{— AGC/CTG-171
437 | | AAC/CTC-259 <t ATC/CT6-366 ——— 0.0 AAT/CTC-096 43.9
45.2 - AAC/CTC-258 AGT/CTC-096 ~ 1~ 45.1
47.6 T |\ ACC/CTA-105 49.5 —{{— AGT/CTT-084
AGT/CTG-158 56.7
56.4 —{— AGG/CTT-336 ACT/CTA-090 ——— 14.8 AGC/CTG-159 ‘_Z 57.1
AGG/CAT-098 ——{— 19.3 AGA/CAA-291 7 |\ 58.6
62.6 ——— R180.05 AGC/CTG-171 —L— 64.7
70.5 ——— R280.09 69.4 —— ACC/CTA-384 AGT/CTG-170 66.1
75.7 AGT/CTT-222 AAG/COC-228 = 322
AGA/CAT-098 —|— 38.6 77.8 —— ACT/CGA-265 ABA/CAA-209 ——— 79.1
82.3 —| [ AAC/CTC-456
‘ AAG/CGA-396 —|{— B6.3
91.8 —|{— AGT/CTC-092 92.0 —|— AGT/CGA-265 AGG/CAT-307 ——— 91.8
AGA/CAT-168 ——1— 54.8 98.3 —| |- AAC/CTC-365
102.3 —— AGT/CTC-275 101.0 —17~ AAC/CTC-338 AGA/CAA-395 ——{— 103.7
AAT/CTG-129 ~| |- 67.0
AAC/CTC-258 < | 72.1 1127 | AnG/cAc-204 AcA/cAA-392 L 111.3
AGA/CTA-081 — | 74.3 1169 L aas/cac-208
AAC/CTC-258 —|| - 78.2 §
AGA/CAT-167 79.2
AGG/CAT-072 ——— 85.3
AAC/CTC-216 ——-— 91.2
ATC/CTG-313 —1— 101.1
AGA/CAA-384 ——— 104.7
L AAC/CTC-456 —— 114.9

SA-6

VM-4

SA-7

VM-5

0.0 ——— AAC/CAT-159 <P AAC/CAT-158 0.0 0.0 ——— AGC/CAT-205 AAC/CAT-205 —— 0.0
AGC/CAT-278 2.4 3.7 ——— AGT/CTC-170
AAC/CAT-289 5.0
10.2 —— R170.07
13.1 —— AGT/CAA-239 :g:;g::iz: ?3’5 13.0 || Act/cTr-147 AGC/CAT-205 ——{— 13.1
16.7 ——— R160.098 .
AGT/CAA-083 12.5 227 AGT/CAA-137
AGA/CAT-212 15.7 24.9 Y, AAC/CTC-098
_ 25.7 R170.08A
AGA/CTA-201 18.4 Fred hayono-352
AGT/CAA-100 251 278 R370.098
ACC/CTC-325 —{{— 34.6
38.7 —|— AGT/CGA-176 ACT/CGA-256 33.5 37.4 ——— ACC/CTA-114 ACC/CTC-324 ——1— 38.5
42.6 —|{— AGT/CGA-175 AGA/CAT-114 38.4
AGA/CAA-222 ——— 47.2
50.8 ——— AGG/CAC-292 49.9 ——— AGG/CTT-375
AGT/CAA-137 ——— 57.4
62.9 -| |- AGT/cTT-098
65.6 —[— ACT/CGA-256
69.4 ——— AGT/CAA-094 AGG/CAT-060 ——— 70.8
735 | [ R370.068
B4.3 —|[— AGT/CTG-083
88.9 —L— AGC/CTG-004

Abb. 12: Vergleich zwischen den Populationen von einzelnen Kopplungsgrup-
pen mit mehr als einem homologen Markerlocus.

Desweiteren liel3en sich zwischen den Kopplungsgruppen SA-6 und VM-4 zwei ho-
mologe Markerloci detektieren, ebenso wie zwischen den Kopplungsgruppen SA-7
und VM-5. Mehrere Kopplungsgruppen lieen sich Uber einen einzelnen homologen
Marker einander zuordnen, so SA-1 zu VM-3 und SA-9 zu VM-10. In Kopplungsgrup-
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pe SA-3 kartierten drei Markerloci, welche in drei kleineren Kopplungsgruppen der

Population Il kartierten.

0.0 ——— UBCB25-1 Acc/cTC-276 0.0 0.0 ——— R280.04 ::z gi‘;; ‘11509
6.4 —— AcT/cTE-251 AAT/CTC-189 47 o £170.06A AAG/CAT-357 18.0
-4 ——— RI70. AGT/CTC-238 18.9
AGT/CTC-188 12.2 -
15.3 ——— AGT/CTC-189 4/-» };f T ‘g%fo‘: 252 AAC/CAT-246 20.7
19.3 —-— AGT/CAA-246 AAG/CGA-156 229
ATA/CAA-131 239
24.6 | AGC/CAA-173 25.3 | | - AGC/CGA-087
26.4 ~T |~ ACG/CTG-132 AAG/CGA-157 25.0
30.7 ——— R460.04 ATC/CTC-057 25.6
36.6 —— AGT/CGA-285 VM-12 :ggg::i: Z;
o I e AoT/CTC-234 0.0 43.4 —{ Aco/eTT-330 AGG/CAT-216 513
4 —— Ace/( AGG/CAT-217 31.8
49.3 —{— ACT/CTT-204
AGA/CAT-082 1.8
AGA/CAT-091 16.8 60.9 ——— AAC/CAT-438
AGT/CAA-435 231
80.3 ——— AGC/CAA-436
88.9 ~| |- AGT/CAA-435 _ 88.1 —1— ACA/CAT-269
92.5 || Acc/car-449 VM 7
93.4 AGT/CAA-448
/> AGT/CAA-103 0.0 98.9 ——— AAC/CAT-245
AAT/CTC-290 35
104.5 — | AGT/CAA-103 AAT/CTC-292 80
111.3 1 AcG/CTc-392 111.8 —-— UBCB26-1
119.6 | Age/cTa-258 121.3 ACG/CTG-278
/ 124.2 - R460.03
125.5 = ACC/CTG-257
129.2 1 R170.10 AGA/CAT-204 31.5 127.9 ~[ T~ ACA/CAT-118
AGA/CAT-254 34.0 150.5 AAG/CAC-439
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Abb. 13: Vergleich zwischen den Populationen von einzelnen Kopplungsgrup-
pen mit nur einem homologen Markerlocus.

Zur Berechnung einer gemeinsamen Kopplungsgruppe aus Kopplungsgruppen un-
terschiedlicher Populationen werden mindestens zwei Markerloci bendtigt, die in bei-
den Populationen polymorph sind. Diese Bedingung wird fir 4 Konsensus-
Kopplungsgruppen erflllt (Tab. 22). Die resultierende Konsensus-Kopplungskarte
umfal3t 96 Marker. Insgesamt umfafdt diese Kopplungskarte 389,3 cM. Der mittlere
Kopplungsabstand zwischen zwei Markerloci betragt 4,1 cM. Alle Konsensus-

Kopplungsgruppen konnten fiir LOD-Werte deutlich tiber 3,0 berechnet werden. Uber
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die Konsensus-Kopplungsgruppe | konnte die Verbindung zweier zuvor ungekoppel-
ter Kopplungsgruppen (VM-2 und VM-17) der Population Il erzielt werden.

In Abbildung 14 ist die resultierende Kopplungskarte abgebildet. Markerloci, welche
polymorph in beiden Populationen sind, sind mit dem Zusatz HM-(Markername) be-
zeichnet. Markerloci, welche lediglich in einer Population polymorph sind, sind mit
dem Zusatz SA-(Markername) (fur Population | [Szegedi62 x Atalante]) oder VM-
(Markername) (fir Population Il [Viking x McGregor-E1747]) gekennzeichnet.

Tab. 22: Ubersicht iiber die Konsensus-Kopplungsgruppen.

Kopplungsgruppe KKG-1 KKG-2 KKG-3 KKG-4
Markerloci insgesamt 30 29 21 16
Markerloci von Population | 11 12 10 9
Markerloci von Population Il 13 13 9 5
Gemeinsame Markerloci 6 4 2 2
GrolRRe [cM] 129,6 132,1 67,7 59,9
mittlerer Kopplungsabstand [cM/Marker] 4,3 4,6 3,2 3,7

Die enge Kopplung des AFLP-Markerlocus' ACT/CTT-112 zu dem Genlocus G konn-
te bestatigt werden. In der Kartierung der Population | wies er eine Kopplung von 3,8
cM auf, in der Konsensuskarte betragt die Kopplung 4,3 cM. Auch die anderen flan-
kierenden Marker finden sich mit &hnlichem Abstand zu G in der Konsensus-
Kopplungsgruppe. Allerdings anderte sich durch die Einbeziehung der Daten von der
Population Il die Reihenfolge der Marker leicht. So konnte fur die Marker AAC/CTC-
456 und AGG/CTT-336 ebenfalls eine enge Kopplung von 0,5 bzw. 9,1 cM zu Locus
G ermittelt werden. Zuséatzlich konnten die Markerloci VM-AGA/CAA-384, VM-
AAC/CTC-216 und VM-AGG/CAT-072 der Population Il mit Abstanden von 3,4 cM,
10,2 cM und 16,0 cM zu Locus G kartiert werden.
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Abb. 14: Konsensus-Kopplungskarte von 4 Kopplungs-

gruppen.

Erlauterung siehe Text.
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3.3 Kartierung von polygenen Eigenschaften
3.3.1 Population | [Szegedi62 x Atalante]

3.3.1.1 Analyse der Elternlinien

Bei den Kreuzungseltern der Population |, Szegedi62 und Atalante, wurde die Zu-
sammensetzung des Fettsduremusters im Samendél gaschromatographisch bestimmt
(Tab. 23). Die beobachten Merkmale waren dabei jeweils der relative Gehalt an den
gesattigten Fettsduren Palmitin- und Stearinsaure sowie an den ungesattigten Fett-
sauren Olsaure, Linolsaure und Linolensaure.

Ca. %5 des Leindls besteht bei beiden Sorten aus Linolensaure (Cigs), ca. /s aus
Olsaure (Cig:1). Den kleinsten Anteil im Leindl stellen die geséttigten Fettsauren

Stearinsaure (Cig,0) und Palmitinsaure (Cie.0), Welche zusammen nur etwa 10% um-

fassen.

Tab. 23: Relative Anteile der Fettsauren im Samendl der Kreuzungsel-
tern der Population I: Szegedi62 und Atalante.

Szegedi62 | Atalante A rel. Unterschied (At vs. Sz)
Palmitinsadure 5,84% 6,55% [ 0,71% +12,2%
Stearinsaure 4,52% 3,84% | 0,68% -15,0%
Olsiure 31,36% 33,19% | 1,83% +5,8%
Linolsaure 16,16% 17,14% | 0,98% +6,1%
Linolensaure 42,12% 39,32% | 2,80% - 6,6%

A" beschreibt die absolute Differenz zwischen den beiden Kreuzungseltern. Der
relative Unterschied zwischen beiden Sorten wurde beziglich Szegedi62 be-
stimmt (Szegedi62 = 100%).

Zwischen Szegedi62 und Atalante treten beziglich der einzelnen Fettsdure-Anteile
Unterschiede auf. So enthélt das Samendl von Atalante héhere Anteile an Palmitin-
séure, Olsaure sowie Linolsaure (Abb. 15). Der relative Unterschied zwischen beiden

Sorten liegt jeweils zwischen 5,8 und 15%.



Ergebnisse 75

45,0

Szegedi62

Atalante
40,0

35,0
30,0
25,0
20,0

15,0

Rel. Anteil der Fettsduren [%]

10,0

5,0

0,0

Palmitinsaure Stearinsaure Olsaure Linolsaure Linolens&ure

Fraktionen im Leinol

Abb. 15: Vergleich der Fettsaurefraktionen im Leinél von Szegedi62 und Atalante.

Reproduzierbarkeit der gaschromatographischen Analyse

Die gaschromatographischen Analysen wurden nach Populationen getrennt von zwei
unterschiedlichen Laboren durchgefiihrt. Um die Ubertragung der Ergebnisse zwi-
schen den Populationen zu gewahrleisten, wurde als Standard jeder Analysereihe
die Elternlinien der Population | sowie laborinterne Standards mit analysiert. Die Er-

gebnisse des Elternvergleichs sind in Tabelle 24 wiedergegeben. Zwischen den Ein-

Tab. 24: Reproduzierbarkeit der gaschromatographischen Fettsdure-Analysen bei den
Elternlinien der Population I: Szegedi62 und Atalante.

Szegedi62 Atalante
Analyse 1 Analyse 2 Mittelwert | Analyse1 Analyse 2 Mittelwert
Palmitinsédure 5,84% 6,1% 6,0% 6,55% 5,9% 6,2%
Stearinsaure 4,52% 4,5% 4,5% 3,84% 3,3% 3,6%
Olséure 31,36% 30,9% 31,1% 33,19% 13,7% 23,4%
Linolsédure 16,16% 14,5% 15,3% 17,14% 15,4% 16,3%
Linolensaure 42,12% 42,9% 42,5% 39,32% 61,4% 50,3%

Fettgedruckte Zahlen weisen auf unterschiedliche MeRergebnisse hin.
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zelwerten bestehen nur geringe, unter Umstéanden auch von Umwelteinflissen ab-
hangige Unterschiede. GroRere Unterschiede wurden nur beziglich des OI- und Li-
nolensauregehaltes bei dem Elter Atalante beobachtet. Der Wert von 61,4% fir den
relativen Gehalt an Linolensaure ist allerdings aul3ergewdhnlich hoch, so dal in die-
sem Fall eventuell von einem Mel¥fehler auszugehen ist.

Die Vergleichbarkeit der Werte innerhalb einer Population bleibt von diesen Bebach-
tungen jedoch unberihrt, da fiir Aussagen Uber die Haufigkeitsverteilung einzelner
Parameter ausschlief3lich die Relation der Werte entscheidend ist. Da alle gaschro-
matographischen Analysen der Linien einer Population innerhalb einer Mefreihe
durchgefihrt wurden, sollten der experimentelle Fehler in allen Fallen gleich grof3
sein, so dal3 die einzelnen MelRergebnisse ohne Einschrankungen innerhalb der Po-

pulation miteinander vergleichbar sind.

3.3.1.2 Spaltung innerhalb der Kartierungspopulation

Innerhalb der Kartierungspopulation | zeigte sich eine wesentlich gréf3ere Variation in

den Fettsdure-Anteilen als in den Kreuzungseltern (Tab. 25).

Tab. 25: Verteilung der Fettsaureanteile innerhalb der Population | [Szegedi62 x

Atalante].
Palmitinsiure | Stearinsaure | Olsiure [ Linolsdure | Linolensiure
Mittelwert 6,75% 3,80% 22,44% 15,38% 51,65%
Standardabw. 0,42% 0,55% 3,52% 1,57% 4,41%
Minimum 5,62% 2,75% 16,12% 11,07% 41,32%
(L1890) (L1865) (L1751) (L1773) (L1938)
Maximum 7,92% 5,29% 31,61% 18,54% 59,22%
(L1810) (L1938) (L1786) (L1874) (L1838)
A 2,30% 2,54% 15,49% 7,47% 17,9%

Kursiv dargestellt sind die Nummern der RI-Linien mit den Extremwerten.

Der relative Olsaure-Gehalt betrug im Minimum nur 51,0% des groRten beobachteten
Wertes. Ahnlich hoch fielen auch die Unterschiede im relativen Stearinsaure-Gehalt
(52,0%) sowie im relativen Gehalt an Linolsaure (59,7%) aus. Auch bezuglich des
relativen Gehaltes an Palmitin- und Linolensaure traten noch relativ hohe Differenzen
auf. Hier betrug das Minimum 71,0% (Palmitinsdure) bzw. 69,8% (Linolensaure) des

gemessenen Maximums.
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Fur alle beobachteten Merkmale wurde geprtift, ob die einzelnen Merkmale innerhalb
der untersuchten Population normalverteilt sind. Der Test auf Normalverteilung nach
Kolmogoroff-Smirnov zeigte, dafd fur alle Merkmale eine Abweichung von der Nor-
malverteilung auf einem Signifikanzniveau von a = 0,01 ausgeschlossen werden
konnte. Die Verteilung der Merkmale innerhalb der Kartierungspopulation ist in Abbil-
dung 16 und 17 dargestellt. Zur Uberpriifung der Normalverteilung wurden jeweils
auch die zugehdrigen Wabhrscheinlichkeitsdiagramme (Q-Q-Diagramme) aufgefthrt.

Auch hier ist keine Abweichung von einer Normalverteilung feststellbar.
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Abb. 16: Haufigkeitsverteilungen (links) und die dazugehdrigen Wahrscheinlichkeitsdia-
gramme (jeweils rechts daneben) fur die Merkmale ,Relativer Gehalt von Palmitin-
saure*, ,Relativer Gehalt an Stearinsaure" sowie ,Relativer Gehalt an Olsaure"

Bei der Haufigkeitsverteilung wurde neben der Verteilung der einzelnen Klassen auch die
berechnete kontinuierliche Verteilung der einzelnen Falle dargestellt. Im Wahrscheinlich-
keitsdiagramm wurden die bei einer Normalverteilung erwarteten Werte (Quantile) gegen
die beobachteten Werte (Quantile) aufgetragen. Die Gerade gibt die ideale Verteilung im
Falle einer Normalverteilung wieder.
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Abb. 17: Haufigkeitsverteilungen (links) und die dazugehdrigen Wahrscheinlichkeitsdia-
gramme (jeweils rechts daneben) fur die Merkmale ,Relativer Gehalt an Linolsdu-
re” sowie ,Relativer Gehalt an Linolensaure”.

(Erlauterung siehe Abb. 16).

3.3.1.3 Korrelation der Merkmale untereinander

Teilweise sind die relativen Gehalte einzelner Fettsduren miteinander korreliert (Tab.
26). Vollig unabhangig voneinander ist lediglich der Gehalt an Linolsdure von den
Gehalten an den Vorstufen Palmitin-, Stearin- und Ols&ure. Alle anderen Parameter

weisen mehr oder weniger starke Korrelationen auf.
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Tab. 26: Korrelationen der erhobenen Parameter fiir das Fettséu-
remuster im Samenol.

Fettsdure Palmitinsdure |Stearinsiure [Olsdure |Linolsiure
Palmitinsaure

Stearinsadure ([+0,494**

Olséure +0,280* +0,454%*

Linolsaure +0,079 -0,051 +0,089
Linolensaure [-0,415* -0,529** -0,922* [-0,428*

* Die Korrelation ist signifikant auf einem Niveau von a = 0,05.
** Die Korrelation ist signifikant auf einem Niveau von a = 0,01.
Dargestellt sind die jeweiligen Korrelationskoeffizienten nach Pearson.

Anhand dieser Korrelationen laRt sich die Biosynthese der Fettsduren gut nachver-
folgen. Alle direkt aufeinanderfolgenden Syntheseprodukte weisen die starkste
Korrelation zueinander auf. So ist der Gehalt an Palmitinsdure (Cie.0) korreliert mit
dem Gehalt an Stearinsaure (Cig0) und dieser wiederum mit dem Gehalt an Olsaure
(Cis:1). Die Synthese dieser Fettsduren erfolgt unmittelbar aufeinander in den Plast-
iden (s. Abb. 2). Durch den Transport und die Zwischenspeicherung im Acyl-CoA-
Pool wird jedoch die direkte Korrelation zwischen dem Gehalt an Olsaure und dem
nachfolgenden Produkt Linolsaure (Cis2) durchbrochen. Eine Korrelation besteht erst
wieder zwischen dem Gehalt an Linolsdure und dessen Derivat Linolensaure (Cis:3).

Allerdings treten Korrelationen auch zwischen nicht unmittelbar aufeinanderfolgen-
den Syntheseprodukten auf, so z.B. zwischen dem relativen Gehalt an Stearinsaure

und dem relativen Gehalt an Linolenséaure.

3.3.1.4 Lokalisierung von QTLs fur das Fettsaure-Muster im Samenol

Relativer Gehalt an Palmitinséure (C1e.0) im Samendl

Fur das Merkmal ,Relativer Gehalt an Palmitinsédure (Cie.0) im Samendl“ konnten bei
einem LOD-Grenzwert von 3,0 insgesamt 10 QTLs lokalisiert werden (Tab. 27). Die
einzelnen QTLs beschrieben zwischen 2,1 und 17,4% der beobachteten phanotypi-
schen Varianz in der Population I. Insgesamt konnten 52,9 +/- 7,6% der phanotypi-
schen Varianz mit diesen QTLs erklart werden.

Der QTL Cis:0-2 weist mit 10,07 einen deutlich hoheren LOD-Wert als die tbrigen
QTLs auf. Gleichzeitig gehort er mit einem r’>-Wert von 16,4 zu den QTLS mit einem

relativ grof3en Einflu3 auf den Palmitinsauregehalt im Leindl. Der QTL Ci6.0-1 konnte
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in unmittelbarer Nahe des Gens G, welches an der Auspragung der Samenfarbe be-

teiligt ist, auf Kopplungsgruppe SA-2 lokalisiert werden.

Insgesamt konnten auf 9 der 16 Kopplungsgruppen QTLs kartiert werden (Abb. 18).

Die einzelnen QTLs sind dabei relativ gleichm&Rig verteilt. Auf Kopplungsgruppe SA-

9 konnten zwei QTLS, Ci6.0-4 und Ci6.0-10, direkt nebeneinander lokalisiert werden.

Diese zwei QTLs besitzen allerdings einen deutlich unterscheidbaren Effekt auf die

Phanotypauspragung.

Tab. 27: Ergebnisse der Intervall-QTL-Lokalisierung fir das Merkmal ,Relati-
ver Gehalt an Palmitinsédure (Cy6,0) im Samendl”.

QTL KG Marker 1 Marker 2 LOD |r? [%]| Add. Effekt| AIC

Ci6:0-1 SA-2 | ACT/CTT-112 G 4,09 | 17,4 + 0,116

Ci6:0-2 SA-5 | ACG/CTC-123 | AGG/CTA-234 | 10,07 | 16,4 + 0,336

Ci6:0-3 SA-6 | AGT/CTT-098 | ACT/CGA-256 | 3,39 | 16,2 -0,144

Cig.0-4 SA-9 R480-07 ACA/CAT-108 | 4,08 | 12,7 + 0,137

Ci6:0-5 SA-11| AGT/CTC-475 | AGT/CTC-481| 3,17 | 11,1 + 0,133

Ci6.0-6 SA-8 R370-09A AGG/CTA-170| 3,14 | 9,3 - 0,102

Ci6:0-7 SA-13| AGC/CTG-452 | AGT/CTG-452 | 4,02 | 8,8 - 0,119

Ci6:0-8 SA-4 | AGG/CTT-357 | AGG-CAC-215( 6,30 | 6,6 + 0,188

Ci6:0-9 SA-3 | ACT/CTT-204 | AGC/CAA-436 | 4,05 | 2,6 + 0,158

Ci6:0-10 [ SA-9 | ACC/CAC-084 R480-07 392 | 21 - 0,159

Gesamt 13,22 | 52,9 -16,89

,QTL" ist die Bezeichnung des detektierten QTL. ,KG* gibt an, auf welcher Kopplungs-
gruppe der jeweilige QTL lokalisiert wird. Die numerische Nomenklatur richtet sich nach
der GréRe des durch den QTL erklarten Anteil an der phanotypischen Varianz (i.e. Gro-
Re des r2). ,Marker 1°und ,Marker 2‘ flankieren das untersuchte Intervall. ,LOD‘ repra-

sentiert den LOD-Wert fur den betreffenden QTL. ,r2

‘ gibt den prozentualen Anteil der

phanotypischen Varianz wieder, welcher durch die detektierten QTLs erklart wird. ,Add.
Effekt’ gibt die GroRRe des additiven Effektes des detektierten QTLs an unter der An-
nahme, dal3 der Elter Atalante Trager der gunstigeren Allele fur das untersuchte Merk-
mal ist. Der ,AIC-Wert (= Akaike’s information criterion) stellt eine Grof3e fur die statisti-
sche Gite der QTL-Analyse dar.
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Abb. 18: Lokalisierung der QTLs fur das Merkmal ,Relativer Gehalt an Palmitinsaure
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— ACT/CGA-265

— AGT/CGA-265

| - AAC/CTC-365
T~ AAC/CTC-338

—— UBCB25-1
| I AGT/CTG-251
| - aet/cCTC-189 17.0 |
20.2 —
| | acc/cAA-173 26.0
28.7 —
321
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1 AGG/CTA-343
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69.4 —|
77.9 ——
AGC/CAA-436
| |- AGT/CAA-435
[ [ acc/can-s49 92.0 —
N -
AGT/CAA-448 o83 ||
101.0 —
| | acT/cAA-103
| [ ace/cTe-302 1127 L
116.9 —
| | AGG/CTA-250
| L Rri170.10
Ll AGT/CGA-200
0.0 ACC/CAC-256
13.8 ACT/CTT-283
19.0 ACT/CTT-286
298 R370.09A
Cieo6 B
38.1 AGG/CTA-170
0.0 AGG/CAC-315
1.7 AGT/CTC-475
Ci > P
g 17.7 AGT/CTC-481

| AAG/CAC-294
L AAG/CAC-295

SA-5

0.0 ——— AGG/CAC-227
18.3 ——— AGC/CAT-438
24.2 —{{— R180.06
28.6 ——— ACG/CTC-500
36.7 —{-{— ACC/CTA-231
47.1 —-{— AAC/CAT-332
63.4 ——— R260.02
66.2 —[— AAG/CAC-208
71.0 —-— AGG/CAC-208
75.6 —-{— AGT/CTG-332
80.4 ——— ACC/CTA-376
90.3 ACG/CTC-123

Ciog2 = I
100.4 AGG/CTA-234

SA-9

0.0

10.4
Cre-10m

29.1

C16:o‘4 -
40.3

AGT/CAA-195

ACC/CAC-084

R480.07

ACA/CAT-108

SA-13

0.0
2.4
C1s:0'7 >

10.0

ACA/CAT-183
AGC/CTG-452

AGT/CTG-452

Die Nummerierung der einzelnen QTLs erfolgte nach der GroRe des r*-Wertes.

Relativer Gehalt an Stearinséure (Cyg.¢) im Samendl

Fur das Merkmal ,Relativer Gehalt an Stearinsaure (Cig.0) im Samendl“ konnten bei

einem LOD-Grenzwert von 3,0 keine QTLs berechnet werden. Auf der Kopplungs-

gruppe SA-1 (Markerintervall AAC/CAT-438 — ACA/CAT-269) und SA-2 (Markerinter-

vall AAC/CTC-456 - AGT/CTC-092) treten allerdings zwei Maxima der LOD-Kurven

auf, welche LOD-Werte von 2,34 bzw. 2,04 erreichen.
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Relativer Gehalt an Olséure (C1g:1) im Samenol

Fur das Merkmal ,Relativer Gehalt an Olsédure (C1g:1) im Samendl“ konnte bei einem
LOD-Grenzwert von 3,0 ein QTL lokalisiert werden (Tab. 28). Der finale LOD nach
der Regressionsanalyse dieses QTLs liegt mit 2,75 allerdings etwas unter diesem
Grenzwert. Vor der Regressionsanalyse lag der LOD-Wert bei 3,70. Dennoch erklart
QTL Cig1-1 14,2 +/- 7,1% der phénotypischen Varianz. QTL Cjg1-1 konnte in unmit-

telbarer Nahe zu dem Gen G auf der Kopplungsgruppe SA-2 lokalisiert werden.

Tab. 28: Ergebnisse der Intervall-QTL-Lokalisierung fir das Merkmal ,Rela-
tiver Gehalt an Olsaure (Cyg.) im Samenol“.

QTL
C1s:1-1

KG
SA-2

Marker 1
ACT/CTT-112

Marker 2
G

LOD
2,75*

Add. Effekt
+ 1,343

AIC
-8,66

r [%]
14,1

*Der LOD-Wert vor der finalen Regressionsanalyse liegt bei 3,70.
Weitere Erlauterungen s. Tab. 27.

Relativer Gehalt an Linolséure (C4s.2) im Samendol

Fur das Merkmal ,Relativer Gehalt an Linolsdure (Ci6:2) im Samendl“ konnten bei
einem LOD-Grenzwert von 3,0 insgesamt 7 QTLs lokalisiert werden (Tab. 29). Sechs
dieser QTLs (Cis:2-2 bis 6) sind QTLs, welche Uber nur relativ wenig Einflul3 auf die
Varianz des Phanotyps verfligen. Sie erklaren jeweils nur zwischen 1,1 und 5,8% der
beobachteten Varianz. QTL Cis.2-1 hat mit einem r-Wert von 24,0% wesentlich groé-
Beren Anteil an der Phanotyp-Auspragung. Dieser QTL zeichnet sich auf3erdem
durch den gréRten LOD-Wert aus. Insgesamt erklaren die lokalisierten QTLs 43,8 +/-

8,3% der phanotypischen Varianz.

Tab. 29: Ergebnisse der Intervall-QTL-Lokalisierung fir das Merkmal ,Rela-
tiver Gehalt an Linolsaure (Cyg.2) im Samenol”.

QTL KG Marker 1 Marker 2 LOD |r? [%]| Add. Effekt| AIC
Cis:2-1 | SA-14| AGT/CTT-124| ACC/CTA-171| 8,61 | 24,0 -0,720
Cis2-2 | SA-4 | ACC/CTA-384( ACT/CGA-265| 3,75 | 5,8 - 0,522
Cis:2-3 [SA-16 R380.05A |AAG/CAC-382|3,82| 4,1 | +0,668
Cis:2-4 |SA-14|ACG/CTG-246( AGT/CTT-124| 7,02 | 2,2 -0,621
Cis2-5 | SA-3| UBC825T-1 [AGT/CTG-251| 5,85 2,1 | +0,684
Cis2-6 | SA-2 | AAC/CTC-456 AGT/CTC-092| 3,43 | 1,6 -0,618
Cis:2-7 | SA-1 |ACG/CTG-278] R460.03 307| 11 - 0,650
Gesamt 10,01 43,8 -18,12

Erlauterungen siehe Tab. 27.
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Die 7 QTLs sind auf 6 Kopplungsgruppen verteilt (Abb. 19). QTL Cig»-1 und Cig.0-4
wurden unmittelbar nebeneinander auf Kopplungsgruppe SA-14 lokalisiert. Die LOD-
Kurve zeigt allerdings in diesem Bereich zwei diskrete Maxima, so daf3 hier auch

zwei getrennte QTLs detektiert wurden.

SA-1 SA-2 SA-3

0.0 \___ AGT/CTG-256

0.0 —— R280.04 3.2 ] Acc/cTe-257 C...5 0.0 I UBCB25-1
4.6 [~ AGC/CTG-278 182 6.4 AGT/CTG-251
9.4 ——— R170.06A 8.5 <[> AGT/CTG-278
14.2 —| |- AGT/CAA-252
17.1 ——— R380.03 17.4 ——— ACT/CGA-108 183 11— AcT/CTC-189
19.3 —~ AGT/CAA-246
25.3 | | Acc/cca-087 24.2 —1— ACT/CTT-112 24,6 ——1— AGC/CAA-173
26.4 ~T | ACG/CTG-132 280+ G
30.7 ——{— R460.04 =
36.6 —{— AGT/CGA-285
37 AAC/CTC-259 40.1 ——— AGG/CTA-343
43.4 ——— AGG/CTT-330 452 T aac/cTc-258 44.4 —1— ACG/CTG-252
47.6 < | ACC/CTA-105 49.3 —1— ACT/CTT-204
56.4 —|{— AGG/CTT-336
60.9 ——— AAC/CAT-438 526 | | Riso.0s
70.5 ——— R280.08
75.7 —|— AGT/CTT-222
82.3 AAC/CTC-458 80.5 ——— AGC/CAA-436
88.1 || acascar2s0  Cig, 6 B 88.9 | | AGT/CAA-435
91.8 AGT/CTC-082 02,5 - | AGc/cAA-449
93.4 AGT/CAA-449
98.9 —|-{— AAC/CAT-245
102.3 AGT/CTC-275 1005 1 at/canc03
111.8 —-— UBCB26-1 111.3 —H— ACG/CTC-392
_ 121.3 ACG/CTG-278 6 ——— —!
Ciao 7 P22 R460.03 1186 AGo/CTA-259
125.5 ¥~ ACC/CTG-257
127.9 ~J I~ ACA/CAT-118 120.2 —{ 1 R170.10
130.5 AAG/CAC-439
134.7 ~T > R270.10 135.9 —L AcT/cGA-200
144.1 < | uBcs26-3
145.9 —~ AGG/CAC-134
150.3 ——— AGC/CAA-515

SA-4 SA-14 SA-16

0.0 ——— AGG/CTT-357 0.0 ACG/CTG-246 0.0 R180.02C
- 5.6 R380.05A
Ciard c. 3
121 —— AGe/cAC-215 15 AST/CTT-124 182" B
17.0 — |- A6T/CTT-337 Cigrl - 15.3 AAG/CAC-382
20.2 ——— ACA/CAT-144 : 20.2 ACC/CTA-171
26.0 | |- Acc/CT6-159
28.7 —— AGT/CTG-158
32.1 — T~ AGT/CTG-170
37.9 —H— AGC/CTG-171
49.5 —|— AGT/CTT-084
69.4 ACC/CTA-384
Ciaz2 I
77.9 ACT/CGA-265
92.0 —|— AGT/CGA-265
98.3 —| | AAC/cTC-365
101.0 —1~ AAC/CTC-338
112.7 —— AAG/CAC-294
116.9 — L AG/cAC-295

Abb. 19: Lokalisierung der QTLs fur das Merkmal ,Relativer
Gehalt an Linolsaure (Cyg.2) im Samenol”.
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Relativer Gehalt an Linolenséure (Cs.3) im Samendl

Fur das Merkmal ,Relativer Gehalt an Linolensaure (Cig:3) im Samendl“ konnte bei
einem LOD-Grenzwert von 3,0 ein QTL lokalisiert werden (Tab. 30). Dieser QTL er-
klart bei einem LOD-Wert von 3,12 16,1 +/- 7,4 % der phanotypischen Varianz. QTL
Cis:3-1 konnte in Nahe der Gens G auf Kopplungsgruppe SA-2 kartiert werden.

Tab. 30: Ergebnisse der Intervall-QTL-Lokalisierung fur das Merkmal ,Re-
lativer Gehalt an Linolensaure (Cyg.3) im Samendol”.

QTL KG Marker 1 Marker 2 LOD (¢ [%]| Add. Effekt| AIC
Cqs:3-1 | SA-2 [ ACT/CTT-112 G 3,12*[ 16,1| -1,685 |-10,35

* Der LOD-Wert vor der finalen Regressionsanalyse liegt bei 3,77.
Weitere Erlauterungen siehe Tab. 27.

3.3.1.5 Transgression

Als Transgression wird die Abweichung der Merkmalsauspragung bei den Nach-
kommen von der Merkmalsauspragung der Elterlinien beziiglich der Extremwerte
bezeichnet. Die Transgression beschreibt also das Uberschreiten der Merkmalsaus-
pragung des Elters mit der héheren Merkmalsauspradgung bzw. das Unterschreiten
der Merkmalsauspragung des Elters mit der niedrigeren Merkmalsauspragung durch
einzelne Linien der Nachkommenschaft. Die Transgressionseffekte werden in Tabel-
le 31 in den Vergleich mit den QTL-Effekten gestellt. Dabei wurden je nach Kombina-
tion der Allele der in der Intervall-Analyse lokalisierten QTLs entsprechende Klassen
innerhalb der Nachkommenschaft gebildet und deren Merkmalsmittel bestimmt. Das
jeweils grof3te und kleinste Merkmalsmittel ist den Merkmalsauspragungen der Eltern
und der RI-Linien gegenibergestellt.

Bei allen Merkmalen konnte eine zum Teil erhebliche Transgression in den Linien der
Nachkommenschaft beobachtet werden. Das Ausmald der Transgression ist unab-
hangig von den Unterschieden zwischen den Elternlinien, wie z.B. die Ergebnisse flr
das Merkmal ,Relativer Gehalt an Olsaure im Samendl” zeigen. Fir zwei Merkmale,
namlich ,Relativer Gehalt an Linolsdure* und ,Relativer Gehalt an Linolensaure®,
wurde eine Transgression auch fur die durch die Kombination der detektierten QTLs
gebildeten Klassen beobachtet. So wurde durch die beste QTL-Kombination ein na-

hezu 30% hoherer Gehalt an Linolensaure im Samenol detektiert.
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Tab. 31: Merkmalsauspragungen der Kreuzungseltern sowie der RI-Linien der Populati-
on | [Szegedi62 x Atalante].

Merkmal ——_____Ettern______ | __________Population __________
Szegedi62 [OA)] ! Atalante [OA)] Ming, [%)] ! Maxg, [%)] ! MinQ-n_ [%)]! MaXQTL [%]
Palmitinsiure 5,84 I 6,55 562 1 7,92 1 * I 5,95
Stearinséure 4,52 | 3,84 275 | 529 | o= o
Olsiure 31,36 I 3319 1612 ! 3161 ! 20,70 ! 23,69
Linols&ure 16,16 L 17,14 11,07 1 1854 | 14,31 | 16,24
Linolenséure 42,12 ! 39,32 4132 ! 5922 ! 5012 ! 5383

Minimale bzw. maximale Merkmalsauspragung bei den RI-Linien.

Mittlere minimale bzw. maximale Merkmalsausprdgung bei den RI-Linien,
welche die Allel-Kombination der in der Intervall-Analyse lokalisierten QTLs
besitzen. Berucksichtigt wurden nur QTLs, die r--Werte Uber 10% aufwiesen.
* Es wurden keine RI-Linien mit entsprechender Allel-Kombination gefunden.

** E{r das Merkmal ,Relativer Gehalt an Stearinsaure im Samendl“ wurden keine QTLs lokalisiert.

,Ming ,Maxgy
,Mingr.; ,Maxqr.

3.3.2 Population Il [Viking x McGregor-E1747]

3.3.2.1 Analyse der Elternlinien

Bei den Kreuzungseltern der Population Il, Viking und McGregor-E1747, wurde die
Zusammensetzung des Fettsduremusters im Samendl gaschromatographisch be-
stimmt (Tab. 32). Die beobachten Merkmale waren, wie bei der Population | auch,
dabei jeweils der relative Gehalt an den gesattigten Fettsauren Palmitin- und Stearin-

saure sowie an den ungesattigten Fettsauren Olsaure, Linolsaure und Linolensaure.

Tab. 32: Anteile der Fettsauren im Samendl der Kreuzungseltern der Popula-
tion 1I: Viking und McGregor-E1747.

Viking | McGregor A rel. Unterschied
Palmitinsaure 5,4% 7,1% 1,7% + 31,5%
Stearinsaure 3,3% 3,5% 0,2% +6,1%
Olsiure 21,2% 18,3% 2,9% -13,7%
Linolsaure 17,5% 43,7% 26,2% + 149,7%
Linolensaure 51,9% 26,6% 25,3% - 48, 7%

Der relative Unterschied zwischen beiden Sorten wurde beziiglich Viking
bestimmt (Viking = 100%).
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Abb. 20: Vergleich der Fettsaurefraktionen im Leinél von Viking und McGregor-
E1747.

Zwischen Viking und McGregor-E1747 treten bezlglich der einzelnen Fettsdure-
Anteile zum Teil erhebliche Unterschiede auf (Abb. 20). Die gré3ten Unterschiede
zwischen beiden Sorten zeigen sich beztiglich der Anteile von Linol- und Linolenséu-
re. So weist die Sorte McGregor-E1747 ca. 22 mal hohere relative Anteile an Linol-
saure im Samendl auf. Dagegen weist diese Sorte einen wesentlich niedrigeren An-
teil an Linolensaure auf: Dieser fallt nur etwa halb so hoch aus wie bei der Sorte Vi-

king.

3.3.2.2 Spaltung innerhalb der Kartierungspopulation

In der Population Il zeigte sich eine Variation bezlglich der einzelnen Fettsaure-
Anteile von ahnlichem Umfang wie bei der Population I. Eine Ausnahme bildeten al-
lerdings die relativen Anteile von Linol- und Linolensaure. In der Population Il zeigten
sich fur diese Merkmale zwischen einzelnen Linien unterschiede von Uber 50% (Tab.
33).
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Tab. 33: Verteilung der Fettsaureanteile innerhalb der Population Il [Viking x Mc-
Gregor-E1747].

Palmitinsdure | Stearinsiure | Olsdure | Linolsiure| Linolensiure
Mittelwert 6,2% 3,4% 18,7% 38,0% 33,1%
Standardabw. 0,5% 0,6% 2,5% 15,2% 15,1%
Minimum 5,0% 2,2% 14,3% 17,3% 2,1%
(VM-094) (VM-137) (VM-164) | (VM-024) (VM-005)
Maximum 7,4% 5,2% 27,0% 70,7% 55,9%
(VM-127) (VM-012) (VM-063) | (VM-128) (VM-017)
A 2,4% 3,0% 12,7% 53,4% 53,8%

Kursiv dargestellt sind die Nummern der RI-Linien mit den Extremwerten.

So besal? die Linie VM-024 lediglich 24,5% des Linolgehaltes der Linie VM-128, bei
welcher der héchste Anteil an Linolsaure im Fettsdure-Muster gemessen wurde.
Noch grolRer fiel der relative Unterschied in den relativen Anteilen der Linolensaure
aus. Der Linolengehalt im Samendl der Linie VM-005 betrug nur 3,8% des Linolen-
gehaltes bei der Linie VM-017.

Fur alle beobachteten Merkmale wurde geprtift, ob die einzelnen Merkmale innerhalb
der untersuchten Population normalverteilt sind. Der Test auf Normalverteilung nach
Kolmogoroff-Smirnov zeigte, daf3 fur alle Merkmale eine Abweichung von der Nor-
malverteilung auf einem Signifikanzniveau von a =0,01 ausgeschlossen werden
konnte. Die Verteilung der Merkmale innerhalb der Kartierungspopulation ist in Abbil-
dung 21 und 22 dargestellt. Zur Uberpriifung der Normalverteilung wurden jeweils
auch die zugehdrigen Wabhrscheinlichkeitsdiagramme (Q-Q-Diagramme) aufgefthrt.
Fir die Merkmale ,Relativer Gehalt an Palmitinsaure”, ,Relativer Gehalt an Stearin-
saure” sowie ,Relativer Gehalt an Olsaure” ist hierbei ebenfalls keine Abweichung
von einer Normalverteilung feststellbar. Die Merkmale ,Relativer Gehalt an Linolsdu-
re“ und ,Relativer Gehalt an Linolensaure* zeigen in dieser Analyse jedoch Abwei-
chungen von der Normalverteilung in den Randklassen. Daher wurde in der Darstel-
lung der Haufigkeitsverteilung dieser Merkmale auf die Berechnung einer Normalver-
teilungskurve verzichtet. Stattdessen wurde das Vorliegen von drei Normalverteilun-

gen innerhalb dieser Merkmale angenommen.
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Abb. 21: Haufigkeitsverteilungen (links) und die dazugehdrigen Wahrscheinlichkeitsdia-
gramme (jeweils rechts daneben) fur die Merkmale ,Relativer Gehalt von Palmitin-
séure”, ,Relativer Gehalt an Stearinsaure” sowie ,Relativer Gehalt an Olséure”.

Erlauterung siehe Abb. 16.
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Abb. 22: Haufigkeitsverteilungen (links) und die dazugehdrigen Wahrscheinlichkeitsdia-
gramme (jeweils rechts daneben) fur die Merkmale ,Relativer Gehalt an Linolséu-
re" sowie ,Relativer Gehalt an Linolensaure”.

Erlauterung siehe Abb. 16.

3.3.2.3 Korrelation der Merkmale untereinander

Eine Korrelation der erhobenen Parameter konnte in dieser Population nur zwischen
zwei Parametern festgestellt werden (Tab. 34). Korreliert sind der relative Gehalt an
Stearinsaure (Cis.0) mit dem relativen Gehalt an Olséure (C1g.1) sowie der relative
Gehalt an Linolsaure (Cig:2) mit dem an Linolensdure (Cis:3). In beiden Fallen handelt
es sich um Zwischenprodukte direkt aufeinanderfolgender Syntheseschritte. Der rela-
tive Gehalt an Palmitinsaure (Cie:0) ist allerdings nicht korreliert mit dem relativen
Gehalt an Stearinsaure (Cig.0).
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Tab. 34: Korrelationen der erhobenen Parameter fiir das Fettsau-
remuster im Samenol.

Fettsdure Palmitinsidure |Stearinsidure [Olsdure |Linolsiure
Palmitinsdure

Stearinsaure [-0,005

Olsiure -0,200 +0,279*

Linolsdure +0,198 -0,108 -0,129
Linolensdure |-0,196 -0,023 -0,041  |-0,984**

* Die Korrelation ist signifikant auf einem Niveau von a= 0,05.
** Die Korrelation ist signifikant auf einem Niveau von a=0,01.
Dargestellt sind die jeweiligen Korrelationskoeffizienten nach Pearson.

3.3.2.4 Lokalisierung von QTLs fiur das Fettsaure-Muster im Samendl

Relativer Gehalt an Palmitinsédure (c16.0) im Samendl

In der Population II [Viking x McGregor-E1747] konnten fiur das Merkmal ,Relativer
Gehalt an Palmitinsdure (Cis:0) im Samenol* 3 QTLs lokalisiert werden (Tab. 35).
Diese QTLs erklaren zusammen 22,1 +/- 7,9% der phanotypischen Varianz. Der Wir-
kung der einzelnen QTLs liegt jeweils zwischen 4,0 und 13,0%. Alle QTLs wurden
auf verschieden Kopplungsgruppen, namlich VM-2, VM-10 sowie VM-17, lokalisiert
(Abb. 23).

Tab. 35: Ergebnisse der Intervall-QTL-Lokalisierung fur das Merkmal ,Relati-
ver Gehalt an Palmitinsédure (Cy6,0) im Samendl”.

QTL KG Marker 1 Marker 2 LOD |r® [%]| Add. Effekt| AIC
Cie:0-1 VM-17| AGT/CTG-256| AGC/CTG-257| 3,94 | 13,0| -0,170
Cig:0-2 VM-2 | AGA/CAT-099 | AGA/CAT-168( 3,92 | 7,9 - 0,193
Ci6:0-3 VM-10|] ACC/CTC-184| AGT/CAA-195| 3,48 | 4,0 - 0,161
Gesamt 4,66 | 22,1 -9,46

,QTL" ist die Bezeichnung des detektierten QTL. ,KG" gibt an, auf welcher Kopplungs-
gruppe der jeweilige QTL lokalisiert werden. Die numerische Nomenklatur richtet sich
nach der GroR3e des durch den QTL erklarten Anteils an der phanotypischen Varianz
(i.e. GroBle des ,2)_ ,Marker 1 und ,Marker 2* flankieren das untersuchte Intervall.
,LOD" reprasentiert den LOD-Wert fur den betreffenden QTL. N gibt den prozentualen
Anteil der phanotypischen Varianz wieder, welcher durch die detektierten QTLs erklart
wird. ,Add. Effekt’ gibt die GroRe des additiven Effektes des detektierten QTLs an
unter der Annahme, dal3 der Elter McGregor-E1747 Trager der glnstigeren Allele fur
das untersuchte Merkmal ist. Der ,AIC-Wert (=Akaike’s Information Criterion) stellt
eine Grof3e fur die statistische Giite der QTL-Analyse dar.
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Relativer Gehalt an Stearinsédure (C1g.¢) im Samendl

Fur das Merkmal ,Relativer Gehalt an Stearinsaure (Cis.0) im Samen6l* konnten ins-
gesamt 5 QTLs berechnet werden (Tab. 36; Abb. 23). Einen relativ gro3en Anteil an
der phanotypischen Varianz besitzt mit 30,5% der QTL Cig.0-1, welcher auf der Kopp-
lungsgruppe VM-10 lokalisiert werden konnte. Der LOD-Wert dieses QTLs fallt mit
8,93 relativ hoch aus.

Auf Kopplungsgruppe VM-2 konnten zwei QTLs kartiert werden, welche jeweils ca.
14% der phanotypischen Varianz erklaren. Der Abstand zwischen den QTLs bzw.
deren flankierenden Markern betragt 69,0 cM. Beide QTLs sollten daher wie unge-

koppelte Loci vererbt werden.

Tab. 36: Ergebnisse der Intervall-QTL-Lokalisierung fur das Merkmal ,Relati-
ver Gehalt an Stearinsaure (Cyg,0) Iim Samenol”.

QTL KG Marker 1 Marker 2 LOD | ¢? [%]| Add. Effekt| AIC
Cis:0-1 VM-10| AGT/CTG-343| AAC/CTC-131| 8,93 | 30,5| +0,326
Cis:0-2 VM-13| AGA/CAA-299| AAT/CTC-143 | 4,91 | 16,0 - 0,217
Cis:0-3 VM-2 [ ATC/CTG-313| AGA/CAA-384| 5,52 | 14,3 | + 0,283
Cis:.0-4 VM-2 [AGG/CAT-098 AAG/CGG-226] 4,23 | 14,1 + 0,213
Cis:0-5 VM-1 [ AGT/CTC-096 | AGT/CTG-158]| 3,67 | 5,7 - 0,217
Gesamt 12,27] 48,2 -36,49

Erlauterung siehe Tab. 35.

Zwei weitere QTLs kartierten auf Kopplungsgruppe VM-13 und VM-1. Alle funf lokali-

sierten QTLs erklarten zusammen 48,2 +/- 7,8% der phanotypischen Varianz.

Relativer Gehalt an Olsédure (Cis.0) im Samendl

Fur das Merkmal ,Relativer Gehalt an Olséaure (Cigo) im Samenél* konnten drei
QTLs berechnet werden, welche zusammen 29,6 +/- 8,3% der beobachteten Varianz
in dem Phanotyp erklarten (Tab. 37). Den grof3ten Anteil der genotypischen Varianz
stellt QTL Cig:1-1 mit einem prozentualen r>-Wert von 21,2%. Dieser QTL konnte mit
einem relativ hohen LOD-Wert von 7,46 auf Kopplungsgruppe VM-2 kartiert werden
(Abb. 23).
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Tab. 37: Ergebnisse der Intervall-QTL-Lokalisierung fur das Merkmal ,Relati-

ver Gehalt an Olsaure (Cys.1) im Samenol“.

QTL KG Marker 1 Marker 2 LOD | f? [%]| Add. Effekt| AIC
Cis:1-1 VM-2 | AGA/CTA-081| AAC/CTC-258| 7,46 | 21,2 | + 1,023

Cis:1-2 VM-12| AGA/CAT-092| AGA/CAT-091( 3,18 | 9,0 + 0,638

Cis:1-3 VM-17]AGC/CTG-257| AGC/CTG-279| 5,61 | 8,9 - 0,901

Gesamt 6,56 | 29,6 -18,22

Erlauterung siehe Tab. 35.

Zwei weitere statistisch weniger signifikante QTLs, welche jeweils ca. 9% der phano-
typischen Varianz beschreiben, konnten auf den Kopplungsgruppen VM-12 und VM-

17 lokalisiert werden.

Relativer Anteil an Linolsdure (C1g.2) im Samendl

Lediglich ein QTL konnte fur das Merkmal ,Relativer Anteil an Linolsaure (cis:2) im
Samenol“ berechnet werden (Tab. 38). Der QTL Cig.»-1 kartiert auf Kopplungsgruppe
VM-12 (Abb. 23). Dieser QTL erklart alleine 35,2 +/- 8,3% der phanotypischen Vari-
anz. Der LOD-Wert fur den QTL Cig.»-1 betragt 12,47 bzw., nach der finalen Regres-
sionsanalyse, 8,09; dieser QTL zeichnet sich also durch eine relativ hohe statistische

Gute aus.

Tab. 38: Ergebnisse der Intervall-QTL-Lokalisierung fur das Merkmal ,Relati-
ver Gehalt an Linolséure (Cyg.2) im Samendl”.

AIC
-33,26

Add. Effekt
- 10,057

Marker 2
AGT/CAA-435

LOD
8,09*

KG
VM-12

Marker 1
AGA/CAT-091

r? [%)]
35,2

QTL
Cig:2-1

* Der LOD-Wert vor der finalen Regressionsanalyse liegt bei 12,47.
Weitere Erlauterungen siehe Tab. 35.

Bei einer Senkung des LOD-Grenzwertes von 3,0 auf 2,0 kdnnen zwei zuséatzliche
QTLs lokalisiert werden. Beide QTLs kartieren bei LOD-Werten von 2,31 bzw. 2,79
auf Kopplungsgruppe VM-1, und zwar in den Intervallen AAG/CGA-136 und
AGA/CAT-043 sowie AAT/CTC-054 und AGT/CTC-054. Der Abstand zwischen die-

sen beiden QTLs bzw. zwischen deren flankierenden Markern betrégt 20,2 cM.
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Relativer Gehalt an Linolenséure (C1s:3) im Samendl

Fur das Merkmal ,Relativer Gehalt an Linolensaure (Cis:3) im Samendl“ wurden vier
QTLs lokalisiert (Tab. 39). Den grof3ten Anteil an der genotypischen Varianz besitzt
QTL Cig:3-1, welcher alleine 44,5% der phanotypischen Varianz erklart. Dieser QTL
wurde auf Kopplungsgruppe VM-12 kartiert (Abb. 23). Zwei weitere QTLsS, Cig:3-2 und
Cis:3-3, kartieren auf Kopplungsgruppe VM-1 im Abstand von 25,2 cM. Sie erklaren
jeweils etwa 10% der phanotypischen Varianz. Ein QTL mit geringerer Wirkung konn-
te auf Kopplungsgruppe VM-2 detektiert werden. Insgesamt erkléaren alle vier QTLs
60,0 +/- 6,7% der phanotypischen Varianz. Der LOD-Wert liegt bei allen QTLs uber
4,0. Der AIC-Wert fallt mit -62,73 sehr gering aus, die lokalisierten QTLs verfligen

daher Uber eine hohe statistische Giite.

Tab. 39: Ergebnisse der Intervall-QTL-Lokalisierung fur das Merkmal ,Relati-
ver Gehalt an Linolensaure (Cig.3) im Samendl”.

QTL KG Marker 1 Marker 2 LOD | f? [%]| Add. Effekt| AIC
Cis:3-1 VM-12| AGA/CAT-091| AGT/CAA-435( 4,00 | 445 +7,194
Cis:3-2 VM-1 |AAG/CGA-136| AGA/CAT-043| 4,33 | 14,0 | +4,910
Cis:3-3 VM-1 | AGT/CTC-054| AAT/CTC-096 | 4,83 | 12,0 | +5,175

Cis.3-4 VM-2 | ATC/CTG-313| AGA/CAA-384( 4,88 | 9,7 - 6,468
Gesamt 17,10| 60,0 -62,73

Erlauterung siehe Tab. 35.

Lokalisierung der QTLs auf den Kopplungsgruppen

In Abbildung 23 ist die Verteilung der detektierten QTLs auf den Kopplungsgruppen
der Population Il [Viking x McGregor-E1747] dargestellt. QTLs konnten auf sechs der
insgesamt siebzehn Kopplungsgruppen lokalisiert werden.

Auf zwei Kopplungsgruppen wurden unterschiedliche QTLs fur identische Markerin-
tervalle berechnet. Auf Kopplungsgruppe VM-2 wurde ein QTL fur den relativen Ge-
halt an Stearinsédure (Cis.0-3) und ein QTL fur den relativen Gehalt an Linolensdure
(Cis:3-4) in dem gleichen Markerintervall lokalisiert. Auf Kopplungsgruppe VM-12
wurde ein QTL fir den relativen Gehalt an Linolsaure (Cig2-1) und ein QTL fir den
relativen Gehalt an Linolensdure (Cig:3-1) in einem identischen Markerintervall kar-

tiert.
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|
12.4 AGC/CTG-279

Abb. 23: Lokalisierung der QTLs fur das Fettsduremuster im Samendl in der Popula-
tion 1l [Viking x McGregor-E1747].

Angegeben ist jeweils die Bezeichnung des QTLs sowie der entsprechende prozen-

tuale r>-Wert.
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3.3.2.5 Transgression

Auch fiir diese Population soll abschlieRend eine Ubersicht tiber die Transgressions-

effekte sowie deren Vergleich mit den QTL-Effekten gegeben werden (Tab. 40).

Tab. 40: Merkmalsauspragungen der Kreuzungseltern sowie der RI-Linien der Popu-
lation Il [Viking x McGregor-E1747].

Merkmal ______Etern__ | ____F Population = |
Vlklng [OA)]! MCGregOI' [OA)] MinR"_ [%)]! MaXR"_ [%)] ! MinQTL [%)]! MaXQTL [%]
Palmitinsiure 54 1 7,1 50 1 74 1 51 | 6,6
Stearinséure 33 3,5 22 1 52 | 24 | *
Olsiure 21,2 : 18,3 14,3 : 27,0 : 17,8 : 21,6
Linolsaure 175 43,7 17,3 1 70,7 27,6 47,3
Linolenséure 51,9 | 26,6 210 ! 559 ! 99 ! 511

* Es wurden keine RI-Linien mit entsprechender Allel-Kombination gefunden.
Weitere Erlauterungen siehe Tab. 31.

Bei allen Merkmalen konnte eine zum Teil erhebliche Transgression in den Linien der
Nachkommenschaft beobachtet werden. Das Ausmald der Transgression ist unab-
hangig von den Unterschieden zwischen den Elternlinien, wie z.B. die Ergebnisse flr
das Merkmal ,Relativer Gehalt an Linolsaure im Samendl“ zeigen. Fur alle Merkmale
konnte ebenfalls eine Transgression fur die durch die Kombination der detektierten

QTLs gebildeten Klassen beobachtet werden.
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4 DISKUSSION
4.1 Die genetische Diversitait innerhalb der Kultursorten des Leins

Analysen der genetischen Diversitat innerhalb der Kultursorten von Linum usitatissi-
mum L. subsp. usitatissimum fanden bislang nur vereinzelt statt. Dieses begrindet
sich in mehreren Umstanden. Eine wesentliche Ursache ist, dal’ seit Beginn des 20.
Jahrhunderts der Kulturleinanbau in den européischen Landern stark ricklaufig ist.
Der Beginn der modernen Pflanzenziichtung fiel zusammen mit einem nachlassen-
den wirtschaftlichen Interesse an der Leinziichtung. Daher fand eine systematische
wissenschaftliche Betrachtung des Leins im Gegensatz zu anderen Kulturpflanzen
nicht oder nur selten statt. Durchgefihrt wurden lediglich taxonomische Analysen
innerhalb der Gattung Linum sowie Untersuchungen tber die Phylogenie des Kultur-
leins. Methodisch beschrankte man sich in erster Linie auf morphologische Merkma-
le, vereinzelt wurden auch cytologische und biochemische Analysen angewendet.

Fur die Fragestellung nach der taxonomischen Einordnung einzelner Linum-Arten
fuhren diese Methoden durchaus zu sicheren Ergebnissen. Innerhalb der Art Linum
usitatissimum L. sind morphologische Charakteristika jedoch nur in begrenzter Zahl
verfigbar. Schon die Frage, ob die Varietat angustifolium eine Subspezies von Li-
num usitatissimum L. darstellt oder doch eine eigene Art bildet, war lange Zeit um-
stritten.

Die Kultursorten des Lein lassen sich in zwei Formenkreise, Ollein-Typen und Faser-
lein-Typen einteilen. Diese Klassifizierung erfolgt allerdings nur nach relativ groben
Kriterien (z.B. Wuchs, Samenertrag). Die Einordnung einzelner Sorten in diese For-
menkreise ist manchmal nicht ohne weiteres moglich. Untersuchungen, inwieweit
sich diese zwei Formenkreise nicht nur morphologisch sondern auch genetisch un-
terscheiden, wurden bislang nicht durchgefihrt.

Einen Ansatz zur Klarung dieser Fragestellungen bietet die Anwendung molekularer
Markertechniken. Da zichterische Daten Uber die genetische Diversitdt und den ge-
netischen Hintergrund der Kultursorten des Leins nicht verfligbar waren, wurde in
dieser Arbeit die Anwendung molekularer Marker zur Analyse der genetischen Diver-
sitat untersucht.

Trotz der zum Teil kontroversen Diskussion lber die Reproduzierbarkeit der RAPD-
Technik ist ihre Anwendung bei der Diversitatsanalyse innerhalb einzelner Arten un-
bestritten und durch mehrere Studien belegt (TINGEY et al. 1992, GONZALES & FERRER
1993, THORMANN et al. 1994). Da es sich bei der RAPD-Technik auRerdem um eine
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schnelle und kostengtinstige Methode handelt, wurde diese Markertechnik fur eine

erste molekulare Diversitatsanalyse innerhalb der Kultursorten des Lein verwendet.

Bei der in dieser Arbeit durchgefuhrten Diversitatsanalyse zeigte sich eine enge Ver-
wandtschaft innerhalb der Sorten des Faserleintyps. Dabei weisen die Sorten Her-
mes und Ariane sowie Argos und Viking sowohl in den Clusteranalysen als auch in
der multidimensionalen Skalierung (MDS) untereinander eine relativ hohe Ahnlichkeit
auf. Im Unterschied dazu bilden die Olleinsorten Atalante, Szegedi62, Linore und
McGregor-E1747 eine relativ divergente Gruppe, die sich generell durch eine gro-
Rere interne Diversitat als die der Faserleine auszeichnet. Dieses kann unter Um-
standen mit den wesentlich grolReren Zichtungsbemihungen im europa-
isch/amerikanischen Raum beziiglich der Olleine zusammenhangen.

Auffallig ist weiterhin, dal3 die amerikanische Faserleinsorte Cascade sich deutlich
von den europdaischen Faserlein-Sorten unterscheidet. Vielmehr zeigt sie eine deutli-
chere Ahnlichkeit zu den Olleinsorten Atalante und McGregor-E1747.

Insgesamt liefern diese Analysen ein Indiz dafir, dafd sich bei den zwei Formenkrei-
sen des Kulturleins durchaus ein unterschiedlicher genetischer Hintergrund vermutet
werden kann. Einen endgultigen Beweis dieser These kann jedoch nur eine wesent-

lich umfangreichere Analyse des Genpools Linum usitatissimum L. erbringen.

Die Clusteranalysen der genetischen Korrelationen wurden sowohl nach der Avera-
ge-Linkage-Methode als auch nach der Methode nach Ward durchgefiihrt. Die Zu-
ordnung der einzelnen Sorten erfolgte bei beiden Berechnungen im Prinzip ahnlich.
Unterschiede traten lediglich bei der Bildung von Uber-Clustern auf. Dieses ist in ers-
ter Linie auf die geringe Zahl getesteter Sorten zurtickzufihren. Dadurch lie3en sich
relativ viele Grenzfalle beobachten, bei denen die Zuordnung zu Clustern je nach der
Methode der Clusterbildung unterschiedlich ausfiel. Zusammenfassend laf3t sich je-
doch sagen, dal® die Methode zur Berechnung der Cluster nur wenig Einflu3 auf die
Gruppierung der Cluster hat. Fir eine zuverlassige Interpretation der Distanzen ist
vielmehr der Vergleich der Clusterbildung mit der multidimensionalen Skalierung der

Diversitatsdaten erforderlich.

Anhand dieser Daten konnte eine Einschéatzung der fur die Genomkartierung ver-

wendeten Populationen vorgenommen werden. Die Population | stammte aus einer
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Kreuzung der Olleinsorten Szegedi62 mit Atalante. Diese beiden Sorten unterschei-
den sich durch eine relativ hohe genetische Distanz (GD = 0,417). Grol3er fiel inner-
halb der Olleinsorten nur die Distanz zwischen Atalante und Linore aus (GD = 0,477).
Allerdings zeigte Atalante zu Szegedi62 mehr Unterschiede im Phanotyp als zu Lino-
re, so zum Beispiel bei der Samenfarbe oder der Wuchsform. Fir eine weitere Popu-
lation sollte die Mutationslinie McGregor-E1747 aufgrund ihres modifizierten Fettsau-
remusters verwendet werden. Gleichzeitig sollte ein Vertreter der Faserleine den an-
deren Kreuzungselter stellen, um eine mdglichst breite Variation innerhalb der Kultur-
leinsorten abzudecken. Aufgrund der engen Verwandtschaft innerhalb der Faserleine
wiesen sowohl Hermes als auch Ariane, Argos und Viking zu McGregor-E1747 eine
ahnliche Distanz auf, so daf3 fur die Auswahl des anderen Elters die genetische Dis-
tanz nicht berlcksichtigt werden brauchte. Die Population Il wurde daher aus einer
Kreuzung Viking mit McGregor-E1747 abgeleitet. Mit einem Unahnlichkeitsmal’ von
GD = 0,373 fiel die genetische Diversitat in dieser Population allerdings etwas gerin-

ger aus als in der Population |I.
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4.2 Die Genomkartierung mittels molekularer Marker

4.21 Das Spaltungsverhalten der Marker

In der Population | [Szegedi62 x Atalante] wurden insgesamt 153 Markerloci detek-
tiert. Von 124 detektierten AFLP-Markern zeigten 45 (36,3%) eine von der erwarteten
1:1-Spaltung abweichende Verteilung. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der
Spaltungsanalyse in der Population Il [Viking x McGregor-E1747]. Hier entsprachen
wesentlich weniger AFLP-Marker nicht der erwarteteten 1:1-Spaltung. Von 129 de-
tektierten Markerloci stimmten 29 (22,5%) nicht mit der erwarteten Spaltung Uberein.
SPIELMEYER et al. (1998 b) fanden bei der von ihnen durchgefihrten Kartierung des
Kulturleins ahnliche Spaltungsstérungen: 28% der detektierten AFLP-Markerloci wi-
chen von der erwarteten 1:1-Spaltung ab.

Segregationen abweichend von den erwarteten (theoretischen) Spaltungsverhaltnis-
sen treten bei allen Klassen molekularer Marker haufig auf. Dieses |aRt sich fur eine
Reihe von Species belegen. Die gestdrte Segregation scheint abhangig vom Popula-
tionstyp zu sein. In einer Analyse von 53 Populationen verschiedener Pflanzenarten
fanden Xu et al. (1997), dal3 in RI-Populationen durchschnittlich 39,4% aller Marker
eine gestorte Segregation aufweisen, in DH-Populationen dagegen nur 29,4% und in
BC-Populationen nur 28,6%. F,-Populationen zeigen mit durchschnittlich 19,3% die
niedrigsten Haufigkeiten an Markern mit gestorter Segregation. Im Extremfall lassen
sich sogar nahezu keine Marker finden, die der erwarteten Spaltung entsprechen. So
beschreiben WANG et al. (1994) eine RI-Population bei Reis [CO93 x Moroberekan],
bei der 98,8% aller (RFLP-) Marker eine gestdrte Segregation aufwiesen.

Allein auf AFLP-Marker bezogen, findet man ebenfalls z.T. erhebliche Abweichun-
gen von den erwarteten Spaltungsverhaltnissen. Bei einer Analyse einer RI-
Population der Hirse fanden BoiviN et al. (1999), daR 11,7% aller AFLP-Marker eine
gestorte Segregation zeigten. In einer DH-Population bei Reis wiesen sogar 21,6%

der AFLP-Marker eine gestorte Segregation auf (MAHESWARAN et al. 1997).

Eine Anderung der Spaltungsverhaltnisse kann sowohl durch genetische als auch
durch physiologische Faktoren bedingt sein. Genetische Faktoren kénnen die Bil-
dung bestimmter Gameten geschlechtspezifisch behindern. Ebenfalls kénnen sie
eine selektive Befruchtung bewirken, so dal’3 einzelne (mannliche) Genotypen von
der Vermehrung ausgeschlossen werden. Letzteres wird in erster Linie durch selekti-

ve Einflisse des Gynoeceums bedingt (OTTAVIANO et al. 1982), welches wiederum
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durch eine genetische Inkompatibilitdt zwischen Pollen und Gynoeceum (GEBHARDT
et al. 1991) oder durch Umwelteinflisse (ZAmMIR et al. 1982) verursacht werden kann.
Hinweise fir ein Vorliegen solcher segregations-beeinflussender genetischer Fakto-
ren, dieses kdnnen sowohl Monogene als auch enggekoppelte Polygene sein, kann
eine Haufung von Markern mit einer gestorten Spaltung in diskreten Regionen von
Kopplungsgruppen bzw. Chromosomen sein. In diesen Regionen sollten dann auch
unterschiedliche Markertypen &hnliche Spaltungsverhaltnisse aufweisen. Je enger
die Kopplung der Markerloci zu dem genetischen Faktor ist, desto gréf3er sollte dann
die gestdrte Spaltung sein.

Solche Gene wurden bislang nur fir monokotyle Arten beschrieben. Bei Reis wurden
insgesamt 15 Gametophytengenloci (Abk. ga) sowie 20 Sterilitatsloci (S) lokalisiert
(Xu et al. 1997). Fur die Gerste konnten 2 ga-Loci kartiert werden (KonisHiI et al.
1988); es liegen Hinweise auf einen dritten Genlocus vor (MOHLER 1998). Fir dicoty-

le Arten liegen keine Untersuchungen tber solche Genloci vor.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse der Markerverteilung zeigen, dal® sich
Marker mit einer gestorten Segregation in beiden untersuchten Populationen in der
Mehrzahl der Kopplungsgruppen finden. Betrachtet man lediglich die Klasse der
AFLP-Markerloci, welche in beiden Kartierungen die Majoritat unter den Markern bil-
den, so treten in beiden Populationen jeweils drei Kopplungsgruppen mit mehr als
50% Marker mit einer gestorten Spaltung auf. In der Kopplungskarte von SPIELMEYER
et al. (1998 b) zeigte sich ein dhnliches Verhalten der AFLP-Markerloci mit einer ge-
storten Segregation. Solche Markerloci fanden sich nicht nur auf einzelnen sondern
vielmehr auf allen Kopplungsgruppen. Zwei Kopplungsgruppen bestanden jedoch
Uberwiegend aus diesen Markern. Sofern es sich bei allen diesen Kopplungsgruppen
um identische Chromosomen handelt, konnten diese Befunde ein Indiz fiir das Vor-
liegen genetischer Faktoren sein, welche die Vererbung einzelner Genotypen behin-
dern. Dieses kann jedoch nur anhand eines Kartenvergleichs, unter Umstanden so-

gar nur anhand der Erstellung einer Konsensuskarte, geschehen.

Gestorte Segregationen kdnnen, wie bereits erwahnt, auch durch den Einflul3 physio-
logischer Faktoren bgriindet sein. Solche Einflisse lassen sich vor allem bei DH-
Populationen beobachten, bei denen ein Elter besser auf die in-vitro-

Kulturbedingungen reagiert (GRANER et al. 1991, YAMAGASHI et al. 1996). In RI-
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Populationen lassen sich aufgrund der wiederholten Einzelkornvermehrung und dem
damit verbundenen kumulativen Effekt genetische und physiologische Einfliisse nur
schwer trennen. Fur die Population | [Szegedi62 x Atalante] wurden 2 reziproke
Kreuzungen verwendet, anhand derer das Auftreten von Markern mit gestorter Seg-
regation untersucht wurde (Tab. 18). 19 Marker, 15 AFLP-Loci und 4 RAPD-Loci,
zeigten bei beiden Kreuzungen eine gestorte Spaltung. Zusatzlich zu diesen Markern
wiesen in jeder Teilpopulation weitere 24 bzw. 19 Marker abweichende Spaltungs-
verhéltnisse auf. Genetische Faktoren sollten sich in erster Linie entweder uber die
mannlichen oder Uber die weiblichen Gametophyten auswirken, daher sollten rezip-
roke Kreuzungen bezlglich solcher Loci unterschiedliche Genotypverteilungen auf-
weisen. Dieses hatte dann zur Folge, dalR Chromosomenbereiche lediglich in einer
reziproken Kreuzung eine gesttrte Spaltung zeigen, in der komplementaren Kreu-
zung dagegen sollten reguldre Spaltungsverhaltnisse zu beobachten sein. Physiolo-
gische Effekte sollten sich in beiden reziproken Kreuzungen &hnlich auswirken.

In keiner der beiden reziproken Kreuzungen der Population | konnte eine diskrete
Verteilung der Marker mit gestorter Segregation beobachtet werden; diese Markerloci
waren in etwa gleichméaRig tUber die Kopplungsgruppen verteilt. Lediglich in der
Kopplungsgruppe SA-2 zeigte eine Gruppe von sechs AFLP-Loci eine gestorte Seg-
regation, welche sich nur in der Kreuzung, bei der die Sorte Atalante den Vater stell-
te, beobachten lieR. Dieses konnte ein Indiz fir das Vorliegen eines genetischen
Faktors auf der Kopplungsgruppe SA-2 sein, welcher bestimmte (mannliche) Game-

tophyten diskriminiert.

4.2.2 GroRe und Umfang der vorgestellten Kopplungskarten

Die Berechnung der Kopplungskarte fur die Population | [Szegedi62 x Atalante] er-
gab insgesamt 16 Kopplungsgruppen. Damit wurde eine Kopplungsgruppe mehr be-
rechnet als der Lein Chromosomen zahlt. Die Kopplungskarte der Population Il [Vi-
king x McGregor-E1747] umfal3t mit 17 Kopplungsgruppen 2 Kopplungsgruppen
mehr als erwartet.

Das Auftreten Uberzahliger Kopplungsgruppen kommt gerade bei Kartierungen, wel-
che sich noch im Anfangsstadium befinden, haufig vor. So berechneten SPIELMEYER

et al (1998 b) insgesamt 18 Kopplungsgruppen fur den Lein. Solange nur relativ we-
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nige Marker kartiert sind, kann es aufgrund einer Zufallsverteilung der Marker durch-
aus zu grofReren Abstanden zwischen den Markern kommen. Da Rekombinationsfre-
guenzen uber 40 cM zwischen zwei Markern als nicht mehr signifikant fir eine Kopp-
lung angesehen werden missen, wirden in einem solchen Fall zwei anstatt nur einer
Kopplungsgruppe berechnet werden. Gleichfalls konnen beim Lein auch die cytologi-
schen Voraussetzungen Ursache fir einen ,Zerfall einzelner Kopplungsgruppen
sein. Der Lein besitzt ein ,Nucleolenchromosom’, bei dem ein kleinerer Chromoso-
menabschnitt  Uber einen euchromatischen Abschnitt mit dem Haupt-
Chromosomenabschnitt verbunden ist. Unter Umstanden lassen sich in dieser euch-
romatischen Struktur, deren genauer biochemischer Aufbau bislang nicht naher un-
tersucht worden ist, mit geringerer Wahrscheinlichkeit Marker detektieren, so dal3 in
diesem Fall immmer zwei anstatt nur eine Kopplungsgruppe berechnet wird.

Ebenso kann eine Verteilung der Marker abweichend von der Zufallsverteilung vor-
liegen. Diese kann durch zwei Faktoren bedingt sein. Zum einen muf3 in Betracht
gezogen werden, dalR die Kreuzungseltern beider analysierten Populationen uber
einen relativ hohen gemeinsamen genetischen Hintergrund verfiigten. Dieses wird
durch die durchgefuhrte Diversitdtsanalyse belegt: Die Genetische Distanz fir die
Kreuzungseltern der Population |, Szegedi62 und Atalante, betrug 0,417, fur Viking
und McGregor-E1747, die Eltern der Population II, 0,373. Daher ist es denkbar, dal3
das Genom der Elternsorten in manchen Sequenzabschnitten gleich ist. In solchen
Bereichen wirde man keine polymorphen Marker finden. Trifft dieses zu, so mufte
eine Korrelation zwischen der genetischen Distanz und der Haufigkeit des Auftretens
identischer DNA-Sequenzen bestehen. Je enger dann die Kreuzungseltern miteinan-
der verwandt sind, um so haufiger miR3ten zusatzliche Kopplungsgruppen auftreten.
Ein Indiz fur diese Uberlegung ist, daR fir die Population 1l bei einer niedrigeren ge-
netischen Distanz der Eltern bei gleichem LOD mehr Kopplungsgruppen berechnet
wurden. SPIELMEYER et al. (1998 b) haben leider keine Untersuchungen uber die ge-
netische Distanz ihrer Kreuzungseltern, Glenleg und einer Linola-Zuchtlinie, durchge-
fuhrt. Da es sich bei beiden um australische Olleintypen handelt, ist aber eine relativ
enge Verwandtschaft anzunehmen. Der Polymorphiegrad der AFLP-Analyse kann
nicht zu Vergleichen herangezogen werden, da die AFLP-Technik in der Bewertung
der amplifizierten Fragmente gerade bei der automatisierten Detektion einen hohen

Spielraum laRt, im Gegensatz zu der RFLP-Analyse oder auch der RAPD-Technik.
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Auch bei anderen Kulturpflanzen fuhren Kopplungsanalysen mittels molekularer Mar-
ker nicht automatisch zu der ,richtigen* Anzahl von Kopplungsgruppen. So berechne-
ten MENDENEZ et al. (1997) fur die erste Kopplungskarte fur Vigna unguiculata L. mit
zwolf Kopplungsgruppen eine zuséatzliche Kopplungsgruppe. Fir die Zichorie (Cicho-
rium intybus L.) erstellten DE SIMONE et al. (1997) eine Karte anhand PCR gestutzter
Marker. Anstelle der zu erwartenden 9 Kopplungsgruppen (n = 9) berechneten DE
SIMONE et al. 13 Kopplungsgruppen. Selbst bei Kulturarten, die schon lange Objekt
molekulargenetischer Analysen sind, lassen sich nicht alle Kopplungsgruppen prob-

lemlos mit Chromosomen korrelieren.

Selbst wenn man berilcksichtigt, dal’ es sich bei manchen der kleineren Kopplungs-
gruppen um nicht-gekoppelte Teilstiicke anderer Kopplungsgruppen handelt, fallt auf,
dal3 sich in den beiden in dieser Arbeit vorgestellten Kopplungskarten eine relativ
starke Ungleichverteilung der Marker auf den verschiedenen Chromosomen findet.
Wahrend in manchen Kopplungsgruppen lediglich drei Markerloci kartiert werden
konnten, weisen andere Kopplungsgruppen bis zu 22 Markerloci auf. Ein &hnliches
Verhalten laR3t sich in der Kopplungskarte von SPIELMEYER et al. (1998 b) beobach-
ten. Hier ist diese Ungleichverteilung allerdings nicht so stark ausgepragt, da wesent-
lich mehr Marker kartiert wurden.

Die nahEliegendste, triviale Erklarung fur diese Ungleichverteilung ist eine unter-
schiedliche GrofRe der Chromosomen beim Lein. Auf kleineren Chromosomen wer-
den naturgemald weniger Marker detektiert als auf grol3eren.

Kem et al. (1997) fuhrten eine Ungleichverteilung von Markerloci auf die physikali-
sche Struktur des Template-Chromosoms zurtick. So ist bekannt, daR RFLP-Loci in
Abhangigkeit zu den eingesetzten Restriktionsendonucleasen stehen, welche wie-
derum abhangig sind von den chemischen Strukturen in der chromosomalen Struk-
tur, wie z.B. Methylierungen. Ein gleiches Verhalten postulierten Keim et al. (1997)
auch fur AFLP-Marker. AFLP-Marker auf Basis des EcoRI/Msel-Systems sollten sich
dementsprechend als unempfindlicher gegeniiber Methylierungen zeigen als solche,
die auf der Basis Pstl/Msel funktionieren. Keim et al. folgerten daraus ein dichteres
Auftreten von AFLP-Markern auf EcoRI/Msel Basis im Bereich methylierter DNA. Al-
lerdings beobachteten SPIELMEYER et al. (1998 b) im Vergleich der beiden Enzymsys-

teme keine signifikanten Unterschiede bei der Verteilung der Markerloci. Auch in den
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in dieser Arbeit durchgeflihrten Kartierungen zeigten sich keine Hinweise fir ein der-
artiges Verhalten.

Auch mit anderen Markersystemen, wie z.B. RFLP-Markern, lai3t sich eine solche
Ungleichverteilung der Marker in den Kopplungsgruppen beobachten, so daf? mehr
Kopplungsgruppen als Chromosomen vorhanden berechnet werden. Gleichzeitig
treten auch sehr kleine Kopplungsgruppen mit teilweise nur zwei gekoppelten Mar-
kern auf (z.B. GENTzBITTEL et al. 1995).

Auf der Kopplungskarte der Population | [Szegedi62 x Atalante] konnten 139 Marker-
loci kartiert werden. Der mittlere Markerabstand ist mit 6,9 cM relativ gering. Insge-
samt umfaldt diese Kopplungskarte 956,1 cM. Im Vergleich dazu steht die Kopp-
lungskarte der Population Il. Auf ihr wurden mit 118 etwas weniger Markerloci detek-
tiert. Allerdings zeigte sich bei dieser Analyse mit 6,4 cM ein ahnlicher Kopplungsab-
stand. Zusammen resultiert daraus eine deutlich kleinere Kartengréf3e. Mit 758,2 cM
umfal3t die Karte der Population Il nur etwa 80% der Karte von Population |. Die
Kopplungskarte von SPIELMEYER et al. (1998 b) ist mit 1372 cM wesentlich grof3er.
Betrachtet man den mittleren Kopplungsabstand aller kartierten Marker, so ergibt
sich mit 6,4 cM ein nahezu identischer Wert zu den mittleren Kopplungsabstéanden

der Kopplungskarten der Population | und II.

SPIELMEYER et al. (1998 b) beobachten eine schwache Clusterung einzelner AFLP-
Marker. Dadurch weicht die Anzahl der detektierten Loci erheblich von der Anzahl
der kartierten Marker ab. Insgesamt konnten SPIELMEYER et al. 137 verschiedene
Loci kartieren, das entspricht einem mittleren Abstand von 10,0 cM zwischen den
einzelnen Markerloci. Eine Clusterung von Markern wurde weder bei der Population |
noch bei der Population Il gefunden. Population Il weist allerdings Bereiche mit einer
hohen Markerdichte auf, so z.B. auf Kopplungsgruppe VM-3. Allerdings wurden zwi-
schen den betreffenden Markerloci immer noch Rekombinationen beobachtet, wenn-
gleich die Rekombinationsfrequenzen mit 1 und 2 cM relativ gering ausfielen.

Untersuchungen im Weizen zeigten, daf3 sich in der Umgebung der Centromere hau-
fig eine Clusterung der molekularen Marker beobachten a3t (CHAO et al. 1989, DE-
vos et al. 1992, HART 1994). Dieses lafdt sich eventuell darauf zurtckfihren, daf3
Crossing-over-Ereignisse in der Umgebung der Centromere deutlich seltener auftre-

ten (TANKSLEY et al. 1992, LUCKASZEWSKI & CURTIS 1993, FRARY et al. 1996). Dieses
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hatte bei einer Zufalllsverteilung der Markerloci zur Folge, da? die Rekombinati-
onsfrequenzen bei gleichen physikalischen Abstédnden im Bereich der Centromere
kleiner ausfallen als in den Ubrigen Bereichen eines Chromosoms. Marker wirden
daher in diesen Bereichen geclustert auftreten. Ein &hnliches Verhalten von moleku-
laren Markern wird fir die Telomer-Region von Chromosomen vermutet (TANKSLEY et
al. 1992).

Experimentell wurde eine Clusterung von Markern in der Centromer-Region auch fir
die Gerste (Qi et al. 1996, Qi et al. 1998) und bei der Tomate (TANKSLEY et al. 1992)
beobachtet. Jedoch scheint eine Markerclusterung an den Centromeren nicht
obligatorisch zu sein. Bei Genomkartierungen der Zuckerriibe (SCHONDELMAIER et al.
1996), der Linse (EUJAYL et al. 1998), der Kartoffel (vAN Eck et al. 1995) und bei der
Sojabohne (Kemm et al. 1997) konnte eine Clusterung nicht oder nur fir einzelne
Chromosomen beobachtet werden. Die Ergebnisse der Genomanalysen des Leins
figen sich in dieses Bild widerspruchslos ein.

Eine Clusterung wurde sowohl fir RFLP- als auch fir AFLP-Marker festgestellt. Je-
doch scheinen AFLP-Marker eher zur Clusterung zu neigen (Qi et al. 1998). Auf-
grund der hohen Empfindlichkeit der AFLP-Technik wird vermutet, dal3 leicht Variati-
onen von repetitiver DNA, sowohl 1 bp-Insertionen bzw. Deletionen als auch Variati-
onen in der Lange dieser Bereiche, durch die AFLP-Marker detektiert werden. Da
gerade in Pflanzen mit einem relativ groBen Genom, wie z.B. der Gerste, repetitive
Sequenzen haufig im Bereich der Centromere auftreten, sollte in diesem Bereich ei-
ne Clusterung von AFLP-Markern haufiger erfolgen (Qi et al. 1998). Diese Vermu-
tung wurde den Befunden dieser Arbeit nicht widersprechen. Aufgrund der ISSR-
Analysen ist zu vermuten, dal3 repetitive Sequenzen im Lein, nicht zuletzt wegen
dessen relativ kleinen Genomes, nur vergleichsweise selten vorkommen. Daher
mifte eine Clusterung von AFLP-Markern wenn tberhaupt, dann ebenfalls nur sel-

ten zu beobachten sein.

4.2.3 Die Kartierung von monogenen Eigenschaften

Anhand der Bonitur der Samenfarbe konnte in der Population | [Szegedi62 x Atalan-
te] diese als phanotypischer Marker kartiert werden. Dieser Marker weist eine Kopp-
lung zu den AFLP-Markern ACT/CTT-112 und AAC/CTC-259 mit 3,8 cM bzw. 15,7

cM auf.
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Aufgrund der von THAMMES (1930) beobachteten Auswirkungen der Gene B;, B», C,
D sowie F auf die Petalenfarbe mul3 die blaue Farbe der Blitenkronblatter der ver-
wendeten homozygoten Sorten McGregor-E1747, Viking, Atalante und Szegedi62
durch die Merkmalskombination B1B; B,B, CC DD FF bestimmt sein. Szegedi62 be-
sitzt gelben Samen, besitzt also das rezessive Allelpaar gg, wahrend Atalante, Viking
und McGregor wegen ihres braunen Samens Uber das dominante Allelpaar GG ver-
figen mussen. Eine Rekombination beziiglich der Samenfarbe wird nur fir Populati-
on | erwartet und muRte sich daher als Monogen fir den Genlocus Gg auch kartieren
lassen. Eine Variation in der Blutenfarbe sollte in beiden Populationen unterbleiben
und wurde auch nicht beobachtet. In dieser Arbeit wird daher die Samenfarbe als
phanotypischer Marker fur den Genlocus Gg gewertet.

GROTH et al. (1970) untersuchten ebenfalls die genetische Regulation der Samenfar-
be bei Lein. Sie fuhren die Samenfarbe nur auf drei unabhangige Loci, namlich B1, G
und D zuriick. Die gelbe Samenform tritt auf, sobald eines dieser Gene als rezessi-
ves Allel homozygot vorliegt. Allerdings treffen GROTH et al. keinerlei Aussagen Uber
die Kombinationswirkung dieser Gene oder Uber deren EinfluR auf die Petalenfarbe.
Nach THAMMES (1930) kommt es aber gerade auf die Wechselwirkung zwischen den
einzelnen Genen an, die unterschiedliche Phanotypvariationen zur Folge haben. Au-
Rerdem machen GROTH et al. keine Angaben Uber den genetischen Hintergrund der

verwendeten NI-Linien, so dal3 pleiotrope Effekte vermutlich unbericksichtigt blieben.

Tab. 41: Ubersicht iber AFLP-Marker, welche zu dem Gen Gg
eine Rekombinationsfrequenz kleiner als 30 cM aufwei-

sen.
AFLP-Marker Kartierung in der Kartierunq in der A
Konsensus-Karte Population |

AGT/CTG-256 28,5 28,0 +0,5
AGC/CTG-257 25,6 24,8 +0,8
AGT/CTG-278 22,8 19,5 +3,3
AGC/CTG-279 20,6 23,4 -2,8
ACT/CGA-108 11,4 10,6 +0,8
ACT/CTT-112 4,3 3,8 +0,5
AAC/CTC-456 1,5 54,3 -52,8

Gqg 0,0 0,0 0,0
AGG/CTT-336 3,4 28,4 -25,0
ACC/CTA-105 21,4 19,6 +1,8
AAC/CTC-259 23,7 15,7 +8,0
AAC/CTC-258 26,1 17,2 +8,9

Die Abstande der einzelnen Marker sind in cM bezogen auf die Position
des Gens Gg angegeben.
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SPIELMEYER et al. (1998 b) kartierten ebenfalls die Samenfarbe als scol. Obwohl kei-
ne Aussagen uber den genetischen Hintergrund der Linien getroffen werden, ist es
wahrscheinlich, dal die Variation der Samenfarbe auch in diesem Fall von dem Gen
Gg abhéngig ist. Die Samenfarbe kartiert in einer kleineren Kopplungsgruppe (16) im
Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit am Rand. Auch weist dieser Genlocus
zu dem gekoppelten AFLP-Marker afH8s mit 5,4 cM eine losere Kopplung auf.

Die Berechnung der kombinierten Kopplungsgruppe KKG-1 aus den Kopplungsgrup-
pen SA-2, VM-2 und VM-17 lokalisierte mehrere Marker in unmittelbarer Nahe zu
dem Locus Gq (Tab. 41).

Die zu dem Gen Gg gekoppelten Marker kartierten in der Konsensus-Karte @hnlich
wie in der Karte der Population I. Die Abstande der einzelnen Marker variierte dabei
leicht. Allerdings konnten zwei zusatzliche AFLP-Marker, AAC/CTC-456 und
AGG/CTT-336, durch die Berechnung der Konsensus-Karte in unmittelbarer Nahe zu

dem Gen Gg kartiert werden.

4.2.4 Moglichkeiten zur Berechnung einer Konsensus-Kopplungskarte

Wenn AFLP-Marker, welche auf demselben Enzym-Primer-System beruhen, ein
Fragment gleicher Basenlédnge amplifizieren, so detektieren sie identische Loci (A-
LONSO et al. 1998). Das AFLP-System besitzt eine hohe Genauigkeit: Selbst wenn
sich die von einer Enzym/Primer-Kombination amplifizierten Fragmente lediglich um
ein Basenpaar unterscheiden, ist davon auszugehen, dafld dadurch zwei unterschied-
liche Loci detektiert wurden (Q1 et al. 1998).

In dieser Arbeit wurden zwei Kopplungskarten fir den Kulturlein erstellt. Allerdings
amplifizierten nur relativ wenige Enzym/Primerkombinationen in der zweiten Popula-
tion die gleichen polymorphen Fragmente wie in der Population I. Lediglich 16,5%
aller in der Population | kartierten Markerloci konnten auch fur die zweite Population
kartiert werden. Alle diese Markerloci lieRen sich ebenfalls Kopplungsgruppen der
Population Il zuordnen. Dabei konnten insgesamt sieben Kopplungsgruppen der Po-
pulation | mit 10 Kopplungsgruppen der Population Il korreliert werden.
Voraussetzung fir eine Berechnung einer gemeinsamen Konsensuskarte aus den
Kopplungskarten zweier Populationen ist die Kartierung mindestens zweier, in beiden
Populationen polymorpher Markerloci pro Kopplungsgruppe (WEBER et al. 1999).
Dieses war bei mehreren Kopplungsgruppen gegeben, so dal’ insgesamt vier Kon-

sensus-Kopplungsgruppen berechnet werden konnten. Diese umfal3ten in erster Li-
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nie die gréReren Kopplungsgruppen beider Populationen. Mit der Anzahl der auf ei-
ner Kopplungsgruppe kartierten Marker variiert nattirlich auch die Wahrscheinlichkeit,
dal3 einer dieser Marker polymorph in einer anderen Population ist. Daher ist es na-
turgemal relativ schwer in kleineren Kopplungsgruppen ubertragbare Marker zu fin-
den.

Auf eine ahnliche Problematik stieBen WEBER et al. (1999) bei der Zuckerriibe. Im
Vergleich von drei Kartierungspopulationen konnten trotz einer grof3eren Anzahl de-
tektierter AFLP- und RFLP- Marker nur jeweils 1 bis maximal 5 Ubertragbare Marker
je Chromosom gefunden werden. Dieses liegt wahrscheinlich in erster Linie an der
hohen Sensitiviat der AFLP-Technik. RFLP-Marker scheinen aufgrund ihrer geringe-
ren Sensitividt besser zwischen verschiedenen Populationen Ubertragbar zu sein.
Eine hohere Anzahl Ubertragbarer Marker a3t sich au3erdem durch die Verwendung
mehrerer Populationen erreichen (BORNER & KORzuN 1998). Die Erstellung zweier
Kartierungspopulationen mit einem gemeinsamen Elter erhoht gleichfalls die Wahr-
scheinlichkeit zwischen den Populationen tbertragbare Marker zu finden (DUFOUR et
al. 1997).

Die Berechnung der Konsensuskarte zeigte, dal3 durch die Verwendung zweier Po-
pulationen die Dichte der kartierten Markerloci erheblich gesteigert werden kann. Im
Mittel war der mittlere Markerloci-Abstand um ein Drittel kleiner als die der einzelnen

Populations-Kopplungskarten (Tab. 42).

Tab. 42: Die Auflésung der einzelnen Kopplungskarten im Vergleich mit der Auflésung
der Konsensuskarte.

Pop. I: Sz x At Pop. II: Vi x MG Konsensuskarte
Kopplungsgruppe cM/Locus| Kopplungsgruppe cM/Locus| Kopplungsgruppe cM/Locus
SA-2 6,0 VM-2 7,2 KKG-1 4,3
VM-17 4,1

SA-4 7,3 VM-1 6,5 KKG-2 4,6

SA-6 7.4 VM-4 35 KKG-3 3.2

SA-7 4,5 VM-5 10,1 KKG-4 3,7
Mittelwert 6,3 Mittelwert 6,0 Mittelwert 4,0

Angegeben ist jeweils der mittlere Markerabstand in cM fiir die Konsensuskopplungsgruppen
sowie fur die Kopplungsgruppen der Kartierungspopulationen. Der Mittelwert bezieht sich auf den
mittleren Markerabstand fir alle in dieser Population kartierten Marker.

Ein weitererer Vorteil von Konsensuskarten liegt darin, da® fur ihre Erstellung ein
grof3erer genetischer Hintergrund genutzt wurde. Dadurch wird eine Konsensuskarte

fur ein wesentlich groReres Spektrum von Populationen nutzbar. In die Konsensus-
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karte dieser Arbeit sind sowohl Ol- als auch Faserleinsorten integriert, moderne Mu-
tationslinien ebenso wie traditionelle Kultursorten. Diese Konsensuskarte stellt einen
ersten Schritt fir die Erstellung einer hochaufldsenden, alle Chromosomen ab-
deckenden Kopplungskarte dar. Anhand einer solchen Referenzkarte ist eine zuver-
l&ssige Kartierung phéanotypischer Eigenschaften auch in verschiedenen genetischen
Hintergrinden mdglich. FiUr agronomisch-bedeutsame Merkmale kdénnen anhand
einer solchen Referenzkarte enggekoppelte molekulare Marker evaluiert sowie eine

Feinkartierung der entsprechenden Genombereiche durchgefihrt werden.

4.2.5 Die Effektivitat der verschiedenen Markertechniken

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene PCR-gestitzte Markersysteme,
namlich AFLPs, RAPDs und, in wesentlich geringerem Umfang, auch ISSRs, zur
Kartierung der Population | [Szegedi62 x Atalante] verwendet. Allerdings waren diese
Markersysteme nicht alle in dem selben Mal3e fur die Detektion polymorpher Loci
geeignet. So amplifizierten lediglich 15,8% der RAPD-Primer polymorphe Fragmente.
Noch niedriger war die Wahrscheinlichkeit, polymorphe Fragmente zu amplifizieren,
bei den ISSR-Primern, wo nur 8,7% aller getesteten Primer polymorphe Bandenmus-
ter erzeugten. Der geringe Polymorphiegrad beider Markersysteme liegt wahrschein-
lich in erster Linie an der relativ geringen genetischen Diversitat innerhalb der Popu-
lation | [Szegedi62 x Atalante]. Bei den ISSR-Markern kommt hinzu, daf3 diese Mar-
kerklasse von der Haufigkeit und der Variabilitat repetitiver Sequenzen abhangig ist.
Eventuell sind diese Ergebnisse ein Indiz flr eine geringe Haufigkeit von repetitiver
Sequenzen im Lein-Genom.

Vergleichende Untersuchungen zwischen der RAPD und der ISSR-Technik beim
Einkorn (Triticum monococcum L.) ergaben, dal3 eine Detektion von Polymorphismen
bei der ISSR-Technik wesentlich haufiger erfolgt (NAGAOKA & OGIHARA 1997, KOJIMA
et al. 1998). 33% aller verwendeten ISSR-Primer amplifizierten Polymorphismen.
Dagegen detektierten nur 13% der verwendeten RAPD-Primer polymorphe Loci.
Hierbei ist jedoch zu berlcksichtigen, dal’ es sich bei der untersuchten Population
um eine interspezifische Kreuzung der Arten Triticum monococcum und T. boeoticum
subsp. boeoticum handelte. Daher wird zum einen die genetische Diversitat in dieser
Population im Vergleich zu den in dieser Arbeit verwendeten Lein-Populationen rela-

tiv grol3 gewesen sein, so dal’ ein héherer Polymorphiegrad der ISSR-Primer zu er-
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warten war. Zum anderen besitzt das Genom von Triticum spec. wahrscheinlich mehr
repetitive Sequenzen als das des Leins.

Im Vergleich dazu detektiert die AFLP-Technik eine wesentlich grol3ere Anzahl poly-
morpher Loci, ndmlich ca. 5-10 pro Einzelreaktion. Dieses liegt in erster Linie an der
wesentlich hoheren Zahl amplifizierter Fragmente je Einzelreaktion (ca. zwanzigmal
mehr als bei der ISSR- bzw. RAPD-Technik).

Auffallig ist, daR die detektierten ISSR-Marker keine gestorte Segregation zeigten.
KoJiMA et al. (1998) beobachtete ebenfalls eine nahezu ideale Spaltung der ISSR-
Marker: 90% entsprachen hier der erwarteten Verteilung. Im Vergleich dazu liegt bei
den RAPD-Markern mit 37,5% ein wesentlich héherer Anteil an Markern mit gestorter
Segregation vor. Ahnliche Verhaltnisse lassen sich bei den AFLP-Markern beobach-
ten. Der Grol3teil der RAPD- und ISSR-Marker lie3en sich gleichméRig in die AFLP-
Karte integrieren. Allerdings lie3en sich, trotz idealer Spaltungsverhaltinisse, 25% der
ISSR-Marker nicht kartieren und blieben ungekoppelt. Hierbei ist zu beachten, dal3
insgesamt nur sehr wenig ISSR-Loci betrachtet wurden. Wesentlich hohere Anteile
ungekoppelter ISSR-Marker fanden KoJimA et al. (1998). Lediglich 20% aller detek-
tierten ISSR-Loci lieRen sich auf einer RFLP-Karte integrieren. Uber eine bessere
Kartierfahigkeit verfigen die RAPD-Marker. 88% aller detektierten RAPD-Marker
konnten Kkartiert werden. Die weitaus beste Kartierbarkeit zeigten jedoch die AFLP-
Marker. Lediglich 8% blieben ungekoppelt. Die Fahigkeit eines Markers kartiert zu

werden scheint also bei allen Markertypen unabhéngig von der Segregation zu sein.

Bei allen in dieser Arbeit verwendeten Markertechniken handelt es sich um Systeme,
welche in erster Linie dominant/rezessive Allelverteilungen detektieren. Fir eine
Auswertung kodominanter Allele sind diese Markertechniken, mit Ausnahme viel-
leicht der AFLP-Technik, im Gegensatz zu der RFLP-Technik und der Mikrosatelliten-
Technik, nicht geeignet. Da es sich aber bei den analysierten Populationen um RI-
Populationen handelte, wére eine Analyse heterozygoter Allele generell nicht méglich
gewesen, so dalR RFLP- und Mikrosatelliten-Markerloci ebenfalls nur eine domi-
nant/rezessive Verteilung detektiert hatten. Ein Informationsgewinn bei einer zusatz-

lichen Verwendung dieser Techniken wéare daher nicht unbedingt gegeben gewesen.
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Ein weiterer Vorteil der PCR-gestlitzten Markersystem gegeniber der RFLP-Technik
liegt darin, dal3 nur relativ wenig Template-DNA zur Analyse benétigt wird (ISSR,
RAPD: 20 ng/Reaktion; AFLP: 200-500 ng/Reaktion; RFLP: 2-10 pg/Blot). Hinzu
kommt, dal® die Entwicklung geeigneter Mikrosatelliten und RFLP-Sonden mit einem
hohen Arbeits- und Kostenaufwand verbunden ist. Demgegentber sind anonyme
Markersysteme wie AFLPs, RAPDs und ISSRs ohne grofl3ere Vorarbeiten praktisch
sofort anwendbar. Die AFLP-Technik bendtigt im Vergleich zu RAPDs und ISSRs
aufgrund der Fragmentauftrennung via Polyacrylamidgel einen etwas héheren Ar-
beits- und Materialaufwand, bietet aber einen wesentlich héheren Informationsge-
winn. Zudem ist die AFLP-Technik automatisierbar, so dafd sie das Mittel der Wahl

darstellt um in relativ kurzer Zeit umfassende Genomkartierungen durchzufthren.
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4.3 QTL-Analysen bei Linum usitatissimum L.

4.3.1 Die ziichterische Bedeutung der Regulation der Fettsdure-Biosynthese
Die Biosynthese der Fettsduren ist ein essentieller Teil des pflanzlichen Primarstoff-
wechsels. Desweiteren dienen Fettsauren als Substrat fir die Produktion von Phyto-
hormonen ebenso wie zur Synthese von Bestandteilen der zellularen Sekundarwan-
de wie Wachsen, Cutinen oder Suberinen. Wahrend die Biochemie dieses Stoff-
wechselweges gut charakterisiert ist, ist die Regulation der Fettsaure-Synthese je-
doch noch relativ unverstanden, insbesondere im Vergleich zu anderen Biosynthe-
sewegen, wie z.B. dem Kohlenhydratstoffwechsel (OHLROGGE & JAWORSKI 1997).

Von besonderem pflanzenziichterischem Interesse ist die Fettsaure-Biosynthese im
Zusammenhang mit der Produktion von Speicherstoffen (Pflanzendlen). Wie schon
eingangs erwahnt, bilden pflanzliche Ole einen wertvollen Grundstoff fiir die Produk-
tion verschiedenster industrieller Ole und Olprodukte (DAMBROTH & BRAMM 1992). Ein
Verstandnis der genetischen Regulation der Fettsduresynthese wirde die Mdglich-
keit zur Etablierung einer markergestitzten Selektion (marker assisted selection) zur
Zichtung von ertragreicheren Olpflanzensorten eréffnen. Gleichfalls kénnte mittels
der markergesttzten Selektion eine Modifikation in der Zusammensetzung der Fett-
saureanteile innerhalb der Pflanzenéle in Hinblick auf die spatere industrielle Nut-

zung erreicht werden.

Palmitinsaure (Cis.0), Stearinsaure (Cig.0), Olsaure (Cig:1), Linolsaure (Cys:2) und Li-
nolensaure (Cig:3) stellen verschiedene Zwischen- und zum Teil auch Endprodukte
der Fettsaure-Biosynthese dar (Abb. 2), deren Synthese unterschiedlich eng mitein-
ander verknupft ist. Uber die Bestimmung der Anteile der einzelnen Fettsauren im
Samendl kdnnen Regulatorgene fiir die einzelnen Zwischenstufen der Fettsduresyn-
these mittels einer QTL-Analyse auf einer molekularen Kopplungskarte lokalisiert

werden (THORMANN et al. 1996, SOMERS et al. 1998).

4.3.2 Korrelation der Merkmale ,Relativer Gehalt an Linol- und Linolensaure
im Samendél“

Eines der Zuchtziele fur die Ziuchtung neuer Olleinsorten ist die Modifikation des

Linolensaure-Anteils (Cig:3) im Leindl (FRIEDT et al. 1992). Die Desaturierung der

Linolsaure (Cis:2) zu Linolensaure (Cig:3) stellt die letzte Stufe in der Synthese

ungesattigter Polyfettsduren beim Lein dar. Daher sollten die Anteile beider

Fettsauren direkt miteinander negativ korreliert sein. Dieses konnte in beiden in
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miteinander negativ korreliert sein. Dieses konnte in beiden in dieser Arbeit verwen-
deten Kartierungspopulationen nachgewiesen werden. Eine gleiche Korrelation wur-
de ebenfalls in friiheren Arbeiten anderer Autoren beschrieben (GREEN 1986, Row-
LAND 1990). Bezuglich der Frage nach der genetischen Regulation des einen Para-
meters mufl daher immer auch der andere Parameter betrachtet werden, da beide
GroRRen eng miteinander verknlpft sind (,source-sink“-Verhaltnis). Ein Faktor, wel-
cher eine Zunahme des einen Parameters bewirkt, sollte gleichzeitig zu einer Ernied-

rigung des anderen Parameters fuhren.

70.0 T
60.0 *
30.0 * “V

10.0 T

OLinol @D Linolen

[T I

Rel. Gehalt [%]

——
—t—
l—
—t—

00+

AGA/CAT-091 AGA/CAT-091 AGT/CAA-435 AGT/CAA-435
amplifiziert fehlt amplifiziert fehlt

Abb. 24: Co-Segregation der Merkmale ,Relativer Gehalt an Linolsédure (Cyg:») im
Samenol* bzw. ,Relativer Gehalt an Linolensdure (Cyg.3) im Samendl” mit
den flankierenden Markern der QTLS Cig.o-1 und Cig3-1: AGA/CAT-091
und AGT/CAA-435.

In der Population Il [Viking x McGregor-E1747] konnten mehrere Major-QTLs fiir den
Gehalt an Linolenséaure lokalisiert werden. Der einflu3reichste QTL konnte auf Kopp-
lungsgruppe VM-12 lokalisiert werden. Auf demselben Markerintervall konnte eben-
falls ein Major-QTL fur den Gehalt an Linolsaure lokalisiert werden, welcher einen
ahnlichen r-Wert, aber einen umgekehrten Effekt gleicher GréRenordnung aufweist.
Der Gehalt an Linol- bzw. Linolensaure zeigte eine deutliche Co-Segregation mit den
flankierenden Markern dieses QTLs (Abb. 24).

Desweiteren wurden auf Kopplungsgruppe VM-1 zwei gekoppelte QTLs lokalisiert,

welche zusammen zirka ein Viertel der phanotypischen Varianz in dem Gehalt an
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Linolensaure erklaren. Auf denselben Chromosomenabschnitten zeigte die LOD-
Kurve ebenfalls Maxima fur das Merkmal ,Gehalt an Linolsaure, allerdings lag das

LOD-Maximum unter dem Grenzwert von 3,0.

Klassische Kreuzungsversuche an Mutationslinien vom Lein zeigten, daf3 der Gehalt
an Linol- bzw. Linolensaure im wesentlichen von zwei Major-Genen, Lnl und Ln2,
abhangig ist (GReEeN 1986). Diese Gene sollten beide einen additiven Effekt besitzen
und nicht miteinander gekoppelt sein. Wahrscheinlich wirken sich beide Gene direkt
auf die Desaturierung des Linoyl-PCs zu Linolenyl-PC durch die Linoyl-Desaturase
aus. ROWLAND (1990) fiihrte die Anderung im Fettsauremuster bei der EMS-Mutante
McGregor-E1747 ebenfalls auf die Ausschaltung der Gene Lnl und Ln2 zurlck.

Es ist daher davon auszugehen, dal3 es sich bei dem QTL auf Kopplungsgruppe VM-
12 um eines der Ln-Gene handelt. Wahrscheinlich ist auch, daf3 es sich bei den bei-
den gekoppelten QTLs auf Kopplungsgruppe VM-1 um das Aquivalent zu dem zwei-
ten Ln-Gen handelt. Offen bleiben muf3 allerdings die Frage, ob es sich bei diesem
Ln-Gen in Wirklichkeit um zwei gekoppelte einzelne Loci handelt, oder ob in diesem
Falle eine fehlerhafte Markerverteilung auf der Kopplungskarte zu diesem Ergebnis
fuhrte.

Ein weiterer QTL, welcher auf Kopplungsgruppe VM-2 lokalisiert wurde, konnte nur
fur das Merkmal ,Relativer Gehalt an Linolensaure im Samendl“ gefunden werden.
Dieser QTL weist allerdings einen wesentlich niedrigeren Anteil an der genotypischen
Varianz auf als die zuvor beschriebenen QTLs. Es ist allerdings mdglich, dal3 es sich
bei diesem negativ wirkenden Locus um ein von dem Faserlein-Elter Viking stam-
mendes Allel handelt, welches in Olleinen generell nur in identischen Allelen vorliegt.
Allerdings wird sowohl die Existenz von zuséatzlich zu den Major-Genen Lnl und Ln2
wirkenden Minor-Genen als auch die Existenz weiterer Major-Gene nicht ausge-
schlossen (DAs & RHAI 1974, GREEN 1986).

Ahnliche QTL-Analysen der Linolensaure-Desaturation wurden bislang nur bei dem
Raps (Brassica napus L.) durchgeftihrt (JOURDEN et al. 1996, THORMANN et al. 1996,
SOMERS et al. 1998). So analysierte SOMERS et al. (1998) 115 DH-Linien einer Kreu-
zung zwischen der EMS-Mutante Apollo und der Zuchtlinie YN90-1016. SOMERS et
al. konnten insgesamt drei QTLs mit r>-Werten von 32%, 14% und 5% lokalisieren.

Dabei kartierte das fad3-Gen (ARONDEL et al. 1992) im Bereich des mittleren QTLs.
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Diese Befunde ahneln den Ergebnissen der QTL-Analyse in der Population Il [Viking
X McGregor-E1747] stark. Insbesondere der unterschiedliche Einflu3 der QTLs auf
den Gehalt an Linolensaure ist auffallig und ein Indiz daftir, dal3 auch beim Lein die
Majorgene Lnl und Ln2 einen unterschiedlich groen Einflul auf den Gehalt an Li-

nolensaure besitzen.

4.3.3 Korrelation der Merkmale ,,Relativer Gehalt an Palmitin-, Stearin- und
Olsédure im Samendl“
Palmitinséure (Cie), Stearinsdure (Cigo) und Olséure (Cig1) stellen aufeinanderfol-
gende Schritte in der Acyl-CoA-Synthese in den Plastiden dar (Abb. 2). Allerdings ist
ein Transport der einzelnen Stoffe in das Cytoplasma in unterschiedlich groRem Um-
fang moglich, so dalR nicht zwingend eine enge Korrelation der Gehalte an den ein-
zelnen Fettsauren vorliegen muB. Gleichfalls kann sich auf den Gehalt an Olsaure
natirlich auch die Synthese von Linolséure im Zuge des Kennedy-Weges auswirken.
In der Population | [Szegedi62 x Atalante] sind die Gehalte der Fettsauren Palmitin-
saure, Stearinsaure und Olsaure eng mit dem Gehalt des jeweils folgenden Synthe-
seproduktes korreliert. Eine schwéchere Korrelation weist der Gehalt des ,Endpro-
duktes’ Olsaure mit dem des ,Ausgangssubstrates’ Palmitin auf. Insoweit konnte da-
mit die enge Abhangigkeit dieser Biosyntheseprodukte voneinander bestatigt wer-
den.
Fur den Gehalt an Palmitinsdure wurden in dieser Population insgesamt 10 QTLs mit
prozentualen r2-Werten zwischen 2,1 und 17,4% lokalisiert. Diese hohe Anzahl ist
damit zu erklaren, dafd beziglich des Gehaltes an Palmitinsaure nicht nur dessen
Umwandlung zu anderen Fettsduren eine Rolle spielt, sondern auch die gesamten
Acylierungsprozesse, welche zur Synthese dieser Fettsédure beitragen.
In demselben Markerintervall, in dem der einfluBstarkste QTL lokalisiert werden
konnte, konnte auch der einzige QTL fir den relativen Gehalt an Olséaure detektiert
werden. Dieser pleiotrop wirkende QTL weist zudem eine enge Kopplung zu dem
Gen G, welches an der Auspragung der Samenfarbe beteiligt ist, auf.
Die Korrelation zwischen Samenfarbe und der pauschalen Olqualitat aufgrund plei-
otroper Effekte ist schon langer bekannt (HOFFMANN 1985). Die enge Kopplung ein-
zelner Parameter fur das Fettsauremuster und damit fur die Olqualitat wurde durch
die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt. Allerdings konnten fur die Parameter Ols&ure-

gehalt und Linolsduregehalt keine QTLs in Nahe des Gens G detektiert werden.
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Fir den relativen Gehalt an Stearinsaure konnte kein QTL lokalisiert werden. Da es
sich bei dieser Kreuzung um eine Kreuzung zweier Olleine handelt, und dieser Schritt
einen essentiellen Bestandteil sowohl des Plastidenstoffwechsels als auch des ge-
samten Lipidstoffwechsels darstellt, ist es wahrscheinlich, dal3 beide Eltern tber
identische Allele fir die Gene, die diesen Stoffwechselweg regulieren, verfigen.

Obwohl die Anteile der Fettsauren Palmitinsaure, Stearinsaure und Olsaure eng mit-
einander korreliert sind, laft sich nur ein QTL lokalisieren, welcher pleiotrop auf diese
verschiedenen Zwischenprodukte des Plastiden-Fettsaurestoffwechsels wirkt. Der
pleiotrope Effekt kdnnte durch ein Gen hervorgerufen werden, welches direkt an den
Einzelreaktionen beteiligt ist. In diesem Falle ware dieses entweder ein Regulatorgen
fur die Expression der einzelnen Enzyme, eine Komponente eines Multienzymkom-

plexes oder aber ein Faktor bei der Modifikation/Regulation der Enzyme.

4.3.4 Vergleich der beiden Populationen

Grundlage dieser Arbeit waren zwei unterschiedliche Kartierungspopulationen. Fr
Population | [Szegedi62 x Atalante] wurden als Kreuzungseltern zwei moderne Ol-
leinsorten verwendet, fur Population Il [Viking x McGregor-E1747] dagegen ein Fa-
serlein und eine Olleinmutante. Die Verwandschaftsanalyse aller Kreuzungseltern
zeigte, dal3 mit diesen Kreuzungseltern ein relativ grol3er Anteil der genetischen Di-
versitat innerhalb der Kulturlein-Sorten abgedeckt wird. Dieses ist fur die Bewertung
der Ergebnisse der QTL-Analyse von erheblicher Bedeutung.

Allgemein sollte die Anzahl der lokalisierten QTLs mit der genetischen Diversitat zwi-
schen den Kreuzungseltern zunehmen. Um ein Maximum an QTLs zu detektieren,
werden daher meistens solche Kreuzungseltern gewahlt, welche mdglichst grolie
Unterschiede in den zu analysierenden Merkmalen und damit zugleich unterschiedli-
che Allele fir diese Merkmale aufweisen (LANDER & BOTSTEIN 1989). Bezlglich der
Merkmale ,Relativer Gehalt an Linolsaure im Samendl* und ,Relativer Gehalt an Li-
nolensaure im Samendl* stellt Population Il [Viking x McGregor-E1747] eine extrem
hochspaltende Population aufgrund der Verwendung einer Mutationslinie als Kreu-
zungselter dar. Die in dieser Population kartierten QTLs reprasentieren daher solche
Genloci, welche essentiell fir diese Stoffwechselschritte sind (Alles-oder-Nichts-
Prinzip). In der Pflanzenziichtung kénnen solche QTLs zur ziichterischen Verbesse-

rung von Linien genutzt werden, welche dieses Merkmal nicht oder nur in geringer
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Auspragung besitzen. In der Leinzlchtung ware dieses gegenwartig die Ziuchtung
von Sorten mit einem auf3erst niedrigen Linolensaureanteil im Leindl.

Unter zichterischen Gesichtspunkten ist es jedoch ebenso wichtig eine Steigerung
bezlglich einzelner Ertragskomponenten zu erzielen. Dazu kann der oben beschrie-
bene Versuchsansatz nur in den seltensten Fallen beitragen. Vielmehr ist es bei die-
ser Fragestellung sinnvoll, QTLs anhand von Kreuzungen aus konventionell-
optimierten Sorten zu lokalisieren. In diesem Fall besteht die Moglichkeit, entweder
neue, unterschiedlich wirkende Allele bekannter (Major-)Gene oder ganzlich neue
(Minor-) Gene zu detektieren. Solche QTLs lassen sich dann fir eine gezielte mar-
kergestiutzte Neukombination unterschiedlicher ertragsbeeinflussender Faktoren nut-
zen (Transgression). Bezuglich der Merkmale ,Relativer Gehalt an Linolsdure im
Samendl“ und ,Relativer Gehalt an Linolensaure im Samendl“ ist daher die Populati-
on | [Szegedi62 x Atalante] besser zur Lokalisierung solcher QTLs geeignet.
Transgressionseffekte fur diese Merkmale wurden in beiden Populationen beobach-
tet (Tab. 31 und 40). Wahrend in der Population Il fir das Merkmal ,Relativer Gehalt
an Linolensdure im Samendl* wie erwartet nur eine negative Transgression erzielt

werden konnte, trat in der Population | eine starke positive Transgression auf.

Wie ein Vergleich der fur die Merkmale ,Relativer Gehalt an Linolensdure im Samen-
0l“ bzw. ,Relativer Gehalt an Linolsaure im Samendl“ lokalisierten QTLs zwischen
den beiden Populationen zeigt, lassen sich die Major-QTLs Cjg.3-1 und Cig.3-2 bzw.
Cis:3-3 auf Kopplungsgruppe VM-1 und VM-12 nicht direkt mit den entsprechenden
QTLs in der Population | korrelieren (Abb. 25). Dieses stiitzt die Annahme, dal3 mit-

tels der Population | keine essentiell-wirkenden Gene detektiert wurden.

Bezlglich der Merkmale ,Relativer Gehalt an Palmitinsaure im Samendl®, ,Relativer
Gehalt an Stearinsaure im Samendl* und ,Relativer Gehalt an Olsaure im Samenol*
besteht zwischen den beiden Populationen kein groRer Unterschied hinsichtlich der
Aussagekraft der lokalisierten QTLs. Da sich die Mutation der Linie McGregor-E1747
nur auf die vorher besprochenen Merkmale auswirkt, sollte die Population Il einer
Kreuzung zwischen einer normalen Olleinsorte und einer Faserleinsorte entsprechen.
Aufgrund der Diversitatsanalyse wirde in diesem Zusammenhang die Population Il

sogar eine ,engere” Kreuzung darstellen als die Population I.
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Auch die fur diese Merkmale detektierten QTLs waren in beiden Populationen auf
unterschiedlichen, nicht miteinander korrelierbaren Kopplungsgruppen lokalisiert
(Abb. 25). Lediglich QTLs fur das Merkmal ,Relativer Gehalt an Palmitinsdure* konn-
ten in &hnlicher Weise auf den miteinander korrelierten Kopplungsgruppen SA-9 und
VM-10 lokalisiert werden. Auffallig ist allerdings die Haufung vieler Major- und Minor-
QTLs auf der Kopplungsgruppe SA-2 und deren wahrscheinliche Aquivalenzen, VM-
2 und VM-17. Diese Kopplungsgruppe bzw. dieses Chromosom scheint allgemein

einen hohen Anteil an der Regulation der Fettsaure-Biosynthese zu besitzen.
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4.3.5 Ausblick
In dieser Arbeit konnten eine Reihe von QTLs flr verschiedene Fettsdureanteile im

Leindl in beiden kartierten Populationen lokalisiert werden (Ubersicht: Tab. 43 und

44).

Tab. 43: Ubersicht (ber alle lokalisierten QTLs fiir das Fettsaure-Muster im Leinél in
der Population | [Szegedi62 x Atalante].

Fettsdure Summenformel | Anzahl der QTLs | Max. part. r r gesamt LOD
Palmitinsaure Cis:0 10 17,4% 52,9% +/- 7,6% | 13,22
Stearinsdure Ciso - - - -
Olsiure Cig1 1 14,1% 14,1% +/- 7,1% | 2,75
Linolsédure Cigo 7 24,0% 43,8% +/- 8,3% | 10,01
Linolensaure Ciss 1 16,1% 16,1% +/- 7,4% | 3,12
Summenformel“ = reduzierte Summenformel mit der Anzahl der C-Atome sowie der Anzahl

der ungesittigten C=C-Bindungen.

JAnzahl der QTLs' = Anzahl aller fur dieses Merkmal lokalisierten QTLs.

,Max. part. r* = Anteil der phénotypischen Varianz, der durch den gro3ten QTL erklart
wird.

,r? gesamt' = Anteil der phanotypischen Varianz, der durch alle lokalisierten QTLs er-
klart wird.

LOD! = finaler LOD-Wert fir alle lokalisierten QTLs.

Tab. 44: Ubersicht (ber alle lokalisierten QTLs fiir das Fettsaure-Muster im Leinol in
der Population Il [Viking x McGregor-E1747].

Fettsdure Summenformel | Anzahl der QTLs | Max. part. r r gesamt LOD
Palmitinsaure Ci6:0 3 13,0% 22,1% +/- 7,9% | 4,66
Stearinsdure Ciso 5 30,5% 48,2% +/- 7,8% | 12,27
Olsdure Cig1 3 21,2% 29,6% +/- 8,3% | 6,56
Linolsdure Cigo 1 35,2% 35,2% +/- 8,3% | 8,09
Linolensaure Ciss 4 44,5% 60,0% +/- 6,7% | 17,1

Erlauterung siehe Tab. 43.

Es ist jedoch erforderlich, daf3 die Grole des UmwelteinfluRes auf diese QTLs in
wiederholten Feldversuchen evaluiert wird. Dadurch wirde sich eine wesentlich ge-

nauere Aussage Uber die Wirkung und Signifikanz einzelner QTLs treffen lassen.

Fur den Fettsaurestoffwechsel sind bereits einige Gene aus Arabidopsis thaliana L.
(z.B. ARONDEL et al. 1992) bekannt. Es ware zu Uberprifen, inwieweit sich diese Ge-

ne auch im Lein lokalisieren lassen und ob sie in QTL-Bereichen kartieren.
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Zur Nutzung der lokalisierten QTLs ware es erforderlich, anhand der enggekoppelten
Marker diagnostische STS- (sequence tagged site-) Marker zu entwickeln. Solche
STS-Marker lie3en sich fir eine markergesttitzte Selektion effektiv nutzen. In diesem
Zusammenhang konnte der Ausbau der Konsensuskarte weitere und neue engge-
koppelte Marker liefern. Dadurch wére die Nutzung der QTLs auch bei einem ande-
ren genetischen Hintergrund mdoglich. Mittles der beobachteten Transgressionseffek-
te sollte die Ziichtung neuer modifizierter Olleinlinien allerdings auch direkt aus den

in dieser Arbeit bereits analysierten RI-Linien mdglich sein.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Genomanalyse des Kulturleins Linum usitatis-
simum L. mittels molekularer Markertechniken durchgefiihrt. Anwendung fanden da-
bei AFLP-, RAPD- und ISSR-Marker. Grundlage dieser Analyse waren zwei RI-
Populationen, welche aus den Kreuzungen [Szegedi62 x Atalante] sowie [Viking X
McGregor-E1747] entwickelt wurden. Diese Kopplungskarten bildeten die Grundlage
fur die Kartierung von QTLs flr das Fettsdure-Muster im Leindl mittels der ,composi-

te interval mapping“-Methode.

» Die genetische Diversitat unter den Kreuzungseltern sowie innerhalb eines aus-
gewahlten Sortiments von modernen Ol- und Faserleinkultursorten wurde ermittelt.
Die Faserleinsorten erwiesen sich dabei als relativ eng verwandte Gruppe, wah-

rend die Olleinsorten gréRere genetische Distanzen aufwiesen.

» Fur die Population | [Szegedi62 x Atalante] wurde eine molekulare Kopplungskarte
erstellt. Diese Kopplungskarte umfal3t 139 Markerloci auf 16 Kopplungsgruppen

bei einem mittleren Markerloci-Abstand von 6,9 cM.

* Fur die Population Il [Viking x McGregor-E1747] wurde ebenfalls eine molekulare
Kopplungskarte entwickelt. Diese Karte besteht aus 118 AFLP-Markerloci, welche
bei einem mittleren Markerloci-Abstand von 6,4 cM auf insgesamt 17 Kopplungs-

gruppen lokalisiert sind.
» Eine Clusterung von Markern wurde bei keiner Kopplungskarte beobachtet.

* Es konnten vier Konsensus-Kopplungsgruppen berechnet werden, welche zu-
sammen 96 Markerloci umfassen. Der mittlere Markerloci-Abstand dieser Konsen-

suskarte betragt 4,1 cM.

» Die Anteile der gesattigten Fettsauren Palmitinsdure (Cis0) und Stearinsaure
(C1s:0) sowie der ungesattigten Fettsauren Olsdure (Cig1), Linolsdure (Cig2) und
Linolensaure (Cig:3) im Samendl der RI-Linien beider Populationen wurden mittels

gaschromatographischer Analysen ermittelt.

» Die Verteilung dieser Merkmale innerhalb der Populationen und deren Korrelation
zueinander wurde untersucht. In beiden Populationen wurde eine Korrelation zwi-

schen dem relativen Gehalt an Stearinsaure und dem relativen Gehalt an Olsaure
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beobachtet. Ebenso waren die relativen Anteile an Linolsaure und Linolensaure in

beiden Populationen eng miteinander korreliert.

* Es konnten in beiden Populationen mehrere QTLs fur das Fettsauremuster im
Leinol kartiert werden. Eine Ubersicht tber alle lokalisierten QTLs wird in Tabelle
43 und 44 gegeben. Teilweise erklaren die lokalisierten QTLs bis zu 60% der ge-

samten phanotypischen Varianz innerhalb eines Fettsdureanteils im Leindl.

* In der Population Il [Viking x McGregor-E1747] konnte eine Korrelation zwischen
den QTLs fir das Merkmal ,Relativer Gehalt an Linolsdure im Samendél’ und dem

Merkmal ,Relativer Gehalt an Linolensaure im Samendl’ hergestellt werden.

» Transgressionen konnten fur jedes Merkmal beobachtet werden. Desweiteren

zeigten mehrere QTLs pleiotrope Effekte.

Die Etablierung molekularer Markertechniken und die Entwicklung molekularer Kar-
ten stellt den ersten Schritt fir eine kartengestitzte Klonierung (map based cloning)
einzelner Gene dar. Durch die Lokalisierung von QTLs fir das Fettsauremuster las-
sen sich die in dieser Arbeit vorgestellten Kopplungskarten direkt fur die Etablierung
einer markergestitzten Selektion in der Olleinziichtung nutzen. Die Verfugbarkeit von
neuen, der industriellen Nutzung angepassten Olleinsorten wiederum konnte zur

Steigerung der Wirtschaftlichkeit des Leinanbaus beitragen.
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6 ABSTRACT

The objective of this work was to analyze the genome of flax (Linum usitatissimum L.)
using molecular marker techniques. For this purpose, AFLP-markers, RAPD- and
ISSR-markers were chosen. Two recombinant inbred populations, derived from the
crosses [Szegedi62 x Atalante] and [Viking x McGregor-E1747] were used for map-
ping. The resulted linkage maps were used then as a basis for mapping quantitative
trait loci (QTLs) for the fatty acid pattern in the linseed oil via the composite interval

mapping method.

» The genetic diversity of the parental lines of the RI-population as well as of a
sortiment of modern fibre-flax and oilseed cultivars was estimated on molecular
level using RAPD-markers. The results demonstrate a relatively close relationship
among the fibre-flax cultivars. In contrast, the oilseed cultivars were characterized

by larger genetic distances.

* For the RI-population | [Szegedi62 x Atalante], a molecular linkage map was cal-
culated. This linkage map includes 139 marker loci located on 16 linkage groups

with an average spacing of 6.9 cM.

» Another linkage map was calculated for the RI-population Il [Viking x McGregor-
E1747]. Here, 118 AFLP marker loci were mapped, which are coupled in 17 link-

age groups with an average spacing of 6.4 cM.
* No clustering of markers was observed in any of the linkage maps.

* A consensus linkage map containing 4 consensus linkage groups was designed.

The average spacing of loci in these linkage groups was 4.1 cM.

* The contents of the saturated fatty acids, palmetic acid (Cis.0) and stearic acid
(Cis:0), as well as the contents of the unsaturated fatty acids, oleic acid (Cis:1), lino-
lic acid (Cis:2) and linoleic acid (Cig:3) in the seed oil, were estimated in both RI-

populations by gas chromatography.

» The contribution of these traits in the RI-populations and the correlations with each
other were analyzed. In both populations a significant correlation between the rela-
tive content of stearic acid and the relative content of oleic acid was observed. The

same was found for the relative contents of linolic and linoleic acid.
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» For all traits, several QTLs were estimated in both RI-populations. Some of these
QTLs explain up to 60% of the total phenotypic variance in the respective fatty

acid content.

» A correlation between the QTLs for the traits ‘relative content of linolic acid in the
seed oil’ and ‘relative content of linoleic acid in the seed oil’ was observed in popu-
lation Il [Viking x McGregor-E1747].

* Both, positive as well as negative, transgression effects were detected for each
trait. Furthermore, several QTLs showed pleiotropic effects concerning different

traits.

The establishment of molecular marker techniques, and the development of molecu-
lar linkage maps is the first and unalterable step for the map based cloning of single
genes. The localization and mapping of QTLs for the fatty acid pattern in the seed oll
allows a direct application of the here presented linkage maps for marker assisted
selection in linseed breeding. Furthermore, the availability of new oilseed cultivars,
designed for the specific industrial demand, may allow an increased economy of flax

cultivation.
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8 ANHANG
8.1 Standard-Lésungen

Tris/HCI-Lésung (1 M; pH 8,0)
Die entsprechende Menge Tris wurde in 80% des Endvolumens H;Opigest. gelost, mit HCl.q,c. auf den
pH-Wert 8,0 eingestellt. Anschlielend wurde die Losung mit H,Opigest. biS zu dem gewlinschten Endvo-

lumen aufgefillt. Die Losung wurde autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

Tris/Acetat-Lésung (1 M; pH 8,0)

Die entsprechende Menge Tris wurde in 80% des Endvolumens H,Opigest. gelist, mit conc.. Essigsaure
(Eisessig) auf den pH-Wert 8,0 eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung mit HyOpigest. bis zu dem
gewiinschten Endvolumen aufgefillt. Die Losung wurde autoklaviert und bei Raumtemperatur gela-
gert.

EDTA (0,5 M: pH 8,0)
Die entsprechende Menge EDTA-Na-Salz wurde in 80% des Endvolumens H,Opigest. gelost, mit NaOH
auf den pH-Wert von 8,0 eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung mit HyOpigest. biS zu dem ge-

winschten Endvolumen aufgefillt. Die Lésung wurde autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

NaAc (3M)

Die entsprechende Menge Natriumacetat wurde abgewogen und mit H,Opigest. @uf das gewlinschte

Endvolumen aufgefillt. Die Losung wurde autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

CTAB-Puffer (2x)
2,0% (w/v) CTAB

200 mM Tris/HCI (1 M; pH 8,0)

20 mM EDTA (0,5 M; pH 8,0)

1,4M NacCl

1,0% (w/v) PVC

280 mM BME (kurz vor der Verwendung hinzufiigen)

TE-Puffer (1x)
10 mM Tris/HCL (1 M; pH 8,0)
1mM EDTA (1 M; pH 8,0)

Die Lésung wurde autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

TAE-Puffer (1x; pH 8,0)

40 mM Tris/Acetat (pH 8,0)

1mM EDTA

Die Losung wurde autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.
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Beladungspuffer (10x) fiir Agarosegele
40% (v/iv)  Glycerin

200mM  EDTA

0,03% (w/v) Bromphenolblau
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8.2 Pflanzenmaterial

8.21

Population |

Linie

Kreuzung

1737
1739
1740
1741
1742
1743
1744
1746
1749
1751
1752
1761
1762
1763
1767
1768
1773
1775
1776
1777
1779
1780
1781
1786
1787
1790
1791
1793
1794
1797
1798
1803
1804
1805
1806
1809
1810
1811
1813
1815
1817
1818
1823
1824
1825
1826
1827
1828
1829
1830
1833
1835
1836
1837
1838
1839
1840
1841

Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62
Atalante x Szegedi62

Linie

Kreuzung

1848
1851
1852
1854
1858
1860
1862
1864
1865
1870
1871
1872
1874
1876
1877
1881
1883
1885
1886
1888
1889
1890
1893
1896
1898
1899
1900
1901
1902
1905
1908
1909
1910
1912
1914
1917
1918
1923
1924
1929
1930
1932
1934
1935
1936
1937
1938
1941
1942
1943
1946
1947
1948
1949
1950

Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
Szegedi62 x Atalante
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8.2.2 Populationli

Linie

Kreuzung

L2-001
L2-002
L2-004
L2-005
L2-006
L2-008
L2-012
L2-013
L2-016
L2-017
L2-024
L2-026
L2-028
L2-033
L2-034
L2-038
L2-039
L2-044
L2-046
L2-048
L2-050
L2-052
L2-054
L2-055
L2-057
L2-058
L2-061
L2-062
L2-063
L2-064
L2-066
L2-070
L2-075
L2-077
L2-078
L2-080
L2-081
L2-082
L2-084
L2-085
L2-086
L2-088
L2-091
L2-094
L2-095

Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747

Linie

Kreuzung

L2-096
L2-097
L2-098
L2-102
L2-103
L2-105
L2-106
L2-109
L2-114
L2-116
L2-119
L2-120
L2-122
L2-125
L2-126
L2-127
L2-128
L2-132
L2-133
L2-134
L2-135
L2-137
L2-139
L2-141
L2-142
L2-143
L2-147
L2-149
L2-151
L2-152
L2-153
L2-154
L2-156
L2-158
L2-159
L2-160
L2-161
L2-162
L2-164
L2-165
L2-166
L2-172
L2-173
L2-176

Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
Viking x McGregor-E1747
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8.3 RAPD-Primer

8.3.1 Ubersicht iiber alle getesteten RAPD-Primer

Nr.|Roth |Sequenz GC-Gehalt Nr.|Roth |Sequenz GC-Gehalt
1 |180.01 |GCA CCC GAC G |80% 41|280.01 [GCA GCA GCC G |80%
2 [180.02 [CGC CCA AGC C [80% 42280.02 [CGA CGC GIG C |80%
3 |180.03 [CCA TGG CGC C [80% 43|280.03 [ACC CGT CCC C |80%
4 |180.04 |CGC CCG ATC C (80% 44 |280.04 [GCA GCT CCG G |80%
5 [180.05 [ACC CCA GCC G |80% 45|280.05 [CGA GAC GGG C |80%
6 |180.06 |GCA CGG AGG G [80% 46 |280.06 [ACC GCC TCC C |80%
7 1180.07 |GCA CCC CGG A |80% 47 1280.07 |GCA GGTI CGC G |80%
8 [180.08 [CGC CCT CAG C [80% 48280.08 |[GGC CAC AGC G |80%
9 |180.09 |GCA CGG TGG G |80% 49]280.09 |ACG CCC TGG C |80%
10180.10 |CGC CCT GGT C [80% 50 (280.10 |CGC GAA CGG C [80%
11170.01 |CAT CCC GAA C [70% 51(380.01 |ACG CGC CAG G [80%
12]170.02 |CAG GGT CGA C [70% 52|380.02 |ACT CGG CCC C |80%
13170.03 [ACG GIG CCT G |70% 53 (380.03 |GGC CCC ATC G (80%
14170.04 |CGC ATT CCG C [70% 54 (380.04 |CGC GAG GIG C [80%
15]170.05 |GAG ATC CGC G [70% 55|380.05 |CGA TCC GCG C |80%
16 [170.06 [GGA CTC CAC G |70% 56 (380.06 |CCC GAC TGC C (80%
17 |170.07 [ATC TCC CGG G |70% 57 (380.07 |GGC AAG CGG G [(80%
18]170.08 |CTG TAC CCC C [70% 58 380.08 |CGC ACC GCA C |80%
19170.09 [TGC AGC ACC G |70% 59 (380.09 |ACG GCG GCT C (80%
20(170.10 |CAG ACA CGG C [70% 60 (380.10 |CGC GCT ACG C (80%
21(160.01 |CGC AGT ACT C |60% 61 (370.01 |TCC CTG TGC C |70%
22]160.02 |GTC CTA CTC G |60% 62|370.02 |GCT CTC CGTI G |70%
23 (160.03 |CTA CAC AGG C |60% 63370.03 |GAG ACG TCC C |70%
24 (160.04 |GTC CTT AGC G |60% 64 (370.04 |GTA TGC CGC G |70%
25]160.05 |GTC CTC AAC G |60% 65|370.05 |GCA CCG AAC G |70%
26 (160.06 |CTA CTA CCG C |60% 66 [370.06 |CCG GCG TAT C [70%
27 (160.07 |GAG TCA CTC G |60% 67 |370.07 |AGC CTG ACG C |70%
281160.08 |GTC CTC AGT G |60% 68|370.08 |GCT CTG GCA G |70%
29 (160.09 |CGT CGT TAC C |60% 69 [370.09 |CGC ACT CGI C |70%
30(160.10 |GCA GAC TGA G [60% 70(370.10 |CTG TCC GGI C [70%
31]270.01 |GTC TCG TCG G |70% 71]470.01 |GCC CCT CIT G |70%
32(270.02 |GGC CTA CTC G |[70% 72(470.02 |GGA CCG ACT G [70%
33(270.03 |GTG TAG GGC G |[70% 73(470.03 |CTG TCG GCT C [70%
34 (270.04 |CGG GTC GAT C |70% 74 (470.04 |GGA CCG CTA G [70%
35]270.05 |GCC CTC TTC G |70% 75]470.05 |CAT GIC CGC C |70%
36 (270.06 |CAG GGG CAT C [70% 76 (470.06 |GCA CGI GAG G [70%
37 (270.07 |GAG ACC TCC G |[70% 77 (470.07 |CTA TCG CCG C [70%
38]270.08 |GEC CTT CAG G |70% 78470.08 |GAG AGG GAG G |70%
39(270.09 |GCT CTC ACC G |[70% 79 (470.09 |CCG GGG TTA C [70%
40]270.10 |TGC ACG GAC G |70% 80(470.10 |CGC AGA CCT C [70%
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Nr.

Roth

Sequenz

GC-Gehalt

81

480.01

CAC

CCT

:

80%

82

480.02

GCC

CCA

80%

83

480.03

CGC

AGT

80%

84

480.04

CGC

CAC

80%

85

480.05

CAC

CTG

80%

86

480.06

C

CTC

80%

87

480.07

CGC

CAG

80%

88

480.08

CGEC

GIC

80%

89

480.09

CTC

ece

80%

90

480.10

TGG

TCG

80%

91

260.01

TCT

60%

92

260.02

ACT

8 41818(8(21588|8 8

60%

93

260.03

ACC

60%

94

260.04

TAT

60%

95

260.05

GTA

86

60%

96

260.06

GAT

ATG

60%

97

260.07

TTA

60%

98

260.08

GAC

60%

99

260.09

GAT

60%

100

260.10

CGA

60%

101

360.01

TGT

60%

102

360.02

ATA

8145(8/3|0

60%

103

360.03

AGC

S
OIO[O|OO|DO[O|D[O]D|O[O|O[O]IO[O|O|O[O|O[®

GAT

60%

104

360.04

TCA

TCC [sic!]

60%

105

360.05

GIT

ACGC C

60%

106

360.06

GCT

CAT G

60%

107

360.07

TTG

CTA G

60%

108

360.08

CCT

ACG G

60%

109

360.09

GCT

GAG C

60%

110

360.10

CAG

&CT G

60%

111

460.01

GCG

ATC G

60%

112

460.02

GEA

TAC G

60%

113

460.03

CGA

TAC C

60%

114

460.04

GAG

AAG G

60%

115

460.05

GCT

CTIG G

60%

116

460.06

GCC

ATG G

60%

117

460.07

GTA

C&C G

60%

118

460.08

TGA

GCC C

60%

119

460.09

TGT

TAC C

60%

120

460.10

GGT

CIG C

60%
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8.3.2 Zur Kartierung der Population | [Szegedi62 x Atalante] verwendete
RAPD-Primer

RAPD-Primer

GC-Gehalt

Amplifizierte Fragmente

Polymorphe Fragmente

R160-09
R260-02
R460-03
R460-04
R170-07
R170-10
R270-10
R370-04
R370-06
R370-09
R180-02
R180-05
R180-06
R180-06
R280-04
R280-09
R380-03
R380-05
R480-07

60%
60%
60%
60%
70%
70%
70%
70%
70%
70%
80%
80%
80%
80%
80%
80%
80%
80%
80%

8

N O OCITOOWNOOOOO O OO~ O O

~

1

PNRPRPREPNRPRPNNRNRRRRRR

Summe
Mittelwert

116
6,1

Ll ]
w
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8.4 ISSR-Primer

Name Basensequenz Amplifikation

(AC);AGG |ACA CAC ACA CAC ACA GG 4 Fragmente

AGC GR* [AGC AGC AGC AGC GR 8 Fragmente

CAA-6 CAA CAA CAA CAA CAA CAA keine deutlichen Fragmente
CAR* CAC ACACAC ACAR 5 Fragmente

GAA-7 GAA GAA GAA GAA GAA GAA GAA keine deutlichen Fragmente
GAA-9 GAA GAA GAA GAA GAA GAA GAA GAA GA2-3 diffuse Fragmente
GCTY* GCTGCTGCTGCTY 4 diffuse Fragmente
UBC-801 |[ATA TAT ATATAT ATATT nicht amplifiziert

UBC-804 |TAT ATA TAT ATA TAT AA nicht amplifiziert

UBC-807 |AGA GAG AGA GAG AGA GT 2 Fragmente

UBC-810 |GAG AGA GAG AGA GAG AT 3 Fragmente

UBC-813 |CTCTCTCTCTCTCTCTT 3 Fragmente

UBC-816 |[CAC ACA CAC ACACACAT keine deutlichen Fragmente
UBC-819 |[GTG TGT GTG TGT GTG TA keine deutlichen Fragmente
UBC-822 |TCT CTC TCT CTC TCT CA keine deutlichen Fragmente
UBC-825 |[ACA CAC ACACACACACT 7 Fragmente, 1 Polymorphismus
UBC-826 |ACA CAC ACA CACACACC 9 Fragmente, 3 Polymorphimen
UBC-827 |ACA CAC ACA CAC ACACG 6 Fragmente

UBC-828 |[TGT GTG TGT GTG TGT GA keine deutlichen Fragmente
UBC-855 |[ACA CAC ACA CAC ACAC(CCT)T 7 Fragmente

UBC-860 [TGT GTG TGT GTG TGT G(AG)A 6 Fragmente

UBC-864 |ATG ATG ATG ATG ATG ATG 5-6 diffuse Fragmente
UBC-866 [CTCCTC CTCCTCCTCCTC 5 diffuse Fragmente

*= aus KANTEY et al. 1995
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8.5 AFLP-Primer

EcoRIl/Msel-Primer | Farbstoff| Polymorphe Fragmente | Fragmente (gesamt)
ACA/CAT 5FAM 5 148
ACT/CGA 5FAM 5 116
ACT/CTT 5FAM 5 125
AGT/CAA 5FAM 10 105
AGT/CAT 5FAM 6 98
AGT/CGA 5FAM 6 99
AGT/CTC 5FAM 6 103
AGTICTG 5FAM 8 108
AGTICTT 5FAM 5 105
AAG/CAC JOE 7 >250
ACG/CAA JOE 1 190
ACGICTC JOE 3 54
ACGICTG JOE 4 109
AGG/CAC JOE 6 81
AGGI/CTA JOE 5 >250
AGG/CTT JOE 4 ?
AAC/CAT TAMRA 5 54
AAC/CTC TAMRA 6 61
ACCI/CAC TAMRA 3 58
ACC/CTA TAMRA 6 56
ACCICTG TAMRA 1 112
AGCICAA TAMRA 4 61
AGC/CAT TAMRA 3 143
AGCICGA TAMRA 4 112
AGCICTG TAMRA 6 38
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8.6 Steuerungsparameter des ABI 377 Prism DNA Sequencers

Parameter Plate Check A Pre-Run Run
Electrophoresis Voltage oV 2500 V 2500 V
Electrophoresis Current 0mA 50 mA 50 mA
Electrophoresis Power ow 150 W 150 W
CCD Offset 250 250 250
Collection Time 1lh 1h 4h
Gel Temperature 20°C 51°C 51°C
Laser Power 40 mW 40 mW 41 mW
CCD Gain 2 2 2
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8.7 Steuerungsparameter des Gaschromatographen

8.7.1 Analyse 1

Heated Zones:

Injektor A: CAP

Injektor A Setpoint: 230°C
Detector A: 230°C
Auxiliary (NONE): 0°C

Oven Program:
Cryogenics: OFF

Initial Temp: 200°C

Initial Hold: 6.0 min
Equilibration Time: 0.0 min
Total Run Time: 6.0 min

Channel Parameters:

Data will be collected from channel A.

Channel A signal source: DetA
Analog Output: INT
Attenuation: -4

Offset: 5.0 mV

Delay Time: 0.0 min

Run Time: 6.0 min

Sampling rate: 6.2500 pts/s

Autosampler Method:
Injection Volume: 1.0 pl
Injection Speed: NORM
Viscosity Delay: 0
Waste Vial: 2

Carriers Parameters:
Carrier A Setpoint: 100.0 kPa

Valve Configuration and Settings:
Valve 1: Split on
Valve 2-6: NONE

Detector Parameters:
Detector A: FID
Range: 1

Time Constant: 200
Autozero: ON

Injektor B: NONE
Injektor B Setpoint: OFF
Detector B: 0°

Maximum Temp: 240°C

Channel B signal source: DetB
Analog Output: INT
Attenuation: 0

Offset: 5.0 mV

Pre-Sequence Washes: 1
Sample Washes: 3
Sample Pumps: 3
Solvent A Washes: 3

Detector B: NONE



Anhang

151

8.7.2 Analyse 2
Column:

Film thickness:

Start temperature:
Heating rate:

End temperature:
Split injection:
Carrier gas:

Injection temperature:

Detection temperature:

25m x 0,25mm |.D. FFAP (Machery & Nagel)
0,25 pm

180°C

2°C/min

210<C

1:70

150 kPa H,

230°C

230°C
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8.8 Ergebnisse der Fettsaureanalyse

8.8.1 Population | [Szegedi62 x Atalante]

F6-RI-Linie | C16:0 [%] | C18:0 [%] | C18:1 [%] | C18:2 [%] | C18:3 [%]
Szegedi62 5,84 4,52 31,36 16,16 42,12
Atalante 6,52 3,84 33,19 17,14 39,32
1737 6,63 4,73 21,63 - -
1738 6,85 4,06 23,22 18,49 47,38
1739 6,50 4,07 28,90 15,05 45,48
1740 6,46 4,98 26,58 15,42 46,56
1741 6,51 3,87 25,88 17,70 46,07
1742 6,72 4,05 22,99 16,26 49,98
1743 6,64 3,66 25,00 16,34 48,37
1744 7,15 5,10 21,39 12,77 53,60
1746 5,97 3,48 21,17 15,91 53,47
1749 6,62 3,21 19,25 16,20 54,72
1751 6,22 3,24 16,12 15,51 58,91
1752 6,45 3,42 17,77 15,71 56,65
1753 6,67 4,02 17,52 15,49 56,30
1763 6,92 4,12 18,50 15,89 54,57
1765 6,94 4,34 23,05 16,20 49,47
1766 7,31 4,75 27,72 17,22 43,00
1767 7,15 3,86 20,18 15,37 53,47
1768 7,01 4,17 21,47 13,09 54,27
1769 7,76 4,76 22,78 13,43 51,27
1770 7,60 3,81 23,67 15,22 49,70
1773 6,09 3,58 22,46 11,07 56,80
1774 6,86 3,29 21,86 14,38 53,61
1775 6,28 3,46 19,10 15,26 55,88
1776 7,36 4,94 26,02 14,86 46,83
1779 7,21 4,08 24,51 13,37 50,83
1780 6,22 3,66 19,26 11,83 59,02
1781 6,99 3,46 20,64 13,41 55,49
1785 6,65 4,32 29,14 14,38 45,51
1786 7,15 4,17 31,61 14,08 42,99
1787 6,10 3,23 19,07 13,12 58,49
1789 6,63 3,51 18,74 14,38 56,74
1791 6,82 3,73 20,42 15,41 53,63
1792 6,15 4,11 21,30 15,38 53,05
1793 7,07 4,96 25,05 14,08 48,84
1794 7,23 4,00 21,42 14,98 52,38
1802 7,10 3,63 21,92 15,15 52,20
1803 6,28 3,63 22,22 12,46 55,41
1804 6,41 3,88 18,68 13,82 57,22
1806 6,51 3,68 23,87 14,42 51,72
1810 7,92 4,73 23,07 15,55 48,73
1812 7,34 3,87 24,22 14,60 49,97
1813 6,57 3,66 28,76 15,72 45,28
1814 7,68 3,36 20,09 16,81 52,06
1815 7,13 4,43 25,36 16,04 47,04
1816 6,63 3,12 19,44 15,17 55,73
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F6-RI-Linie | C16:0 [%] | C18:0 [%] | C18:1 [%] | C18:2 [%] | C18:3 [%]
1817 7,54 3,96 24,45 13,43 50,63
1818 7,64 4,30 21,91 13,63 52,53
1821 7,00 4,33 25,53 16,05 47,10
1822 7,31 5,16 24,23 13,83 49,47
1823 7,01 4,82 24,04 16,57 47,56
1824 7,16 3,77 18,66 14,82 55,61
1825 7,51 3,52 20,06 15,84 53,07
1826 6,33 3,51 22,00 15,89 52,27
1827 6,78 5,01 27,85 15,37 44,99
1828 - 3,94 21,71 15,75 49,48
1833 6,75 3,94 21,12 16,21 51,98
1834 6,34 3,50 19,56 15,45 55,15
1836 6,56 3,14 17,63 13,93 58,77
1837 6,84 3,88 24,00 14,62 50,67
1838 6,66 3,46 17,91 12,73 59,22
1839 6,61 3,77 19,74 15,72 54,17
1840 6,70 3,27 17,75 15,39 56,89
1849 7,51 3,78 22,89 16,28 49,54
1850 6,67 3,08 23,85 - -
1851 6,70 3,85 21,11 18,09 50,24
1852 6,85 3,56 20,02 16,97 52,60
1853 6,46 4,01 24,75 14,44 50,33
1854 6,40 3,51 21,09 16,46 52,54
1857 7,32 3,68 22,90 16,90 49,20
1858 6,74 3,56 26,56 15,64 47,51
1859 6,90 3,07 18,02 15,59 56,41
1860 7,04 4,37 24,61 17,01 46,98
1861 6,89 3,92 23,07 18,18 47,94
1863 6,98 3,48 24,89 17,40 47,25
1865 6,16 2,75 16,99 15,97 58,14
1866 6,36 3,50 20,33 15,22 54,59
1869 6,01 3,39 20,42 16,32 53,86
1870 6,85 3,29 18,72 15,44 55,69
1872 7,20 3,75 29,07 17,28 42,71
1873 6,83 3,55 27,80 16,97 44,85
1874 7,22 3,79 23,72 18,54 46,72
1875 6,44 3,17 20,46 14,78 55,15
1876 6,61 4,00 26,73 13,37 49,28
1877 6,56 3,72 21,33 14,18 54,20
1878 6,69 3,78 24,95 18,36 46,22
1881 6,99 3,53 19,61 16,92 52,94
1882 8,13 5,21 30,49 19,6 -
1883 7,06 3,98 25,20 17,22 46,54
1886 6,61 3,07 25,18 15,99 49,14
1888 6,77 3,54 22,46 15,85 51,39
1890 5,62 3,04 21,66 12,59 57,09
1895 6,48 4,15 22,15 16,72 50,51
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F6-RI-Linie | C16:0 [%] | C18:0 [%] | C18:1 [%] | C18:2 [%] | C18:3 [%]
1897 6,47 3,27 21,00 17,60 51,67
1899 6,67 3,34 17,41 13,78 58,80
1900 6,60 3,44 18,32 15,79 55,85
1901 7,36 3,67 27,05 15,88 46,07
1902 6,54 2,93 22,70 18,44 49,39
1905 6,52 3,11 19,79 16,01 54,57
1907 6,44 4,06 19,21 15,89 54,41
1908 7,08 3,08 22,55 16,73 50,56
1909 7,42 3,43 20,58 15,90 52,66
1910 6,20 3,03 18,45 16,12 56,30
1912 6,29 3,44 21,61 16,44 52,21
1913 6,62 3,77 18,52 15,10 55,99
1914 6,58 3,75 22,31 16,08 51,28
1917 6,46 3,62 20,99 16,63 52,29
1918 6,97 4,27 24,00 18,06 46,71
1920 7,28 4,72 30,85 13,25 43,89
1922 6,59 3,64 18,77 15,33 55,67
1923 6,78 4,08 24,93 15,38 48,83
1925 6,57 3,74 22,47 16,55 50,76
1929 5,98 3,24 23,54 17,73 49,51
1930 6,74 4,21 20,56 16,32 52,17
1931 6,77 3,62 19,16 15,78 54,77
1932 6,69 3,80 17,94 15,76 55,80
1933 7,10 3,83 24,50 15,27 49,30
1937 6,37 3,53 28,82 15,95 45,53
1938 7,14 5,29 28,37 17,88 41,32
1942 8,4 5,26 29,13 - 56,55
1943 6,32 3,08 19,55 15,50 55,55
1944 6,41 2,93 16,16 12,78 61,71
1947 6,73 3,44 28,93 15,01 45,89
1948 7,32 4,51 29,76 12,65 45,74
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8.8.2 Population Il [Viking x McGregor-E1747]

F5-RI-Linie | C16:0 [%] | C18:0 [%] | C18:1[%] | C18:2[%] | C18:3 [%] | And. [%]
VM-001 51 3,6 19,1 48,7 22,8 0,6
VM-002 5,2 3,5 17,4 27,5 45,8 1,3
VM-004 6,6 3,5 22,5 61,3 5,5 0,4
VM-005 5,8 2,7 18,3 69,8 2,1 0,6
VM-006 5,9 2,3 17,6 20,5 52,9 0,7
VM-008 5,2 3,7 23,4 24,7 42,1 0,6
VM-012 5,8 5,2 22,3 30,4 35,5 0,8
VM-013 5,8 3,2 19,4 18,9 51,9 1,1
VM-016 6,1 3,3 21,2 18,0 50,5 0,7
VM-017 5,9 2,8 16,9 17,6 55,9 0,7
VM-024 5,6 2,9 20,9 17,3 52,2 0,9
VM-026 6,4 3,1 21,1 59,5 9,2 0,4
VM-028 7,0 2,5 16,8 70,2 2,5 0,5
VM-033 6,3 2,7 20,3 31,6 38,5 0,5
VM-034 6,8 3,1 17,9 58,7 12,7 0,7
VM-038 6,3 2,9 17,3 36,3 36,6 0,6
VM-039 5,7 2,9 20,2 38,4 32,1 0,7
VM-044 6,9 4,0 19,9 22,9 45,2 0,5
VM-046 6,2 3,1 17,7 29,3 42,9 0,6
VM-048 6,2 3,3 22,7 36,3 30,8 0,6
VM-050 6,5 2,5 19,1 19,4 51,4 0,6
VM-052 6,7 4,5 18,0 37,9 32,2 0,6
VM-054 6,0 3,9 15,1 34,1 40,3 0,9
VM-055 5,7 2,7 19,4 46,8 24,8 1,1
VM-057 5,8 2,3 16,9 39,4 35,1 1,1
VM-058 6,2 3,5 22,2 29,8 37,8 0,6
VM-061 6,5 3,7 16,5 39,2 33,5 0,5
VM-062 5,7 3,3 16,4 39,7 34,2 1,0
VM-063 6,0 3,8 27,0 34,0 28,5 1,1
VM-064 6,3 2,9 18,4 68,5 3,1 0,6
VM-066 5,7 2,6 16,7 29,7 44,7 0,8
VM-070 6,2 4,4 19,5 19,6 49,2 0,9
VM-075 5,6 3,1 17,1 70,1 3,2 0,9
VM-077 6,1 4,6 22,8 35,4 30,5 0,7
VM-078 5,6 3,2 18,9 18,9 52,7 0,9
VM-080 5,8 3,1 21,7 36,3 32,6 0,7
VM-081 6,3 2,5 17,6 70,0 3,1 0,6
VM-082 6,3 2,5 17,8 33,3 39,4 0,6
VM-084 6,4 4,1 16,1 39,5 33,3 0,5
VM-085 6,3 3,5 15,5 30,5 43,5 0,4
VM-086 5,7 3,2 15,6 30,4 44,5 0,6
VM-088 5,5 4,3 15,7 20,5 53,4 0,8
VM-091 6,3 3,7 23,2 63,1 3,1 0,6
VM-094 5,0 3,1 23,0 18,9 49,2 0,7
VM-095 6,3 4,1 19,6 29,2 40,0 0,4
VM-096 6,1 4,2 18,8 45,1 25,1 0,5
VM-097 5,9 3,5 17,7 69,5 2,8 0,6
VM-098 5,6 2,8 20,4 20,1 50,5 0,8
VM-102 6,1 3,7 16,9 32,5 40,2 0,6
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F5-RI-Linie | C16:0 [%] | C18:0 [%] | C18:1 [%] | C18:2 [%] | C18:3 [%] | And. [%]
VM-103 5,9 41 23,9 424 22,8 0,6
VM-105 6,4 4,0 21,7 426 24,7 0,4
VM-106 6,3 4,3 17,8 32,9 38,1 0,6
VM-109 6,5 2.8 16,7 31,7 41,7 0,7
VM-114 6,7 2,6 15,8 50,0 24,3 0,5
VM-116 6,7 3,9 19,5 32,3 36,9 0,5
VM-119 6,1 3,7 19,8 418 28,0 0,5
VM-120 6,2 3,2 21,7 54,1 14,2 0,6
VM-122 6,7 42 18,4 39,3 30,9 0,5
VM-125 7.0 4,0 20,1 31,5 36,8 0,5
VM-126 6,0 3,7 18,0 46,3 25,6 0,8
VM-127 7.4 3,9 16,3 20,8 50,7 0,5
VM-128 6,1 472 15,1 70,7 3,5 0,7
VM-132 6,2 472 19,2 344 35,6 0,8
VM-133 6,5 3.1 19,5 22,8 476 0,6
VM-134 6,5 3.1 17,2 19,1 53,6 0,5
VM-135 72 3.4 19,5 40,9 28,5 0,6
VM-137 6,7 2.2 16,5 355 38,4 0,5
VM-139 5.8 3,7 15,5 37,6 36,8 0,7
VM-141 6,6 3,5 16,3 58,9 14,1 0,6
VM-142 71 3,5 16,7 37,5 34,7 0,4
VM-143 7.0 3,7 18,3 32,6 38,0 0,7
VM-147 72 2,7 17,8 67,4 43 0,6
VM-149 6,0 3,6 21,7 40,0 28,2 0,6
VM-151 5.8 2,5 17,3 19,3 54,6 0,7
VM-152 6,3 2,5 15,4 53,1 22,1 0,7
VM-153 6,2 3,7 16,5 66,1 7.0 0,6
VM-154 6,3 3,3 16,7 53,3 19,9 0,6
VM-156 5,9 3.4 19,2 38,0 32,8 0,5
VM-158 6,0 3,7 17,2 22,7 49,9 0,6
VM-159 5,9 3.8 18,6 21,2 50,0 0,6
VM-160 5,9 4,8 22,7 29,6 36,5 0,5
VM-162 6,2 3,8 17,4 33,2 38,7 0,6
VM-164 6,2 2,7 14,3 412 35,2 0,8
VM-166 5.6 35 20,1 25,2 45,0 0,8
VM-172 6,2 2,7 17,6 36,1 36,8 0,7
VM-173 72 2.8 15,3 32,9 40,8 0,5
VM-176 6,5 3.1 19,2 30,8 39,9 0,5
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