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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

Die europdaische Kulturkartoffel (Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum) gehdort zur
Familie der Nachtschattengewachse (Solanaceae) und ist zusammen mit ihren
Wildarten, von denen mehr als 200 bekannt sind, unter der Subsektion Potatoe in
19 Serien eingeteilt. Neben 6 regional kultivierten Arten und verschiedenen, enger
verwandten Wildarten, wurde sie der Serie XVI Tuberosa zugeordnet (HAWKES
1990). Es handelt sich um eine autotetraploide Art (2n = 4x = 48), deren Ursprung
sich von wenigen Einfuhren der Subspezies Solanum tuberosum L. ssp. andigena,
im spaten 16 Jahrhundert, aus Sudamerika herleiten lasst (BRADSHAW and
MACKAY 1994). Im Gegensatz zur Kulturart sind die meisten Wildarten nur di-
ploid (2n = 2x = 24), jedoch sind neben triploiden (3x) und pentaploiden (5x) auch
einige Arten mit bis zu sechs Chromosomensatzen bekannt (ROSS 1986).

Auf dem diploiden Niveau sind Kartoffelarten aufgrund von gametischer Selbst-
inkompatibilitdt, die hauptsachlich auf S-Allelen basiert, obligatorische Fremdbe-
fruchter, wahrend sie auf dem tetraploiden Niveau oft selbstkompatibel sind und

nach einigen Selbstungen Inzuchtdepression zeigen (HAWKES 1994).

Die praktische Zichtung basiert bis heute immer noch ausschlief3lich auf phano-
typischer Selektion. Stetig steigende Anforderungen, in den letzten Jahren
verstarkt auch an die Verarbeitungsqualitdt, fihren dazu, dass in den
Zuchtprogrammen ein vermehrter Aufwand betrieben werden muss, der sich unter
anderem in der Produktion einer gré3eren Samlingszahl wiederspiegelt. Dies soll
die Selektion auf einer moglichst breiten genetischen Basis garantieren und somit
den Anteil an Genotypen in den Nachkommenschaften erhthen, die Trager
erwiunschter Merkmalskombinationen sind. Heute werden jahrlich pro Zuchtbetrieb
zwischen 50.000 und 200.000 Samlinge angezogen. Fiur die Zichtung einer
neuen Sorte muss ein Zeitraum von ca. 10 Jahren veranschlagt werden
(TIEMANN 1997).

Einen neuen Impuls erhielt die Kartoffelzichtung durch Entdeckung von di-
haploiden Genotypen in den Nachkommen von tetraploiden Kartoffeln (HOUGAS
and PELOQUIN 1957, 1958). In der Folgezeit wurde die parthenogenetische
Induktion Dihaploider aus tetraploiden Genotypen durch Bestdubung mit dem
Pollen der Wildart S. phureja, entwickelt und verbessert (HOUGAS et al. 1964;
FRANDSEN 1967; HERMSEN and VERDENIUS 1973; HUTTEN et. al. 1994).
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Mit der Antherenkultur wurde eine weitere Technik zur Entwicklung Dihaploider
propagiert (NITSCHE and WENZEL 1977). Die Interdihaploidkreuzung mit
anschlieBender mitotischer oder meiotischer Retetraploidisierung, mittels
Colchizinierung bzw. Uber unreduzierte Gameten, versprach die komplexe
tetrasome Vererbung der Kulturkartoffel zu umgehen (CHASE 1963) und die
Kombination speziell quantitativer Merkmale zu erleichtern. Eine Weiter-
entwicklung dieses Gedankens stellt das analytisch-synthetische Zichtungs-
schema von WENZEL et al. (1979) dar. Dieses Modell bezieht neben der di-
haploiden auch die monohaploide Ebene ein, um die Selektion und Kombination
wertvoller Eigenschaften noch gezielter durchfihren zu kénnen. Die Retetra-
ploidisierung erfolgt hier mittels der Protoplastenfusion, wodurch die Kerngenome
zweier diploider Fusionspartner unter Umgehung der meiotischen Rekombination
addiert werden.

Die somatische Hybridisierung bietet neben der Erweiterung der genetischen
Basis der Kulturkartoffel, der Kombination komplex vererbter Merkmale, sowie der
Uberwindung natirlicher Kreuzungsbarrieren (MATTHEIJ et al. 1992; HELGESON
et al. 1993; NYMANN and WAARA 1997; THIEME et al. 1997), auch die
Moglichkeit zur Untersuchung der Effekte unterschiedlicher Plastiden-
Mitochondrien-Konfigurationen bei Pflanzen mit gleichartig zusammengesetzten
Kerngenomen (LOESSL et al. 1994). Im Gegensatz zur sexuellen Kreuzung, bei
der ein maternaler Erbgang des Cytoplasmas vorliegt, konnten bei Fusions-
hybriden der Kartoffel Rearrangements der mitochondrialen DNA nachgewiesen
werden, wahrend bei den Chloroplasten vorwiegend die Segregation in einen der
elterlichen Typen beobachtet wurde (KEMBLE et al. 1986; XU et al. 1993;
LOESSL et al. 1994; CARDI et al. 1999; BASTIA et al. 2000). Ferner schlossen
LOESSL et al. (1994, 1998) aus ihren Ergebnissen, dass der Mitochondrien-Typ
auf Starkegehalt und Ertrag von Fusionshybriden einen Einfluss hat.

HOSAKA and HANNEMAN (1988a,b) charakterisierten diverse Wildarten, sowie
Kartoffelsorten mittels RFLP und identifizierten verschiedene Chloroplasten-
Typen. Die Mehrzahl der Sorten wies dabei den sogenannten T-Typ auf, was auf
eine enge Basis des europaischen Kulturkartoffel-Genpools hindeutet. Weitere
Arbeiten bestatigten diese geringe Diversitat der Chloroplasten (WAUGH et al.
1990; POWELL et al. 1993). LOESSL et al. (1998) fanden das im deutschen

Sortenspektrum zwei Chlortoplastentypen (T,W) und drei Mitochondrientypen (a,
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B, y) dominieren. Zwischen den verschiedenen Plastom- und Chondriom-Typen
konnten Kopplungen beobachtet werden.

Bei der Kartoffel werden vor allem die haufig vorzufindenden Sterilitaten auf kern-
cytoplasmatische Interaktionen zurtckgefiihrt (GRUN et al. 1977; GRUN 1979).
Unterschiede beziglich verschiedener Merkmalsauspragungen bei Nachkommen
aus diversen reziproken Kreuzungen (SANFORD and HANNEMAN 1979;
HOOPES et al. 1980) deuten ebenfalls auf einen Einfluss des Cytoplasmas hin.
Dihaploidziichtung und Protoplastenfusion werden mittlerweile von verschiedenen
Instituten, aber auch von privaten Zuchtbetrieben durchgefuhrt. Trotz beachtlicher
Fortschritte (HOFFERBERT 1996; SCHWARZFISCHER et al. 1998), steht die

Zulassung einer Fusionshybride als Sorte noch aus.

Um 1960 entstand die Hypothese der maximalen Heterozygotie (DEMARLY 1963;
BINGHAM 1980), die einen starken Einfluss auf die Entwicklung von Strategien
zur Verbesserung von autotetraploiden Kulturpflanzen hatte. Sie geht davon aus,
dass heterozygote Polyploide mehr als zwei verschiedene Allele auf einem
bestimmten Locus tragen kénnen. Fir die tetraploide Kartoffel bedeutet dies, dass
bei ihr bis zu vier verschiedene Allele je Locus vorliegen kénnen. Jeder Locus hat
das Potential fur allelische Interaktionen erster-, zweiter-, oder dritter Ordnung.
Der These folgend, hangt die Leistungskraft (Ertrag, Fertilitat, etc.) stark von der
Intralocusdiversitat ab. So sollten autotetraploide Genotypen, die eine grol3e
H&aufigkeit von tetra- oder triallelen chromosomalen Segmenten aufweisen, jenen
in der Leistung uberlegen sein, die vorwiegend di- oder monoallelisch sind.

Verschiedene Experimente wurden seither durchgefihrt, um die Bedeutung von
genetischen Interaktionen an multiallelischen Loci auf die Leistungsfahigkeit von
Autopolyploiden zu untersuchen. So fanden MENDOZA und HAYNES (1974) bei
der Kartoffel, sowie DUNBIER und BINGHAM (1975) fur die ebenfalls auto-
tetraploide Luzerne (Medicago sativa L.) Hinweise, die diese Theorie unterstitzen.
Die Ergebnisse von SANFORD und HANNEMANN (1982) zeigen einerseits das
Potential des Konzeptes der Erhéhung der Heterozygotie, lassen aber auch auf
einen heterotischen Schwellenwert schlieRen, dessen Uberschreitung zu keiner
weiteren Leistungssteigerung fihrt. CHASE (1963) und MENDIBURU et al. (1974)
schlugen ein analytisches Zichtungsschema vor, dass sich nach der maximalen
Heterosis richtet. Beide Ansatze beinhalten die Kreuzung von vier divergenten

diploiden Eltern, um zwei verschiedene diploide Hybride zu erzeugen. Diese sollen
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ihrerseits kombiniert und anschlieiend polyploidisiert werden, um tetraploide
Genotypen zu erstellen, deren Genom sich aus allen vier Eltern zusammensetzt.
Als Ziel wurde die Erhdéhung der Anzahl tetra-alleler Loci gesehen.

Erst BONIERBALE et al. (1993) versuchten als erste diese Hypothese direkt
mittels molekularer Marker (RFLPs) nachzuvollziehen. Deren Ergebnisse deuten
an, dass die maximalen Heterozygotie keine universelle Mal3zahl ist, sondern

abhéngig vom genetischen Hintergrund des zu untersuchenden Materials.

Seit nunmehr dber einem Jahrzehnt werden molekulare Marker als Werkzeug
eingesetzt, um den Ziuchtungsfortschritt zu beschleunigen. Ihre Evaluierung und
Einsatz zur Genomkartierung, Marker gestitzten Selektion, Genotypisierung und
Bestimmung von Verwandtschaftsverhaltnissen sind vielfach dokumentiert
(MOHAN et al. 1997). Ausgehend von einer ersten, auf RFLP basierenden
Genomkarte bei einer Kulturpflanze, der Tomate (BERNATZKY and TANKSLEY
1986), wurden einfacher zu handhabende, auf der PCR-Reaktion (MULLIS et al.
1987; SAIKI et al. 1988) aufbauende DNA-Marker, wie RAPDs (WILLIAMS et al.
1990), SSRs (AKKAYA et al. 1992; MORGANTE and OLIVIERI 1993) und AFLPs
(VOS et al. 1995) entwickelt und eingesetzt.

Auch bei der Kartoffel erfolgten umfangreiche Analysen, die gangige Marker-
techniken einschlossen. GEBHARDT et al. (1989a) und GORG et al. (1992)
setzten RFLPs zur Genotypisierung von diploiden Zuchtstammen und Kultursorten
ein, um deren Anwendbarkeit flr eine Sortenidentifizierung hinsichtlich des
Sortenschutzes und der Charakterisierung von genetischen Resourcen zu
demonstrieren. In der Folge wurden weitere Markersysteme wie RAPDs (HOSAKA
et al. 1994) , AFLPs (KIM et al. 1998), ISSRs (PROVAN et al. 1996) und SSRs
(PROVAN et al. 1996a) fur die Untersuchung der genetischen Diversitdt von
Sorten , sowie den Verwandtschaftsverhaltnissen bei Wildarten (SPOONER et al.
1996) evaluiert. Molekulare Marker konnten ferner erfolgreich zur Identifizierung
von Fusionshybriden eingesetzt werden (XU et al. 1993a; PROVAN et al. 1996b;
THIEME and HACKAUF 1998; MATTHEWS et al. 1999).

Die Entwicklung einer effektiven Methode zur Erstellung Dihaploider aus tetra-
ploidem Ausgangsmaterial (HERMSEN and VERDENIUS 1973) hatte auch eine
grol3e Auswirkung auf die Durchfihrung genetischer Studien bei der Subspezies
tuberosum. Sie ermdéglichte die Erstellung diploider Kartierungspopulationen zur

Umgehung der komplexen tetrasomen Vererbung. Eine erste genetische Karte
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wurde von BONIERBALE et al. (1988) vorgestellt. Sie zeigten ebenso wie
GEBHARDT et al. (1991) die Homeologien zwischen den Genomen der Kartoffel
und der Tomate (Lycopersicon esculentum), mit gleicher Basischromosomenzahl
(x =12), auf.

Weitere Untersuchungen wurden in der Folge durchgefuhrt, um die Vererbung von
Merkmalen aufzuklaren, sowie molekulare Marker fur eine markergestitzte
Selektion (MAS) zu entwickeln.

Wahrend VAN ECK et al. (1993a,b) sich mit der Untersuchung der Anthocyan-
pigmentierung der Kartoffel, sowie der Kartierung von Loci fur die Schalen- und
Blutenfarbe, auf morphologische Merkmale konzentrierten, befassten sich die
meisten anderen Arbeiten mit der Lokalisierung von Resistenzloci gegen be-
deutende Schadlinge und Krankheiten. So konnte die Lage der Resistenzloci Grol
und H1, gegen die Pathotypen Rol und Ro4 des Nematoden Globodera
rostochiensis, identifiziert werden (BARONE et al. 1990; GEBHARDT et al. 1993;
PINEDA et al. 1993). Von den 11 bekannten dominanten R-Genen (R1-R11) die
rassenspezifische Resistenzen gegen den Pilz Phytophtora infestans vermitteln,
konnten vier (R1, R3, R6, R7) kartiert werden (LEONARDS-SCHIPPERS et al.
1992; EL-KHARBOTLY et al. 1994, 1996).

Andere Studien beschaftigten sich mit der Erfassung quantitativ vererbter Eigen-
schaften. Diese umfassten u.a. die Analyse der Resistenzen gegen Phytophtora
infestans (LEONARDS-SCHIPPERS et al. 1994; COLLINS et al. 1999; OBER-
HAGEMANN et al. 1999), gegen die durch das Bakterium Erwinia carotovora var.
atroseptica hervorgerufene Schwarzbeinigkeit (ZIMNOCH-GUZOWSKA et al.
2000), sowie den Nematoden Globodera pallida (KREIKE et al. 1994; ROUPPE
VAN DER VOORT et al. 2000). Aber auch Eigenschaften wie Keimruhe; Knollen-
ertrag und Starkegehalt standen im Blickpunkt (FREYE et al. 1994; VAN DEN
BERG et al. 1996; SCHAFER-PREGL et al. 1998).

Die auf dem diploiden Niveau gefundenen Ergebnisse wurden von einigen
Arbeitsgruppen bezuglich ihrer Ubertragbarkeit auf die tetraploide Stufe, auf der
die traditionelle Zichtung basiert, evaluiert.

RAPD- und daraus entwickelte SCAR-Marker die eine Kopplung mit dem Ns
Locus aufweisen, der fir eine hypersensitive Reaktion der Pflanze gegen eine
Infektion durch das S-Virus (PVS) verantwortlich ist, eigneten sich nicht zur
Charakterisierung resistenter tetraploider Klone (MARCZEWSKI et al. 1998,
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2001). Das gleiche gilt fir die von NIEWOHNER et al. (1995) entwickelten
allelspezifischen Primer zur Detektion der Grol und H1 Resistenzallele.

Verfahren zur Studie der genetischen Kopplung bei Polyploiden wurden von WU
et al. (1992) und SORRELS (1992) diskutiert. Diese basieren auf sogenannten
single-dose restriction fragments (SDRF), simplex vererbten Marker-Allelen
(dominanten Markern) und wurden urspriinglich fur die RFLP-Technik entwickelt.
Kreuzt man Autotetraploide, so werden fiir einen dominanten Marker die in Tab. 1
aufgefuihrten Spaltungsverhaltnisse erwartet, wobei Bivalentenpaarung voraus-

gesetzt wird.

Tab. 1: Erwartete Spaltungsverhaltnisse eines dominanten Markers in einer

Kreuzung von Autotetraploiden:

Kreuzung Spaltung
Simplex x Nulliplex Aaaa x aaaa 1:1
Duplex x Nulliplex AAaa x aaaa 5:1

Eltern nicht unterscheidbar:

Doppelsimplex Aaaa x Aaaa 3:1
Duplex x Simplex AAaa x Aaaa 11:1
Duplex x Duplex AAaa x AAaa 35:1

Sonstige Kombinationen ergeben homogene Nachkommenschaften

In jingster Zeit wurde dieser Losungsansatz, mit Aufkommen der AFLP- und SSR-
Markertechniken, wieder aufgegriffen. Basierend auf single- (simplex) oder double-
(duplex) dose Markern, fuhrten BRIGNETI et al. (1997) eine 'bulk segregant
analyis' (BSA) durch und konnten drei AFLP-Marker identifizieren, die mit dem
dominant, monogen vererbten Gen Rys, gekoppelt sind. Den gleichen Ansatz
nach MICHELMORE et al. (1991) nutzten BENDAHAMANE et al. (1997), um den
Rx-Locus auf Basis einer spaltenden tetraploiden F;-Population zu lokalisieren.
Eine partielle Kopplungskarte der tetraploiden Kartoffel wurde 1998 von MEYER et
al. vorgestellt. Darauf aufbauend wurden Marker die mit quantitativer Resistenz
gegen Globodera pallida assoziiert sind, identifiziert (BRADSHAW et al. 1998).



EINLEITUNG 7

Zur Konstruktion von Kopplungskarten mittels molekularer Marker in Autopoly-
ploiden liegen bisher jedoch hauptsachlich nur theoretische Betrachtungen und
Simulationen vor (HACKET et al. 1998; LUO et al. 2001; RIPOL et al. 1999; WU et
al. 2001).

Ziel dieser Arbeit ist die Uberpriifung der Arbeitshypothese, ob eine Beziehung
zwischen Cytoplasmahintergrund und Merkmalsparametern, wie Starkegehalt und
Ertrag besteht. Es soll untersucht werden ob die Ergebnisse von LOESSL et al.
(1994) auf der tetraploiden Ploidiestufe nachvollziehbar sind, um Effekte definierter
Plasmahintergrinde auch gezielt fur Kreuzungsprogramme in praktischen Zucht-
betrieben nutzbar zu machen. Reziproke Populationen, die sich jeweils in ihrem
Plasma unterscheiden, sollen dabei genutzt werden, um dessen Wirkungen auch
bei meiotisch rekombiniertem Kernhintergrund quantifizieren zu kbnnen.

Die Hypothese der maximalen Heterozygotie soll mittels molekularer Marker direkt
auf genomischer Ebene anhand der tetraploiden reziproken Fi-Populationen
Uberpruft werden. Es stellt sich die Frage ob diese These, auf der die Strategien
fur die Kartoffelzichtung basieren, mit den gewahlten Markertechniken und
Parametern nachvollziehbar ist, d.h. eine Verbindung zwischen berechnetem
Heterozygotiegrad und Merkmalsvariabilitat besteht.

Ein Vergleich der reziproken Populationen beziglich ermittelter Heterzygotie und
den Frequenzen der Markerallele soll zeigen, ob die diesbeziiglich theoretisch zu
erwartenden gleichen Streuungen auch in der Realitat beobachtet werden kénnen.
Ist dies der Fall, so kénnen Populationsunterschiede in der Merkmalsvariabilitat
deutlicher auf Cytoplasma-Wirkungen zuriickgefuhrt werden.

Die Betrachtung der Allelfrequenzen lasst ferner einer Diskussion Uber den Nutzen
der verwendeten Marker fir die Kartierung Autotetraploider, basierend auf dem
SDRF-Ansatz (WU et al. 1992) zu.

Ferner sollte die genetische Diversitat unterschiedlicher Kartoffelherkiinfte mittels
molekularen Markern geschatzt werden. Es galt zu beantworten, ob die ermittelten
Verwandtschaftsverhéltnisse anhand bekannter Stammbaume nachvollziehbar
sind und inwiefern Unterschiede zwischen Ergebnissen bestehen, die mit unter-
schiedlichen Markersystemen gewonnen wurden. Kénnen letztendlich zukunftige
Zuchtprogramme auf Basis genetischer Distanzen effektiver geplant und durch-

gefuhrt werden ?
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Zusammengefasst wurden folgende Punkte bearbeitet:

A

Cytoplasma

Erstellung tetraploider reziproker Kreuzungspopulationen mit definiertem
Cytoplasmahintergrund.

Durchfiihrung von Feldversuchen zur Evaluierung phanotypischer Daten.
Cytoplasma und Kerngenom

Charakterisierung der Allelfrequenzen und Schatzung der Heterozygotie
zwischen und innerhalb der reziproken Populationen mittels molekularer

Marker.

Untersuchung des Einflusses von Heterozygotie, bzw. definiertem Cyto-

plasma auf die Merkmalsvariablitdt der Genotypen.

Kerngenom

Untersuchung der genetischen Diversitat von tetraploiden Kartoffelsorten
und Zuchtstammen mittels AFLP- und SSR-Markern.

Vergleich der beiden Markersysteme und daraus folgend Einschatzung der
Nutzbarkeit PCR-gestltzter Markertechniken fur den Einsatz in der

praktischen Kartoffelzlichtung.
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2. Material und Methoden
2.1 Pflanzenmaterial

2.1.1 Reziproke Kreuzungen

Im Frahjahr 1998 wurden reziproke Kreuzungen durchgefihrt, um Populationen
fur die Untersuchung der Hypothese der maximalen Heterozygotie unter Berlck-
sichtigung des Cytoplasmahintergrundes zu erstellen. Reziproke Populationen
eignen sich hierfur, da sie einerseits jeweils die selben Kreuzungseltern auf-
weisen, jedoch aufgrund der maternalen Vererbung, bei entsprechender Eltern-
wabhl ein unterschiedliches Cytoplasma besitzen.

Die Kreuzungen wurden mit tetraploiden Genotypen durchgefuhrt. Ausgangs-
material bildeten 40 Sorten aus der Beschreibenden Sortenliste (BUNDES-
SORTENAMT 1996) mit verschiedenen Eigenschaften wie Reifegruppe, Nutz-
ungsform, sowie unterschiedlicher Cytoplasma-Konfiguration nach der Einteilung
von LOSSL et al. (1998, 1999).

:

Abb. 1: Freilegung der Stolonen

Die Kreuzungen erfolgten unter kontrollierten Bedingungen im Gewachshaus. Um
eine verstarkte Blutenbildung zu induzieren wurden die Elternklone nach der



MATERIAL UND METHODEN 10

"Abmelkmethode" auf Stein angezogen (THIJN 1954). Hierzu wurden die Stolonen
der Pflanzen mittels starkem Wasserstrahl freigelegt (Abb. 1), sich neubildende
Knollen entfernt und damit eine Umleitung der Assimilate bewirkt. Ferner wurde
jede Pflanze auf 3-4 Triebe zuriickgeschnitten. Die Kastration der Bliten der als

Mutter verwendeten Pflanzen sollte einer Selbstung vorbeugen.

Tab. 2.1: Kreuzungseltern der Jahre 1998 und 1999

Cytoplasma-Konfiguration W/

Genotyp RG® Jahr® | Genotyp RG® Jahr®| Genotyp RG® Jahr®
Panda 4w 2 Patrona 3w 1 Adretta 3s 1
Artana 4w 2 Ponto 3w 2 Karlena 2s 1
Tomba 4w 1 Pepo 3w 1 Astra 2s 1

Ulme 4w 1 Donella 4s 1 Rita 1s 1
Combi 4w 1 Karsta 4s 1 Molli 1s 1
Cytoplasma-Konfiguration W/B*

Produzent 4w 1 Thomana 3w 1 Karat 2s 1
Indira 4w 1 Mira 2w 2 Berber 1s 1
Walli 3w 1 Aula 4s 1 Ukama 1s 1

Sommerg. 3w 1 Agria 3s 1 Leyla 1s 1
Rustica 3w 2 Erntestolz  3s 1 Atica 1s 1
Mentor 3w 1 Selma 3s 1

Cyto Iasma—Konfiguration WY
Sibu 4w 2 Bettina 3s 2 Sanira 4s 3
Assia 3w 2 Forelle 2s 2 Alwara 3s 3

Tomensa 2w 2 Felicitas 2s 2 Gambria  3s 3
Petra 2w 2 Pirola 4w 3 Kuras 4w 3

Tempora 2w 3 Aiko 3w 3 Heidrun 3

Ute 2w 2 uno 3w 3 Pluto 3
Fox 2w 3 Helios 3w 3

nach Lossl et al. (1998, 1999)

“Reifegruppe und Nutzungsrichtung: 1 = sehr frith; 2 = mittelfriih; 3 = mittelspat; 4 = spat / s =
Speise, w = Wirtschaft

®Bei Kreuzung eingesetzt im Jahr: 1 = 1998; 2 = 1998 und 1999; 3 = 1999

Die Kreuzungen wurden in grolRem Umfang geplant, da bei der Kartoffel haufig
Uber Sterilitat in verschiedenen Formen berichtet wurde, welche die Durchfihrung
von Kreuzungsprogrammen, speziell von Reziproken, erschwert (CLARK 1927;
GRUN et al. 1977; SANFORD and HANNEMANN 1979; HOOPES et al. 1980).
Nach Auswertung der Kreuzungseignung der unterschiedlichen Sorten wurde
postuliert, dass die W/y-Konfiguration in Verbindung mit einem Cytoplasmatisch-
Mannlichen-Sterilitats-System (CMS) steht (vgl. Kap. 3.1.2).
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Ein Testkreuzungsprogramm in 1999 sollte diese Annahme uberprifen. Zu diesem
Zweck wurden Kreuzungen, wie zuvor beschrieben, durchgefihrt. Als Pollen-
spender fanden hier vorwiegend Genotypen mit W/y-Konfiguration Verwendung.
Die Sorten Ponto und Mira, die sich 1998 als sehr fertile Polleneltern erwiesen,
dienten als Standard. Die Mutterpflanzen wiesen unterschiedliche Cytoplasma-
Konfigurationen auf. In Tab. 2.1 sind die in den beiden Jahren fir Kreuzungen

eingesetzten Genotypen zusammengefasst.

2.1.2 Anzucht der Kreuzungshybriden

Die Aussaat des erzeugten Saatgutes erfolgte in Anzuchtschalen. 8 reziproke

Populationen wurden aufgrund folgender Kriterien ausgewabhilt:

* Menge des je Population erzeugten Saatgutes.

* Reifegruppe bzw. Nutzungsform (Wirtschafts- bzw. Speisetyp) der Elternklone
(Eingruppierung nach Bundessortenamt 1996).

» Unterschiedlicher Cytoplasmahintergrund der Eltern (Einteilung nach LOESSL
et al. 1998,1999).

Die gewdahlten Populationen stellen zudem ein Diallel dar (Abb. 2). Der Cyto-
plasmatyp W/y wurde nicht bertcksichtigt, da hier keine reziproken Populationen
erstellt werden konnten (vgl. Kap. 3.1.2).

Je Population kamen mindestens 100 Samen zur Aussaat. Nach Erreichen einer
Pflanzenh6éhe von ca. 4 cm erfolgte die Pikierung. Jede Pflanze wurde in einen
Topf mit ca. 3,8 | Fassungsvermégen gepflanzt, um eine optimale Topfknollen-
entwicklung zu gewahrleisten. Nach Abreife der Pflanzen wurden die Knollen
geerntet und bei 5°C eingelagert.

Die Bezeichnung der erstellten Populationen erfolgte nach dem folgenden Schema:
Die Anfangsbuchstaben der Eltern kennzeichnen die jeweilige Population, wobei
die Stellung der Buchstaben Auskunft tUber die Kreuzungsrichtung gibt, z.B. MP
(Mira x Panda) oder PM (Panda x Mira).
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Mira (T/B; 2w)

/ Berber(T/B3; 1)

Thomana (T/B 4w)

Panda (W/a; 4w)

Cytoplasmakonfiguration der Elternklone: W/a, T/(3;

Reifegruppe bzw. Nutzungsform: Speise- (s) bzw. Wirtschaftssorte (w); sehr frihe (1);
frihe (2) und mittelspéte bis spate Sorte (4).

Kreuzungsrichtung: >

Abb. 2: Schema des Diallels

Insgesamt 8 Populationen wurden letztendlich im Feld geprift. Die beiden rezi-
proken Populationen aus der Kreuzung von Panda und Thomana wurden dabei
als Zentrale Populationen ausgewahlt. Anhand der an ihnen zuséatzlich erfolgten
molekularen Charakterisierung sollte neben der Frage des Einflusses des Cyto-
plasmas auf die Merkmalsvariabilitat ebenfalls die Hypothese der maximalen
Heterozygotie untersucht werden. Alle anderen Populationen, die zum Teil nur in
eingeschréankter Anzahl vorlagen, dienten als Nebenpopulationen hauptsachlich
zur Gewinnung zusatzlicher Informationen beziglich der Frage des Cytoplasma-

einflusses.

2.1.3 Verwandtschaftsanalyse

Insgesamt 69 tetraploide Genotypen wurden beziiglich ihrer genetischen Ahnlich-
keit untersucht. Es handelte sich dabei um 37 Sorten deren Auswahl nach unter-
schiedlicher Herkunft (Zuchterhaus), Reifegruppe, Nutzungsform und Cytoplasma-
typ erfolgte, sowie 32 A-Stammen aus einem aktuellen Zuchtprogamm der Fa.
Kartoffelzucht Bohm und ihres Kooperationspartners Fa. Dr. R.J. Mansholt’s
Veredelingsbedriijf (Niederlande) mit Schwerpunkt Chipseignung. Die Stdmme
weisen alle die Sorte Agria in ihrem Stammbaum auf und spiegeln verschiedene
Verwandtschaftsebenen wieder. Diese beinhalten mehrere Voll- und Halbge-

schwistergruppen. Klone der verschiedenen Sorten wurden von den entsprech-
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enden Zichterhausern zur Verfigung gestellt und im Gewéchshaus des Institutes
herangezogen. Von den Zuchtstammen wurden Blattproben im Zuchtgarten der
Station Kaltenberg/Bayern der Fa. Kartoffelzucht Bohm genommen.

Die untersuchten Genotypen, einschlie3lich ihrer Stammbaume werden, soweit
dies zur Klarung von Sachverhalten dient, im Ergebnisteil (Kap. 3.2) besprochen.
Eine ausfiuhrliche Auflistung inklusive zusatzlicher Informationen (Stammb&ume,

Herkunft, Reifegruppe, etc.) findet sich im Anhang.

2.2 Feldversuche

Feldversuche wurden zweijahrig am Standort Roggenstein bei Firstenfeldbruck/
Bayern angelegt. Da nur relativ wenige, ausreichend grof3e Knollen aus der
Gewachshausvermehrung zur Verfugung standen, wurden im Jahr 2000 acht
reziproke Populationen nach der Standardmethode ohne Wiederholung (MUN-
ZERT 1992) angebaut und in regelmafigen Abstanden Standards gesetzt. Eine
Parzelle bestand aus 5 Stauden und wurde von rotschaligen Genotypen
eingefasst.

Im Jahr 2001 beschréankte sich der Feldversuch (Abb. 3) auf zwei reziproke
Populationen (Zentrale Populationen), jedoch in dreifacher Wiederholung. Je
Parzelle wurden 7 Knollen gepflanzt. Der Versuch wurde als randomisierte Block-
anlage angelegt. Der Pflanzabstand innerhalb der Reihe betrug 35cm und
zwischen den Reihen 75cm. In beiden Versuchsjahren wurden die Knollen Anfang
Mai gelegt und das Kraut wurde Ende August mit Reglone (2,5 I/ha) abgetotet. Als
Herbizid fanden Bandur und Sencor, als Insektizid Ripcord, Pirimor und Plenum
und als Fungizid Acrobat, Brestan, Manex, Ridomil, Tanos und Shirlan

Verwendung.
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Abb. 3: Feldversuch in Roggenstein 2001

2.2.1 Feldbonituren

Wahrend der Vegetationsperiode wurde die Pflanzenentwicklung (H6he in cm) bei
Bluhbeginn gemessen. Am Erntegut erfolgte angelehnt an Hofferbert (1996), die
Beurteilung der Knollenschonheit (9 = sehr formschon; 5 = leichte Méngel; 1 =
sehr schlecht), und der Knollengrd3e (vorherrschende Knollenfraktion: 9 = sehr
grol3fallend; 5 = mittel-fallend; 1 = sehr kleinfallend), sowie die Erfassung des
Einzelstaudenertrags in Kilogramm. Der Starkegehalt in Prozent wurde nach der
Unterwassergewichtsmethode mit einer Starkewaage (Fa. MEKU) ermittelt.

Die oben beschriebenen Bonituren erfolgten an den beiden Zentralen Population-
en, die auch molekularbiologisch charakterisiert wurden. An den 6 reziproken
Populationen (Nebenpopulationen), die ausschlie3lich im Jahr 2000 im Feld-

versuch standen, wurde nur der Starkegehalt (%) erfasst.
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2.2.2 Test der Pollenvitalitat

Pollen wurde beziglich seiner Keimfahigkeit mittels In vitro Keimschlauch-
wachstumstest nach MORTENSON et al. (1964) lberprift. Dazu wurde eine
Pollenprobe 15 min mit einer Losung (Tab. 2.2) versetzt, um die Keimung des

Pollenschlauches zu stimulieren. Es erfolgte die Schatzung der prozentualen

Keimungsrate und ein Vergleich mit Pollen von Standardsorten.

Tab. 2.2: Losung modifiziert nach MORTENSON et al. (1964)

H3BO3
Ca(NO3)2x 4 H,O
MgSO, x 7 H,0
KNO3
Saccharose

100 ppm
300 ppm
200 ppm
100 ppm
15% (w/v)

pH 5,8

2.3 Losungen

Die Losungen fur die molekularbiologischen Arbeiten basieren auf SAMBROCK et

al. (1989).

CTAB-Extraktionspuffer (2x conc.)

Reagenz Konzentration
CTAB 2 % (W/v)
1 M Tris-HCI (pH 8,0) 200 mM
0,5M EDTA 20 mM
NaCl 1,4 M
PVP (M = 40.000) 1 % (W/v)
3-Mercaptoethanol 2 % (v/v)

DNase-freie RNAse (10 mg/ml)

DNAse-freie RNase A wurde in einer sterilen Lésung von 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
und 15 mM NaCl gelost, 15 min auf 100°C erhitzt, anschlieRend abgekuinhlt,

aliquotiert und bei —20°C gelagert.
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TE-Puffer
Reagenz Konzentration
1 M Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM
0,5 M EDTA (pH 8,0) 1 mM

ad H2Opjdest.

50 x TAE-Puffer

Reagenz Konzentration
Tris 2M
Essigsaure (99,7 %) 1M
EDTA 50 mM

Mit Essigséaure (99,7%) wird ein pH-Wert von 7,6 eingestellt

Ethidiumbromid-Lésung (10mg/ml)

Das eingewogene Ethidiumbromid mit HoOpigest. auf das Endvolumen auffillen und

l6sen. AnschlieRend bei 4°C dunkel lagern.

10x Beladungspuffer fir Agarosegele

Reagenz Konzentration
EDTA 0,2M
Glycerin 40% (viv)
Bromphenolblau 0,03% (wi/v)

10x TBE-Puffer

Reagenz Konzentration
Tris (Amresco) 0,89 M
Borsaure (Amresco) 0,89 M
EDTA (Amresco) 20 mM

Beladungspuffer fur Polyacrylamid Gele (ABI 377 Sequencer)

Dextran-Blau in Formamid bis zur Sattigung lésen.
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Polyacrylamid-Gel (5%) fur die Elektrophorese auf dem ABI PrismTM 377
Sequencer

Reagenz Menge
Long Ranger Gel Solution (FMC) 2,5ml
Harnstoff (Amresco) 9,09

H2Opidest. 13,0 ml
10% APS (Amresco) 125 pl
TEMED (Amresco) 17,5ul
Gesamtvolumen 25 ml

Aufgrund der langeren Auftrennungsstrecke der Fragmente wurde fur die AFLPs
das doppelte Gelvolumen (50 ml) im Vergleich zu den Mikrosatelliten (25 ml)
bendtigt.

TEo’]_ —Puffer

Reagenz Konzentration
1 M Tris-HCI (pH 8,0) 20 mM
0,5 M EDTA (pH 8,0) 0,1 mM

ad H2Opjdest.

2.4 Extraktion und Konzentrationsschatzung genomischer DNA

Von den molekularbiologisch zu charakterisierenden Genotypen wurden ca. 5-7g
junge Blatter abgeschnitten, mit flissigem Stickstoff schockgefroren und unter
standiger Kiihlung gemorsert. Das fein gemahlene Material wurde in 50ml Falcon-
Rohrchen Uberfuhrt und bei —20°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Anschliel3-
end erfolgte die Isolierung genomischer DNA modifiziert nach der CTAB-Methode
(SAGHAI-MAROOF et al. 1984).

Das gefrorene Pflanzenmaterial wurde mit 15ml, auf 65°C vorgewarmten, 2x
CTAB-Extraktionspuffer versetzt, kurz homogenisiert und anschlieRend 90 min bei
65°C in einem Wasserbad unter leichtem Schitteln inkubiert. Nach Abkihlung auf
Raumtemperatur, wurden 15ml Chloroform/Isoamylalkoholgemisch (24:1) zu den
Proben hinzuzugegeben, 30 min in einem Uberkopfschiittler (Reax 2, Fa.
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Heidolph) extrahiert und anschlieend zur Phasentrennung 20 min bei 3000 rpm
und 20°C zentrifugiert (Varifuge 3.2 RS, Fa. Heraeus).

Nach Uberfiihrung der wassrigen Phase in neue Falcon-Rohrchen und Zugabe
von jeweils 20 pl RNAse A (10 mg/ml), erfolgte 30 min bei 40°C eine Inkubation.
Nach Abkuhlung wurden erneut 15ml Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zu den
Proben hinzugegeben, wie oben beschrieben, im Uberkopfschiittler extrahiert und
anschlieRend zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder in einen neuen Satz
Falcon-Ro6hrchen Gberfihrt, 15ml eiskaltes Isopropanol (-20°C) zugegeben und
unter leichtem Schitteln der Gefal3e die DNA ausgeféllt. Das fadige Préazipitat
wurde mittels Glashaken in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfiuhrt und mit 70%igem
Ethanol mindestens einmal gewaschen. AbschlieRend erfolgte die vollstandige
Entfernung des Ethanols in einer Vakuumzentrifuge (BH-VC 300 Vacuum
Concentrator, Fa. Bachhofer) und die nun getrocknet vorliegende DNA konnte
mittels TE-Puffer zur gewtinschten Konzentration rtickgelost werden.

Um die Konzentration der DNA zu schatzen wurden Aliquots der Proben mit
Beladungspuffer versetzt, homogenisiert und zusammen mit einer definierten
Menge Lamda- DNA/Hind IllI-Standard (MBI-Fermentas) auf ein 0,8%iges
Agarosegel aufgetragen.

Fur die Herstellung des Gels wurden 0,8g Agarose je 100ml 1x TAE-Puffer zuge-
geben und unter Ruhren aufgekocht. Zur Anfarbung der Losung erfolgte die
Zugabe von 5pul Ethidiumbromid je 100ml Gellésung wéahrend der Abkuhlungs-
phase. Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basenstapel der DNA, wodurch

diese im UV-Licht sichtbar gemacht werden kann

2.5 Charakterisierung der Cytoplasmakonfiguration

Die Charakterisierung der Chloroplasten- und Mitochondrien-Typen erfolgte mit
den von LOESSL et al. (1999, 2000) beschriebenen spezifischen Primerpaaren
(Tab. 2.3).
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Tab. 2.3: Spezifische Primer zur Identifizierung der Cytoplasmakonfiguration

CP-Primer’  Sequenz

ALC 1 5-TAG AAT CAG GAG GTC TT-3

ALC 3 5-TTACTC ACG GCA ATC-3

MT-Primer’ Sequenz

ALM 1 5-CAC AAATCCATCTTT GTT TAT GC-3’
ALM_3 5-GCG TTG GCT TAC AGC GAA ACT AG-Z
ALM 4 5-AAT AAT CTT CCA AGC GGA GAG-Z
ALM_5 5-AAG ACT CGT GAT TCA GGC AAT-3’
ALM 6 5-AAT TAG GCC CGG CTA GGA ACA-3
ALM 7 5-AAC CCAGTC CCT ATG GTATCT CCT-3

'Primer zur Identifizierung des Plastiden-Typs

*Primer zur Identifizierung des Mitochondrien-Typs

Zur Differenzierung zwischen dem W- und T-Typ wurden die Primer ALC_1 und

ALC_2 kombiniert. Die Mitochondrien-Typen wurden mit den Primerkombinationen

ALM 1/ALM 3, ALM 4/ ALM 5und ALM_6/ ALM_7 charakterisiert.

Die Zusammensetzung der PCR-Komponenten flur einen Reaktionsansatz ist in

Tab. 2.4 aufgefinhrt.

Tab. 2.4: Zusammensetzung der PCR-Reaktionskomponenten

Reagenz Volumen je
Reaktionsansatz

DNA (20 ng/pl) 1,5l
10x PCR-Puffer (Qiagen) 2,0 ul
dNTPs (je 5mM) 1,0 pl
Primer 1 (10pmol/pul) 1,0 ul
Primer 2 (10pmol/pul) 1,0 pl
Tag DNA-Polymerase 0,14 ul
(5 U/ul; Qiagen)

H>Opigest. flir PCR 13,36
Gesamtvolumen 20,0 ul

Die Fragment-Amplifikation erfolgte in einem MJ Research PTC 200 Thermo-

cycler unter Verwendung des in Tab. 2.5 angegebenen Temperaturprofils. Die

Amplifikationsprodukte wurden zur Visualisierung auf ein 2%iges Agarosegel

aufgetragen.
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Tab. 2.5: PCR-Temperaturprofil

Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen
Vorheizen 95 3:00 1
Denaturierung 94 0:30
Annealing 44 (57)* 0:30 35 Zyklen
Polymerisation 72 0:30
Abkuhlen 4 00

* Annealing-Temperatur CP-PCR: 44°C; MT-PCR: 57°C

2.6 AFLP-Analyse

Die von ZABEAU und VOS (1993) entwickelte AFLP-Technik (Amplified Fragment
Length Polymorphism) basiert auf der selektiven PCR-Amplifikation von
Restriktionsfragmenten eines kompletten Verdaus genomischer DNA. Sie besteht
aus den Schritten der Restriktion und Ligation, Praamplifikation und selektiver
Amplifikation.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine multifluorophore AFLP-Analyse, angelehnt
an das 'AFLP™ Plant Mapping' Protokoll (Fa. PERKIN ELMER) und SCHWARZ
et. al. (2000) durchgefiihrt. Die zur Durchfihrung der Analyse eingesetzten
Adapter und Primer sind in Tab. 2.6 zusammengefasst. Die selektiven EcoRI-
Primer waren an ihrem 5’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff 5-FAM (5-Carboxy-
Fluorescin) markiert. Im Ergebnisteil (Kap. 3.2.1) sind selektive Primerkombi-
nationen in abgekirzter Form (E-ANN; M-CNN) unter Angabe der jeweils

veranderten selektiven Basen (N) aufgefihrt.

Tab. 2.6: Adapter und Primer fir die AFLP-Analyse

AFLP-Adapter: 5’-Sequenz-3’

EcoRI Al CTC GTAGAC TGC GTACC
EcoRI A2 AAT TGG TAC GCA GTC TAC
Msel Al GAC GAT GAG TCCTGA G
Msel A2 TAC TCA GGA CTC AT
Praamplifikationsprimer: 5-Sequenz-3’

P1 (EcoRI) CTG CGT TACCAATTCA

P2 (Msel) GAT GAG TCC TGA GTA AC
Selektive AFLP-Primer: 5'-Sequenz-3’

EcoRlI (E) CTG CGT TAC CAATTC ANN
Msel (M) GAT GAG TCC TGA GTA ACNN
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Im Vorfeld erfolgte die Praparation der Adapter. Die als Einzelstrang vorliegenden
Oligonukleotid-Adaptoren wurden zusammengemischt, so dass die Konzentration
der Arbeitslosung 5 pmol/ul fir EcoRI und 50 pmol/pl fur Msel betrug. Im
Thermoblock wurden die Gemische auf 95°C erhitzt und unter langsamen

Abkuhlen zu Doppelstrangen annealt.

Restriktion und Ligation erfolgten in einem Reaktionsansatz (Tab. 2.7). Die ge-
meinsame Durchfuihrung der enzymatischen Spaltung der DNA und Ligation der
doppelstrangigen Adaptoren war in einem Arbeitsschritt méglich, da durch die
Anlagerung der Linker die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme nicht
wiederhergestellt wurden. 500 ng DNA wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefald
Uberfihrt und mit sterilem, bidestilliertem Wasser auf ein Volumen von 5,5 pl
aufgeflllt. Nach Zugabe des Mastermix (Tab 2.7) erfolgte die Restriktion und
Ligation in einem 37°C Wasserbad fur 3 Stunden. AbschlieBend wurden die
Reaktionsprodukte mit TEq; —Puffer auf 200 ul Gesamtvolumen verdinnt und bei

—20°C gelagert.

Tab 2.7: Reaktionsansatz fur die Restriktion und Ligation

Reagenz Volumen je
Reaktionsansatz

10x T4 DNA-Ligase-Puffer mit 10 pl
ATP (NEB)

BSA (1mg/ml) 0,55 ul
NacCl (0,5 M) 1,1
Msel-Adaptor (50 pmol/ul) 1,0 ul
EcoRI-Adaptor (5 pmol/ul) 1,0 ul
Msel (4 U/ul; NEB) 0,25 pl
EcoRI (20 U/ul; NEB) 0,25 ul
T4 DNA-Ligase (8U/ul; NEB) 0,126 l
H2Opidest. fir PCR 0,124 pl
Gesamtvolumen 5,5 ul

NEB = Fa. New England Biolabs

Als Template fur die Praamplifikation dienten 4,0 ul verdiinntes Reaktionsprodukt
aus der Restriktion-Ligation. Dieses wurde in einem 0,2 ml Reaktionsgefal3
vorgelegt und je Ansatz 16 ml Mastermix (Tab. 2.8) hinzugegeben. Die PCR
erfolgte in einem MJ Research PTC 200 Thermocycler nach dem in Tab. 2.9 an-

gegebenen Temperaturprofil.



MATERIAL UND METHODEN 22

Tab. 2.8: Mastermix fur die Praamplifikation

Reagenz Volumen
10x PCR-Puffer (Qiagen) 2,0 ul
dNTPs (je 5 mM) 0,8 ul
Praselectives AFLP-Primer- 1,0 ul
Paar (je 2,5 pmol/ul)

Taq DNA-Polymerase 0,1 ul
(5 U/ul; Qiagen)

H20bidest. 12,1 pl
Gesamtvolumen 16,0 pl

Zur Uberprufung der Reaktion wurden 10 pl des Praamplifikates auf ein 2%iges
Agarosegel aufgetragen. Eine erfolgreiche Reaktion wurde durch einen Schmier
im Bereich von 100-1500 bp angezeigt. Das verbliebene Praamplifikationsprodukt

(10 pl) wurde mit TEg 1-Puffer auf 200ul Gesamtvolumen aufgefillt.

Tab. 2.9: Temperaturprofil der Praamplifikation

Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen
Halten 72 2:00 1
Denaturierung 94 0:20
Annealing 56 0:30 20
Polymerisation 72 2:00
Halten 60 30:00 1
Abkuhlen 4 00

Die selektive Amplifikation erfolgte mit EcoRI- und Msel-Primern die jeweils mit
drei selektiven Primern verlangert waren. Als Template fur die PCR-Reaktion
wurden je Ansatz 3 pl des verdinnten Praamplifikationsproduktes eingesetzt und

17 ul Mastermix (Tab. 2.10) hinzugegeben.

Tab. 2.10: Mastermix fur die selektive Amplifikation

Reagenz Volumen
10x PCR-Puffer (Qiagen) 2,0 ul
dNTPs (je 5 mM) 0,8 ul
Msel-Primer 1,0 ul
EcoRI-Primer
Tag DNA-Polymerase 0,1
(5 U/ul; Qiagen)

H2Opidest. 12,1 pl
Gesamtvolumen 16,0 pl
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Fur die Amplifikation der Fragmente fand das in Tabelle 2.11 aufgefihrte Tem-
peraturprofil Verwendung.

Tab. 2.11: Temperaturprofil der selektiven Amplifikation

Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen
Vorheizen 94 2:00 1
Denaturierung 94 0:20
Annealing 66 0:30 9
Polymerisation 72 2:00 (-1,0°C/Zyklus)
Denaturierung 94 0:20
Annealing 56 0:30 19
Polymerisation 72 2:00
Halten 60 30:00 1
Abkuhlen 4 0

Die mit dem Fluoreszenzfarbstoff 5-FAM (5-Carboxy-Fluorescin) markierten
Fragmente wurden mit einem ABI Prism™ 377 Sequencer, in einem 5%igen
denaturierenden Polyacrylamid-Gel (0,2 mm dick; 36 cm Leseweite), aufgetrennt.
Jede Geltasche wurde mit einem Gesamtvolumen von 3,0 ul beladen. Dieses
setzte sich aus 2,0 ul Probenvolumen, 0,84 ul Formamid/Dextran-Blau Beladungs-
puffer und 0,16 ul internen Standard, dem Farbstoff GeneScan 500 Rox,
zusammen. Die Auftrennung erfolgte tUber 4 Stunden bei einer Elektrophorese-
spannung von 2500 V.

2.7 SSR-Analyse

Fur die Analysen wurden 26 SSR-Primerpaare (Tab. 2.12), deren Sequenzen in
den Publikationen von KAWCHUK et al. (1996)* und MILBOURNE et al. (1998)
beschrieben sind, ausgewéhlt. Die mit den Fluoreszenzfarbstoffen 5-FAM und
HEX (4,7,2',4’,5’,7-Hexachloro-6-Carboxy-Fluorescin) markierten Primer wurden
bezuglich der PCR-Bedingungen und ihrer Eignung zum Multimix optimiert. Dies
geschah im Hinblick auf eine multifluorophore Detektion mit einem ABI Prism™
377 Sequencer. In Tabelle 2.13 und 2.14 sind der Reaktionsansatz bzw. das
Temperaturprofil der Mikrosatelliten-PCR aufgefihrt.
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Tab. 2.12: Liste der verwendeten Mikrosatellitenpaare

Primer Primer Sequence 5' - 3' Tm (°C) PROD (bp) LG LABEL

STM1049 F CTACCAGTTTGTTGATTGTGGTG 59,5 189 |  FAM
R AGGGACTTTAATTTGTTGGACG

STM2020 F CCTTCCCCTTAAATACAATAACCC 60 162 |  HEX
R CATGGAGAAGTGAAAACGTCTG

STM0038 F AACTCTAGCAGTATTTGCTTCA 53,9 108 I FAM
R TTATTTAGCGTCAAATGCATA

STM1064 F GTTCTTTTGGTGGTTTTCCT 53,7 204 I HEX
R TTATTTCTCTGTTGTTGCTG

STM1053 F TCTCCCCATCTTAATGTTTC 54,1 172 Il FAM
R CAACACAGCATCAGATCATC

STM1069 F ATGCTAACTTGGACACTTA 47,8 393 Il FAM
R AGTCTCTCAGGAGGATTAC

STM3016 F TCAGAACACCGAATGGAAAAC 60 151 IV HEX
R GCTCCAACTTACTGGTCAAATCC

STM1031 F TGTGTTTGTTTTTCTGTAT 44,5 276 V. FAM
R AATTCTATCCTCATCTCTA

Lemalx F CTCACCCACAAAGAAAATTC 54,5 126 V. FAM
R CTAACAAACATTGTACAACAATAATC

STM0019 F AATAGGTGTACTGACTCTCAATG 52,7 204 VI HEX
R TTGAAGTAAAAGTCCTAGTATGTG

STM1100 F GCTTCGCCATCTTAATGGTTA 58,7 173 VI FAM
R TCTTCGAAGGTACGTTTAGACAA

STM0028 F CATAAATGGTTATACACGCTTTGC 59,9 145 VI HEX
R TAATGGAGTTCCTGAAAAGAAAGG

STM1003 F CACTTAATATGGAATAGAGGAAGTA 53,5 172 VIl HEX
R GAACTTATGCTTTATCATTCA

STM1024 F ATACAGGACCTTAATTTCCCCAA 60 143 VI FAM
R TCAAAACCCAATTCAATCAAATC

STM3010 F TCATGAGTGCTGGTGCTACC 59,9 120 VIl HEX
R GTCTTAACAGCAGATCAACAATGG

STM1021 F GGAGTCAAAGTTTGCTCACATC 59,4 181 IX FAM
R CACCCTCAACCCCCATATC

STM1051 F TCCCCTTGGCATTTTCTTCTCC 65,5 225 IX  HEX
R TTTAGGGTGGGGTGAGGTTGG

STM0051 F TACATACATACACACACGCG 54 115 X  HEX
R CTGCAACTTATAGCCTCCA

STM2012 F GCGGCCGCTTCTCAGCCAA 62 247 X FAM
R TCTCGTTCAATCCACCAGATC

STM0025 F GTTCATGATTGTGAATGCTC 54 146 XI  HEX
R ATGACTCAACCCCAAATG

STM0037 F AATTTAACTTAGAAGATTAGTCTC 48 90 XI FAM
R ATTTGGTTGGGTATGATA

STM0003 F GGAGAATCATAACAACCAG 50,5 141 Xl HEX
R AATTGTAACTCTGTGTGTGTG

STM0030 F AGAGATCGATGTAAAACACGT 54 147 Xl FAM
R GTGGCATTTTGATGGATT

MSKO01* F TCT CTT GAC ACG TGT CAC TGA AAC 210-252 FAM
R

synthetase

TCA CCG AAT ACA GTA GGC AAG AGA
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MSKO02* F TCT CTT GAC ACG TGT CAC TGA AAC 336-378 FAM
starch

synthetase R TTG CCATGT GAT GTG TGG TCT ACA A

MSKO03* F CATGTGGTT GTTAGACACCACTAGT 318-364 HEX
Proteinase

inhibitor | R TTT GGC ACA AGC AAG GGT AGA AGG 490-494

F =forward; R =reverse; TM = Schmelztemperatur; PROD = Gr6Re des erwarteten Amplifi-
kationsproduktes; LG = Kopplungsgruppe; LABEL = Markierung

Maximal konnten die Produkte aus drei verschiedenen PCR-Ansatzen parallel

elektrophoretisch aufgetrennt werden. Das Auftragsvolumen betrug 3 ul und setzte

sich analog zu den AFLP-Fragmenten aus den selben Anteilen der Komponenten

zusammen. Die Auftrennung erfolgte tber 2 Stunden bei 750 V auf einem 5%igen

denaturierenden Polyacrylamid-Gel (0,2 mm dick; 24 cm Leseweite).

Tab. 2.13: Reaktionsansatz fur die Mikrosatelliten-PCR

Reagenz Volumen je
Reaktionsansatz

DNA (20 ng/pul) 1,5l
10x PCR-Puffer (Qiagen) 2,0 ul
dNTPs (je 5mM) 1,0 ul
F-Primer 1 (10pmol/pl) 1,0 pl
R-Primer 2 (10pmol/ul) 1,0 ul
Taq DNA-Polymerase 0,14 pl
(5 U/ul; Qiagen)

Hzobidest. fur PCR 13,36
Gesamtvolumen 20,0 ul

Tab. 2.14: Temperaturprofil fur die Mikrosatelliten-PCR

Temperatur (°C) Dauer (min)
Halten 95 2:00
Denaturierung 95 0:10
Annealing X 0:30
Polymerisation 72 0:50
Halten 72 15:00
Abkuhlen 4 00

x =50, 55, 57, 60°C (Annealingtemperatur wurde je nach Primerpaar variiert)
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2.8 Parameter zur Schatzung der Heterozygotie

Molekulare Markerdaten dienten dazu, die Beziehungen zwischen maximaler
Heterozygotie und diversen phanotypischen Merkmalen direkt auf molekularer
Ebene zu untersuchen. Als Markersysteme wurden AFLPs und Mikrosatelliten
genutzt. Zur Beschreibung von Heterozygotie bzw. Homozygotie auf molekularer

Ebene wurden die folgenden Parameter berechnet:

2.8.1 Relativer Heterozygotie Index (RHI)

Der Relative Heterozygotie Index (RHI) ist definiert als Quotient aus der Summe
der amplifizierten Fragmente eines Genotypen und der Gesamtsumme der in der
zugehdrigen Population beobachteten Fragmente (GEBHARDT et al. 1989b).

> Fragmente/ Genotyp
> Fragmente/ Population

RHI =

Dem RHI liegt die Annahme zugrunde, das in heterozygoten Genotypen mehr
Fragmente amplifiziert bzw. aufgedeckt werden, als in Genotypen die homo-
zygoter sind. Der RHI wurde fur jeden Genotyp getrennt nach Markersystem

berechnet und mit den zugehdérigen phanotypischen Daten verglichen.

2.8.2 Inzuchtgrad (Homozygotie)

Dieser Index ist modifiziert nach BONIERBALE et al. (1993) als Prozentsatz von
beobachteten SSR-Loci eines Genotypen, die nur 1 Fragment (Allel) zeigen,
definiert. Urspringlich fur RFLPs entwickelt, wurde dieser Index ausschlie3lich fur
Mikrosatellitendaten berechnet, da vorausgesetzt wurde, dass ein SSR-Primer-

paar genau einen Locus aufdeckt.

2.8.3 Heterozygotie an nicht homozygoten Loci

Dieser zweite Parameter flr Heterozygotie ist definiert als die durchschnittliche
Anzahl an Fragmenten, die bei einem Genotyp an Loci beobachtet wurden, die
mehr als 1 Fragment zeigen (BONIERBALE et al. 1993). Im Gegensatz zum
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Relativen Heterozygotie Index (vgl. Kap. 2.8.1) ist er unabhéngig zum Index fir
Homozygotie.
Aus den selben, obengenannten Grinden (vgl. Kap 2.8.2) konnte dieser

Parameter ausschlief3lich fur die Mikrosatellitendaten berechnet werden.

2.9 Charakterisierung der Allelfrequenzen der Marker

Ausgehend von dem 'single-dose restriction fragment' (SDRF)-Ansatz (WU et al.
1992; SORRELS 1992) fur die Kartierung der autotetraploiden Kulturkartoffel
wurden die Frequenzen von Mikrosatelliten- und AFLP- Markern untersucht.

Die Marker wurden danach unterschieden, ob sie maternale oder parentale Her-
kunft hatten, bzw. bei beiden Eltern vorlagen. Marker, die ein 1.1 Spaltungs-
verhdaltnis aufwiesen und nur von einem Elter stammten, wurden als Simplex-
Marker, also in einfacher Dosis vorliegend, betrachtet. Lagen sie hingegen in
einem 5:1 Verhaltnis vor, wurden sie als Duplex-Marker (doppelte Dosis) gewertet.
Marker mit einem 3:1 Verhdltnis, die von beiden Eltern stammten, wurden als
Doppelsimplex-Marker eingestuft (vgl. Tab. 1). Mit dem x>-Test wurde die Signi-
fikanz der Spaltungsverhaltnisse mit einem Signifikanzniveau von 95% Uberpruft.
Die oben erwé&hnten Untersuchungen wurden fiur beide reziproken Populationen
getrennt durchgefuhrt, um sich ein Bild tGber eventuell vorliegende Unterschiede
machen zu kdnnen. Diese Informationen wurden als hilfreich fr die Interpretation
maoglicher phanotypischer Variation zwischen den Reziproken betrachtet. Die Allel-
frequenzen wurden verglichen, um weiterfihrende Aussagen bezuglich méglicher
Cytoplasmaeinflisse machen zu kénnen.

Zusatzlich wurden Informationen Uber die Eignung der jeweiligen Markertechniken
fur die Kartierung von Autotetraploiden nach dem oben genannten Ansatz er-

wartet.

2.10 Einzelmarkerregression

Die Beziehung zwischen der Spaltung eines spezifischen SSR- bzw. AFLP-
Fragmentes und den verschiedenen Merkmalsauspragungen wurde mittels
Einzelmarkerregression tberprift. Hierdurch sollten Riuckschlisse Gber potentielle
Molekulare Marker und die Starke der Korrelation erfolgen.
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2.11 Verwandtschaftsanalyse
2.11.1 Molekulare Daten

Zur statistischen Auswertung der molekularen Daten erfolgte die Erfassung der
polymorphen Fragmente in bindrer Form (1 = Bande vorhanden, O = Bande nicht
vorhanden).

Die Anzahl amplifizierter Fragmente, sowie der Anteil polymorpher (monomorpher)
Fragmente je Primerkombination/Primerpaar wurde ermittelt. Daraus konnte der
durchschnittliche und prozentuale Anteil an polymorphen Fragmenten die das
jeweilige Markersystem generierte, hergeleitet werden.

Neben der Anzahl der je Mikrosatelliten-Primerpaar (ber alle untersuchten
Genotypen detektierten Allele erfolgte zusatzlich eine Zusammenfassung der Allel-
Muster je Primerpaar, um die Intralocusdiversitdt zu beschreiben. Jedes SSR-
Primerpaar amplifiziert meist Fragmente eines spezifischen Locus. Fir Primer wie
MSKO03 (Proteinase Inhibitor 1), deren Amplifikationsprodukte verschiedenen Loci
zugeordnet werden koénnen (KAWCHUK et al. 1996), wurden diese getrennt
betrachtet. Die Allel-Muster gehen in die Berechnung des Diversitatsindex fur

Mikrosatelliten (vgl. Kap. 2.12.1) ein.

2.11.2 Bestimmung der genetischen Ahnlichkeit

Basierend auf einer binaren Datenmatrix (1/0-Matrix) wurde die genetische Ahn-
lichkeit (GS) zwischen den verschiedenen Genotypen geschatzt. Als Proximitats-
mal} diente der DICE-Koeffizient (1945), auch oft als NEI and LI-Koeffizient (1979)
bezeichnet (ROLF 2000). Die genetische Ahnlichkeit zwischen jeweils zwei Geno-

typen A und B (Paarvergleich) berechnet sich nach der Formel:

GSDice = i
2a+(b+c)

Hierbei ist:

a = Anzahl der Banden, die bei beiden Genotypen vorliegen
b = Anzahl der Banden die ausschlief3lich bei Genotyp A vorkommen
¢ = Anzahl der Banden die ausschlief3lich bei Genotyp B vorkommen
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Aus der Differenz von eins und der genetischen Ahnlichkeit kann dann die
genetische Distanz (GD) nach DICE (1945) fur das jeweilige Paar abgeleitet

werden.

2.11.3 Clusteranalyse und Hauptkoordinatenanalyse

Eine Clusteranalyse sollte die Beziehungen zwischen den untersuchten Geno-
typen verdeutlichen. Als Fusionsalgorithmus wurde der UPGMA (unweighted pair-
group method, arithmetic average) gewahlt, d.h. es wurden damit solche
Genotypen zu Gruppen zusammengefasst, die zueinander die geringste mittlere
genetische Distanz aufweisen. Dieser Algorithmus zahlt zu den agglomerativ
hierarchischen Verfahren und wird in der Literatur auch als Average Linkage
Methode bezeichnet (BACKHAUS et al. 2000).

Die Uberprifung der Kongruenz zwischen der Ahnlichkeitsmatrix, die der
Clusteranalyse zugrunde liegt, und dem resultierenden Dendrogramm erfolgte
uber die Berechnung der cophenetischen Korrelation (r.s) nach SNEATH and
SOKAL (1973). Hierzu wurden aus dem Ergebniss der Clusteranalyse (.tree
matrix’) eine Matrix der cophenetischen Werte berechnet und diese dann zum
Vergleich mit der zugrundeliegenden Ahnlichkeitsmatrix herangezogen.

Zusatzlich wurde zur weiteren graphischen Verdeutlichung der Zusammenhénge
eine Hauptkoordinatenanalyse durchgefiihrt. Ausgehend von der Ahnlichkeits-
matrix wurden die ersten drei Hauptkoordinaten berechnet und in einer
zweidimensionalen Graphik dargestellt. Hierzu wurde die DCENTER- und EIGEN-

Prozedur vewendet.

2. 12 Vergleich der Markersysteme

Um die Wertigkeit der verwendeten Markersysteme fur eine Verwandtschafts-
analyse besser beurteilen zu kdénnen, erfolgte in Anlehnung an die Arbeiten von
POWELL et al. (1996) und MILBOURNE et al. (1997) die Berechnung der nach-

folgend erlauterten Mal3zahlen.
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2.12.1 Diversitat Index

Der Diversitat Index (DI) beschreibt die durchschnittlich erwartete Heterozygotie
fur einen Marker. Diese wird nach NEI (1973) aus den Quadratsummen der Allel-
haufigkeiten berechnet.

Bei den AFLPs wurde jedes einzelne Allel als eigensténdiger Locus betrachtet und

der Diversitatsindex als:
DI =1-3 p}

berechnet, wobei p; die Haufigkeit des i-ten Allels ist.

Fur Mikrosatelliten wurde vorausgesetzt, dass jedes Primerpaar einen einzelnen

Locus aufdeckt, weshalb der DI nach der Formel:

DI =1-% pg’

berechnet wurde, wobei pg als die Haufigkeit eines individuellen Genotyps
definiert ist. Darunter versteht man die Haufigkeit eines spezifischen Alleimusters
das an einem Locus beobachtet wird.

Abschlieend wurde aus den Einzelwerten fir jedes Markersystem der
durchschnittliche Diversitat Index Dlay) berechnet, der in der Literatur (BOHN et
al. 1998; LUBBERSTEDT et al. 2000) auch oft als PIC-Wert (Polymorphic

Information Content) bezeichnet wird.

2.12.2 Effektives Multiplex Verhaltnis (EMR)

Unter EMR (Effective Multiplex Ratio) versteht man die Anzahl polymorpher Loci,
die in einem interessierenden Genpool je Experiment analysiert werden. Er ist

definiert als:

EMR = Anteil polymorpher Banden x Locizahl pro PE

wobei eine Probeneinheit (PE) bei AFLPs mit einer Primerkombination und bei
SSR mit einem Primerpaar gleichzusetzen ist. Flr jedes Markersystem wurde das
durchschnittliche EMR berechnet.
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2.12.3 Markerindex

Der Markerindex fur ein bestimmtes Markersystem ist definiert als das Produkt aus
dessen durchschnittlichen Diversitat Index und des Effektiven Multiplex Verhalt-
nisses (EMR).

MI = DI x EMR

2.13 Statistische Methoden und Software

Die mittels ABI Prism™ 377 Sequencer elektrophoretisch aufgetrennten
fluoreszenz-markierten Fragmente (vgl. Kap. 2.6; 2.7) wurden semiautomatisch
mit GeneScan™ vers. 2.0.2 und Genotyper™ vers. 2.0 Software analysiert
(SCHWARZ et al. 2000).

Mit den entsprechenden Prozeduren des Programmpakets NTSYS-pc 2.1
(ROHLF 2000) wurden die Berechnungen fur die Clusteranalyse und Haupt-
koordinatenanalyse durchgefiihrt. Sonstige statistische Berechnungen erfolgten
mit Hilfe des Programms EXCEL 6.0 bzw. mit dem SPSS 10.0 Programmpaket.
Die verwendeten statistischen Methoden sind bei KOHLER et al. (1992) und
SACHS (1999) beschrieben. Die Datenséatze wurden mittels des Kolmogorov-
Smirnov-Tests auf Normalverteilung und die Varianzhomogenitdt nach dem
Levene-Test geprift. Zur Prifung signifikanter Mittelwertunterschiede bei mindes-
tens intervallskalierten, normalverteilten Daten wurde der T-Test herangezogen.
Lag keine Normalverteilung vor, wurde der U-Test nach MANN und WHITNEY
durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse
3.1 Einfluss von Cytoplasma und Heterozygotie auf die Merkmalsvariabilitat
3.1.1 Charakterisierung der Cytoplasmakonfiguration

Die Cytoplasma-Konfigurationen der zum Kreuzen verwendeten Sorten konnten
mit den verwendeten Primern (vgl. Kap. 2.5) unterschiedlich gut charakterisiert
werden. Mit den Primern ALC_1 und ALC_3 erhielt man die erwarteten Produkte
von ca. 622 bp fur den W-Typ und 381 bp flr den T-Typ und konnte somit die
beiden Plastiden-Typen klar unterscheiden (Abb. 4).

Die zur Charakterisierung der Mitochondrien-Typen eingesetzten Primer zeigten
hingegen deutliche Unterschiede. Wahrend mit der Kombination aus ALM_4 /
ALM_5 eine Unterscheidung mdoglich war (Abb. 4), zeigten die Primer ALM_1 /
ALM_3 bzw. ALM_6 / ALM_7 bei einigen Genotypen zusatzliche Amplifikations-
produkte, die in diesen Fallen eine Typenunterscheidung nicht erlaubte. Speziell
ALM_6 / ALM_7 wurden entwickelt, um einen verbesserten Nachweis des y-Typs

zu liefern.

Genotyp-Nr.

Cytoplasmatyp

Plastiden Primer
ALC 1lund ALC_3

Unterscheidung
zwischen cp-Typ
Tund W.

Standard (St.):
100 bp DNA ladder

Mitochondrien
Primer

ALM_4 u.ALM_5

Unterscheidung
zwischen mt-Typ
o, Bundy

Standard (St.):
AEco 1301

Abb. 4: Unterscheidung von Cytoplasmatypen mittels PCR-Primern. Spur: (1)
Ponto, (2) Mentor, (3) Rustica, (4) Forelle, (5) Agria, (6) Bettina, (7) Panda, (8)
Kontrolle
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Konnte mit den Primern ALM_4 und ALM_5 fir den a- bzw. -Mitochondrientyp
ein direkter Nachweis Uber die Amplifikation zweier spezifischer Fragmente von
2,4 bzw. 1,6 kb erfolgen, so wahr eine Charakterisierung des y-Typs nur indirekt
maoglich (Abb. 4). Im Gegensatz zum a-Typ erhielt man mit diesen Primern kein

Amplifikationsprodukt.

3.1.2 Einfluss des Cytoplasmas auf die Kreuzungseignung

Im Jahr 1998 wurden 40 Genotypen mit dem Ziel kombiniert, reziproke
Kreuzungskombinationen mit definiertem Cytoplasmahintergrund zu erstellen.
Insgesamt wurden 2188 Handkreuzungen durchgefuhrt. Es ergaben sich daraus
320 Kombinationen, von denen 167 Kombinationen (55%) einen Beerenansatz
zeigten. Nur 21 Kombinationen waren reziprok (13%).

Die Auswertung der Kreuzungseignung zeigte, dass mit Pollen der Cytoplasma-
Konfiguration W/y, trotz umfangreicher Kreuzungen (586 Einzelkreuzungen), kein
Beerenansatz bei den bestdubten Mutterpflanzen herbeigefiihrt werden konnte.
Hingegen war bei den anderen Cytoplasma-Typen ein Beerenansatz von ca. 70%
festzustellen (Tab. 3.1). Je Beere lagen ca. 40-150 Samen vor. Bezlglich der
Eignung als Mutterpflanze konnten keine Unterschiede zwischen den verschie-

denen Typen beobachtet werden.

Tab. 3.1: Ubersicht tUber den Kreuzungserfolg (1998) bei unterschiedlicher
Cytoplasma-Konfiguration des Pollenspenders

Cytoplasma-Konfiguration
W/a T/B8 Wiy Y
Y Einzelkreuzungen 867 735 586 2188
% 39,6% 33,6% 26,8% 100%
Y Kombinationen 124 114 82 320
% 38,8% 35,6% 25,6% 100%
Y *Beerenansatz 86 81 0 167
% 69,4% 71,1% 0% 52,2%

* Anzahl der erfolgreichen Kombinationen mit Beerenansatz.

Dies lie3 vermuten, das der W/y -Typ in Verbindung mit einem Cytoplasmatisch-
Mannlichen-Sterilitats-System (CMS) steht. Zur Uberprifung dieser Annahme

erfolgte 1999 ein Testkreuzungsprogramm. Als Pollenspender wurden 20 Geno-
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typen, die eine W/y-Konfiguration aufweisen, eingesetzt. Als Standard dienten die
Sorten Ponto und Mira (vgl. Kap. 2.1.1).

Insgesamt wurden 435 Handkreuzungen durchgefiihrt. Es ergaben sich daraus 97
Kombinationen, von denen nur 8 (8,2%) einen Beerenansatz zeigten. Wie im Vor-
jahr fuhrte keine Kreuzung mit Pollen von Sorten mit W/y-Typ zu einem Beeren-
ansatz (Tab 3.2). Trotz des relativ geringen Kreuzungsumfangs zeigten die
Standardsorten eine gute Fertilitdt. Von den hier angesetzten 12 Kombinationen

fuhrten 8 zu einen Beerenansatz (66,7%).

Tab. 3.2: Testkreuzungsprogramm 1999

Cytoplasma-Konfiguration
W/a T/B8 Wiy Y
Y Einzelkreuzungen 22 27 386 435
% 5,1% 6,2% 88,7% 100%
Y Kombinationen 6 6 85 97
% 6,2% 6,2% 87,6% 100%
Y *Beerenansatz 2 6 0 8
% 25% 75% 0% 100%

* Anzahl der erfolgreichen Kombinationen mit Beerenansatz.

3.1.3 Pollenuntersuchung

Bei der sexuellen Kreuzung von Kartoffeln liegt eine maternale Vererbung des
Cytoplasmas vor (LOSSL et al. 1994). Handelt es sich bei der beobachteten
Sterilitat um ein CMS-System, so miussen alle Nachkommen einer Mutterpflanze
mit W/y-Typ ebenfalls pollensteril sein. In Zusammenarbeit mit der Bayerischen
Landesanstalt fur Pflanzenbau und Bodenkultur (LPB) wurde dieser Fragestellung
nachgegangen. Hierzu wurden 1999 Pollenproben von 70 Zuchtstammen der LBP
genommen. Von diesen Stdmmen, die Nachkommen von insgesamt 9 Sorten des
W/y-Typs darstellen, zeigte kein einziger Pollenschlauchkeimung (Tab. 3.3).

Acht Stdmme, bei denen es sich um Nachkommen der Sorte Ute (3), Felicitas (2),
Kuras (2) und Sibu (2) handelte, bildeten Gberhaupt keinen Pollen. Die
Standardsorten Artana, Panda, Ponto, Ulme und Mira wiesen eine Keimungsrate
von ca. 10-20% auf, wahrend der Pollen der Sorte Alwara (W/y- Typ) keine

Keimung zeigte.



ERGEBNISSE 35

Tab. 3.3: Fertilitatsuntersuchungen an Nachkommen von W / y -Typen

Mutterpflanze Untersuchte Keimungsrate
Nachkommen (%)
Assia 15 0
Helios 3 0
Sibu 17 0
Ute 1 0
Petra 2 0
uno 1 0
Ute 10 0
Felictas 9 0
Kuras 12 0
Summe 70

Eine zusatzliche Evaluierung des Kartoffelzuchtprogrammes der Bayerischen
Landesanstalt fur Pflanzenbau und Bodenkultur (LBP) bekraftigt ebenfalls die
Annahme der Kopplung eines CMS-Systems mit dem W/y-Typ. Nachkommen aus
Kreuzungen mit maternalen Eltern, die dieses Plasma besitzen, wiesen praktisch
immer Pollensterilitdt auf. Solche Genotypen zeigten in Kreuzungsprogrammen,
dass sie als Pollenelter ungeeignet sind (pers. Mitteilung J. SCHWARZFISCHER,
LBP). Die Stammb&ume der Sorten mit W/y.-Cytoplasma wurden recherchiert
(Tab. 3.4), um Gemeinsamkeiten erkennen zu kénnen.

Informationen Uber die Herkiinfte mussten dabei aus verschiedenen Quellen
(HAMESTER and HILS 1999; STEGEMANN and LOESCHKE 1976;
STEGEMANN and SCHICK 1982,1985; SWIEZYNSKY et al. 1997; pers.
Mitteilungen verschiedener Zichter) zusammengetragen werden.

Die Ubersicht in Tab. 3.4 zeigt, dass bis auf vier, fur die keine weitergehenden
Informationen verfiigbar waren, alle aufgefihrten Sorten mit W/y-Cytoplasma die
Zuchtstamme MPI 65.346/19, MPI 65.346/9, MPI 55.957.54, MPI 50.140/5 oder
MPI 61.303/34 und MPI 49.767/7 des Max-Planck-Institutes fir Zichtungs-
forschung in Kéln (MPI) als maternale Vorfahren aufweisen.

Aus Abbildung 5 (a, b) geht hervor, dass der W/y-Cytoplasmatyp tber die Wildart
S. stoloniferum in das deutsche Sortenspektrum gelangt sein muss. Alle Sorten
mit diesem Cytoplasma lassen sich praktisch auf zwei Einkreuzungen dieser
Wildart zurtckfihren. In Tab. 3.4 sind die Stdmme, nach diesen beiden

Herklinften unterteilt, farbig gekennzeichnet.
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Tab. 3.4: Abstammung der Sorten mit W/y-Cytoplasma (geordnet nach Zichter)

Sorte | Zicht." |RG”| PVY® | Jahr* Abstammung Vorfahre
(maternal)
Bettina BAV 3s RR 1988 Franzi x 795/883 MPI 61.303/34
Petra BAV 2w 1 1991 Assia x 8290/582 MPI 65.346/19
Pirola BAV 4w RR 1976 | (MPI 49.767/7 x Eva) x MPI 185/14
Ote BAV 2w RR 1982 MPI 65.346/19 x Gamma
Roeslau BAV - RR 1983 MPI 65.346/19 x Gamma
Assia UNI 3w RR 1980 MPI 65.346/19 x UP 5.332/10
Azur UNI 2w 1 1993 ?
Fox UNI 2w 1 1981 MPI 65.346/9 UPN 1623/11
Pareka BOE 4w 5 1992 Darwina x (Amara x ?)
Kuras BOE 4w - 1993 Brda x VK 69-491 MPI 55.957.54
Gambria NKZ 3s 6 1995 Ronea x Berber MPI 61.303/34
Sanira NKZ 4s 1 1992 Hilta x ?
Tomensa NKZ 2w 2 1989 Samling x Taiga
Tempora NKZ 2w 2 1978 Ebstorf 44/33 x (Lori x E59/77) MP150.140/5
Padea BER 2w 3 1995 Tanja x Berd. 84/1339 MPI 61.303/34
Alwara LAN 3s 1 1985 290/76 x Desiree MPI 61.303/34
Felicitas LAN 2s 1 1993 372/73 x 195/72 MPI 61.303/34
Heidrun LAN - RR 1978 MPI 61.303/34 x Humalda
Forelle NOS 2s RR 1979 MPI 64.956/68 x AM 62.740 MPI150.140/5
Helios SAR 3w 1 1993 Utex ? MPI 65.346/19
Sibu SAR 4w 1 1993 Roeslau x Certa MPI 65.346/19
uUno SAR 3w 1 1994 Roeslau x? MPI 65.346/19
Pluto AUS - - 1992 Pirola x Certa MPI 49.767/7
Aiko NDP 3w 5 1989 Assia x Juliver MPI 65.346/19

'Ziichterhaus (BAV: Bavaria Saat, UNI: Uniplanta, BOE: Kartoffelzucht Bhm, NKZ: Nordkartoffel,
BER: Berding, LAN: Lange, NOS: Nordsaat, SAR: Saka-Ragis, AUS: Niederdsterreichische
Saatbaugenossenschaft, NDP: Norddeutsche Pflanzenzucht); “Reifegruppe und Nutzungsrichtung
(1 = sehr friih; 2 = mittelfriih; 3 = mittelspat; 4 = spat / s = Speise, w = Wirtschaft); *Einstufung der
PVY-Resistenz (RR = extreme Resistenz, Anfélligkeit 9 = sehr hoch bis 1 = sehr gering); *Jahr der
Zulassung

Die erwahnten MPI-Stamme dienten dazu, das Resistenzgen Rys, gegen das
Kartoffelvirus Y aus S. stoloniferum in deutsche Sorten zu Ubertragen (Ross
1986). Dies druckt sich dadurch aus, dass die meisten in Tab. 3.4 aufgefiihrten
Sorten als gering anfallig bzw. extrem resistent gegen den Y-Virus eingestuft

worden sind.
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MP161.303/34 <—— MPI 54.4129/208 x (spg, tbr")

Mﬁ49.767/7 X MPI 44.1016/10

MPI1 47.174/3 x Aquila

MPI 13128 x Falke

T

Stoloniferum (ant) x Erika

Abb. 5 (a): Herkunft des W/y-Cytoplasmas

MPI 65.346/ 19 <—— N-167 x MPI 44.1016/10
(MPI 65.346/ 9)

MPI 55.957/54 x vrn-hybrid
L MPI 50.140/5 x MPI 44.1016/10
L MPI 48.57/3 x Aquila

L Mﬁ46.152/1 X Vera

N-150 x Falke

Stoloniferum-Hybrid x Frihmoélle

Abb. 5 (b): Herkunft des W/y-Cytoplasmas
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3.1.4 Feldversuche

Die Auswertung der Feldversuche erfolgte unter der Fragestellung, ob Unter-
schiede zwischen den reziproken Populationen vorliegen und somit Anhaltspunkte
fur den Einfluss des cytoplasmatischen Hintergrundes auf diverse Merkmals-
auspragungen, vorrangig den Starkegehalt und den Staudenertrag, gegeben sind.
Die Versuchsergebnisse der zentralen Populationen flossen ferner in die
Uberprufung der Hypothese der maximalen Heterozygotie ein (siehe Kap. 3.1.5).
An diesen wurden die in Kap. 2.2.1 beschriebenen Feldbonituren im vollen

Umfang durchgefihrt.

3.1.4.1 Starkegehalt

Sechs Populationen wurden ausschlief3lich im Jahr 2000 angebaut (vgl. Kap. 2.2).
Es handelte sich dabei um die reziproken F;-Populationen MP (Mira x Panda), PM
(Panda x Mira), MT (Mira x Thomana), TM (Thomana x Mira), BP (Berber x
Panda), sowie PB (Panda x Berber). Diese Populationen wurden erganzend zu
den Hauptpopulationen untersucht. Es sollten mogliche Einfliisse eines unter-
schiedlichen Cytoplasmahintergrundes auf die Ertragskomponente Starkegehalt
aufgedeckt werden.

Bei den Populationen MP und PM wurden Starkegehalte zwischen 12,6 und
20,9% bzw. 8,1 und 21,3% gemessen. Die Mittelwerte lagen mit 15,47 bzw. 15,23

auf dem gleichen Niveau (Tab. 3.5).

Tab. 3.5: Starkegehalte (%) der Populationen MP und PM

Starkegehalt
Population| N MW Spannbreite Sx
MP 78 15,47 12,6-20,9 1,76
PM 100 15,23 8,1-21,3 2,13

Die Datensatze zeigten Normalverteilung. Mittels T-Test konnten keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den Populationen bezuglich der Mittelwerte
nachgewiesen werden.

Von den reziproken Fi-Populationen MT und PM konnte nur eine relativ geringe
Anzahl an Genotypen im Feld getestet werden (Tab. 3.6). Die Starkegehalte
variierten hier zwischen 9,8 und 18,2% bei MT, sowie 12,8 und 18,5% bei TM. Die
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Mittelwerte unterschieden sich nicht wesentlich, was mittels T-Test bestatigt
wurde. Diese beiden Populationen dienten als Kontrolle, da bei beiden der gleiche
Cytoplasmahintergrund vorlag. Ein Unterschied der Mittelwerte héatte hier auf

weitere Einflussfaktoren als das Cytoplasma hingewiesen.

Tab. 3.6: Starkegehalte (%) der Populationen MT und TM

Starkegehalt
Population| N MW Spannbreite Sx
MT 16 14,33 9,8-18,2 2,34
™ 31 14,80 12,8-18,5 1,36

Bei den reziproken Populationen BP und PB konnten aus den Samen ebenfalls
nur relativ wenige Pflanzen herangezogen werden. In dieser Kombination fand mit
Berber ein Speisetyp Berucksichtigung. Auch hier konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Reziproken festgestellt werden (Tab. 3.7). Deutlich ist
hier jedoch der Einfluss von Berber zu erkennen. Im Gegensatz zu den anderen
Populationen, die ausschlief3lich auf Kreuzungen von Starkesorten basieren, liegt

hier ein durchschnittlich geringerer Starkegehalt vor.

Tab. 3.7: Starkegehalte (%) der Populationen BP und PB

Starkegehalt
Population| N MW Spannbreite Sx
BP 20 12,37 9,60-15,50 1,76
PB 27 12,29 8,40-15,80 1,82

Die Starkegehalte der als Standard angebauten Eltern fielen im Versuchsjahr
gering aus. So konnten bei jeweils 5 Wiederholungen im Durchschnitt bei Panda
nur 14,88%, Thomana 14,73% und Berber 9,4% Starke ermittelt werden. Die
durchschnittlich 11,8% Starke, die bei Mira gemessen wurden, lagen deutlich
unter den Erwartungen fur eine Wirtschaftssorte. Dies mag damit erklart werden,
dass von Mira im Versuchsjahr Knollen aus einem Nachbau gelegt werden
mussten, da zertifiziertes Pflanzgut aufgrund der Streichung aus der Sortenliste
nicht mehr verfugbar war. Hierfur spricht auch eine im Vergleich zu den anderen
Sorten recht hohe Standardabweichung.



ERGEBNISSE 40

Die zentralen Populationen PT (Panda x Thomana) und TP (Thomana x Panda)
standen zweijahrig im Feldversuch. Die Ermittlung des Starkegehaltes erfolgte im
Jahr 2000 in einfacher und im Folgejahr in dreifacher Wiederholung. Aus Tab. 3.8
geht hervor, dass bei beiden Populationen bezlglich des Starkegehaltes zwischen
den Jahren und den Wiederholungen keine grof3en Differenzen zu beobachten
sind. Auch zwischen den Populationen sind bei Mittelwerten von ca. 15% und
Streubreiten der Messwerte von ca. 10 bis knapp 20% keine grof3en Unterschiede
zu erkennen. Ein mit 16,25% geringfligig hoherer Mittelwert liegt bei Population TP
im ersten Versuchsjahr vor.

Fur die Standards wurden in 2000 bei jeweils 5 Wiederholungen fiir Panda
durchschnittlich 14,88% und Thomana 14,73% Starke ermittelt, wahrend die
Werte im zweiten Jahr (6 Wiederholungen) mit 17,03% bzw. 16,26% hdher lagen.

Tab. 3.8: Starkegehalte (%) der Populationen PT und TP

Starkegehalt 2000
Population| N MW* Spannbreite Sx
PT 91 15,67 11,5-19,2 1,68
TP 79 16,25a 12,6 — 19,8 1,67
Starkegehalt 2001
PT (1) 90 15,33 9,9-199 2,26
TP (1) 76 15,36 10,5-18,6 1,85
PT (2) 90 15,07b 11,3-18,7 1,74
TP (2) 77 15,49 10,3-20,1 2,17
PT (3) 88 15,06b 10,4 - 18,8 1,85
TP (3) 77 15,45 11,0-18,9 1,89

Werte die durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet sind
unterscheiden sich signifikant *p<0,05

Eine einfaktorielle Varianzanalyse zeigte Mittelwertunterschiede an. Der Scheffe
Test deckte signifikante Unterschiede zwischen dem ersten Versuchsjahr der
Population TP und der zweiten und dritten Wiederholung der reziproken
Population PT im Jahr 2001 auf (Tab. 3.8). Die restlichen drei Wiederholungen
TP(1), TP(2) und TP(3) unterscheiden sich nicht von denen der Population PT.
Zwischen den Wiederholungen einer Population, unabhangig vom Anbaujahr,
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Korrelationen zwischen den Messwerten der Populationen wurden berechnet, um
sich einen Uberblick tiber mdgliche Schwankungsursachen der Starkeertrage zu

machen. Bei Population PT sind alle Wiederholungen unabh&ngig vom Versuchs-
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jahr positiv miteinander korreliert (Tab. 3.9). Die 3 Wiederholungen des Jahres
2001 [PT(1)-PT(3)] sind untereinander jedoch deutlich hoher korreliert als mit den
Werten aus dem Vorjahr (PT). Die Differenzen innerhalb eines Jahres sind hier

also geringer als zwischen den Jahren.

Tab. 3.9: Korrelationen und BestimmtheitsmalRe (kursiv) zwischen den Mess-
werten (Jahre/Wiederholungen) der Population PT

PT PT (1) PT (2) PT (3)
PT 1
PT(1) | 0,208* 1
0,043
PT(2 | 0,352 | 0,478* 1
0,124 0,228
PT(3) | 0,299* | 0,552 | 0,416* 1
0,089 0,304 0,173

*P = 0,01; *P = 0,05

Die Messwerte der Population TP sind vor allem zwischen den Wiederholungen in
2001 relativ stark korreliert, was an Bestimmtheitsmaf3en von 0,31 bis 0,56
deutlich wird (Tab. 3.10). Das Versuchsjahr 2000 (TP) weist hingegen nur eine

Korrelation mit der zweiten Wiederholung [TP(2)] auf.

Tab. 3.10: Korrelationen und BestimmtheitsmalRe (kursiv) zwischen den Mess-

werten (Jahre/Wiederholungen) der Population TP

TP TP (1) TP (2) TP (3)
TP 1
TP (2) 0,209 1
TP (2) | 0,389** | 0,555* 1
0,151 0,308
TP (3) 0,169 | 0,640 | 0,603* 1
0,409 0,363

=P =0,01; *P = 0,05

Zwischen den beiden Populationen kann man keinen systematischen Unterschied
zwischen den Starkegehalten beobachten. Der Unterschied der Wiederholung TP
zu PT(2) und PT(3) scheint vielmehr auf zufalligen Jahreseinflissen zu beruhen,
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da auch zu den eigenen Wiederholungen (Tab. 3.10) des Folgejahres TP(1) und
TP(3) keine signifikanten Korrelationen bestehen. Auf Schwankungen zwischen

den Anbaujahren deuten auch die Werte der Standards hin.

Insgesamt betrachtet, konnten bei allen untersuchten reziproken Kombinationen
keine Unterschiede beziglich des Starkegehaltes beobachtet werden. Es liegen
somit keine Hinweise fir einen Einfluss des Plasmas auf den Starkegehalt bei

tetraploiden Kreuzungsnachkommen vor.

3.1.4.2 Einzelstaudenertrag

Ertragserhebungen erfolgten im Jahr 2001 in dreifacher Wiederholung. Die Mittel-
werte der Population PT schwanken zwischen 0,68 und 0,80 kg (Tab. 3.11),
wahrend die von TP mit 0,74 und 0,76 fast identisch sind.

Tab. 3.11: Einzelstaudenertrag (kg)

Einzelstaudenertrag 2001
Population| N MW* Spannbreite Sx
PT (1) 90 0,72 0,16 - 1,35 0,23
TP (1) 78 0,74 0,21 -1,49 0,26
PT (2) 90 0,80a 0,32-1,31 0,20
TP (2) 78 0,74 0,20-1,33 0,25
PT (3) 90 0,68b 0,19-1,68 0,23
TP (3) 76 0,76 0,26 — 1,55 0,24

Werte die durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet sind
unterscheiden sich signifikant *p = 0,05

Eine starke Streuung der Werte liegt vor. So wurden Staudenertrdge von 0,16 kg
bis ca. 1,7 kg berechnet. Die durchschnittlichen Ertradge der Standards liegen zum
Vergleich, mit 0,79 kg (sx = 0,12) bei Panda und 0,98 (sx = 0,10) bei Thomana im
oberen Bereich der Mittelwerte bzw. deutlich dariber.

Eine einfaktorielle Varianzanalyse zeigte Mittelwertunterschiede an. Mittels des
Scheffe-Tests wurden signifikante Unterschiede zwischen PT(2) und PT(3) fest-
gestellt, die auf Umwelteinfliisse zuriickgehen muissen. Zwischen den reziproken

Populationen konnten keine Unterschiede nachgewiesen werden.
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3.1.4.3 Pflanzenentwicklung

Die Pflanzenentwicklung wurde in Hohe (cm) bei Bluhbeginn gemessen. In 2001
wurden Daten wie im Vorjahr nur in einfacher Wiederholung erfasst. Die
Pflanzenh6hen schwankten im Jahr 2000 bei Population PT zwischen 32 und 80
cm (Tab 3.12) und unterschieden sich nicht wesentlich von den Messwerten von
TP. Im folgenden Jahr lagen wiederum nur geringe Unterschiede in den
Spannbreiten der Messwerte vor. Die maximale Hohe lag aber jeweils um 10 cm

unter den in 2000 gemessenen Werten.

Tab. 3.12: Pflanzenhdhe (cm) bei Blihbeginn

Pflanzenh6he 2000
Population| N MW* Spannbreite Sx
PT 91 55,04b 32-80 8,06
TP 79 55,00b 34 — 82 9,9
Pflanzenh6he 2001
PT 89 50,70a 30-70 8,82
TP 79 54,39b 38-70 7,74

Werte die durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet sind
unterscheiden sich signifikant *p<0,05

Eine einfaktorielle Varianzanalyse wies jedoch auf Gruppenunterschiede hin. Der
multiple Mittelwertvergleich (Scheffe-Test) zeigte, dass die durchschnittliche
Pflanzenh6éhe der Population PT mit 50,7 cm in 2001 signifikant geringer ist. Alle
anderen Mittelwerte beider Populationen unterscheiden sich nicht Uber beide Ver-
suchsjahre hinweg. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass keine Unterschiede
zwischen den Reziproken vorliegen. Der signifikant, aber geringfligig geringere
Mittelwert von PT in 2001 lasst sich hochstwahrscheinlich auf Umwelteffekte
zurlickfuhren. Dies wird auch durch die berechneten Maf3korrelationskoeffizienten
nach Pearson gestutzt. Zwischen den Messwerten der Population TP aus zwei
Versuchsjahren besteht eine signifikante (p = 0,01) Korrelation von r = 0,479, was
bei einem Bestimmtheitsmald von B = 0,229, ca. 23% Prozent bedeutet. Etwas
schwacher (p = 0,001) ist auch die Korrelation zwischen den Messwertpaaren von
PT. Bei einem Koeffizienten von r = 0,436 (B = 0,190) liegt eine Korrelation von
19% vor.
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3.1.4.4 Knollensch6nheit

Die Knollenschonheit wurde im ersten Versuchsjahr bonitiert und die Einzelnoten
fur jede Population gemittelt. Die vergebenen Noten deckten jeweils fast die
gesamte Spannbreite von formschdn (8) bis sehr schlechte Form (1) ab (Tab.
3.13). Die Mittelwerte sind mit jeweils 3,6 Punkten relativ gering ausgefallen und
liegen deutlich unter der Note 5 (leichte Mangel). Dies konnte man bei einer
unselektierten Fi-Population erwarten. Die Standards erhielten im Vergleich mit 7
und 8 fir Panda bzw. Thomana hohe Noten. In Abb. 6 ist ein Beispiel unter-
schiedlich eingestufter F;-Knollen im Vergleich zu den Elternknollen gegeben.

Tab. 3.13: Knollenschonheit

Knollenschdnheit
Population| N MW Spannbreite Sx
PT 91 3,66 1-8 1,89
TP 78 3,63 1-8 1,7

Die Daten lagen nicht normalverteilt vor. Mit dem daraufhin durchgefihrten U-Test
nach MANN und WHITNEY konnten keine Unterschiede zwischen den

Populationen aufgedeckt werden.

Abb. 6: F1-Knollen im Vergleich zu den Knollen der Eltern
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3.1.4.5 KnollengréRRe

Als Knollengrdl3e wurde die in den Erntepartien vorherrschende Knollenfraktion im
ersten Versuchsjahr bonitiert. Die Mittel, sowie die Variationsbreiten der Bonituren
beider Populationen unterscheiden sich praktisch nicht (Tab. 3.14). Die Standards
lagen mit 6 (Panda) und 7 Punkten (Thomana) tUber dem Durchschnitt der

Population.

Tab. 3.14: Knollengrol3e

Knollengréi3e
Population| N MW Spannbreite Sx
PT 91 5,09 2-8 1,21
TP 78 5,05 2-8 1,37

Auch hier musste aufgrund der Datenlage der U-Test nach MANN und WHITNEY
durchgefiihrt werden. Es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt

werden.

Zusammenfassend konnten aus den oben dargestellten Ergebnissen der
Feldversuche keine signifikanten Unterschiede zwischen den reziproken Popu-
lationen beztiglich der untersuchten Merkmale festgestellt werden. Ein besonderes
Augenmerk wurde hier vor allem aufgrund des Postulats von LOSSL et al. (1994)
auf den Starkegehalt und den Einzelstaudenertrag gelegt. Auch wenn hier wenige
Mittelwertunterschiede festzustellen waren, so sind diese aufgrund der Datenlage,
Jahres- bzw. Umwelteinflissen zuzuordnen. Eventuelle Cytoplasma-Wirkungen

sind nicht festzustellen.
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3.1.5 Charakterisierung der Populationen mittels molekularen Markern

Die zentralen Populationen PT und TP aus der reziproken Kreuzung der Sorten
Panda x Thomana wurden mit Hilfe von molekularen Markern charakterisiert. Zur
Beschreibung von Heterozygotie bzw. Homozygotie auf der molekularen Ebene
wurden verschiedene Parameter berechnet (vgl. Kap. 2.8). Ferner wurden die

Frequenzen der Markerallele ermittelt.

3.1.5.1 Markerdaten

Insgesamt konnten jeweils 425 Polymorphismen mit 10 AFLP-Primerpaaren und
61 Polymorphismen mit 25 SSR-Primerpaaren bei beiden Populationen
aufgedeckt werden. Die Populationen umfassten, wie schon zuvor beschrieben,
79 (TP) und 91 (PT) Genotypen.

3.1.5.2 Relativer Heterozygotie Index

Der Relative Heterozygotie Index (RHI) wurde getrennt fur die AFLP- und SSR-
Markerdaten berechnet. Der RHI schétzt das Gesamtniveau der Heterozyotie
eines Individuums.

Spannbreiten und Mittelwerte der beiden reziproken Populationen unterscheiden
sich nicht wesentlich, sowohl bei Indizes, die auf SSR- (Tab. 3.15), als auch auf
AFLP-Markerdaten (Tab. 3.16) basieren.

Tab. 3.15: Relativer Heterozygotie Index (RHI) basierend auf SSR-Markerdaten

Population | N MW Spannbreite Sx
TP 79 | 0,713 0,617 - 0,800 0,036
PT 91 | 0,727 0,617 — 0,803 0,039

Mittels T-Test konnten sowohl bei den RHIlssgr, als auch bei den RHIarp keine

signifikanten Unterschiede fir die Populationsmittel nachgewiesen werden.

Tab. 3.16: Relativer Heterozygotie Index (RHI) basierend auf AFLP-Markerdaten

Population | N MW Spannbreite Sx
TP 79 | 0,718 0,631 -0,803 0,039
PT 91 | 0,716 0,641 — 0,793 0,035
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Die GroRRenordnungen der Indizes unterscheiden sich nicht zwischen den beiden

Markersystemen. So liegen Mittelwerte zwischen 0,71 und ca. 0,73 vor.
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Abb. 7: Prozentuale Abweichung der RHIarp von den RHIssg am Beispiel der

Population PT

Korrelationen zwischen den RHI's wurden berechnet. Es konnte keine Korrelation

zwischen den RHIarp und den RHIssg festgestellt werden. Bei Population TP

wurde ein Masskorrelationskoeffizient von r = -0,024 berechnet, wahrend dieser

bei PT r = -0,037 betrug. Die einzelnen Genotypen werden also durch die beiden

verschiedenen RHI's bezlglich ihrer Heterozygotie unterschiedlich bewertet.

Beispielhaft ist fir Population PT die prozentuale Abweichung der RHIarp VOn den

RHIssgr fur die einzelnen Genotypen dargestellt (Abb. 7). Diese Abweichungen

bewegen sich in einer GrolRenordnung von +/- 16%, Uberschreiten aber in den

meisten Fallen jedoch nicht mehr als +/- 10%.
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3.1.5.3 Homozygotie (Inzuchtgrad)

Dieser ursprunglich fur RFLPs entwickelte Parameter, konnte nur fir die co-
dominanten Mikrosatelliten berechnet werden. Er beschreibt den Prozentsatz von
beobachteten SSR-Loci eines Genotypen, die nur 1 Fragment (Allel) zeigen.

Im vorliegenden Fall konnte, je nach Genotyp, nur bei 9 bis 16 der 26 unter-
suchten Loci ein Fragment amplifiziert werden. Die sich daraus ergebenden
Homozygotie-Indizes sind in Tab. 3.17 aufgefuhrt. Mit durchschnittlich 46% weisen
die Genotypen eine grof3e Zahl an Loci mit nur einem Allel auf, was fir einen
hohen Inzuchtgrad der Populationen spricht. Die Homozygotie-Indizes der
Population TP zeigten keine Normalverteilung. Der daraufhin durchgefiihrte U-
Test wies auf keine Lageunterschiede zwischen den Gruppen hin.

Tab. 3.17: Inzuchtgrad (Homozygotie)

Population | N MW Spannbreite Sx
TP 79 | 46,4 34,6 - 61,5 5,6
PT 91 | 46,1 34,6 -61,5 6,6

3.1.5.4 Heterozygotie an nicht homozygoten Loci

Die Genotypen der untersuchten Populationen zeigten durchschnittlich 2,29 (TP)
bzw. 2,48 (PT) Allele, an Loci die mehr als 1 Fragment aufweisen (Tab. 3.18). Die
Spannbreiten bewegen sich in derselben Grol3enordnung. Mittels T-Test konnte
jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen den Populationsmittelwerten nach-

gewiesen werden.

Tab. 3.18 Heterozygotie an nicht homozygoten Loci

Population | n MW/** Spannbreite Sx
TP 79 | 2,29 2,00-2,73 0,149
PT 91 2,48 2,14 — 2,92 0,151
#p = 0,01

3.1.5.5 Beziehung zwischen Heterozygotie und Merkmalsvariabilitat

Regressionsanalysen wurden durchgeftihrt, um der Frage nachzugehen, ob
Beziehungen zwischen Heterozygotie (Homozygotie)-Indizes und Merkmalsaus-

pragungen vorliegen. Berechnungen erfolgten fir alle Parameter, sowie Starke-
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gehalt, Einzelstaudenertrag und Pflanzenh6he der zentralen Populationen. Sie
wurden sowohl fur einzelne Wiederholungen, als auch fur Mittelwerte durch-
gefuhrt. Signifikante Beziehungen sind in Tab 3.19 aufgefuhrt.

Korrelationen liegen ausschlief3lich bei Population PT vor. Hier konnten Signi-
fikanzen zwischen RHIssg und dem Starkegehalt (%) bei der dritten Wiederholung
im Jahr 2001 und dem Mittelwert 2000 (MW) festgestellt werden. Diese liegen
jedoch bei den anderen Wiederholungen, wie auch dem gewogenen Mittelwert
beider Versuchsjahre (GM) dieses Ertragsparameters nicht vor. Zwischen RHIag p
und Starkegehalt (3. Wiederholung 2001) gibt es eine negative Korrelation. Ferner
liegt eine Korrelation von r = 0,306 zwischen RHIssg und der Pflanzenhdhe in
2000 vor.

Tab. 3.19: Beziehung zwischen Merkmalsausprdgungen und Heterozygotie-
Indizes

Population Merkmal Einfluss- R-Quadrat |Vorzeichen |p-Wert
variable Korrelation
PT Starke (3) RHIssr 0,061 + 0,020
PT Starke (MW) RHIssr 0,043 + 0,048
PT Hohe 2000 RHIlssr 0,093 + 0,003
PT Starke (3) RHIarLP 0,044 - 0,049
PT Stauden (3) Homozyg. 0,060 + 0,020
PT Stauden (MW) | Homozyg. 0,052 + 0,030
PT Starke (1) Heterozyg. 0,060 + 0,020
PT Starke (3) Heterozyg. 0,084 + 0,006
PT Starke (MW) Heterozyg. 0,090 + 0,004
PT Starke (GM) Heterozyg. 0,060 + 0,019
PT Hohe 2000 Heterozyg. 0,060 + 0,020

Die Homozygotie-Indizes zeigen mit r = 0,244 bzw. r = 0,277 sehr geringe
Korrelationen zum Staudenertrag (3. Wiederholung) und dessen Jahresmittelwert
in 2001. Fur den Parameter Heterozygotie an nicht homozygoten Loci konnten die
meisten Korrelationen berechnet werden. Eine schwache Korrelation besteht zur
Pflanzenhéhe 2000. Mit dem Starkegehalt ist er z.T. hochsignifikant korreliert.
Diese Signifikanzen konnten bei zwei Wiederholungen 2001, sowie beim
Jahresmittelwert und beim gewogenen Mittel beider Versuchsjahre ermittelt
werden. Zum Starkgehalt 2000 und zur 2. Wiederholung 2001 gibt es hingegen

keine Korrelation.



ERGEBNISSE 50

3.1.5.6 Rangkorrelationskoeffizienten

Der Spearmansche Rangkorrelationskoeffizient wurde berechnet, um Bezieh-
ungen zwischen den Bonituren (Knollenschonheit, Knollengréf3e) und den ver-
schiedenen Heterozygotie-Parametern aufzudecken. Die ermittelten Koeffizienten
sind in Tab. 3.20 aufgefihrt.

Ausschlie3lich zwischen den RHIarp und der Knollengréf3e (vorherrschende
Knollenfraktion) konnte hier eine signifikante negative Korrelation mit R = -0,311

bei Population TP festgestellt werden.

Tab. 3.20: Korrelationen zwischen Heterozygotie-Parametern und Knollenboni-
turen

Parameter Schonheit GrolRRe
(Population)

RHIssr (TP) 0,03 -0,063
RHIssg (PT) 0,097 -0,05
RHIaeLp (TP) -0,168 -0,311**
RHIarLe (PT) 0,093 0,125
Homozygotie (TP) -0,201 -0,055
Homozygotie (PT) -0,036 0,053
Heterozygotie (TP) -0,146 -0,108
Heterozygotie (PT) 0,083 0,111

*»*p =0,01; *P = 0,05 (2-seitig)

3.1.5.7 Allelfrequenzen der SSR-und AFLP-Marker bei Autotetraploiden.

Die Haufigkeiten der Allele im Kerngenom wurden erfasst und verglichen, um zu
Uberprufen, ob zwischen den reziproken Populationen tatsachlich ausschlie3lich
Unterschiede bezlglich des Cytoplasma-Hintergrundes bestehen. Nur wenn dies
der Fall ist, kbnnen letztendlich sichere Aussagen lber den Einfluss des Cyto-
plasmas auf die Merkmalsvariabilitdt, auch bei meiotisch rekombiniertem Kern-
hintergrund, gemacht werden.

Ferner bietet sich hier zusatzlich die Mdglichkeit, Erkenntnisse Uber das Potential
von AFLP- und Mikrosatelliten-Markern fur die Kartierung der autotetraploiden
Kartoffel zu erhalten.

Mit 10 AFLP- Primerpaaren konnten bei den zentralen Populationen insgesamt
425 Polymorphismen aufgedeckt werden. Diese, sowie der Anteil, der die er-

warteten Spaltungsverhaltnisse aufweist, ist fur beide Populationen getrennt in
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Tab. 3.21 und 3.22 aufgefihrt. Fir beide Populationen wurde die gleiche Anzahl
an Polymorphismen detektiert. 146 AFLP-Fragmente stammen von der Sorte
Panda, 118 von Thomana und 161 konnten bei beiden Eltern (Gemeinsam)
beobachtet werden, spalten jedoch bei den Nachkommen.

Bei Population TP (Tab. 3.21) zeigen 121 AFLP-Marker ein 1:1 Spaltungsver-
haltnis (Simplex). 68 stammten von Panda und 53 von Thomana. Ein 5:1
Verhéltnis (Duplex) zeigten 40 Marker (17 von Panda; 23 von Thomana). Von den
264 Polymorphismen die nur einem Elter zuzuordnen sind, zeigten insgesamt 161
(60,98%) eine signifikante Spaltung. Eine 3:1 Spaltung (Doppelsimplex) zeigten
nur 55 (34,16%) von 161 Uberpriften Polymorphismen.

Tab. 3.21: AFLP-Marker: Herkunft, sowie Anteil von Simplex, Duplex und Doppel-
Simplex-Markern an den polymorphen Fragmenten der Population TP

Elter Polymorph | Simplex % Duplex | %

Panda 146 68 46,58 17 111,64

Thomana 118 53 44,91 23 119,49

Summe 264 121 45,83 40 115,15
Polymorph | Doppelsimplex: %

Gemeinsam 161 55 . 34,16

Der Anteil von Simlex- und Duplex-Markern ist bei Population PT (Tab. 3.22) mit
146 (55,3%) bzw. 45 (17,5%) etwas groRRer als bei TP. Insgesamt weisen 191
(72,35%) der 264 Polymorphismen eine signifikante Spaltung auf. Auch der Anteil
von Doppelsimplex-Markern ist hier mit 59 (36,65%) grof3er.

Tab. 3.22: AFLP-Marker: Herkunft, sowie Anteil von Simplex, Duplex und Doppel-

Simplex-Markern an den polymorphen Fragmenten der Population PT

Zwischen den beiden reziproken Populationen konnten Unterschiede im Anteil

signifikant spaltender Marker beobachtet werden. Von den insgesamt 425 AFLP-

Elter Polymorph | Simplex % Duplex | %

Panda 146 89 60,96 22 115,06

Thomana 118 57 48,31 23 119,49

Summe 264 146 55,30 45 117,05
Polymorph | Doppelsimplex ;| %

Gemeinsam 161 59 . 36,65
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Polymorphismen zeigten 216 (50,82%) bei TP und 250 (58,82%) bei PT die
erwarteten Spaltungsverhaltnisse. Haufig wurde der x-Tabellenwert bei einer der
Populationen nur knapp Uberschritten, wodurch ein Marker nur einseitig als
signifikant spaltend gewertet wurde. Dies deutet darauf hin, dass die vorliegenden

Unterschiede auf die insgesamt kleinen Populationsgrof3en zuriickzufihren sind.

19 Mikrosatelliten-Polymorphismen kénnen Panda und 14 Thomana zugeordnet
werden, wahrend 28 nur in der Population spalten. In Tab. 3.23 und Tab. 3.24 sind

die Daten flr beide Populationen zusammengefasst.

Tab. 3.23: SSR-Marker: Herkunft, sowie Anteil von Simplex, Duplex und Doppel-
Simplex-Markern an den polymorphen Fragmenten der Population TP

Elter Polymorph | Simplex | % Duplex | %

Panda 19 10 52,63 4 1 21,05

Thomana 14 7 50,00 3 121,43

Summe 33 17 51,51 7 1 21,21
Polymorph | Doppelsimplex | %

Gemeinsam 28 5 . 17,86

Bezuglich der Anzahl signifikanter Simplex und Duplex-Marker liegen nur
geringfuigige Unterschiede zwischen den Reziproken vor. Aufféllig ist hier vor
allem der hohere Anteil an Doppelsimplex-Markern bei PT mit 9 (32,14%)
gegenuber TP mit 5 (17,86%). Die Unterschiede sind jedoch nicht so grof3, dass
sie auf prinzipiell unterschiedliche Spaltungsverhéltnisse zwischen den Popu-

lationen hinweisen.

Tab. 3.24: SSR-Marker: Herkunft, sowie Anteil von Simplex, Duplex und Doppel-

Simplex-Markern an den polymorphen Fragmenten der Population PT

Elter Polymorph | Simplex % Duplex | %

Panda 19 10 52,63 5 1 26,32

Thomana 14 9 64,29 2 114,29

Summe 33 19 57,58 7 121,21
Polymorph | Doppelsimplex | %

Gemeinsam 28 9 1 32,14
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3.1.6 Einzelmarkerregression

Exemplarisch wurden fir die Mikrosatellitenfragmente Einzelmarkerregressionen
durchgeftihrt, um mogliche Beziehungen zwischen der An- bzw. Abwesenheit
eines Fragmentes und dem Starkegehalt (%) zu ermitteln. Als phanotypische
Daten wurden der Mittlere Starkegehalt (MW) des Jahres 2000, sowie das ge-
wogene arithmetische Mittel aus beiden Versuchsjahren verrechnet (Tab. 3.25)

Tab. 3.25: Einzelmarkerregression fur das Merkmal Starkegehalt (%)

Population TP
Marker (bp) Merkmal R- Vorzeichen p-Wert Information
Quadrat| Korrelation (LG)
MSKO1 (245) | Starke (MW) | 0,048 - 0,050 Starkesynth.
MSKO1 (247) | Starke (MW) | 0,114 + 0,002 Starkesynth.
STM3016 (107) | Starke (MW) | 0,053 + 0,041 \%
Lemalx (131) | Starke (MW) | 0,114 + 0,001 V
STM2012 (249) | Starke (MW) | 0,068 + 0,020 X
STM2012 (254) | Starke (MW) | 0,067 + 0,021 X
MSKOL1 (245) | Starke (GM) | 0,076 - 0,014 Starkesynth.
MSKO01 (247) | Starke (GM) | 0,131 + 0,001 Starkesynth.
Lemalx (131) | Starke (GM) | 0,184 + 0,000 \%
STM3016 (107) | Starke (GM) | 0,048 + 0,050 \%
Population PT
MSKO01 (253) | Starke (MW) | 0,047 + 0,039 Starkesynth.
STM3016 (107) | Starke (MW) | 0,043 + 0,049 \%
STMO0003 (146) | Starke (MW) | 0,043 - 0,048 Xl
MSKO01 (253) | Starke (GM) | 0,131 + 0,000 Starkesynth.

Fur beide Populationen konnten Marker ermittelt werden, die mit dem Merkmal
korreliert sind. Bei Population PT korrelieren bis auf STM2012 (249) und (254) alle
gefundenen Marker sowohl mit den arithmetischen Starkemittel aus 2000 (MW)
als auch mit dem gewogenen Mittel (GM) aus beiden Versuchsjahren signifikant.
Interessant ist, dass bei beiden Populationen verschiedene Fragmente, die von
dem Primerpaar MSKO1 amplifiziert wurden, vorliegen. MSKO1 ist mit dem Starke-
synthasegen assoziiert (KAWCHUK et al. 1996). Wahrend das Fragment MSKO1
(245 bp) negativ mit dem Starkegehalt korreliert ist, zeigen MSKO01 (247) und
MSKO1 (253) recht hohe positive R?>-Werte. Nach diesen BestimmtheitsmaRen
waren 11,4 bzw. 13,1 % der Variation bezlglich des Merkmals durch die Marker

zu erklaren.
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Um die Ergebnisse der Regressionsanalyse zu Uberprufen, wurden fur jeden der
Marker Untergruppen gebildet, bestehend aus Genotypen die das Fragment
aufweisen und solchen bei denen es nicht vorliegt. Die Mittelwerte bezilglich der
zugehdrigen phanotypischen Daten wurden ermittelt und mittels unverbundenem
T-Test auf signifikanten Unterschied getestet. Die Ergebnisse der Regressions-
analyse wurden bestétigt. Signifikante Mittelwertunterschiede wurden nachge-
wiesen. Die Gruppe der Genotypen mit Fragment zeigten immer im Mittel einen
um ca. 1% hoheren Starkegehalt. Bei Marker MSKO1 (245) weist die Gruppe der
Genotypen ohne Fragment einen hoheren Starkegehalt analog zur negativen

Korrelation (vgl. Tab. 3.25) auf.
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3.2 Verwandtschaftsanalyse

3.2.1 Molekulare Markerdaten

Insgesamt wurden 69 tetraploide Genotypen (37 Sorten und 32 A-Stamme) mit 6
AFLP-Primerkombinationen untersucht. Die Analyse mittels SSR-Markern und der
Vergleich zwischen den beiden Markersystemen erfolgte, um den Aufwand in
einem vertretbaren Rahmen zu halten, nur bei 47 Genotypen (37 Sorten, 10
Zuchtstdmmen). Bei den 10 Zuchtstammen handelt es sich um zuféllig ausge-
wahlte Reprasentanten unterschiedlicher Kreuzungsnachkommenschaften.

Die 6 AFLP-Primerkombinationen amplifizierten 529 Fragmente, von denen 359
(67,86%) polymorph waren. Je Primerkombination lagen durchschnittlich 88,17
Fragmente vor. Der Polymorphiegrad (polymorphe Banden/Gesamtfragmentzahl)
fur die einzelnen Primerkombinationen lag zwischen 54,88% fur die Primer-
kombination EcoRI-AAT/Msel-CCA und 81,01% fir EcoRI-AGA/Msel-CGA (Tab.
3.26). Im Durchschnitt konnten 59,83 polymorphe Fragmente je Primerkombi-

nation ermittelt werden (Tab. 3.26).

Tab. 3.26: Polymorphieniveau der einzelnen AFLP-Primerkombinationen

Primer- 3 > > %
kombination amplifizierte polymorphe monomorphe polymorphe
Fragmente Fragmente Fragmente Fragmente

E-AAT + M-CCA 82 45 37 54,88
E-AAT + M-CCC 98 63 35 64,29
E-AGA + M-CGA 79 64 15 81,01
E-ACA + M-CAC 80 48 32 60,00
E-ACA + M-CCC 99 73 26 73,74
E-ACT + M-CCT 91 66 25 75,53

Gesamt 529 359 170 67,86

[E = EcoRI, M = Msel]

Von den 26 Mikrosatellitenprimern erzeugte STM1003 keine Fragmente. Die
verbliebenen 25 SSR-Pimerpaare amplifizierten insgesamt 128 Fragmente, von
denen 126 (98,43%) polymorph vorlagen. Je Kombination konnten durchschnittlich
5,04 polymorphe Produkte ermittelt werden (Tab. 3.27). Die Anzahl der je
Primerpaar detektierten Allele lag zwischen 1 und 12. Die Produkte der Primer-
paare STM1053 und STMO0051 lagen monomorph vor, wahrend STM1021 insge-

samt 12 Allele aufzeigte.
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Tab. 3.27: Ubersicht tiber die Anzahl verwendeter Primerkombinationen/-paare,
deren Amplifikationsprodukte und Anzahl polymorpher Fragmente

Primer- s > O %
kombinationen/ amplifizierte polymorphe polymorphe polymorphe
Primerpaare Fragmente  Fragmente  Fragmente Fragmente

AFLP 6 529 359 59,83 67,86

SSR 25 128 126 5,04 98,43

3.2.1.1 Auswertung der SSR-Muster

Die 25 Mikrosatelliten-Primer reprasentieren 26 Loci, da Primer MSKO03
(Proteinase Inhibitor I) DNA-Fragmente amplifiziert, die zwei verschiedenen Loci
zugeordnet sind (KAWCHUK et al. 1996). Insgesamt konnten die SSR-Primer
Uber die 47 analysierten Genotypen 263 verschiedene Allel-Muster generieren,
d.h. durchschnittlich 10,1 verschiedene Muster je Locus.

Zwischen null und vier verschiedene Amplifikationsprodukte konnten an den ver-
schiedenen Loci jedes individuellen Genotyps beobachtet werden. Dies war zu
erwarten, da bei der autotetraploiden Kartoffel theoretisch bis zu 4 verschiedene
Allele je Locus und Genotyp vorliegen kénnen.

In Abbildung 8 ist ein Beispiel fir einen Mikrosatelliten-Locus gegeben, der von
Primer STM0003 amplifiziert wird. Anhand dieses Elektropherogramms kann die
Komplexitat der Auswertung und Beurteilung eines solchen Locus bei Auto-
tetraploiden aufgezeigt werden. Die vier hier gezeigten Genotypen weisen an dem
Locus vier verschiedene Allele sowie Muster auf. Die Muster setzten sich jeweils
aus zwei oder drei verschiedenen Allelen zusammen. Liegen weniger als 4 Allele
je Locus vor, so kann man nicht beurteilen, ob ein Allel in simplex, duplex, triplex
bzw. wenn nur ein Fragment amplifiziert wird, in quadruplex Konfiguration vorliegt.
Die Anzahl der Muster je Locus Uber alle Genotypen variierte zwischen einem bei
den Primerkombinationen STM1053 und STMO0051, die wie oben bereits erwahnt
jeweils ein monomorphes Allel amplifizierten, und 29 Mustern bei STMO0037.
Obwohl STMO0037 mit 7 aufgedeckten Allelen, verglichen mit den anderen
Primern, im mittleren Bereich lag (MW 10,1) wurde hier die grof3te Variation an

individuellen Mustern gefunden.
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Abb. 8: Elektropherogramm eines Mikrosatellitenlocus

STM1021 dagegen zeigt die grof3te Allelvielfalt (12) auf, diese bilden aber nur 20
Muster. Eine hohere Allelanzahl muf3 hier also im Einzelfall nicht unbedingt immer
eine hohere Mustervielfalt bedingen, jedoch zeigt ein Pearson’scher Korrelations-
koeffizient von r = 0,83 (B = 0,69), dass prinzipiell eine deutlich positive Korrelation
zwischen Anzahl der aufgedeckten Allele und der Anzahl der beobachteten Muster
je Locus vorliegt.
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3.2.2 Genetische Ahnlichkeiten basierend auf AFLP-Markerdaten

Die auf den AFLP-Daten basierenden, nach NEI und LI (1979) berechneten
Ahnlichkeitskoeffizienten, variieren zwischen 0,55 und 0,90. Zuchtstamm ST1372
und die Sorte Mira weisen dabei die geringste, die Vollgeschwisterstamme ST829
und ST831 mit berechneten 90%, die groRte Ahnlichkeit auf. Zwischen allen 69
Genotypen wurden insgesamt 2346 Ahnlichkeitskoeffizienten (Paarvergleiche)
berechnet, deren Mittelwert 0,73 betragt, bei einer Standardabweichung von sy =
0,07. Betrachtet man die verschiedenen Genotypen nach Abstammungsgruppen
unterteilt, so weisen die Nachkommen der Sorte Agria (vgl. Abb. 9), d.h. die
Sorten (Verona, Camilla, Marlene, Markies) und die diversen Zuchtstamme,
untereinander eine Ahnlichkeit zwischen 75-90% auf. Vollgeschwisterstamme
(Tab. 3.28) weisen hier sogar im Durchschnitt einen Koeffizienten von tber 0,8
auf. Zwischen den 4 Vollgeschwistergruppen gibt es beziiglich der Variationsbreite
der Koeffizienten und den Mittelwerten keine grof3en Unterschiede. Sieht man sich
ausschlieRlich die Ahnlichkeiten zwischen den Halbgeschwisterstammen aus den
Kreuzungen mit der Sorte Markies an, so unterscheiden sich diese mit einer
Variationsbreite von 0,75-0,87 und einem Mittelwert von 0,81 auch nicht von
denen der Vollgeschwistergruppen.

Die untersuchten Sorten (Rest), die einen Ausschnitt des deutschen Sorten-
spektrums darstellen, und in ihren Stammbaumen keinen "Agria-Hintergrund" auf-
weisen, unterscheiden sich deutlich. Zwar wurden zwischen einzelnen Genotypen
Ahnlichkeitskoeffizienten von tber 0,8 berechnet, welche an die Maximalwerte der
Vollgeschwistergruppen heranreichen, jedoch zeigt ein minimaler Koeffizient von
0,56 und vor allem ein Mittelwert von 0,68, dass die Ahnlichkeiten zwischen den
Sorten deutlich geringer sind.

Tab. 3.28: Ahnlichkeiten der Voll- und Halbgeschwister Zuchtstimme, sowie der
Sorten basierend auf AFLP-Markerdaten

Kreuzung N \% MW Sy
Vollgeschwister Markies x 853... 45 0,81-0,90 0,85 0,02
Vollgeschwister  Markies x 532... 10 0,79 -0,88 0,83 0,03
Vollgeschwister = Markies x 518... 21 0,80 -0,90 0,85 0,02
Vollgeschwister Marlene x 133 A-... 28 0,74 - 0,85 0,81 0,03
Halbgeschwister 156 0,75-0,87 0,81 0,02
Rest 528 0,56 - 0,83 0,68 0,05

N= Anzahl der Ahnlichkeitskoeffizienten; V = Variationsbreite; MW = Mittelwert; Sx = Standardabw.
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3.2.2.1 Clusteranalyse basierend auf AFLP-Markern

Das mit einer Clusteranalyse nach dem UPGMA-Verfahren erstellte AFLP-
Dendrogramm spiegelt die recherchierten Verwandtschaftsverhéltnisse der
meisten analysierten Genotypen gut wieder (Abb. 9a bis 9c).

Abbildung 9 gibt einen Gesamtuberblick Uber das Dendrogramm. Die dort
abgebildeten Nummern symbolisieren 6 Untergruppen, die in Abb. 9a bis 9c im
Detail besprochen werden.

Im Dendrogramm ist sehr gut zu erkennen, wie die Zuchtstamme (ST) mit den
Elternsorten Marlene bzw. Markies, sowie Sorten, die ebenfalls Agria in ihrem
Stammbaum aufweisen (Verona, Camilla), zusammen um Agria in Untercluster 1
und 2 (Abb. 9a) gruppiert sind. Die Stamme bilden zudem mit ihren jeweiligen
Eltern eine Gruppe. So sind die Stamme ST1675 - ST1690 deutlich mit ihren
Eltern Marlene und die Stamme ST824 - ST833, ST1229 - ST1233, sowie ST1370
-ST1376 mit ihrer Mutter Markies zusammengefasst. In Cluster 1 ist ebenfalls
Saturna, der zweite Elter von Marlene eingeordnet.

In Untercluster 3 (Abb. 9b) gruppieren die Sorten Aiko und Petra, Halbge-
schwister, die auf den gemeinsamen Kreuzungselter Assia zurtckzufiihren sind,
zusammen.

Auch bei Bettina, Sanira und Alwara ist die Einordnung im selben Cluster nachvoll-
ziehbar, da alle den Stamm MPI 61303/34 in ihrer Herkunft aufweisen. Kuras ist
uber den Stamm MPI 55.957.54 in seinem Stammbaum mit Aiko und Petra
verwandt (vgl. Abb. 9b). Im vorliegenden Cluster liegen verhaltnismaflig viele
Genotypen mit W/y -Cytoplasmatyp (vgl. Kap. 3.1.1) vor.

Die Sorten Mentor und Saturna (Cluster 3 und 1) sind dagegen nicht direkt zusam-
men gruppiert, obwohl sie laut Stammbaum mit Maritta den gleichen maternalen
Elter aufweisen. Was auf den ersten Blick nicht logisch erscheint, lasst sich bei
naherer Betrachtung erklaren. Zusammen mit Mentor liegen Karlena und Gambria
in der selben Gruppe. Karlena und Mentor weisen beide die Sorte Hindenburg als
Vorfahre auf. Zwischen Karlena und Gambria besteht Uber Saskia eine Ver-
bindung. Die ebenfalls in Cluster 3 liegende Gunda stammt aus einer Kreuzung
mit Quarta. Hier besteht eine weitere Beziehung zu Cluster 1, da Agria aus der
Kreuzung Semlo x Quarta stammt. Ferner kann eine Verbindung zwischen Cluster
1 und 3 uber die Sorte Clivia hergestellt werden. Clivia ist ein Kreuzungselter

sowohl von Quarta als auch von Hilta, wobei letztere Elter von Sanira ist.
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Sanira weist zudem, wie oben bereits erwahnt, den Stamm MPI 61303/34 in
seinem Stammbaum auf. Damit ist der Kreis geschlossen. Zwischen den
Genotypen der ersten drei Cluster lassen sich also Beziehungen aufzeigen, die
zumeist auf altere Vorfahren wie die bereits erwdhnten Sorten Clivia, Quarta,
Hindenburg und Saskia zurlckzufiihren sind. Dies erklart letztendlich die
unterschiedliche Gruppierung von Mentor und Saturna.

Graphisch wird dies durch das generierte Dendrogramm (Abb. 9) unterstitzt. Der
UPGMA-Fusionsalgorithmus ist als die mittlere genetische Distanz der in den
Clustern erhaltenen Genotypen untereinander und die mittlere Distanz zwischen
den verschiedenen Clustern an den Verbindungslinien dargestellt. Deutlich ist zu
erkennen, dass fur die Genotypen in den ersten drei Clustern eine grol3ere
genetische Ahnlichkeit berechnet wurde. Cluster 4,5 und 6 heben sich deutlich an
den Verbindungslinien ab. Ein Vergleich der Ahnlichkeitskoeffizienten zwischen
den Genotypen der erwdhnten Cluster bestatigt dies (Tab. 3.29).

Tab. 3.29.: Vergleich der Ahnlichkeitskoeffizienten verschiedener Untercluster

Vergleich der Ahnlichkeitskoeffizienten
von Cluster 1 und 2
mit Cluster 3 mit Cluster 4- 6

N 456 722
Max 0,83 0,76
Min 0,69 0,55
SX 0,03 0,03
MW 0,76 0,65

Die Genotypen von Cluster 1 und 2, zeigen zu den Sorten in Cluster 3 eine
genetische Ahnlichkeit zwischen 69 und 83% bei einem Mittel von 76%, wahrend
dagegen die Ahnlichkeiten mit einer Variationsbreite von 55-76% (MW: 65%) zu
den Sorten von Cluster 4-6 deutlich um durchschnittlich 11% geringer sind.

Auch die Anordnung der Sorten in Cluster 4 bis 6 lasst sich nachvollziehen. In
Cluster 4 erfolgte die Gruppierung von Sibu, Assia und Ute tber den Zuchtstamm
MPI 65.346/19 und Gamma. Interessanterweise sind die Halbgeschwister Aiko
und Petra (Cluster 3), die beide aus einer Kreuzung mit Assia stammen, mit ihnrem
Elter nicht zusammen gruppiert. Der Vergleich der Ahnlichkeitskoeffizienten zeigt
hier aber keine deutlichen Unterschiede auf. Fur Assia und ihr Halbgeschwister
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Ute wurde eine Ahnlichkeit von 77% berechnet, wahrend diese zwischen Assia
und ihren Nachkommen Petra bzw. Aiko 75% betragt.

In Cluster 5 und 6 sind direkte Beziehungen zwischen Indira und Combi mit dem
gemeinsamen Elter Edith, sowie zwischen Mira und Thomana Uber Capella (syn.
Lenino) zu erkennen. Zwischen diesen beiden Clustern besteht eine Gemein-
samkeit Uber die Sorte Bodenkraft, die Thomana und Ponto zugrunde liegt.
Gleichzeitig gibt es tUiber den Bodenkraftelter Capella eine Verbindung zu Mira.
Nicht immer ist die Einordnung zu erklaren. So sind die auf Certa zurlickgehenden
Halbgeschwister Pluto, Sibu und Ulme in verschiedenen Clustern plaziert. Die
berechneten Ahnlichkeiten die zwischen 0,69 und 0,73 liegen, geben hier keine
weiteren Aufschlusse. Ahnlich sieht dies bei Berber und Gambria aus. Obwohl
Gambria aus einer Kreuzung von Ronea mit Berber hervorgegangen ist, liegen
beide Sorten in unterschiedlichen Clustern.

Insgesamt kann aber die Einordnung der Genotypen meist klar anhand bekannter
Stammbaume nachvollzogen werden. Es lassen sich zwei deutliche Gruppen
unterscheiden. Cluster 1 und 2 umfal3t die Sorte Agria und deren Nachkommen
und Cluster 3 steht zu den erstgenannten tber gemeinsame Vorfahren in enger
Beziehung. Hingegen représentieren Cluster 4-6 einen Ausschnitt aus dem deut-
schen Sortenspektrum mit geringer Ahnlichkeit zur 'Agriagruppe’.

Wahrend bei einigen Genotypen nur geringe Information beziglich der Herkunft
vorlag, konnte diese bei etlichen bis in das 19. Jahrhundert zurtickverfolgt werden
(vgl. Anhang). Es lasst sich dadurch zeigen, dass einige Genotypen immer wieder
als Kreuzungspartner bevorzugt Verwendung fanden. Solche Genotypen sind z.B.
Certa, Hindenburg, Tiger und Saskia, die Uber verschiedene Gruppen hinweg in
Stammb&aumen vorzufinden sind.

Ein cophenetischer Korrelationswert von r.s = 0,92 zeigt eine hohe Gite der
Anpassung der Daten aus der Clusteranalyse zu den Ausgangsdaten der

Ahnlichkeitsmatrix.
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Abb. 9b: AFLP-Dendrogramm (Untercluster 3 und 4)
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Abb. 9c: AFLP-Dendrogramm (Untercluster 5 und 6)
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3.2.3 Auf SSR-Markerdaten basierende genetische Ahnlichkeiten

Mittels SSR-Technik wurden insgesamt 47 Genotypen charakterisiert, wobei 1081
Paarvergleiche erfolgten. Die nach NEI und LI (1979) berechneten Ahnlichkeits-
koeffizienten variieren zwischen 0,39 fur das Paar Bettina/ST825 und 0,79 fur die
Geschwister ST824/ST825. Der Mittelwert der Koeffizienten betragt 0,60 bei einer
Standardabweichung von sy = 0,06.

Beim Vergleich der Vollgeschwisterstimme wurden aufgrund der Reduzierung der
untersuchten Stdmme die aus 3 verschiedenen Markies-Kreuzungen (vgl Tab.
3.28) stammenden Genotypen zusammengefasst. Diese 6 Genotypen (3 Paare)
weisen untereinander eine Ahnlichkeit von durchschnittlich 77% auf (Tab. 3.30).
Der Koeffizient flr das Vollgeschwisterpaar ST1678/ST1679 aus der Kreuzung mit
der Sorte Marlene betragt 0,68. Ein Vergleich der Ahnlichkeitskoeffizienten der
Halbgeschwisterstimme aus den verschiedenen Kreuzungen mit Markies, zeigt
eine Variation zwischen 0,54-0,76 bei einem Mittelwert von 0,65. Diese Werte
liegen deutlich unter denen der Vollgeschwister.

Die Nachkommen der Sorte Agria, d.h. die Sorten Verona, Camilla, Marlene,
Markies und die Zuchtstamme, weisen untereinander eine Ahnlichkeit von 50-79%
bei einem Mittelwert von 0,64 auf. Die Koeffizienten der 37 Sorten (Rest), die
einen Ausschnitt aus dem deutschen Sortenspektrum darstellen, bewegen sich
zwischen 0,50 und 0,79 bei einem Mittel von 0,64. Vollgeschwistergruppen zeigen,
wie zu erwarten, die deutlich groRte Ahnlichkeit, wahrend zwischen den restlichen
Gruppen sowohl beziglich der Streuung der Koeffizienten als auch der Gruppen-

mittel keine wesentlichen Unterschiede zu erkennen sind.

Tab. 3.30: Ahnlichkeiten der Voll- und Halbgeschwisterzuchtstamme, sowie der
Sorten basierend auf SSR-Markerdaten

N V MW Sy
Vollgeschwister (Markies ) 3 0,75-0,79 0,77 0,02
Vollgeschwister (Marlene) 1 0,68 / /
Halbgeschwister 12 0.54 - 0,76 0,65 0,06
Nachkommen von Agria 78 0,50-0,79 0,64 0,07
Agria-Sorten 10 0,55-10,79 0,63 0,07
Rest 523 0,42 -0,79 0,61 0,06

N= Anzahl der Ahnlichkeitskoeffizienten; V = Variationsbreite; MW = Mittelwert; Sx = Standardabw.
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Zwischen den Gruppen die einen ,Agria-Hintergrund“ aufweisen (Voll- und Halb-
geschwister, Sorten) und den Sorten, die das Sortenspektrum reprasentieren, gibt
es also beziglich der Hohe der Koeffizienten keine deutliche Abgrenzung wie sie
bei den AFLP basierenden Koeffizienten (vgl. Tab. 3.28) zu beobachten ist. Hin-
gegen ist eine Unterteilung innerhalb der Agria-Gruppe beziglich des Verwandt-
schaftsgrades festzustellen. Fir Vollgeschwistervergleiche wurden hier, wie oben

bereits erwahnt, hohere Ahnlichkeiten berechnet.

3.2.3.1 Clusteranalyse basierend auf SSR-Markern

Die Generierung des auf den Mikrosatellitendaten beruhenden Dendrogramms
erfolgte mit dem Fusionsalgorithmus UPGMA. Die in der Gesamtubersicht (Abb.
10) abgebildeten Nummern symbolisieren 8 Untergruppen, die zur besseren
Ubersicht aufgeteilt auf die Abbildungen 10a bis 10c dargestellt sind.

Die in Untercluster 1 (Abb. 10a) eingeordneten Sorten Aiko, Petra, Ute und Assia
weisen alle den MPI-Stamm 65.346/19 in ihrem Stammbaum auf. Die jeweiligen
Halbgeschwister gruppieren zusammen. Die Zuordnung von Mira in dieses Cluster
ist anhand der vorliegenden Stammbaume nicht zu erklaren. In Cluster 2 gehen
die Sorten Pluto, Ulme, und Sibu jeweils auf eine Kreuzung mit Certa zurlck. Sibu
ist hier nicht dem 1 Cluster zugeordnet, obwohl diese Sorte anhand ihre Herkunft
eine enge Verwandtschaft vermuten lasst.

Die Anordnung der Genotypen in Untercluster 3 ist nicht aus deren
Abstammungsdaten ersichtlich, Die Sorten Alwara und Bettina in dem kleinen
Cluster 4 sind auf den Stamm MPI1 61.303/34 zuruckzufuhren.

In Cluster 5 ist nur eine Beziehung zwischen Mentor und Tomensa herzustellen.
Beide weisen die Sorte Maritta in ihrem Stammbaum auf. Zu Cluster 3 bestehen
Beziehungen Uber Saturna, die ebenfalls auf Maritta zurtickzufihren ist, sowie
Gambria, die Berber als Elter aufweist. Zwischen Cluster 4 und 2 kénnen hinge-
gen klare Verbindungen Uber die Vorfahren MPI 61.303/34, Tasso und Tiger
gezogen werden. Aber auch bei Cluster 5 und 2 gibt es Gemeinsamkeiten. So
weisen Ponto und Thomana gemeinsam Bodenkraft als Vorfahre auf.

Cluster 6 setzt sich Uberwiegend aus Sorten und Zuchtstdmmen zusammen, die
auf Agria zurickzufuhren sind. Die Zuchtstamme gruppieren hier um ihren Elter
Markies. Die Sorte Gunda weist wie Agria denselben Elter Quarta auf, wahrend

Leyla und Agria den Vorfahren Clivia teilen. Die Einordnung von Indira ist nicht zu
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erklaren. Aufgrund ihrer Herkunft wére eine gemeinsame Einordnung mit dem
Halbgeschwister Combi (Cluster 2) zu erwarten gewesen.

In Cluster 7 sind ebenfalls vorwiegend Nachkommen der Sorte Agria eingruppiert.
Hierbei handelt es sich um Zuchtstdmme ST1678 und ST1679, ihren Elter
Marlene, sowie um Verona und die Zuchtstamme ST348 und ST347. Die Zuord-
nung von Panda, Producent und Kuras zu dieser Gruppe ist nicht nachvollziehbar.
Der relativ geringe cophenetische Korrelationswert von rcs = 0,53 deutet auf eine
mafig gute Anpassung der Daten aus der Clusteranalyse zu den Ausgangsdaten

der Ahnlichkeitsmatrix hin.
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Abb. 10a: SSR-Dendrogramm (Untercluster 1 und 2)
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3.2.4 Hauptkoordinatenanalyse

Erganzend zur Clusteranalyse wurde eine Hauptkoordinatenanalyse durchgefihrt,
um sich ein genaueres Bild von den verwandtschaftlichen Strukturen innerhalb
des untersuchten Sortiments zu machen. Die Ergebnisse der Clusteranalyse
werden hier bestatigt. Die aus der AFLP-Ahnlichkeitsmatrix berechneten Haupt-
koordinaten (Abb. 11) bilden deutliche Gruppen. Die Genotypen, die Agria im
genetischen Hintergrund aufweisen, liegen in den Untergruppen der Marlene- bzw.
Markies-Nachkommen vor. Sorten, die eine hohe Ahnlichkeit zu diesen Genotypen
aufweisen, sind angrenzend gruppiert. Ferner bilden 19 Sorten mit den grof3ten
genetischen Abstande zur ,Agriagruppe”, analog zum Dendrogramm, eine eigene
Gruppe.

Die Anordnung der aus den SSR-Ahnlichkeitskoeffizienten berechneten Haupt-

koordinaten (Abb. 12) lasst hingegen keine Gibergeordnete Struktur erkennen.

3 ~.
il ./-.'5? N
] \
! 1% ¢
43 v ° & \
} 5 &
v & \
a '\ ..__3* \
' . My S \
AL -] 1 .
e g I
7 T3S g S . /
4 an - ~ .
v 45 &N e
=) \ IB jeesiees ¥
Cum-2 0054 \ e ] -;f...
1 1412 3N _.;-' *e)
I RN . .
lag¥ . ‘
"I-';*' . \\ . '_'*:l .;tm o.
\ a T | : r x [y
{ [+ \ . !':“ F o .
] ‘ 4 i .
Ay e \ e = = k3 .
Fa] =1 ‘ . 21 . [u]
\ . gp 4D . i g .
\ u L r \ A £
\ ; 1 % g 5 &F .
\ 2 ! ° :
\ ' . 6: & :
\ J % 50 El - :
am N\ T T T a0
3 N a / T s . o
~ / Drem-L °e B
-~ ~ / L] .

Sortene T~ =, Markies-Gruppe .7 "::::: Marlene Gruppe & T"_=

oooooooo -

Abb. 11: Hauptkoordinatenanalyse basierend auf AFLP-Daten



ERGEBNISSE 74

LET

4

n

e

o
o

Luwd O+

L=

0 L=

LR

L 0 LT ool e 0
Dan-1

Abb. 12: Hauptkoordinatenanalyse basierend auf SSR-Daten

3.2.5 Vergleich der Markersysteme

3.2.5.1 Ahnlichkeitskoeffizienten, Dendrogramme und Hauptkoordinaten

Mit beiden Markersystemen konnten die Genotypen deutlich voneinander
unterschieden werden. Die Ergebnisse der Cluster- und Hauptkoordinatenanalyse
zeigen jedoch Unterschiede auf. So wurden in beiden Dendrogrammen Voll-
geschwister meist zusammen gruppiert, jedoch ist die Verwandtschaftsgruppe der
Genotypen, die Agria als Vorfahren aufweisen, im AFLP-Dendrogramm deutlicher
zusammengefasst. Dies wird durch die Ergebnisse der Hauptkoordinatenanalyse
(Abb. 11 und 12) bestatigt. In der zweidimensionalen Anordnung der auf den
AFLP  Ahnlichkeitskoeffizienten basierenden Hauptkoordinaten ist eine
Gruppenbildung klar zu erkennen, wohingegen aus der Lage der SSR-
Hauptkoordinaten keine eindeutige Struktur zu deuten ist.

Im AFLP-Dendrogramm (Abb. 9) erfolgt zudem eine deutliche Trennung zwischen
Agria-Gruppe bzw. ihr ahnlicher Sorten (Cluster 1-3) und den restlichen Geno-

typen (Rest), die das deutsche Sortenspektrum reprasentieren. Dies ist auch
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anhand der Ahnlichkeitskoeffizienten (vgl. Tab. 3.28) ersichtlich. Nachkommen
von Agria weisen hier eine viel groRRere Ahnlichkeit zueinander auf.

Im SSR-Dendrogramm ist dagegen die graphische Trennung zwischen Agria—
Verwandtschaftsgruppe und Sorten (Rest) weniger deutlich und anhand der
Hauptkoordinatenanordnung, wie erwéhnt, tberhaupt nicht zu erkennen. Dies be-
statigen auch die Werte der Ahnlichkeitskoeffizienten (vgl. Tab. 3.30). Diejenigen
der ,Agriagruppe” unterscheiden sich nicht wesentlich von denen der restlichen
Sorten (Rest). Eine Differenzierung ist nur innerhalb der ,Agriagruppe“ zu er-
kennen. Hier weisen Vollgeschwister mit Abstand die hochste Ahnlichkeit auf.

Die Mikrosatelliten-Untercluster 6-8 (vgl. Abb. 10) sind nicht ausnahmslos
Genotypen mit Agria-Hintergrund vorbehalten. Sorten wie Indira und Kuras sind
hier ebenfalls eingeordnet, obwohl dies anhand der Stammbaume nicht nach-
vollziehbar ist. Hingegen sind andere Eingruppierungen im SSR-Dendrogramm
besser nachvollziehbar. So liegen z.B. die auf Stamm MPI 65.346/19 zurlck-
gehenden Sorten Aiko, Petra, Ute und Assia im selben Untercluster. Noch deut-
licher wird dies bei den Halbgeschwistern Pluto, Ulme und Sibu, die hier im
Gegensatz zum AFLP-Dendrogramm zusammengefasst sind. Auch die Zuordnung
von Leyla ist besser zu erklaren. Diese Sorte weist wie Agria den gleichen Vor-
fahren Clivia auf. Eine schlecht zu erklarende, unterschiedliche Gruppierung von
Berber und der aus einer Kreuzung von Ronea mit Berber stammenden Gambria,
liegt bei beiden Dendrogrammen vor.

Zum besseren Vergleich der Ahnlichkeitskoeffizienten erfolgte die Berechnung
einer zusatzlichen AFLP-Matrix, die analog zur SSR-Analyse auf 47 Genotypen
beruhte (vgl. Kap. 3.2.1). Insgesamt erfolgten 1081 Paarvergleiche (Tab. 3.31).
Die Werte der AFLP-Koeffizienten liegen mit Werten zwischen 0,55 und 0,86
sowie einem Mittelwert von 0,70 deutlich Gber denen der Mikrosatelliten.

Der Spearmansche Rangkorrelationskoeffizient als ein Mal3 dafir, wie die
jeweilige Markertechnik die Paarvergleiche der genetischen Ahnlichkeit in eine
Rangskala einordnet, wurde berechnet. Ein Rangkoeffizient von R = 0,059 zeigt

praktisch keine Korrelation zwischen den beiden Markertechniken an.
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Tab. 3.31: Schatzwerte der genetischen Ahnlichkeitskoeffizienten nach DICE
(1945) getrennt nach Markersystem

Ahnlichkeitskoeffizienten

AFLP SSR
N 1081 (2346) 1081
MW 0,70 (0,73) 0,60
Min 0,55 (0,55) 0,39
Max 0,86 (0,90) 0,79
S, 0,06 (0,07) 0,06

() Werte die auf Paarvergleiche von 69 Genotypen basieren [vgl. Kap. 3.2.2]

3.2.5.2 Maf3zahlen zur Markerbewertung

Fur die beiden verwendeten Markersysteme wurden der Diversitats Index (DlI),
Effektives Multiplex Verhéltnis (EMR), sowie der Marker Index (MI) berechnet.
Diese Mal3zahlen sollten einen Hinweis auf die Wertigkeit des jeweiligen Systems
fur die Durchfihrung einer Verwandtschaftsanalyse geben. In Tab. 3.32 sind
Ergebnisse dieser Berechnungen aufgefuhrt.

Der Diversitats Index der Mikrosatelliten ist mit 0,86 deutlich héher als derjenige
der fur die AFLPs berechnet wurde. Beim Effektiven Multiplex Verhaltnis ist dies
umgekehrt. Das durchschnittliche EMR, das die Anzahl polymorpher Loci angibt,
die in einer Analyse mit einem Markersystem aufgedeckt werden, ist mit 59,9 bei
den AFLPs betrachtlich gré3er als das der SSRs mit 0,98. Dies war zu erwarten,
da mit einer AFLP-Primerkombination in den hier durchgefiihrten Experimenten
durchschnittlich 88 Banden (Loci) aufgedeckt wurden, wahrend fir ein SSR-
Primerpaar vorausgesetzt wurde, das es nur einen Locus aufdeckt. Der aus dem
Produkt von DI und EMR gebildete MI ist demzufolge auch fir die AFLPs
betrachtlich hdher (23,84) als fur die SSRs mit einem Ml von 0,84.

Tab 3.32: Mal3zahlen zur Markerbewertung

Marker Anzahl 3der Zahlder Anteil Locizahl

der Banden* Banden polymorpher pro PE

PE* pro PE Banden* DI  EMR Ml
AFLPs 6 529 88,17 0,68 88,1 0,39 59,9 23,84
SSRs 25 128 5,12 0,98 1,0 0,86 0,98 0,84

PE = Probeneinheit: Bei AFLPs eine Primerkombination und bei SSRs ein Primerpaar;
*vgl. mit Tab. 3.27
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3.2.5.3 Gruppierung nach Merkmalsauspragungen

Die Uberprifung der beiden erstellten Dendrogramme hinsichtlich einer
systematischen Anordnung der Sorten nach ihren Merkmalen erfolgte. Hierbei
wurden Auspragungen wie Reifegruppe, Reifezeit, Verwendungszweck, sowie
Anfalligkeit fur den Kartoffelvirus Y (PVY) und den Blattrollvirus (PLRV), nach
Einstufung der Beschreibenden Sortenliste, einbezogen. Ebenfalls wurde eine
Gruppierung beziiglich des Ziichters (Herkunft) untersucht.

Keine systematische Anordnung konnte erkannt werden. Im AFLP Dendrogramm
ist eine Trennung zwischen Speise- und Wirtschaftssorten angedeutet.
Untercluster 4,5 und 6 (vgl. Abb. 9) sind bis auf die Sorten Leyla, Berber, Forelle
und Erntestolz, aus Starkesorten zusammengesetzt. Die drei genannten
Untercluster weisen zu den anderen (1-3) eine deutlich gréf3ere genetische

Distanz auf.

3.2.5.4 Anzahl der verwendeten Marker fur eine Clusteranalyse

Vergleicht man zwei unterschiedliche Markersysteme wie AFLPs und Mikro-
satelliten (SSR), so stellt sich die Frage, ob ein Vergleich der Systeme Uberhaupt
zulassig ist, wenn man die unterschiedliche Anzahl der Marker (AFLP: 529 ;SSR:
128), bzw. Polymorphismen betrachtet, die in die Analyse mit eingegangen sind.
Anhand der AFLP-Markerdaten wurde deshalb Uberprift, wie sich eine unter-
schiedliche Primerzahl und Kombination, die in die Clusteranalyse miteinbezogen
wird, auf das Ergebnis auswirkt.

Wurden die Polymorphismen von 3 oder mehr Primerkombinationen analysiert, so
waren generell keine groRen Verdnderungen der ausgegebenen Dendrogamme
zu beobachtet. Ab ca. 150 analysierten AFLP-Polymorphismen, sind also fur die in
der vorliegenden Analyse verwendeten 6 Primerkombination, 'stabile’ Ergebnisse
zu erwarten. Die 126 analysierten SSR-Polymorphismen weisen hierzu eine ahn-
liche GroRRenordnung vor. Ein Vergleich der Markersysteme scheint uneinge-

schrankt zul&ssig.
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4. Diskussion
4.1 Einfluss des Cytoplasmas auf die Merkmalsvariabilitat
4.1.1 Kreuzungseigenschaften

Als Grundlage fur die Untersuchungen des Cytoplasmaeinflusses auf die
Merkmalsvariablitdt wurden reziproke Kreuzungen durchgefuhrt. Sorten, mit nach
LOSSL et al. (1998, 1999) charakterisiertem Cytoplasma (vgl. Kap. 2.1.1), dienten
dabei als Kreuzungspartner.

Die Sorten der Kulturkartoffel weisen allgemein sehr grof3e Unterschiede bezlg-
lich der Fertilitat auf. So zeigten von den 667 Kulturkartoffelherkiinften aus 25
Staaten, die GOPAL (1994) hinsichtlich Bluhverhalten, méannlicher Sterilitat und
Beerenansatz untersuchte, 31,8% keinen Ansatz und nur 54,3% konnten sowohl
als matterlicher, wie auch véterlicher Elter genutzt werden. Reziproke Kombi-
nationen sind in der Regel schwer zu erstellen. Vor diesem Hintergrund wurde das
Kreuzungsprogramm breit angelegt (Kap.3.1). Von den im Jahr 1998 erfolgten
2188 Einzelkreuzungen, die 320 Kombinationen reprasentieren, zeigten 55%
einen Beerenansatz, nur 21 (13%) davon waren reziprok. Dies entspricht Gréf3en-
ordnungen, die in der Praxis haufig beobachtet werden. Auch die Anzahl der
Samen je Beere lag in der von STEINBACH (1990) fir tetraploide Kreuzungen
beschriebenen Gréfienordnung von 76 bis 138.

Die Kreuzungseignung der Genotypen wurde bezogen auf das jeweilige vor-
liegende Cytoplasma beurteilt. Hinsichtlich der Eignung als Mutterpflanze zeigten
sich keine Unterschiede, jedoch konnte bei der Eignung als Pollenelter deutlich
zwischen den drei im deutschen Sortenspektrum dominierenden Plasma-Typen
differenziert werden (vgl. Tab. 3.1). Keine Blite, die mit Pollen eines W/y-
Genotypen bestaubt wurde, zeigte einen Beerenansatz. Testkreuzungen im
darauffolgenden Jahr, bei denen eine grof3ere Anzahl solcher Polleneltern tber-
pruft wurde, bestatigten die Beobachtung (vgl. Tab. 3.2). Genotypen, die eine der
anderen Plasma-Konfigurationen aufwiesen, zeigten hingegen in beiden Ver-
suchsjahren einen guten Beerenansatz. Negative Umwelteinflisse, wie grof3e
Hitze (BAMBERG 1995) und zu geringe Photoperiode (TURNER and EWING
1988), die zu einer verminderten Bluhfreudigkeit, vorzeitigen Abwerfen der Bliten,
bzw. geringeren Lebensfahigkeit des Pollens fihren, konnten also weitgehend

ausgeschaltet werden.
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Die Untersuchung der Pollenkeimung an Nachkommen von Sorten mit W/y-
Plasma zeigte, dass diese ebenfalls pollensteril sind (vgl. Tab. 3.3) oder tberhaupt
keinen Pollen bildeten. Die Aussagefahigkeit solcher direkter in-vitro Keimtests
wurde von HOFFERBERT (1996) hoher eingestuft als ein indirekter Nachweis
durch Anfarbung mittels Tetrazolium- und Karminessigsaure-Test. Er ermittelte
eine hochsignifikante Korrelation von jeweils tber r = 0,8 zwischen Keimtest und
Beerenansatz bzw. Samen je Beere. Auch JANSSEN und HERMSEN (1976)
stuften die Zuverlassigkeit von Keimtests héher als die von Farbetechniken ein.
Nur mit der in vitro-Pollenkeimung nach MORTENSEN (1964) konnten sie
verlassliche Aussagen Uber die mannlichen Fertilitat machen.

Die Evaluierung des Kartoffelzuchtprogrammes der Bayerischen Landesanstalt fur
Pflanzenbau und Bodenkultur (LBP) zeigte ebenfalls, dass sich W/y-Typen nicht
als Pollenelter eignen und uber die Jahre hinweg ausschliel3lich als Mutter-
pflanzen eingesetzt werden konnten. Cytoplasma und Sterilitdt wurden immer
maternal vererbt.

Alle diese Ergebnisse lassen mit gro3er Sicherheit den Schluss zu, dass der W/y-
Typ mit einem Cytoplasmatisch-Mannlichen-Sterilitdts System (CMS) gekoppelt
ist. Zum ersten mal wurde hier bei der Kartoffel die Kopplung eines durch
molekulare Marker definierten Cytoplasmas mit einer mannlichen Sterilitdt be-

obachtet.

Durch die ermittelten Stammbé&aume (Tab 3.4) der untersuchten W/y-Typen konnte
hergeleitet werden, dass dieses Plasma durch Einkreuzung der Wildart S.
stoloniferum in das deutsche Sortenspektrum gelangt ist (vgl. Abb. 5a, b).

Solchen Sorten liegen MPI-Stamme zugrunde, die dazu dienten, das
Resistenzgen Rysi,, gegen das Kartoffelvirus Y (PVY) aus S. stoloniferum in
deutsche Sorten zu Ubertragen. Mit diesen Herkinften wird auch eine plasmatisch
mannliche Sterilitdt verbunden (ROSS 1986). In der deutschen Sortenliste sind die
meisten W/y-Sorten als gering anfallig, bzw. extrem resistent gegen PVY
eingestuft. Auffallig ist, dass praktisch alle Zuchterhauser tUber die Jahre hinweg,
immer wieder auf die gleichen bewéhrten Resistenzdonoren (vgl. Tab. 3.4)
zuruckgegriffen haben. Ein Beweis fur das erfolgreiche 'Prebreeding’ des Max-
Planck-Institutes fur Ztichtungsforschung in Kéin (MPI).
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Cytoplasmatische ménnliche Sterilitat (CMS) ist das maternal vererbte Unver-
maogen einer Pflanze, funktionsfahigen Pollen zu produzieren und wurde bei mehr
als 150 Pflanzenarten beobachtet. (LASER et al. 1972; MACKENZIE et al. 1994).
Auch bei der Gattung Solanum wurde CMS haufig beschrieben (ABDALLA and
RAMANNA 1971; GRUN et al. 1977; GRUN 1979; SANFORD and HANNEMAN
1979; HOOPES et al. 1980). GRUN (1979) fuhrte sie auf Interaktionen zwischen
maternal vererbten, cytoplasmatischen ,Faktoren’, und Kerngenen, die von beiden
Eltern stammen kdnnen, zuriick. Letztendlich fiihren diese zu verschiedenen, mit
Sterilitdt verbundenen Abnormalitdten, wie runzelige, leere Mikrosporen oder
deformierte Antheren.

Informationen Uber die genetische Basis dieser Sterilitat sind sehr gering. In
einigen Fallen war es moglich, spezifische Regionen des Chondrioms mit
,Rearrangements’ zu identifizieren, die stark mit dem CMS-Phanotyp korrelierten
(SCHNABEL and WISE 1998). So wurden Assoziationen von CMS mit abnormaler
mitochondrialer Genexpression bei Pflanzenarten wie Mais (DEWEY et al. 1986,
1987), Sonnenblume (HORN et al. 1991; KOHLER et al. 1991; MONEGER et al.
1994), Bohne (JOHNS et al. 1992) oder auch Petunien (NIVSON and HANSON
1989) beobachtet. In jedem dieser Falle wurde die Unterbrechung der
Pollenentwicklung in CMS-Linien, durch die Expression neuer mitochondrialer

DNA-Sequenzen, die protein-codierende offene Leseraster beinhalteten, begleitet.

Wenige Arbeiten beleuchteten bisher die molekularen Ursachen von Kern-
Cytoplasma Interaktionen, die zu mannlicher Sterilitat der Kartoffel flhren.
BUCKNER und HYDE (1982) verglichen Chloroplasten-DNA verschiedener
Solanum Subspezies und kamen zu dem Schluss, dass die Expression von CMS
nicht von dieser kontrolliert wird. CARDI et al. (1999) untersuchten Fusions-
hybriden zwischen der Kulturkartoffel und der sexuell inkompatiblen Wildart S.
commersonii. Die meisten méannlich-sterilen Hybride zeigten bevorzugt Vererbung
von mtDNA-Fragmenten, die von S. tuberosum stammten, wahrend die mannlich-
fertilen vorwiegend Fragmente von S. commersonii aufwiesen. Dennoch konnten
sie keine deutliche Korrelation zwischen einer spezifischen, mitochondrialen
Region und mannlicher Sterilitat ermitteln. Hier besteht noch grofRer

Forschungsbedarf.
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4.1.2 Cytoplasma und Ertragsparameter

Die Ergebnisse aus den ein- bzw. zweijahrigen Feldversuchen mit den reziproken
Populationen (vgl. Kap. 3.1.4) lieferten keine Hinweise fur einen Einfluss des
Cytoplasmas auf die untersuchten Merkmale.

So konnten zwischen den reziproken Kombinationen keine Unterschiede bezlg-
lich des Starkegehaltes festgestellt werden (vgl. Kap. 3.1.4.1). Sowohl die
berechneten Mittelwerte, wie auch die Spannbreiten, zeigten meist keine grof3en
Abweichungen.

Bei den zentralen Populationen konnten vereinzelte signifikante Mittelwert-
unterschiede zwischen Wiederholungen festgestellt werden (Tab. 3.8). Differenzen
lagen zwischen dem ersten Versuchsjahr 2000 der Population TP und zwei
Versuchsgliedern von PT im Folgejahr vor. Zur Klarung der Ursache wurden
Korrelationen zwischen den Messwerten innerhalb der Populationen berechnet.
Es konnte festgestellt werden, dass die Werte von TP in 2000 keine Korrelation
mit zwei eigenen Wiederholungen in 2001 (vgl. Tab. 3.10) zeigten, wahrend alle
Wiederholungen dieses zweiten Anbaujahres untereinander relativ starke Korrelat-
ionen aufwiesen. Hingegen lag bei der Population PT zwischen allen Wieder-
holungen eine Korrelation vor (vgl. Tab. 3.9). Dies lasst darauf schlie3en, dass die

Werte von TP in 2001 offensichtlich umweltbedingt abweichen.

Alle Populationen aus der Kombination der Wirtschaftssorten Mira, Panda und
Thomana zeigten einen ahnlich gro3en durchschnittlichen Starkegehalt um 15%.
Die Spannbreite der Messwerte war mit ca. 10% sehr hoch. Diese grof3e Varia-
bilitdt konnte fur unselektierte autotetraploide Populationen erwartet werden. Die
Mittelwerte dieser 'Starkekreuzungen' entsprachen ungefahr dem Elternmittel von
Panda und Thomana. Insgesamt war der Starkegehalt dieser Standardsorten sehr
gering. Eine Ursache hierfir mag die fehlende Beregnungsmoglichkeit am
Standort Roggenstein sein. Der extrem geringe Wert von Mira (11,8%) lasst sich
hochstwahrscheinlich auf den Nachbau dieser Sorte zurtckfuhren.

Die reziproken Populationen aus der Kombination der sehr frihen Speisesorte
Berber und der spaten Wirtschaftssorte Panda zeigen trotz der relativ geringen
Anzahl der im Feld gepruften Nachkommen (Tab. 3.7) eine eindeutige Tendenz.
Hier ist deutlich der Einfluss des Kreuzungspartners mit der geringeren Starke-

leistung festzustellen. Das Starkemittel liegt hier intermediar zwischen den Werten
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der Eltern und deutlich um 2-3% unter dem der Populationen aus den 'Starke-
kreuzungen'. Bei maximalen Werten zwischen 15-16% Stéarke ist eine deutliche

Determinierung nach oben festzustellen.

Systematische Unterschiede konnten auch nicht bei den anderen untersuchten
Merkmalen beobachtet werden. So ist zwar bei der beobachteten Pflanzen-
entwicklung zu Bluhbeginn (Tab. 3.12) die durchschnittliche Hoéhe der Population
PT im Jahr 2001 mit 50,7 cm signifikant am geringsten, jedoch ist dies wahr-
scheinlich ebenfalls auf Umwelteffekte zurtickzufihren. Dafur spricht, dass die
anderen drei Durchschnittswerte beider Populationen keine Unterschiede auf-
weisen.

Die Einzelstaudenertrage (Kap. 3.1.4.2) des Jahres 2001 waren bei allen Wieder-
holungen, unabhangig von der Kreuzungsrichtung, ebenfalls ahnlich grol3. Die
Mittelwerte schwankten zwischen 0,68 und 0,80 g. Es lagen Ertrage von minimal
160 g je Staude vor. Diese extrem geringen Werte sind auch darauf zurtick-
zufiihren, dass bei den Samlingen im Vorfeld keine, wie in der Zichtungspraxis
Ublich, stringente Selektion erfolgte. Dies zeigte sich auch an 6fters beobachtetem
'Krippelwuchs'. Signifikant unterschiedliche Ertrage wurden nur zwischen zwei
Wiederholungen einer Population (PT) ermittelt.

Knollenschonheit und KnollengroRe (Tab. 313 und 3.14) wurden nur im ersten
Versuchsjahr bonitiert, um Tendenzen erkennen zu kdnnen. Hier konnten eben-
falls keine reziproken Unterschiede festgestellt werden. Die Spannbreiten, sowie
die Mittel der Boniturnoten unterschieden sich praktisch nicht. Die Daten waren
linksschief verteilt. Es wurden also hauptsachlich schlechte Noten vergeben,
wobei vor allem die Knollenschénheit sehr negativ zu bewerten war. Form und
Schonheit der Elternklone wurden hingegen im oberen Bereich eingestuft. Dies
sind fur subjektiv bewertete Merkmale kein tberraschenden Ergebnisse, vor allem
vor dem Hintergrund, dass es sich hier, wie schon erwéhnt, um unselektiertes

Material handelte.

Im Vergleich zu den vorliegenden Ergebnissen ermittelten SANFORD und
HANNEMANN (1982) bis zu 115% Ertragsdifferenzen zwischen reziproken
Populationen aus Kreuzungen herkdmmlicher Sorten mit Klonen der Subspezies

andigena. In sieben Kombinationen wiesen die reziproke Population mit den
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hoheren Ertrdgen auch jeweils den Kreuzungspartner mit der hoheren Ertrags-
leistung als maternalen Elter auf. Als Ursachen werden einerseits maternale
Effekte, andererseits cytoplasmatische Vererbung diskutiert.

Ahnliche Ergebnisse ermittelten auch HOOPES et al. (1980) in mehrjahrigen
Feldversuchen in den USA. Auch sie stellten Ertragsdifferenzen von 12 bis 32%
zwischen reziproken Tuberosum-Andigena Hybriden fest, konnten allerdings unter
den Kurztagsbedingungen Perus keine signifikanten Unterschiede beobachten.
HILALI et al. (1987) erklaren sich Ergebnisvariationen zwischen Standorten damit,
dass der Einfluss des Kerngenoms cytoplasmatische Effekte Uberdecken kann.
Genotyp, Cytoplasma und Umwelt interagieren auf eine Weise, dass reziproke
Differenzen nicht immer vorhersehbar sind.

MARIS (1989) fand in seinen diallelen S. tuberosum - S. andigena Kreuzungen
reziproke Unterschiede hinsichtlich des Knollenertrages. Er postulierte die Uber-
legenheit des tuberosum-Plasmas beziglich dieses Merkmals.

Als potentielle Ursache fir die von HILALI et al. (1987) beobachteten reziproken
Effekte bei Hybriden aus Kreuzungen zwischen Dihaploiden von S. tuberosum und
S. phureja-Klonen wird neben Cytoplasma-Kern Interaktionen und Unterschieden
der Eltern bezuglich der kritischen Photoperiode auch Gametenselektion gesehen.
In anderen Untersuchungen konnten dagegen keine reziproken Differenzen bei
Ertragsparametern festgestellt werden (FREISNITZER 1952; ENGEL 1956;
STAUB et al. 1982). Auch BRADSHAW et al. (2000) beobachteten in ihrem kon-
ventionellen Zuchtprogramm bei 23 reziproken Kreuzungen keine Unterschiede.
Eine Ursache fur die zum Teil recht grof3en Differenzen kann in den gewahlten
Kreuzungspartnern gesehen werden. Reziproke Unterschiede wurden meist in
Kreuzungen zwischen Kultursorten und mehr oder weniger gut an Langtags-
verhaltnisse adaptierten Wild- bzw. Primitivformen beobachtet. Hier ist davon
auszugehen, dass starke Inkompatibilitaten durch das 'Wild’-Cytoplasma hervor-
gerufen werden. Daflr spricht, wie oben erlautert, dass Populationen mit
tuberosum-Plasma ihren reziproken Gegensticken meist im Ertrag Uberlegen
waren.

Bei reziproken Kreuzungen zwischen konventionellen Sorten bzw. Zuchtstdmmen
ist hingegen weniger mit negativen Kern-Plasma-Interaktionen, die auf Ertrags-
merkmale wirken, zu rechnen. Solche konventionellen Kreuzungen wurden auch

im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt. Unterstitzt wird diese Vermutung auch
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durch die Versuche von PERL et al. (1991), bei denen eine erfolgreiche Cybridi-
sierung nur bei Fusionspartnern beobachtet werden konnte die, basierend auf der
Untersuchung ihrer cpDNA, eine ndhere Verwandtschaft zueinander aufwiesen.
Interspezifische Cybridisierung von S. etuberosum (Organellen-Donor) und S.
tuberosum (Recipient) ergab méannlich-sterile Pflanzen, wahrend der Einsatz der
zur Kulturform néher verwandten Wildart S. chacoense zu grinen, fertilen Pflan-
zen mit der Morphologie der Kartoffel fihrte (PERL et al. 1990a).

4.1.3 Bedeutung des Cytoplasmas fir die Kartoffelzichtung

Geht es um einen Effekt auf Ertragsparameter, so zeigen die vorliegenden Er-
gebnisse, dass eine Berucksichtigung der Plasma-Konfiguration fur die praktische
Kartoffelziichtung unrelevant ist.

Anders sieht dies bei dem festgestellten Einfluss der W/y-Konfiguration auf die
mannliche Fertilitdt aus. Ein Grolteil der deutschen Sorten (144) wurde bereits
bezuglich der Cytoplasma-Konfiguration charakterisiert. (LOSSL et al. 1998,
1999). Es konnte gezeigt werden, dass ca. 9 % der aktuellen Sorten diese
Plasma-Konfiguration aufweisen. Diese Informationen und die in dieser Arbeit auf-
gefuhrten Stammbaume (vgl. Kap 3.1.3), kénnen von der praktischen Kartoffel-
zlichtung genutzt werden, um Zuchtprogramme zukinftig effektiver zu planen,
indem solche Genotypen nur noch gezielt als Mutterpflanzen eingesetzt werden.
Alloplasmatische Inkompatibilitaten konnen ferner dazu genutzt werden, um ge-
zielt CMS bei mannlich fertilen Kartoffelsorten zu erzeugen, um diese dann als
Samenelter bei der Produktion von True Potato Seed (TPS) einzusetzen (PERL et
al. 1990b). So gelang MELCHERS et al. (1992) durch eine Fusion die Erstellung
von CMS-Cybriden in einem einzigen Schritt, indem Karyoplasten der Tomate
(Lycopersicon esculentum) mit Cytoplasten der Kulturkartoffel bzw. der Wildart
Solanum acaule vereinigt wurden. Auch PERL et al. (1990a) erhielten de novo
mannlich-sterile Pflanzen aus interspezifischer Cybridisierung der Kartoffel. Solche
assymetrische Fusionen, wie z.B. von SPANGENBERG et al. (1991) beschrieben,
kénnen ferner einen letzten Beweis liefern, dass die Sterilitat durch dieses Cyto-

plasma hervorgerufen wird.
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Einer klare PCR-gestltzte Differenzierung der verschiedenen Plasma-Konfi-
gurationen ware fir eine optimale Nutzung der vorliegenden Ergebnisse win-
schenswert. Diese ist aber mit den von LOSSL et al. (1999, 2000) entwickelten
Primern nur teilweise moglich (Kap. 3.1.1).

Es konnten zwar die beiden Plastiden-Typen im deutschen Sortenspektrum der
sog. Wild- (W) und Tuberosum- (T) Typ deutlich bestimmt werden, jedoch war die
Unterscheidung der Mitochondrien-Typen nur eingeschréankt méglich.

So zeigte das zur Unterscheidung des a- und y-Typen entwickelte Primerpaar
ALM_6/ALM_7 z.T. unerwartete, zusatzliche Amplifikationsprodukte. Dieses Paar
wurde so konzipiert, dass es spezifisch in der Region des mitochondrialen cob-
Gens amplifiziert. Die unspezifischen Fragmente sind z.B. damit zu erklaren, das
diese Primer nicht nur am gewtnschten mtDNA-Bereich binden, sondern auch
unspezifisch an Kern-DNA. Letztendlich ist keine direkte Unterscheidung des a-
und y-Chondrioms mdoglich. Amplifikation mit dem Primerpaar ALM_4 / ALM_5
ergibt bei a-Typen ein 1,6 kb Fragment, wahrend beim y-Typ keines amplifiziert
wird (vgl. Abb. 4). Eine sichere Bestimmung kann also nur mit den von LOSSL et
al. (1999) beschriebenen RFLP-Sonden erfolgen. Damit steht keine schnelle und

gunstige Unterscheidung, au3erhalb eines Institutslaboratoriums zur Verfigung.

Sind auch in dieser Arbeit keine Wirkungen auf Ertragsparameter nachweisbar, so
wird von verschiedenen Autoren die Bedeutung einer eingehenden Charakteri-
sierung des Cytoplasmas hervorgehoben. Ein generelles Problem ist in der relativ
engen genetischen Basis des Kulturkartoffelsortiments (GLENDINNING 1983) zu
sehen, die sich speziell in einer eingeschrankten Diversitat der Cytoplasmatypen
wiederspiegelt. So konnten HOSAKA und HANNEMANN (1988a,b) zeigen, dass
die meisten von ihnen untersuchten Kultursorten den selben Plastom-Typ, den
sog. T-Typ (Tuberosum) aufweisen. Dieses Ergebnis wurden von WAUGH et al.
(1990) bestétigt. POWELL et al. (1993) stellten fest, das der T-Typ flr Sorten
charakteristisch ist, die von ,Rough Purpel Chili’ abstammen. Diese Sorte wird von
einigen Autoren als universeller ,Ahnherr’ gesehen, der die erste Einfuhr aus dem
Sudamerikanischen Genpool nach Nordamerika und Europa, seit dem
ursprunglichen ssp. andigena Einfuhren des 16. Jahrhunderts, darstellt. GRUN
(1979) vermutete, dass die Verbreitung von ;Rough Purpel Chili" und ihrer
Nachkommen das urspriingliche S. andigena-Plasma ersetze. Jedoch schliel3en
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POWELL et al. (1993) aus ihren Ergebnissen, das trotz dominierenden T-Typ
Cytoplasma auch noch der S. andigena-Typ im neuzeitlichen Sortenspektrum
vertreten ist. Die Ergebnisse von LOSSL et al. (1998, 1999) weisen ebenfalls auf
eine eingeschrankte Variabilitdt hin. Die untersuchten deutschen Sorten besitzen
hauptsachlich die Plasma-Konfiguration T/3 und W/a.

Es ist sicher, dass das W-Plastom (Wild-Typ), welches entweder mit dem a- bzw-
y-Chondriom gekoppelt vorliegt, auf eine jungere Zichtungsgeschichte
zuruckzufihren ist. Diese Konfigurationen basieren wie in den Abbildungen 5a,b
fur W/ly gezeigt, auf Einkreuzungen von Wildarten als Resistenzdonoren im Verlauf
des 20. Jahrhunderts.

PROVAN et al. (1999) konnten anhand eines mittels Kern- und cpSSR ana-
lysierten Ausschnittes des européischen Sortenspektrums nicht beobachten, dass
sich die geringe Variabilitdt des Cytoplasmas auch in einer verminderten Diversitéat
der Kern-DNA wiederspiegelt. Sie betonten aber die gro3e Bedeutung der
Erweiterung der Plasma-Diversitat, um die haufig vorzufindenden Sterilitdten zu
verringern.

Genetische Uniformitat auf Cytoplasma-Niveau kann aber auch negative Konse-
quenzen bezuglich der Krankheitsanfalligkeit mit sich bringen, wie das Beispiel
des Texas-Plasmas bei Mais zeigt (LEVINGS, 1990). Fur die praktische Kartoffel-
ziuchtung scheint es daher angebracht, zukinftig auch einer Erhdéhung der
Cytoplasma-Diversitat Beachtung zu schenken. Diese kann Uber Protoplasten-

fusion realisiert werden.
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4.2 Charakterisierung der Populationen mittels molekularer Marker

Die zentralen Populationen wurden mit Hilfe von Molekularen Markern charakteri-
siert. Dies sollte in erster Linie dazu dienen die reziproken Populationen zu ver-
gleichen. Zwar geht man bei Reziproken theoretisch davon aus das keine
Unterschiede auf der genomischen Ebene vorliegen, jedoch muss dies erst nach-
gewiesen werden. Eine unterschiedliche Variabilitat der Merkmalsauspragungen
bei reziproken Populationen kann sonst nicht sicher auf cytoplasmatische Ein-
flusse zurtckgefuhrt werden.

Zusatzlich konnte das anfallende Datenmaterial genutzt werden, um die Bezieh-
ung zwischen maximaler Heterozygotie und verschiedenen Merkmalen direkt zu
untersuchen. Zudem konnten Informationen tGber den Nutzen der verwendeten
AFLPs und Mikrosatelliten fir die Kartierung von Autotetraploiden gewonnen wer-

den.

4.2.1 Erfassung von Heterozygotie und Homozygotie

Der Relative Heterozygotie Index (RHI) wurde getrennt fur AFLP- und SSR-
Markerdaten berechnet (Kap. 3.1.5.2). Sowohl bezlglich des durchschnittlichen
RHIarp als auch des RHIssg konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den reziproken Populationen festgestellt werden. Ferner unterschieden sich die
Spannbreiten und Populationsmittel der Indizes, die auf den Daten der unter-
schiedlichen Marker-Techniken basieren, kaum. Die Populationsmittel liegen bei
ca. 0,72. Die Streuung der Einzelwerte ist relativ klein und bewegt sich zwischen
ca. 0,61 und 0,80. Dies sind vergleichsweise hohe Werte, was flir eine recht
starke Heterozygotie spricht.

GEBHARDT et al. (1989b) ermittelten bei 38 diploiden Kartoffellinien, auf Basis
der mit 168 Sonden generierten RFLPs, Polymorphie- und Heterozygotiegrad. Die
RHI-Werte lagen hier zwischen 0,298 und einem Maximum von 0,378 bei einem
interspezifischen tuberosum x spegazzinii Hybrid. Tetraploide weisen aufgrund
ihrer Genomkonstitution erwartungsgemalf hohere Indizes auf (GEBHARDT et al.
1989a). So ermittelten BONIERBALE et al. (1993) fur die 108 Nachkommen aus
einer Kreuzung der Sorten Steuben und Monona RHI-Werte zwischen 0,429 -
0,540 (MW = 0,477). Diese Werte liegen deutlich unter den in dieser Arbeit

berechneten. Es stellt sich die Frage worauf diese grol3en Unterschiede basieren.
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Einflussgré3en kdnnen das Markersystem, die in die Berechnung eingeflossene
Datenmenge, sowie die genetische Distanz der Kreuzungspartner sein. Anhand
der drei von BONIERBALE et al. (1993) charakterisierten Kreuzungspopulationen
ist keine eindeutige Tendenz beziglich der genetischen Distanz zu erkennen.
Zwar zeigen die Nachkommen aus einer interspezifischen 4x-2x Kreuzung
zwischen S. tuberosum und S. phureja die signifikant hochsten RHIs, jedoch wur-
den keine Unterschiede zwischen den Hybriden einer Tuberosum-Neotuberosum
und der konventionellen Steuben x Monona Kreuzung gefunden.

Die in der vorliegenden Arbeit berechneten RHIar p und RHIssg stimmten zwar von
ihrer GréRenordnung Uberein, jedoch konnte gezeigt wer-den das die einzelnen
Genotypen unterschiedlich bewertet wurden (vgl. Abb. 7). Zwischen RHIarp und
RHIssr lag keine Korrelation vor. Dies ist offensichtlich auf die unterschiedlichen
Markersysteme zurickzufthren.

Die reziproken Populationen unterscheiden sich auch nicht beziglich des Homo-
zygotiegrades (Kap. 3.1.5.3). Die Spannbreiten sind hier identisch und die Popu-
lationsmittel weichen nur minimal voneinander ab. 46% der Loci weisen nur ein
Allel auf, was auf einen relativ hohen Inzuchtgrad der Populationen schliel3en
lasst. Je hoher die Anzahl an Loci mit nur einem Allel, desto geringer die Zahl der
Loci mit verschiedenen Allelen und damit theoretisch méglichen allelischen
Interaktionen. Dieses Ergebnis kann nicht einfach zum RHI in Beziehung gesetzt
werden, da beiden Parametern ein unterschiedliches Konzept zugrunde liegt.
Beim 2. Heterozygotie-Parameter (Kap. 3.1.5.4) konnten im Gegensatz zum RHI
Unterschiede zwischen den reziproken Populationen festgestellt werden. Popu-
lation PT weist im Mittel eine signifikant hhere Heterozygotie auf. Durchschnittlich
liegen an Loci, die mehr als 1 Fragment zeigen, 2,29 (TP) bzw. 2,48 (PT) Allele
vor. Aufgrund der geringen Differenz kann dies jedoch hdchstwahrscheinlich
vernachlassigt werden. Daflr spricht auch, dass sich diese Differenzen zwischen
den Reziproken nicht in den phanotypischen Daten wiederspiegeln. Die hier
vorliegenden Werte besitzen die selbe GrolRenordnung wie jene, die auf Basis von
RFLPs von BONIERBALE et al. (1993) fur eine vergleichbare konventionelle

Kreuzung berechnet wurden.
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4.2.2 Heterozygotie und Merkmalsvariabilitat

Regressionsanalysen erfolgten, um Beziehungen zwischen den Heterozygotie
(Homozygotie) -Indizes und Merkmalsauspragungen aufzudecken (Kap. 3.1.5.5).
Die Berechnungen wurden fir die einzelnen Wiederholungen, wie auch fir
Mittelwerte durchgefuhrt. Einige schwache, aber signifikante Korrelationen
konnten, mit einer Ausnahme, nur fur die Population PT festgestellt werden. Die
meisten Korrelationen liegen nur zu einzelnen Wiederholungen und Mittelwerten
vor. So zeigt der RHIssr eine schwache positive Assoziation zum Starkemittelwert
aus 2001 und der 3. Wiederholung dieses Jahres. Ahnliches ist bei Homozygotie-
Index und Einzelstaudenertrag zu beobachten. Eine Ausnahme hiervon stellt die
Heterozygotie an nicht homozygoten Loci dar. Dieser Index zeigt positive
Korrelationen zu zwei Wiederholungen aus 2001, dem Jahresmittelwert, sowie
dem gewogenen Mittel beider Versuchsjahre. Hier scheint also eine gewisse
,Bestandigkeit’ vorzuliegen. Die meisten positiven Assoziationen liegen zwischen

den beiden Heterozygotie-Indizes und dem Starkegehalt vor.

In der Folge wurde exemplarisch eine Einzelmarkerregression (Kap. 3.1.6) fur das
Merkmal Starkegehalt (Mittelwerte) durchgeftihrt. Diese erfolgte ausschlief3lich fur
die Mikrosatelliten-Marker, da jene zuvor schon bei diploiden Populationen kartiert
wurden (MILBOURNE et al. 1998). Fir beide Populationen konnten hier SSR-
Marker ermittelt werden, die mit diesem Merkmal korrelieren und zwar positiv und
negativ, wobei erstere deutlich Uberwiegt. Zwischen Starkegehalt und einzelnen
Fragmenten scheinen insgesamt starkere Assoziationen zu bestehen, als zwisch-
en diesem Merkmal und den Heterozygotie-Indizes. Einige R*- Werte liegen uber
0,10. Ein maximaler Wert wird mit 0,184 (Lemalx; 131 bp) erreicht. Nur Marker
STM3016 (Fragment 107 bp) liegt bei beiden reziproken Populationen gleichzeitig
vor. Dieser kartiert nahe des RFLP-Markers GP180(a) (MILBOURNE et al. 1998)
der ein Markerintervall auf der Karte der diploiden Population K31 begrenzt, dem
ein mutmaflicher QTL fur Starkegehalt von SCHAFER-PREGL et al. (1998) zuge-
ordnet wurde.

Sehr interessant ist, dass bei beiden Populationen Korrelationen zwischen ver-
schiedenen Fragmenten von MSKO1 und Starkegehalt vorliegen, hingegen nicht
zu Fragmenten, die mittels Primerpaar MSK02 amplifiziert wurden. KAWCHUK et
al. (1996) nutzten publizierte Sequenzen (RHODE et al. 1990; VAN DER LEIJ et
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al. 1991), um diese Mikrosatelliten-Primer zu entwickeln, die mit dem Starkesyn-
thase-Gen (Gbssl) assoziert sind. Dieses Gen wurde auf Kopplungsgruppe VIii
lokalisiert (CHEN et al. 2001).

Auch BONIERBALE et al. (1993) ermittelten starkere Korellationen zwischen
Ertragsdaten und spezifischen Fragmenten, als mit den Indizes der Heterozygotie.
Basierend auf der Analyse von drei unterschiedlich adaptierten Populationen,
kamen sie zum Schluss, dass die maximale Heterozygotie keine universelle
Maf3zahl ist, sondern vom genetischen Hintergrund des zu untersuchenden
Materials abhangt.

Dieser Aussage kann man sich aufgrund der vorliegenden Ergebnisse an-
schlieRen. Die hier berechneten Parameter scheinen zur Beschreibung von Hetero-
zygotie bzw. Homozygotie innerhalb von Populationen eher ungeeignet.

Jedoch sind die berechneten Indizes hilfreich um zwischen Populationen zu ver-
gleichen. Analog zu den Feldversuchen konnten keine Unterschiede zwischen den
reziproken Populationen festgestellt werden.

Ein grol3es Problem fir die Aussagefahigkeit dieser Parameter stellt die Beein-
flussung durch die verwendete Markertechnik dar. Die auf Basis von AFLPs bzw.
SSRs berechneten RHI-Indizes korrelierten nicht.

4.2.3 Allelfrequenzen der molekularen Marker

Die Allelfrequenzen der SSR- und AFLP-Marker wurden statistisch erfasst und
bewertet (Kap. 3.1.5.7). Dies sollte einerseits dazu dienen eventuell beobachtete
reziproke Effekte besser interpretieren zu kénnen, andererseits Informationen tber
die Eignung dieser Marker zur Kartierung Autotetraploider zu erhalten.

Zwischen den Eltern der reziproken Populationen Panda und Thomana konnten
mit 10 Primerkombinationen 246 AFLP-Polymorphismen aufgedeckt werden. Die
meisten davon zeigten eine 1:1 Simplex-Spaltung, wahrend der geringere Anteil
5:1 (Duplex) spaltete. Insgesamt 39% bzw. 27,7% zeigten eine signifikante Ab-
weichung von diesen erwarteten Spaltungsverhaltnissen. Ferner wiesen 55
Marker bei TP und 59 bei PT ein 3:1 Spaltungsverhaltnis (Doppelsimplex) auf.
Trotz des etwas unterschiedlichen Anteils an Markern mit gestorter Spaltung, kann
keine wesentliche Differenz zwischen den Allelfrequenzen der beiden reziproken

Populationen festgestellt werden. Die beobachteten Unterschiede sind hdchst-
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wahrscheinlich auf die verschiedenen Populationsgré3en zurtickzufiihren. WU et.
al. (1992) schatzten, dass 75 Individuen nétig sind, um SDRFs mit 98%igem
Vertrauensintervall zu identifizieren. Es ist davon auszugehen, dass bei grol3erem
Populationsumfang eine Fehlerminimierung festzustellen ware.

Bezlglich der Spaltungsverhéltnisse der Mikrosatelliten sind ebenfalls nur geringe
Unterschiede zwischen den reziproken Populationen festzustellen (vgl. Tab. 3.23
und 3.24). Auch hier zeigten die meisten Marker ein 1:1, der kleinere Anteil ein 5:1
Spaltungsverhaltnis. Bei Population TP weichen 27,3% und bei PT 21,2% der
Marker von den erwarteten Verhaltnissen ab.

So wie die Feldversuche keine signifikanten Unterschiede zwischen den rezi-
proken Hybriden in der Merkmalsvariabilitéat erkennen lieRen, so sind auch keine
wesentlichen Unterschiede bezlglich der Allelfrequenzen zu beobachten. Ein
Ergebnis, dass theoretisch zu erwarten war.

Ein relativ gro3er Teil der Marker zeigte die erwarteten Simplex oder Duplex
Spaltungsverhaltnisse, Uber beide Populationen hinweg betrachtet mehr als 50%
der polymorphen AFLP- und SSR-Marker (vgl. Tab. 3.21 -3.24).

MEYER et al. (1998) lieferte ein Modell, dass neben Simplex- auch Duplex-Marker
einbezieht. Dies wirde die Anzahl potentiell kartierbarer Marker zuséatzlich
erhohen. Insgesamt sind beide Markertechniken sehr gut dazu geeignet, eine
Vielzahl von Polymorphismen zu detektieren.

Wie dieses Ergebnis zeigt, stehen zwar schlagkraftige Techniken zur Analyse
autotetraploider Genotypen zu Verfigung, eine Schwachstelle ist jedoch das
Fehlen geeigneter Algorithmen, die eine effektive Kartierung solcher komplexer
Genome ermdglichen. Speziell die Detektion von Kopplungen in der Repulsions-
phase gestaltet sich bei Autopolyploiden mit polysomer Vererbung schwieriger als
bei Allopolyploiden mit disomer Vererbung (QU and HANCOCK 2001).

MEYER et al. (1998) stellten eine erste partielle Kopplungskarte basierend auf
AFLP-Markern vor. Diese ist als Modell zu betrachten. Zukinftig will diese Gruppe
SSRs einsetzen, um diese Karte an vorhandenen diploiden Kopplungskarten
auszurichten. Zur zugigen Entwicklung molekularer Marker bei Autotetraploiden
scheint hingegen eine 'bulk segregant analyis' (BSA) nach MICHELMORE et al.
(1991) anwendungsorientierter zu sein. Jedoch ist dieser Ansatz nur auf monogen

vererbte Merkmale zugeschnitten.



DISKUSSION 92

4.3 Verwandtschaftsanalyse

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde die genetische Diversitat von tetra-
ploiden Kartoffelsorten und Zuchtstammen mittels AFLP- und SSR-Markern
untersucht. Im Mittelpunkt stand die Frage, ob die ermittelten Verwandtschafts-
verhaltnisse anhand bekannter Stammbaume nachvollziehbar sind. Ein Vergleich

der Marker-Systeme erfolgte.

Fur beide Marker-Systeme konnte ein hohes Polymorphieniveau festgestellt
werden (Kap. 3.2.1). Mit 6 AFLP-Primerkombinationen wurden bei 69 Genotypen
insgesamt 529 Fragmente amplifiziert, von denen 359 (67,8%) polymorph vor-
lagen. Bezogen auf die einzelnen Primerkombinationen konnte ein Polymorphie-
grad zwischen 54,88% und 81,01% festgestellt werden. Mit einer Primerkombi-
nation wurden zwischen 45-73 (MW: 59,83) polymorphe Fragmente amplifiziert.

KIM et al. (1998), die 12 Sorten mit 7 AFLP-Primerkombinationen untersuchten,
beobachteten einen hoheren Polymorphiegrad von im Durchschnitt 88%. Dies
mag einerseits an den anderen Primerkombinationen liegen, die in dieser Arbeit
genutzt wurden, wahrscheinlicher ist aber, dass dieser Unterschied auf die
untersuchten Genotypen zurtckzufihren ist. Im Gegensatz zur vorliegenden
Arbeit, bei der deutsche und hollandische Herkinfte im Mittelpunkt standen,
untersuchte diese Gruppe Sorten aus Nordamerika, Holland und Japan. Hier ist
eine hohere Diversitat der Sorten zu erwarten, da sich die Zichtungsschwer-
punkte, aber auch die Organisation der Kartoffelziichtung (privat/staatlich) in
Mitteleuropa und den USA unterscheiden. Viele japanische Herklinfte weisen hin-
gegen in ihren Stammbaumen grof3e Sorten aus diesen beiden Pools auf, aber
auch Wildherkinfte aus Stidamerika wurden eingekreuzt (HOSAKA et al. 1994).

Ansonsten wurden bisher wenige Diversitatsanalysen von Kartoffelherkiinften
mittels AFLPs beschrieben. MILBOURNE et al. (1997) ermittelten in ihren Unter-
suchungen von vorwiegend anglo-amerikanischen Herklnften (16) ein Poly-
morphieniveau von 41,75.%, wahrend MCGREGOR et al. (2000) mit zwei Primer-
kombinationen extreme 98,4 % feststellten. Von 248 generierten Fragmenten
lagen hier 244 polymorph vor. Sie fuhrten dies auf die Detektionsmethode zurick.
Im Gegensatz zu MILBOURNE et al. (1997), die radioaktiv markierte Primer (**P)
verwendeten, fuhrte diese Arbeitsgruppe ebenfalls ihre Analyse nach dem
'AFLP™ Plant Mapping' Protokoll (vgl. Kap. 2.6) durch. SCHWARZ et al. (2000)
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stellten fest, dass die multifluorophore Technik im Vergleich zur konventionellen
¥p.pasierenden AFLP-Analyse eine héhere Auflésung der Amplicons zeigte,
wodurch die Anzahl unterscheidbarer Fragmente stieg.

Bei den Mikrosatelliten (Kap. 3.2.1) lagen polymorphe Fragmente zu 98,43% vor,
dies bedeutet, dass je Primerpaar durchschnittlich 5,04 polymorphe Produkte
amplifiziert wurden. GroRenordnungen von tber 90% werden auch in den Arbeiten
von MILBOURNE et al. (1997) und McGREGOR et al. (2000) beschrieben.
Zwischen 1 und 12 Allele wurden je Primerpaar detektiert. Bis zu maximal 29
unterschiedliche Muster konnten bei den untersuchten Genotypen durch eine
Primerkombination erzeugt werden. Dies steht im Einklang mit anderen
Ergebnissen (KAWCHUK et al. 1996; PROVAN et al. 1996; McGREGOR et al.
2000). Eine hohe Allelanzahl wurden auch bei anderen Pflanzenarten aufgedeckt
(YANG et al. 1994; RONGWEN et al. 1995, SENIOR et al. 1998; MANIFESTO et
al. 2001). Die SSR-Technik wird gerade bei Selbstbefruchtern, die eine geringere
genetische Variabilitat aufweisen, als sehr effektiv zur Identifizierung von
Genotypen angesehen. So konnte bei Weizen gezeigt werden, dass SSRs ein
groReres Niveau an intraspezifischer Polymorphie aufzeigen als RFLPs (RODER
et al. 1995; PLASCHKE et al. 1995).

Auf den AFLP-Markerdaten beruhend, wurden fur die untersuchten Genotypen
genetische Ahnlichkeiten nach NEI und LI (1979), zwischen 0,55 und 0,90
geschatzt (Kap. 3.2.2). Dies entspricht genetischen Distanzen zwischen 10 und
45%. KIM et al. (1998) fuhrten ihre Analysen nach der Neighbour-Joining-Methode
(SAITOU and NEI 1987), basierend auf dem p-Distanzmal3, durch. FUr ihr
internationales Sortiment ermittelten sie Distanzen zwischen 0,191 und 0,510.

Hier wird ein generelles Problem von Verwandtschaftsanalysen deutlich. Ein
uneingeschrankter Vergleich zwischen den genetischen Distanzen aus verschie-
denen Arbeiten ist nicht moglich. Dies liegt an der Vielzahl von be-schriebenen
und auch angewandten ProximitatsmaRen, die Ahnlichkeiten bzw. Distanzen
zwischen Objekten unterschiedlich gewichten (BACKHAUS et al. 2000). Jedoch
werden am haufigsten die Koeffizienten nach JACCARD (1908), sowie NEI und LI
(1979), angewendet. LAMBOY (1994) verglich verschiedene Distanz-mal3e an
RAPD-Daten und konnte zeigen, dass das Distanzmald nach NEI und LI (1979)
von Bandenartefakten weniger beeinflusst wurde als andere MalRe. MUMM et al.

(1994) verglichen vier verschiedene DistanzmalRe anhand der RFLP-Daten von
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148 Maisinzuchtlinien. Auch sie stellten fest, dass das Mal3 nach NEI und LI am
besten fur die Beschreibung von Verwandtschaftsbeziehungen geeignet ist. In der
Regel sind die verschiedenen Koeffizienten hoch korreliert (SCHON and LINK,
1997). So stellten MILBOURNE et al. (1997) keine Unterschiede in der Grup-
pierung von Sorten in Dendrogrammen fest, die basierend auf JACCARD- bzw.
NEI und LI-Koeffizienten erstellt wurden. Eine &hnliche Beobachtung machten
MACE et al. (1999).

Vollgeschwister zeigten in der vorliegenden Arbeit erwartungsgeman die grofte
Ahnlichkeit. Die einzelnen Vollgeschwistergruppen aus den Kreuzungen mit den
Sorten Markies und Marlene unterschieden sich nicht wesentlich im Bezug auf die
berechneten AFLP-Ahnlichkeitskoeffizienten. Diese lagen mit durchschnittlich tiber
0,8 Uberraschend nicht Uber den Koeffizienten der Halbgeschwisterstamme.
Zwischen den Genotypen mit 'Agria-Hintergrund', konnten keine deutlichen Ab-
stufungen hinsichtlich des Verwandtschaftsgrades festgestellt werden. Eindeutig
ist jedoch eine Abgrenzung zwischen diesen eng verwandten Genotypen und den
restlichen weniger verwandten Sorten zu erkennen. Diese weisen mit 0,68 eine
durchschnittlich geringere Ahnlichkeit auf. DEMEKE et al. (1996) beobachteten bei
einer Diversitatsanalyse basierend auf RAPDs, eine deutliche, wenn auch geringe,
Abstufung der durchschnittlichen Ahnlichkeitskoeffizienten von Verwandtschafts-
gruppen. Geschwister zeigten hier im Durchschnitt eine groRere Ahnlichkeit als
Halbgeschwister und nicht-verwandte Sorten. Die zusatzlich untersuchte Wildart
S. chacoense wies mit Werten zwischen 0,28-0,33 erwartungsgemal extrem
geringe Ahnlichkeiten zum Kulturmaterial auf. Im Detail betrachtet, stellte diese
Arbeitsgruppe jedoch wesentliche Ausnahmen von diesem generellen Trend fest.
Verwandte Sorten zeigten teilweise eine grol3ere genetische Differenz, als Sorten
die keine unmittelbare Beziehung aufwiesen. Auf der anderen Seite beobachteten
HOSAKA et al. (1994), dass RAPD-Bandenmuster eng verwandter Sorten clustern
und schlossen daraus, dass solche Muster Reflektionen der Stammbaum-

beziehungen sind.

Die auf Datenbasis der Mikrosatelliten berechneten genetischen Ahnlichkeiten
(Kap. 3.2.3) liegen deutlich unter jenen, die gestitzt auf AFLPs (s.0.) geschatzt
wurden. Die Werte streuen hier nur zwischen 0,39 und 0,79. Hier spiegelt sich der

hohere Diversitatsindex der SSRs wieder (vgl. Kap. 3.2.5.2). Betrachtet man die
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unterschiedlichen Verwandtschaftsgruppen, so ist auffallig, dass bei den
Genotypen mit 'Agria-Hintergrund' eine Abstufung vorliegt. Vollgeschwisterstamme
zeigen untereinander deutlich die groRte Ahnlichkeit. Zwischen den restlichen
unterschiedlich stark verwandten Agria-Nachkommen und den Sorten, die einen
Ausschnitt aus dem deutschen Sortenspektrum darstellen, ist hingegen keine
Abgrenzung zu beobachten. Streuung und Durchschnitt der Koeffizienten zeigen

hier keine Unterschiede.

Das auf Basis der AFLP-Marker generierte Dendrogramm (Kap. 3.2.2.1) gibt die
Strukturen der Verwandtschaftsgruppen, wie sie von den Ahnlichkeitskoeffizienten
aufgezeigt wurden, sehr gut wieder. Dies spiegelt sich auch in dem sehr hohen
cophenetischen Korrelationswert von res = 0,92 wieder. Es liegt eine deutliche
Abgrenzung der Agria-Nachkommen vor. Diese Genotypen liegen geschlossen in
zwei Unterclustern (vgl. Abb. 9). Das Dendrogramm lasst zusatzliche Strukturen
erkennen. So zeigen die Sorten von Untercluster 3 mit 69 bis 83% (MW: 76%)
sehr groRBe Ahnlichkeiten zu den Sorten der ersten beiden Cluster. Dies l4sst sich
auch anhand einiger gemeinsamer Vorfahren wie z.B. Clivia und Quarta
nachvolliziehen. Hingegen liegt eine geringere genetische Ahnlichkeit (MW: 65 %)
zu den Sorten in Untercluster 4 - 6 vor. Dies ist graphisch besonders gut anhand
der unterschiedlich ansetzenden Verzweigungspunkte dieser Cluster erkennbar.
Die Gruppierung der meisten Genotypen ist anhand ihrer Stammbaume gut
nachvollziehbar und wird ausfuhrlich in Kap. 3.2.2.1 beschrieben. Geschwister
bzw. verwandte Sorten sind meist zusammen gruppiert. Die gute Auflésung dieses
Dendrogramms spiegelt sich vor allem in der Anordnung der Zuchtstamme wieder.
So sind die Stamme ST1675 - ST1690 deutlich mit ihren Eltern Marlene und die
Stamme ST824 - ST833, ST1229 - ST1233, sowie ST1370 - ST1376 mit ihrer
Mutter Markies zusammengefasst. Die einzelnen Vollgeschwistergruppen sind
zudem untereinander recht deutlich voneinander separiert.

Es gibt aber auch einige Einordnungen,33333 die nicht anhand der Stammb&aume
nachvollziehbar sind. Teilweise kdnnten hier zusatzliche Hintergrundinformationen
zur Abstammung aufklarend beitragen.

Das auf SSR-Markerdaten basierende Dendrogramm (Kap. 3.2.3.1) zeigt keine
deutlich abgegrenzten Verwandtschaftsgruppen, wie schon ausgehend von den
Koeffizienten zu erwarten war. Es liegt im Gegensatz zum AFLP-Dendrogramm

keine deutlich separierte 'Agria-Gruppe' vor. Zwar sind diese Genotypen alle in
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den Unterclustern 6-8 (Abb. 10) zusammen plaziert und die Zuchtstamme
gruppieren um ihren jeweiligen Elter, jedoch sind hier auch Sorten wie Panda,
Producent und Kuras, eingeordnet, die keine offensichtliche Verwandtschafts-

beziehung zu diesen Genotypen haben.

Neben der Beurteilung der Dendrogramme nach Stammbaumdaten kam zur
weiteren graphischen Verdeutlichung der Zusammenhdnge mit einer Haupt-
koordinatenanalyse (Kap. 3.2.4) ein weiteres Gruppierungsverfahren zum Einsatz.
Die Ergebnisse der Clusteranalyse wurden bestatigt. Die auf Basis der AFLP-
Ahnlichkeitsmatzrix berechneten Hauptkoordinaten zeigten deutliche Strukturen
auf. Aufgrund ihrer unterschiedlichen rdumlichen Anordnung (Abb. 11) kann man
innerhalb der 'Agria-Gruppe' zwischen Markies und Marlene-Nachkommen
differenzieren. Die restlichen, weniger verwandten Sorten, sind von diesen
Genotypen getrennt platziert.

Die SSR- Hauptkoordinaten (Abb. 12) lassen hingegen, analog zum Dendro-
gramm, keine klaren Strukturen beziglich einer Anordnung nach Verwandtschafts-

gruppen erkennen.

Vergleicht man die Markersysteme (Kap. 3.2.5) im Hinblick auf eine praktische
Nutzung, so ist grundsatzlich festzustellen, dass beide Systeme mindestens zum
,Fingerprint’ geeignet sind, der hinsichtlich des Sortenschutzes von Bedeutung ist.
Diese Einsatzmdglichkeit bei der Kartoffel wurde fur die wichtigsten molekularen
Markertechniken beschrieben (GORG et al. 1992; DEMEKE et al. 1993; MORI et
al. 1994; SCHNEIDER and DOUCHES 1997; KIM et al. 1998)

An diesem Punkt horen jedoch die meisten Untersuchungen auf. Es wurden bisher
selten Versuche unternommen, die molekularen Markerdaten in Beziehung zu be-
kannten Stammbauminformationen zu setzen, bzw. wenn dies geschah, wurde nur
eine kleine Anzahl an Genotypen charakterisiert (MILBOURNE et al. 1997; KIM et
al. 1998). Als Begrindung wurden meist fehlende Stammbauminformationen an-
gefuhrt. An dieser Stelle setzte die vorliegende Studie an.

Die Eingruppierung vieler Genotypen reflektiert sowohl im AFLP- als auch im
SSR-Dendrogramm bekannte Stammbauminformationen wieder. Dennoch sind
einige Unterschiede zwischen den Markersystemen zu beobachten. Mittels der
AFLP-Analyse konnten Verwandtschaftsgruppen deutlicher differenziert werden.
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Dies zeigt sich besonders, wie oben beschrieben, an der Gruppe der Agria-
Nachkommen.

Im Gegensatz dazu ist zwar anhand der SSR-Ahnlichkeitskoeffizienten eine
Differenzierung innerhalb der Agria-Gruppe erkennbar, jedoch ist diese nicht
deutlich von den restlichen, weniger verwandten Sorten getrennt. In anderen
Bereichen zeigt hingegen das SSR-Dendrogramm besser erklarbare Gruppier-
ungen. Hier sei als Beispiel die Anordnung der auf den Stamm MPI165.346/19
zurickgehenden Sorten Aiko, Petra, Ute und Assia genannt.

Die Einordnung einiger Genotypen wie Berber und Gambria ist bei beiden
Analysen anhand der Stammbaume nicht nachvollziehbar. Auch DEMEKE et al.
(1996) machte bei einer RAPD-Analyse ahnliche Beobachtungen. Eine Ursache
hierfur konnten fehlerhafte Stammbauminformationen sein. Ein deutliche Uber-
legenheit einer der Markertechniken ist an dieser Stelle nicht zu erkennen, wobei
leichte Vorteile bei der AFLP-Technik liegen.

Unterschiede zwischen AFLP- und SSR-Dendrogrammen wurden auch von
MILBOURNE et al. (1997) beobachtet. Hauptgrund hierfir mag sein, dass die
verwendeten Marker-Systeme eine unterschiedliche Art der DNA-Variation de-
tektieren. Bei der AFLP-Technik basieren die Polymorphismen analog zur RFLP-
Technik auf Insertion/Deletion, bzw. Punktmutationen in Restriktionsschnittstellen.
Zusatzlich kénnen sie aber auch auf Punktmutationen in Sequenzen beruhen, die
komplementéar zu den Adaptoren oder selektiven Nukleotiden sind (MATTHES et
al. 1998). Polymorphismen bei Mikrosatelliten basieren hingegen auf der
unterschiedlichen Anzahl einfacher repetetiver Nucleotidmotive (TAUTZ 1989;
MORGANTE and OLIVIERI 1993), die vermutlich aufgrund von sogenannter
'slippage’ der DNA-Polymerase, wahrend der DNA-Replikation, hervorgerufen
werden.

Ferner handelt es sich bei den AFLPs um anonyme Marker. Fir viele Pflanzen
wurde gezeigt, dass diese Marker weit Uber das Genom verteilt vorliegen
(BECKER et al. 1995; KEIM et al. 1997; MARESHWARAN et al. 1997; WAUGH et
al. 1997). Es ist jedoch fraglich, ob hier eine gleichmaRige Abdeckung des
Kartoffelgenoms gegeben ist. Die verwendeten Mikrosatelliten wurden hingegen
schon Kkartiert (MILBOURNE et al. 1998) und liegen gleichmafiig verteilt Gber die
12 Kopplungsgruppen der Kartoffel vor. VIRK et al. (2000) gingen bei Reis (Oryza
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sativa L.) der Frage nach, ob unterschiedliche Diversitatsmuster durch unkartierte
bzw. kartierte AFLP-Marker aufgedeckt werden. Sie konnten zeigen, dass kein
Vorteil darin besteht, kartierte Marker zur Schéatzung der Diversitat einzusetzen.
MILBOURNE et al. (1997) vermuten, dass AFLPs und RAPDs im Vergleich zu den
locusspezifischen SSRs empfindlicher gegentber Introgressionen aus Wildarten
sind, was zu Amplifikationsprodukten fuhren konnte, die kein Pendant in den
anderen untersuchten Herkinften haben. Dies wirde den Schatzfehler erhéhen.
Auch eine unterschiedliche Anzahl der in die Diversitatsanalyse eingehenden
Polymorphismen konnte die Gruppierungen beeinflussen. So liegen hier den
Berechnungen 359 AFLP- bzw. 126 SSR-Marker zugrunde. Anhand der AFLPs
konnte jedoch gezeigt werden (Kap. 3.2.5.4), dass ab ca. 150 Polymorphismen
bzw. 3 oder mehr eingesetzten Primerkombinationen ,stabile’ Ergebnisse zu
erwarten sind, d.h. keine grofReren Umgruppierungen in den Dendrogrammen
erfolgten. Ein Vergleich zwischen den beiden Markersystemen scheint also auch
auf Basis der unterschiedlichen Anzahl einbezogener Polymorphismen zuléssig.
Empfehlungen Uber eine Mindestanzahl zu analysierender Polymorphismen
werden in der Literatur selten angegeben. SPOONER et al. (1996) schatzten,
dass 650 polymorphe RAPD-Marker nétig sind, um relativ prazise phenetische
Beziehungen auf dem intraspezifischen Niveau aufzudecken. Dies scheint jedoch
viel zu hoch gegriffen, wenn man die vorliegenden Ergebnisse betrachtet.

Eine weitere Ursache fur die unterschiedliche Gruppierung konnte in der Art der
Auswertung polymorpher Fragmente zu finden sein. Diese erfolgte dominant und
kann bei den beiden Marker-Systemen aufgrund einer Maskierung der Allel-Dosis,
zu unterschiedlich starken Fehlbewertungen der Polymorphismen fuhren
(PROVAN et al. 1996). Hier konnte die Entwicklung einer quantitativen
Auswertungsmethode, die z.B. unterschiedlich starke Fluoreszenzsignale der
Fragmente berucksichtigt, hilfreich sein.

Eine systematische Anordnung der Genotypen hinsichtlich gleicher Merkmals-
auspragungen (Kap. 3.2.5.3) konnte nicht festgestellt werden. So ist im AFLP-
Dendrogramm (Abb. 9) eine Trennung zwischen Speise- und Wirtschaftssorten
nur angedeutet.

Auch eine Gruppierung nach der Herkunft (Zlchter) ist nicht erkennbar. Dies

konnte nach Evaluierung der Stammb&aume erwartet werden. Viele hervorragende
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Genotypen wurden von den verschiedenen Zichtern immer wieder in Kreuzungen
eingesetzt. Die Gruppierungen sind also ausschliel3lich auf die genetische
Abstammung zuriickzufiihren. Diese Beobachtung wird durch andere Arbeiten fir
die Kulturkartoffel bestatigt (HOSAKA et al. 1994; DEMEKE et al. 1996; PROVAN
et al. 1996; KIM et al. 1998). Selten wird Gber Ausnahmen berichtet. So konnten
LOMBARD et al. (2000) bei Rapssorten eine Diskriminierung zwischen Winter-

und Sommerformen beobachten.

Zur Bewertung der Markersysteme erfolgte zusatzlich die Berechnung
verschiedener Mal3zahlen (Kap. 3.2.5.2). Das héchste Polymorphieniveau wurde
mit den Mikrosatelliten ermittelt, was sich in dem sehr hohen DI von 0,86
wiederspiegelt. Hingegen fallt erwartungsgemal das durchschnittiche EMR der
AFLPs am hdchsten aus. Fur ein SSR-Primerpaar wurde vorausgesetzt, dass es
nur einen Locus aufdecken kann, wohingegen diese Anzahl mit durchschnittlich 88
Loci bei den AFLP-Primerkombinationen deutlich héher lag. Diese Zahlen spiegeln
sich im daraus abgeleiteten Markerindex wieder, der fir die AFLPs deutlich héher
als fur die Mikrosatelliten ausfallt. Hier zeigen sich die unterschiedlichen Multiplex-
Verhéltnisse der beiden Marker-Systeme. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit MILBOURNE et al. (1997). Diese stellten fest, dass der Markerindex in der
Reihenfolge AFLPs, RAPDs und SSRs abnimmt. McGREGOR et al. (2000)
stellten hingegen einen groReren DI bei AFLPs fest. Aufgrund der geringen Anzahl
eingesetzter Primer sind deren Ergebnisse als fragwirdig anzusehen.

Auch bei anderen Kulturpflanzen wurden &hnliche Ergebnisse festgestellt. BOHN
et al. (1998) ermittelten bei der Charakterisierung von Weizensorten fur AFLPs
den deutlich héchsten MI. Hingegen war der Markerindex fur RFLPs kleiner als fur
Mikrosatelliten. Auch bei Gerste (RUSSEL et al. 1997) und Soja (POWELL et al.
1996) fiel dieser Wert fur AFLPs am hochsten und fur RFLPs am geringsten aus,
wahren die MI's fir SSRs und RAPDs dazwischen lagen.

AFLPs besitzen demnach die gré3te Schlagkraft, um Diversitatsstudien
durchzufiihren. Mikrosatelliten weisen zwar den hdchsten Diversitatsindex auf,
ihre Schwachstelle liegt aber im geringen Multiplex-Index, auch wenn durch
unterschiedliche Fluoreszenzmarkierung der Primer eine parallele Auftrennung
verschiedener Amplifikationsprodukte moglich und dadurch eine Steigerung der

Effektivitat erreicht wird. Mit RAPDs konnten zwar teilweise gute Ergebnisse erzielt
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werden (HOSKA et al. 1994), Hauptproblem ist hier jedoch die oft berichtete
schlechte Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (JONES et al. 1997).

Bei der autotetraploiden Kartoffel ist es prinzipiell schwierig exakte Stammb&ume
aufzustellen, da oft keine Informationen verfiigbar sind. Dies erschwert die
Planung von Zuchtprogrammen. Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass mittels Mikrosatelliten und speziell mit AFLP-Markern Verwandt-
schaftsanalysen durchgefuhrt werden kénnen, deren Ergebnisse sich meist gut mit
bekannten Stammb&umen decken. Diese Ergebnisse kdnnen von der praktischen
Pflanzenziichtung genutzt werden, um Zuchtprogramme auf Basis genetischer
Distanzen effizienter zu planen und durchzufthren.

Die Forcierung einer gezielten Entwicklung von Mikrosatelliten fur die Kultur-
kartoffel (MILBOURNE et al. 1998; ASHKENAZI et al. 2001) ist zukinftig zu
erwarten. Diese Markertechnik hat das Potential die bewéhrten, aber schwer
handhabbaren RFLPs als codominanten Marker zu ersetzen. Zusammen mit den
AFLPs stehen damit zwei leistungsstarke PCR-gestiitzte Techniken fur genetische

Studien der Kartoffel zur Verfigung.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Untersuchung des Einflusses von
Cytoplasma und Heterozygotie auf die Merkmalsvariabilitdt von Kreuzungsnach-
kommenschaften der tetraploiden Kulturkartoffel. Ferner wurde die Eignung zweier
PCR-gestutzter Markertechniken fur die Analyse der genetischen Diversitat bei
Autotetraploiden evaluiert.

In einem umfangreichen Kreuzungsprogramm wurden reziproke Populationen mit
definiertem cytoplasmatischen Hintergrund erstellt, um eine Wirkung unterschied-
licher Plasmen auch bei meiotisch rekombiniertem Kernhintergrund quantifizieren
zu konnen.

Es zeigte sich, dass eine der Plasma-Konfigurationen (W/y) mit einem Cytoplas-
matisch-Mannlichen-Sterilitdts System (CMS) in Verbindung steht. Zum ersten mal
wurde bei der Kartoffel die Kopplung eines durch molekulare Marker definierten
Plasmas mit einer mannlichen Sterilitdt beobachtet. Dieses Plasma ist durch Ein-
kreuzung der Wildart S. stoloniferum in das deutsche Sortenspektrum gelangt.
Insgesamt acht Populationen standen im Feldversuch. Signifikante phéanotypische
Unterschiede zwischen Reziproken und damit ein Einfluss des Plasmas vor allem
auf Ertragsparameter, konnten nicht festgestellt werden. Auch eine molekulare
Charakterisierung zeigte keine Unterschiede zwischen reziproken Populationen
auf.

Molekulare Marker wurden ferner eingesetzt, um die Beziehung zwischen maxi-
maler Heterozygotie und der Merkmalsvariabilitat zu analysieren. Es konnten nur
wenige, schwache Beziehungen zwischen den berechneten Indizes und Merk-
malsauspragungen ermittelt werden. Aufféallig war hier eine positive Assoziation
zwischen Heterozygotie und Starkegehalt.

Eine exemplarische Einzelmarkerregression zeigte jedoch, dass zwischen
einzelnen Mikrosatelliten-Markern und dem Starkegehalt insgesamt stérkere
Assoziationen bestehen. Dies deutet darauf hin, dass die maximale Heterozygotie
keine absolute MalRzahl fir die Leistungsfahigkeit ist und die berechneten

Paramter nur eine sehr eingeschrankte Aussagefahigkeit haben.
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Mittels der AFLP- und der SSR-Technik wurde die genetische Diversitat von tetra-
ploiden Sorten und Zuchtstdammen analysiert. Die auf Datenbasis der Mikro-
satelliten berechneten genetischen Ahnlichkeiten liegen insgesamt deutlich unter
jenen, die auf AFLP-Markerdaten beruhen.

Eine deutliche Differenzierung zwischen den Genotypen war mit beiden Techniken
maoglich. Die Anordnung vieler Genotypen reflektiert sowohl im AFLP- als auch im
SSR-Dendrogramm bekannte Stammbauminformationen.

Eine Hauptkomponentenanalyse zeigte, dass vor allem mittels AFLP-Analyse
Verwandtschaftsgruppen deutlich differenziert werden kénnen.

Zur Bewertung der Markersysteme erfolgte zusatzlich die Berechnung verschie-
dener Mal3zahlen. Der daraus abgeleitete Markerindex fallt fir die AFLPs deutlich
hoher als fiur die Mikrosatelliten aus. Hier spiegeln sich die unterschiedlichen
Multiplex-Verhaltnisse der beiden Marker-Systeme wieder.

Mit Mikrosatelliten und AFLPs stehen zwei leistungsstarke PCR-gestitzte Tech-

niken fur genetische Studien der Kartoffel zur Verfiigung.
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7. Anhang

7.1 Liste der in der Verwandschaftsanalyse untersuchten Sorten

Sorte | Zichter' | Reife® | vZz® | Jahr” Anfalligkeit® Nr.-HK®
PVY- PLRV- AFLP SSR

Agria BOE 3 S 1985 2 5 17 21
Aiko NDP 3 w 1989 5 4 11 2
Alwara LAN 3 S 1985 1 8 26 15
Assia UNI 3 w 1980 RR 3 50 13
Berber LAN 1 S 1983 6 4 25 18
Bettina BAV 3 S 1988 RR 5 55 23
Camilla BOE 2 S 1998 1 4 10 45
Combi FIR 4 W 1988 4 3 45 27
Donella SAR 4 S 1990 3 4 18 11
Erntestolz KWS 3 S 1975 6 5 19 29
Forelle NOS 2 S 1979 RR 6 20 25
Gambria NKZ 3 S 1995 6 6 36 16
Gunda BOE 2 S 1999 5 3 14 44
Indira FIR 4 w 1981 2 2 44 6
Karlena NOR 2 S 1988 1 2 22 5
Kuras BOE 4 w | 1993" - - 38 9
Leyla NKZ 1 S 1988 4 5 35 8
Marlene BOE 3 S 1999 3 5 1 49
Markies MAN 1997" - - 2 43
Mentor SOL 3 w 1970 7 5 29 19
Mira SAR 2 w 1995 1 5 16 1
Panda UNI 4 w 1986 3 2 48 22
Patrona BAV 3 w 1994 5 1 54 28
Petra BAV 2 w 1991 1 7 52 3
Pluto AUS - 1992" - - 12 17
Ponto BOE 3 w 1984 3 7 42 24
Producent BOE 4 w 1986 6 7 40 26
Rustica RAG 3 w 1988 2 3 13 20
Sanira NKZ 4 S 1992 1 5 34 14
Saturna STA 4 S 1970 7 7 9 47
Sibu SAR 4 w 1993 1 3 15 30
Thomana NKZ 3 W 1977 3 2 33 7
Tomba NKZ 4 w 1995 1 2 32 4
Tomensa NKZ 2 W 1989 2 2 30 31
Ulme BAY 4 w 1991 1 3 46 10
Ute BAV 2 w 1982 RR 2 51 12
Verona - - - - - - 21 42
Quelle: Beschreibende Sortenliste (BUNDESSORTENAMT 1996 und 2001).

Zichter (Bevoliméchtigter, Nutzungsberechtigter): AUS = Niedertsterreichische Saatbau-

genossenschaft; BAV = Bavaria Saat; BAY = Bayerische Pflanzenzuchtgesellschaft; BER = Saat-
zucht Berding; BOE: Kartoffelzucht B6hm; FIR = Saatzucht Firlbeck; KWS = KWS-Saat; LAN =
Lange; MAN = Mansholt (NL); NDP = Norddeutsche Pflanzenzucht; NKZ = Nordkartoffel; NOR =
Norika; NOS = Nordsaat; RAG = Ragis; SAR = Saka-Ragis, SOL = Saatzucht Soltau-Bergen; STA
= Stader Saatzucht; UNI = Uniplanta

2Reifegruppe: 1 = sehr frih; 2 = mittelfriih; 3 = mittelspét; 4 = spat

3Verwendungszweck: Speise = s; Wirtschaft = w;

4Zulassungsjahr in Deutschland (A(")sterreich, NNiederlande)

5Anf&’;illigkeit: 1 = sehr gering; 5 = mittel; 9 sehr stark ; (RR = extreme Resistenz gegen Y-Virus)
®Nummer in der Hauptkoordinatenanalyse AFLP (vgl. Abb. 11) und SSR (vgl. Abb. 12)
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7.2 Stammb&ume der in der Verwandschaftsanalyse untersuchten Sorten
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