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EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG 1

1 Einleitung und Fragestellung

Kérnerraps ist eine Olfrucht mit weltweit zunehmender Bedeutung. Diese
Entwicklung zeigt sich auch in Deutschland an der stetig steigenden Anbauflache.
Zur Ernte 2002 wurde sie fiur Winterraps um 13% auf rund 1,26 Mio. ha ausgeweitet
(UFOP 2002). In der heutigen Zeit, in der die fossilen Energietrager immer knapper
werden, gewinnt der Raps unter anderem als nachwachsender Rohstoff immer mehr
an Bedeutung. Rapsoél kann als Biodiesel verwendet werden und trégt zur Starkung
des UmweltbewuRtseins in der Offentlichkeit bei. Ein Hektar Raps liefert fast 1600
Liter Ol, weiterverarbeitet zu Biodiesel tragt jeder Hektar Raps zu einer CO,-
Einsparung in Héhe von 5,4 Tonnen bei (UFOP 2002). Wegen einer guten
Fruchtfolgewirkung und vielseitigen Nutzungsmaéglichkeiten (menschliche Ernéhrung,
Tierernahrung, nachwachsender Rohstoff) ist der Raps eine zichterisch intensiv
bearbeitete Kulturart (Cramer 1990, Lickfett 2000).

In der Rapsziichtung wird in zunehmendem Mafe die Doppelhaploiden (DH)-Technik
eingesetzt. Es werden aus Mikrosporenkulturen Pflanzen regeneriert, deren
haploider Chromosomensatz durch Colchizinbehandlung verdoppelt werden kann.
Die Herstellung von DH-Pflanzen bei Raps ist relativ einfach und hat mehrere
Vorteile (sofortige Homozygotie, bessere Auslesebedingungen aufgrund der grofien
Einheitlichkeit aller Pflanzen in einer Prifparzelle, groBere Haufigkeit rezessiver
Phanotypen und trotz Homozygotie teils hohe Vitalitét einzelner DH-Linien). Fir die
Untersuchungen in dieser Arbeit standen sieben DH-Populationen zur Verfuigung, die

aus funf Elterngenotypen hergestellt wurden (Tabelle 1).

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Abschnitte. Im ersten Teil wurden die funf
Elterngenotypen mit zwei verschiedenen Markersystemen (AFLP, RFLP) analysiert.
Mit Hilfe der Markerdaten wurden genetische Distanzen zwischen den funf Eltern
geschatzt. Der Kernpunkt in diesem Teil der Arbeit ist die Schatzung der Anzahl
genetischer Faktoren aus DH-Populationen fir die Ausprédgung von sechs
quantitativen Merkmalen. Dazu wurden die funf Eltern und die sieben DH-
Populationen in einem zweijahrigen Feldversuch an drei Orten geprift. Die erfalten
Merkmale sind bedeutende Qualitatsparameter (Ol-, Protein-, Glucosinolatgehalt)
und wichtige Ertragskomponenten (Kornzahl je Schote, Tausend-Korn-Gewicht,

Schotenladnge) bei Raps.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob eine Schéatzung
epistatischer Summeneffekte aus Generationsmittelwerten geeignet ist, die
Bedeutung der Epistasie fir die Auspréagung eines quantitativen Merkmals (Olgehalt)
wiederzugeben. Daflr wurden in einem Kreuzungsprogramm sechs Generationen,
namlich die beiden Eltern Py und Py, F4, F2, sowie die beiden Riickkreuzungen BC11
und BCy; erstellt. Verwendet wurden drei DH-Populationen (Population 1, 2 und 3),
die auch fir die Untersuchungen im ersten Abschnitt dieser Arbeit eingesetzt wurden.
Es wurden neun Kreuzungen mit den jeweils sechs Generationen in einem
zweijahrigen Feldversuch an drei Orten gepriift. Weil der Olgehalt das wichtigste
Qualitatskriterium bei Raps ist, wurde er fir die Untersuchung ausgewahlt. Es
wurden jedoch noch weitere Merkmale (Proteingehalt, Glucosinolatgehalt, Tausend-
Korn-Gewicht) erfallt, deren Ergebnisse im Anhang (Tabelle 22) dargestellt sind.
Einen Uberblick tiber die Zuchtprogramme in den Jahren 1996 bis 2001 gibt Tabelle
24 im Anhang dieser Arbeit.
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2 Analyse von DH-Populationen

2.1 Einleitung

In der Rapszichtung sind Ertrag und Qualitat gleichwertige Zuchtziele. Der Ertrag
wird von der Ertragshohe (Anzahl Schoten/m?, Anzahl Samen/Schote, Tausend-
Korn-Gewicht) und der Ertragssicherheit (Winterfestigkeit, Regenerationsvermdégen,
Standfestigkeit, Platzfestigkeit der Schoten u.a.m.) beeinflult. Die Qualitatsziichtung
betrifft einerseits das Ol und andererseits das Rapsschrot. Wichtigstes
Qualitatskriterium ist der Olgehalt, der zusammen mit dem Kornertrag den Olertrag
bestimmt. Je nach Verwendungsart werden unterschiedliche Forderungen an die
Fettsdurezusammensetzung des Ols gestellt. Fiir die menschliche bzw. tierische
Erndhrung sind Rapssorten mit Doppelnull-Qualitat (niedriger Glucosinolatgehalt und
erucasaurefrei) erwiinscht. Ole fiir technische Zwecke (z.B. als Tensid) sollten reich
an Erucaséure sein. Fiur die Herstellung von Olfarben eignet sich Rapsdl mit hohen
Anteilen an Linolens&ure.

Fir die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden Merkmale ausgewé&hlt, die zum
einen wichtige Ertragskomponenten (Kornzahl je Schote, Tausend-Korn-Gewicht,
Schotenlénge) sind und zum anderen bedeutende Qualitadtsparameter (Ol-, Protein-,

Glucosinolatgehalt) darstellen.

Molekulare Marker kénnen in der Pflanzenzichtung und so auch beim Raps
verwendet werden, um genetische Unterschiede aufzudecken, die der Zichter auf
herkémmliche Weise Uberhaupt nicht erkennen oder erst viel spater fur eine
zlichterische Auslese heranziehen kdnnte. Eine ausfiihrliche Darstellung tber
zichterische Anwendungsmdoglichkeiten molekularer Marker geben WEBER und
WRICKE (1994) oder LEE (1995).

Bisher sind Marker in der Pflanzenziichtung vor allem bei der Kontrolle von
Kreuzungen und von Saatgutpartien eingesetzt worden. In Zukunft werden sie aber
auch in der Selektion von groRer Bedeutung sein (WEBER 2002). In der Selektion
sind Marker jedoch nur dann einsetzbar, wenn sie mit zichterisch relevanten
Merkmalen gekoppelt sind und beide, Marker und Merkmal, im Zuchtmaterial
polymorph sind (WEBER und WRICKE 1994).
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Besonders schwierig gestaltet sich die Nutzung von Markern bei quantitativen
Eigenschaften, zu denen die meisten agronomisch wichtigen Merkmale gehdren. Sie
werden polygenisch vererbt und zeigen in den spaltenden Generationen keine
Phanotypenklassen sondern eine kontinuierliche phanotypische Variation (KAPPERT
1948). Diese quantitative Variation entsteht durch das Zusammenwirken vieler
verschiedener Gene, die als ,quantitative trait loci“ (QTL) bezeichnet werden
(GELDERMANN 1975). Der Beitrag eines einzelnen QTL zu der Merkmalsvariation
ist gering und wird durch Umwelteinflisse Uberdeckt. Dadurch ist er an einer
einzelnen Pflanze nicht zu erkennen (NILSSON-EHLE 1909, JOHANNSEN 1913,
EAST 1915). Fir eine ziuchterische Nutzung ist es erforderlich, daly die
Umweltabhangigkeit so gering ist, dal® die gleichen QTLs fur das gleiche Material
auch in anderen Umwelten gefunden werden kénnen. Dies ist keineswegs immer der
Fall (BORNER et al. 2002).

Bei nahezu allen wichtigen Nutzpflanzen und so auch bei Raps sind inzwischen
molekulare Marker wie beispielsweise RAPDs, RFLPs, AFLPs und SSRs verfugbar.
Die RAPD-Methode (Random Amplified Polymorhic DNA) nach WILLIAMS et al.
(1990) ist ein kostengunstiger und mit geringem Laboraufwand nutzbarer Markertyp.
Da die Reproduzierbarkeit von RAPD-Analysen haufig sehr schwierig ist, werden
RAPD-Marker immer ofter in Sequence Characterized Amplified Regions (SCAR-
Marker, PARAN und MICHELMORE 1993) oder in Sequence Related Amplified
Regions (SRAP-Marker, LI und QUIROS 2001) umgewandelt. Dafur missen die
durch die RAPD-Analyse amplifizierten Genorte sequenziert werden. Zusatzlich ist
fur die Enden des DNA-Fragmentes die Synthese eines langeren, spezifischen
Primers notwendig. Der Einsatz dieser Marker ist insbesonders fir die

markergestltzte Selektion auf gekoppelte Merkmale von Bedeutung (LIU et al. 1999).

Die AFLP-Methode (Amplified Fragment Length Polymorphism) und die RFLP-
Methode (Restriction Fragment Length Polymorphism) werden in dieser Arbeit noch
genauer beschrieben (Material und Methoden 2.2.2 ff. und Diskussion 2.4.1). Das
AFLP-Verfahren bezeichnet eine Markermethode, welche die Vorteile der RFLP-
Marker mit denen- der PCR-gestlitzten RAPD-Marker verbindet (VOS et al. 1995).
Entwickelt wurde das Verfahren von ZABEAU und VOS (1993) und patentiert von der
Firma Keygene (Wageningen, Niederlande).
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Die AFLP-Methode ist zeitaufwendiger als die RAPDs, durch die erforderlichen
Restriktions- und Ligationsschritte vor der PCR. Die Anzahl polymorpher Marker je
Probeneinheit (Primerkombination) ist bei der AFLP-Methode jedoch h&her als bei
dem RAPD-Verfahren.

Den zur Zeit vielversprechensten Markertyp in der Pflanzenziichtung stellen die z.B.
von LAGERCRANTZ et al. (1993) beschriebenen Mikrosatellitenmarker dar. Solche
SSR-Marker (Simple Sequence Repeats) bestehen aus einer Einheit von eins bis
sechs Basenpaaren, die sich mehrfach hintereinander wiederholen. In Brassica
napus bilden sie eine umfangreiche Basis zur Gewinnung von PCR-Markern, da sie
durchschnittlich ungefahr alle 29 kb im Rapsgenom auftreten. Wegen ihrer
hochgradigen Automatisierbarkeit sind sie fir umfangreiche Analysen mit vielen
Genotypen geeignet. Die Auswertung ist leicht durchzufihren, weil jeweils nur ein
Genort erfasst wird. Allerdings ist die Entwicklung von SSR-Primern sehr aufwendig
und teuer (RUDOLPH 2002). Fiir den Raps wurden mittlerweile einige Hundert SSR-
Marker entwickelt. Sie bilden die Grundlage fur verschiedene Anwendungsbereiche
in der heutigen Pflanzenzichtung. Dieser Markertyp wird unter anderem zur
Identifizierung abgeleiteter Sorten und zur Gewinnung eng gekoppelter Marker in
‘marker assisted selection” (MAS)-Programmen eingesetzt. RUDOLPH (2002)
konnte in Untersuchungen zur genetischen Diversitat bei Brassica napus bereits mit
25 SSR-Primerpaaren 38 Rapsgenotypen identifizieren. FORSTER et al. (1999)
konnten mit 48 SSR-Primerpaaren 68 Rapssorten eindeutig bestimmen. Die
gefundenen Gruppierungen entsprachen der genetischen Struktur des Zuchtmaterial
wie sie von KNAAK (1996) fur RFLPs beschrieben worden sind und weist darauf hin,
dall dieser Markertyp zur Ermittlung genetischer Distanzen bei Brassica napus

geeignet ist.

Entscheidend fiir die Auswahl eines Markertyps ist die einfache Anwendbarkeit, ein
hoher Polymorphiegrad bei gleichzeitig guter Auswertbarkeit der Bandenmuster und
eine gleichmaRige Verteilung im Genom der zu untersuchenden Pflanzenart. Eine

entscheidende Rolle spielt auch die Automatisierbarkeit des Analyseverfahrens.

Mit Hilfe quantitativ-genetischer Methoden kann eine Schatzung tber die Anzahl der
QTLs fir ein Merkmal gemacht werden. Es gibt unterschiedliche Verfahren mit denen

die Anzahl Gene, die an der Variation fir ein quantitatives Merkmal beteiligt sind,
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geschéatzt werden kénnen (Ubersicht bei KEARSEY und POONI 1996). Die
bekannteste Methode geht auf Sewall WRIGHT zurlck. Allerdings beruht der Ansatz
auf der Annahme, dal ein Elter alle ginstigen Allele und der andere Elter alle
tnginstigen Allele trégt. Diese Annahme dirfte nur selten erfllt sein. Als alternative
Methode wurde die Verwendung einer DH-Population vorgeschlagen (CHOO und
REINBERGS 1982, SNAPE et al. 1984). Bei einer zuverlassigen Genzahlschatzung

ist dann eine Vorhersage uber die Anzahl der vorhandenen QTLs méglich.

Zielsetzung dieses Abschnittes der Arbeit ist:

» Schatzung genetischer Distanzen zwischen finf Elterngenotypen mit RFLP- und
AFLP-Markern

> ldentifizierung geeigneter Marker fir eine spéatere Charakterisierung von DH-
Populationen, die aus den funf Elterngenotypen hergestellt wurden

» Untersuchung der Variation in sieben DH-Populationen aus Kreuzungen zwischen
diesen Eltern in zweijahrigen mehrortigen Feldversuchen

» Schéatzung der Anzahl genetischer Faktoren aus DH-Populationen fir die

Auspragung von sechs quantitativen Merkmalen

Die Merkmale (Olgehalt, Proteingehalt, Glucosinolatgehalt, Tausend-Korn-Gewicht,
Kornzahl je Schote, Schotenlédnge) wurden gewahlt, da sie (i) eine breite quantitative
Variation zeigen, (ii) dennoch wahrscheinlich von einer begrenzten Anzahl Genen
gesteuert werden, (iii) relativ umweltstabil sind und daher bereits bei nur wenigen
Versuchsstandorten zuverldssig erfasst werden kdénnen, und (iv) mit vergleichsweise
geringem Aufwand durch Schnellbestimmung Uber Nah-Infrarot-Reflexions-
Spektroskopie (NIRS) bzw. durch Wiegen, Zahlen und Messen bestimmt werden

kdénnen.
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2.2 Material und Methoden

2.2.1 Material

2.2.1.1 Pflanzenmaterial

Das untersuchte Pflanzenmaterial waren funf Elternlinien und 411 verdoppelt
haploide Linien (DH — Linien), die die Saatzucht Hadmersleben GmbH zur Verfigung
gestellt hatte. Die Elterngenotypen der DH - Populationen waren die zugelassenen
Rapssorten Eurol und Accord und Genotypen aus der Zuchtarbeit der Saatzucht
Hadmersleben GmbH. Diese Genotypen (LP32/85T.3.1, T7.133.dh.5, TAG31)
wiesen gegeniiber mitgepriiften Vergleichssorten erhdhte Olgehalte auf. Beziiglich
anderer Merkmale entsprachen sie eher dem Durchschnitt.

Es wurden sieben Populationen mit insgesamt 411 DH — Linien untersucht. Die
Anzahl der DH — Linien in den einzelnen Populationen schwankte zwischen 14
Linien in Population 7 und 100 Linien in Population 3. In der Tabelle 1 sind die Eltern
(P1, P2) und die Anzahl der DH — Linien der Populationen 1 bis 7 angegeben.

Tab. 1: Elterngenotypen und Anzahl der DH — Linien der Populationen 1 bis 7

Population P, P Anzahl
DH-Linien
1 Accord LP32/85T.3.1 90
2 LP32/85T.3.1 T7.133.dh.5 64
3 Eurol TAG31 100
4 Accord TAG31 42
5 Accord T7.133.dh.5 41
6 Eurol LP32/85T.3.1 60
7 Eurol Accord 14

2.2.1.2 Enzyme und Chemikalien

Die Restriktionsenzyme BamHI, EcoRI, Hindlll und Msel wurden von der Firma MBI
Fermentas (St.-Leon-Rot) bezogen. In Tabelle 2 sind Informationen Uber die Herkunft
und die Erkennungssequenz der Schnittstellen der Restriktionsenzyme zusammen-

gestellt.
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Tab. 2: Restriktionsendonukleasen fir die RFLP- und die AFLP-Analyse

Restriktionsenzym Herkunft Erkennungssequenz
der Schnittstelle

BamHI Bacillus amyloliquefaciens H G/GATCC

EcoRl Escherichia coli RY 13 G/AATTC

Hindlll Haemophilus influenzae Rd A/AGCTT

Msel Micrococcus species TITAA

Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von den Firmen
Merck (Darmstadt) oder Sigma (Taufkirchen) bezogen. Sie hatten den Reinheitsgrad
,pro analysis“. Eine Chemikalienliste ist im Anhang (Tabelle 17) aufgefihrt.

2.2.1.3 DNA - Langenmarker

Die verwendeten DNA-Ladngenmarker sind nachfolgend mit Angabe der

FragmentgréRe aufgefuhrt:

A-DNA, Hindlll und EcoRI geschnitten (New England Biolabs, Beverly, USA)
FragmentgréRen in bp: 21266, 5148, 4973, 4277, 3530, 2027, 1904, 1584,
1330, 983,831, 564, 125
ALFexpress”Sizer"50-500 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
FragmentgréRen in bp: 500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 50

2.2.1.4 DNA-Sonden

Die verwendeten DNA-Sonden stammten aus der im Rahmen einer Dissertation
(UZUNOVA 1994) am Institut fur Pflanzenbau und Pflanzenzichtung in Géttingen
entwickelten und getesteten genomischen DNA-Bibliothek von Pstl-DNA-Fragmenten
der Sommerrapssorte 'Duplo’. Sie wurden ergénzt durch genomische DNA-Sonden
aus dem Labor von Prof. T. OSBORN (Madison, Wisconsin, USA), von denen 51 aus
der Klonierung von Pstl-DNA-Fragmenten der kanadischen Sommerrapssorte
'Westar' und sieben aus der Klonierung von EcoRI-DNA-Fragmenten aus der

Rubsensorte 'Tobin' stammten. Diese Sonden wurden am Department of Agronomy
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der Universitat of Wisconsin, Madison, USA fiir Diversitdtsanalysen und genetische
Kartierungen in der Gattung Brassica entwickelt und stellten eine vorselektierte
Auswahl gut auswertbarer DNA-Sonden dar. Zusétzlich wurde eine cDNA-Sonde
verwendet, die Dr. R. TOPFER (MPI fiir Ziichtungsforschung, KéIn) zur Verfugung
gestellt hatte.

2.2.2 RFLP-Analyse

2.2.2.1 Isolation von Gesamt-DNA

Zur Gewinnung ausreichender Mengen DNA wurde das nach ROGERS und
BENDICH (1988) modifizierte Extraktionsverfahren angewendet, welches sich nach

UZUNOVA (1994) fir Raps als sehr gut geeignet erwiesen hat.

Protokoll der CTAB-Gesamt-DNA Prdparation:

Verwendete Lésungen:

2 x CTAB-Puffer 100 mM Tris-HCI (pH 8,0)
20 mM EDTA
1,4 M NaCl
1% PVP 40000
2% CTAB
10% CTAB-L6sung 10% CTAB
0,7M NaCl
CTAB-Prazipitationspuffer 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA
1% CTAB
High Salt TE-Puffer 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA
1M NaCl
1 x TE-Puffer 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)

1 mM EDTA
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5-10 g frisches oder tiefgefrorenes Blattmaterial in flussigem Stickstoff zu Pulver mdrsern
Pulver in 250 ml Erlenmeyerkolben tberfihren

in 10 ml warmen (65°C) 2 x CTAB-Puffer aufnehmen

Proteinase K auf Endkonzentration von 100 pug/ml zugeben

30 min bei 65°C unter leichtem Schitteln inkubieren

mit einem Volumen Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) in 50 ml Zentrifugenréhrchen
extrahieren

10 min bei 4°C und 12000 rpm zentrifugieren (Sigma Zentrifuge 4K 10, Rotor Nr. 12166)
wassrige Phase in neues Réhrchen Gberfuhren

1/10 Volumen 10% CTAB-L&sung zugeben

mit einem Volumen Chloroform/Isoamylalkohol erneut extrahieren

wassrige Phase in neues Réhrchen Uberfuhren

mit einem Volumen warmen (65°C) CTAB-Prazipitationspuffer versetzen

CTAB-DNA Komplex 10 min bei 12000 rpm und ca. 20°C pelletieren

Pellet in 2 ml High Salt TE bei 65°C I6sen

mit 2 Volumina kaltem 96% Ethanol bei —20°C tber Nacht fallen

15 min bei 12000 rpm zentrifugieren (Hettich Tischzentrifuge)

Salzreste mit kaltem 70% Ethanol auswaschen

5 min bei 12000 rpm zentrifugieren

Pellet im Exsikkator trocknen

trockenes Pellet in 1 ml TE-Puffer aufnehmen
2.2.2.2 Restriktion von DNA
Der vollstandige Verdau von Raps-Gesamt-DNA mit den Restriktionsenzymen
BamHI, EcoRI und Hindlll erfolgte in den vom Hersteller mitgelieferten Puffern Uber
Nacht bei 37°C. Pro ug DNA wurden 4U des entsprechenden Enzyms eingesetzt.
2.2.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung
DNA-Konzentrationen wurden mit dem Fluorometer der Firma BioRad (Hercules,

USA) nach Herstelleranweisung bestimmt. Gemessen wird die Fluoreszenz des

Komplexes, der durch Bindung von Fluorochrom bis-Benzimidazol (Hoechst 33258) an
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DNA entsteht. Dieser Farbstoff ist hoch spezifisch fir DNA. Dadurch haben
Verbindungen wie Proteine oder RNA keine Auswirkungen auf die DNA-
Quantifizierung. Somit ermdglicht die fluorimetrische Methode im Vergleich zu

spektrophotometrischen MeRtechniken eine wesentlich genauere DNA-

Konzentrationsbestimmung.

2.2.2.4 Gelelektrophorese und Southern-Transfer

Verwendete Lésungen:

TAE-Puffer 40 mM
1 mM
0,1 pg/ml

TAE-Laufpuffer 40 mM
1 mM

Farbmarker 40 %
0,25 %
0,25 %

Denaturierungslésung 1,5M
0,5M

Neutralisierungslésung 1,5M
0,5M
1 mM

20 x SSC 3,0M
0,3 M

Von der restringierten genomischen DNA wurden 5 pg je Genotyp in horizontalen
Agarosegelen (0,8% Agarose in 400 ml TAE) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele
malen 20 x 30 x 0,7 cm. Pro Gel wurden zwei Kdmme mit je 40 Zdhnen gesetzt, je
einer an die obere Kante des Gels und einer auf halber Trennstrecke. Als DNA-
Langenstandard wurden 100 ng EcoRI- und Hindlll-verdaute A-DNA verwendet. Die

DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/5 Volumen Farbmarker gemischt. Die

Elektrophorese erfolgte fiir 16 h bei 40 V.

Tris-Acetat (pH 8,0)
EDTA
Ethidiumbromid

Tris-Acetat (pH 8,0)
EDTA

Saccharose
Xylene-Cyanol
Bromphenol-Blau

NaCl
NaOH

NaCl
Tris-HCI (pH 7,2)
EDTA

NaCl
Na-Citrat (pH 7,0)
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Der Transfer der DNA auf eine Nylon-Membran wurde nach dem Southern-Verfahren
(SOUTHERN 1975) durchgefihrt. Das Agarosegel wurde in 0,25 M HCI partiell
depuriniert, bis das Bromphenol-Blau des Farbmarkers seine Farbe auf gelb
gewechselt hatte. Der DNA-Transfer aus dem Gel auf die positiv geladene Membran

d ™-N* (Amersham, UK) erfolgte durch einen Vakuumblot (Blotapparatur

Hybon
VacuGene XL, Pharmacia, Freiburg) mit 0,4 M NaOH bei einem Druck von 50 mbar
fur 1 h. Nach Beendigung des Blots wurde die Membran kurz in § x SSC gespiilt,
getrocknet und anschlieend 1 h bei 80°C gebacken. Bis zur Hybridisierung wurde

der Filter bei 4°C aufbewahrt.

2.2.2.5 DNA-DNA Hybridisierung

Radioaktive Markierung der DNA-Sonden

Die Markierung der DNA-Sonden mit radioaktivem o-**P-dCTP (ICN Biomedicals,
Costa Mesa, USA) erfolgte mit Hilfe des Prime-It™ Random Prime Labelling Kits der
Firma Stratagene (La Jolla, USA) entsprechend der 'random primed labelling'
Methode, modifiziert nach FEINBERG und VOGELSTEIN (1983). Als 'random primer'
diente ein Gemisch aus Nonanukleotiden. Alternativ wurden die Sonden mit dem
Rediprime™Il Random Prime Labelling System von Amersham Pharmacia Biotech

(Buckinghamshire, UK) radioaktiv markiert.

Prime-1t™ - Markierungsansatz:

25 ng DNA-Sonde

8 pl Nonamer random primer (dNTP)g

8 ul Reaktionspuffer (dATP, dGTP, dTTP)

5 ul 0->*P-dCTP

1 ul EXO (-) Klenow DNA-Polymerase | (5 U/ul)

mit H,O auf 40 ul Gesamtvolumen auffillen

DNA-Sonden und 'Nonamer primer' wurden fir 5 min bei 100°C im Wasserbad
denaturiert. Alle weiteren Komponenten des Markierungsansatzes wurden bei einer

Temperatur von 37°C dazugegeben und fur 15 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
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Vor Verwendung in der Hybridisierung wurde die markierte DNA-Sonde erneut durch

5-mindtiges Erhitzen auf 95-100°C denaturiert.

Hybridisierung der markierten Sonden auf Southern-Filtern

Verwendete Lésungen:

100 x Denhardt’s

Vorhybridisierungslésung

Hybridisierungslésung

Waschpuffer |

Waschpuffer I

Waschpuffer Il

Rehybridisierungspuffer

2%
2%
2%

5 X

0,6%

50 mM

5 X

200 pg/ml

5 X

0,6%

50 mM

5 X

100 pg/mi
5%

2 X
0,1%

1x
0,05%

0,5 x
0,025%

0,2M
0,1%
0,1 x

PVP-40
Ficoll-400
BSA (Fraktion V)

SSC

SDS

Na;HPO4
Denhardt’s
Heringssperma DNA

SSC

SDS

Na;HPO4
Denhardt’s
Heringssperma DNA

Dextransulfat

SSC
SDS

SSC
SDS

SSC
SDS

Tris-HCI (pH 7,5)
SDS
Ssc
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Die Hybridisierung der radioaktiv markierten DNA-Sonde gegen die Southern-Filter
erfolgte nach einer modifizierten Methode von BERNATZKY und TANKSLEY (1986).
Vorhybridisierung, Hybridisierung und Waschen wurde bei 65°C in einem
Hybridisierungsrollofen (Appligene, lllkirch) durchgefiuhrt. Zur Abséattigung
unspezifischer Bindungsstellen auf den Membranen wurden die Filter mit 50 ml
Vorhybridisierungslésung Uber Nacht inkubiert. Die Hybridisierung mit der
denaturierten radioaktiven Sonde erfolgte ebenfalls Uber Nacht in 15 ml
Hybridisierungslésung. AnschlieRend wurde in drei Waschschritten die unspezifisch
gebundene radioaktive DNA von den Filtern entfernt. Die Filter wurden nacheinander
je 20 min in den Waschpuffern | und I mit 200 ml pro Réhrchen im
Hybridisierungsofen und anschlieffiend 20 min in 500 ml Waschpuffer Il ausgerollt im
Wasserbad gewaschen. Die feuchten Filter wurden in Frischhaltefolie verpackt und
mit Verstarkerfolien (Intas, Géttingen) bei —80°C fur funf bis sieben Tage auf
Réntgenfilmen (BioMax MS, Kodak) exponiert. Die spezifischen
Hybridisierungssignale wurden auf den Autoradiogrammen sichtbar. Zur
Wiederverwendung der Filter wurde die gebundene Sonden-DNA mit 0,2 M NaOH fir
30 min bei 45°C entfernt und nachfolgend fiir 30 min mit Rehybridisierungspuffer bei
45°C neutralisiert. Sie wurden bei 4°C feucht gelagert und konnten bis zu acht mal

zur Hybridisierung verwendet werden.
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2.2.3 AFLP-Analyse

Fur die AFLP-Analyse wurden DNA-Proben eingesetzt, die noch aus der RFLP-
Analyse zur Verfligung standen.

2.2.3.1 Verdau der Gesamt-DNA mit Restriktionsenzymen

Die Restriktion der Gesamt-DNA wurde gleichzeitig mit dem haufig schneidenden

Restriktionsenzym Msel und dem selten schneidenden Enzym EcoRI durchgefiihrt.

Verwendete LO6sung:

10 x RL-Puffer 100 mM Tris-Acetat (pH 7,5)
100 mM Mg-Acetat (pH 7,5)
500 mM K-Acetat (pH 7,5)
50 mM DTT

Fur den Verdau der Gesamt-DNA mit den beiden Restriktionsenzymen wurde

folgender Reaktionsansatz verwendet:
250 ng Gesamt-DNA

1x RL-Puffer
4 U EcoRl
4 U Msel

mit HoO auf 30 pyl Gesamtvolumen auffiillen

Der Ansatz wurde gemischt, anzentrifugiert und fir 1,5 h bei 37°C inkubiert.
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2.2.3.2 Adapterligation

Nach dem Restriktionsverdau wurden an die Schnittstellen Adapter ligiert, welche als
Bindungsstellen fur die Primer in der PCR-gestitzten Pr&amplifiktation und

Amplifikation bendtigt wurden.

Struktur der Adapter:

EcoRI: 5"-CTC GTAGAC TGC GTACC -3
3"—CTG ACG CAT GGT TAA-5

Msel: 5 —GAC GAT GAG TCC TGA G- 3

3"-TACTC AGG ACT CAT-5"

Fur die Ligation der Adapter wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

30 pl DNA-Restriktionsansatz  (Kapitel 2.2.3.1)
5 pM EcoRI-Adapter
50 pM Msel-Adapter
1U T4-DNA-Ligase
0,25 mM ATP
1 X RL-Puffer

mit HoOauf 40 ul Gesamtvolumen auffillen

Der Ansatz wurde fir 3,5 h bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurde fir eine 1:5

Verdinnung der gesamte Ligationsansatz mit 160 yl TE-Puffer gemischt.

2.2.3.3 Praamplifikation

In der Praamplifikation werden Primer verwendet, die Uber eine sogenannte
'selektive Erweiterung' in ihrer Basensequenz verfigen. Dies fuhrt zu einer
reduzierten Anzahl amplifizierter DNA-Fragmente. Es kénnen nur noch solche
Fragmente amplifiziert werden, die neben der Schnittstellensequenz des
Restriktionsenzyms auch Uber eine zusétzliche Base verfiigen, die komplementér zur

'selektiven Base' des Primers ist.



MATERIAL UND METHODEN 17

Struktur der Primer fur die Praamplifikation:
EcoRI+1: 5 —-CTG CGT ACC AATTCA -3

Msel +1: 5 — GAT GAG TCC TGA GTAAC -3’

Verwendete L6sung:

10 x PCR-Puffer (Pharmacia Biotech, Freiburg)
100 mM Tris-HCI (pH 8,3)
15 mM MgCl,
500 mM KCI

Fir die Praamplifikation wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

5 ul verdinnte Ligationsmischung  (Kapitel 2.2.3.2)
6 pM EcoRI +1-Primer
6 pM Msel +1-Primer
0,2 mM dNTP
1x PCR-Puffer
1U Taq DNA-Polymerase

mit H,O auf 20 pyl Gesamtvolumen auffillen

Die Praamplifikation erfolgte im DNA Thermocycler TGRADIENT der Firma Whatman

Biometra® (Géttingen).

PCR-Programm: 1. Zyklus 30s 94°C
2. —20. Zyklus 30s 94°C (Denaturierung)
30s 56°C (Annealing)
1 min 72°C (Elongation)
terminale Verlangerung 5 min 72°C

Endtemperatur 4°C

Zur Verdinnung (1:10) wurden die 20 uyl des Praamplifikationsansatzes mit 180 pl
TE-Puffer gemischt.
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2.2.3.4 Selektive AFLP-Amplifikation

Fur die selektive Amplifikationsreaktion wurden Cy5-markierte EcoRI-Primer von der

Firma Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, UK) verwendet. Die Msel-

Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen.

In der Tabelle 3 sind die verwendeten EcoRI- und Msel-Primer mit den zugehdrigen

Nukleotidendungen aufgefiihrt. Es wurden funf verschiedene EcoRI-Primer und neun

verschiedene Msel-Primer eingesetzt, insgesamt standen 45 verschiedene

EcoRI/Msel-Primerkombinationen fir die selektive AFLP-Amplifikationsreaktion zur

Verfligung.

Tab. 3: EcoRI- und Msel-Primer fir die selektive Amplifikationsreaktion

Eco RI-Primer

selektive
Erweiterung

Mse |I-Primer

selektive
Erweiterung

E32
E33
E35
E38

AAC
AAG
ACA
ACT
AGC

M47
M48
M49
M50
M51
M59
M60
Mé61
M62

CAA
CAC
CAG
CAT
CCA
CTA
CTC

CTG
CIT

Fur die Amplifikation wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

5 pl

1 pM
6 pM
0,2 mM
1x
05U

verdinnte Template-DNA aus der Préaamplifikation (vgl. 2.2.3.3)

EcoRI +3-Primer (Cy5 markiert)

Msel +3-Primer
dNTP

PCR-Puffer (Kapitel 2.2.3.3 Praamp.)

Taq DNA-Polymerase

mit H,Oauf 20 yl Gesamtvolumen aufflllen
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Die PCR-Amplifikation erfolgte im DNA Thermocycler TGRADIENT der Firma
Whatman Biometra® (Géttingen) nach folgendem Protokoll:

Denaturierung 94°C 30 Sekunden
Annealing 65°C 30 Sekunden
Elongation 72°C 60 Sekunden

Die Annealing-Temperatur wurde in den folgenden 13 Zyklen bei jedem Zyklus im
Wechsel um 0,7°C bzw. 0,8°C gesenkt, bis eine Annealing-Temperatur von 56°C
erreicht war. Die Temperaturen fur Denaturierung und Elongation blieben dabei

unverandert. AbschlieRend folgten 23 Zyklen nach folgendem Protokoll:

Denaturierung 94°C 30 Sekunden
Annealing 56°C 30 Sekunden
Elongation 72°C 60 Sekunden

Endtemperatur 4°C
Die in der selektiven Amplifikationsreaktion enstandenen Fragmente verschiedener
Lange wurden im automatischen ALFexpress 'DNA Sequencer der Firma Amersham
Pharmacia Biotech (Freiburg) aufgetrennt.

2.2.3.5 Gelelektrophorese

Verwendete Lésungen:

10 x TBE 890 mM Tris-HCI
890 mM Borsaure
20 mM EDTA
pH 8,4 einstellen

Bindesilan-Ldsung: 2ml 96% (v/v) Ethanol
7,5 pl Bindesilan
0,5 mi 10% (v/v) Essigséaure
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deionisiertes Formamid: 100 mi Formamid
19 Dowex mixed bed 50 W x 8
(H) /1 x 8 (OH") (1:1)
(lonenaustauscher)
1 h bei 4°C ruhren
durch Faltenfilter 5951/2 geben
portioniert bei —20°C lagern

Ladepuffer: 5 mg Dextranblau in
1 ml deionisiertem Formamid
ReproGel Long Read Lésung A: keine Herstellerangaben

enthalt Acrylamid/Bisacrylamid 14% (w/v)

ReproGel Long Read Lésung B: keine Herstellerangaben
enthalt 1,5x TBE
Denaturierungsagenzien
UV-Initiator (Patent-Nr. SE 96047 30-3)

Zur Analyse der Amplifikationsprodukte wurden ALFexpress”-Gelplatten mit einer
Trennstrecke von 200 mm verwendet. Diese sowie die dazugehoérigen Glas-Spacer
wurden sorgféaltig mit H,O und mit 96% igem (v/v) Ethanol gesdubert. Die vordere
Glasplatte wurde im Kammbereich mit 50 pl Bindesilan-Lésung eingerieben. Beide
Glasplatten und die Spacer wurden staubfrei zusammengesetzt und der Kamm
hineingesetzt.

Die Auftrennung erfolgte in einem denaturierendem Polyacrylamid-Gel, dafir wurde
das ReproGel” Long Read von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) verwendet.
Das ReproGel” Long Read besteht aus zwei Lésungen: Losung A enthélt das
Acrylamid/Bisacrylamid und L&sung B den UV-Initiator in TBE gelést. Dieses
Gelsystem hat den Vorteil, dal der Polymerisationsstart durch UV-Licht im
Wellenlangenbereich 315 bis 400 nm (ReproSet, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) ausgel6st wird. Dadurch konnte der Gel-Mix in Ruhe gegossen und von

Luftblasen befreit werden, bevor die Polymerisation gestartet wurde. Ein weiterer
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Vorteil war, dall das Gel bereits innerhalb von 10 min auspolymerisiert und sofort
verwendet werden konnte.

Die Proben wurden mit 20 pl Ladepuffer (1:1) versetzt, fir 5 min bei 95°C denaturiert
und sofort auf Eis gestellt. Von diesem Proben-Puffer-Mix wurden 6 ul auf das Gel
aufgetragen. Als Laufpuffer wurde 0,5x TBE verwendet. Die Gelelektrophorese
erfolgte im ALFexpress"DNA Sequencer (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
fir 540 min bei 1500 V, 38 mA, 34 W und 50°C. Der Laser-Wert lag Gber 700. Alle 2
sec wurden Signale zum ALFwin™ Fragment Analyser V1.00.32 (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) tbertragen. Diese Software diente auch zur

Auswertung der Fragmente.

2.2.4 Feldversuche

Die 411 DH - Linien aus den sieben Populationen und die Eltern wurden im
zweijahrigen Feldversuch (1997/98 und 1998/99) an drei Orten (Géttingen, Grund-
Schwalheim, Teendorf) getestet. Der Versuch in Teendorf in dem Jahr 1998/99 fiel
wegen Auflaufproblemen nach der Saat aus. Wegen Saatgutmangel konnten
manche Eltern nur an ein bis zwei Umwelten gepruft werden. An jedem Ort wurde
jeweils innerhalb der Population eine Gitteranlage mit zwei Wiederholungen
angelegt. Die ParzellengréRe war in Géttingen 1,9 m?, in Grund-Schwalheim 3,75 m?
und in Teendorf 1,5 m?. Die Aussaatstarke an den drei Orten lag zwischen 26 und 60
Samen je m?. Bei den Populationen 5, 6 und 7 wurden 1, 4 bzw. 2 weitere Priifglieder

(Standards oder Eltern) mitgepruft. Die Pflanzen konnten offen abblihen.

2.2.5 Merkmalserfassung

Zur Merkmalserfassung wurden in jeder Parzelle drei zuféllig ausgewahlte Pflanzen
geerntet, wobei von jeder Pflanze der Haupttrieb mit dem obersten Nebentrieb
geerntet wurde. Die untersten drei Schoten des Haupttriebes wurden getrennt
geerntet.

Olgehalt, Proteingehalt und Glucosinolatgehalt im Samen wurde mit Hilfe der Nah
Infrarot Reflektions Spektroskopie (NIRS) bestimmt (TILLMANN 1997). Das
Tausend-Korn-Gewicht (TKG) wurde durch Wiegen von viermal 100 Samen ermittelt.



22 MATERIAL UND METHODEN

Schotenlange und Anzahl Samen je Schote wurden an den drei getrennt geernteten

Schoten bestimmit.

2.2.6 Bestimmung genetischer Distanzen

Die Auswertung der RFLP- und der AFLP-Daten fir die finf Elterngenotypen erfolgte
durch Ubertragung der Bandenmuster in eine bindre Matrix. Die Anwesenheit einer
Bande wurde mit '1' und das Fehlen einer Bande wurde mit '0" gewertet.
Monomorphe Banden wurden fir die Berechnung der genetischen Distanzen nicht
bertcksichtigt.

Die Schatzung genetischer Distanzen fir die funf Elterngenotypen wurde fir die
RFLP-Daten nach dem von NEI und LI (1979) fur RFLP-Analysen vorgeschlagenem
Koeffizienten von DICE (1945) durchgefihrt:

Nij

GDp=1-
(Nij +1/2Ni+ 1/2Nj)

Die Schatzung genetischen Distanzen auf der Grundlage der AFLP-Daten erfolgte
nach dem Koeffizienten von Jaccard (1908):

Nij

GD/=1-—n——
(Nij+Ni+Nj)

N;j ist die Anzahl der Banden, die bei beiden Genotypen vorhanden sind. N; ist die
Anzahl der Banden, die bei Genotyp i vorhanden sind aber nicht bei Genotyp j und N;
ist die Anzahl der Banden, die bei Genotyp j auftreten aber nicht bei Genotyp i.

Anschliefend wurden Clusteranalysen nach dem ‘'average linkage' Verfahren
(BACKHAUS et al. 1990) durchgefiihrt, die zur Identifizierung von Genotypengruppen
beitragen sollten. Sadmtliche Berechnungen erfolgten mit dem Programm NTSYS-pc
2.1 (ROHLF 2000).
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2.2.7 Statistische Analyse der Feldversuche

Es wurden Varianzanalysen (ANOVA) mit Hilfe des Programmes PLABSTAT (PLAnNt
Breeding STATistical program, Version 2F, UTZ 1992) durchgefuhrt. Zunéachst
wurden die Einzelversuche als Gitter analysiert, die Jahr-Ort Kombinationen wurden
dann als Versuchsserie mit finf Umwelten ausgewertet. Die PLABSTAT ANOVA
wurde mit folgendem Modell gerechnet:

Yi  =utlitup (lu)i+ e

Dabei entspricht:

Yi = Beobachtungswert fir die DH — Linie i in der Umwelt
¥ = Versuchsmittelwert

l = DH - Linieneffekt (i = Anzahl der DH - Linien)

uj = Umwelteffekt (j = 1 bis 5)

(lu)j = Interaktionseffekt der DH — Linie i mit der Umwelt j

e = Versuchsfehler (gepoolter Fehler der Gitteranalyse)

Die genetischen Varianzen der sieben Populationen wurden miteinander verglichen,
indem den genetischen Varianzkomponenten der verschiedenen Merkmale Range
von eins bis sieben zugeordnet wurden. Der héchste Wert fur die genetische Varianz
eines jeden Merkmals bekam die Rangnummer eins zugeordnet, der kleinste Wert
bekam die Rangnummer sieben. Eine niedrige Rangnummer bedeutete also eine
grole Varianz und eine hohe Rangnummer eine kleine Varianz. AnschlieRend

wurden die Rangnummern Uber die einzelnen Merkmale gemittelt.

2.2.8 Genzahlschatzung

In den Populationen 1 bis 7 wurden fiir die Merkmale Olgehalt, Proteingehalt,
Glucosinolatgehalt, Tausend-Korn-Gewicht, Schotenldange und Kornzahl je Schote
die Anzahl effektiver Faktoren (K) nach einer Naherungsformel von SNAPE et al.
(1984) abgeschatzt:

K=[d]?/D, mit

[d] = (DHmax. — DHmin. )/ 2

D = genetische Varianz der DH — Linien
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2.3 Ergebnisse

2.3.1 Polymorphismen und Bestimmung genetischer Distanzen
2.3.1.1 RFLP-Analyse

DNA-Sonden, die bei der Hybridisierung gegen die Screening-Filter mindestens eine
polymorphe Bande (RFL-Polymorphismus) zwischen den finf Eltern der DH-
Populationen zeigten, wurden als informative Sonden ausgewertet. Es wurden
insgesamt 399 Sonde-Enzym-Kombinationen (SEK) getestet. Von diesen erwiesen
sich 256 SEK als informativ, die Gbrigen 143 SEK zeigten entweder monomorphe
Bandenmuster oder wurden wegen zu schwacher bzw. nicht auswertbarer
Hybridisierungsmuster verworfen. Mit den informativen 256 SEK konnten 581
polymorphe Banden ausgewertet werden.

Die errechneten genetischen Distanzen zwischen den funf Eltern der DH-
Populationen sind in der Tabelle 4 zusammengefasst. Die genetischen Distanzen
sind dreimal berechnet worden. Einmal mit dem vollstdndigem Markersatz mit 581
Markern und zur Uberprifung der Zuverlassigkeit der RFLP-Daten mit zwei zuféllig
aufgeteilten Markersatzen mit 290 Markern bzw. mit 291 Markern. Die berechneten
Distanzwerte der geteilten Markersatze sind miteinander korreliert worden. Der
Korrelationskoeffizient ist 0,59 und damit signifikant bei einer Signifikanzgrenze von
P<0,1. Bei Betrachtung der genetischen Distanzen auf der Grundlage des
vollstandigen Markersatzes (581 Marker), zeigen sich deutliche Distanzunterschiede
zwischen den Eltern. Die gréRte genetische Distanz besteht zwischen TAG31 und
Eurol mit einem Wert von 0,67. Die geringste Distanz mit 0,42 ist die zwischen den
Eltern T7 und Accord.

Mit den finf Eltern der DH-Populationen wurde eine Clusteranalyse durchgefihrt, mit
deren Hilfe Aussagen Uber die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den einzelnen
Eltern gemacht werden sollen. Das Ergebnis der Analyse kann in einem
Dendrogramm graphisch dargestellt werden. Die Abbildung 1 zeigt das
Dendrogramm der funf Eltern der DH-Populationen. Es ist deutlich zu erkennen, dal}

der Elter TAG31 die groflite genetische Distanz zu allen anderen Eltern besitzt.



ERGEBNISSE 25

Tab. 4: Genetische Distanzen der funf Eltern der DH-Populationen, basierend auf
RFLP-Daten

Accord LP32 T7 Eurol
581 Marker
LP32 0,51
T7 0,42 0,48
Eurol 0,50 0,43 0,53
TAG31 0,61 0,49 0,54 0,67
290 Marker
LP32 0,56
T7 0,43 0,44
Eurol 0,51 0,49 0,45
TAG31 0,62 0,48 0,55 0,70
291 Marker
LP32 0,46
T7 0,42 0,52
Eurol 0,49 0,38 0,60
TAG31 0,60 0,49 0,53 0,65
Accord
T7
1P32
Burd
TABI
I T T T T ] T T T T ‘ T T T T | T T T T |
000 0.15 029 043 0.58
CGenetische Diganz (Dice)

Abb. 1: Dendrogramm der Distanzbeziehungen zwischen den funf Eltern der DH-
Populationen, basierend auf der RFLP-Analyse
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2.3.1.2 AFLP-Analyse

Fur die AFLP-Analyse wurden 43 Primerkombinationen eingesetzt. Insgesamt
konnten 696 polymorphe Banden ausgewertet werden. Die errechneten genetischen
Distanzen zwischen den Eltern der DH-Populationen aus der AFLP-Analyse zeigt die
Tabelle 5. Die Distanzen wurden, wie schon bei der RFLP-Analyse beschrieben,
wieder dreimal berechnet. Sie wurden einmal mit dem vollstdndigem Markersatz mit
696 Markern und mit den beiden zuféllig aufgeteilten Markersatzen mit jeweils 348
Markern durchgefiihrt. Bei der Korrelation der Distanzwerte der beiden geteilten
Markersétze wurde ein Korrelationskoeffizient von 0,92 errechnet. Dieser Wert ist
hoch signifikant fir P<0,01 und zeigt, dal® die Distanzwerte der geteilten Markerséatze
sehr gut miteinander korrelieren. Die genetischen Distanzen der Eltern schwanken
sehr stark von 0,17 bis 0,85. Die meisten Werte liegen jedoch eher in dem Bereich
zwischen 0,58 und 0,85. Der Wert von 0,17 ist gegeniber den anderen
Distanzwerten auffallend niedrig. Die Eltern TAG31 und LP32 zeigen mit dem
niedrigsten Wert (0,17) die engste Verwandschaftsbeziehung und zwischen den
Eltern Eurol und Accord besteht die grofite genetische Distanz (0,85).

Tab. 5: Genetische Distanzen der funf Eltern der DH-Populationen, basierend auf
den AFLP-Daten

Accord LP32 T7 Eurol
696 Marker
LP32 0,82
T7 0,78 0,61
Eurol 0,85 0,69 0,58
TAG31 0,82 0,17 0,59 0,67
348 Marker ‘
LP32 0,78
T7 0,74 0,64
Eurol 0,85 0,73 0,64
TAG31 0,79 0,16 0,63 0,73
348 Marker
LP32 0,87
T7 0,82 0,58
Eurol 0,85 0,65 0,52

TAG31 0,85 0,19 0,55 0,61




ERGEBNISSE 27

Die Abbildung 2 zeigt das Dendrogramm der Distanzbeziehungen zwischen den
Eltern auf der Grundlage der AFLP-Analyse. Es ist zu erkennen, daf} Accord die
gréRte Distanz zu den Ubrigen vier Eltern zeigt, und TAG31 mit LP32 die geringste
Distanz zueinander haben.

Das Ergebnis der Distanzbeziehungen zwischen den Eltern aufgrund der AFLP-
Daten weicht vollig von dem Ergebnis der RFLP-Daten ab. Es ist sehr ungewéhnlich,
daR Ergebnisse, die zwar mit unterschiedlichen Markertypen gewonnen wurden,
aber dennoch annahernd Ubereinstimmen sollten derart grof3e Unterschiede zeigen.
Bei der Korrelation der Distanzwerte der RFLP-Analyse mit den Werten der AFLP-
Anlayse errechnet sich ein Korrelationskoeffizient von 0,1. Dieser Wert ist nicht
signifikant. Dieses widerspricht den Erwartungen und in der Diskussion wird darauf

naher eingegangen.

Accord

LP32

TAG1

T7

| T T T T T T T T I T T T T T T T T |

| I
0.00 021 ~ o4l 062 0.82
Genetische Distanz (Jaccard)

Abb. 2: Dendrogramm der Distanzbeziehungen zwischen den funf Eltern der DH-
Populationen, basierend auf der AFLP-Analyse

2.3.2 Vergleich der DH — Linien mit den Eltern

Es wurden die Mittelwerte der DH — Linien mit dem Elternmittel fir die Merkmale
Olgehalt, Proteingehalt, Glucosinolatgehalt, Tausend-Korn-Gewicht, Schotenlange
und Kornzahl je Schote verglichen (Tabelle 6). In manchen Populationen war der
Vergleich auf ein bis zwei Umwelten beschrénkt, weil die Eltern nicht immer an allen

funf Orten geprift werden konnten.
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Olgehalt

Das Elternmittel fiir den Olgehalt liegt zwischen 43,3% fiir die Eltern der Population 2
und 47,6% fir die Eltern der Population 1. Der mittlere Olgehalt der DH — Linien
schwankt zwischen 44,2% in Population 2 und 48,0% in Population 6. Die Differenz
zwischen dem Elternmittel und dem DH - Mittel ist fur die Population 1, 2 und 7

signifikant.

Proteingehalt

Der Mittelwert ist bei den Eltern der Population 7 mit 15,6% am niedrigsten und bei
den Eltern der Population 2 mit einem Wert von 19,1% am hé&chsten. Bei den DH —
Linien liegt der mittlere Proteingehalt zwischen 16,0% in Population 6 und 19,3% in
Population 2. Bei dem Merkmal Proteingehalt treten keine signifikanten Differenzen

auf.

Glucosinolatgehalt

Die Eltern der Population 6 haben mit 9,1 umol/g den niedrigsten und die Eltern der
Population 2 mit 20,5 pmol/g den hdéchsten mittleren Glucosinolatgehalt. Der
Mittelwert fur die DH — Linien ist in Population 6 mit 8,3 ymol/g am niedrigsten und in
Population 4 mit 19,5 ymol/g am héchsten. Die Differenzen sind fast alle signifikant

aber mit verschiedenem Vorzeichen.

Tausend-Korn-Gewicht

Das Elternmittel schwankt zwischen 4,7g bei den Eltern der Population 5 und 5,1g
bei den Eltern der Population 3 und 4. Das mittlere TKG der DH — Linien liegt
zwischen 4,7g in Population 5 und 5,0 g in Population 3, 6 und 7. Nur die Differenz
bei Population 7 ist signifikant.

Schotenlénge

Die Eltern der Population 4 haben mit 7,1 cm die langste mittlere Schotenlénge. Die
kirzeste mittlere Schotenlénge tritt bei den Eltern der Population 6 mit einem Wert
von 5,2 cm auf. Das Mittel der DH — Linien liegt zwischen 5,6 cm in Population 6 und
6,3 cm in Population 4. In Population 4, in der die Eltern den gréfiten Wert haben, ist

die Differenz signifikant.
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Tab. 6: Mittelwerte der Eltern und DH — Linien fir die Merkmale Olgehalt, Protein-
gehalt, Glucosinolatgehalt, Tausend-Korn-Gewicht (TKG), Schotenlange und

Kornzahl je Schote in den Populationen 1 bis 7

Merkmal Population P P, Eltern- DH- Anzahl Anzahl
mittel  mittel Umwelten DH-Linien
Olgehalt (%) 1 46,7 48,6 476 447 * 2 90
2 45,3 41,3 433 442~ 5 64
3 45,0 45,9 455 455 1 100
4 46,7 44.8 458 452 2 42
5 46,7 43,5 45,1 45,5 2 41
6 45,0 49,3 472 48,0 1 60
7 45,0 47,5 46,3 453 * 1 14
Proteingehalt (%) 1 15,3 15,9 15,6 17,2 2 90
2 18,7 19,4 19,1 19,3 5 64
3 16,7 14,8 15,8 16,7 1 100
4 15,3 16,7 16,0 16,8 2 42
5 15,3 17,0 16,2 16,8 2 41
6 16,7 15,4 16,1 16,0 1 60
7 16,7 14,4 15,6 17,0 1 14
Glucosinolatgehalt 1 10,7 8,5 9,6 11,5 * 2 90
(umol/g) 2 11,0 30,0 20,5 13,8 * 5 64
3 10,8 16,3 13,6 16,2 * 1 100
4 10,7 14,7 12,7 19,5 * 2 42
5 10,7 28,6 19,6 12,0 * 2 41
6 10,8 7.4 9,1 8,3 1 60
7 10,8 10,4 10,6 13,7 * 1 14
TKG (g9) 1 4,9 4.8 4.8 4,9 2 90
2 49 4,7 4.8 4.8 5 64
3 47 55 5,1 5,0 1 100
4 4,9 53 5,1 4,9 2 42
5 49 4.4 47 47 2 41
6 47 49 4,8 5,0 1 60
7 47 438 47 50 * 1 14
Schotenlange (cm) 1 6,8 6,0 6,3 6,0 2 90
2 57 6,1 5,9 5,8 4 64
3 5,0 7,2 6,1 5,6 1 100
4 6,6 7,7 7.1 6,3 * 2 42
5 6,6 6,2 6,4 6,3 2 41
6 5,0 53 5,2 5,6 1 60
7 5,0 6,2 5,6 5,8 1 14
Kornzahl / Schote 1 20,4 23,7 221 20,5 2 90
2 214 23,7 226 20,7 * 4 64
3 18,6 27,6 23,1 19,1 * 1 100
4 20,4 28,7 245 206 * 2 42
5 20,4 24.8 226 217 2 41
6 18,6 19,3 189 21,2 60
7 18,6 19,2 189 20,6 14

1
1
* = Differenz zwischen Elternmittel und DH — Mittel signifikant bei P< 0,05 (t-Test)
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Kornzahl je Schote

Mit 18,9 Kérnern je Schote haben die Eltern der Population 6 und 7 den niedrigsten
und die Eltern der Population 4 mit 24,5 Kérnern je Schote den hdchsten Mittelwert.
Die Kornzahlen der DH — Linien sind im Mittel in Population 3 mit 19,1 K&rnern je
Schote am niedrigsten und in Population 5 mit 21,7 Kérnern je Schote am hdchsten.
In den Populationen 2, 3 und 4 treten signifikante Differenzen zwischen dem
Elternmittel und dem Mittel der DH — Linien auf. Dies sind die Populationen mit den

héchsten Elternmittelwerten, und das Mittel der DH-Linien ist in allen Fallen niedriger.

2.3.3 Varianzanalyse und Heritabilitat

In Tabelle 7 sind die varianzanalytischen Ergebnisse und die Heritabilitat fur die
Merkmale Olgehalt, Proteingehalt, Glucosinolatgehalt, Tausend-Korn-Gewicht,
Schotenlange und Kornzahl je Schote zusammengefasst. Die Korrelationen

zwischen diesen Merkmalen sind im Anhang in Tabelle 23 dargestellit.

Die Ergebnisse der Varianzanalyse zeigen, dal} der Einfluss der Einzelfaktoren
(Umwelt, Linie) bei allen Merkmalen und in fast allen Populationen hoch signifikant
ist. Auch die Interaktion (U x L) ist bei allen Merkmalen in fast allen Populationen

hoch signifikant.

Die Heritabilitat (h?) beschreibt den Anteil der genotypischen Varianz an der
gesamten phanotypischen Varianz. Bei den DH-Populationen schwankt die
Heritabilitét fiir den Olgehalt zwischen 65% und 89%. Fir das Merkmal Proteingehalt
sind die Werte insgesamt niedriger, sie liegen zwischen 52% und 84%. Die héchsten
Werte fir die Heritabilitédt treten bei dem Merkmal Glucosinolatgehalt auf. Sie
schwanken zwischen 81% und 93%. Die Merkmale Tausend-Korn-Gewicht und
Schotenlange zeigen sehr dhnliche Werte fiir h?. Fiir das Tausend-Korn-Gewicht
liegen sie zwischen 69% und 90% und fur die Schotenlédnge zwischen 60% und 90%.
Die niedrigsten Werte fir die Heritabilitat sind fir das Merkmal Kornzahl je Schote

berechnet worden, hier liegen die Werte zwischen 35% und 75%.
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Tab. 7: Varianzanalyse und Heritabilitat (h?) der Merkmale Olgehalt, Proteingehalt,
Glucosinolatgehalt, Tausend-Korn-Gewicht (TKG), Schotenldnge und Kornzahl je

Schote in den Populationen 1 bis 7, geprift an 5 Umwelten

Merkmal Population Anzahl  Varianzkomponenten ® h*
Linien U L UxL Fehler (%)

Olgehalt (%) 1 90 929 = 091 = 101 ™ 088 70,6
2 64 840 ™ 094 ™ 081 ™ 054 77,7

3 100 10,31 ** 0,93 = 147 = 1,00 65,3

4 42 733 * 109 = 032 ™ 0,60 85,6

5 41 6,28 * 199 = 033 * 0,90 89,0

6 60 921 = 088 ™ 083 ™ 0,79 73,0

7 14 930 ™ 092 ™ 109 ™ 069 721

Protein- 1 90 10,76 * 035 * 0,77 ™ 0,83 52,0
gehalt (%) 2 64 825 ™ 040 ™ 061 ™ 044 65,5
3 100 969 * 045 ™ 085 ™ 0,83 57,4

4 42 647 * 061 ™ 016 * 0,50 82,3

5 41 450 = 112 = 039 ™ 0,66 84,3

6 60 697 = 037 ™ 041 * 052 66,5

7 14 691 ™ 040 ™ 042 * 052 68,0

Glucosinolat- 1 90 2458 * 11,50 = 7,77 ™ 520 81,6
gehalt (umol/g) 2 64 17,57 = 9,70 ™ 256 ™ 5095 85,1
3 100 33,91 * 2960 ™ 2454 ™ 6,41 82,7

4 42 2282 ™ 4163 ™ 13,70 ™ 848 90,4

5 41 13,42 * 2359 ™ 884 ™ 6,09 88,8

6 60 31,03 = 594 ™ 200 * 297 85,7

7 14 50,74 ** 2122 ™ 465 ™ 334 93,0

TKG (9) 1 90 048 = 006 * 0,06 ™ 007 69,5
2 64 038 = 008 = 005 ™ 005 79,9

3 100 033 * 012 *= 0,08 ™ 0,07 80,5

4 42 020 * 023 *= 0,06 ™ 0,06 90,6

5 41 0,07 = 0,07 = 002 + 0,05 83,8

6 60 046 ™ 006 * 004 ™ 0,06 75,8

7 14 048 ™ 005 ™ 007 ™ 004 71,0

Schotenlénge 1 90 0,10 = 014 = 010 ™ 0,13 75,3
(cm) 2 64 0,117 = 006 * 0,08 ™ 012 60,8
3 100 019 = 026 * 0,07 ™ 0,12 87,2

4 42 0,16 = 045 *= 0,13 ™ 0,15 86,7

5 41 0,07 = 040 *™ 006 * 0,16 90,1

6 60 021 = 009 ™ 0,08 *™ 0,09 67,5

7 14 015 = 028 = 008 + 011 85,1

Kornzahl / 1 90 055 ™ 272 ™ 408 ™ 513 54,1
Schote 2 64 573 ™ 106 * 333 ™ 424 35,9
3 100 10,20 = 501 ™ 269 ™ 5,16 71,9

4 42 8562 ™ 242 ™ 228 * 485 57,6

5 41 026 * 443 ™ 193 * 526 75,5

6 60 140 * 319 * 3,09 = 477 61,9

7 14 084 + 300 * 400 * 477 57,8

+ = signifikant bei P< 0,1 * = signifikant bei P< 0,05, ** = signifikant bei P< 0,01;

F-Test der MQs

& U = Umwelten, L = DH - Linien
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2.3.4 Genzahlschiatzung

Mit der Naherungsformel von SNAPE et al. (1984) konnten flir die Merkmale
Olgehalt, Proteingehalt, Glucosinolatgehalt, Tausend-Korn-Gewicht, Schotenlédnge
und Kornzahl je Schote die Anzahl effektiver Faktoren (K) abgeschéatzt werden. Die

Ergebnisse dieser Schatzung sind in Tabelle 8 dargestellit.

Olgehalt

Fir das wichtigste Qualtitdtsmerkmal, den Olgehalt, liegt die Schatzung der
effektiven Faktoren zwischen 1,8 in Population 7 und 10,0 in Population 3. Die
genetische Varianz der DH — Linien ist in Population 5 mit einem Wert von 1,99
auffallend hoher als in den tibrigen Populationen, in denen die Varianz einen Wert

um 0,9 zeigt.

Proteingehalt
Fur den Proteingehalt ist die geschatzte Zahl effektiver Faktoren mit 3,3 in Population
7 am niedrigsten und in Population 1 mit 12,1 am hdchsten. Bei der genetischen

Varianz treten Werte zwischen 0,35 in Population 1 und 1,12 in Population 5 auf.

Glucosinolatgehalt

Bei diesem Merkmal liegen die Schatzwerte fur die Genzahl zwischen 2,4 fur
Population 7 und 13,3 fur Population 3. Die genetische Varianz schwankt stark von
5,94 in Population 6 bis 41,63 in Population 4. Im Vergleich mit den anderen
Merkmalen ist auffallend, daR die Maximalwerte fir den Glucosinolatgehalt in den
einzelnen Populationen stark schwanken zwischen 20,5 ymol/g in Population 6 und
49,9 ymol/g in Population 3. Die mittleren Glucosinolatgehalte liegen mit Werten von
12,7 umol/g in Population 6 bis 22,4 ymol/g in Population 4 noch unter dem
Grenzwert von 25 pmol/g fir glucosinolatarmen Raps, sind aber doch deutlich
erhoéht.
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Tab. 8: Genzahlschatzung fur die Merkmale Olgehalt, Proteingehalt, Glucosinolat-
gehalt, Tausend-Korn-Gewicht (TKG), Schotenldnge und Kornzahl je Schote in den
Populationen 1 bis 7

Merkmal Population Mittel-  Min. Max. Var.komp. Eff.Faktoren
wert D K

Olgehalt (%) 1 42,30 39,6 45,0 0,91 8,0
2 4415 40,5 46,1 0,94 8,3

3 41,47 38,2 443 0,93 10,0

4 42,57 39,4 44,2 1,09 53

5 44 46 41,4 47,2 1,99 472

6 44,16 40,7 457 0,88 7.1

7 42,10 40,7 43,3 0,92 1,8

Proteingehalt (%) 1 19,66 17,6 21,7 0,35 12,1
2 19,26 17,6 21,8 0,40 11,1

3 20,69 18,8 22,8 0,45 8,8

4 19,06 17,6 22,2 0,61 8,7

5 17,64 15,9 21,3 1,12 6,5

6 19,23 17,4 21,6 0,37 12,0

7 19,56 18,2 20,5 0,40 3,3

Glucosinolatgehalt 1 14,86 8,9 224 11,50 40
(umol/g) 2 13,78 8,8 26,1 9,70 7,7
3 20,51 10,3 49,9 29,50 13,3

4 22,41 9,9 40,5 41,63 5,6

5 13,69 52 34,5 23,59 9,1

6 12,64 8,6 20,5 594 6,0

7 17,50 10,4 24,7 21,22 24

TKG (g9) 1 5,02 4.4 6,0 0,06 10,6
2 4,81 43 5,9 0,08 8,2

3 5,02 4.1 5,9 0,12 6,7

4 4,95 3,9 6,0 0,23 4.8

5 4,68 41 51 0,07 3,5

6 5,03 4.4 57 0,06 7,0

7 4,99 45 54 0,05 3,7

Schotenlange (cm) 1 5,90 4.8 6,8 0,14 71
2 5,74 51 6,6 0,06 8,9

3 5,79 47 7.1 0,26 5,6

4 6,25 51 8,0 0,45 47

5 6,12 4.3 7,0 0,40 4,6

6 573 4.8 6,8 0,09 10,8

7 5,84 4.6 6,6 0,28 3,6

Kornzahl / Schote 1 21,06 14,2 28,1 2,72 17,8
2 20,72 16,7 245 1,06 14,4

3 22,87 16,2 28,1 5,01 7.1

4 21,38 17,0 25,7 242 7.8

5 21,47 15,4 26,3 443 6,7

6 21,60 14,0 29,3 3,19 18,4

7 20,85 16,5 246 3,00 55
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Tausend-Korn-Gewicht

Die genetische Variation fir das Tausend-Korn-Gewicht ist in Population 7 mit einem
Wert von 0,05 am kleinsten und in Population 4 mit 0,23 am gréften. Die
Schatzwerte fur die effektiven Faktoren liegen zwischen 3,5 in Population 5 und 10,6
in Population 1. Die Mittelwerte mit dem niedrigsten Wert von 4,7 g in Population 5

und dem héchsten Wert in Population 6 mit 5,0 g zeigen nur wenig Variation.

Schotenldnge

Bei der Schotenlidnge sind die geschatzten Zahlen fur die effektiven Faktoren denen
des Tausend-Korn-Gewichtes sehr ahnlich. Sie sind in Population 7 mit 3,6 am
niedrigsten und in Population 6 mit 10,8 am héchsten. Fir die Varianzkomponenten
wurden fir dieses Merkmal Werte zwischen 0,1 in Population 2 und 0,5 in Population

4 ermittelt.

Kornzahl je Schote

Im Vergleich mit den anderen Merkmalen variieren die Werte fir die effektiven
Faktoren bei diesem Merkmal am starksten. Sie schwanken zwischen 5,5 in
Population 7 und 18,4 in Population 6. Die genetische Variation schwankt auch

starker zwischen 1,1 in Population 2 und 5,0 in Population 3.

Die Anzahl der effektiven Faktoren (Tabelle 8) und die Heritabilitét (Tabelle 7) der
einzelnen Populationen wurde fiir jedes Merkmal Giber die Populationen gemittelt. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 9 dargestellt. Die mittlere Heritabilitat liegt zwischen
59% fur das Merkmal Kornzahl je Schote und 87% fur das Merkmal
Glucosinolatgehalt. Die durchschnittliche Anzahl effektiver Faktoren liegt zwischen
6,4 fur die Merkmale Olgehalt und Tausend-Korn-Gewicht und 11,1 fur das Merkmal
Kornzahl je Schote. Zwischen der mittleren Heritabilitdt und der durchschnittlichen
Anzahl effektiver Faktoren scheint ein Zusammenhang zu bestehen. Je kleiner die
Heritabilitat ist, desto groRer ist die Anzahl der effektiven Faktoren. Dieses wird
besonders deutlich bei den Merkmalen Kornzahl je Schote und Proteingehalt. Far
das Merkmal Kornzahl je Schote ist die Heritabilitdt mit 59% am kleinsten und der
Wert fir die effektiven Faktoren mit 11,1 am gréf3ten. Der zweitniedrigste Wert fir die
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Heritablitat wurde fur das Merkmal Proteingehalt mit 68% berechnet. Die Anzahl der
effektiven Faktoren ist bei diesem Merkmal mit 8,9 der zweitgréRte Wert.

Tab. 9: Durchschnittliche Anzahl effektiver Faktoren und mittlere Heritabilitat fur die
Merkmale Olgehalt, Proteingehalt, Glucosinolatgehalt, Tausend-Korn-Gewicht,
Schotenldnge und Kornzahl je Schote

Merkmal Durchschnittliche Anzahl Mittelwert
effektiver Faktoren fur h? (%)
Olgehalt 6,4 76
Proteingehalt 8,9 68
Glucosinolatgehalt 6,9 87
TKG 6,4 79
Schotenlange 6,5 79
Kornzahl / Schote 11,1 59

Die Anzahl effektiver Faktoren wurde auch fir jede Population Uber alle Merkmale
gemittelt. Diese Ergebnisse wurden den genetischen Varianzen und den genetischen
Distanzen der jeweiligen Eltern der Population 1 bis 7 gegenlbergestellt (Tabelle
10). Die durchschnittliche Anzahl effektiver Faktoren liegt zwischen 3 in Population 7
und 10 in Population 6. Die genetische Distanz der Eltern schwankt in dem Bereich
zwischen 0,42 (Population 5) und 0,67 (Population3). Fur die genetische Varianz
liegen die Werte fur den mittleren Rang zwischen 2,2 (Population 4 und 5) und 5,7
(Population 1 und 6).

Tab. 10: Durchschnittliche Anzahl effektiver Faktoren, genetische Distanz der Eltern
(RFLP-Daten) und mittlerer Rang der genetischen Varianz iber die Merkmale
Olgehalt, Proteingehalt, Glucosinolatgehalt, Tausend-Korn-Gewicht, Schotenlange
und Kornzahl je Schote der Populationen 1 bis 7

Population  Durchschnittliche Anzahl ~ Anzahl  Genetische Distanz ~ Genet. Varianz

effektiver Faktoren Linien der Eltern [mittlerer Rang]
1 9,9 90 0,51 57
2 9,8 64 0,48 52
3 8,6 100 0,67 2,7
4 6,2 42 0,61 2,2
5 5,8 41 0,42 2,2
6 10,2 60 0,43 57
7 3,4 14 0,50 4,5
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In der Abbildung 3 ist die genetische Distanz der Eltern der Populationen 1 bis 7 mit
der durchschnittlichen Anzahl effektiver Faktoren in Beziehung gesetzt worden. Es ist
kein Zusammenhang zwischen der genetischen Distanz der Eltern und der Anzahl
der effektiven Faktoren zu erkennen. Setzt man jedoch die Anzahl der DH-Linien der
einzelnen Populationen in Beziehung zu der Anzahl der effektiven Faktoren, ist eine
gewisse Abhangigkeit zu erkennen (Abbildung 4). Je geringer die Anzahl der Linien
in der Population ist, desto geringer ist auch die durchschnittliche Anzahl der
geschatzten effektiven Faktoren. Fur die beiden gréten Populationen 1 und 3 mit
jeweils 90 bzw. 100 DH-Linien trifft diese Aussage nicht vollstandig zu. Die Anzahl
der geschatzten effektiven Faktoren ist fur diese Populationen mit Werten von 9,9
und 8,6 etwas niedriger als in Population 6. Die Abbildung 5 zeigt die Beziehung
zwischen dem mittleren Rang der genetischen Varianz und der genetischen Distanz
der sieben Populationen. Es ist kein Zusammenhang zu erkennen. Die Populationen
4 und 5 haben den gleichen Wert (2,2) fir den mittleren Rang der genetischen
Varianz. Die genetische Distanz der Eltern unterscheidet sich jedoch in ihren Werten,
fur die Population 4 ist der Wert 0,6 und fur die Population 5 ist der errechnete
Wert 0,4.
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Abb. 3: Genetische Distanz der Eltern und durchschnittliche Anzahl effektiver
Faktoren der Populationen 1 bis 7
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Abb. 4: Anzahl der DH-Linien und durchschnittliche Anzahl effektiver Faktoren der
Populationen 1 bis 7
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der Populationen 1 bis 7
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2.4 Diskussion

2.41 Markeranalyse

Die Untersuchung genetischer Distanzen ist mit verschiedenen Markertypen (AFLP,
RAPD, RFLP, SSLP) méglich. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene
Markertypen (RFLP und AFLP) zur Schatzung der genetischen Distanzen zwischen
funf Elterngenotypen eingesetzt. Fir die RFLP-Marker standen besonders
informative Sonde-Enzym-Kombinationen mit einem hohen Polymorphiegrad zur
Verfugung (KNAAK 1996), durch die das Rapsgenom weitgehend abgedeckt wurde.
Die Anzahl benétigter Sonden kann dadurch erheblich reduziert werden. Allerdings
steigt mit zunehmender Markerzahl die Zuverlassigkeit der Distanzwerte an. KNAAK
(1996) zeigte bei einem Vergleich von genetischen Distanzen, die mit
unterschiedlichem Markerumfang ermittelt wurden, dall sich bei wiederholter
Auswertung von 150 polymorphen Banden die mittlere Distanz um einen Wert von
0,05 verandert. Dieser Wert stimmt gut Uberein mit den Markerdaten der
vorliegenden Arbeit, bei der sich die mittlere Distanz um einen Wert von 0,06
verandert (Tabelle 4). Damit ist bestatigt, da® die Anzahl der Marker (581 RFLP-
Marker) ausreichend war, um zuverldssige Daten zu erhalten. Bei einer Anzahl von
300 polymorphen Banden lag der Variationskoeffizient der mittleren genetischen
Distanz unter 10% (KNAAK 1996). Andere Untersuchungen zum Einflul? der Anzahl
polymorpher Loci auf die Varianz der Distanzwerte von Winterraps zeigten, dal bei
einem Einsatz von 20 bis 30 Sonde-Enzym-Kombinationen der Variationskoeffizient
der Distanzwerte kleiner als 0,2 ist (HALLDEN et al. 1994). In einer Diversitats-
untersuchung von 45 Brassica oleracea Genotypen erzielten DOS SANTOS et al.
(1994) &hnliche Ergebnisse. Mit 55 RFLP-Banden wurde ein Variationskoeffizient von

10% fur die Distanzwerte errechnet.

Zur Bestimmung genetischer Distanzen ist die RFLP-Methode in der praktischen
Pflanzenziichtung nicht sehr gut geeignet. Es ist ein aufwendiges und
kostenintensives Analyseverfahren, das eine umfangreiche Laborausstattung
erfordert. AuBerdem sind relativ grote DNA-Mengen in guter Qualitat erforderlich.
Die Verwendung radioaktiver Isotope sowie der hohe zeitliche Aufwand des

Verfahrens flihrte zur Entwicklung anderer Markertypen.
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Mit dem Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kénnen die fur die
Untersuchung eingesetzten DNA-Mengen (ng-Bereich) stark reduziert werden. Die
Analysen kénnen bereits in sehr frihen Entwicklungsstadien der Pflanzen
durchgefiihrt werden. Sie sind schnell und mit relativ geringem Aufwand
durchfihrbar. Wegen der hohen Automatisierbarkeit der Analytik sind diese
Methoden besser geeignet als die RFLPs. Daher wurden die Analysen im weiteren
Verlauf mit der AFLP-Methode (Amplified Fragment Length Polymorphism, VOS et
al. 1995) fortgesetzt. Bei dieser Methode kdnnen mit wenigen Primerkombinationen
eine Vielzahl polymorpher Marker amplifiziert werden. Der Einsatz einer
lasergestitzten Analysemethode und entsprechende Computersoftware zur
Auswertung der Amplifikationsprodukte erlaubt eine einfache und schnelle
Anwendung dieses Markertyps. In Untersuchungen von LOMBARD et al. (2000)
wurden Rapssorten mit wenigen Primerkombinationen identifiziert. Mit nur zwei
Primerkombinationen konnten 83 Sorten eindeutig unterschieden werden. Es wurden
sogar nah-isogene Linien, die sich nur fir das Merkmal Pollensterilitat unterschieden,
erfolgreich identifiziert. Den groRen Informationsgewinn, den die AFLP-Methode
ermdglicht, wird durch die hohe Anzahl (bis zu 30) polymorpher Marker je

Primerkombination (im Mittel 19,1 Marker je Primerkombination) belegt.

Die Zuverlassigkeit der Distanzwerte steigt mit zunehmender Markerzahl an. In der
vorliegenden Arbeit war die Anzahl der polymorphen Marker bei den RFLPs und den
AFLPs ausreichend hoch, um zuverldssige Distanzwerte zu ermitteln. Es traten
jedoch starke Abweichungen zwischen den Ergebnissen der RFLP-Analyse und
denen der AFLP-Analyse auf. Der Korrelationskoeffizient der Distanzwerte aus
RFLP- und AFLP-Analyse ist lediglich 0,1. Erwartungsgemaf} hatten die Ergebnisse
aus beiden Analysemethoden anndhernd Ubereinstimmen sollen.

In einer Studie mit 21 Winterrapsgenotypen fanden FORSTER und KNAAK (1995)
eine enge Korrelation (r=0,87) zwischen den nach dem Koeffizienten von JACCARD
(1908) geschatzten genetischen Distanzen einer RAPD-Analyse und RFLP-Daten,
die nach DICE (1945) bestimmt wurden. Die Anwendung des Distanz-Koeffizienten
nach Jaccard fiihrte zwar zu héheren mittleren genetischen Distanzen (0,47 zu 0,29)
aber die daraus resultierenden Dendrogramme stimmten mit Ausnahme weniger
Genotypen uberein. Eine gute Ubereinstimmung zwischen RFLP, RAPD und

Abstammungsdaten von drei eng verwandten Sommerrapssorten fanden auch
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HALLDEN et al. (1994). Auch in der Untersuchung von LUBBERSTEDT et al. (1998),
in der verschiedene Markersysteme (AFLP, RFLP, RAPD und SSR) zur Analyse der
genetischen Diversitdt zwischen Maislinien eingesetzt wurden und in der
Untersuchung von BOHN et al. (1998), in der AFLP-, RFLP- und SSR-Marker zur
Untersuchung der genetischen Distanz zwischen Winterweizensorten verwendet
wurden, stimmten die ermittelten Daten der unterschiedlichen Markersysteme gut

Uberein.

In der RFLP-Analyse hat TAG31 die groRte genetische Distanz zu allen lbrigen
Eltern, die mittlere Distanz zu allen anderen Eltern ist 0,58. Bei dem Ergebnis der
AFLP-Analyse dagegen, zeigt TAG31 zu LP32 eine groe Ahnlichkeit. Der Wert fur
die genetische Distanz ist nur 0,17. Der Elter Accord dagegen hat in der
Untersuchung mit den AFLP-Markern die groRte genetische Distanz zu den Ubrigen
Eltern (mittlere genetische Distanz 0,82). In der RFLP-Analyse zeigt Accord dagegen
eine Ahnlichkeit zu T7. Die genetische Distanz zwischen diesen beiden Eltern ist mit
einem Wert von 0,42 die kleinste Distanz der gesamten RFLP-Analyse. Auch die aus
den Distanzwerten resultierenden Dendrogramme stimmen nicht Gberein. Fur diese
grofien Unterschiede der Ergebnisse, die mit den beiden verschiedenen Markertypen
gewonnen wurden, ldsst sich keine eindeutige Erklarung finden. Allerdings

erscheinen die Daten der RFLP-Analyse aus folgenden Griinden vertrauenswiurdiger:

Die RFLP-Analyse wurde zu Beginn der Untersuchungen durchgefihrt. Es waren
die ersten Daten, die gewonnen wurden. Die Zahl moglicher Fehlerquellen
(Verwechslungen u. &. ) kdnnte mit fortschreitender Untersuchung zunehmen und
zu Beginn der Versuchsdurchfiihrungen noch relativ klein gewesen sein.

Der Elter TAG31 geht auf eine Kreuzung mit einer resynthetisierten Rapslinie
zurlick. Damit kann die grofRe genetische Distanz zu den Ubrigen Eltern erklart
werden.

Die sehr groRe Ahnlichkeit zwischen LP32 und TAG31 in der AFLP-Analyse,
sowie die groRe Distanz von Accord zu allen anderen Eltern ist aufgrund des

Pedigrees nicht zu erklaren.

Hinweise auf die grofte genetische Distanz von Resynthesen zu Winterraps sind in
mehreren Diversitatsstudien zu finden (DIERS und OSBORN 1994, SONG und
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OSBORN 1992). Auch die Untersuchungen von BECKER et al. (1995), in denen eine
gréBere Anzahl resynthetisierter Linien in einer RFLP-Studie mit konventionellem
Zuchtmaterial verglichen wurde, dokumentieren die grofle genetische Distanz
zwischen Resynthesen und Zuchtmaterial. Fir die Mehrzahl der Resynthesen wurde
eine mittlere genetische Distanz von 0,35 zum Zuchtmaterial ermittelt. Dieses
Ergebnis wurde in Untersuchungen von GIRKE (2002) bestatigt.

In der vorliegenden Arbeit hat der Elter TAG31, der auf eine Resynthese zuruickgeht,
eine mittlere genetische Distanz von 0,58 zu den Ubrigen vier Eltern. Die genetische
Verschiedenheit von TAG31 ist damit sehr grof3.

Die einzig mogliche Erklarung ist daher, dal bei Vermehrung des Materials,
Pflanzenanzucht oder DNA-Extraktion fiir AFLP ein Fehler aufgetreten ist, und die
untersuchten Genotypen teilweise nicht mit den wirklich verwendeten

Kreuzungseltern identisch waren.
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2.4.2 Vergleich der DH-Linien mit den Eltern

Fur die Merkmale Olgehalt, Proteingehalt, Glucosinolatgehalt, Tausend-Korn-
Gewicht, Schotenlange, und Kornzahl je Schote wurden die Mittelwerte der DH-
Linien mit dem Elternmittel verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dal die Differenzen
zwischen den Mittelwerten bei den beiden Merkmalen Olgehalt und
Glucosinolatgehalt fur die einzelnen Populationen unterschiedliche Richtungen
haben. Fir das Merkmal Olgehalt ist in der Population 1 und 7 der Wert fiir das
Elternmittel héher als der Wert fur das DH-Mittel. In der Population 2 ist es
umgekehrt. Hier liegt der Mittelwert der DH-Linien Gber dem Elternmittel. Flr das
Merkmal Glucosinolatgehalt liegt das Elternmittel in Population 2, 5 und 6 Gber dem
Mittelwert der DH-Linien. In den Populationen 1, 3, 4 und 7 ist es umgekehrt, hier ist
das DH-Mittel grofRer als das Elternmittel. Wenn der Mittelwert der Eltern fur ein
Merkmal héher ist, als der Mittelwert der DH-Linien dieser Kreuzung, kann es daran
liegen, dal epistatische Effekte vorhanden sind. Dabei gehen die gunstigen Allel-
Kombinationen der Eltern (z.B. hoher Olgehalt) durch Rekombination bei der
Kreuzung verloren. Die mittlere Leistung der DH-Linien liegt dann unter dem
Elternmittel. In Abwesenheit von Epistasie entspricht der Mittelwert aller DH-Linien
einer Kreuzung dem Elternmittel. In diesem Zusammenhang ist besonders das
Merkmal Kornzahl je Schote interessant und auffallend. Bei diesem Merkmal sind fur
die signifikanten Differenzen der Populationen 2, 3 und 4 die Werte fir das
Elternmittel alle deutlich héher als die DH-Mittelwerte. Es sind die Kreuzungen mit
dem hdchsten Elternmittelwerten. Das Ergebnis zeigt signifikante epistatische
Effekte. ENGQVIST und BECKER (1991) berichten in ihrer Untersuchung Uber
ahnliche Ergebnisse. In allen vier Kreuzungen zwischen schwedischem und
franzésischem Sommerraps waren die Mittelwerte der Eltern fir den Kornertrag
groler als die Mittelwerte der Fg —Generation. Dieses Ergebnis belegt die
Anwesenheit einer positiven additiv x additiv Epistasie in den auf hohe Leistung

selektierten Elternlinien.
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2.4.3 Genzahlschitzung

Es gibt verschiedene Methoden mit denen die Anzahl Gene, die an der Variation fiir
ein quantitatives Merkmal beteiligt sind, geschétzt werden kénnen (Ubersicht bei
KEARSEY und POONI 1996). Das bekannteste Verfahren geht auf WRIGHT zurtick
und setzt Kenntnisse der Variation von Eltern und einer F, — Generation voraus.
Dieser Ansatz beruht allerdings auf der Annahme, dal} ein Elter alle glinstigen Allele
und der andere Elter alle ungiinstigen Allele tragt. Diese Annahme dirfte in den
meisten Kreuzungen nur selten erfullt sein. Als alternative Methode wurde die
Verwendung einer DH-Population vorgeschlagen (CHOO und RHEINBERGS 1982,
SNAPE et al. 1984).

In der vorliegenden Arbeit wurde mit der Naherungsformel von SNAPE et al. (1984)
in sieben DH-Populationen die Anzahl effektiver Faktoren fiir die Merkmale Olgehalt,
Proteingehalt, Glucosinolatgehalt, Tausend-Korn-Gewicht, Schotenlédnge und
Kornzahl je Schote geschatzt. In einigen Populationen wurden teilweise sehr hohe
Genzahlen geschéatzt. Auffallend ist besonders Population 3 fur das Merkmal
Glucosinolatgehalt mit 13,3 effektiven Faktoren (Tabelle 8). Bei dem Merkmal
Kornzahl je Schote wurden fir die Populationen 1, 2 und 6 mit 17,8, 14,4 und 18,4
auch sehr hohe Werte geschatzt. Die Frage ist, wie realistisch diese Schétzmethode
zu beurteilen ist. In die verwendete Formel gehen neben der genetischen Varianz der
DH-Linien fur ein bestimmtes Merkmal der maximale und der minimale Wert der
beiden Extremlinien (hdchste bzw. niedrigste Merkmalsauspragung) der Population
ein. Der Nachteil dieser Methode ist, dall nur diese Spannweite zwischen den beiden
extremen Linien zur Berechnung herangezogen wird. Gegenuber Schatzfehlern
solcher Einzelwerte zeigt die Methode von SNAPE et al. eine grof3e Anfalligkeit.
Dieses Problem wird im Folgendem bei einem Vergleich von zwei DH-Populationen
(Population 1 und 3) fir das Merkmal Glucosinolatgehalt gezeigt. Die Population 3
wurde ausgewahlt, weil in dieser Population fur den Glucosinolatgehalt die gréfite
Anzahl effektiver Faktoren (13,3) geschatzt wurde. Fir die Population 1 ist die
Schatzung mit einem Wert von 4,0 vergleichsweise niedrig. Beide Populationen sind
mit 90 DH-Linien (Population 1) bzw. 100 DH-Linien (Population 3) anndhernd gleich
grof3. Der Glucosinoaltgehalt wurde in Klassen eingeteilt. Die Breite ist in allen
Klassen mit 3 ymol/g gleich groR3. Alle Genotypen in Klasse 1 haben demnach einen
Glucosinolatgehalt zwischen 0 und 3 upmol/g und in Klasse 17 einen
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Glucosinolatgehalt zwischen 48,1 und 51 ymol/g. In der Haufigkeitsverteilung der
DH-Linien der Population 1 (Abbildung 6) zeigt sich, dal® Uber die Halfte aller Linien
(563,3%) zu den niedrigen Klassen 4 und 5 gehéren (Glucosinolatgehalt 9,1 bis 15
umol/g). In der Haufigkeitsverteilung der DH-Linien der Population 3 (Abbildung 7)
sind die meisten Linien (65%) den Klasse 6, 7 und 8 (Glucosinolatgehalt 15,1 bis 24
umol/g) zugeordnet. Auffallend sind in der Population 3 die Klassen 13, 14 und 17
mit jeweils einer DH-Linien. In diesen drei Klassen sind in der Population 1 keine DH-
Linien vorhanden. Es scheint sich um Ausreiler zu handeln, also um Linien, die

wahrscheinlich nicht zu dieser Kreuzungspopulation gehoren.
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Abb. 6: Haufigkeitsverteilung der DH-Linien in Population 1 fir das Merkmal
Glucosinolatgehalt
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Abb. 7: Haufigkeitsverteilung der DH-Linien in Population 3 fur das Merkmal
Glucosinolatgehalt
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Bei einer erneuten Schatzung der effektiven Faktoren in Population 3 ohne die DH-
Linie der Klassen 13, 14 und 17 errechnet sich ein Wert von 5,5. Dieses Ergebnis
unterscheidet sich sehr stark von dem zuvor berechneten Wert von 13,3. Mit der
Streichung von drei Extremwerten ist die geschéatzte Genzahl nur noch halb so grof3
wie zuvor. Dieses verdeutlicht ganz klar die grof3e Abh&ngigkeit der Schatzmethode
von einzelnen Werten.

Die Anzahl der geschéatzten Gene fir ein Merkmal ist nicht nur von Einzelwerten
abhangig, sondern es scheint auch ein Zusammenhang zwischen der geschétzten
Anzahl der effektiven Faktoren und der Anzahl der Linien in einer Population zu
bestehen. Die Abbildung 4 zeigt diesen Zusammenhang. Es ist zu erkennen, daf} mit
sinkender Anzahl der Linien in einer Population auch die geschéatzten Genzahlen
kleiner werden. So hat die kleinste Population 7 mit 14 DH-Linien die geringste
durchschnittliche Anzahl effektiver Faktoren mit einem Wert von 3,4 (Tabelle 10). In
sehr kleinen Populationen ist zu erwarten, dall Linien mit extremer
Merkmalsauspragung nicht auftreten und damit die Anzahl der effektiven Faktoren
unterschétzt wird.

KEARSEY und POONI (1996) sind der Meinung, dal3 die Methode von SNAPE et al.
wenig informativ ist, da der Unterschied zwischen den Extremlinien nur von der
GroRRe der genetischen Varianz abhéngt. In der Formel (Kapitel 2.2.10) wird die
Differenz zwischen dem hdchsten und niedrigsten Wert durch die genetische Varianz
geteilt. Wenn die genetische Varianz den Abstand der Extremlinien beeinflusst, die
Differenz des Maximal- und Minimalwertes anschlielfend durch die genetische
Varianz geteilt wird, waren immer gleiche Schatzwerte als Ergebnis zu erwarten. Bei
vielen Genen ist der Schatzwert eine Funktion der Normalverteilung. Die geschéatzte
Anzahl effektiver Faktoren liegt dann zwischen vier und neun. Allerdings ist bei einer
Normalverteilung nicht zu erwarten, dal} die beste Linie mit allen ginstigen Allelen
und die schlechteste Linie mit allen unglinstigen Allelen tatséchlich auftreten. Bei
wenigen Genen ist die Wahrscheinlichkeit viel gréRer, dal die beste und
schlechteste Linie gefunden werden. Das Problem ist, dafl3 es sich dann nicht mehr
um eine Normalverteilung handelt.

In der Tabelle 9 wurde die durchschnittliche Anzahl effektiver Faktoren Uber die
einzelnen Merkmale gemittelt und den mittleren Heritabilitdten gegeniibergestelit. Fr
das Merkmal Kornzahl je Schote ist die geschéatzte durchschnittliche Anzahl effektiver

Faktoren mit einem Wert von 11,1 am gréfl3ten. Die mittlere Heritabilitat fur dieses
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Merkmal ist mit 59% am niedrigsten. Dem zweitgrof3ten Wert von 8,9 fir die
effektiven Faktoren bei dem Merkmal Proteingehalt kann die zweitniedrigste mittlere
Heritabilitat von 68% zugeordnet werden. Den kleinsten Heritabilitdten sind die
gréRten Werte fur die Anzahl der effektiven Faktoren zugeordnet. Dies kann ein
Hinweis darauf sein, dall die hohen Werte fur die effektiven Faktoren eine
Uberschatzung der tatsachlichen Genzahlen sind.

Bei einer Heritabilitdt von 100% sind die phanotypischen Werte gleich den
genotypischen Werten. Diese 'echten' Werte werden fur eine 'wahre' Schétzung
bendétigt. Ist der Wert fur die Heritabilitat klein, dann beruht die Spannweite zwischen
den extremen Linien nicht nur auf den genotypischen Werten, sondern auch auf
Interaktionen der Genotypen mit der Umwelt und auf Versuchsfehlern. Die Anzahl
der effektiven Faktoren wird dann tberschatzt. Die Uberschatzung ist um so groRer

je kleiner die Heritabilitat ist.

Eine Genzahlschatzung nach der Methode von SNAPE et al. ist dann zuverlassig,
wenn die Heritabilitdt hoch ist und die Anzahl der Linien in einer Population
ausreichend grof ist, damit die Extremlinien auch tatséchlich vertreten sind. Die
Anzahl Gene hat wiederum Einflu® auf die notwendige Anzahl Linien, denn bei
wenigen Genen ist die Anzahl méglicher Genkombinationen kleiner und damit ist die
Wahrscheinlichkeit viel grofier, dall der beste und schlechteste mdégliche Genotyp

gefunden wird.
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3 Vergleich von Generationsmittelwerten

3.1 Einleitung

Die meisten wirtschaftlich wichtigen Sorteneigenschaften bei Raps (z.B. Ertragshdhe,
Olgehalt, StreRresistenz) sind quantitativer Natur, d.h. sie werden von vielen Genen
gleichzeitig beeinflusst. Eine genetische Analyse als Voraussetzung fur eine gezielte
zlichterische Bearbeitung solcher quantitativ vererbter Merkmale stéf3t in
konventionellen Kreuzungsexperimenten schnell an ihre Grenzen. Die individuelle
Wirkung einzelner Gene mit den Methoden der qualitativen Genetik zu untersuchen
ist nicht mdéglich. Ziel der quantitativen Genetik ist es deshalb, die durchschnittliche
Gréle von Additiv-, Dominanz- und Epistasieeffekten abzuschétzen. Dies ermdglicht
die Berechnung der Erblichkeit und eine Abschatzung des Selektionserfolges. Diese
empirischen Methoden haben sich in ihrer praktischen Anwendung héaufig bewahrt.
Die Wirkung der einzelnen Gene ist oft nicht voneinander unabhéngig, sondern es
kénnen Wechselwirkungen zwischen ihnen auftreten. Aus den bisher vorliegenden
Ergebnissen ergibt sich ein sehr uneinheitliches Bild tGber die Bedeutung von
Epistasie. Wahrend SCHON et al. (1994) beim Mais keine signifikanten epistatischen
Effekte beobachten konnten, traten bei Sojabohne (LARK et al. 1995), Pfeffer
(LEFEBVRE und PALLOIX 1996) und Reis (LI et al. 1997) sehr grof3e epistatische
Effekte auf.

In dieser Arbeit soll am Beispiel des wichtigsten Merkmals bei Raps, dem Olgehalt,
untersucht werden, ob die Schéatzung epistatischer Summeneffekte aus
Generationsmittelwerten (siehe z.B. KEARSEY und POONI 1996) geeignet ist, die
Bedeutung der Epistasie fur die Auspragung des Merkmals wiederzugeben. Fir
diese Untersuchung wurden neun Kreuzungen aus DH-Linien (aus den
Populationen, die auch im ersten Abschnitt dieser Arbeit verwendet wurden) mit
jeweils sechs Generationen (P4, P2, Fy, F2, BCy4, BCq2) erstellt. Diese wurden in

einem zweijahrigen Feldversuch an drei Orten getestet.



48 MATERIAL UND METHODEN

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Pflanzenmaterial

Das Ausgangsmaterial waren verdoppelt haploide Linien (DH — Linien) aus drei
Kreuzungspopulationen. In Tabelle 1 (Kapitel 2.2.1.1) sind die Eltern der DH-
Populationen dargestelit. Die DH — Linien wurden von der Saatzucht Hadmersleben
GmbH zur Verfigung gestellt. Als Kreuzungseltern wurden Linien verwendet, die sich
in den Merkmalen Olgehalt, Proteingehalt und Bliihzeitpunkt stark unterschieden.

Fir jeden Generationsmittelwertvergleich wurden sechs Generationen verwendet: Py,
P2, F1, F2, BCq1, BCy2. Die beiden Eltern P{ und P, lagen als DH - Linien bereits vor.
Die F1 wurde aus der Kreuzung Py mit P, hergestellt, wobei die Kreuzungsrichtung
vernachlassigt wurde. Die F, entstand durch Selbstung der F4. Die F4 wurde fur die
Ruckkreuzung BC1y mit dem Elter P4 und fir BC42 mit dem Elter P, gekreuzt. Es
wurden insgesamt neun Kreuzungen mit jeweils sechs Generationen hergestelit. Die
Kreuzungen 1 bis 3 gingen aus Linien der Population 1, Kreuzung 4 und 5 aus Linien
der Population 2 hervor. Kreuzung 6 bis 9 entstanden aus Linien der Population 3.
Die verwendeten DH — Linien aus den Populationen 1 bis 3 sind in der Tabelle 11
angegeben. Die Pflanzenanzucht, die Kreuzungen und Selbstungen fanden im

Gewéchshaus statt.

Tab. 11: Selektierte DH — Linien fur neun Kreuzungen

Kreuzung Population Kreuzungseltern
1 1 47 x 43
2 1 37 x 22
3 1 51 x 37
4 2 8 x 51
5 2 57 x 32
6 3 89 x 32
7 3 51 x 82
8 3 49 x 60
9 3 54 x 53

48
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3.2.2 Feldversuche

Die neun Kreuzungen mit den sechs Generationen wurden in einem zweijdhrigem
Feldversuch (1999/2000 und 2000/2001) an drei Orten (Goéttingen, Grund-
Schwalheim und Teendorf) getestet. An jedem Ort wurde eine randomisierte
Spaltanlage mit neun Grof¥teilstiicken (Kreuzungen) und sechs Kleinteilstiicken
(Generationen) mit zwei Wiederholungen angelegt. Die Auswertung erfolgte aber fur
jede Kreuzung getrennt als Blockanlage. Die ParzellengréRe war in Géttingen 1,9 m?,
in Grund-Schwalheim 3,75 m? und in Teendorf 1,5 m?. Die Aussaatstéarke an den drei
Orten lag zwischen 26 und 60 Samen je m?. Die Pflanzen konnten im Feld offen
abblihen.

Zur Merkmalserfassung wurden von jeder Generation zehn Pflanzen geerntet, wobei
von jeder Pflanze der Haupttrieb mit dem obersten Seitentrieb geerntet wurde.
Olgehalt, Proteingehalt und Glukosinolatgehalt im Samen wurde an einer Mischprobe
der zehn Pflanzen mit Hilfe der Nah Infrarot Reflektions Spektroskopie (NIRS)
bestimmt (TILLMANN 1997). Zuséatzlich wurde das Tausend-Korn-Gewicht ermittelt.

Dafur wurden mit viermaliger Wiederholung 100 Samen gewogen.
3.2.3 Statistische Analyse

Zur Ermittlung der Generationsmittelwerte wurden Varianzanalysen (ANOVA) mit
Hilfe des Programmes PLABSTAT (UTZ 1994) durchgefiihrt. Die Jahr-Ort
Kombinationen wurden als sechs Umwelten betrachtet. Die PLABSTAT ANOVA
wurde mit folgendem Modell gerechnet:

Yik =M+ gi+ Ui+ wig+ (Qu)i + eijc

Dabei entspricht:

Yix = Beobachtungswert fir die Generation i in der Umwelt j und der

Wiederholung k

M = Versuchsmittelwert
i = Generationseffekt (i = Anzahl der Generationen)
uj = Umwelteffekt (j = 1 bis 6)

wy; = Wiederholungseffekt (k = 1 bis 2) innerhalb der Umwelt j
(gu); = Interaktionseffekt der Generation i mit der Umwelt j

ejk = Versuchsfehler
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3.2.4 Schatzung epistatischer Effekte

Es wurden Additiv- (a) und Dominanzeffekt (d) und deren Interaktionen Additiv x
Additiv (aa), Additiv x Dominanz (ad) und Dominanz x Dominanz (dd) nach
KEARSEY und POONI (1996) geschéatzt. Scaling Tests zur Schatzung signifikanter
epistatischer Effekte, basierend auf Generationsmittelwerten und Variation (MATHER
und JINKS 1982), wurden nach HILL et al. (1998) berechnet.

Fur jede Kreuzung wurden drei Scaling Tests auf Vorhandensein epistatischer
Effekte, A, B und C durchgefiihrt. So setzt sich zum Beispiel die F, Generation in
Abwesenheit von Epistasie aus '/4 Py, "4 P, und '/2 F; zusammen. Der
entsprechende Scaling Test wurde daher wie folgt berechnet: C=4F, - Py -2 F; -
P,. Die Differenzen von Null wurden Uber den t-Test auf Signifikanz geprift. Ein Joint
Scaling Test nach HILL et al. (1998) zur Schétzung von Additiv-(a) und
Dominanzeffekt (d) und deren Interaktionen (aa, ad, dd) wurde fur Olgehalt in
Kreuzung 9 durchgefuhrt. Die Ergebnisse des Joint Scaling Test konnten dann mit
den Schéatzwerten nach der Berechnung von KEARSEY und POONI (1996)

verglichen werden.
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Schitzung epistatischer Effekte

In diesem Kapitel ist die' Schatzung epistatischer Effekte auf den Olgehalt, das
wichtigste Qualitdtsmerkmal bei Raps, beschrankt. Die Ergebnisse fur Proteingehalt,
Glucosinolatgehalt und Tausend-Korn-Gewicht sind im Anhang (Tabelle 22)

dargestellt.

Die Generationsmittelwerte und Fehlervarianzen fir den Olgehalt der sechs
Generationen Py, Py, F4, F2, BCy4, BCy2 in den Kreuzungen 1 bis 9 sind in Tabelle 12
wiedergegeben. Die Mittelwerte wurden Uber sechs Umwelten errechnet. Die
mittleren Olgehalte der Eltern liegen zwischen 39,9% und 44,8%. Der Unterschied
zwischen P4 und P; ist in Kreuzung 4 mit fast 3% Olgehalt am gréRten. Die mittleren
Olgehalte der F; — Generation liegen zwischen 41,5% und 44,0% und sind in allen
Kreuzungen, mit Ausnahme von Kreuzung 4 und 9, héher, als die der Eltern. Die F, -
Generation weist mittlere Olgehalte zwischen 40,67% und 43,75% auf. In den
meisten Kreuzungen sind sie niedriger als in der F1 — Generation. In den Kreuzungen
3, 8 und 9 sind die mittleren Olgehalte der F, — Generation héher, in Kreuzung 3 um
0,3%, in Kreuzung 8 um 0,47% und in Kreuzung 9 um 0,13%, als die der F{ —
Generation. Bei den Rickkreuzungen BCq1 und BC+, schwanken die Werte fir den
mittleren Olgehalt zwischen 40,67% und 43,70%.
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Die Varianzanalyse fir den Olgehalt in den neun Kreuzungen ist in Tabelle 13
dargestellt. In den Kreuzungen 1 bis 3 gibt es keine signifikante Variation zwischen
den Generationen. In Kreuzung 5 und 8 gibt es signifikante (P<0,05) Unterschiede
und in den Kreuzungen 4, 6, 7 und 9 ist die Variation zwischen den Generationen
hoch signifikant (P< 0,01). Die Varianzanalysen fur die Merkmale Proteingehalt,
Glucosinolatgehalt und Tausend-Korn-Gewicht sind im Anhang (Tabelle 19, 20 und
21) dargestellt.
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Tab. 13: Varianzanalyse fir den Olgehalt in neun Kreuzungen

Kreuzung Var.ursache? DF MS Var.cp F

1 G 5 2,77 0,08 1,52 ns
WU 6 2,99 0,26 2,05 +
U 5 59,66 4,85 41,0 **
GU 25 1,82 0,18 1,25 ns
GWU 30 1,45 1,45

2 G 5 0,52 -0,06 0,42 ns
W:U 6 1,82 0,16 2,10 +
U 5 30,61 2,48 3527 **
GU 25 1,22 0,18 1,41 ns
GwU 28 0,87 0,87

3 G 5 1,07 0,00 1,04 ns
W:U 6 293 0,41 6,43 *
U 5 32,74 269 719 *
GU 25 1,02 0,28 2,24°*
GWU 29 0,46 0,46

4 G 5 12,79 0,97 11,27 **
w:U 6 3,46 044 4,11 *
U 5 28,54 2,31 33,85 **
GU 25 1,13 0,15 1,35 ns
GWU 29 0,84 0,84

5 G 5 4,77 0,29 3,72°*
wW:U 6 0,77 0,02 1,15 ns
U 5 35,21 2,88 52,68 **
GU 25 1,28 0,31 192~
GWU 28 0,67 0,67

6 G 5 7,32 0,47 4,37 **
w:U 6 2,24 0,16 1,75 ns
U 5 40,25 3,25 31,37 **
GU 25 1,67 0,20 1,31 ns
GWU 30 1,28 1,28

7 G 5 9,74 0,70 7,44 *
WU 6 2,29 0,21 221 +
U 5 57,27 4,69 5512 **
GU 25 1,31 0,13 1,26 ns
GWU 30 1,04 1,04

8 G 5 2,77 0,15 0,97~
WU 6 2,34 0,25 286 *
U 5 28,58 2,31 34,85 *
GU 25 0,93 0,06 1,14 ns
GWU 30 0,82 0,82

9 G 5 7,53 0,50 5,09 *
w:U 6 2,07 0,12 1,51 ns
U 5 56,55 4,60 41,16 **
GU 25 1,48 0,05 1,08 ns
GWU 30 1,37 1,37

@G = Generation, W:U = Wiederholung innerhalb der Umwelt, U = Umwelt,
GU = Interaktion G x U, GWU = Interaktion G x W x U (Versuchsfehler)

ns = nicht signifikant, + = signifikant bei P< 0,1
* = gignifikant bei P< 0,05, ** = signifikant bei P=< 0,01
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Der Scaling Test bietet die Moéglichkeit zu untersuchen, ob Epistasie vorhanden ist.

Die Ergebnisse des Scaling Tests fur die neun Kreuzungen sind in Tabelle 14

zusammengefasst.

Tab. 14: Scaling test A, B und C fiir Olgehalt in neun Kreuzungen

A B Cc

Kreuzung

1 1,03 2,26 * 2,07 *

2 1,07 0,40 1,13

3 0,91 1,56 0,87

4 0,60 0,46 0,27

5 1,63 0,61 1,75

6 0,10 2,32 * 0,58

7 2,40 2,80 * 0,09

8 0,21 0,33 2,51 *

9 0,16 3,32 * 1,05
Test A und B: too0s =2,04
Test C: t 0,05 = 1,98

Die Ergebnisse des Scaling Tests zeigen, dald in den Kreuzungen 2 bis 5 keine

signifikanten epistatischen Effekte vorhanden sind. In den Kreuzungen 1 und 7

zeigen zwei Tests (B und C bzw. A und B), und in den Kreuzungen 6, 8 und 9 jeweils

ein Test (B, C, B) signifikante epistatische Effekte an.

Es wurden Additiveffekt (a), Dominanzeffekt (d) und deren Interaktionen Additiv x

Additiv (aa), Additiv x Dominanz (ad) und Dominanz x Dominanz (dd) geschatzt
(KEARSEY und POONI 1996). Die Schatzwerte fur den Olgehalt fur neun

Kreuzungen sind in der Tabelle 15 angegeben.

Tab. 15: Mittelwert fur Additiv- (a) und Dominanzeffekt (d) und ihre epistatischen
Effekte (aa, ad, dd) fur Olgehalt in neun Kreuzungen

Kreuzung
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Effekt
a 0,16 0,12 -0,27 1,53 -0,42 -0,45 0,89 0,10 -0,94
d 3,46 1,41 3,65 0,08 2,24 8,85 399 -6,34 -11,15
aa 2,44 0,78 0,96 0,02 -0,24 2,90 0,70 -3,48 -4,68
ad 053 -1,18 -0,15 -0,83 0,79 -2,00 -3,19 0,36 2,60
dd -0,45 -0,42 -2,83 0,27 -117 -474 -159 3,60 7,26
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Die Schatzwerte fur den Additiveffekt liegen zwischen 0,10 und 1,53. Es treten
positive und negative Vorzeichen auf. Das Vorzeichen ist von der Reihenfolge der
Eltern abhéngig. Wenn P4 den héheren Wert hat, tragt der Schatzwert immer ein
positives Vorzeichen. Die Schatzwerte fur den Dominanzeffekt sind sehr
unterschiedlich in den verschiedenen Kreuzungen und schwanken stark zwischen
-11,15 und 8,85. Auch die Schatzwerte fur die Interaktionen (aa, ad, dd) sind sehr
unterschiedlich in Gré3e und Vorzeichen.

Der Joint Scaling Test nach HILL et al. (1998) war eine weitere Mdglichkeiten zur
Schatzung des Additiv- und Domianzeffektes und deren Interaktionen. Der Joint
Scaling Test wurde fir die Kreuzung 9 berechnet und die Ergebnisse sind in der

Tabelle 16 im Vergleich zur einfachen Generationsmittelwertanalyse wiedergegeben.

Tab. 16: Schatzwerte aus Generationsmittelwerten (nach KEARSEY und POONI)
und durch Joint Scaling Test (nach HILL et al.) fir den Additiv- (a) und
Dominanzeffekt (d) und deren Interaktionen (aa, ad, dd) fur Olgehalt in Kreuzung 9

Effekt Generations- Joint Scaling
mittelwert Test

a -0,94 3,36
d -11,15 -10,13
aa -4,86 -4,79
ad 2,60 -2,66
dd 7,26 8,90

Der Additiveffekt fiir den Olgehalt in Kreuzung 9 liegt mit einem Schéatzwert von 3,36
bei dem Joint Scaling Test (Tabelle 16) wesentlich héher, als der geschéatzte
Additiveffekt, ermittelt durch die Generationsmittelwerte nach der Methode von
KEARSEY und POONI, mit einem Wert von -0,94. Bei den Werten des Joint Scaling
Tests fur den Dominanzeffekt mit einem Wert von —10,13 und die Interaktionen mit
Werten zwischen —4,79 fir aa und 8,90 fur dd gibt es kaum Abweichungen zu den

Schéatzwerten, die mit Hilfe der Generationsmittelwerte berechnet wurden.
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3.4 Diskussion

Die Summe aller epistatischen Effekte kann aus einem Vergleich von
Generationsmittelwerten geschatzt werden. Dazu wurden in neun Kreuzungen sechs
Generationen untersucht, bei denen sich Py und P;in einem wichtigen Merkmal
unterscheiden. Wenn fir ein Merkmal die Werte fur die Generationen P¢, P, und F4
bekannt sind und Epistasie nicht vorhanden ist, kénnen die Werte fur weitere
Generationen vorhergesagt werden. Die Ergebnisse zeigten, dall die
Generationsmittelwerte fiir den Olgehalt in den meisten Kreuzungen signifikant von
den erwarteten Werten abwichen. Daraus 14t sich ableiten, daf} Epistasie in diesen
Kreuzungen bedeutsam war.

Die neun Kreuzungen gingen auf drei unterschiedliche Populationen zuriick (Tabelle
11). In den Kreuzungen 1 bis 3, die alle aus der Population 1 hervorgegangen waren,
gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Generationen. Offensichtlich
war in Population 1 wenig genetische Variation fir den Olgehalt vorhanden. In
Kreuzung 4 und 5 zeigten sich zwischen den Generationen signifikante genetische
Differenzen fiir den Olgehalt. Beide Kreuzungen waren aus DH — Linien der
Population 2 entstanden. Allerdings war nach den Werten des Scaling Tests keine
Epistasie vorhanden. Diese Ergebnisse spiegelten sich auch in den Schatzwerten
nach KEARSEY und POONI (Tabelle 15) wider, nach denen die epistatischen Effekte
in den Kreuzungen 4 und 5 verhaltnismaRig klein waren. Die vier Kreuzungen 6, 7, 8
und 9, die alle der Population 3 entstammten, zeigten in allen Kreuzungen
signifikante Unterschiede zwischen den Generationen fiir das Merkmal Olgehalt
(Tabelle 13). Die Werte des Scaling Tests zeigten fir diese Kreuzungen das
Auftreten epistatischer Effekte an (Tabelle 14). Die Richtung und die Grofte der
Effekte war jedoch sehr unterschiedlich. Bei Betrachtung der Eltern, aus denen die
Population 3 hervorgegangen war, fiel auf, dal3 einer der Eltern auf eine Kreuzung
mit einem resynthesisierten Raps zuriickging. Méglicherweise ist unter Einbeziehung
von Resynthesematerial eine grélRere Epistasie zu erwarten, als wenn zwei
angepal(te Sorten miteinander gekreuzt werden. Bei einem Elter mit
Resynthesehintergrund kénnen wahrscheinlich mehr spezielle Kombinationen von
Genen auftauchen, die besonders unginstig sind.

Die ermittelten epistatischen Effekte hangen nur wenig von der verwendeten

Schatzmethode ab. Dieses konnte in Kreuzung 9 exemplarisch gezeigt werden. Die
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Kreuzung wurde fiir die Durchfihrung des Joint Scaling Tests gewahlt, weil in dieser
Kreuzung die epistatischen Effekte am grofdten waren. Die Schatzwerte fir den
Olgehalt, die durch den Joint Scaling Test ermittelt wurden, stimmten mit den
Schéatzwerten nach der Methode von KEARSEY und POONI, auf der Grundlage der
Generationsmittelwerte, weitestgehend Uberein (Tabelle 16). Bei der Berechnung des
Joint Scaling Tests wurde der Versuchsfehler berticksichtigt. Die Generations-
mittelwerte wurden an sechs Umwelten ermittelt und sind damit relativ zuverlassige
Werte. Dennoch werden in den Kreuzungen 6 bis 9 erstaunlich grol3e epistatische
Effekte (Tabelle 15) beobachtet.
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4 Zusammenfassung

Die Mehrzahl der wichtigen agronomischen Eigenschaften bei Raps gehdren zu den
quantitativen Merkmalen. Fur solche Merkmale ist in den spaltenden Generationen
eine kontinuierliche Variation zu beobachten. Diese quantitative Variation entsteht
durch das Zusammenwirken vieler verschiedener Gene, die als ,quantitative trait
Loci* (QTL) bezeichnet werden. Die Anzahl Gene, die an der Variation fir ein
quantitatives Merkmal beteiligt sind, kbnnen mit verschiedenen Methoden geschétzt
werden. In der Literatur wird unter anderem die Verwendung einer Population aus
verdoppelt haploiden (DH) Linien zur Schatzung der Anzahl der beteiligten Gene

vorgeschlagen.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Abschnitte. In dem ersten Teil wurden
genetische Faktoren aus sieben DH-Population fir die Ausprdgung von sechs
quantitativen Merkmalen bei Raps geschéatzt und die Variation in den DH-
Populationen untersucht. Daftr wurden die DH-Populationen gemeinsam mit ihren
finf Eltern in einem zweijahrigen Feldversuch an drei Standorten in Deutschland mit
je zwei Wiederholungen geprift. Die erfaliten Merkmale waren Sameninhaltsstoffe
(Ol-, Protein-, Glucosinolatgehalt) und Ertragsparameter (Tausend-Korn-Gewicht,
Kornzahl je Schote, Schotenldnge). Nach einer Formel von SNAPE et al. (1984)
wurde die Anzahl effektiver Faktoren in den sieben Populationen fur die erfalten
Merkmale geschatzt. In die Formel gehen zur Berechnung die Werte der beiden
Extremlinien (héchste bzw. niedrigste Auspragung fur das jeweilige Merkmal) einer
Population und die genetische Varianz ein. Die Uber die Merkmale gemittelten
Schatzwerte schwankten zwischen den Populationen zwischen 3,4 und 10,2. Die
einzelnen DH-Populationen umfafiten zwischen 14 und 100 Linien. Je geringer die
Anzahl Linien in einer Population war, desto geringer war auch die durchschnittliche
Anzahl der geschatzten effektiven Faktoren. Die Wahrscheinlichkeit ist sehr groR,
dald in sehr kleinen Populationen die Extremwerte flr ein Merkmal nicht auftreten, die
Spannweite zwischen den Linien bleibt damit sehr klein und die Anzahl der effektiven
Faktoren wird dadurch unterschétzt.

Die Anzahl effektiver Faktoren Uber die Populationen gemittelt ergab fur die
einzelnen Merkmale Werte zwischen 6,4 und 11,1. Die beiden Merkmale mit den

hochsten Schatzwerten (Kornzahl je Schote und Proteingehalt) zeigten die
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niedrigsten Heritabilitdten. Bei kleinen Werten fir die Heritabilitdt beruht die
Spannweite zwischen den extremen Linien nicht nur auf den genotypischen Werten,
sondern auch auf Interaktionen der Genotypen mit der Umwelt und auf
Versuchsfehlern. Die Anzahl der effektiven Faktoren wird dann Uberschéatzt. Je

kleiner die Heritabilitat ist um so gréRer ist die Uberschatzung.

Weiterhin wurden in dem ersten Abschnitt dieser Arbeit die funf Elterngenotypen der
DH-Populationen mit zwei verschiedenen Markersystemen (AFLP, RFLP) analysiert.
Die Eltern waren die beiden zugelassenen Rapssorten Accord und Eurol und drei
Zuchtstdmme der Saatzucht Hadmersleben GmbH. Auf der Grundlage der
Markerdaten wurden die genetischen Distanzen zwischen den funf Eltern geschéatzt.
In der AFLP-Analyse wurden 696 polymorphe Marker und in der RFLP-Analyse 581
polymorphe Marker ausgewertet. Die Distanzen lagen nach den Ergebnissen der
AFLP-Analyse zwischen 0,17 und 0,85 und nach den Ergebnissen der RFLP-
Analyse zwischen 0,42 und 0,67. Die Ergebnisse der beiden Markeranalysen
stimmten entgegen der Erwartungen nicht Uberein. Die Ergebnisse der RFLP-
Analyse erschienen vertrauenswirdiger, weil der Elter mit der gréfiten genetischen
Distanz zu den Ubrigen Eltern aufgrund des Pedigrees zu erkldren war. Die groRe
Distanz von Accord zu allen anderen Eltern sowie die Ahnlichkeit zwischen zwei
Zuchtstdmmen in der AFLP-Analyse war aufgrund des Pedigrees nicht zu erkléren.
Da die RFLP-Analysen friher durchgefihrt wurden, wird fur die AFLP-Analysen eine

teilweise Materialverwechslung vermutet.

Die Wirkung einzelner Gene, die an der quantitativen Variation fir ein Merkmal
beteiligt sind, ist nicht voneinander unabhangig, sondern es kdénnen auch
epistatische Wechselwirkungen zwischen ihnen auftreten. Dieses zeigte sich im
ersten Abschnitt dieser Arbeit bei einem Vergleich der DH-Linien mit den Eltern
besonders deutlich bei dem Merkmal Kornzahl je Schote. Es traten signifikante
Differenzen zwischen Elternmittel und DH-Mittel auf, bei denen die Mittelwerte der
Eltern deutlich héher als die Mittelwerte der DH-Linien lagen. Dieses Ergebnis zeigte
glnstige epistatische Effekte in den Eltern, denn in Abwesenheit von Epistasie

entspricht der Mittelwert aller DH-Linien einer Kreuzung dem Elternmittel.
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In dem zweiten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Schatzung epistatischer
Summeneffekte geeignet ist, die Bedeutung der Epistasie fur die Auspragung des
Merkmals Olgehalt wiederzugeben. Dafiir wurden aus den DH-Populationen neun
Kreuzungen mit jeweils sechs Generationen (Py, P2, F1, F2, BC14, BCy3) erstellt.
Diese wurden in einem zweijdhrigen Feldversuch an drei Orten mit je zwei
Wiederholungen gepruft. Die erfaldten Merkmale waren das Tausend-Korn-Gewicht
und Sameninhaltsstoffe (Ol-, Protein-, Glucosinolatgehalt). Zur Ermittlung der
Generationsmittelwerte wurden Varianzanalysen durchgefiihrt. Anschlielend konnte
die Summe aller epistatischen Effekte aus einem Vergleich der
Generationsmittelwerte geschéatzt werden. Wenn fir ein Merkmal die Werte fur die
Generationen P4, P> und F4 bekannt sind und Epistasie nicht vorhanden ist, kénnen
die Werte fur weitere Generationen vorhergesagt werden. In der vorliegenden Arbeit
wichen die Generationsmittelwerte fiir den Olgehalt in den meisten Kreuzungen
signifikant von den erwarteten Werten ab. In diesen Kreuzungen war Epistasie
bedeutsam. Dieses Ergebnis wurde durch einen statistischen 'Scaling Test' bestatigt,
der das Vorhandensein epistatischer Effekte fiir diese Kreuzungen anzeigte. Diese
Kreuzungen gingen alle aus DH-Linien einer gemeinsamen Population hervor. Diese
Population hatte einen Elter mit Resynthesehintergrund. Mdéglicherweise ist unter
Einbeziehung von Resynthesematerial eine gréRere Epistasie zu erwarten als wenn
zwei angepaldte Sorten miteinander gekreuzt werden. Bei einem Elter mit
Resynthesehintergrund kénnen wahrscheinlich mehr spezielle Kombinationen von
Genen auftauchen, die besonders unginstig sind. Die Schluf3folgerung ist daher,
dal® zumindest in bestimmten Kreuzungen mit sehr bedeutsamen epistatischen

Wechselwirkungen zwischen Genen fur Qualitdtseigenschaften zu rechnen ist.
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6 Anhang

Tab. 17: Verwendete Chemikalien

Substanz

Hersteller

Agarose

Albumin Fraktion V (BSA)
Chloroform

[a-**P]dCTP

Dextranblau

dNTP-Set

EDTA

Ethanol

Prime-It Il random primer labeling kit
Proteinase K

RNase A

Roéntgenentwicklerbad: LX24
Roéntgenfilme: Kodak Bio Max MS
Roéntgenfixierbad: AL 4

SDS

Tris-HCI

PeglLab, Erlangen

Biomol, Hamburg

Fluka, Neu-Ulm

ICN Biomedicals Inc., Costa Mesa, USA
Roth, Karlsruhe

PeglLab, Erlangen

Roth, Karlsruhe

Euro-Alkohol, Nordhausen

Strategene Europe, Heidelberg
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Kodak Pathé, Paris, Frankreich

Kodak Pathé, Paris, Frankreich

Kodak Pathé, Paris, Frankreich

BioRad, Hercules, USA

ICN Biochemicals, Eschwege
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Tab. 19: Varianzanalyse fur Proteingehalt in neun Kreuzungen.

Kreuzung Var.ursache® DF MS Var.cp F

1 G 5 210 0,00 1,01 ns
W:uU 6 2,20 0,09 1,33 ns
u 5 67,61 5,50 40,87 **
GU 25 2,09 0,22 1,26 ns
GWU 30 1,65 1,65

2 G 5 194 0,03 1,20 ns
W:U 6 6,55 0,83 4,13 *
u 5 37,64 3,00 23,73 **
GU 25 1,61 0,01 1,02 ns
GWU 28 1,59 1,59

3 G 5 418 0,26 4,11 *
W:U 6 1,71 0,12 1,72 ns
u 5 34,39 2,78 34,70 **
GU 25 1,02 0,01 1,03 ns
GWU 29 0,99 0,99

4 G 5 7,04 050 6,91
W:U 6 3,50 0,48 5,63
U 5 30,88 2,52 49,71 **
GU 25 1,02 0,20 1,64 ns
GWU 29 062 0,62

5 G 5 873 061 6,33 *
w:u 6 1,36 0,03 1,14 ns
U 5 33,58 2,70 28,22 **
GU 25 1,38 0,09 1,16 ns
GWU 28 1,19 1,19

6 G 5 5,31 0,33 3,79 *
w:u 6 230 025 277"
U 5 43,17 3,53 51,85 **
GU 25 1,40 0,28 1,68 +
GWU 30 0,83 0,83

7 G 5 3,78 0,22 345~
W:uU 6 2,59 0,24 2,26+
U 5 65,09 5,33 56,91 **
GU 25 1,10 -0,02 0,96 ns
GWU 30 1,14 1,14

8 G 5 0,36 -0,03 047 ns
W:U 6 1,70 0,15 2,06 +
U 5 37,30 3,04 4519 **
GU 25 0,78 -0,02 0,95 ns
GWU 30 0,83 0,83

9 G 5 6,47 040 3,76~
W:U 6 265 0,20 1,82 ns
u 5 47,55 3,84 32,63 **
GU 25 1,72 0,13 1,18 ns
GWU 30 1,46 1,46

G = Generation, W:U = Wiederholung innerhalb der Umwelt, U = Umwelt,
GU = Interaktion G x U, GWU = Interaktion G x W x U (Versuchsfehler)

ns = nicht signifikant, + = signifikant bei P< 0,1

* = signifikant bei P< 0,05, ** = signifikant bei P< 0,01
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Tab. 20: Varianzanalyse fur Glucosinolatgehalt in neun Kreuzungen.

Kreuzung Var.ursache?® DF MS Var.cp F

1 G 5 77,53 4,10 2,73 *
W:U 6 186,64 27,55 8,76 **
U 5 610,19 49,07 28,62 **
GU 25 28,38 3,53 1,33 ns
GWU 30 21,32 21,32

2 G 5 9,00 0,09 1,13 ns
W:U 6 8,45 -0,96 0,60 ns
U 5 335,79 26,80 23,65 **
GU 25 7,98 -3,11 0,56 ns
GWU 27 14,20 14,20

3 G 5 0,11 0,00 0,76 ns
w:u 6 0,54 0,08 8,41 **
0] 5 517 0,43 80,22 **
GU 25 0,14 0,04 2,20 *
GWU 29 0,06 0,06

4 G 5 33,64 -1,24 0,69 ns
w:U 6 20,30 0,95 1,39 ns
U 5 372,29 29,81 25,50 **
GU 25 48,53 16,97 3,32 **
GWU 29 14,60 14,60

5 G 5 71,71 4,22 3,40 *
w:U 6 187,30 26,36 6,43 **
U 5 977,47 79,03 33,55 *
GU 25 21,09 -4,03 0,72 ns
GWU 28 29,14 29,14

6 G 5 119,32 7,38 3,88 **
W:U 6 23,42 0,76 1,24 ns
U 5 808,44 65,80 42,92 **
GU 25 30,72 5,94 1,63 ns
GWU 30 18,84 18,84

7 G 5 93,50 6,17 4,81 **
W:U 6 8,00 0,23 1,21 ns
U 5 1134,00 93,95 171,48 **
GU 25 19,46 6,42 2,94 **
GWU 30 6,61 6,61

8 G 5 108,84 7,77 7,00 **
w:U 6 2,26  -2,75 0,12 ns
U 5 936,39 76,47 49,95 **
GU 25 15,55 -1,60 0,83 ns
GWU 30 18,75 18,75

9 G 5 37,05 2,18 3,39 *
W:U 6 25,53 2,94 3,23 *
U 5 320,31 26,04 40,59 **
GU 25 10,94 1,52 1,39 ns
GWU 30 7,89 7,89

G = Generation, W:U = Wiederholung innerhalb der Umwelt, U = Umwelt,
GU = Interaktion G x U, GWU = Interaktion G x W x U (Versuchsfehler)

ns = nicht signifikant, + = signifikant bei P< 0,1
* = signifikant bei P< 0,05, ** = signifikant bei P< 0,01
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Tab. 21: Varianzanalyse fur Tausend-Korn-Gewicht in neun Kreuzungen.

Kreuzung Var.ursache? DF MS Var.cp F

1 G 5 0,06 0,00 0,75 ns
W:U 6 0,85 0,12 7,34 **
U 5 6,29 0,51 54,60 *
GU 25 0,07 -0,02 0,64 ns
GWU 29 0,12 0,12

2 G 5 0,21 0,01 1,64 ns
w:uU 6 0,12 0,01 1,48 ns
U 5 4,73 0,39 56,58 **
GU 25 0,13 0,02 1,55 ns
GWU 28 0,08 0,08

3 G 5 0,44 0,03 5,07 **
W:U 6 0,64 0,10 13,71 **
U 5 5,25 0,43 112,85 **
GU 25 0,09 0,02 1,85 +
GWU 29 0,05 0,05

4 G 5 0,04 -0,01 0,36 ns
W:U 6 0,08 0,00 0,91 ns
U 5 3,00 0,24 35,05 **
GU 25 0,12 0,02 1,38 ns
GWU 29 0,09 0,09

5 G 5 0,13 0,00 1,21 ns
W:U 6 0,19 0,02 3,69 **
U 5 3,61 0,30 70,63 **
GU 25 0,10 0,03 2,05 *
GWU 28 0,05 0,05

6 G 5 0,18 0,01 1,63 ns
W:U 6 0,03 -0,02 0,22 ns
U 5 6,24 0,51 50,82 **
GU 25 0,11 0,00 0,92 ns
GWU 30 0,12 0,12

7 G 5 0,18 0,00 1,40 ns
W:U 6 0,27 0,03 4,19 **
U 5 3,97 0,33 61,69 **
GU 25 0,13 0,03 2,04 *
GWU 30 0,06 0,06

8 G 5 0,90 0,07 13,50 **
W:U 6 0,13 0,01 1,58 ns
U 5 4,46 0,36 55,18 **
GU 25 0,07 -0,01 0,83 ns
GWU 30 0,08 0,08

9 G 5 0,63 0,04 6,72 **
w:u 6 0,25 0,03 4,78 **
U 5 3,85 0,32 75,03 **
GU 25 0,09 0,02 1,83 +
GWU 28 0,05 0,05

# G = Generation, W:U = Wiederholung innerhalb der Umwelt, U = Umwelt,
GU = Interaktion G x U, GWU = Interaktion G x W x U (Versuchsfehler)

ns = nicht signifikant, + = signifikant bei P< 0,1
* = signifikant bei P< 0,05, ** = signifikant bei P< 0,01
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Tab. 22: Mittelwert fur Additiv- (a) und Dominanzeffekt (d) und ihre epistatischen
Effekte (aa, ad, dd) fir Proteingehalt, Glucosinolatgehalt und Tausend-Korn-Gewicht
in neun Kreuzungen.

Effekt Kreuzung
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Proteingehalt
a 0,36 -0,60 0,77 -1,14 1,17 0,34 -0,67 0,01 0,70
d 0,89 1,66 -3,56 1,32 -717 -6,23 -295 -3,20 11,66
aa -0,58 0,72 -1,00 0,70 -2,78 -1,70 -1,14 -1,30 5,16
ad -1,54 1,04 0,18 0,97 -0,67 1,47 2,76 -047 -2,08
dd -1,66  -1,24 2,64 -1,05 3,79 3,31 1,06 1,61 -7,40
Glucosinolatgehalt
a 1,06 -0,16 -5,09 -2,62 3,56 3,96 3,84 -152 -164
d 10,64 11,54 -2,01 4,59 5,48 22,04 3,87 57,08 28,96
aa -3,42 4,52 -1,04 1,14 1,10 13,36 -0,62 27,46 9,08
ad -0,10 -3,81 -6,70 498 -3,01 -868 -2,65 -2,87 0,64
dd -11,16  -6,01 254 -286 -581 -696 -1,87 -29,13 -19,00
Tausend-Korn-Gewicht
a -0,03 -0,01 -0,20 0,03 -0,05 0,05 0,11 0,39 0,31
d -0,33 -0,40 1,62 1,27 0,26 1,46 1,90 -0,67 1,15
aa 0,02 -0,42 0,46 0,52 0,36 0,54 0,68 -0,54 0,66
ad -0,20 0,12 -0,19 0,15 -0,14 -0,52 0,14 -0,36 -0,07
dd 0,34 0,28 -0,93 -0,75 0,16 -0,68 -1,08 0,22 -0,63
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Tab.23: Korrelationen fiir die Merkmale Olgehalt (Ol), Proteingehalt (Prot),
Glucosinolatgehalt (Gluk), Tausend-Korn-Gewicht (TKG), Schotenlénge (SL) und
Kornzahl je Schote (K/S) in den Populationen 1 bis 7

Ol Prot Gsl TKG SL

Population 1 Prot -0,711 **

Gsl 0,557 ** 0,227 *

TKG -0,061 -0,052 0,142

SL 0,267 * -0,202 -0,210 * -0,009

KIS -0,225* -0,225* -0,283 ** -0,220* 0,609 **
Population 2 Prot -0,754 **

Gsl -0,416 ** 0,539 **

TKG -0,251* 0,117 0,181

SL 0,078 -0,304 * -0,359 ** 0,028

K/S 0,112 -0,208 -0,240 -0,323 ** 0,540 **
Population 3 Prot -0,755 **

Gsl 0,144 -0,108

TKG 0,023 0,056 -0,165

SL 0,057 -0,128 0,004 0,251 ~

K/S 0,200 * -0,209 * -0,083 -0,051 0,556 **
Population 4 Prot -0,711 **

Gsl -0,386 * 0,395 **

TKG -0,454 ** 0,344 * 0,033

SL 0,019 -0,134 -0,099 -0,103

K/S 0,268 -0,405 ** -0,027 -0,406 ** 0,586 **
Population 5 Prot -0,804 **

Gsl -0,496 ** 0,408 **

TKG -0,177 0,385 * 0,205

SL 0,348 * -0,337 * -0,366 * -0,076

K/S 0,530 ** -0,688 ** -0,478 ** -0,332 * 0,589 **
Population 6 Prot -0,690 **

Gsl -0,475 ** 0,343 **

TKG -0,078 0,117 -0,271 *

SL 0,114 0,043 0,043 0,090

K/S 0,066 -0,046 0,148 -0,200 0,652 **
Population 7 Prot -0,730 **

Gsl -0,686 ** 0,584 *

TKG -0,209 0,196 0,462

SL  -0,290 0,196 0,153 -0,079

K/S 0,333 -0,505 -0,551 * -0,468 0,439
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Tab.24: Darstellung der Zuchtprogramme

Jahr Zuchtprogramme

1996/1997  Saatgutproduktion der DH-Linien
fur Feldversuche

1997/1998 411 DH-Linien
Feldversuch, drei Orte

1998/1999 411 DH-Linien Kreuzungen im Gewachshaus
Feldversuch, drei Orte

1999/2000 9 Kreuzungen mit jeweils 6 Generationen

Feldversuch, drei Orte
2000/2001 9 Kreuzungen mit jeweils 6 Generationen

Feldversuch, drei Orte
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