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Zusammenfassung

Die Gartendahlie (Dahlia variabilis) entwickelte sich aus den Dahlienwildarten, die
Ende des 18. Jahrhunderts erstmals nach Europa gelangten. Heute ist die
Gartendahlie eine beliebte Zierpflanze, die jedoch wissenschaftlich nur wenig
untersucht wurde. Die bisherigen Analysen zeigten, dass sie polyploid ist und aus
Hybridisierungen unterschiedlicher Arten hervorgegangen ist. Jedoch fuhrten die
Untersuchungen zu widersprichlichen Hypothesen bezuglich der Ploidiestufe, des
Ploidietypus und der Entstehung der Gartendahlie.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Genomstruktur von D. variabilis anhand von
Mikrosatteliten- und AFLP®-Markern untersucht. Dafiir wurden zwei Gartendahlien-
Populationen, sowie verschiedene Wildarten verwendet. Die molekularen Analysen
ergaben, dass D. variabilis oktoploid ist und eine polysome Vererbung aufweist.
Deshalb ist auszuschlieRen, dass im Genom der Gartendahlie verschiedene
Subgenome vorliegen, die getrennt voneinander vererbt werden. Aufgrund dessen
ist davon auszugehen, dass die Ursprungsarten der Gartendahlie untereinander
eine ahnliche Genomstruktur aufwiesen und ebenfalls autopolyploid waren.
Aulerdem wurde eine Kopplungskarte fur die Gartendahlie erstellt. Diese diente als
Grundlage fur die Berechnung von Markerassoziationen an zuchterisch relevante
Merkmale. Dabei konnten Assoziationen zwischen Markern und wichtigen
Merkmalen wie den Blutenstandsdurchmesser, die Lange der Blutenstangel und die
Anzahl der Blutenblatter nachgewiesen werden. Keines der untersuchten Merkmale
spaltete nach den Mendelschen Gesetzen. AuRerdem deuteten die Untersuchungen
darauf hin, dass die Auspragung vieler phanotypischer Merkmale der Gartendahlie
in einem hohen Malde durch Umweltfaktoren beeinflusst wird.

Anhand interspezifischer Kreuzungen konnten zudem Arthybriden zwischen der
oktoploiden Gartendahlie und der tetraploiden Wildart D. macdougallii erzeugt
werden. Die Hybriden sind hexaploid und weisen im Gegensatz zu D. variabilis ein
nicht determiniertes Wachstum des Blitenstangels auf. Aufgrund dessen bilden die
Hybriden eine hohere Anzahl an Bluten an jedem Endtrieb als die Gartendahlie. Die
erzeugten Arthybriden kdnnten einen Transfer des nicht determinierten Wachstums

des Blutenstangels in das Zuchtmaterial der Gartendahlie ermdglichen.

Schlagworter: Dahlia variabilis, polyploid, polysome Vererbung, Kopplungskarte,

Arthybriden, Marker-Merkmalsassoziationen, QTL, Dahlia macdougallii



Abstract

Abstract

The garden dahlia (Dahlia variabilis) developed from dahlia wild species, that were
introduced to Europe for the first time at the end of the 18" century. Although the
garden dahlia is a popular ornamental plant, only few genetic analyses have been
done to date. Some of the previous analyses indicated that D. variabilis is polyploid
and originated from hybridizations between different species. However, several
investigations led to contradictory hypotheses about the ploidy level, the ploidy type
and the formation of the garden dahlia.

In the present study the genome structure of D. variabilis was investigated with
microsatellite and AFLP® markers. Two garden dahlia populations and different wild
species have been used for the analysis. The molecular analysis showed that D.
variabilis is octoploid and has a polysomic inheritance. Thus, it can be excluded that
the genome of the garden dahlia is composed of different subgenomes that are
inherited separately from each other. As a consequence it can be assumed that the
different ancestor species of the garden dahlia had similar genome structures and
were also autopolyploid.

In addition, a linkage map for the garden dahlia was constructed. The linkage map
was used to calculate marker associations to important breeding traits. Thereby,
marker associations for some relevant traits such as the diameter of the flowers, the
length of the pedicel and the number of petals could be detected. None of the
characteristics segregated according to Mendel's laws. Furthermore, the studies
indicated that the expression of many characteristics are strongly influenced by
environmental factors.

Additionally, new species hybrids were generated from a cross between the
octoploid garden dahlia and the tetraploid wildspecies D. macdougallii. The hybrids
are hexaploid and, in contrast to D. variabilis, show an indeterminate growth of the
flower stems. As a result of this, the hybrids form a higher number of flowers on
each terminal shoot than garden dahlias. Therefore, the new species hybrids offer
the possibility to transfer the indeterminate growth of the flower stems into the gene

pool of the garden dahlia.

Key words: Dahlia variabilis, polyploid, polysomic inheritance, linkage map,

species hybrids, marker-trait association, QTL, Dahlia macdougallii
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Die Gattung Dahlia

1.1.1 Nattrliches Vorkommen und Systematik

Die Gattung Dahlia ist innerhalb der Familie der Asteraceae in die Unterfamilie der
Asteroideae eingeordnet. Sie weist ein breites Spektrum an morphologischen
Unterschieden in Blattform, Blutenfarbe und Wuchshéhe auf.

Das naturliche Verbreitungsgebiet der Dahlienwildarten ist das Hochland von Mexiko
und Zentralamerika, in einer Hohe zwischen 1500 und 4300 m (Sgrensen 1969).
Dort besiedeln sie kleinrdumige, isolierte Verbreitungsgebiete. Oft wachsen sie in
kleinen Gruppen auf offenen Flachen, wie an Waldrandern oder auf Waldlichtungen
(Saar et al. 2003). Die Gattung umfasst die vier Sektionen Dahlia, Entemophylion,
Pseudodendron und Epiphytum, denen insgesamt 38 Arten zugeordnet sind (siehe
Tabelle 1 auf Seite 2). Bereits innerhalb der Sektion Dahlia findet sich zwischen den
26 Arten dieser Sektion eine starke morphologische Vielfalt. Lawrence (1931)
unterteilte diese Arten anhand der Blutenfarben in zwei Klassen. Klasse 1 umfasst
Arten, die weilde bzw. violette Blutenblatter aufweisen, Klasse 2 hingegen Arten, die
eine rote bzw. gelbe Blutenfarbe haben. Die Arten aus der Sektion Dahlia sind in der
Regel krautige Pflanzen mit einer Wuchshéhe zwischen 0,7 und 1,7 Metern
(Bertram 2000). Die Sektion Entemophyllon umfasst sieben Arten. Diese
unterscheiden sich von den ubrigen Arten durch ihre sehr fein gefiederten Blatter,
die wechselstandig angeordnet sind (Sgrensen 1969). Die Sektion Pseudodendron
besteht aus vier Arten, die alle als Baumdahlien bezeichnet werden. Sie wachsen
bis zu neun Meter hoch und bilden, im Gegensatz zu den krautigen Mitgliedern der
Ubrigen Sektionen, einen verholzten Stamm. Einzelne Blatter der Baumdahlien
kénnen 80 bis 90 Zentimeter lang werden (Segrensen 1969, Hansen 2007). Die
Sektion Epiphytum besteht ausschlieRlich aus der Art D. macdougallii, die in der
Natur epiphytisch auf Baumen lebt. Diese Art bildet bis zu zehn Meter lange
Sprosse. Sie ist die einzige Dahlienart, die Luftwurzeln bildet, welche eine Lange
von Uber 20 Meter erreichen konnen (Hansen 2007). Wie viele andere
Dahlienwildarten (Hansen und Hijerting 2000) ist D. macdougallii ebenfalls vom
Aussterben bedroht (National Dahlia Society) und in nur wenigen Sammlungen

erhalten (personliche Mitteilung W. Ritschel).



Tabelle 1: Einteilung der Gattung Dahlia modifiziert nach Bertram (2000) auf der Grundlage von Sherff (1955) und Sgrensen (1969), erganzt durch
Sarensen (1980), Serensen (1987), Saar und Sgrensen (2000), Saar (2002), Saar et al. (2002), Saar et al. (2003), Saar und Sgrensen (2005) sowie
Castro-Castro et al. (2012). In Klammern sind die Chromosomenanzahlen des unreduzierten Chromosomensatzes aufgefihrt.

Sektion Dahlia (2n = 32, 64 oder 36)

Sektion Entemophyllon (2n = 34)

Sektion Pseudodendron (2n = 32)

Sektion Epiphytum (2n = 32)

Subsektion Dahlia (2n = 32 oder 64)

. scapigeroides Sherff

D. excelsa Bentham

D. macdougallii Sherff

. apiculata Sherff, Sgrensen (2n = 32)

. foeniculifolia Sherff

D. imperialis Roezl ex Ortiges

. cardiophylla Blake und Sherff (2n = 32)

. linearis Sherff

D. tenuicaulis Sarensen

. purpusii Brandegee

. rupicola Sgrensen

D. campanulata Sgrensen, Hjerting und Saar

. sorensenii Hansen und Hjerting (2n = 64)

. dissecta Watson

. pteropoda Sherff (2n = 64)

. congestifolia Sarensen

. brevis Sgrensen (2n = 32)

O|/0|0|0 0|0 |0

. sublignosa Sgrensen

. rudis Sgrensen (2n = 32)

. moorei Sherff

. hintonii Sherff

. mollis Sgrensen (2n = 32)

. atropurpurea Sgrensen (2n = 64)

0o/0/0|0/0/0|0|0|0|0|0| 0O

. australis Sherff, Sgrensen (2n = 32 oder 64)

var. australis

var. liebermannii Sherff, Sgrensen

var. chiapensis Sgrensen

. sherffii Sgrensen (2n = 32 oder 64)

. scapigera Knowles und Westcott (2n = 32)

. barkeriae Knowles und Westcott (2n = 64)

. tenius Robinson und Greenman (2n = 32)

. coccinea Cavanilles (2n = 32 oder 64)

. tubulata Sgrensen (2n = 32)

. parvibracteata Sgrensen, Hjerting und Saar

. hjertingii Hansen und Sgrensen

. spectabilis Sgrensen, Hjerting und Saar

. cuspidata Sgrensen, Hjerting und Saar

. neglecta Sgrensen, Hjerting und Saar

. pugana Rodriguez und Castro

0|/0/0|0|0|/0|0|0/0|0|0|0 |0

. pinnata Cavanilles’ (2n = 64)

Subsektion Merckii (2n = 36)

D. merckii Lehmann

N> 1 =D. pinnata ist vermutlich eine Hybride zwischen D. coccinea und D. sorensenii

Bunyejuig



Einleitung

Gatt et al. (2000) und Saar et al. (2003a) fihrten phylogenetische Analysen anhand
der Internal Transcribed Spacer- (ITS-) und External Transcribed Spacer (ETS-)
Sequenzen bei der Gartendahlie (Dahlia variabilis) sowie einigen Dahlienwildarten
durch. Diese Untersuchungen bestatigten die Unterteilung der Arten nach Sgrensen

(1969) nur zum Teil. Dennoch ist diese allgemein anerkannt.

1.1.2 Historische Aspekte zur Entstehung der Gartendahlie

Erstmals wurden Dahlien von dem spanischen Arzt Francisco Hernandez wahrend
seiner Entdeckungsreise in Mexiko Ende des 16. Jahrhunderts schriftlich erwahnt.
Nach Europa gelangten die ersten Dahliensamen 1790. Der Botaniker Vincente
Cervantes sandte sie von Mexiko Stadt an den botanischen Garten in Madrid. Dort
empfing sie Antonio Cavanilles, der 1791 erstmals ausfihrlich Dahlienwildarten
beschrieb (Cavanilles 1791, Sgrensen 1969). Im 17. und 18. Jahrhundert herrschte
unter den Europaern eine allgemeine Begeisterung Uber die bis dahin unbekannten
Pflanzen, die aus dem neu entdeckten Amerika nach Europa gelangten. Die
Botanischen Garten in Europa tauschten in den folgenden Jahren Dahliensaatgut
untereinander aus. So gelangten Dahlien aus Madrid innerhalb weniger Jahre an die
botanischen Garten in England, Deutschland, Frankreich und Italien. Zusatzlich
brachten Botaniker weitere Arten aus Mexiko nach Europa (Segrensen 1969).

Die erste Dahlie, die nach Europa gelangte, war wahrscheinlich D. pinnata, eine
Hybride die vermutlich aus Kreuzungen zwischen unterschiedlichen Genotypen von
D. coccinea mit D. sorensenii hervorging (Serensen 1970, Hansen und Hjerting
1996). Letztlich wurden die Dahliensorten, die wahrscheinlich auf diese Hybride
zurtckzufihren sind, von Desfontaines (1829) unter der Bezeichnung D. variabilis
zusammengefasst (Hansen und Hjerting 1996).

Es ist nicht genau geklart, aus welchen Hybridisierungsereignissen D. variabilis
hervorgegangen ist. Diesbezlglich gibt es unterschiedliche Hypothesen. Die
Darstellung dieser Hypothesen erfordert die Erlauterung einiger Grundlagen
bezuglich der Genomstruktur. Daher wird auf die entsprechenden Hypothesen in
dem Kapitel 1.4 eingegangen. In der vorliegenden Arbeit wird D. variabilis aus

formellen Grinden als eigenstandige Art behandelt.
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1.1.3 Wirtschaftliche Bedeutung von Dahlia variabilis

Die Gartendahlie ist eine beliebte Zierpflanze in der westlichen Welt, die fur Beet-
und Balkonbepflanzungen aber auch als Schnittblume genutzt wird. Es gibt zehn
unterschiedliche Klassen wie z.B. Pompon-, Kaktus- und Halskrausendahlien, die
anhand ihrer Blutenmorphologie unterschieden werden (Wegner und Debener
2008). Die Dahlie weist einige Eigenschaften auf, die ihre Kultur recht aufwendig
gestalten. Sie besitzt Knollen, aus der die Pflanze jahrlich neu austreibt, die
allerdings nicht frostfest sind. Deshalb missen die Knollen vor Frost geschutzt
uberwintert werden. Zudem sind Dahlien anfallig fir Echten Mehltau.

Inzwischen gibt es mehr als 15.000 Dahliensorten (Ern 1992). Im Jahre 2010
machten Dahlien einen Anteil von 8 % des Schnittblumensortimentes in Deutschland
aus. lhre Anbauflache wurde flir 2011 um 10 % erhoht. Damit lag die Dahlie in
diesem Jahr in Deutschland auf Platz vier der Pflanzengattungen, die als
Schnittblumen verwendet werden (AMI Anbauerhebung Fruhjahr 2011).

1.1.4 Zytologische und genetische Untersuchungen an Dahlien

Bereits die ersten Chromosomenzahlungen bei Dahlien von Ishikawa (1911)
zeigten, dass einige Wildarten, sowie D. variabilis, 2n = 64 Chromosomen besitzen,
wahrend es auch Widarten mit 2n = 32 Chromosomen gibt. Weitere
Chromosomenzahlungen an Dahlien wurden von Belling (1924), Lawrence (1929,
1931a), Turner et al. (1961), Sarensen (1969), Darlington (1973), Sundberg et al.
(1986), Hansen und Hijerting (1996) und Gatt et al. (1998) durchgefuhrt. Die
Untersuchungen haben gezeigt, dass innerhalb der Sektion Dahlia Arten mit 2n = 32
Chromosomen und Arten mit 2n = 64 Chromosomen vorzufinden sind. Fir die
Wildarten D. australis, D. coccinea und D. sherfii wurden jedoch auch Genotypen mit
2n = 32 Chromosomen sowie Genotypen mit 2n = 64 nachgewiesen (Sgrensen
1969, Hansen und Hjerting 1996, Gatt et al. 1998). Bei den Chromosomen-
zahlungen zeigte sich, dass Dahlien sehr kleine Chromosomen haben, deren Grolie
etwa 1,5 bis 3,5 ym betragt (Gatt et al. 1998).

Untersuchungen von meiotischen Chromosomenpaarungen ergaben, dass Dahlien-

wildarten mit 2n = 32 und 2n 64 Chromosomen sowie D. variabilis nahezu
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ausschlieBlich Bivalente (Strukturen in denen jeweils zwei Chromosomen mit-
einander paaren) bilden (Lawrence 1929, 1931; Gatt et al. 1998).

Gatt et al. (1999 und 2000a) fuhrten Kreuzungsversuche zwischen unterschiedlichen
Dahlienwildarten sowie zwischen Wildarten und der Gartendahlie durch und
untersuchten die meiotische Chromosomenpaarung der elterlichen Genome mit
Hilfe der GISH- (Genomische in situ Hybridisierung) Methode (siehe 1.3.1).

Temsch et al. (2008) haben zudem durch Durchflusszytometrie die Genomgrof3en
fur Dahlien mit 2n = 32 Chromosomen (Mittelwert 2Cx = 2,35 pg; unter der Annahme
einer Tetraploidie) und 2n = 64 Chromosomen (Mittelwert 2Cx = 2,18 pg; unter der
Annahme einer Oktoploidie) ermittelt. Die Grundlagen beziglich der C-Werte sind
unter Kapitel 1.3.1 aufgefuhrt.

Lawrence (1929, 1931), Lawrence und Scott Moncrieff (1935) und Giannasi (1975)
fuhrten Untersuchungen der Blatenpigmente bei Dahlien durch und stellten dabei
fest, dass die Gartendahlie eine Kombination der Blutenpigmente von Wildarten aus
der Klasse 1 und denen aus der Klasse 2 (siehe 1.1.1) aufweist. Zudem wurde
gezeigt, dass D. variabilis die Blutenfarbe nicht nach dem Muster eines diploiden,

sondern eines polyploiden Organismus vererbt (Lawrence 1931).

1.1.5 Molekularbiologische Untersuchungen an Dahlien

Um Informationen Uber die Genomstruktur von Dahlien zu erhalten, hybridisierten
Gatt et al. (1998) eine Digoxigenin-markierte Sonde der 26S ribosomalen
Ribonukleinsdure (rRNA), die einen Teil der Nukleolusorganisatorregion (NOR)
darstellt, gegen die Genome unterschiedlicher Dahlienwildarten sowie von D.
variabilis. Die Untersuchungen zeigten, dass in dem Genom der Wildarten mit 2n =
32 Chromosomen bis zu acht Kopien der gleichen 26S rRNA vorliegen konnen. Bei
den Dahlienwildarten mit 2n = 64 Chromosomen sowie der Gartendahlie wurden bis
zu 16 Kopien identischer 26S rRNA nachgewiesen. Daraus folgerten die Autoren,
dass die Wildarten mit 2n = 32 Chromosomen aus mindestens einer
Genomaufdopplung hervorgingen und somit bereits polyploid sind (Gatt et al. 1998).
Die Ubrigen molekularen Analysen bezuglich der Phylogenie bei Dahlien von Gatt et
al. (2000) und Saar et al. (2003a) wurden bereits unter Kapitel 1.1.1 erwahnt.
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Es wurden zudem einige Untersuchungen an D. variabilis anhand molekularer
Marker durchgefuhrt. Diese befassten sich jedoch nicht mit der Genomstruktur bzw.
der Entstehungsgeschichte der Gartendahlie, sondern mit der Entwicklung von
Grundlagen fur die Zichtung neuer Sorten. Behr und Debener (2004) fanden
heraus, dass fur D. variabilis bei offener Abblite kaum Selbstungen und hohe
Anteile an Fremdbestaubungen zu erwarten sind. Wird die Blute hingegen vor
Fremdbestaubungen geschutzt, sind Selbstungen moglich. Die Nachkommen, die
aus diesen Selbstungen hervorgingen, wiesen keine phanotypischen Anzeichen von
Inzuchtdepression auf. Dies ist eine grundlegende Beobachtung fur die Entwicklung
von Zuchtstrategien flr neue Dahliensorten, da in nahezu allen auskreuzenden
Arten Inzucht zu einer verminderten Vitalitdt der Nachkommen fuhrt (Wricke und
Weber 1986). Viele Zichtungsprogramme enthalten jedoch oft mindestens einen
Selbstungsschritt (Kawuki et al. 2011).

In einer Analyse von Dahliensorten unterschiedlicher Zichter anhand molekularer
Marker fanden Wegner und Debener (2008) heraus, dass die genetische Diversitat
zwischen den verschiedenen Sorten recht hoch ist. Die Dahliensorten aus den
unterschiedlichen Genpools verschiedener Zichter sowie Sorten, die untereinander
morphologisch sehr ahnlich sind, wiesen ebenfalls diesen hohen Grad an
genetischer Diversitat auf. Daraus folgerten die Autoren, dass die Auspragung
bestimmter zlchterisch relevanter Merkmale von einer relativ geringen Anzahl an
Genen gesteuert wird. Deshalb empfehlen sie fur die Zuchtung neuer Sorten ein
weites Spektrum an unterschiedlichen Sorten mit verschiedenen morphologischen
Eigenschaften als Ausgangsmaterial mit einzubeziehen. Zudem sollte die
Uberflhrung bestimmter einzelner Merkmale in einen Genpool mdglich sein, ohne
drastische negative Effekte auf die Auspragung der Ubrigen zlchterisch relevanten

Merkmale nach sich zu ziehen (Wegner und Debener 2008).

1.2 Polyploidie bei Pflanzen

Es ist davon auszugehen, dass die Dahlienwildarten mit 2n = 32 Chromosomen
bereits mindestens eine Genomaufdopplung vollzogen haben (Gatt et al. 1998). Da
D. variabilis mit 2n = 64 Chromosomen den doppelten Chromosomensatz dieser

Wildarten aufweist, ist anzunehmen, dass die Entstehung der Kulturform auf
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mindestens eine weitere Genomaufdopplung zurtickzufihren ist. Dies deutet darauf
hin, dass D. variabilis ein komplexer polyploider Organismus ist. Bevor die
Hypothesen bezuglich der Genomstruktur der Kulturform dargestellt werden, sollen
daher zunachst einige Definitionen und Aspekte bezlglich der Polyploidie bei
Pflanzen erlautert werden.

Homologe Chromosomen weisen untereinander die gleiche Struktur, z.B. in Bezug
auf die Chromosomenlange und Lage des Centromeres auf. Sie besitzen die Gene
fur dieselben Merkmale in derselben Abfolge und werden in der Regel in gleicher
Anzahl von der Mutter sowie vom Vater an einen Nachkommen vererbt. Wahrend
der Meiose paaren sich homologe Chromosomen und rekombinieren durch den
Mechanismus des Crossing Overs miteinander (Pikaard 2001, Ramsey und
Schemske 2002).

Homodologe Chromosomen hingegen stammen von zwei unterschiedlichen Arten.
Daher weisen sie untereinander Strukturunterschiede auf und kdénnen deshalb, im
Gegensatz zu homologen Chromosomen, nicht miteinander rekombinieren, wenn
sie durch eine Arthybridisierung in ein und denselben Organismus gelangen
(Pikaard 2001, Ramsey und Schemske 2002).

Polyploide Organismen besitzen eine hohere Anzahl an Chromosomen als diploide
Organismen der gleichen Gattung. Dies ist die Folge einer teilweisen oder
vollstandigen Aufdopplung des Chromosomensatzes der diploiden Form. Die
verschiedenen Typen der Polyploidie werden im Folgenden erlautert.

Im Genom von aneupolyploiden Organismen liegen ein oder mehrere
Chromosomen des Basischromosomensatzes (x) in aufgedoppelter Form vor (Grant
1981). Ein Beispiel fur Aneupolyploidie und die daraus resultierenden
Konsequenzen fur den Phanotyp des betroffenen Organismus stellt Datura
stramonium dar. Von dieser Art existieren verschiedene aneuploide Formen, die
jeweils ein bestimmtes Chromosom in doppelter Ausfihrung aufweisen. Je nachdem
welches Chromosom aufgedoppelt im Genom vorliegt, hat dies eine spezifische
Abnormitat in der Fruchtform des jeweiligen Genotyps zur Folge (Blakeslee 1921,
1934).

Im Gegensatz zu Aneupolyploiden besitzen eupolyploide Organismen eine héhere
Anzahl des gesamten Basischromosomensatzes gegenuber der diploiden Form
(Gray 1986). Somit weisen eupolyploide Organismen mindesten drei Ausfuhrungen

des haploiden Chromosomensatzes auf. Wesentlich haufiger kommen Polyploide
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mit geraden Ploidiestufen vor, wie z.B. Tetraploide (4x), Hexaploide (6x) oder
Oktoploide (8x). Die zwei haufigsten Ploidietypen bei Eupolyploiden sind neben der
Endopolyploidie die Allopolyploidie und die Autopolyploidie (Kihara und Ono 1926,
Stebbins 1947).

Autopolyploide Organismen entstehen auf naturliche Weise in der Regel durch die
Fusion zweier unreduzierter Gameten innerhalb einer Art (Belling 1924). Auf diese
Weise werden zwei komplette Genome, die strukturell sehr ahnlich sind, in einem
einzelnen Organismus vereint. Dadurch liegen im Genom eines autopolyploiden
Organismus zwar erhdohte Anzahlen an homologen, jedoch keine homoologen
Chromosomen vor. Wenn wahrend der Meiose mehr als zwei homologe
Chromosomen vorhanden sind, bilden diese i.d.R. Strukturen, in denen alle
entsprechenden Homologen miteinander paaren. Diese Strukturen werden als
Multivalente bezeichnet. In diesen Multivalenten ist eine freie Rekombination
zwischen allen beteiligten homologen Chromosomen zu erwarten. Deshalb ist fir
Autopolyploide von einer freien und intergenomischen Rekombination zwischen den
Ursprungsgenomen auszugehen. Unter dieser freien Paarung der homologen
Chromosomen sind somit alle moglichen Kombinationen der Allele fir ein Merkmal
moglich. Diese Art der Vererbung wird als polysome Vererbung bezeichnet
(Stebbins 1947). Erfolgt die freie Paarung und Rekombination bei autotetraploiden
Organismen zwischen vier homologen Chromosomen, wird die Vererbung als
tetrasome Vererbung bezeichnet. Autooktoploide mit acht homologen
Chromosomen weisen hingegen eine oktosome Vererbung auf. Unter der
Ausbildung von Multivalenten wahrend der Meiose kann es zu einem Effekt
kommen, der als Doppelreduktion bezeichnet wird. Dabei gelangen zwei Allele von
Schwesterchromatiden in denselben Gameten (Mather 1936). Dieser Effekt muss
bei Spaltungsanalysen autopolyploider Organismen bertcksichtigt werden, da er
Auswirkungen auf die Spaltungsverhaltnisse von Merkmalen bzw. Markern haben
kann (Mather 1936). Daher kann es bei der Vererbung betroffener Merkmale bzw.
molekularer Marker zu Abweichungen gegenuber den mendelschen Regeln
kommen (Luo et al. 2006).

Allopolyploide Organismen hingegen entstehen in der Natur meist durch die Fusion
zweier unreduzierter Gameten von zwei verschiedenen diploiden Arten. In der Regel
sind die Arten, die zu einem allopolyploiden Organismus fusionieren, zwar

miteinander verwandt, jedoch bestehen zwischen den Genomen der Ursprungsarten
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Strukturunterschiede. Aufgrund dieser Strukturunterschiede stellen die beiden
Ausgangsgenome zwei Subgenome in einem allotetraploiden Organismus dar. Die
einander entsprechenden Chromosomensatze innerhalb eines jeden diploiden
Subgenomes sind homolog, zwischen den beiden Subgenomen jedoch homdolog
(Ramsey und Schemske 2002). Wahrend der Meiose paaren und rekombinieren
ausschlieRBlich die homologen Chromosomen innerhalb eines Subgenomes
miteinander, die homoologen jedoch nicht. Es herrscht also eine praferentielle
Paarung der beiden homologen Chromosomen innerhalb eines jeden diploiden
Subgenomes. Daher bilden Allopolyploide wahrend der Meiose eine hohe Frequenz
an Bivalenten. Die daraus resultierende Art der Vererbung wird als disome
Vererbung bezeichnet (Stebbins 1947), da jeweils zwei homologe Chromosomen
der diploiden Subgenome miteinander paaren und rekombinieren. In Folge dessen
findet keine intergenomische Rekombination zwischen den elterlichen Subgenomen
statt. Daher ist fur Allopolyploide nicht mit einer freien Kombination aller Allele fiir ein
Merkmal bzw. fur einen Genort zu rechnen.

Ein typisches Merkmal von Allopolyploiden ist die fixierte Heterozygotie (Carson
1967). Fixierte Heterozygotie entsteht, wenn zwei diploide Genome, die fur einen
Locus polymorphe homozygot dominante Allele aufweisen, zu einem allopolyploiden
Organismus fusionieren. Da in diesem die beiden diploiden Subgenome nicht
miteinander rekombinieren konnen, gelangen beide Allele der diploiden
Ursprungsarten fur den entsprechenden Locus in jeden Gameten, den der
allopolyploide Organismus bildet. In der gesamten Nachkommenschaft liegen diese
beiden Allele demzufolge in einer heterozygoten Konstellation fixiert vor (Sybenga

1969), wie in der folgenden Abbildung 1 dargestellt ist.
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Abbildung 1: Fixierte Heterozygotie bei Allopolyploiden. Die diploiden Arten 1 und 2
fusionieren zu einem Allopolyploiden. Bei der Gametenbildung gelangt
jeweils ein homologes Chromosom (1A bis 2B) eines der beiden diploiden
Subgenomes des Allopolyploiden in einen Gameten, weshalb diese in
fixierter Heterozygotie vorliegen.

Dies stellt fur den entsprechenden Organismus unter evolutionaren Aspekten einen
Vorteil dar. Da die Heterozygotie die Grundlage fur Heterosis ist, kann fir den
allopolyploiden Organismus eine Mehrleistung gegenlber seinen diploiden
Vorfahren fur das entsprechende Merkmal erwartet werden (Soltis und Soltis 2000).
Zudem setzen sich natirlich entstandene allopolyploide Populationen meist
zunachst aus nur wenigen Individuen zusammen, weshalb fur diese ein erhdhtes
Risiko der Inzuchtdepression besteht. Die fixierte Heterozygotie puffert diese ab und
bleibt sogar bei einer Selbstbefruchtung erhalten. Auf diese Weise wird die
Akkumulation rezessiver Merkmale, die zu Inzuchtdepression fuhren kann,
verhindert (Soltis und Soltis 2000).

Jedoch haben die Genomhybridisierung und der daraus resultierende Anstieg an
Komplexitat des Vererbungsmechanismus nicht ausschlieBlich Vorteile fir den
betroffenen Organismus. Vor allem fur autopolyploide Organismen, die wahrend der
Meiose eine hohe Frequenz an Multivalenten bilden, besteht das Risiko

unbalancierte Gameten zu produzieren. Dies kann direkt oder in nachfolgenden
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Generationen zu einer verminderten Fertilitat fGhren (Howard 1938, Stebbins 1947,
Gottschalk 1976). In besonderem Male trifft dies fir Organismen mit einer
ungeraden Anzahl an Basischromosomensatzen zu (Griffiths et al. 1999). Vermutlich
ist dies eine der Ursachen daflr, dass polyploide Organismen nach der
Genomaufdopplung einen Prozess durchlaufen, der als Diploidisierung bezeichnet
wird (Song et al. 1995, Wolfe 2001, Kashkush et al. 2002). Die Diploidisierung
erfolgt gewohnlich Uber mehrere Generationen und kann Uber mehrere Millionen
Jahre andauern (Soltis und Soltis 1993, Doyle et al. 2008). Dabei entwickelt sich ein
polyploider Organismus auf zytologischer und genetischer Ebene wieder in einen
diploiden. Wahrend dieses Prozesses behalt er die hohere Anzahl an
Chromosomen, die er in Folge der Genomaufdopplung besitzt, bei. Wahrend der
Diploidisierung erfolgt eine Strukturveranderung der Chromosomen, die dazu fuhrt,
dass grolkere Homologengruppen in strukturell gleiche Homologen-Paare aufge-
trennt werden (Wolfe 2001). Dies hat zur Folge, dass auf zytologischer Ebene
wahrend der Meiose eine verminderte Frequenz an Multivalenten, und stattdessen
verstarkt Bivalente, gebildet werden. Auf genetischer Ebene fuhrt die Diploidisierung
zu einer Reduktion redundanter Loci. Auf diese Weise wird das Risiko unbalancierte
Gameten auszubilden gemindert. Dadurch werden die Faktoren, die zu Sterilitat
fuhren koénnen, verringert (Doyle 1963, Sybenga 1969). Ist der Prozess der
Diploidisierung vollzogen, kann der ehemals polyploide Organismus eine weitere
Genomaufdopplung durchlaufen (Adams und Wendel 2005, Doyle et al. 2008).

Dieser Prozess der Diploidisierung folgt direkt auf die Genomaufdopplung und kann
besonders in den ersten Generationen nach der Polyploidisierung drastische Effekte
auf die Genomstruktur der entsprechenden Nachkommen haben (McClintock 1984,
Feldman et al. 1986, Soltis und Soltis 1993). Daher ist die genetische Konstitution
eines betroffenen Individuums kein statischer Zustand, sondern unterliegt vielmehr
einem dynamischen Prozess (Ramsey und Schemske 2002). Deshalb ist es haufig
nicht moglich den Ploidiestatus eines Organismus eindeutig einer der oben
aufgefihrten Kategorien zuzuordnen. Dies sagte bereits Stebbins (1947) bei der
Unterteilung beider Ploidietypen voraus. Haufig reicht daher eine zytologische oder
molekulare Methode allein nicht aus um den Ploidietypus eines Organismus

eindeutig zu klassifizieren.
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1.2.1 Bedeutung der Polyploidie fur die Evolution und Artenbildung

Bereits altere Untersuchungen haben gezeigt, dass 50 bis 70 % aller Arten der
Blutenpflanzen mindestens eine Genomaufdopplung in ihrer Entwicklung vollzogen
haben (Stebbins 1971, Soltis und Soltis 1993, Masterson 1994). Neuere
Untersuchungen hingegen deuten darauf hin, dass wahrscheinlich alle Blaten-
pflanzen im Laufe ihrer Entwicklungsgeschichte mindestens eine Genomauf-
dopplung durchlaufen haben (Otto und Whitton 2000, Cui et al. 2006). Somit scheint
die Polyploidisierung einen wichtigen Faktor fir die gesamte Evolution und
Artenbildung der Blatenpflanzen darzustellen (Clausen et al. 1945, Stebbins 1950,
Grant 1981). Eine Hypothese bezlglich der Bedeutung der Polyploidie fir die
Evolution basiert auf einem Aspekt der genetischen Diploidisierung und wird im
Folgenden erlautert.

Da in einem, beispielsweise tetraploiden Organismus, zwei diploide Genome vereint
sind, liegt fur jeden Genort die DNA-Sequenz beider diploider Ausgangsgenome in
diesem Organismus vor. Aufgrund dieser Redundanz kann eine der elterlichen DNA-
Sequenzen flir ein Merkmal Mutationen akkumulieren, wahrend die Funktion fir
dieses Merkmal von dem anderen diploiden Elterngenom aufrechterhalten wird.
Somit ist die metabolische Funktionalitat in dem polyploiden Organismus fur das
entsprechende Merkmal gewahrleistet, wodurch die ggf. negativen Effekte einer
Mutation abgepuffert werden koénnen. Polyploide weisen deshalb eine hdhere
Toleranz gegenuber Mutationen als ihre diploiden Verwandten auf (Kellog 2003).
Dadurch verflgen polyploide Organismen uUber das Potential zusatzliche Variationen
fur ein Merkmal auszubilden (Doyle et al. 2008). Durch diese erhdhte Variation in
der Auspragung von Merkmalen besitzen Polyploide unter evolutionaren
Gesichtspunkten einen Vorteil gegenuber ihren diploiden Verwandten (Kellog 2003).
Ein weiterer Aspekt der Diploidisierung basiert auf der Neuorganisation des
Genomes des polyploiden Organismus, die auf eine Genomaufdopplung folgt (Liu
und Wendel 2002). Dieser Prozess hat besonders in den ersten Generationen nach
einem Hybridisierungsereignis drastische Auswirkungen auf die Genomstruktur
(McClintock 1984, Feldman 1997). Die dabei involvierten Mechanismen umfassen
u.a. eine erhohte Aktivitat von Transposons (McClintock 1984, Zhao et al. 2008),
epigenetische Effekte durch Anderungen der DNA-Methylierung (Song et al. 1995,
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Comai et al. 2000), den Ausschluss repetitiver- (Feldman et al. 1997, Pestsova et al.
1998) und ribosomaler DNA-Sequenzen (Volkov et al. 1999), Gendosis-
kompensation (Galili und Feldman 1984) sowie Gen-,Silencing” (Stilllegung) durch
Ribonukleinsaure Interferenz (RNAI). Diese Prozesse der strukturellen Veranderung
des Genomes, in Kombination mit der langfristigen Akkumulation von Mutationen
(siehe oben), fihren zu einer Neuorganisation grol3er Bereiche des Genomes sowie
einer Diversifizierung, Neofunktionalisierung und Subfunktionalisierung einzelner
Gene (Adams und Wendel 2005). Dadurch kénnen Polyploide neue Genfunktionen
generieren, die zur Auspragung anderer morphologischer Merkmale, metabolischer
Prozesse und Eigenschaften im Reproduktionsmechanismus gegenlber ihren
diploiden Ursprungsarten fuhren konnen (Doyle et al. 2008). Deshalb und in Folge
ihrer komplexeren Vererbung sind Polyploide in einem hoheren Malde als Diploide in
der Lage sich an vielfaltigere Umweltbedingungen sowie biotische Stressfaktoren
anzupassen. Wahrscheinlich haben sie deshalb oft weitere Verbreitungsgebiete als
ihre diploiden Verwandten. So ist haufig zu beobachten, dass in Gegenden mit
extremen Klimaten wie z.B. in exponierten Hohenlagen (Meyer und Schartl 1999,
Ohno 1999) und in arktischen Regionen (Nadeau und Sankoff 1997, Wang und Gu
2000) polyploide Organismen in hoheren Frequenzen vorzufinden sind.

Polyploide Pflanzen weisen auRerdem physiologische Eigenschaften auf, die zu
Vorteilen in der Fortpflanzung gegenuber ihren diploiden Verwandten fuhren
konnen. Diese resultieren daraus, dass sie oft groRere Bluten (Husband und
Schemske 2000) besitzen, héher wachsen und ein weiteres Spektrum an
Blutenpigmenten kombinieren kénnen. Haufig wurde beobachtet, dass polyploide
Blutenpflanzen einen intensiveren Blutenduft als ihre diploiden Vorfahren aufweisen
(Comai 2005). Die Intensivierung solcher optischer bzw. volatiler Reize oder eine
verlangerte BlUihphase kdnnen Bestauberinsekten dazu veranlassen solche
polyploiden Organismen in hdherer Frequenz anzufliegen als deren diploide
Verwandte (Segraves und Thompson 1999, Kennedy et al. 2006). Zudem weisen
Polyploide haufig geringere Raten an Selbstinkompatibilitat und Inzuchtdepression
als Diploide auf, wodurch sie besser in der Lage sind erfolgreich Populationen in
neuen Habitaten zu etablieren (Barringer 2007). Diese Faktoren haben zur Folge,
dass die Polyploiden ihre diploiden Verwandten haufig aus ihrem ursprunglichen
Habitat verdrangen, wodurch diese oft aussterben (Jackson und Hauber 1994,

Masterson 1994, Guerra 2008, Jakob und Blattner 2010). Diese Beispiele zeigen,
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dass Polyploide ein hohes Anpassungspotential aufweisen um neue 6kologischen
Nischen zu besetzen (Ramsey und Schemske 1998). Die Genomaufdopplung und
die darauf folgende Diploidisierung sind eine treibende Kraft fur die Adaption sowie
die Artenbildung im Pflanzenreich, und stellen somit wichtige Faktoren fur die
gesamte Evolution und Artenvielfalt dar (Stebbins 1947, Soltis et al. 2009). Die
Mechanismen, welche diesen Prozessen zugrunde liegen, sind noch nicht in vollem
Umfang erfasst und bis heute nur teilweise verstanden (Wolfe 2001, Baack 2004,
Doyle et al. 2008).

1.3 Methoden zur Analyse polyploider Pflanzen

1.3.1 Zytologische Methoden fur Untersuchungen von Polyploiden

Eine klassische Methode zur Untersuchung von Polyploiden ist das Anfarben von
Chromosomen, Genomabschnitten oder ganzen Genomen. Die Farbung der
Chromosomen ist hierbei am einfachsten durchzufiihren. Sie kénnen dadurch gut
sichtbar gemacht und ausgezahlt werden. Abweichungen gegenuber der
Chromosomenanzahl eines verwandten diploiden Organismus liefern einen Hinweis
daruber, ob das gesamte Genom oder Teile des Genomes gegenuber der diploiden
Form aufgedoppelt vorliegen. Die Anfarbung von Chromosomen ermdglicht zudem
deren Paarung wahrend der Meiose zu beobachten. Haufig werden
Farbungsmethoden und DNA-DNA-Hybridisierungstechniken miteinander kombi-
niert. Daraus ergeben sich zusatzliche Anwendungsmaglichkeiten, die in Bezug auf
die Genomstruktur eines Organismus einen hoheren Informationsgehalt bieten. Fur
die Genomische in situ Hybridisierung (GISH) kénnen potentielle Elter- bzw.
Ursprungsgenome mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert und gegen das
Genom eines hybriden bzw. allopolyploiden Nachkommen hybridisiert werden. Auf
diese Weise kdonnen die Anteile der Ursprungsgenome solcher Organismen ermittelt
und der Anteil der rekombinierten Genomfraktion beider Ursprungsarten dargestellt
werden (D’Hont 2005).

Durch das Anfarben eines hoch konservierten DNA-Abschnittes und der
anschlielfenden Hybridisierung gegen ein entsprechendes Genom kdnnen

Ruckschlisse dariber gezogen werden, wie haufig dieser DNA-Abschnitt in dem
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Genom vorhanden ist. Dies ermoglicht die Anzahl der vollzogenen
Genomaufdopplungen und die Diversitat der daran beteiligten Ursprungsgenotypen
zu ermitteln. Dafur wird haufig die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
angewendet. Als Sonde werden dabei oft Abschnitte der Nukleolusorganisatorregion
(NOR) verwendet, da diese eine der am starksten konservierte DNA-Region der
Eukaryoten darstellt (Hillis und Dixon 1991, Lipscomb et al. 1998). Die Anwendung
dieser Technik hat jedoch gezeigt, dass die Anzahl der detektierten NORs nicht
zwangslaufig mit der Anzahl der erfolgten Genomaufdopplungen korreliert. Zudem
bleiben haufig nicht alle verschiedenen NORs der unterschiedlichen
Ursprungsgenotypen eines hybriden oder allopolyploiden Genomes in diesem
tatsachlich erhalten (Wendel et al. 1995, Schilling et al. 1998). Stattdessen bleibt
zumeist die entsprechende DNA-Sequenz eines Elters erhalten, wahrend die des
anderen Elters eliminiert bzw. Uberschrieben wird (Vanzela et al. 2002, Poczai und
Hyvonen 2010).

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Ploidiestufe ist die Durchfluss-
zytometrie. Dabei wird die GenomgroRe in Pikogramm (pg) gemessen und als
Chromatin-Wert (C-Wert) angegeben. Der 1Cx-Wert gibt die GroRe des haploiden
Chromosomensatzes an. Der 2Cx-Wert bezieht sich auf die Grolle des diploiden
Chromosomensatzes in Relation zu der zu erwarteten Ploidiestufe. Der 2C-Wert gibt
die Grofde des gesamten Chromosomensatzes unabhangig von der Ploidiestufe an
(Greilhuber et al. 2005). Anhand des 2C-Wertes konnen die Genomgrofden
verschiedener Ploidiestufen einer Gattung miteinander verglichen und in Verhaltnis
zueinander gesetzt werden. Um die Ploidiestufe eines Organismus auf diese Weise
zu ermitteln ist es jedoch notwendig eine zytologisch eindeutig bestimmte
Ploidiestufe mit einzubeziehen, um diese in Relation zu den Ubrigen Ploidiestufen zu

setzen.
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1.3.2 Molekulare Methoden fiir Untersuchungen von Polyploiden

Die Methoden fur genetische Untersuchungen bei polyploiden Pflanzen basieren
grofltenteils auf der Anwendung molekularer Marker. Deshalb werden zunachst
einige Grundregeln fir die Auswertung von Markern bei Polyploploiden dargestellt.
Fur Polyploide werden molekulare Marker, auch wenn sie kodominant vererbt
werden, stets dominant ausgewertet (D’Hont et al. 1994). Da die gangigen
Kartierungsprogramme wie JoinMap (Van Ooijen 2006) und Mapmaker (Lander et
al. 1987) fur diploide Organismen konzipiert wurden, ist die Kodierung und
Verrechnung kodominanter Markerdaten fur Polyploide anhand dieser
Kartierungsprogramme haufig nicht moglich. Dies wird durch die dominante
Kodierung der Markerdaten umgangen. Zwar gibt es auch Kartierungsprogramme
fur Polyploide wie Tetraploidmap (Hackett et al. 2007) und Onemap (Margarido et al.
2007). Jedoch werden fur Tetraploidmap Vorkenntnisse Uber den Ploidietypen sowie
die Ploidiestufe bendtigt. Onemap hingegen ist nicht ausreichend etabliert. Die
dominante Auswertung der Spaltungsdaten erleichtert zudem die Verrechnung
dieser Daten durch einige statistische Methoden, die flr eine Unterscheidung
zwischen den Ploidietypen Allopolyploid und Autopolyploid angewendet werden
konnen. Diese werden im Folgenden vorgestellt.

FUr Spaltungsanalysen bei polyploiden Organismen wird unabhangig vom
Markertypen zwischen Singledose (SD)- und Multidose (MD)-Markern
unterschieden. Im Falle eines SD-Markers wird ein Locus amplifiziert, an dem sich
fur den betroffenen Elter lediglich ein dominantes Allel befindet. Durch einen MD-
Marker hingegen wird ein Locus detektiert, an dem sich fir den betroffenen Elter
mehr als ein dominantes Allel befindet. Uniparentale SD-Marker spalten in einer
Nachkommenschaft in einem Verhaltnis von 1:1, biparentale SD-Marker hingegen in
einem Verhaltnis von 3:1 (siehe Tabellen 20 und 21 im Anhang). Diese
Spaltungsverhaltnisse weisen SD-Marker unabhangig vom Ploidietypus und der
Ploidiestufe auf. Sie ermdglichen deshalb anhand des Spaltungsverhaltnisses
keinen Ruckschluss auf die genetische Konstitution des Organismus. Die
Spaltungsverhaltnisse der SD-Marker bei Polyploiden entsprechen denen von

diploiden Organismen in einer segregierenden Nachkommenschaft. Deshalb kdnnen
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ausschlieBlich diese Marker fir die Kartierung von Polyploiden anhand der
Kartierungsprogramme JoinMap und Mapmaker verwendet werden.

Im Gegensatz zu SD-Markern konnen durch MD-Marker unterschiedliche Spaltungs-
verhaltnisse fur die verschiedenen Ploidietypen bzw. Ploidiestufen nachgewiesen
werden. Jedoch sind die Unterschiede zwischen diesen Spaltungsverhaltnissen
haufig nicht sehr gro3. Deshalb missten Spaltungsanalysen flir Polyploide in sehr
grolRen segregierenden Nachkommenschaften durchgefuhrt werden, um eine
eindeutige Unterscheidung der Spaltungsverhatnisse durch den Chi-Quadrat-
Anpassungstest (Pearson 1900) oder entsprechende Bayesianische Ansatze (Olson
1997) zu erreichen.

Eine weitere Methode zur Unterscheidung zwischen den unterschiedlichen
Ploidietypen stellt die Ermittlung des Verhaltnisses zwischen SD- und MD-Markern
dar. Da Silva et al. (1993) haben die theoretische Verteilung von SD-Markern zu
MD-Markern fir Allopolyploide und Autopolyploide berechnet. Wird das Verhaltnis
von SD- zu MD-Markern fur einen Organismus ermittelt, kann dieses mit den
theoretischen Verteilungen fur Allo- und Autopolyploide verglichen werden. Auf
diese Weise erhalt man einen Hinweis auf den Ploidietypus des entsprechenden
Organismus.

Ein eindeutiger Indikator fir die Bestimmung des Ploidietypus ergibt sich aus den
Unterschieden in der meiotischen Chromosomenpaarung zwischen Allo- und
Autopolyploiden. Wie unter 1.2 dargestellt, fuhrt die praferentielle Paarung zwischen
den homologen Chromosomen bei Allopolyploiden zu einer hohen Frequenz an
Bivalenten. Da die beiden beteiligten Homologen anschliefend in unterschiedliche
Gameten aufgeteilt werden, sind Marker bzw. Merkmale, die auf einem dieser
homologen Chromosomen lokalisiert sind, zu denen auf dem entsprechenden
anderen homologen Chromosom in der Repulsionsphase gekoppelt. Autopolyploide
hingegen weisen eine héhere Anzahl an homologen Chromsomen auf, die wahrend
der Meiose miteinander paaren. Dabei besteht fur jedes homologe Chromosom die
gleiche Wahrscheinlichkeit wahrend der Meiose auf ein bestimmtes anderes
homologes Chromosom zu treffen. Welche der homologen Chromosomen in einer
solchen Gruppe wahrend der Meiose miteinander paaren und rekombinieren ist
deswegen zufallig. Daher hat keiner der homologen Chromosomen einen festen
Paarungspartner, der anschliefend in einen anderen Gameten uberfuhrt wird.

Deshalb werden, im Gegensatz zu Allopolyploiden, zwei bestimmte homologe
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Chromosomen nicht immer getrennt voneinander vererbt. Aufgrund dessen kann der
Grad an Repulsionskopplung zwischen Merkmalen bzw. Markern als Mal fur die
Unterscheidung zwischen den beiden Ploidietypen Allopolyploid und Autopolyploid
herangezogen werden. Dieses kann durch das Verhaltnis von Markern, die in der
Attraktionsphase gekoppelt sind, zu Markern, die in der Repulsionsphase gekoppelt
sind, gemessen werden. Da es bei einer ansteigenden Anzahl an homologen
Chromosomen schwieriger wird Repulsionskopplung zwischen Merkmalen bzw.
Markern, die auf zwei unterschiedlichen Homologen lokalisiert sind, nachzuweisen,
kann das Verhaltnis von Attraktionskopplungen zu Repulsionskopplungen zusatzlich
einen Hinweis auf die Ploidiestufe liefern (Wu et al. 1992).

Dieser Einfluss der Repulsionskopplung zwischen den homologen Chromosomen
kann ebenfalls durch sequenzspezifische Marker, wie beispielsweise
Mikrosatellitenmarker, nachvollzogen werden. Anhand solcher Marker kann flr
einen Genort jeweils ein Allel fur jedes homologe bzw. homdéologe Chromosom, auf
dem die entsprechende Primerbindungsstelle lokalisiert ist, amplifiziert werden. Da
unter disomer Vererbung zwei homologe Chromosomen stets in unterschiedliche
Gameten gelangen, ist unter diesem Vererbungstypen zu erwarten, dass zwei Allele,
die auf den beiden unterschiedlichen homologen Chromosomen eines Subgenomes
lokalisiert sind, stets getrennt voneinander vererbt werden. Deshalb erfolgt unter
disomer Vererbung keine freie Kombination der entsprechenden parentalen Allele
fur einen Locus in einer Nachkommenschaft. Bei polysomer Vererbung hingegen ist
mit einer freien Kombination aller Allele, die anhand eines sequenzspezifischen
Markers amplifiziert werden, zu erwarten. Deshalb ermoglicht es bereits die visuelle
Auswertung der Spaltungsmuster solcher Marker, Ruckschlisse auf den
Ploidietypen eines Organismus zu ziehen (Rodzen und May 2002). Sind zudem alle
Allele, die durch einen sequenzspezifischen Marker amplifiziert werden, polymorph,
entspricht die Anzahl der amplifizierten Banden der Anzahl der homologen bzw.
homoologen Chromosomen des betroffenen Organismus. Daher konnen solche
Marker ebenfalls einen Hinweis auf die Ploidiestufe des untersuchten Organismus
liefern.

Fur viele polyploide Organismen wurde nachgewiesen, dass sie anhand ihrer
Charakteristika nicht eindeutig einem Ploidietypus zugeordnet werden konnen,
sondern Mischformen zwischen unterschiedlichen Ploidietypen darstellen (Rodzen
und May 2002, Lerceteau-Kdhler 2003, Jannoo et al. 2004, Stift et al. 2008).
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Deshalb wurden z.B. von Wu et al. (2001), Cao et al. (2004), Jannoo et al. (2004)
sowie von Stift et al. (2008) markerbasierte Methoden entwickelt, die ebenfalls eine
Charakterisierung von Zwischenformen zwischen den unterschiedlichen Ploidie-
typen ermdglichen.

Die Berechnung einer Kopplungskarte auf der Basis molekularer Marker ermdglicht
es fur Polyploide die Kopplungsgruppen (KGs) in Homdologengruppen einzuteilen.
Eine Homodologengruppe umfasst alle einander entsprechenden homologen und
homodologen KGs beider Kartierungseltern. Bei der Kartierung werden die
Kopplungsphasen der Marker ermittelt. Dadurch kann nachvollzogen werden, in
welcher Beziehung die homologen bzw. homdologen Chromosomen zueinander
stehen. Auf diese Weise konnen RuUckschlusse auf den Ploidietypus eines
Organismus gezogen werden. Die Anzahl der detektieten homologen bzw.
homdologen Chromosomen liefert zudem Informationen Uber die Ploidiestufe des
betroffenen Organismus. Fur die Identifizierung von homologen und homaoologen
Chromsomen konnen bei der Kartierung sequenzspezifische Marker, SD-Marker, die
in der Repulsionsphase gekoppelt sind und MD-Marker genutzt werden (Aitken et al.
2005). Ein Vergleich mit diploiden Verwandten, fur die bereits eine Kopplungskarte
erstellt wurde, erleichtert zusatzlich die Identifikation der homologen und
homdologen KGs anhand sequenzspezifischer Marker (Rousseau-Gueutin et al.
2008).

Die Sequenzierung grofer Bereiche des Genomes bzw. ganzer Genome von
Pflanzen, wie Beispielweise flr Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis Genome
Initiative 2000) oder Mais (Zea mays; Gaut und Doebley 1997), zeigten, dass weite
Bereiche des Genomes dieser Pflanzen dupliziert vorliegen, obwohl sie die
Vererbung eines diploiden Organismus aufweisen. Dies deutet darauf, dass diese
Pflanzen im Laufe ihrer Entwicklung Genomaufdopplungen vollzogen und
anschlielend den Prozess der Diploidisierung durchlaufen haben (siehe 1.2). Daher
konnen anhand der Sequenzierung des Genomes eines Organismus Ruckschlusse
auf Genomaufdopplungen gezogen werden, die im Laufe seiner Entwicklung

stattgefunden haben.
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1.4 Hypothesen zur Genomstruktur von Dahlia variabilis

Wie bereits unter 1.1.4 dargestellt ist D. variabilis ein polyploider Organismus.
Jedoch ist nicht eindeutig geklart, welche Ploidiestufe und welchen Ploidietypus die
Gartendahlie sowie die Dahlienwildarten aufweisen.

Sgrensen (1969) vermutete, dass die Arten mit 2n = 32 Chromosomen diploid seien,
da dies die niedrigste Ploidiestufe fur die Gattung Dahlia darstellt. Lawrence (1929)
und Darlington (1973) hingegen nahmen an, dass die Arten mit 2n = 32
Chromosomen tetraploid seien, da der Basischromosomensatz von x = 16 fir
Diploide sehr hoch sei. Daraus folgerte Lawrence (1970), dass der Basis-
chromosomensatz von Dahlien x = 8 sei. Gatt et al. (1998) kamen ebenfalls zu dem
Ruckschluss, dass die Arten mit 2n = 32 Chromosomen nicht diploid seien, da die
hohe Anzahl an NORs (Nukleolusorganisatorregionen, bis zu acht Kopien; siehe
1.1.5) in ihrem Genom darauf deutet, dass diese Wildarten bereits eine
Genomaufdopplung vollzogen haben (Gatt et al. 1998). Aufgrund der hohen
Frequenz an Bivalenten vermutete Lawrence (1929, 1970), dass die Arten mit 2n =
32 Chromosomen allotetraploid und deren diploide Vorfahren ausgestorben seien.
Gatt et al. (1998) konnten jedoch im Genom dieser Arten keine strukturellen
Unterschiede zwischen den Chromosomen nachweisen, wie sie fur Allopolyploide zu
erwarten waren. Dennoch kamen sie, aufgrund der hohen Frequenz an Bivalenten
bei den Arten mit 2n = 32 Chromosomen, ebenfalls zu dem Schluss, dass diese
allotetraploid seien. Wie unter Kapitel 1.1.4 bereits erwahnt, gibt es in einigen
Dahlienwildarten sowohl Genotypen mit 2n = 32 als auch Genotypen mit 2n = 64
Chromosomen. Aufgrund der hohen Gemeinsamkeit der phanotypischen Merkmale
zwischen diesen Genotypen mit unterschiedlichen Chromosomenanzahlen innerhalb
einzelner Arten liegt die Schlussfolgerung nahe, dass die Genotypen mit 2n = 64
autopolyploide Nachkommen der Genotypen mit 2n = 32 Chromosomen sind (Gatt
et al. 1998). Diese Annahme wirde auf eine hohe Frequenz an Multivalenten
wahrend der Meiose flr die Genotypen mit 2n = 64 Chromsomen schlie3en lassen.
Jedoch bilden die Dahlienwildarten mit 2n = 32 Chromosomen, die Arten mit 2n = 64
Chromosomen sowie D. variabilis wahrend der Meiose deutlich mehr Bivalente und
weniger Multivalente, als dies fur einen autopolyploiden Organismus zu erwarten

ware. Aus diesem Grund zogen Gatt et al. (1998) den Schluss, dass Dahlien Uber
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einen Bivalente fordernden Mechanismus verfligen, wie er fur allohexaploiden
Weizen (Triticum aestivum) bekannt ist. Dieser basiert auf einem Gen, dass als Phl
(Pairing homoeologous 1) bezeichnet wird. Phl unterdrickt die Paarung zwischen
den homoologen Chromosomen der unterschiedlichen Subgenome und fordert die
Paarung homologer Chromosomen innerhalb der Subgenome in Bivalenten. Bei
einer Deletion des entsprechenden Chromosomenabschnittes, auf dem Phl
lokalisiert ist, paaren in allopolyploiden Weizenarten homologe und homdologe
Chromosomen der verschiedenen Subgenome, bei einer erhdhten Frequenz an
Multivalenten, miteinander (Riley und Chapman 1958, Riley et al. 1959).

Anhand der Ergebnisse der Untersuchungen an Dahlien wurden unterschiedliche
Hypothesen zur Entstehung von D. variabilis entwickelt. Lawrence (1970) fuhrte die
hohe Frequenz an Bivalenten darauf zurlick, dass im Genom von D. variabilis zwei
Subgenome vereint seien. Deswegen vermutete er, dass ein Hybrid aus Arten der
Klasse 1 und Klasse 2 (siehe 1.1.1) mit 2n = 32 Chromosomen eine Genomauf-
dopplung vollzogen hat, aus der D. variabilis hervorging. Hansen und Hjerting (1996)
hingegen vermuteten, dass unterschiedliche Genotypen von D. coccinea mit 2n = 64
Chromosomen und die Wildart D. sorensenii (2n = 64 Chromosomen) miteinander
hybridisierten. Daraus sei die Hybride D. pinnata hervorgegangen, die Desfontaines
(1829) in D. variabilis umbenannt hatte.

Die Methoden, welche bisher fur die Untersuchungen bei Dahlien angewendet
wurden, fuhrten zu keinem eindeutigen Ergebnis bezlglich der Entstehung von D.
variabilis sowie den Ploidiestufen und den Ploidietypen der Arten der Gattung
Dahlia. Daher erscheint eine Untersuchung der Vererbung von D. variabilis anhand
molekularer Marker sinnvoll. Dies konnte Ruckschlisse auf die Genomstruktur
sowie die Entstehung dieser Art zulassen und zusatzliche Kenntnisse fur die

Entwicklung von Zuchtmethoden flr neue Dahliensorten liefern.

1.5 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Vererbung von D. variabilis anhand
molekularer Marker zu untersuchen und so Informationen Uber den Ploidietypus und
die Ploidiestufe dieser Art zu erhalten. Aus den daraus resultierenden Erkenntnissen

sollten Ruckschlisse auf die Entwicklung von Zuchtstrategien fir neue Dahlien-
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sorten gezogen werden. Dafur wurden in den Nachkommenschaften K1 und K5
Spaltungsanalysen anhand molekularer Marker durchgefihrt.

AuRerdem sollte fur die Gartendahlie anhand der Population K5 eine genetische
Kopplungskarte berechnet werden und Marker-Merkmalsassoziationen zwischen
den kartierten Markern und zichterisch relevanten Merkmalen aufgedeckt werden.
Auf diese Weise sollten Marker identifiziert werden, die an wichtige phanotypische
Merkmale gekoppelt sind.

Alle Wildarten, die an der Entstehung von D. variabilis beteiligt sind, stammen
wahrscheinlich aus der Sektion Dahlia (Lawrence und Scott Moncrieff 1935, Hansen
und Hjerting 1996). Daher sollten zusatzlich wirtschaftlich relevante Merkmale aus
anderen Sektionen der Gattung Dahlia in das Zuchtmaterial der Gartendahlie fur die
Zuchtung neuer Dahliensorten Uberfuhrt werden. Daflr wurden Kreuzungsversuche
zwischen D. variabilis und den Wildarten D. dissecta, aus der Sektion

Entemophyllon, sowie D. macdougallii, aus der Sektion Epiphytum, durchgefihrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendetes Pflanzenmaterial

FuUr die molekularen Untersuchungen wurden verschiedene Dahliensorten, Dahlien-
wildarten und die beiden Gartendahlien-Populationen K1 und K5 verwendet. Das
Pflanzenmaterial wurde an der Leibniz Universitat Hannover in den Jahren 2007 bis
2011 im Sommer im Freiland ausgepflanzt. Im Winter wurden alle Sorten sowie die
beiden untersuchten Populationen als Knollen eingelagert. Die Dahlienwildarten
hingegen wurden im Gewachshaus in Topfen in TS1-Substrat (Klasmann/Deilmann
GmbH) als Pflanzen Uberwintert.

Bei der Testung einiger Mikrosatellitenmarker wurden die Eltern und zwei
Nachkommen der Helianthus annuus-Population RHA280 x RHAS801
(http://www.uga.edu/) miteinbezogen. Alle fir die molekularen Analysen verwen-

deten Genotypen sind in der Tabelle 19 im Anhang aufgelistet.

2.1.1 Dahliensorten

Fur die Erzeugung der spaltenden Nachkommenschaft K5 wurden die Dahliensorten
Karneol und Nordlicht aus dem Sortiment des Dahlienziichters Professor M. Otto
aus Luneburg genutzt. Aullerdem wurde die Sorte Roxy (A. Lorenzen, Hamburg,
Deutschland) aus der Sammlung der Leibniz Universitat Hannover fur Kreuzungen

zwischen Gartendahlien und den Wildarten D. dissecta und D. macdougallii genutzt.

2.1.2 Dahlienwildarten

Die verwendeten Wildarten D. coccinea (W 124), D. excelsa, D. imperialis, D.
macdougallii und D. merckii sowie die Wildhybride D. pinnata stammen aus der
Sammlung der Bundesanstalt fir Zichtungsforschung an Kulturpflanzen (BAZ) in
Ahrensburg und sind nach dessen Auflosung in die Sammlung der Leibniz
Universitat Hannover Ubergegangen.

Die Wildarten D. coccinea (BKGP), D. rudis und D. tubulata wurden von der
Gartnerei Panzer und dem Dahlienzentrum in Bad Kostritz zu Verfigung gestellt.

Diese stammen aus der Dahliensammlung des Botanischen Gartens in Kopen-
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hagen, und waren zuvor von verschiedenen Botanikern aus Mexiko eingeflihrt
worden (Hansen und Hjerting 2000). Letztlich wurden zusatzlich die Wildarten D.
australis, D. coccinea und D. brevis aus dem Botanischen Garten in Kopenhagen
beschafft.

2.1.3 Populationen

Fur die molekularen Analysen wurden die Populationen K1 und K5 verwendet. Die
Population K1 umfasst 130 Nachkommen. Sie stammt aus Kreuzungen zwischen
der Topfdahlie T8, aus der Sammlung der Leibniz Universitat Hannover als Mutter,
und der Gartendahlie M 331-6 aus der Sammlung des Zichters Professor M. Otto
als Vater. Die Kreuzungen fur diese Population wurden grofdtenteils von H. Wegner
und der Firma Selekta/Klemm dber mehrere Jahre durchgefuhrt. Die Population K1
wurde anhand der entwickelten Mikrosatellitenmarker untersucht.

Die Population K5, die aus einer Kreuzung zwischen den Gartendahlien-Sorten
Karneol als Mutter und Nordlicht als Vater hervorging, umfasst insgesamt 288
Nachkommen. Die Ausgangssorten stammen aus dem Zuchtprogramm von
Professor M. Otto. Um Karneol und Nordlicht zu kreuzen, wurden jeweils einige
Pflanzen dieser Sorten gemeinsam in einer Isolierungsparzelle zur Abblite
gebracht. Die so erzeugte Populaton K5 wurde mithilfe von AFLP®- und
Mikrosatellitenmarkern untersucht. Anhand der Markerspaltungsdaten wurde fur
diese Population aul3erdem eine Kopplungskarte berechnet.

Von den insgesamt 288 Nachkommen wurden zunachst 188 Nachkommen in die
molekularen Analysen einbezogen. Davon wurden jedoch 15 Genotypen aus-
geschlossen, da die AFLP®- bzw. Mikrosatellitenmarker zeigten, dass diese
eindeutig auf Fremdbestdubungen zurlckzufihren sind. Daher wurden die Kar-
tierung und die Markeranalysen auf der Basis von 173 Nachkommen durchgeflihrt.
Die Genotypen, die aufgrund von Fremdbestadubungen ausgeschlossenen wurden,

sind in Tabelle 22 im Anhang aufgelistet.

2.2 Kreuzungsversuche

Um neue Merkmale aus Dahlienwildarten in das Zuchtmaterial fir D. variabilis zu

Uberfuhren, wurde versucht die Wildarten D. dissecta sowie D. macdougallii mit der
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Gartendahlie zu kreuzen. Daflr wurde stets der Pollen einer Pflanze mit einem
Pinsel (Pelikan Pinsel Goldstar S 57/6) von der Blute herunter gestrichen und
gesammelt. AnschlieBend wurde der Pollen auf die Blute einer anderen Art
aufgebracht. Um Fremdbestaubungen zu verhindern wurden die Bluten danach mit
perforierten Polyethylenbeuteln isoliert.

Die Wildart D. dissecta wurde auflerdem auf einem Feld zusammen mit dem
Sortiment von Professor M. Otto sowie einigen Wildarten zur freien Abbllite

gebracht, um eine Bestaubung dieser Wildart durch Insekten zu ermoglichen.

2.3 Erhebung phanotypischer Merkmale

Um Assoziationen zwischen den angewendeten Markern und zlchterisch relevanten
Merkmalen aufzudecken, sowie fur die Kartierung von QTLs wurden fur die
Population K5 an zwei unterschiedlichen Standorten im Freiland Daten fur 22
phanotypische Merkmale erhoben. Die Merkmale wurden 2009 (Umwelt 1) und 2010
(Umwelt 2) in Herrenhausen und 2010 auf dem Versuchsgelande der Leibniz
Universitat Hannover in Ruthe (Umwelt 3) gemessen. Die Daten wurden von M.
Stumper (Umwelt 1 und 2) und R. Chaudhary (Umwelt 3) erhoben. Die Messung der
BlUtenstiellange, des Blutenstandsdurchmessers und der Anzahl der Blutenblatter
erfolgten jeweils an zehn Blutenstanden. Die Merkmale der Zungenblite wurden
jeweils an vier Zungenbluten von drei verschiedenen Blutenstanden gemessen. Die
BlattgroRe sowie die Blattfiederung wurden jeweils am funften Blatt unterhalb eines
Blutenstandes bestimmt. Eine Ubersicht tber alle gemessenen phanotypischen
Merkmale gibt die Tabelle 2.
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Tabelle 2: Phadnotypische Merkmale, die in der Population K5 erhoben wurden

Merkmal Datentyp Auspragung
Blutenstangellange nominal 6 bis 50 cm
Blutenstandsdurchmesser nominal 3,5 bis 14,5 cm
Blutenfarbenmusterung  ordinal verlaufend, zoniert, mosaik
Blutenfarbenverteilung ordinal einfarbig, zweifarbig, dreifarbig
Blutenfarbe ordinal weild, gelb, rot, violett
BlUtenfarbenintensitdt  nominal Klassen 1 bis 3
Blutenfarbenanteil nominal 1/9 bis 7/8
Tellerfarbe ordinal gelb, gelb dunkel, dunkel, ganz dunkel
Spreublattfarbe ordinal grun, rot
Blatenrohrenfarbe ordinal grun, rot
Zungenblutenlange nominal 2,5 bis 7 cm
Zungenblutenbreite nominal 1,5 bis 4 cm
Zungenblutenrandform ordinal rund, oval, spitz, gezackt
Zungenblutenfaltung ordinal nach hinten, ohne, nach vorn
Anzahl Blutenblatter nominal 6 bis 26
Laubfarbe ordinal  grun: hell, mittel, dunkel; violett: hell, mittel, dunkel
Blattlange nominal 6,5 bis 22 cm
Blattbreite nominal 7 bis 23 cm
Blattfiederung ordinal ohne, einfach, doppelt, mehrfach
Gesamtpflanzenhdhe nominal 30 bis 137 cm
Bluhwilligkeit ordinal 0 bis 3
Blutenstangelfarbe ordinal grun, violett

2.4 Zytologische Methoden

Fur einige Kreuzungsnachkommen und deren Eltern wurden die Genomgrdlien
anhand von Durchflusszytometrie bestimmt.

Die Durchflusszytometrie wurde am CyFlow® Ploidy Analyzer (Partec GmbH) der
Abteilung Baumschule des Institutes fur Zierpflanzen- und Gehdlzwissenschaften
der Leibniz Universitat Hannover durchgefuhrt. Zur Anfarbung der Zellkerne wurde
Propidiumiodid verwendet. Die Blatter wurden zwei bis drei Stunden vor den
Analysen frisch geerntet und in Plastikbehaltern auf angefeuchtetem
Haushaltspapier gelagert. Um gleichmaRige Peaks zu erhalten, wurden die
Blattproben mit einem Korkbohrer (1,5 cm Durchmesser) aus den Blattern
gestochen. Die Aufbereitung der Proben erfolgte durch das CyStain® Pl Absolute P-
Kit nach den Angaben des Herstellers. Nach der Aufbereitung der Proben wurden
diese ca. eine Stunde im Dunkeln auf Eis gelagert, bis die Messungen durchgefuhrt
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wurden. Die FlieRgeschwindigkeit wurde fur die Messungen auf 0,4 ul pro Sekunde
eingestellt. Fur jeden Genotypen wurden mindestens 2000 Partikel gemessen.
Zunachst wurden die Proben fur die Eltern einzeln und anschliellend gemeinsam
aufbereitet und gemessen. Dabei wurde eine Verstarkungsintensitat (Gain) von 730
eingestellt. Anschlielend wurden die Eltern jeweils gemeinsam mit jedem einzelnen
Nachkommen untersucht, um zu uUberprifen, ob sie abweichende Ploidiestufen
gegenuber den Kreuzungseltern aufweisen. Fur die Bestimmung der 2C-Werte
wurde schlieB3lich jeder einzelne Genotyp noch einmal gemeinsam mit einer Tomate
(Lycopersicon esculentum, Sorte Stupicke Polni Rane; 2C = 1,96 pg; Dolezl et al.
1992) als Referenz gemessen, um die ermittelten Werte zu denen der Tomate in

Relation zu setzen. Dabei wurde der Gainwert auf 600 erniedrigt.

2.5 Molekulare Methoden

Die meisten Untersuchungen, die in den beiden Populationen K1 und K5
durchgefuhrt wurden, basieren auf molekularen Markern. Da bisher noch keine
Marker fur Dahlien veroéffentlicht waren, mussten zunachst Mikrosatellitenmarker far
diese entwickelt werden. AuRerdem wurde die AFLP®-Technik fiir die Anwendung in

der Population K5 optimiert.

2.5.1 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktionen wurden mit DNA-Mini-Preparationskits Nucleo Spin 2-Kit von
Macherei und Nagel und dem DNA easy Plant Maxi Kit von Qiagen durchgefuhrt.
Dafur wurden 65 bis 70 mg Blattmaterial eingewogen und anschliel3end 24 Stunden
bei 37 °C im Dunkeln auf Silikagel getrocknet. Danach wurde das Blattmaterial bei
-20 °C eingefroren.

Die DNA-Extraktion erfolgte jeweils nach dem entsprechenden Herstellerprotokoll.
Lediglich fur das Nucleo Spin 2-Kit von Macherei und Nagel wurde eine Modifikation
durchgefuhrt. Die getrockneten und gefrorenen Blattproben wurden vor dem Zellauf-
schluss in der Schwingmuihle (3 min bei 30 Schwingungen pro Sekunde) in
flussigem Stickstoff gekuhlt, so dass sie nicht auftauen konnten, bis das zerkleinerte

Blattmaterial in den Puffer PL1 des DNA-Isolierungskits aufgenommen wurde.
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FUr einzelne Versuche wurde eine Maxi DNA-Isolierung nach Kobayaschi
(Kobayaschi et al. 1998) durchgefihrt. Daflr wurden 2 g frisches, mit fllissigem
Stickstoff im Morser zerkleinertes, Pflanzenmaterial eingesetzt.

Zur Quantifizierung der DNA wurde 1 pyl DNA-L6sung mit 9 ul bidestilliertem Wasser
gemischt und zusammen mit einer Standardreihe (20, 40, 60, 80, 100 ng) A-DNA
(Invitrogen) auf einem 1%igem Agarosegel aufgetragen. Die Intensitat der Banden
wurde anschlieBend mit dem Programm GelProAnalyzer (Media Cybernetics)
ermittelt. Anhand der Standardreihe wurden die DNA-Konzentrationen bestimmt.
SchlieBlich wurden die DNA-Arbeitsldsungen auf eine Konzentration von 5 ng/ul

eingestellt.

2.5.2 Transfer von Mikrosatellitenmarkern aus anderen Gattungen

Um Mikrosatellitenmarker fur die Gartendahlie zu erhalten, wurde zunachst versucht
Marker, die bereits fur andere Gattungen der Familie der Asteraceae angewendet
wurden, fur Dahlien zu amplifizieren. Daflr wurden Marker genutzt, deren
Transferierbarkeit zwischen anderen Gattungen innerhalb dieser Familie bereits
bekannt war. Heesacker et al. (2008) entwickelten Mikrosatellitenmarker aus
Expressed Sequence Tags (ESTs) und wendeten diese bei verschiedenen Arten der
Gattungen Helianthus, Lactuca und Carthamus an. Es wurden hauptsachlich Marker
auf die Nutzbarkeit bei Dahlien getestet, die von den Autoren fur alle drei Gattungen
amplifiziert werden konnten. Die Anwendung der Marker erfolgte unter den
Bedingungen nach Heesacker et al. (2008). Als Positivkontrolle dienten die Eltern
und zwei Nachkommen der Sonnenblumenpopulation RHA280 x RHAS801
(http://www.uga.edu/).

2.5.3 Anreicherung einer DNA-Bank auf Mikrosatellitenmotive
Nachdem versucht wurde Mikrosatellitenmarker aus anderen Gattungen bei D.
variabilis anzuwenden, wurde zusatzlich eine auf Mikrosatelliten-Motive

angereicherte DNA-Bank erzeugt, um spezifische Primer fur Mikrosatellitenmarker

herzustellen.
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Die Entwicklung von Mikrosatelliten-Primern anhand einer angereicherten DNA-
Bank erfolgte in Kooperation mit der Abteilung flir Systematik und Morphologie der
Pflanze vom Institut fur Biologie der Universitat Kassel. Die Anreicherung auf
Mikrosatelliten-Motive wurde zunachst in Kassel durchgefuhrt, die anschliel’ende
Verarbeitung der Fragmente erfolgte in Hannover.

AulRer fur D. variabilis wurden =zusatzlich Mikrosatellitenmarker fir Aster,
Spergularia, Suaeda, Euphorbia und Macaranga entwickelt. Die Mikrosatelliten-
anreicherung wurde nach Fischer und Bachmann (1998) durchgefuhrt. Die
Abweichungen vom Originalprotokoll sind in Prinz et al. (2009) im Detail
beschrieben. Dabei wurden zwei unterschiedliche Anreicherungsansatze
durchgefuhrt. Im ersten Ansatz erfolgte eine Anreicherung auf das Motiv (GA)12. Im
zweiten Ansatz wurde eine Anreicherung auf einen Oligonukleotid-Mix mit den
Motiven (CAA)s, (CAG)s und (GT)+2 durchgefiihrt. Nach zwei Anreicherungsrunden
wurden die DNA Fragmente in das pGEM-T Easy Vector System | (Promega) ligiert
und in kompetente E. coli DH10B-Zellen (Invitrogen) transformiert. Anschlie3end
wurden die Bakterienkolonien auf Nylonfilter Ubertragen und durch DNA-DNA-
Hybridisierung anhand radioaktiv (P-32) markierter Oligonukleotide mit dem jeweils
entsprechenden Mikrosatellitenmotiv hybridisiert. Die Kolonien, welche starke
Signale aufwiesen, wurden anschlieiend zum Sequenzieren an die Firma GATC
Biotech geschickt. Fir die erhaltenen Sequenzen wurden anhand der Internet-
homepage Primer3 (http://primer3.sourceforge.net/, Rozen und Skaletsky 2000)

spezifische Primer entwickelt.

2.5.4 Screening von 454-Sequenzen auf Mikrosatellitenmotive

Letztlich wurden aullerdem die Sequenzen eines 454-Sequenzierungsansatz bei D.
variabilis genutzt um Mikrosatellitenmarker fir Dahlien zu entwickeln. Fiur die 454-
Sequenzierung wurden zunachst Randomly amplified polymorphic DNA-Marker
(RAPD-Marker; Williams et al. 1990) fur die Kartierungseltern Nordlicht und Karneol
amplifiziert. AnschlieBend fand eine Selektion von RAPD-Primern statt, die klare
polymorphe Amplifikate in einem GroRenbereich zwischen 500 und 1000 bp
amplifizierten. Danach wurden die PCR-Ansatze von 15 RAPD-Reaktionen mit

unterschiedlichen Primern (siehe Tabelle 24 im Anhang) fur die Kartierungsmutter
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Karneol gepoolt. Die Amplifikate der gepoolten PCR-Ansatze wurden mit 10 %
Natrium Acetat (3M) gefallt und in bidestiliertem Wasser auf die, fur die
Sequenzierung erforderliche Konzentration von 150 ng/pl eingestellt. Schlief3lich
wurde die DNA-Losung zum Sequenzieren zu der Firma GATC Biotech einge-
schickt.

An den erhaltenen Sequenzen erfolgte ein Screening auf repetitive Motive anhand
der Software Tandem repeats finder (Benson 1999). Dabei wurden folgende
Parameter eingestellt: Alignment Parameter: 2, 7, 7; Minimum Alignment Score: 30;
Maximum Period size: 50. Fur die identifizierten repetitiven Sequenzabschnitte
wurden mit der Internethomepage Primer3 (http://primer3.sourceforge.net/, Rozen
und Skaletsky 2000) Primerpaare entwickelt. Die verwendeten 454-Sequenzen sind

auf der CD im Anhang beigeflgt.

2.5.5 Testung und Anwendung der Mikrosatelliten-Primerpaare

Um zu testen, ob anhand der entwickelten Mikrosatelliten-Primerpaare spezifische
Produkte amplifiziert werden konnten, wurden die Amplifikate zunachst auf 1%igen
Agarosegelen aufgetrennt. Die Primerpaare, die diskrete Banden erzeugten, wurden
anschlielfend durch eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf Polymorphismen
zwischen den Eltern der Populationen K1 und K5 uberprift. Die Markierung der
erstellten Mikrosatelliten-Primerpaare erfolgte nach der Methode von Schuelke
(2000). Dabei wird der Vorwartsprimer eines jeden Primerpaares an seinem 5" Ende
mit einer dem Universal-Primer (M13 universal Primer) homologen Adaptersequenz
(5'-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3') versehen. Diese Sequenz dient als
Anlagerungsstelle flr den IRD 700 markierten M13-Universal-Primer.

Die Mikrosatellitenprimer wurden von der Firma Eurofins MWG Operon synthetisiert.
Der Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 25 pl wurde aus folgenden
Komponenten angesetzt: 20 ng DNA, 1/5 Vol. 10x Williams Puffer, 0,16 mM dNTPs,
0,06 uM Vorwartsprimer, 0,2 yM Ruckwartsprimer, 0,07 yM M13-Primer (IRD700
markiert) und 0,7 U Taqg-Polymerase (Bioline).

Die PCR wurde mit 25 Zyklen bei einem Anlagerungs-Temperaturgradienten in 5°C-

Schritten zwischen 50 und 60°C durchgefuhrt. Darauf folgten 8 Zyklen mit der Anla-
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gerungstemperatur fir den IRD 700 markierten M13-Primer bei 52 °C. Die

Reaktionsbedingungen sind in der nachfolgenden Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Reaktionsbedingungen fir die M13 Mikrosatelliten-PCR

Anzahl der Zyklen Reaktionschritt Dauer in min  Temperatur in °C

1 Anfangsdenaturierung 10 94
Denaturierung 0,5 94

25 Hybridisierung 0,5 50-60"
Synthese 0,5 72
Denaturierung 0,5 94
8 Hybridisierung 0,75 52
Synthese 1 72
1 Endsythese 10 72

1 = die Synthesetemperaturen fir die unterschiedlichen Marker sind in Tabelle 32 im Anhang aufgelistet
Die so entwickelten Mikrosatellitenmarker wurden flr Spaltungsanalysen in den

Populationen K1 und K5 angewendet.
2.5.6 Anwendung der AFLP®-Technik

Die AFLP®-Technik wurde nach einem modifiziertem Protokoll von Vos et al. (1995)
durchgefuhrt. Dabei wurden 200 ng Gesamt-DNA mit 5 U Hindlll sowie 3 U Msel
und 1/10 Vol. RL-Puffer, in einem Gesamtvolumen von 25 pl, Gber Nacht bei 37°C
verdaut. An die Enden der so erzeugten DNA-Fragmente wurden die Schnittstellen-
spezifischen Adapter fur Hindlll und Msel ligiert. Dazu wurde dem Restriktions-
ansatz ein Ligationsgemisch (0,5 yM Hindlll-Adapter, 0,5 uM Msel-Adapter, 1/10
Vol. 10x RL-Puffer, 0,25 U T4-DNA-Ligase) in einem Gesamtvolumen von 5 pl
zugegeben. AnschlieRend wurde der Ansatz fur 4,5 Stunden bei 37 °C inkubiert. In
der sich daran anschlieBenden Praamplifikation wurden 5 pl Ligationsansatz
zusammen mit jeweils 75 ng Praamplifikationsprimer (Hindlll+A und Msel+A), 0,2
mM dNTPs, 1/10 Vol. 10x Williams Puffer und 5 U Tag-Polymerase (Bioline) in
einem Gesamtvolumen von 50 pl eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen fur die
Praamplifikation sind in der nachfolgenden Tabelle 4 aufgelistet. Die verwendeten
Primer- und Adaptersequenzen sind im Anhang in den Tabellen 26 und 27

aufgeflhrt.
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Tabelle 4: PCR Reaktionsbedingungen fiir die AFLP®-Praamplifikation

Anzahl der Zyklen Reaktionschritt Dauer in min Temperatur in °C
1 Anfangsdenaturierung 5 94
Denaturierung 0,5 94
20 Hybridisierung 0,5 60
Synthese 1 72
1 Endsythese 10 72

Die selektive Amplifikation wurde in einem Gesamtvolumen von 11 yl mit folgenden
Reagenzien durchgefuhrt: 2,5 ul des Praamplifikationsansatzes (1:20 in 1xTE-Puffer
verdinnt), 4 ng Hindlll-Primer (IRD 700 markiert), 4 ng Hindlll-Primer (IRD 800
markiert), 15 ng Msel-Primer, 0,2 uM dNTPs, 0,25 U Taq Polymerase, 1/10 Vol. 10x
Williams Puffer. Dabei wurden stets sowohl Hindlll- als auch Msel-Primer mit vier
selektiven Basen verwendet. Die PCR-Reaktionsbedingungen fur die selektive
Amplifikation sind in der nachfolgenden Tabelle 5 aufgefihrt. Die verwendeten

AFLP®-Primersequenzen sind im Anhang in den Tabellen 28 und 29 aufgelistet.

Tabelle 5: PCR Reaktionsbedingungen fiir die AFLP®-Endreaktion

Anzahl der Zyklen Reaktionschritt Dauer in min  Temperatur in °C
1 Anfangsdenaturierung 5 94
Denaturierung 0,5 94
1 Hybridisierung 0,5 65
Synthese 1 72
Denaturierung 0,5 94

11 Hybridisierung 0,5 65-0,7 pro Zyklus
Synthese 1 72
Denaturierung 0,5 94
11 Hybridisierung 0,5 56
Synthese 1 72
1 Endsythese 10 72

Die Hindlll-Primer waren jeweils an ihrem 5°-Ende mit einem Fluoreszenz-Farbstoff
markiert, dessen Absorbtionsmaximum entweder 795nm (IRD 800) oder 685nm
(IRD 700) betragt (LICOR-Sequencing Manual 1999). Die AFLP®-Marker wurden
ausschlieRflich in der Population K5 angewendet. Die Optimierung der AFLP®-

Technik fur diese Population wurde zum Teil von H. Wegner durchgefuhrt.
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2.5.7 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung und Detektion der IRD 700- und IRD 800-markierten Amplifikate
der AFLP®- und Mikrosatellitenmarker erfolgte durch die Polycrylamid-Gelelektro-
phorese am 4200 oder 4300 Doppellaser-Sequenzsystem von LiCor® Bioscience.
Fur die Visualisierung der IRD-markierten Amplifikate wurde die Software e-Seq
V2.0 oder e-Seq V3.0 verwendet. Als Matrix wurde ein 6%iges denaturierendes
Polycrylamidgel (SequaGel™XR, Biozym Scientific GmbH) genutzt. Es wurden Gele
mit einer Lange von 18 oder 25 cm und einer Dicke von 0,25 mm oder 0,2 mm
verwendet. Zuvor wurden die Proben je nach Intensitat der Signalstarke mit einer
entsprechenden Menge Ladepuffer (siehe Tabelle 30 im Anhang) versetzt. Die
Auftrennung der amplifizierten Fragmente erfolgte bei 1500 V, 35 mA und 35 W bei
einer Temperatur von 45°C. Die Gelbilder wurden ausgedruckt oder direkt am
Monitor ausgewertet. Fur die Bestimmung der FragmentgroRen wurden die IRD 700
bzw. IRD 800 markierte Grofienstandarts 50-350 Size Standard und 50-700 Size

Standard von Licor verwendet.

2.6 Statistische Methoden

2.6.1 Berechnung des Verhaltnisses von Singledosemarkern zu
Multidosemarkern

Da Silva et al. (1993) haben fur die beiden Ploidietypen Allo- und Autopolyploid
folgende theoretischen Verhaltnisse von Singledose-Markern (SD-Marker) zu
Multidose-Markern (MD-Marker) berechnet:

Allopolyploide: 0,56 zu 0,44
Autopolyploide: 0,7 zu 0,3

Anhand des geometrischen Mittels wurde der Selektionspunkt fur uniparentale SD-
Marker zwischen der 1:1 und der 3:1 Verteilung bestimmt (siehe Formel 2.1; Mather
1957). Dieser stellt den Mittelwert zwischen dem zu erwartenden Spaltungs-

verhaltnis fur uniparentale SD-Marker und dem Spaltungsverhaltnis fur uniparentale
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MD-Marker fur die niedrigste Dosenanzahl (Duplexmarker, siehe Tabellen 20 und 21

im Anhang) dar.

Geometrisches Mittel: (a x b)"2 = V axb

S
1F7 " 2.1

Fir die Selektion der biparentalen SD-Marker wurde das geometrische Mittel
zwischen den Verteilungen 3:1 und 15:1 nach der Formel 2.2 ermittelt (Mather 1957,
Grivet et al. 1996).

3

Zunachst wurde anhand der AFLP®- und Mikrosatellitenmarker fiir die Kartierungs-
population K5 mit Excel 2002 SP3 (Microsoft) eine 1/0 Matrix erstellt. In dieser
Markerdatenmatrix wurde fur alle Marker die Anzahl der Individuen, welche die
entsprechende elterliche Bande aufwiesen, durch die Anzahl der Individuen, welche
die entsprechende elterliche Bande nicht aufwiesen, dividiert. Lag dieser Wert unter
dem flr uniparentale bzw. biparentale Marker ermittelten Selektionspunkt, wurde der
Marker als SD-Marker klassifiziert. Wenn der errechnete Wert den Selektionspunkt

uberschritt, wurde der Marker als MD-Marker klassifiziert.
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2.6.2 Bestimmung des Verhaltnisses von Attraktionskopplungen zu
Repulsionskopplungen

Wu et al. (1992) haben folgende Verhaltnisse fur Marker, die in der Attraktionsphase
gekoppelt sind, zu Markern, die in der Repulsionsphase gekoppelt sind, fir die

unterschiedlichen Ploidietypen bzw. Ploidiestufen berechnet:

Allopolyploid: 1:1
Autotetraploid: 1:0,25
Autopolyploid fur hohere Ploidiestufen: 1:0

Fir die Ermittlung des Verhaltnisses von Attraktionskopplungen zu
Repulsionskopplungen wurden die Spaltungsdaten der zuvor selektierten
uniparentalen SD-Marker genutzt (siehe 2.6.1). Anhand dieser Marker wurde flr die
Eltern der Population K5 jeweils eine Kopplungskarte bei einer
Rekombinationsfrequenz  von 0,35 Dberechnet. Dies erfolgte durch die
Kartierungssoftware JoinMap Version 4 (Van Ooijen 2006) im Backcross1-Modus
(BC1-Modus) fur 75 Nachkommen (Wu et al. 1992). Die Gruppierung der Marker in
unterschiedliche Kopplungsgruppen (KGs) erfolgte auf Basis des ,independence
LOD“-Wertes. Die KGs wurden jeweils bei LOD-Werten in einer Spanne von 6 bis 10
berechnet, flr die sich die Marker stabil in unterschiedliche KGs auftrennten. Die
Distanzen der Marker wurden fir die einzelnen KGs anhand der Kosambi
Kartierungsfunktion (Kosambi 1994) berechnet. Fir die Ubrigen Parameter wurden
die voreingestellten Werte verwendet. Anschlie®end wurden die Daten dieser
Marker aus der erstellten 1/0 Markerdatenmatrix kopiert und invertiert. Dafur wurden
in dem kopierten Datensatz fur alle Nachkommen die Einsen in Nullen und alle
Nullen in Einsen kodiert. Die Marker des invertierten Datensatzes wurden mit einem
,R“ am Ende ihrer Bezeichnung gekennzeichnet. Diese Marker wurden in die zuvor
berechnete Karte integriert. Danach wurden alle Kopplungen zwischen den Markern,
sowohl innerhalb des originalen Datensatzes als auch zwischen den Markern des
originalen Datensatzes und des invertierten Datensatzes, ermittelt. Kopplungen
innerhalb des Originaldatensatzes wurden als Attraktionskopplungen angenommen,
wahrend Kopplungen zwischen dem originalen und dem invertierten Datensatz als

Repulsionskopplungen klassifiziert wurden (Ukoskit und Thompson 1997, Kriegner
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et al. 2003). Die Werte wurden fir die beiden Kartierungseltern Nordlicht und
Karneol getrennt erhoben und spater addiert. Anschlieend wurden die so
ermittelten Daten anhand des Chi-Quadrat-Anpassungstests (Pearson 1900) auf die
theoretischen Verhaltnisse von Attraktionskopplungen zu Repulsionskopplungen fur

Allopolyploide, Autotetraploide und Autopolyploide héherer Ploidiestufen Uberprift.

2.6.3 Berechnung der Kopplungskarten

Da die Gartendahlie ein polyploider Organismus ist, dessen Ploidietypus und
Ploidiestufe unbekannt sind, wurde ein Kartierungsprozess in mehreren
unterschiedlichen Schritten durchgefuhrt (Rousseau-Gueutin et al. 2008). Fur die
Berechnung der genetischen Kopplungskarte wurde anhand der Software JoinMap

Version 4 (Van Ooijen 2006) nach folgendem Schema vorgegangen:

1. Selektion der SD-Marker fur die Population K5 (siehe 2.6.1).

2. Berechnung separater Karten flr die Eltern Karneol und Nordlicht anhand der
selektierten SD-Marker (siehe 2.6.2) im Cross Pollination-Modus (CP-Modus).

3. ldentifizierung der homologen bzw. homoologen KGs anhand von
Mikrosatellitenmarkern.

4. Verbindung der beiden berechneten elterlichen Karten durch biparentale AFLP®-
Singledosemarker; Identifizierung weiterer homologer KGs.

5. Integration von Multidosemarkern und Identifizierung zusatzlicher homologer bzw.
homdologer KGs.

6. ldentifizierung von Marker-Merkmalsassoziationen und Kartierung von
Quantitative Trait Loci (QTLs).

Die Berechnung der genetischen Kopplungskarte wurde im CP-Modus, bei den
gleichen Parametern wie unter 2.6.2 beschrieben, durchgefuhrt. Die Darstellung der
KGs erfolgte in Powerpoint 2002 SP3 (Microsoft). Die Verknupfung der
Mikrosatellitenmarker und der biparentalen AFLP®-Marker wurde manuell
durchgefuhrt. Die LOD-Werte, bei denen die KGs berechnet wurden, sind im
Anhang in den Tabellen 34 und 35 aufgelistet.
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Die GenomgrofRe und die Genomabdeckung anhand der kartierten Marker wurde
nach Chakravarti et al. (2001) und Stein et al. (2007) nach den folgend aufgefiihrten
Formeln 2.3 und 2.4 berechnet.

EG)= M 2.3

E(G) ist die berechnete Genomgrolde fur den jeweiligen Kartierungselter. Dabei stellt
n die Anzahl der kartierten Marker dar, d ist die maximale Distanz in cM zwischen
zwei Markern und k gibt die Anzahl der Markerpaare an zwischen denen eine

Kopplung nachgewiesen werden konnte.

I x 100 24

EC) = 5)

E(C) stellt die berechnete Abdeckung des Genoms anhand der kartierten Marker in

der erstellten genetischen Kopplungskarte dar, wobei | die Kartenlange ist.

2.6.3.1 Einteilung der Kopplungsgruppen in Homo6ologengruppen

Die KGs, die zuvor auf Basis der SD-Marker berechnet wurden, wurden
anschliellend anhand der Mikrosatelliten- und biparentalen AFLP®-Marker in
Homodologengruppen unterteilt. Dabei wurden zuerst alle KGs, auf denen die
unterschiedlichen Allele eines Mikrosatellitenmarkers kartiert wurden, in einer
Gruppe zusammengefasst. AnschlieRend wurden die biparentalen AFLP®-
Singledosemarker, die auf diesen KGs lokalisiert waren, mit den entsprechenden
Markern, die fur den anderen Elter kartiert wurden, verbunden. Diese KGs wurden
ebenfalls den jeweiligen Homdologengruppen hinzugefugt. Um diesen weitere
homologe bzw. homoologe KGs zuzuordnen, wurde anschliefend versucht
uniparentale 3:1 spaltende MD-Marker zu kartieren.

Dafur wurden die SD-Marker jeder einzelnen KG ausgewahlt und anhand der
Kartierungssoftware JoinMap Version 4 (Van Ooijen 2006) auf Kopplung an die MD-
Marker untersucht (Kriegner et al. 2003). Dabei wurden ausschlieBlich die

Kopplungen zwischen SD- und MD-Markern angenommen, nicht jedoch Kopplungen
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innerhalb der MD-Marker. Wenn ein MD-Marker auf zwei KGs kartiert werden
konnte, sollten diese KGs in eine Homdologengruppe zusammengefasst werden.
War hingegen eine dieser beiden KGs bereits einer Homdologengruppe zugeordnet,
sollte die entsprechende zweite KG dieser Gruppe hinzugefugt werden.

Dabei wurden die gleichen Parameter, wie unter 2.6.3 aufgeflihrt, eingestellt.

Lediglich die Rekombinationsfrequenz wurde auf 0,25 erniedrigt.

2.6.4 Marker- Merkmalsassoziationen

Um Korrelationen zwischen den Kkartierten Markern und den phanotypischen
Merkmalen, die fur die Population K5 erhoben wurden, aufzudecken, wurden ein
Kruskal-Wallis-Test sowie ein Permutationstest und ein Interval Mapping anhand der
Software MapQTL 6 (Van Ooijen 2009) durchgefuhrt.

Anhand des Kruskal-Wallis-Tests werden die einzelnen Marker auf Assoziationen an
bestimmte Merkmale untersucht. Im Gegensatz dazu werden beim Interval Mapping
zusatzlich die Regionen zwischen den Markern auf Korrelationen an die erhobenen
Merkmale Uberpruft. Durch den Permutationstest wurden flir die verschiedenen KGs
die LOD-Werte ermittelt, ab denen die Ergebnisse des darauf folgenden Interval
Mappings als signifikant angenommen werden konnten. Der Permutationstest wurde
bei den voreingestellten Standardparametern durchgefuhrt, lediglich die Anzahl der
Permutationen wurde auf 1000 erniedrigt. Beim anschlielenden Interval Mapping
wurden fur die unterschiedlichen KGs die durch den Permutationstest ermittelten
LOD-Werte als Detektionsschwellenwerte angenommen. Wenn die ermittelten LOD-
Werte unter einem Wert von drei lagen, wurden beim Interval Mapping trotzdem
ausschlieBlich Assoziationen angenommen, die diesen Wert Uberschritten. Das
Interval Mapping wurde bei den voreingestellten Parametern durchgefuhrt. Die
Darstellung der detektierten QTLs sowie die Markierung der Marker, fur die eine
Korrelation an ein Merkmal nachgewiesen werden konnten, erfolgten durch
Powerpoint 2002 SP3 (Microsoft).
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3. Ergebnisse

Um die Genomstruktur von D. variabilis zu untersuchen, sollten zunachst
Mikrosatellitenmarker genutzt werden. Da bisher jedoch keine Mikrosatellitenmarker

far Dahlien veroffentlicht wurden, mussten diese zuvor entwickelt werden.
3.1 Entwicklung von Mikrosatellitenmarkern fir Dahlia variabilis

Es wurden unterschiedliche Quellen genutzt um Mikrosatellitenmarker fir Dahlien zu
entwickeln. Zunachst wurde versucht Marker aus anderen verwandten Gattungen
innerhalb der Familie der Asteraceae bei Dahlien anzuwenden. AuRerdem wurde
eine Anreicherung auf Mikrosatellitenmotive fur die Gartendahlie durchgefihrt.
Zudem wurden die Sequenzen einer 454-Sequenzierung fur die Entwicklung von
Mikrosatelliten-Primerpaaren fur D. variabilis genutzt. Um die entwickelten
Primerpaare anschlieBend zu testen, wurden sie fur die Eltern der beiden
Kartierungspopulationen K1 (T8 x M 331-6) und K5 (Karneol x Nordlicht) amplifiziert.
Fir den Transfer von Mikrosatellitenmarkern aus anderen Gattungen der
Asteraceae wurden 32 Marker von Heesacker et al. (2008) getestet (siehe Tabelle
25 im Anhang). Davon konnte lediglich durch den Marker HT292 polymorphe
Fragmente fur die Kartierungseltern amplifiziert werden.

Nach der Mikrosatelliten-Anreicherung wurden aus insgesamt 384 Klonen 79
positive Klone identifiziert, von denen 65 sequenziert wurden. Davon zeigten 47
Klone das zu erwartende Mikrosatelliten-Motiv. Da die Ubrigen Sequenzen keine
ausreichenden flankierenden Bereiche fur die Entwicklung von Primern aufwiesen,
wurden lediglich fir 28 dieser Klone Primerpaare entwickelt. Durch neun der
entwickelten Primerpaare wurden unspezifische Fragmente amplifiziert. Von den
Ubrigen 19 Primerpaaren amplifizierten sieben gar keine Banden und neun
Primerpaare monomorphe Fragmente fur die Populationseltern. Die monomorphen
Primerpaare wurden zusatzlich jeweils in 20 Nachkommen der Populationen K1 und
K5 auf eine Aufspaltung uberprift. Jedoch amplifizierte keines dieser Primerpaare
segregierende Fragmente fur die getesteten Nachkommen. Die Ubrigen drei
Primerpaare (DV01, DV02 und DV03) amplifizierten polymorphe Fragmente, die in

den beiden Nachkommenschaften K1 und K5 aufspalteten.
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Anhand des 454-Sequenzierungsansatzes wurden 28.335 Sequenzen erzeugt, in
denen insgesamt 329 repetitive Elemente identifiziert wurden. Fur 68 dieser
repetitiven Sequenzabschnitte wurden Primerpaare entwickelt, von denen 37
unspezifische bzw. gar keine Fragmente amplifizierten. Von den Ubrigen 31
Primerpaaren amplifizierten 22 fur die Kartierungseltern monomorphe Fragmente,
die nicht in den Nachkommenschaften K1 und K5 spalteten. Anhand der Ubrigen
zehn Primerpaare (DV04 bis DV13) wurden fur die Kartierungseltern polymorphe
Fragmente amplifiziert, die in den beiden untersuchten Populationen aufspalteten.
So konnten letztlich insgesamt 14 informative Mikrosatellitenmarker flr D. variabilis

entwickelt werden.

3.2 Untersuchung der Genomstruktur von Dahlia variabilis

3.2.1 Analyse der Ploidiestufe von Dahlia variabilis mithilfe von
Mikrosatellitenmarkern

Um Informationen Uber die Ploidiestufe der Gartendahlie zu erhalten, wurden fur die
entwickelten Mikrosatellitenmarker zunachst die Anzahlen der amplifizierten Allele
pro Genotyp flr verschiedene Dahlien-Genotypen ermittelt (siehe 1.3.2). Daflr
wurden die Marker auf die beiden Gartendahlien-Populationen K1 und K5 sowie bei
16 Genotypen aus zwOlf unterschiedlichen Dahlienwildarten angewendet. Diploide
weisen gewohnlich maximal zwei Allele, Tetraploide vier Allele und Oktoploide
maximal acht Allele pro Genotyp fur einen Mikrosatellitenmarker auf. Die Ergebnisse

dieser Untersuchung sind in der folgenden Tabelle 6 zusammengefasst.
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Tabelle 6: Anzahlen maximal amplifizierter Banden pro Genotyp fir die
Populationen K1 (130 Genotypen) und K5 (173 Genotypen) sowie fur eine
Sammlung von Dahlienwildarten mit 2n = 32 Chromosomen (8 Genotypen)
oder 2n = 64 Chromosomen (8 Genotypen)

Populationen Wildarten
K1 K5 2n =64 2n =32
Marker | Gesamt' Max? | Gesamt Max | Gesamt Max | Gesamt Max
DVO01 2 2 2 2 -- -- -- --
DV02 3 3 3 3 -- -- -- --
DVO03 6 6 5 5 9 3 3 1
DV04 2 2 2 2 -- -- -- --
DVO05 6 6 6 5 11 3 3 2
DVO06 3 3 3 3 5 2 4 2
DVO07 4 3 4 4 -- -- -- --
DV08 7 7 7 7 10 3 3 1
DV09 4 4 4 4 -- -- -- --
DV10 8 8 6 6 11 3 3 2
DV11 6 5 6 6 9 4 4 3
DV12 4 4 4 4 -- -- -- --
DV13 7 7 7 7 11 4 4 2
HT292 4 4 4 4 -- -- -- --

1 = Anzahl unterschiedlicher Allele je Population bzw. Wildarten einer Ploidiestufe insgesamt
2 = maximale Anzahl Fragmente je Genotyp

Fur die Population K1 wurden anhand der 14 entwickelten Mikrosatellitenmarker
insgesamt 66 unterschiedliche Allele amplifiziert, von denen 64 in der Nachkommen-
schaft aufspalteten. Fur die Population K5 wurden insgesamt 63 verschiedene Allele
amplifiziert, von denen 62 Polymorphismen zeigten. Die Marker wiesen fur die
Populationen K1 durchschnittlich maximal 4,6 und flr die Population K5 4,5 Allele
pro Genotyp auf.

Anhand der beiden Marker DVO1 und DV04 wurden fir die einzelnen Genotypen der
beiden Populationen K1 und K5 jeweils maximal zwei Allele pro Genotyp amplifiziert.
Durch die sechs Mikrosatelliten-Primerpaare DV02, DV06, DV07, DV09, DV12 und
HT292 wurden fir beide Populationen maximal drei oder vier Allele pro Genotyp
amplifiziert. Anhand der sechs Mikrosatellitenmarker DV03, DV05, DV08, DV10,
DV11 und DV13 wurden maximal zwischen funf und acht Allele fir die einzelnen
Genotypen der beiden untersuchten Populationen amplifiziert.

In den Dahlienwildarten wurden sieben der entwickelten Mikrosatellitenmarker ange-
wendet, durch die fur die Arten mit 2n = 64 Chromosomen insgesamt 66

unterschiedliche Allele amplifiziert wurden. Die durchschnittliche Anzahl an maximal
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amplifizierten Allelen pro Genotypen betrug fur die Wildarten mit 2n = 64
Chromosomen 3,1. Anhand des Markers DV06 wurden maximal zwei Allele pro
Genotyp amplifiziert. Dieser Marker wies in den Populationen K1 und K5 allerdings
ebenfalls lediglich maximal drei Allele pro Genotyp auf. Durch die Ubrigen sechs
Marker DV03, DV05, DV08, DV10, DV11 und DV13 wurden fur die Wildarten mit 2n
= 64 Chromosomen maximal drei bis vier Allele pro Genotyp detektiert.

Fiar die Wildarten mit 2n = 32 Chromosomen wurden anhand der angewendeten
Mikrosatellitenmarker insgesamt 24 verschiedene Allele, amplifiziert. Anhand der
sechs Marker DV03, DV05, DV06, DV08, DV10 und DV13 wurden zwischen einem
und zwei Allele je Genotyp nachgewiesen. Lediglich der Marker DV11 amplifizierte
maximal drei Allele fur einige Genotypen. In den Wildarten mit 2n = 32
Chromosomen wurden anhand der angewendeten Mikrosatellitenmarker
durchschnittlich maximal 1,9 Allele je Genotyp amplifiziert.

Fur die Wildarten D. dissecta (2n = 34 Chromosomen) und D. merckii (2n = 36
Chromosomen) wurden fur keinen Mikrosatellitenmarker mehr Allele als die
maximale Anzahl an Allelen fur die Arten mit 2n = 32 Chromosomen ermittelt. Da
diese Wildarten wahrscheinlich aneuploide Formen einiger Arten mit 2n = 32
Chromosomen darstellen (Sérensen 1969, Johnson und Brandham 1997), wurden
sie bei der Ermittlung der maximalen Anzahl an Allelen pro Genotyp nicht
bertcksichtigt. Bis auf zwei Ausfalle (DV10 fur D. dissecta und DVO6 fur D. merckii)
amplifizierten alle Mikrosatellitenmarker fur die unterschiedlichen Dahlienwildarten
stets diskrete Banden. Die Primersequenzen, die Annealingtemperaturen und die

Fragmentgroflen der Marker sind im Anhang in Tabelle 33 aufgelistet.

3.2.2 Bestimmung des Ploidietypus von Dahlia variabilis anhand
von Mikrosatellitenmarkern

Um Informationen Uber die Chromosomenpaarung der Gartendahlie zu erhalten,
wurden die Spaltungsmuster der 14 Mikrosatellitenmarker fur die beiden Popu-
lationen K1 (130 Individuen) und K5 (173 Individuen) untersucht. Ein Beispiel fur das
Spaltungsmuster eines Mikrosatellitenmarkers fur die Population K5 ist in der

folgenden Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Ausschnitt des Spaltungsmusters des Mikrosatellitenmarkers DVQ9,
der in der Population K5 angewendet wurde. Links und rechts wurden
jeweils einmal die beiden Populationseltern Karneol und Nordlicht
aufgetragen und eine Spur zu den Nachkommen freigelassen.

Es waren fir keinen Marker Allele zu beobachten, die nicht miteinander oder
aufgrund fixierter Heterozygotie immer miteinander vererbt wurden. Stattdessen war
fur alle Mikrosatellitenmarker eine freie Kombination aller amplifizierten Allele in den
Populationen K1 und K5 zu beobachten.

Die Spaltungsverhaltnisse der Mikrosatellitenmarker, die entsprechenden Chi-
Quadrat-Werte und die Haufigkeiten der unterschiedlichen Allelkombinationen fur

die Populationen K1 und K5 sind auf der im Anhang beigeflugten CD aufgefuhrt.

3.2.3 Spaltungsanalysen in den Populationen K1 und K5

Die Spaltungsdaten der Marker fur die Populationen K1 und K5 wurden anhand des
Chi-Quadrat-Anpassungstests (Pearson 1900) darauf Uberprift, ob sie den zu
erwartenden Spaltungsverhaltnissen fur Autopolyploide und Allopolyploide fur die
beiden Ploidiestufen Tetraploid und Oktoploid (siehe Tabellen 20 und 21 im Anhang)
entsprechen.

In der Population K1 wurde die Spaltungsanalyse fir die 64 segregierenden Allele,
welche durch die 14 Mikrosatellitenmarker amplifiziert wurden, durchgefuhrt. Far 19
der spaltenden Allele konnte anhand des Chi-Quadrat-Anpassungstests keines der

Spaltungsverhaltnisse nachgewiesen werden, auf welche die Markerdaten getestet
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wurden. Fur acht der amplifizierten Allele wurden mehrere unterschiedliche
Spaltungsverhaltnisse nachgewiesen. Die Ubrigen 37 spaltenden Fragmente wurden
jeweils lediglich einem Spaltungsverhaltnis zugeordnet. In der folgenden Tabelle 7
sind die Anzahlen der Marker, welche den unterschiedlichen Spaltungsverhaltnissen
entsprechen, aufgelistet. Die SD-Marker wurden als nicht informativ klassifiziert, da
sie keinen Ruckschluss auf den Ploidietypus und die Ploidiestufe zulassen. Fir die
MD-Marker wurde jeweils die Art der Vererbung (disom oder polysom) und die
entsprechende Ploidiestufe (tetraploid oder oktoploid) angegeben, auf welche die

Spaltungsverhaltnisse dieser Marker deuteten.

Tabelle 7: Spaltungsverhaltnisse fir die Population K1 der 37 eindeutig spaltenden
Mikrosatellitenmarker-Allele

parentale Konstitution  Spaltungsverhaltnis Anzahl Marker" Spaltungstyp
maternal 1:1 8 nicht informativ?
paternal 1:1 8 nicht informativ
paternal 1:2 7 verschoben®
maternal 3:1 3 disom 4x* oder 8x°
paternal 3:1 4 disom 4x oder 8x
biparental 3:1 5 nicht informativ
maternal 71 1 disom 8x
biparental 71 1 disom 4x oder 8x

1 = Anzahl der Marker die dem jeweiligen Spaltungsverhaltnis entsprechen
2 = Singledose Marker; spalten fiir alle Ploidiestufen und Ploidietypen gleich
3 = entspricht keinem zu erwartenden Spaltungsverhaltnis flir Polyploide

4 = tetraploid

5 = oktoploid

Von den 37 Allelen, fir die in der Population K1 jeweils nur ein Spaltungsverhaltnis
nachgewiesen wurde, wiesen insgesamt 21 eine 1:1 bzw. eine 3:1 Spaltung auf, wie
sie fur SD-Marker zu erwarten sind. Fur sieben paternale Fragmente wurde eine
verschobene Spaltung in dem Verhaltnis 1:2 nachgewiesen. Weitere sieben
uniparentale Allele der Mikrosatellitenmarker spalteten in einem Verhaltnis von 3:1,
das charakteristisch flir eine disome Vererbung ist. Fir lediglich einen maternalen
Marker wurde ein Spaltungsverhaltnis von 7:1 nachgewiesen, das charakteristisch
fur Allooktoploide ist. Fur einen biparentalen Marker wurde ebenfalls eine 7:1
Spaltung nachgewiesen, die sowohl fir Allotetraploide als auch fur Allooktoploide zu
erwarten ist.

Fir die Population K5 wurden insgesamt 1334 AFLP®- und Mikrosatellitenfragmente

ausgewertet und in die Spaltungsanalyse einbezogen. Davon wurden 328 der
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AFLP®-Marker von R. Chaudhary beigetragen (Chaudhary 2011). Die (ibrigen 1006
Marker umfassen 62 spaltende Allele, welche durch die 14 entwickelten
Mikrosatellitenmarker amplifiziert wurden, sowie 944 AFLP®—Fragmente, die anhand
von 40 Primerkombinationen amplifiziert wurden.

Von den insgesamt 1334 Markern wurden in der Population K5 fur 265 (19,86 %)
Marker mehrere Spaltungsverhaltnisse nachgewiesen. Weitere 273 (20,46 %)
Marker konnten gar keinem Spaltungsverhaltnis zugeordnet werden. Die ubrigen
796 (59,67 %) Marker konnten durch den Chi-Quadrat-Anpassungstest einem
einzelnen Spaltungsverhaltnis zugeordnet werden. Die Anzahlen dieser Marker fur
die unterschiedlichen Spaltungsverhaltnisse, sind in der folgenden Tabelle 8 auf-
gelistet.

Tabelle 8: Spaltungsverhaltnisse fur die Population K5 der 796 AFLP®- und
Mikrosatellitenmarker mit einem eindeutigen Spaltungsverhaltnis

Parentale Konstitution Spaltungsverhaltnis Anzahl Marker’ Spaltungstyp

maternal 1:1 206 nicht informativ?
paternal 1:1 122 nicht informativ
maternal 1:2 1 verschoben?®
paternal 1:2 83 verschoben
biparental 1:2 2 verschoben
maternal 3:1 38 disom 4x* oder 8x°
paternal 3:1 33 disom 4x oder 8x
biparental 3:1 206 nicht informativ
maternal 5:1 3 polysom 4x
paternal 5:1 1 polysom 4x
biparental 71 97 disom 4x oder 8x
maternal 69:1 4 polysom 8x

1 = Anzahl die Marker die dem jeweiligen Spaltungsverhaltnis entsprechen

2 = Singledose Marker; spalten fir alle Ploidiestufen und Ploidietypen gleich

3 = entspricht keinem der zu erwartenden Spaltungsverhaltnis fiir Polyploide

4 = tetraploid

5 = oktoploid
Von den 796 Markern, fur die lediglich ein Spaltungsverhaltnis nachgewiesen wurde,
spalteten 534 Marker als SD-Marker und waren somit fur die Untersuchung der
Genomstruktur nicht informativ. Fir 86 Marker wurde eine verschobene Spaltung mit
dem Verhaltnis 1:2 nachgewiesen. Fur insgesamt 168 Marker wurden disome
Spaltungsverhaltnisse nachgewiesen. Da die Spaltungsverhaltnisse dieser Marker

sowohl fur Allotetraploide als auch flr Allooktoploide zu erwarten sind (siehe

45



Ergebnisse

Tabellen 20 und 21 im Anhang), lieferten diese Marker keine Information Uber die
Ploidiestufe. Lediglich fur vier Marker wurden tetrasome Spaltungsverhaltnisse
nachgewiesen, die charakteristisch fur Autotetraploide sind. Weitere vier Marker
konnten oktosomen Spaltungsverhaltnissen zugeordnet werden. Diese Marker
deuten daher auf eine Autooktoploidie flr die Gartendahlie.

Die meisten angenommenen Spaltungsverhaltnisse fur die beiden Populationen K1
und K5 entsprechen einer disomen Vererbung und deuten somit auf eine
Allopolyploidie. Jedoch lassen die entsprechenden Marker keinen Ruckschluss auf
die Ploidiestufe zu, da die Spaltungsverhaltnisse sowohl fur Allotetraploide als auch
fur Allooktoploide zu erwarten sind. Lediglich fur einen Marker wurde ein
Spaltungsverhaltnis nachgewiesen, dass ausschlieBlich auf eine Allooktoploidie
hinweist. Fur die Population K5 wurden zudem sowohl vier tetrasome als auch vier
oktosome Spaltungsverhaltnisse angenommen. AuRerdem wurde flr viele Marker
gar kein Spaltungsverhaltnis bzw. das verschobene Spaltungsverhaltnis von 1:2
angenommen. Eine detaillierte Darstellung der Chi-Quadrat-Werte der Marker, die
fur die Populationen K1 und K5 ausgewertet wurden, ist auf der im Anhang

beiliegenden CD aufgefuhrt.

3.2.4 Verhdltnis von Singledosemarkern zu Multidosemarkern
fur die Dahlienpopulation K5

Fur die Population K5 wurden alle 1334 ausgewerteten Marker anhand des
geometrischen Mittels (siehe 2.6.1) einer der beiden Klassen SD- oder MD-Marker
zugewiesen. Das so ermittelte Verhaltnis von SD- zu MD-Markern wurde
anschlieBend anhand des Chi-Quadrat-Anpassungstests (Pearson 1900) auf die
theoretischen Verhaltnisse von SD zu MD-Markern fur Autopolyploide (0,7:0,3) und
Allopolyploide (0,56:0,44) getestet. Das Signifikanzniveau lag bei x%.¢5 @f = 1) = 3,84.
Die Ergebnisse des Chi-Quadrat-Anpassungstests sind in der folgenden Tabelle 9

zusammengefasst.
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Tabelle 9: Verhaltnis von SD-Markern zu MD-Markern fir die Population K5

beobachtet erwartet Autopolyploide1 erwartet AIIoponpIoide1

SD-Marker 931 933,8 747,04

MD-Marker 403 400,2 586,96
Gesamt 1334 1334 1334

Chi-Quadrat-Wert -- 0,028 102,96

1 = nach Da Silva et al. (1993)

Anhand des nachgewiesenen Verhaltnisses von SD- zu MD-Markern fir die
Population K5 wurde die Hypothese der Allopolyploidie mit einer signifikanten
Abweichung von y%.¢s @f = 1) = 102,96 abgelehnt. Die Hypothese der Autopolyploidie
wurde hingegen bei einer nicht signifikanten Abweichung von y%.es @f = 1) = 0,03 klar

angenommen.

3.2.5 Verhaltnis von Attraktionskopplungen zu
Repulsionskopplungen fur die Dahlienpopulation K5

Fur die Kartierungseltern Karneol und Nordlicht wurden insgesamt 569 uniparentale
(284 fur Karneol und 285 fur Nordlicht) SD-Marker selektiert. Anhand dieser Marker
wurde das Verhaltnis von Attraktionskopplungen zu Repulsionskopplungen ermittelt.
Von den 569 verwendeten Markern konnten fur 402 Marker (199 fur Karneol und
203 fur Nordlicht) Attraktionskopplungen nachgewiesen werden. Lediglich fur die
Kopplungsgruppe (KG) N1 des vaterlichen Kartierungselters Nordlicht wurden acht
Kopplungen in der Repulsionsphase detektiert. Diese Repulsionskopplungen
wurden jedoch bei LOD-Werten zwischen 0 und 1,78 nachgewiesen. Die KG N1
wurde hingegen anhand des originalen Datensatzes bei einem LOD-Wert von 10
berechnet. Da aullerdem keine weiteren Kopplungen zwischen den beiden
Datensatzen nachgewiesen werden konnten, wurden die Repulsionskopplungen
aufgrund der niedrigen LOD-Werte als nicht signifikant angenommen. Somit betragt
das berechnete Verhaltnis von Attraktionskopplungen zu Repulsionskopplungen fur
die Population K5 1:0.

Das Verhaltnis von Attraktionskopplungen zu Repulsionskopplungen wurde
anschlieBend durch den Chi-Quadrat-Anpassungstest (Pearson 1900) bei einem
Signifikanzniveau von y%gs (o = 1) = 3,84 auf die theoretischen Verhéltnisse fiir

Allopolyploidie (1:1), Autotetraploidie (1:0,25) sowie fur hohere Plodiestufen der
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Autopolyploidie (1:0) geprift (Wu et al. 1992). Die Ergebnisse dieses Tests sind in

der folgenden Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10: Chi-Quadrat-Werte fiir das Verhaltnis von Attraktionskopplungen
zu Repulsionskopplungen fir die Population K5

Ploidiestatus Erwartete Verteilung Chi-Quadrat-Wert

Allopolyploid 201:201 (1:1)’ 402,00
Autopolyploid (4x)? 321,6:80,4 (1:0,25)" 100,50
Autopolyploid (>4x)° 402:0 (1:0)’ 0,00

1 = erwartete Verhaltnisse von Attraktionskopplungen zu Repulsionskopplungen nach Wu et al. (1992)

32‘ : ;?Lzeleo:;iloidiestufen als tetraploid
Anhand des ermittelten Verhaltnisses von Attraktionskopplungen zu Repulsions-
kopplungen fir die Population K5 wurde die Hypothese einer Allopolyploide bei einer
signifikanten Abweichung von xzo,gs @ = 1) = 402,00 eindeutig abgelehnt. Die
Hypothese einer Autotetraploidie wurde bei einer signifikanten Abweichung von
v0.95 @f = 1) = 100,50 ebenfalls abgelehnt. Die Hypothese einer Autopolyploidie mit
einer hdheren Ploidiestufe konnte hingegen mit xzo,gs @f = 1) = 0,00 klar angenommen
werden. Die JoinMap-Datei, anhand der das Verhaltnis von Attraktionskopplungen

zu Repulsionskopplungen berechnet wurde, ist auf der CD im Anhang hinterlegt.

3.3 Genetische Kopplungskarte fir die Dahlienpopulation K5

Insgesamt wurden 1334 AFLP®- und Mikrosatellitenfragmente fiir die Population K5
ausgewertet. Daraus wurden fir die Mutter Karneol 284 und fur den Vater Nordlicht
285 uniparentale SD-Marker selektiert. Von den biparentalen Markern wurden 362
Marker als SD-Marker klassifiziert. Daher wurde die Kartierung fur die beiden Eltern
der Population K5 letztlich anhand von insgesamt 1293 SD-Markern durchgeflihrt,
von denen 1023 Marker kartiert werden konnten. Von diesen kartierten Markern
waren 1021 Marker in der Attraktionsphase und zwei Marker in der Repulsionsphase
gekoppelt. Der prozentuale Anteil an kartierten Markern in der Repulsionsphase
betragt somit 0,02 %. Die Marker, welche in der Repulsionsphase kartiert wurden,
sind in den Kopplungskarten flur die Eltern der Population K5 in den Abbildungen 3
bis 5 (siehe Kapitel 3.3.1 bis 3.3.3) mit einem grunen Pfeil markiert.
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Da D. variabilis 64 Chromosomen besitzt, ware zu erwarten, dass flr jeden
Kartierungselter 32 Kopplungsgruppen (die Anzahl der Chromosomen des haploiden
Chromosomensatzes) berechnet werden konnen. Jedoch wurden fur die Eltern der
Population K5 insgesamt 151 Kopplungsgruppen (73 fur Karneol und 78 flr
Nordlicht) nachgewiesen. Die Daten der berechneten genetischen Kopplungskarten

fur beide Kartierungseltern sind in der nachfolgenden Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Zusammenfassung der Ergebnisse der berechneten
Kopplungskarten fir die Populationseltern Karneol
und Nordlicht

Parameter Karneol Nordlicht

Anzahl selektierter SD-Marker 646 647

Anzahl kartierter SD-Marker 532 491

Anzahl KGs 73 78
Kartenlange 2751 cM 3086 cM

durchschnittliche Markerdistanz 5,2cM 6,3 cM

maximale Markerdistanz 35,7 cM 37,00 cM
Abdeckung’ 17,62 % 22,43 %
GenomgroRe' 15611 cM 13759 cM
verschobene Spaltung? 55,26 % 40,73 %

1 = nach Stein et al. (2007)
2 = nach JoinMap Version 4 (Van Ooijen 2006)

Bei der weiteren Analyse der Kartierungsdaten wurden zunachst kirzere Kopplungs-
gruppen (KGs), auf denen weniger als vier Marker kartiert waren, verworfen. Da sich
jedoch herausstellte, dass auf diesen kiirzeren KGs haufig biparentale AFLP®-
Marker lokalisiert waren, und diese daher Homoologengruppen zugeordnet werden
konnten, wurden letztlich alle berechneten KGs in die erstellten Karten einbezogen.
Die LOD-Werte, bei denen die einzelnen KGs jeweils berechnet wurden, sind im
Anhang in den Tabellen 34 und 35 aufgelistet. Die Markerdatenmatrix fur die
Population K5 und die JoinMap-Datei der berechneten Kopplungskarte sind auf der
CD im Anhang beigefligt. Die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests sowie des
Interval Mappings, die in den abgebildeten Karten vermerkt wurden, sind in den
Kapiteln 3.4.1 bis 3.4.3 im Detail beschrieben.
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3.3.1 Maternale Karte

FUr die Kartierungsmutter Karneol wurden 73 KGs durch 532 von insgesamt 646
(284 uniparentale und 362 biparentale) SD-Markern berechnet. Von diesen 73 KGs
konnten 46 anhand der Mikrosatelliten- bzw. biparentalen AFLP®-Marker in 28
unterschiedliche Homdologengruppen eingeteilt werden. Die verbliebenen 27 KGs,
die keiner Gruppe zugeordnet wurden, sind in der Abbildung 4 dargestellt.

Die LOD-Werte, bei denen die KGs berechnet wurden, sind in den Tabellen 34 und
35 im Anhang aufgelistet. Die Chi-Quadrat-Werte der kartierten Marker sowie ihre
Zuordnung zu den unterschiedlichen KGs sind auf der CD im Anhang aufgefuhrt.
Die Legende fur die berechneten genetischen Kopplungskarten beider Eltern in den
Abbildungen 4 bis 6 ist in der folgenden Abbildung 3 aufgefuhrt.

Legende fur die Abbildungen 4 bis 6:

HG = Homdologengruppe

K... = Karneol Kopplungsgruppe Nummer

N... = Nordlicht Kopplungsgruppe Nummer
X = Marker von Chaudhary 2011

————— = Verbindung homologer bzw. homéologer Kopplungsgruppen auf
Basis von Mikrosatellitenmarkern

—_— = Verbindung homologer bzw. homé&ologer Kopplungsgruppen auf
Basis von biparentalen AFLP-Markern

—_— = Marker in Repulsionsphase kartiert

e = Marker, flr die anhand des Kruskal-Wallis-Testes eine Assoziation
an ein phanotypisches Merkmal nachgewiesen wurde

= Signifikant bei P<0.05

& = Signifikant bei P<0.01
*kk = Signifikant bei P<0.001
kKK = Signifikant bei P<0.0001
= QTL, der durch Intervall Mapping nachgewiesen wurde; jeweils
i

rechts von der entsprechenden KG dargestellt.

Anz. Blbl. = Anzahl Blatenblatter
Bl. Durchm. = Blutenstandsdurchmesser
Blist. L&, = BlUtenstiellange
Breite Zubl. = Breite Zungenbliiten
Lange Zubl. = Lange Zungenbliten

1 =Umwelt 1 2009 Herrenhausen
2 =Umwelt 2 2010 Herrenhausen
3  =Umwelt 3 2010 Ruthe

Abbildung 3: Legende der berechneten Kopplungskarten fir die
Kartierungseltern der Population K5 Nordlicht und Karneol
in den folgenden Abbildungen 4 bis 6
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K70 K73 K74
00 —{F— HTO0AAL _MATTAZZS 00 = HI0DAGE _MACCA242X 00 —— HE0ACA MACCT121
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Fortsetzung Abbildung 4: Kopplungsgruppen der Kartierungsmutter Karneol, die keiner
Homoologengruppe zugeordnet wurden. Die roten Balken rechts
neben den KGs markieren die berechneten QTLs. Die Abkur-
zungen fir die Merkmalsbezeichnungen sind in Abbildung 2
erklart. Die genetischen Distanzen zwischen den Kkartierten
Markern sind in Centimorgan angegeben.
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Die 73 KGs, welche fur die Kartierungsmutter Karneol berechnet wurden, umfassen
eine Gesamtlange von 2750 cM mit einem durchschnittlichen Abstand von 5,2 cM
zwischen den Markern. Nach Stein et al. (2007) ware daher davon auszugehen,
dass die Abdeckung des Genomes von Karneol durch die berechnete Karte 17,6 %
betragt. Demnach wirde das Genom eine GesamtgroRe von 15611 cM umfassen.
Die grofte Distanz zweier Marker betragt 35,7 cM auf der KG 65 zwischen den
beiden Markern H700AAC_MACTG280 und H800ATT_MACCG120. Fur 294 (55,3
%) der insgesamt 532 kartierten SD-Marker wurde anhand der Kartierungssoftware
JoinMap Version 4 eine verschobene Spaltung nachgewiesen. Der einzige Marker,
der fur Karneol in der Repulsionsphase kartiert wurde, ist der Marker H700ACGT _-
MACAC102 auf der KG K14 in der Homdologengruppe 9 (siehe Abbildung 5).

Die KG K23 wurde zunachst berechnet. Jedoch konnte die Kopplungsphase des
Markers H800ACA_MACCT92 nicht bestimmt werden. Da dieser KG lediglich ein
weiterer Marker (H800ATT_MACTG225X) zugeordnet wurde, war so letztlich keine
visuelle Darstellung der Markeranordnung maglich. Die KG K60 besteht lediglich aus
zwei Markern, die mit einem Abstand von 0 cM zueinander kartiert wurden. Auf den
KGs K1, K4, K28, K33 und K38 wurden relativ viele Marker teilweise recht nah
beieinander kartiert. Die ubrigen KGs wiesen eine geringere Markerdichte auf. Auf
den KGs K22, K24, K39, K47, K50, K58, K59, K65, K66, K67 und K69 wurden

jeweils lediglich zwei oder drei Marker kartiert.

3.3.2 Paternale Karte

FUr den vaterlichen Kartierungselter Nordlicht wurden 647 (285 uniparentale und
362 biparentale) SD-Marker selektiert. Anhand von 491 dieser SD-Marker konnten
78 KGs berechnet werden, von denen 57 KGs 29 unterschiedlichen Homdologen-
gruppen zugeordnet wurden. Die ubrigen 21 KGs, fur die keine Homoologengruppe

identifiziert werden konnte, sind in der folgenden Abbildung 4 dargestellt.
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Die Kopplungskarte fur den Kartierungsvater Nordlicht umfasst eine Gesamtlange
von 3086 cM bei einem durchschnittlichen Markerabstand von 6,28 cM. Demnach
betragt die Genomabdeckung anhand der berechneten Karte fur Nordlicht nach
Stein et al. (2007) 22,4 %. Dies wurde einer Genomgrof3e von insgesamt 13758 cM
entsprechen. Die grof3te Distanz zwischen zwei Markern (H700_MAGTC511 und
H800_MAGAG69) betragt 37 cM auf der KG N71. Von den insgesamt 491 kartierten
SD-Markern wiesen 211 (40,7 %) eine verschobene Spaltung auf. Fur den
Kartierungsvater Nordlicht wurde ebenfalls lediglich ein Marker (H700AGC_MACAC-
260X auf der KG N72, die keiner Homdologengruppe zugeordnet wurde) in der
Repulsionsphase kartiert. Dieser Marker war mit einem Abstand von 20,9 cM relativ
schwach an den einzigen weiteren Marker, welcher auf der KG N72 kartiert wurde,
gekoppelt.

Auf den KGs N18, N26 und N33 wurden verhaltnismaRig hohe Anzahlen von
Markern recht eng aneinander kartiert. Auf den KGs N7, N8, N16, N17, N28, N41,
N43, N49, N52, N59, N70, N71, N72, N73 und N77 wurden hingegen lediglich zwei
bis drei Marker in gro3eren Abstanden zueinander lokalisiert.

3.3.3 Identifizierung der Homdologengruppen von Dahlia variabilis

Die Zuordnung der KGs in unterschiedliche Homoologengruppen erfolgte fir die
beiden Kartierungseltern Karneol und Nordlicht zunadchst anhand der kartierten
Mikrosatellitenmarker. Alle KGs auf denen die unterschiedlichen Allele eines
Mikrosatellitenmarkers kartiert waren, wurden in Gruppen zusammengefasst. Die
Anzahlen an Allelen, die fur die einzelnen Marker auf verschiedenen KGs kartiert

wurden, sind in der folgenden Tabelle 12 aufgefuhrt.
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Tabelle 12: Anzahlen kartierter Mikrosatellitenmarker-Allele auf unterschiedlichen
Kopplungsgruppen fir die beiden Eltern der Population K5 Karneol und

Nordlicht
Homodologengruppe  Mikrosatellitenmarker Allele Karneol Allele Nordlicht
1 DV13 3(3) 4 (4)
DV10 2 (4) 2 (4)
2 DV03 2 (3) 4 (4)
3 DVO05 2 (3) 3 (4)
DVO07 1(2) 2 (2)
DV12 1(4) 2 (2)
HT292 1 (3) 1 (3)
4 DVO08 3%(5) 1(2)
5 DVO02 2 (3) 1(2)
6 DVO09 2 (4) 0 (1)
7 DV11 0(2) 3 (4)

1 = Lesebeispiel: fir den Marker DV10 wurden fur Karneol zwei von insgesamt vier amplifizierten Allelen kartiert
2 = zwei Allele des Markers DV08 wurden auf der KG K5 kartiert

AnschlielRend wurden die biparentalen AFLP®-SingIedosemarker zwischen den KGs
beider Eltern verbunden um weitere homologe bzw. homobologe KGs zu identifi-
zieren.

Die MD-Marker, durch deren Kartierung den erstellten Homdologengruppen weitere
KGs zugeteilt werden sollten, verbanden einzelne KGs zwischen den unterschied-
lichen Homdologengruppen. Diese Verknlpfungen durch die MD-Marker konnten
jedoch nicht durch die Mikrosatelliten- und AFLP®-Marker nachvollzogen werden.
Zudem wiesen einige der 3:1 spaltenden MD-Marker Kopplungen an bis zu vier KGs
auf, obwohl fur sie lediglich eine Duplex-Konstellation zu erwarten ware. Deshalb
wurden die zunachst kartierten MD-Marker letztlich wieder aus den Kopplungskarten
entfernt, und die Einteilung der KGs in unterschiedliche Homdologengruppen wurde
ausschlieBlich auf Basis der Mikrosatelliten- und der biparentalen AFLP®-
Singledosemarker durchgefuhrt. Auf diese Weise wurden 29 Homobologengruppen
erstellt, denen 103 KGs (Karneol: 46 KGs, Nordlicht: 57 KGs) von insgesamt 151
KGs (Karneol: 73 KGs, Nordlicht: 78 KGs) zugeordnet werden konnten. Die
einzelnen Homoologengruppen sind im folgenden Kapitel 3.3.4 detailliert
beschrieben. Die Unterteilung der KGs in Homdologengruppen ist in den Tabellen
36 und 37 im Anhang zusammengefasst. Die KGs auf denen die MD-Marker kartiert

wurden, sind auf der CD im Anhang aufgelistet.
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Um eine bessere Ubersicht zu gewahrleisten, wurden die Homdologengruppen 1 bis
3 in der nachfolgenden Abbildung 5 zunachst einmal ohne die Verbindungen durch
die biparentalen AFLP®-Marker zwischen den entsprechenden KGs abgebildet.
AnschlieRend wurde jeweils dieselbe Homdologengruppe noch einmal mit durch-
gehenden Linien zwischen den biparentalen AFLP®-Markern dargestellt. Die
Legende flir die berechneten genetischen Karten und die erstellten Homdologen-

gruppen wurde bereits unter 3.3.1 dargestellt.
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Fortsetzung Abbildung 6: Homo&ologengruppen fir die Kartierungseltern Nordlicht

und Karneol, Homdologengruppe 3 (HG3). Die gestrichelten
Linien verbinden die unterschiedlichen Allele der kartierten
Mikrosatellitenmarker. Fir Marker, die mit einem roten Pfeil
markiert sind, wurde anhand des Kruskal-Wallis-Tests eine
Assoziation an ein phanotypisches Merkmal nachgewiesen.
Die roten Balken rechts neben den KGs markieren die
berechneten QTLs. Die Abkurzungen fur die Merkmals-
bezeichnungen sind in Abbildung 2 erklart. Die genetischen

Distanzen zwischen den kartierten Markern sind in Centi-
morgan angegeben.

64



Ergebnisse

D0 = HIDDACE T_fd 8L G216 00— HIMOARL _fWAGAG 11 -2
o MRS
o
1 ;
11
13
. oY
1aE
Linge Blbl. ™=
P i
RO
P53 & i HeDRAC AT TS
23 HADEA Rk Dt
R g HACDWAL_RAAC C TG
= HAELET, HEEA
704 iy HTDACG T_ MR TCETE
TOb HAODRAG R Ee3 T T
183 =7 HED0ATT_ WG Tor20, BeH ot
PR B HPDRC T MR AT
ik MRS RT, el
T = e
1 EE [ HrDeAC s R0
w7y P HBO0ATT_WabT 2l ™
i HADACST_WRCATI®
czp i [l HBODATT_tas s o
4 HEoOaTT WA an HFDACST_WROTCIEZ
4 s T L=r i) PO Ol C Bds Y
mas-  romeTe_Mareaim
D A AR
E R
b e = e F U] =

HG3

K16

OO~ HTOOO.Co T_b A & 357

2
W2

207

207 -~
a1 =]
28T

0

53—

00— HOGAAL_WALCTIE
125 = HOOOR AL _ W TR
507 =L~ HIOD TT_MAL 47
[ OO0 RO T_ReToes
R _MEITATE)
EER = b
a5 =TT~ He0tn LA T

T HOOKA L3 T AN TO 0

.9~ HAD0N O _MECARZm.E
08— HPODREL_MaTTAm
A=

— HEOLATT_WeaT o nes.
— HEOLATT_ Wi C2008

— HTOOAAC A CCASYS

{— HEH AT A_hd s (4 308 o
- HTODA Tz , 2%

—I-tStIIlIlTT_h'lﬂG.IlG'lIH‘J’:'
.

&EE —

-
- HFDD.&GC_MR[G'.’E"}K - Y
- '.,"‘ s - ‘l

JJPJ‘ 'F"I‘ ‘I

ol elen” '

| ppm®s Tt eemeeaal

— HTOMAC T bl dactici B2

HE—

N 42

H— HOACaT_uersTED

me—

o HAOARG_ WA TTAZID

[ HADDAAL_ WA e

1 MGG T AT

o HTaRE

N 62

N 44

§ - a—— 0.0 T KOO T_MSCOCTIE
-
o
I\=J e [ MRS _MATTAIE
@
=
|
e
m
e
E. e —— Bt . e — 1
Q)
: 1
[
P
s Anzahl Blbl. =**
i

N 25

00— B0 D TT_ bt 5 L2000

49—

- HE0TT_WeT 6208 %,

[ W DA TT_W A3
|- HM DA 07_MaT DaEs

= HA D b ToA$500

o

I WM [ T _ e ieSo2

N 45

o

e

= Dt

Fortsetzung Abbildung 6: Homoologengruppen fur die Kartierungseltern Nordlicht
und Karneol, Homdologengruppe 3 (HG3). Die gestrichelten
Linien verbinden die unterschiedlichen Allele der kartierten
Mikrosatellitenmarker. Die durchgehenden Linien verbinden
biparentale AFLP®-Marker. Fir Marker, die mit einem roten
Pfeil markiert sind, wurde anhand des Kruskal-Wallis-Tests

eine Assoziation an ein phanotypisches Merkmal

nach-

gewiesen. Die roten Balken rechts neben den KGs markieren
die berechneten QTLs. Die Abkurzungen fur die Merkmals-
bezeichnungen sind in Abbildung 2 erklart. Die genetischen

Distanzen zwischen den kartierten Markern sind in Centi-
morgan angegeben.
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Fortsetzung Abbildung 6:

B3 o HEODATT_hdaT O 20z
=T

Homoologengruppen fir die Kartierungseltern Nordlicht
und Karneol, Homdologengruppe 4 (HG4). Die gestrichelten
Linien verbinden die unterschiedlichen Allele der kartierten
Mikrosatellitenmarker. Die durchgehenden Linien verbinden
biparentale AFLP®-Marker. Fir Marker, die mit einem roten
Pfeil markiert sind, wurde anhand des Kruskal-Wallis-Tests
eine Assoziation an ein phanotypisches Merkmal nach-
gewiesen. Die roten Balken rechts neben den KGs markieren
die berechneten QTLs. Die Abkurzungen fir die Merkmals-
bezeichnungen sind in Abbildung 2 erklart. Die genetischen
Distanzen zwischen den kartierten Markern sind in Centi-
morgan angegeben.
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Fortsetzung Abbildung 6: Homdologengruppen 14 und 15. Die durchgehenden Linien verbin-
den biparentale AFLP®-Marker. Fiir Marker, die mit einem roten Pfeil
markiert sind, wurde anhand des Kruskal-Wallis-Tests eine Assozi-
ation an ein phanotypisches Merkmal nachgewiesen. Die Abkurz-
ungen flr die Merkmalsbezeichnungen sind in Abbildung 2 erklart. Die
genetischen Distanzen zwischen den kartierten Markern sind in
Centimorgan angegeben. 70
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178 —— HEDOACA_MACTGIO7 —— — 172~k HEODACA, MACTO 907

K 64 N 27

00— HTODACGT_MAAGGED MR R HAGDAACIMACCAIES

134 =T H700AAC_MACCAIE

47 —— HB0DACA_MACCT218

343 —o— H300ATT_MAT GG 100

Homadoologengruppen 28 und 29. Die durchgehenden Linien
verbinden biparentale AFLP®-Marker. Die genetischen Distan-
zen zwischen den kartierten Markern sind in Centimorgan

angegeben.

Fortsetzung Abbildung 6:
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3.3.4 Beschreibung der Homdologengruppen

Die Homoologengruppe 1 besteht aus den 15 KGs K10, K15, K26, K37, K45, K61,
K72, N2, N29, N31, N34, N51, N53, N56 und N69, die durch die drei Mikrosatelliten-
marker DV06, DV10 und DV13 verbunden wurden. Jeweils ein Allel des Mikro-
satellitenmarkers DV13 wurde fur Karneol auf den KGs K37, K45 und K61 kartiert.
Fur Nordlicht wurden insgesamt vier Allele dieses Markers, verteilt GUber die KGs N2,
N34, N53 und N56, lokalisiert. Lediglich ein Allel des Mikrosatellitenmarkers DV06
wurde fur jeden Kartierungselter auf den KGs K45 und N69 kartiert. Jeweils zwei
Allele des Markers DV10 wurden fur die beiden Kartierungseltern, verteilt Gber die
KGs K10, K72, N2 und N31, lokalisiert.

Die KGs K15, K26, N29 und N51 konnten der Homdologengruppe 1 anhand von
biparentalen AFLP®-Markern hinzugefiigt werden. Dabei konnten die KGs N34 und
N51 durch die Verknupfung mit der KG K37 in entsprechender Reihenfolge zu-
einander angeordnet werden.

Die KG der Kartierungsmutter Karneol mit der hdchsten Markerdichte in der
Homodologengruppe 1 ist die KG K15 mit 16 Markern, die verteilt Uber 63 cM kartiert
wurden. Die KGs K26 und K72 weisen hingegen jeweils lediglich zwei Marker mit den
Abstanden 12,9 bzw. 26,2 cM auf.

Die vaterliche KG mit der héchsten Markerdichte ist die KG N2 mit 29 Markern, die
verteilt Uber 112,2 cM kartiert wurden. Im Gegensatz dazu weisen die ubrigen KGs
fur Nordlicht eine teilweise wesentlich geringere Markerdichte auf. So wurden auf den
KGs N29, N51 und N69 jeweils lediglich zwei Marker in Distanzen zwischen 9,6 und
21,7 cM Kartiert.

Der Homoologengruppe 2 wurden die 13 KGs K2, K3, K43, K44, N19, N20, N22,
N30, N36, N37, N47, N66 und N70 zugewiesen. Diese Homoologengruppe wurde
zunachst anhand des Mikrosatellitenmarkers DVO03 identifiziert. Fur die Kartierungs-
mutter Karneol wurde jeweils ein Allel dieses Markers auf den KGs K43 und K44
kartiert. Die Ubrigen vier Allele des Markers DV03 wurden fur Nordlicht, verteilt Gber
die KGs N19, N36, N37 und N66, lokalisiert.

Die verbliebenen sieben KGs K2, K3, N20, N22, N30, N47 und N70 wurden in die
Homdologengruppe 2 anhand von biparentalen AFLP®-Markern eingeordnet.
Dadurch konnten die KGs K2 und K3 zu den KGs N19, N20, N22 und N70 in
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entsprechender Orientierung angeordnet werden. Die KGs N36 und N47 wurden
durch die Verknupfung mit der KG K44 zueinander in der richtigen Reihenfolge
dargestellt. Die KGs N30 und N37 wurden mit der KG K43 anhand der biparentalen
AFLP®-Marker verbunden und konnten so in einander entsprechender Abfolge ange-
ordnet werden.

Die kartierten Marker sind auf den mutterlichen KGs innerhalb der Homd&ologen-
gruppe 2 relativ gleichmaRig verteilt. Die KGs des Kartierungsvaters Nordlicht in der
Homodologengruppe 2 weisen hingegen eine relativ geringe Abdeckung auf. Die KGs
N30, N47, N66 und N70 wurden beispielsweise jeweils lediglich durch zwei bis drei
Marker abgedeckt.

Der Homoologengruppe 3 wurden die zwolf KGs K16, K17, K35, K71, N1, N24, N25,
N42, N44, N55, N58 und N62 zugewiesen. Dies erfolgte zunachst durch die vier
Mikrosatellitenmarker DV05, DV07, DV12 und HT292. Die Allele des Markers DV05
wurden verteilt Uber die KGs K71, N1 und N44 kartiert. Fir die beiden Mikro-
satellitenmarker DV0O7 und DV12 wurde je ein Allel auf den KGs K16, N24, N45
lokalisiert. Jeweils ein Allel des Markers HT292 wurde auf den KGs K17 und N58
kartiert.

Die KGs N25 und N42 wurden der Homoologengruppe 3 anhand biparentaler
AFLP®-Marker zugeordnet. Dadurch konnten die KGs N1, N24, N42 und N58 zu der
KG K17 in entsprechender Abfolge angeordnet werden.

Auf der vaterlichen KG N1 wurden mit insgesamt 32 Markern, verteilt Gber 122,7 cM,
eine relativ hohe Anzahl an Markern recht eng aneinander kartiert. Aulierdem
wurden auf dieser KG insgesamt drei QTLs, einer fur die Pflanzenhéhe (Umwelt 3)
und zwei fur die Breite der Zungenbliten (Umwelt 1 und 3), lokalisiert. Die vaterlichen
KGs N42, N44, N45 und N62 weisen im Gegensatz zur KG N1 mit jeweils lediglich

zwei bis drei Markern eine wesentlich geringere Markerabdeckung auf.

Die Homoologengruppe 4 besteht aus den sechs KGs K5, K12, K13, N12, N21 und
N35. Fur den Marker DV08 wurden zwei Allele auf der KG K5 und jeweils ein Allel
auf den KGs K12 und N12 kartiert. Die KGs K13, N21 und N35 wurden dieser
Homdologengruppe durch die Verkniipfung der kartierten biparentalen AFLP®-Marker
hinzugeflgt. Dabei konnten die KGs K12 und K13 zu der KG N21 in einander

entsprechender Orientierung dargestellt werden.
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Die Homoologengruppe 5, bestehend aus den KGs K56, K63 und N74, wurde durch
die drei Allele des Mikrosatellitenmarkers DV02 identifiziert. Fur alle drei KGs wurde
jeweils ein Allel dieses Markers kartiert. Die Verknupfung zwischen den KGs K63 und
N74 wurde zusitzlich durch biparentale AFLP®-Singledosemarker bestétigt, die auf

diesen beiden KGs lokalisiert wurden.

Die Homoologengruppe 6 wurde anhand des Mikrosatelltenmarkers DV09
identifiziert. Durch diesen Marker wurden die beiden mutterlichen KGs K46 und K53,
auf der vier Uberlappende QTLs fur die vier Merkmale Blattlange (Umwelt 2),
Blattbreite (Umwelt 2), Blutenstangellange (Umwelt 3) und Pflanzenhéhe (Umwelt 1)
lokalisiert wurden, verbunden. Die vaterliche KG N78 wurde mit der mutterlichen KG

K53 durch biparentale AFLP®—SingIedosemarker verknupft.

Die Homoologengruppe 7 wurde ausschlieRlich auf Basis des Mikrosatellitenmarkers
DV11 identifiziert. Anhand dieses Markers konnten jedoch lediglich die drei pater-

nalen KGs N4, N14 und N50 in eine Gruppe zusammengefasst werden.

In den Ubrigen Homdologengruppen 8 bis 29 wurden jeweils maximal zwei KGs je
Elter mit denen des anderen Kartierungselters anhand von biparentalen AFLP®-
Singledosemarkern verbunden. Die KGs der Homdologengruppen 14, 20, 21, 22, 25
und 28 bestehen jeweils ausschlieRlich aus biparentalen AFLP®-Singledosemarkern,
die grofltenteils zwischen beiden Eltern in der gleichen Reihenfolge angeordnet
wurden. Die Abbildungen aller KGs und Homdologengruppen sind zusatzlich noch

einmal auf der im Anhang beiliegenden CD hinterlegt.

3.4 Assoziationen molekularer Marker an phanotypische Merkmale
von Dahlia variabilis

In der Population K5 wurden 22 phanotypische Merkmale in drei Umwelten (Umwelt
1 = Herrenhausen 2009, Umwelt 2 = Herrenhausen 2010, Umwelt 3 = Ruthe 2010)
gemessen (siehe 2.3, Tabelle 2). Anhand dieser Daten wurde mit der Software
MapQTL 6 (Van Ooijen 2009) ein Kruskal-Wallis-Test, ein Permutationstest und ein
Interval Mapping durchgefuhrt. Auf diese Weise sollten Marker bzw. QTLs identifiziert

werden, die signifikante Assoziationen an die erhobenen Merkmale aufweisen. Die
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Boniturdaten fur die Population K5 sowie die MapQTL-Dateien der durchgeflhrten

Analysen der Marker-Merkmalsassoziationen sind auf der CD im Anhang hinterlegt.

3.4.1 Kruskal-Wallis-Test

Anhand des Kruskal-Wallis-Tests wurden die kartierten Marker einzeln auf
Korrelationen an die Merkmale, die fur die Population K5 gemessen wurden,
untersucht. Die Marker, fir welche eine Assoziation an ein Merkmal in allen drei
Umwelten nachgewiesen werden konnte, wurden in den Kopplungskarten in den
Abbildungen 4 bis 6 (siehe Kapitel 3.3.1 bis 3.3.3) mit einem roten Pfeil und der
entsprechenden Merkmalsabkurzung gekennzeichnet. Es wurde stets das niedrigste
Signifikanzniveau des jeweiligen Markers angegeben, das in einer der drei Umwelten
angenommen wurde. Eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse des Kruskal-Wallis-
Tests ist in Chaudhary (2011) aufgefihrt. Diese Master-of-Science-Arbeit ist auf der
CD im Anhang hinterlegt. Die Marker fur die anhand des Kruskal-Wallis-Tests fur die
Kartierungsmutter Karneol signifikante Markerassoziationen uber alle drei unter-
suchten Umwelten nachgewiesen wurden, sind in der folgenden Tabelle 13 zusam-

mengefasst.

Tabelle 13: Signifikante Marker-Merkmalsassoziationen fir die
Kartierungsmutter Karneol, die in allen drei Umwelten anhand
des Kruskal-Wallis-Tests nachgewiesen wurden

Merkmal Marker SN' KG* HG®
Blutenstangellange H800ACA_MACCT203 * K8 9
Blutenstandsdurchmesser H800ACA _MACCA92  **** K52 26
H700AAT_MAGAG265 ** K52 26

H700ACGT_MAGCA180 ** K4 NA*

Lange Zungenbliten H700AAC_MAGAG144  ** K71 3
Breite Zungenbliten H700AAC_MACCA218 **** K29 15
Anzahl Blitenblatter H700ACGT_MATGA131 **** K1 NA
H800AAT _MACGG294 ** K28 NA

1 = Signifikanzniveau: * Signifikant bei P < 0.05; ** Signifikant bei P < 0.01; *** Signifikant bei P < 0.001;
**** Signifikant bei P < 0.0001
2 = Kopplungsgruppe; 3 = Homdologengruppe; 4 = Kopplungsgruppe ist keiner Homdologengruppe zugeordnet

Anhand des Kruskal-Wallis-Tests konnte fur die Kartierungsmutter Karneol fur
insgesamt funf Merkmale Korrelationen an acht Marker Uber alle drei Umwelten

ermittelt werden. Fur die drei Merkmale Blutenstiellange (auf der KG K8), Lange der
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Zungenbluten (auf der KG K71) und Breite der Zungenbliuten (auf der KG K29)
konnte jeweils ein Marker mit einer signifikanten Assoziation an eines dieser
Merkmale nachgewiesen werden. Fur den Blutenstandsdurchmesser wurden Korre-
lationen an die drei Marker H700AAT_MAGAG265, H800ACA MACCA92 und
H700ACGT_MAGCA180 ermittelt. Von diesen drei Markern befinden sich zwei auf
der KG K52 mit einem Abstand von 4,7 cM. Der dritte Marker ist auf der KG K4
lokalisiert. Die beiden Marker H700ACGT_MATGA131 und H800AAT_MACGG294,
die Assoziationen an die Anzahl der Blutenblatter aufweisen, wurden auf den KGs K1
und K28 kartiert.

Fur den Kartierungsvater Nordlicht konnten anhand des Kruskal-Wallis-Tests fur drei
unterschiedliche Merkmale insgesamt flnf signifikante Markerassoziationen Uber alle
drei Umwelten nachgewiesen werden. Diese sind in der nachfolgenden Tabelle 14

aufgelistet.

Tabelle 14: Signifikante Marker-Merkmalsassoziationen fir den
Kartierungsvater Nordlicht, die in allen drei Umwelten anhand
des Kruskal-Wallis-Tests nachgewiesen wurden

Merkmal Marker SN' KG? HG®
Blutenstandsdurchmesser H700ACGT_MATCG415 *** N56 1
Lange Zungenbliten H700ACGT_MATGG390 *** N37 2
H700ACGT_MACGG122 **** N39 NA*

Anzahl Blutenblatter H800ACA_MACAG290 *** N69 1
DVO05C ** N44 3

1 = Signifikanzniveau: * Signifikant bei P < 0.05; ** Signifikant bei P < 0.01; *** Signifikant bei P < 0.001;

2= Ifé%rglfjjk:gnstgbrﬁipig glgol-?c:mbologengruppe; 4 = Kopplungsgruppe ist keiner Homéologengruppe zugeordnet
Fur Nordlicht wurde fir den Marker H700ACGT_MATCG415 auf der KG N56 eine
Korrelation an den Blutenstandsdurchmesser detektiert. Die beiden Marker
H700ACGT_MATGG390 und H700ACGT_MACGG122, fur die eine Assoziation an
die Lange der Zungenbluten nachgewiesen werden konnte, befinden sich auf den
KGs N37 bzw. N39. Die beiden Marker HS00ACA MACAG290 und DV05C, die eine
Assoziation an die Anzahl der Blutenblatter aufweisen, wurden auf den KGs N44 und
N69 kartiert. Fur die Ubrigen Allele des Mikrosatellitenmarkers DV05 konnten jedoch

keine Korrelationen an die Anzahl der Blutenblatter nachgewiesen werden.
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Anhand des Kruskal-Wallis-Tests konnten Ubereinstimmend fur beide Kartierungs-
eltern Korrelationen Uber alle drei Umwelten zwischen den angewendeten Markern

und folgenden Merkmalen nachgewiesen werden:

- Blutenstandsdurchmesser (drei Marker fur Karneol, ein Marker fur Nordlicht)
- Lange der Zungenbliten (ein Marker fur Karneol, zwei Marker flr Nordlicht)

- Anzahl der Blutenblatter (zwei Marker fur jeden Kartierungselter)

Fir die Merkmale Blutenstangelldnge und Breite der Zungenbliten konnte lediglich
fur die Kartierungsmutter Karneol jeweils eine Markerassoziation Uber alle drei

Umwelten gezeigt werden.

3.4.2 QTL-Kartierung

Im Gegensatz zum Kruskal-Wallis-Test werden beim Interval Mapping die Bereiche
zwischen den kartierten Markern ebenfalls auf Assoziationen an die Merkmale
gepruft mit deren Daten sie verrechnet werden. Zuvor wurde ein Permutationstest
durchgefuhrt, um fir die unterschiedlichen KGs die jeweilige Detektionsschwelle zu
ermitteln, ab der die Assoziationen als signifikant angenommen wurden. Die Re-
gionen, fur welche anhand des Interval Mappings ein Einfluss auf eines der
bonitierten Merkmale nachgewiesen wurde, sind in den Abbildungen 4 bis 6 durch
einen roten Balken rechts neben der entsprechenden KG gekennzeichnet. Die
Zahlen hinter den Merkmalsbezeichnungen zeigen die Umwelt, fur welche die
Markerassoziationen an das entsprechende Merkmal nachgewiesen wurde (1 =
Herrenhausen 2009, 2 = Herrenhausen 2010, 3 = Ruthe 2010). Die Abkurzungen fur
die unterschiedlichen Merkmale sind in der Legende fur die Kopplungskarten (siehe
3.3.1, Abbildung 3) erlautert. Die Merkmale, flur welche keine Abkurzung erforderlich
war, wurden mit der vollen Bezeichnung beschriftet. Die Ergebnisse des Permutati-
onstests und des Interval Mappings fur die Kartierungsmutter Karneol sind in der

nachfolgenden Tabelle 15 zusammengefasst.
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Tabelle 15: Positionen der berechneten QTLs fiir die Kartierungsmutter Karneol, die
anhand des Interval Mappings nachgewiesen wurden

LOD max.

Detektionsschwelle

Merkmal/Umwelt gemessen’ (LODY? KG® HG*
Pflanzenhdhe 2 3,29 2,0 K51 24
4,02 2,3 K53 6
Pflanzenhdhe 3 3,44 2,8 K11 10
4,57 2,7 K44 2
Blitenstiellange 1 3,89 3,1 Ks 4
Blitenstielldnge 3 3,31 2,3 K7 NA®
4,18 3,1 K11 10
3,26 24 K53 6
3,18 2,5 K55 27
Anzahl Blutenblatter 1 6,2 4,3 K31 17
4,89 4,1 K34 18
10,44 4,6 K48 22
3,78 2,7 K49 24
5,74 3,6 K50 NA
Anzahl Blutenblatter 2 3,48 1,9 K73 NA
Anzahl Blutenblatter 3 3,75 3,4 K1 NA
6,07 3,3 K2 NA
5,36 3,6 K3 2
3,44 2,5 K49 24
Lange Zungenbliten 1 3,38 2,8 K19 NA
3,25 2,3 K34 18
3,65 2,1 K37 1
Lange Zungenbluten 2 3,53 3,0 K20 12
Lange Zungenbluten 3 3,82 2,7 K6 8
Breite Zungenbluten 1 3,49 25 K19 NA
4,48 2,3 K34 18
Breite Zungenbliten 2 3,09 2,6 K45 1
3,37 1,7 K58 NA
Blattlange 2 3,74 2,5 K6 4
3,21 2,5 K53 6
Blattlange 3 4,66 3,4 K44 2
Blattbreite 1 3,48 29 K44 2
3,62 2,4 K55 27
Blattbreite 2 3,61 2,7 K53 6
Blattbreite 3 4,83 2,6 K44 2

1 = hochster gemessener LOD-Wert fur die jeweilige Assoziation; 2 = Detektionsschwelle ermittelt durch den Permutationstest;
3 = Kopplungsgruppe; 4 = Homd&ologengruppe; 5 = Kopplungsgruppe ist keiner Homdologengruppe zugeordnet.

FUr Karneol konnten anhand des Interval Mappings insgesamt 35 QTLs fur sieben

unterschiedliche Merkmale detektiert werden. Jeweils zwei QTLs fur die Pflanzen-
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héhe in den Umwelten 2 bzw. 3 wurden bei LOD-Werten zwischen 3,29 und 4,57
nachgewiesen.

Fir die BlUtenstiellange wurden insgesamt funf QTLs in den Umwelten 1 bzw. 3 bei
LOD-Werten zwischen 3,18 und 4,18 kartiert. Alle diese QTLs wurden auf unter-
schiedlichen KGs lokalisiert.

FiUr die Anzahl der Blutenblatter wurden zehn QTLs nachgewiesen. Davon wurden
funf fur die Umwelt 1, einer fur die Umwelt 2 und vier QTLs fir die Umwelt 3
detektiert. Lediglich zwei dieser QTLs konnten Ubereinstimmend fur die Umwelten 1
und 3 auf der KG 49 bei den LOD-Werten 3,44 und 3,78 nachgewiesen werden.
Diese QTLs waren jedoch 26,5 cM voneinander entfernt. Die Ubrigen QTLs flur die
Anzahl der BlUtenblatter wurden jeweils auf unterschiedlichen KGs kartiert. Die LOD-
Werte fur die QTLs lagen zwischen 3,44 und 10,44.

FUr die Lange der Zungenbliten wurden insgesamt funf QTLs auf jeweils
unterschiedlichen KGs bei LOD-Werten zwischen 3,25 und 3,82 nachgewiesen.
Davon wurden drei QTLs fir die Umwelt 1, einer fur die Umwelt 2 und ein weiterer fur
die Umwelt 3 kartiert.

FUr die Breite der Zungenbliten wurden vier QTLs bei LOD-Werten zwischen 3,09
und 4,48 auf jeweils unterschiedlichen KGs kartiert. Davon wurden jeweils zwei fur
die Umwelt 1 und die Ubrigen beiden QTLs fir die Umwelt 2 nachgewiesen.

Fur die Blattlange wurden drei QTLs bei LOD-Werten zwischen 3,21 und 4,66 auf
verschiedenen KGs kartiert. Davon wurden zwei fur die Umwelt 2 und einer fir die
Umwelt 3 detektiert.

Fir die Blattbreite wurden vier QTLs nachgewiesen. Davon wurden zwei QTLs, einer
fur die Umwelt 1, der andere fir die Umwelt 3, in der gleichen Region auf der KG K44
kartiert. Diese beiden QTLs wiesen LOD-Werte von 3,48 und 4,83 auf. Die Ubrigen
beiden QTLs wurden fur die Umwelten 1 und 2 bei LOD-Werten von 3,61 und 3,62
auf unterschiedlichen KGs lokalisiert. Die Verteilung der QTLs Uber die verschie-

denen KGs wurde bereits in der oben aufgeflihrten Tabelle 15 zusammengefasst.
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Auf folgenden KGs wurden fur die Kartierungsmutter Karneol mehrere QTLs anhand

des Interval Mappings kartiert:

K5:

K11:

K19:

K34:

K44:

K49:

- BlUtenstiellange fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 3,89)
- Blattlange fir Umwelt 2 (LOD-Wert = 3,74)

Die QTLs wurden in unterschiedlichen Regionen der KG K5 lokalisiert.

- Pflanzenhohe fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 3,44)
- Blutenstiellange fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 4,18)
Die QTLs wurden in verschiedenen Abschnitten der KG K11 kartiert.

- Lange der Zungenbliten fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 3,38)
- Breite der Zungenbliten fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 3,49)
Die beiden QTLs Uberschneiden sich auf der KG K19.

- Anzahl Blutenblatter fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 4,89)

- Lange der Zungenbliten fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 3,25)

- Breite der Zungenbliten fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 4,48)
Die drei QTLs befinden sich in der gleichen Region der KG K34.

- Pflanzenhdhe fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 4,57)

- Blattlange fir Umwelt 3 (LOD-Wert = 4,66)

- Blattbreite fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 3,48)

- Blattbreite fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 4,83)

Die vier QTLs wurden im gleichen Bereich der KG K44 lokalisiert.

- Anzahl Blutenblatter fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 3,78)
- Anzahl Blutenblatter fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 3,44)
Die QTLs wurden in unterschiedlichen Regionen der KG K49 kartiert.
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K53:

K55:

Pflanzenhohe fur Umwelt 2 (LOD-Wert = 4,02)
Blutenstiellange fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 3,26)
Blattlange fur Umwelt 2 (LOD-Wert = 3,21)
Blattbreite fur Umwelt 2 (LOD-Wert = 3,61)

Die vier QTLs Uberlappen sich auf der KG K53.

Blutenstiellange fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 3,18)
Blattbreite fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 3,62)

Die beiden QTLs, die auf der KG K55 detektiert wurden, Gberschneiden sich.

Fur die Kartierungsmutter Karneol wurden anhand des Interval Mappings folgende

Markerassoziationen an potentiell voneinander abhangigen Merkmalen in jeweils den

gleichen Bereichen einer KG nachgewiesen:

K19:

K34:

K37:

K44:

K53:

Lange der Zungenbliten und Breite der Zungenbluten far Umwelt 1

Lange der Zungenbliten und Breite der Zungenbliten fur die Umwelt 1

Lange der Zungenbliten fur Umwelt 1 und Breite der Zungenbllten fur

Umwelt 2

Blattlange fur Umwelt 3 und Blattbreite fur Umwelt 1

Pflanzenhohe fur Umwelt 2 und Blutenstiellange fur Umwelt 3

Blattlange und Blattbreite fur Umwelt 2
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FUr den Kartierungsvater Nordlicht wurden anhand des Interval Mappings insgesamt
16 QTLs fur neun Merkmale detektiert. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle

16 zusammengefasst.

Tabelle 16: Positionen der berechneten QTLs fir den Kartierungsvater Nordlicht, die
anhand des Interval Mappings nachgewiesen wurden

LOD max. Detektionsschwelle

Merkmal/Umwelt gemessen’ (LODY? KG® HG*
Pflanzenhohe 3 3,60 3,2 N1 3
Blutenstandsdurchmesser 1 3,33 2,7 N55 24

Blutenstandsdurchmesser 3 3,11 2,2 N43 NA®
Blutenstiellange 1 3,69 3.1 N22 2
Blutenstiellange 3 4,36 2,5 N39 NA
Anzahl Blutenblatter 2 6,93 3,3 N37 2
Anzahl Blitenblatter 3 8,86 2,8 N35 4
Breite der Zungenbluten 1 3,59 3,3 N1 3
3,75 2,3 N37 2
Breite der Zungenbliten 2 3,64 2,3 N14 7
Breite der Zungenbliten 3 4,28 3,4 N1 3
3,77 2,7 N22 2

3,59 24 N33 NA

3,41 2,4 N39 NA

Blattlange 1 3,82 1,5 N48 12
Blattbreite 1 3,49 2,6 N21 4

1 = héchster gemessener LOD-Wert fiir die jeweilige Assoziation; 2 = Detektionsschwelle ermittelt durch den Permutationstest;
3 = Kopplungsgruppe; 4 = Homdologengruppe; 5 = Kopplungsgruppe ist keiner Homdologengruppe zugeordnet

Fur Nordlicht konnte anhand des Interval Mappings flur die Pflanzenhohe lediglich ein
QTL in der Umwelt 3 bei einem LOD-Wert von 3,60 auf der KG N1 nachgewiesen
werden.

Fir den Blitenstandsdurchmesser wurden zwei QTLs in den Umwelten 1 bzw. 3 bei
LOD-Werten von 3,11 und 3,33 auf den KGs N43 und N55 kartiert.

FUr die Blutenstiellange wurde jeweils ein QTL in der Umwelt 1 und in der Umwelt 3
bei den LOD-Werten 3,69 und 4,36 auf den KGs N22 und N39 detektiert.

Fir die Anzahl der Blutenblatter wurde je ein QTL in der Umwelt 2 und in der Umwelt
3 bei LOD-Werten von 6,93 bzw. 8,86 nachgewiesen. Die beiden QTLs wurden auf
den KGs N35 bzw. N37 kartiert.

FUr die Breite der Zungenbluten wurden sieben QTLs bei LOD-Werten zwischen 3,41
und 4,28 nachgewiesen. Von diesen sieben QTLs wurden zwei (jeweils einer in der

Umwelt 1 und Umwelt 3) in unterschiedlichen Regionen auf der KG N1 detektiert.
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Aulerdem wurden zwei weitere QTLs, jeweils einer auf der KG N37 und einer auf
der KG N22, kartiert, die beide der Homdologengruppe 2 angehdren. Die Ubrigen
drei QTLs flur die Breite der Zungenbliten wurden auf den KGs N14, N33 und N39
lokalisiert.

FUr die Blattlange wurden zwei QTLs fur die Umwelt 1 bei LOD-Werten von 3,82 und
3,49 auf den KGs N21 und N48 kartiert.

Auf folgenden KGs wurden fir den Kartierungsvater Nordlicht mehrere QTLs anhand

des Interval Mappings kartiert:

N1:

- Pflanzenhohe fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 3,60)

- Breite der Zungenbliten fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 3,59)

- Breite der Zungenbliuten fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 4,28)

Alle drei QTLs wurden in unterschiedlichen Regionen der KG N1 lokalisiert.
N22:

- BlUtenstiellange fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 3,69)

- Breite der Zungenbluten fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 3,77)

Die beiden QTLs wurden jeweils in verschiedenen Bereichen der KG N22

kartiert.
N37:

- Anzahl Blutenblatter fur Umwelt 2 (LOD-Wert = 6,93)

- Breite der Zungenbliten fur Umwelt 1 (LOD-Wert = 3,75)

Die QTLs wurden in unterschiedlichen Abschnitten der KG N37 detektiert.
N39:

- BlUtenstiellange fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 4,36)
- Breite der Zungenbluten fur Umwelt 3 (LOD-Wert = 3,41)
Die QTLs wurden nicht in der gleichen Region der KG N39 lokalisiert.

Anhand des Interval Mappings wurden fur die beiden Kartierungseltern signifikante
Korrelationen zwischen Genomregionen der berechneten Kopplungskarten nach-
gewiesen. Jedoch war die Reproduzierbarkeit vieler der detektierten QTLs Uber die

unterschiedlichen Umwelten gering.
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3.4.3 Marker- Merkmalsassoziationen, die Ubereinstimmend durch
das Interval Mapping und den Kruskal-Wallis-Test
nachgewiesen wurden

Nachdem das Interval Mapping und der Kruskal-Wallis-Test durchgefuhrt worden
waren, wurde ebenfalls Uberprift, ob anhand dieser beiden Methoden fur bestimmte
KGs Ubereinstimmende Assoziationen zwischen den Markern fir die Population K5
und den erhobenen Merkmalen detektiert wurden.

Fur die Kartierungsmutter Karneol wurden Uubereinstimmend durch das Interval
Mapping und den Kruskal-Wallis-Test Assoziationen von Markern bzw. Genom-
regionen an die Anzahl der Blutenblatter auf der KG K1 nachgewiesen. Fir den
Marker H700ACGT_MATGA131 wurde eine signifikante Assoziation bei einem P-
Wert von 0,0001 detektiert. Der LOD-Wert fur den entsprechenden QTL, der anhand
des Interval Mappings identifiziert wurde, betragt 3,75. Der Marker und der QTL, die
anhand der beiden Methoden detektiert wurden, lagen jedoch etwa 29 cM vonein-
ander entfernt. Dabei ist zu berucksichtigen, dass der Marker H700ACGT_MATGA-
131 am oberen Ende der KG K1 lediglich sehr schwach mit einer Distanz von 23,4
cM an die ubrigen Marker dieser KG gekoppelt ist.

FUr potentiell voneinander abhangige Merkmale konnten flr die Kartierungsmutter
Karneol durch die beiden hier angewendeten Methoden keine Ubereinstimmenden
Korrelationen an die Marker gezeigt werden.

FUr den Kartierungsvater Nordlicht konnten Ubereinstimmend durch das Interval
Mapping und den Kruskal-Wallis-Test keine Assoziationen von Markern bzw.
Genomregionen einer KG an ein bestimmtes Merkmal nachgewiesen werden.
Lediglich flr zwei potentiell voneinander abhangige Merkmale konnten durch beide
Methoden Markerassoziationen Ubereinstimmend auf einer KG detektiert werden: Fir
die Lange der Zungenbliten wurde anhand des Kruskal-Wallis-Tests fur den Marker
H700_MATGG390 eine Assoziation auf der KG N37 nachgewiesen, auf der ebenfalls
anhand des Interval Mappings ein QTL fur die Breite der Zungenbliten in der Umwelt
1 gemessen wurde. Die entsprechenden Regionen bzw. Marker sind jedoch etwa 8
cM voneinander entfernt.

FUr den Kartierungsvater Nordlicht konnten keine weiteren Markerassoziationen an
potentiell voneinander abhangige Merkmale wie z.B. Blattbreite und Blattlange durch

die beiden angewendeten Methoden nachgewiesen werden.
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3.5 Ergebnisse der interspezifischen Kreuzungsversuche

Um neue Merkmale fur die Zichtung von Dahliensorten in das Zuchtmaterial der
Gartendahlie zu Uberfuhren, wurden Kreuzungen zwischen den Wildarten D. dissecta
und D. macdougallii mit der Gartendahlie durchgefihrt. Jedoch konnte durch die
Kreuzungen zwischen D. dissecta und D. variabilis kein keimungsfahiges Saatgut
erzeugt werden. Die Wildart D. dissecta bildete im Gewachshaus in drei Jahren an
zwei Pflanzen lediglich sieben Bluten, die keinen Samenansatz bei einer Bestaubung
mit dem Pollen von D. variabilis zeigten. Ausgepflanzt auf einem Gartendahlienfeld
im Freiland bllhte diese Wildart sehr spat, weshalb eine Reifung der Samenkapseln
nicht moglich war.

Lediglich fur die Kreuzungen zwischen der Gartendahliensorte Roxy als Mutter mit
der Wildart D. macdougallii als Vater gelang es im Gewachshaus keimungsfahiges
Saatgut zu erzeugen, das zwolf Nachkommen (DH2007-413 bis DH2007-424) her-
vorbrachte. Um zu Uberprufen, ob es sich dabei um Hybriden oder Selbstungen der
Mutter Roxy handelt, wurden auf die Eltern sowie die zwoIlf Nachkommen die drei
Mikrosatellitenmarker DV01, DV02 und DV03 angewendet. Ein Beispiel flr einen

solchen Nachweis ist in der folgenden Abbildung 7 dargestellt.
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300bp W W 300bp

1. GroRenstandard
2. Roxy (Mutter)
3. D. macdougallii (Vater)
4. DH2007-0413 (Hybrid)
~ - ' m [~ 5. DH2007-0415 (Hybrid)
- - 6. DH2007-0417 (Hybrid)
7.DH2007-0420 (Hybrid)
8. DH2007-0423 (Hybrid)
9. DH2007-0424 (Hybrid)
10. DH2007-0414
11. DH2007-0416 (Selbstung)
12. DH2007-0418 (Selbstung)

' ' 13. DH2007-0419 {Selbstung)
ﬂ * 14. DH2007-0421 (Selbstung)
[ * ] 15. DH2007-0422 (Selbstung)

16. D. macdougallii (Vater)

17. Roxy (Mutter)
18. Grélenstandard

W 255bp

Selbstung)

255bp -
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1 2 4 56 789 101112131415 16 17 18

Abbildung 7: Hybridnachweis fiir die Nachkommen der interspezifischen
Kreuzungsversuche anhand des Mikrosatellitenmarkers DV03. Dieser
Mikrosatellitenmarker wurde auf die Kreuzungseltern Roxy (Mutter) und
D. macdougallii (Vater) sowie deren Nachkommen angewendet. Fir die
Wildart D. macdougallii wurde durch den Marker DVO3 ein spezifisches
Allel amplifiziert, welches fir die Nachkommen in den Spuren 4 bis 6
sowie 8 und 9 ebenfalls nachgewiesen wurde.

Die Ergebnisse der Nachkommenschaftsanalyse sind in der nachfolgenden Tabelle
17 zusammengefasst. Die Kodierung fur die vaterlichen Banden ist in der Farbe Rot
hervorgehoben.

Tabelle 17: Zusammenfassung des Hybridnachweises fir die Nachkommen der

interspezifischen Kreuzungsversuche zwischen Roxy und D. macdougallii
anhand der drei Mikrosatellitenmarker DV01, DV02 und DV03

Marker- Mutter Vater Nachkommen DH2007-
allele Roxy D.macdougalli 413 414 415 416 417 418 419 420 421 422 423 424

DVO1A 1 0? o 1. 0 1. 0 1.1 0 1 1 0 1
DVO1B 0 13 1 0 1 0 1 O O 1 0O 0 1 O
DVO2A 0 1 10 1 0 1 O O O O 0 1 1
DV02B 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A1
DV02C 1 1 1T 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
DV02D 1 0 o 1.0 1 0 1 1 0 0 1 0 O
DVO3A 1 0 11 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
DVO3B 0 1 o 0 0 0 O O O O O O O0 O
DVO3C 0 1 10 1 0 1 O O O O 0 1 1
DVO3D 1 0 o o o o0 1 o 1 0 1 1 1 1
DVO3E 1 0 1T 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
DVO3F 1 0 o 1.0 1 0 1 1 0 1 1 0 O

1 = mutterliche Bande vorhanden
2 = Bande nicht vorhanden
3 = vaterliche Bande vorhanden
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Fir die Nachkommen DH2007-0413, DH2007-0415, DH2007-0417 und DH2007-
0423 wurde durch alle drei angewendeten Mikrosatellitenmarker DV01, DV02 und
DVO03 jeweils eine vaterliche Bande detektiert. Fur DH2007-0424 konnten zwei
paternale Allele anhand der beiden Marker DV02 und DVO3 nachgewiesen werden.
DH2007-0420 wies lediglich ein vaterliches Mikrosatelliten-Allel fur den Marker DVO01
auf. Daher ist davon auszugehen, dass die sechs Nachkommen DH2007-0413,
DH2007-0415, DH2007-0417, DH2007-0420, DH2007-0423 und DH2007-0424
tatsachlich Hybride aus den beiden elterlichen Dahlienarten darstellen. Fur die
Ubrigen Nachkommen DH2007-0414, DH2007-0416, DH2007-0418, DH2007-0419,
DH2007-0421 und DH2007-0422 wurde durch keinen der angewendeten Marker
eine vaterliche Bande amplifiziert. Daher ist davon auszugehen, dass es sich bei
diesen Nachkommen wahrscheinlich um Selbstungen der Mutter Roxy handelt. Diese
Nachkommen wurden deshalb aus allen nachfolgenden Analysen ausgeschlossen.

D. variabilis bildet nach der Induktion der Blute terminale Infloreszenzen, weshalb an
den Trieben daraufhin kein vegetatives Wachstum erfolgt. Die Wildart D.
macdougallii weist hingegen ein nicht determiniertes Wachstum der terminalen
Triebe auf. Deshalb erfolgt an den Trieben nach der Induktion der Blute zunachst
weiterhin ein vegetativer Zuwachs. Zudem zeigen die Blltenstangel eine starkere
Verzweigung als die Gartendahlien, wie auf der folgenden Abbildung 8 zu erkennen

ist.

Abbildung 8: Bllitenstéangel der Wildart D. macdougallii; Foto: Hilke Wegner
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Fur einen Vergleich ist in der folgenden Abbildung 9 der Blutenstangel der

Gartendahliensorte Roxy dargestellt.

Abbildung 9: Blutenstéangel der Gartendahliensorte Roxy

Wie zu erkennen ist, bildet die Gartendahliensorte Roxy lediglich bis zu drei Bllten
an einem bluhenden Endtrieb. Die erzeugten Arthybriden DH2007-415 und DH2007-
417 weisen ebenfalls wie die Wildart D. macdougallii ein nicht determiniertes
Wachstum der terminalen Triebe und eine hdhere Verzweigung des Blutenstangels
gegenuber Roxy auf. Dadurch bilden sie eine hdhere Anzahl Bliten an einem End-

trieb, wie in der folgenden Abbildung 10 zu sehen ist.
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Abbildung 10: Blutenstangel des Arthybriden DH2007-417

Die erzeugten Hybriden brachten bei einer offenen Abbllte ausgepflanzt auf einem
Feld zusammen mit Gartendahlien und einigen Wildarten 17 Samen hervor. Aufgrund
der spaten Bluteninduktion der Hybriden und einer frihen Frostperiode musste
dieses Saatgut zum Teil unausgereift geerntet werden. Das geerntete Saatgut wurde
ausgepflanzt und brachte vier Keimlinge (DH2007-417-FA1 bis DH2007-417-FA4)
hervor.

Es ist davon auszugehen, dass die Gartendahlien-Sorte Roxy 2n = 64 Chromo-
somen, also den doppelten Chromosomensatz der Wildart D. macdougallii mit 2n =
32 Chromosomen, aufweist. Kreuzungen zwischen diesen beiden Ploidiestufen
kénnen sowohl oktoploide als auch hexaploide Nachkommen hervorbringen
(Lawrence 1931, Hansen und Hjerting 2000). Daher wurden die Genomgréf3en von
Roxy, D. macdougallii, der Arthybriden und deren Nachkommen anhand von

Durchflusszytometrie bestimmit.
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3.6 Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Genomgrdofie der
Nachkommen der interspezifischen Kreuzungsversuche

Die Messungen am Durchflusszytometer wurden zunachst jeweils fur die Kreuzungs-
mutter Roxy (2n = 64 Chromosomen) und den Vater D. macdougallii (2n = 32
Chromosomen) einzeln und anschlie®end gemeinsam durchgefihrt. Auf diese Weise
konnten die erhaltenen Peaks den unterschiedlichen Ploidiestufen zugeordnet
werden. AulRerdem wurde dabei ermittelt, welche Verstarkungsintensitat erforderlich
war, um eine ausreichende Auflésung zwischen den beiden Peaks flur die Eltern, zu
erreichen. Dies ermdglichte es die Peaks der Eltern zu denen ihrer Nachkommen in
Relation zu setzen und Ruckschlusse auf deren Ploidiestufen zu ziehen. Ein solcher
Vergleich der Hybride DH2007-417 mit den Eltern ist in der folgenden Abbildung 11

dargestellt.

& Ay I'lc"'- T A

Abbildung 6: Peaks der Durchflusszytometrie-Messung fir die Wildart
D. macdougallii (Peak 1), die Arthybride DH2007-417 (Peak 2)
und der Gartendahliensorte Roxy (Peak 3).

Die Peaks der beiden Hybriden DH2007-415 und DH2007-417 waren mittig zwischen
denen der Eltern angeordnet. Bei den Messungen der Nachkommen der Arthybride
DH2007-417 (DH2007-417-FA1 bis DH2007-417-FA4) gemeinsam mit Roxy und D.
macdougallii waren hingegen lediglich zwei Peaks zu beobachten, die sich an den
gleichen Positionen wie die elterlichen Peaks befanden.

Im Anschluss an diese vergleichenden Analysen wurden die Genomgrolien beider
Eltern, der Arthybriden sowie der Nachkommen der Arthybride DH2007-417 jeweils

einzeln mit einer Tomate (Lycopersicon esculentum; Sorte Stupicke Polni Rane; 2C =
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1.96 pg; Dolezl et al. 1992) als Referenz, gemessen. Auf diese Weise sollten die 2C-
Werte fur die untersuchten Dahliengenotypen ermittelt werden. Die Ergebnisse
dieser Messungen sind in der nachfolgenden Tabelle 18 zusammengefasst. Die
Abbildungen aller Messungen zur Bestimmung der Genomgrofen sind auf der CD im

Anhang beigefugt.

Tabelle 18: C-Werte fir die erzeugten Arthybriden sowie deren
Eltern und Nachkommen

Genotyp Ploidiestufe 2C-Wertin pg 1Cx-Wert in pg

D. macdougallii 4x 3,85 0,96
Roxy 8x 7,79 0,97
DH2007-415 6x 5,78 0,96
DH2007-417 6x 5,87 0,98
DH2007-417-FA1 8x 7,60 0,95
DH2007-417-FA2 8x 7,54 0,94
DH2007-417-FA3 8x 7,33 0,92
DH2007-417-FA4 8x 7,20 0,90

Die Messungen der GenomgroRen ergaben, dass die Gartendahliensorte Roxy mit
2n = 64 Chromosomen, wie es zu erwarten war, etwa den doppelten 2C-Wert (Grolke
des gesamten Chromosomensatzes unabhangig von der Ploidiestufe; Greilhuber et
al. 2005) der Wildart D. macdougallii mit 2n = 32 Chromosomen aufwies. Die Mess-
werte fur die Arthybriden entsprachen etwa dem Mittelwert der beiden Eltern. Die
Werte flr die Nachkommen der Arthybride DH2007-417 hingegen waren den Mess-
werten der Gartendahliensorte Roxy sehr ahnlich und lediglich etwas geringer als
diese.

AnschlieRend wurden, die 1Cx-Werte (Grolle des haploiden Chromosomensatzes;
Greilhuber et al. 2005) fur Roxy, D. macdougallii, die Arthybriden und deren Nach-
kommen berechnet. Dabei wurde fir Roxy eine Oktoploidie und fur D. macdougallii
eine Tetraploidie angenommen. Da die Peaks fur die Hybriden zwischen denen ihrer
Eltern lagen, wurde flr sie eine Hexaploidie angenommen. Die Nachkommen der
Arthybride DH2007-417 (DH2007-417-FA1 bis DH2007-417-FA4) wiesen Peaks auf,
die anndhernd denen der Mutter Roxy entsprachen. Daher wurde flr sie bei der
Berechnung der 1Cx-Werte von einer Oktoploidie ausgegangen.

Die 1Cx-Werte fur Roxy, D. macdougallii und die Arthybriden lagen zwischen 0,96 pg
und 0,98 pg recht nah beieinander. Der durchschnittiche 1Cx-Wert fir diese
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Genotypen betragt 0,97 pg. Die Werte fur den haploiden Chromosomensatz der
Nachkommen der Arthybriden wiesen mit Werten zwischen 0,90 pg und 0,95 pg eine
etwas groRere Streuung als die ihrer Vorfahren auf. Der durchschnittliche 1Cx-Wert
betragt fur diese Nachkommen 0,93 pg. Somit waren die 1Cx-Werte der Nachkom-

men der Arthybriden gegenuber ihren Vorfahren etwas geringer.
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4. Diskussion

4.1 Untersuchungen der Genomstruktur von Dahlia variabilis

Die bisherigen Untersuchungen der Genomstruktur der Gartendahlie fuhrten zu
widerspruchlichen Hypothesen (siehe 1.4) und deuten darauf, dass D. variabilis ein
komplexer polyploider Organismus ist. Um den Ploidietypus und die Ploidiestufe von
D. variabilis (2n = 64 Chromosomen) zu bestimmen, wurden in der vorliegenden
Arbeit molekulare Marker genutzt. Die Kombination von AFLP®- und Mikrosatelliten-
markern erschien fur die Untersuchung der Genomstruktur eines polyploiden
Organismus sinnvoll, da sich diese Markersysteme bezuglich der Fragestellung
gegenseitig erganzen. Die Spaltungsdaten beider Markersysteme stellen die Grund-
lage fur unterschiedliche Methoden zur Bestimmung des Ploidietypus sowie der
Ploidiestufe dar. Die hohe Anzahl der AFLP®-Marker ist fir eine ausreichende
Auflésung durch die statistischen Methoden zur Unterscheidung der beiden Ploidie-
typen Allopolyploid und Autopolyploid notwendig. Des Weiteren ermdglicht diese
hohe Anzahl an Markern die Berechnung von genetischen Kopplungsgruppen und
stellt somit das Grundgerust einer Kopplungskarte. Anhand von Mikrosatelliten-
markern wird hingegen ein Abschnitt der homologen bzw. homdologen Chromo-
somen detektiert, wodurch Ruckschlisse auf deren Anzahl und ihre Beziehung
zueinander gezogen werden kénnen. Auferdem ermdglichen es diese Marker,
homologe bzw. homdologe Kopplungsgruppen bei der Kartierung zu identifizieren
und in Homoologengruppen zusammenzufassen.

Daher wurden in den Populationen K1 (130 Individuen) und K5 (173 Individuen)
zunachst jeweils die 14 zuvor entwickelten Mikrosatellitenmarker untersucht. Da
diese beiden Populationen unterschiedliche genetische Hintergrinde aufweisen,
sollten auf diese Weise populationsspezifische Einflusse wie Inzuchtdepression oder
eine starke Selektion auf bestimmte Merkmale innerhalb eines Genpools auf die
Beurteilung des Ploidietypus ausgeschlossen werden.

Aulerdem wurden die Mikrosatellitenmarker in den potentiellen Ursprungsarten der
Gartendahlie D. coccinea und D. sorensenii (Sgrensen 1970, Hansen und Hjerting
1996), und in anderen Dahlienwildarten getestet. Auf diese Weise sollte sichergestellt

werden, dass deren Genome bei den Untersuchungen der Gartendahlie tatsachlich
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anhand der Mikrosatellitenmarker nachgewiesen werden konnen. Die erfolgreiche
Amplifikation dieser Marker in diesen Arten (siehe 3.2.1) schliel3t daher aus, dass
bestimmte Allele durch die Mikrosatellitenmarker nicht nachgewiesen werden
konnen. In die Analysen wurden ebenfalls Wildarten mit 2n = 32 Chromosomen
einbezogen, um Informationen Uber diese Ploidiestufe zu erhalten und ggf. Ruck-

schlisse auf die Arten mit 2n = 64 Chromosomen ziehen zu konnen.

4.1.1 Bestimmung der Ploidiestufe von Dahlia variabilis durch
Mikrosatellitenmarker

Die bisherigen Untersuchungen an Dahlien fuhrten zu keinem eindeutigen Ruck-
schluss auf die Ploidiestufe der Gartendahlie. Sgrensen (1969) vermutete, dass D.
variabilis sowie die Wildarten mit 2n = 64 Chromosomen tetraploid seien. Lawrence
(1929) und Gatt et al. (1998) hingegen nahmen an, dass die Gartendahlie oktoploid
sei (siehe 1.4).

Tatsachlich erscheint es unwahrscheinlich, dass die Arten mit 2n = 64 Chromosomen
tetraploid sind, da die Arten mit 2n = 32 Chromosomen vermutlich bereits polyploid
sind (Gatt et al. 1998). Die Annahme dieser Ploidiestufe wirde zudem fur diese Arten
einen haploiden Chromosomensatz von x = 16 voraussetzen, was einen aullerst
grolRen Basischromosomensatz darstellen wirde (Lawrence 1929). Eine Hexaploidie
ist fur die Arten mit 2n = 64 Chromosomen auszuschlieen, da sich ihr Chromo-
somensatz nicht durch die Zahl Sechs in eine naturliche Zahl dividieren lasst. Daher
scheinen die Wildarten mit 2n = 64 Chromosomen sowie D. variabilis oktoploid zu
sein oder eine hohere Ploidiestufe aufzuweisen.

Anhand von Mikrosatellitenmarkern kann fur jedes homologe bzw. homdologe
Chromosom, auf dem sich die entsprechende Sequenz der Primerbindungsstelle
befindet, ein Allel amplifiziert werden. Daher ermdéglichen es diese Marker,
Ruckschlisse auf die Anzahl der homologen bzw. homoologen Chromosomen zu
ziehen, und liefern somit einen Hinweis auf die Ploidiestufe des betroffenen
Organismus. Deshalb wurden flr die Gartendahlienpopulationen K1 und K5, sowie
fur Wildarten mit 2n = 32 Chromsomen und 2n = 64 Chromosomen fir jeden der
angewendeten Mikrosatellitenmarker die Anzahlen der amplifizierten Banden pro
Genotyp ermittelt.
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Dabei wurden fur die Wildarten mit 2n = 32 Chromosomen maximal drei Allele pro
Genotyp (durchschnittlich 1,9 Allele), fur die Wildarten mit 2n = 64 Chromosomen
maximal vier Allele (durchschnittlich 3,1 Allele) und fiir die Populationen K1 und K5
jeweils maximal acht Allele pro Genotyp (durchschnittlich 4,6 Allele pro Genotyp,
siehe 3.2.1) gezanhlt.

Daher ist fur die Gartendahlie und den Wildarten mit 2n = 64 Chromosomen
wahrscheinlich von einer Oktoploidie auszugehen. Weitere Hinweise darauf, dass D.
variabilis oktoploid ist, liefern das Verhaltnis von Attraktionskopplungen zu Repul-
sionskopplungen (siehe 4.1.5), sowie die Ergebnisse der Kartierung (siehe 4.4). Die
Annahme dieser Ploidiestufe steht im Einklang mit den Untersuchungen von Gatt et
al. (1998) und entspricht der Theorie von Lawrence (1929). Demnach ist fur die Arten
mit 2n = 32 Chromosomen mit maximal drei Allelen pro Genotyp von einer
Tetraploidie auszugehen. Deshalb werden in der folgenden Diskussion fur die Arten
mit diesen Chromosomenanzahlen die ermittelten Ploidiestufen angenommen. Diese
Ergebnisse lassen flr die Dahlien auf einen Basischromosomensatz von x = 8
schlie3en, wie Lawrence (1970) vermutete.

Setzt man diese Ploidiestufen voraus, deutet die niedrige Anzahl von maximal drei
amplifizierten Allelen pro Genotyp fur die Dahlienwildarten mit 2n = 32 Chromosomen
und maximal vier Allelen pro Genotyp fur die Wildarten mit 2n = 64 Chromosomen
auf einen relativ geringen Grad an Heterozygotie hin. Da fur die Gartendahlien-
populationen K1 und K5 bis zu acht Allele pro Genotyp gezahlt wurden, obwohl drei
der vier Populationseltern aus demselben Genpool stammen, scheinen diese einen

hdéheren Grad an Heterozygotie als die Wildarten aufzuweisen.

4.1.2 Nachweis polysomer Vererbung fir Dahlia variaibilis anhand
der Spaltungsmuster von Mikrosatellitenmarkern

Lawrence (1929, 1931a) und Gatt et al. (1998) beobachteten fur die Gartendahlie
hohe Frequenzen an Bivalenten wahrend der Meiose, wie sie charakteristisch fur
allopolyploide Organismen sind. Jedoch wiesen Lawrence und Scott Moncrieff (1935)
fur die Gartendahlie eine polysome Vererbung der Blitenfarbstoffe nach, die darauf
deutet, dass die Gartendahlie autopolyploid ist. Daher konnte bis zu Beginn dieses
Projektes nicht geklart werden, welchen Ploidietypus die Gartendahlie aufweist. Um

diesen zu bestimmen wurden zunachst die Spaltungsmuster der Mikrosatelliten-
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marker fur die Populationen K1 und K5 untersucht. Bei einer polysomen Vererbung
findet eine freie Rekombination zwischen den homologen Chromosomen statt.
Daraus resultiert eine freie Kombination aller unterschiedlichen Allele eines Mikro-
satellitenmarkers in einer Nachkommenschaft. Disome Vererbung hingegen beruht
auf der praferentiellen Paarung zwischen zwei homologen Chromsomen der di-
ploiden Subgenome eines allopolyploiden Organismus. Da diese nach der Meiose
jeweils in unterschiedliche Gameten aufgeteilt werden, kénnen die Allele eines
Mikrosatellitenmarkers, die auf den unterschiedlichen beiden Homologen lokalisiert
sind, nicht gemeinsam vererbt werden (siehe 1.3.2). Daher ist fur Allopolyploide mit
disomer Vererbung zu erwarten, dass die beiden Mikrosatelliten-Allele eines
diploiden Subgenomes stets getrennt voneinander an eine Nachkommenschaft
vererbt werden. Ein weiteres charakteristisches Spaltungsmuster fur Allopolyploide
ist die fixierte Heterozygotie (siehe 1.2). Deshalb wurden die Spaltungsmuster der
Mikrosatellitenmarker fur die beiden untersuchten Populationen darauf Uberpruft, ob
zwischen den unterschiedlichen Allelen eine freie Kombination zu beobachten war,
oder ob bestimmte Allele stets gemeinsam in fixierter Heterozygotie, in den
untersuchten Nachkommenschaften vererbt wurden.

In den Populationen K1 und K5 wurde fir keinen der Mikrosatellitenmarker
Allelkombinationen gefunden, die nie zusammen oder immer gemeinsam in fixierter
Heterozygotie vererbt wurden. Stattdessen war eine freie Kombination der parentalen
Allele innerhalb der Nachkommenschaften zu beobachten. Dies deutet auf eine freie
Rekombination der homologen bzw. homoéologen Chromosomen fur D. variabilis.
Somit ist eine disome Vererbung, die typisch fur Allopolyploide ist, fur die Garten-
dahlie auszuschlieBen. Stattdessen ist fur sie von einer polysomen Vererbung
auszugehen, wie sie charakteristisch fur einen autopolyploiden Organismus ist.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Untersuchungen von Lawrence und Scott
Moncrieff (1935), die eine polysome Vererbung der Blutenfarbstoffe flr D. variabilis

beobachtet haben.
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4.1.3 Kein eindeutiger Hinweis auf die Genomstruktur von Dahlia
variabilis durch die Spaltungsanalyse fir die Populationen K1
und K5

Multidosemarker (MD-Marker) werden im Gegensatz zu Singledosemarkern (SD-
Marker) fur die verschiedenen Ploidietypen bzw. Ploidiestufen in unterschiedlichen
Frequenzen an eine Nachkommenschaft vererbt. Daher kdénnen die Spaltungs-
verhaltnisse dieser Marker Hinweise auf die Genomstruktur des betroffenen
Organismus liefern. Deshalb wurde anhand der Markerdaten fur die Populationen K1
und K5 ein Chi-Quadrat-Anpassungstest (Pearson 1900) auf alle theoretisch
mdglichen Spaltungsverhaltnisse der Ploidietypen Allopolyploid und Autopolyploid
jeweils fur die Ploidiestufen Tetraploid und Oktoploid durchgefuhrt. Auf diese Weise
sollten charakteristisch spaltende MD-Marker identifiziert werden. Dabei wurden die
Markerdaten ebenfalls auf das verschobene Spaltungsverhaltnis 1:2 getestet, da
dieses haufig fur Polyploide nachgewiesen wurde (Lacape et al. 2003). Die
theoretischen Spaltungsverhaltnisse flr die Ploidietypen bzw. -stufen auf welche die
Markerdaten uberpruft wurden, sind im Anhang in den Tabellen 20 und 21 aufge-
listet.

Die Ergebnisse der Spaltungsanalysen flr die Populationen K1 und K5 (siehe 3.2.3)
deuten grofltenteils auf eine disome Vererbung und somit auf eine Allopolyploidie fur
D. variabilis. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu der unter 4.1.2 diskutierten
Schlussfolgerung der Analyse der Spaltungsmuster der Mikrosatellitenmarker, nach
der fir die beiden untersuchten Populationen von einer polysomen Vererbung
auszugehen ist. Daher scheinen die entsprechenden Marker fur die Populationen K1
und K5 falschlicherweise disomen Spaltungsverhaltnissen zugeordnet worden zu
sein.

Ein Grund dafur kénnte sein, dass die Unterschiede zwischen den Spaltungs-
verhaltnissen flr disome und polysome Vererbung zum Teil recht gering sind. Daher
konnen sie statistisch sicher nur anhand groRerer Stichprobenanzahlen nach-
gewiesen werden. Um beispielsweise anhand einer biparentalen Duplex-
Konstellation (AaAa x AaAa) eine eindeutige Unterscheidung zwischen den
Spaltungsverhaltnissen fiur Autotetraploide (35:1) und Allotetraploide (15:1; siehe
Tabellen 20 und 21 im Anhang) zu erzielen, ist eine PopulationsgroRe von 376

Nachkommen erforderlich (Jones 1967). Deshalb sind fur die Unterscheidung
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zwischen den beiden Ploidietypen Autopolyploid und Allopolyploid sehr grofke
Nachkommenschaften erforderlich. Die untersuchten Populationen (K1: 130 Nach-
kommen, K5: 173 Nachkommen) sind daher zu klein, um anhand einer
Spaltungsanalyse eindeutige Ruckschliusse auf den Ploidietypus ziehen zu konnen.
Ein weiterer Grund dafir, dass in der Spaltungsanalyse disome Spaltungs-
verhaltnisse nachgewiesen wurden, kdnnte eine stark verschobene Spaltung in den
beiden untersuchten Populationen darstellen. Einen Hinweis darauf liefern die
Marker, fur welche das verschobene Spaltungsverhaltnis von 1:2 nachgewiesen
wurde (sieben von 64 Markern fur die Population K1; 86 von 1334 Markern fur die
Population K5). Die verschobene Spaltung war in beiden untersuchten Populationen
zu beobachten. Daher ist anzunehmen, dass populationsspezifische Einflisse wie
Inzuchtdepression oder eine starke Selektion auf bestimmte Merkmale nicht die
Ursache fur die Abweichungen gegenluber den zu erwartenden Spaltungsverhalt-
nissen darstellen.

Eine weitere Ursache fur die verschobene Spaltung der Marker kdnnte ein
mannlicher Selbstinkompatibilitats-Mechanismus oder an ein Lethalfaktor darstellen
(Eijlander et al. 2000, Liebhard et al. 2003, Pugh et al. 2004). Jedoch wurden die SD-
Marker mit einer schiefen Aufspaltung bei der Kartierung nicht gehauft auf einzelnen
Kopplungsgruppen lokalisiert, wie es bei einer Kopplung an einen solchen Locus zu
erwarten ware. Stattdessen wurden die entsprechenden Marker gro3tenteils verteilt
Uber die verschiedenen Kopplungsgruppen lokalisiert. Zudem wiesen viele Marker,
welche fur die Mutter der Population K5 kartiert wurden, ebenfalls eine verschobene
Spaltung auf und waren Uber die unterschiedlichen Kopplungsgruppen verteilt. Die
Abdeckung der berechneten Kopplungskarten durch die kartierten Marker ist recht
gering. Daher kann Uber die Verteilung der schief spaltenden Marker keine klare
Aussage getroffen werden. Die Chi-Quadrat-Werte fur die kartierten Marker sowie die
Positionen der schief spaltenden Marker auf den elterlichen Karten sind auf der CD
im Anhang aufgelistet.

Die verschobene Spaltung der Marker konnte auRerdem auf Doppelreduktion (siehe
1.2) zuruckzufuhren sein. Diese wurde haufiger flr Polyploide mit einer polysomen
Vererbung beobachtet und kann einen Einfluss auf die Aufspaltung von Markern
haben (Mather 1936, Luo et al. 2006). Da die Spaltungsmuster der Mikrosatelliten-
marker auf eine freie Rekombination zwischen den homologen bzw. homoologen

Chromosomen deuten (siehe 4.1.2), ist fur D. variabilis ebenfalls von einer poly-

102



Diskussion

somen Vererbung auszugehen. Jedoch setzt Doppelreduktion nicht nur eine poly-
some Vererbung, sondern zusatzlich die Bildung von Multivalenten wahrend der
Meiose voraus (Wu und Ma 2005). Diese konnte fir Dahlien jedoch lediglich in
niedrigen Frequenzen nachgewiesen werden (Gatt et al. 1998). Kamiri et al. (2010)
beobachteten bei interspezifischen Citrushybriden, die ahnlich niedrige Frequenzen
an Bivalenten wahrend der Meiose aufweisen, ebenfalls keine Doppelreduktion.
Somit scheint diese nicht oder lediglich in einem geringen Malde zu der verscho-
benen Spaltung in den Populationen K1 und K5 beigetragen zu haben.

FUr Polyploide sind eine Reihe weiterer Effekte wie eine erhdhte Transposon-Aktivitat
und Rekombination zwischen homoéologen Chromosomen bekannt, die Abwei-
chungen gegenuber der Vererbung nach Mendel verursachen kdnnen (Liu
und Wendel 2002). Diese sind teilweise die gleichen Effekte, wie diejenigen die mit
der Diploidisierung von Polyploiden und der daraus resultierenden Artenbildung
(siehe 1.2.1) einhergehen.

Die Verteilung der Marker in den berechneten Kopplungskarten fir die Eltern der
Population K5 (siehe 3.3.1 und 3.3.2) deutet zudem darauf hin, dass verschiedene
Genomregionen unterschiedliche Rekombinationsraten aufweisen. In Populationen,
die auf Kreuzungen zwischen entfernt verwandten Arten zurlckzuflhren sind, ist
haufig eine verminderte Rekombination fir bestimmte Genomregionen zu beob-
achten (Qu und Hancock 1995, Kreike und Stiekema 1997, Lacape et al. 2003). Dies
kann zu Abweichungen der Markerspaltungsdaten von den theoretischen Spaltungs-
verhaltnissen fuhren. Daher kdnnte die verschobene Spaltung in den Populationen
K1 und K5 ebenfalls auf Unterschiede in der Homologie zwischen verschiedenen
Bereichen der Genome der Ursprungsarten von D. variabilis zurtickzufihren sein.

All diese Effekte konnten dazu beigetragen haben, dass viele der Marker in den
untersuchten Populationen eine verschobene aufwiesen. Dies kdonnte dazu gefuhrt
haben, dass letztlich disome Spaltungsverhaltnisse flr die Populationen K1 und K5
nachgewiesen wurden, die falschlicherweise auf eine Allopolyploidie fir die unter-

suchten Populationen deuten.
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4.1.4 Bestatigung der Annahme einer polysomen Vererbung durch
das Verhaltnis von Singledosemarkern zu Multidosemarkern

Das Verhaltnis von Singledose- zu Multidosemarkern ist ein wichtiger Indikator, der
haufig fur die Unterscheidung zwischen den beiden Ploidietypen Allopolyploid und
Autopolyploid herangezogen wird (Da Silva et al. 1993, Qu und Hancock 2001).
Deshalb wurden zunichst alle 1334 spaltenden AFLP®- und Mikrosatelliten-
fragmente, welche fur die Population K5 ausgewertet wurden, einer der beiden
Klassen Singledose- (SD-) oder Multidosemarker (MD-Marker) zugeordnet. Dies
erfolgte anhand des geometrischen Mittels. Diese Methode hat Vorteile gegentber
der Zuordnung durch den Chi-Quadrat-Anpassungstest: Der Anteil der Marker, der
falschlicherweise einer der beiden Klassen zugewiesen wird, gleicht sich bei der
Zuordnung durch das geometrische Mittel gegenseitig aus. AuRerdem musste flr die
Unterscheidung zwischen SD- und MD-Markern anhand des Chi-Quadrat-
Anpassungstests jeder der Marker auf alle theoretischen Spaltungsverhaltnisse
gepruft werden. Aufgrund von verschobener Spaltung kann die Aufspaltung der
Marker jedoch teilweise stark von den theoretischen Spaltungsverhaltnissen
abweichen. Bei der Selektion auf Basis des Chi-Quadrat-Anpassungstests kdnnte fur
einen Teil der Marker mit verschobener Spaltung daher kein Spaltungsverhaltnis
nachgewiesen werden. Die entsprechenden Marker wurden deshalb keiner der
beiden Klassen zugeordnet werden. Dadurch wirden sie aus dieser Methode sowie
aus den anschlieBenden Analysen wie der Kartierung ausgeschlossen werden. Im
Gegensatz dazu erfolgt bei der Einteilung der ausgewerteten Marker in SD- und MD-
Marker durch das geometrische Mittel ein Vergleich der Spaltungsdaten jedes
ausgewerteten Markers mit einem Schwellenwert. Dieser stellt den Mittelpunkt
zwischen dem Spaltungsverhaltnis fir SD-Marker und dem Spaltungsverhaltnis flr
die MD-Markerkonstellation eines Duplex-Markers dar. Wird dieser Schwellenwert
unterschritten, werden die Marker als SD-Marker klassifiziert. Wird dieser Wert
hingegen Uberschritten, werden die Marker als MD-Marker eingeteilt. Auf diese
Weise werden alle Marker, auch solche mit einer verschobenen Spaltung, einer der
beiden Klassen zugeordnet und in die Analyse sowie in nachfolgende Methoden
einbezogen. Zudem ist fur die Unterscheidung zwischen SD- und MD-Markern

anhand des geometrischen Mittels nicht von so groRen Nachkommenschaften
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abhangig wie eine eindeutige Klassifizierung anhand des Chi-Quadrat-Anpassungs-
tests.

Nachdem auf Basis des geometrischen Mittels das Verhaltnis von SD- zu MD-
Markern fur die Population K5 bestimmt wurde, erfolgte ein Vergleich dieses Verhalt-
nisses mit den theoretischen Verhaltnissen fur Autopolyploide (0,7:0,3) und Allopoly-
ploide (0,56:0,44) anhand des Chi-Quadrat-Anpassungstests. Dabei wichen die, fur
die Population K5, beobachteten Werte von den theoretischen Werten eines
Autopolyploiden mit X20,95 @t = 1) = 0,03 nicht signifikant ab. Daher bestatigt das
Verhaltnis von SD- zu MD-Markern die Hypothese einer Autopolyploidie und steht in
Einklang mit den Ergebnissen der Auswertung der Mikrosatelliten-Spaltungsmuster
(siehe 4.1.2).

4.1.5 Bestatigung einer oktosomen Vererbung fur Dahlia variabilis
durch das Verhaltnis von Attraktionskopplungen zu
Repulsionskopplungen

Die praferentielle Paarung zwischen zwei homologen Chromosomen flhrt zu einer
Repulsionskopplung zwischen Markern, die auf den beiden unterschiedlichen Homo-
logen lokalisiert sind (siehe 1.3.2). Daher stellt das Verhaltnis von Markern, die in der
Attraktionsphase gekoppelt sind, zu Markern, die in der Repulsionsphase gekoppelt
sind, ein sicheres Mal® fir den Grad an praferentieller Paarung zwischen den
homologen Chromosomen dar. Somit ermdglicht diese Methode eine eindeutige
Unterscheidung zwischen einer disomen und einer polysomen Vererbung. Deshalb
wurde das Verhaltnis von Attraktionskopplungen zu Repulsionskopplungen flr die
Population K5 durch einen Kartierungsansatz mit der Software JoinMap Version 4
anhand von insgesamt 569 spaltenden uniparentalen SD-Markern ermittelt (siehe
3.2.4). Das beobachtete Verhaltnis von Attraktions- zu Repulsionskopplungen fur die
Population K5 entsprach dem eines Autopolyploiden mit einer héheren Ploidiestufe
als die Tetraploide mit keiner Abweichung (%005 @f = 1y = 0,00). Dieses Ergebnis
deutet darauf, dass die Gartendahlie eine polysome Vererbung und eine hohere
Ploidiestufe als ein tetraploider Organismus aufweist. Da eine Hexaploidie
auszuschliel3en ist (siehe 4.1.1), deutet das Ergebnis dieser Untersuchung auf eine

oktosome Vererbung fur D. variabilis.
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4.1.6 Zusammenfassung der Genomanalysen von Dahlia variabilis

Die Mehrheit der hier angewendeten Methoden zur Bestimmung des Ploidietypus
(siehe 3.2.1, 3.2.2, 3.2.4 und 3.2.5) deuten Ubereinstimmend auf eine oktosome
Vererbung fur die Gartendahlie. Deshalb lasst sich D. variabilis zusammengefasst als
ein oktoploider Organismus mit einer polysomen Vererbung beschreiben, der aus
Hybridisierungen unterschiedlicher Arten hervorgegangen ist (Lawrence 1929,
Hansen und Hjerting 1996) und auf der zytologischen Ebene einen hohen Grad an
Diploidisierung aufweist (Lawrence 1929, 1931a, Gatt et al. 1998). Nach Stebbins
(1947) entstehen allopolyploide Organismen durch Hybridisierungen unterschied-
licher Arten, bilden wahrend der Meiose hauptsachlich Bivalente und weisen eine
disome Vererbung auf. Autopolyploide hingegen entstehen innerhalb einer Art, bilden
wahrend der Meiose hauptsachlich Multivalente und haben eine polysome
Vererbung.

Werden die Eigenschaften von D. variabilis den Definitionen der Ploidietypen von
Stebbins (1947) gegenubergestellt, wird ein Konflikt deutlich. Wenn die Entstehung
der Gartendahlie als ausschlaggebendes Kriterium flr die Klassifizierung des
Ploidietypus herangezogen wird, ist sie als ein allopolyploider Organismus
einzuordnen. Jedoch weisen Allopolyploide laut Definition nicht wie D. variabilis eine
polysome, sondern eine disome Vererbung auf. Wird hingegen die Vererbung als
entscheidender Parameter flr die Unterscheidung des Ploidietypus herangezogen,
ist D. variabilis als autopolyploider Organismus zu klassifizieren. Jedoch entstehen
Autopolyploide nach der Definition von Stebbins (1947) nicht, wie die Gartendahlie,
durch die Hybridisierung unterschiedlicher Arten. Demzufolge kann D. variabilis
keinem dieser beiden Ploidietypen zugeordnet werden, ohne dass die Eigenschaften
der Gartendahlie der Definition des jeweiligen Ploidietypus widersprechen.

Bei der Berechnung der Kopplungskarten wurde fur die beiden Kartierungseltern
jeweils lediglich eine Repulsionskopplung nachgewiesen (siehe 3.3). Dies deutet
darauf, dass die entsprechenden Genombereiche einer praferentiellen Chromsomen-
paarung unterliegen. Die ubrigen 1021 Marker wurden hingegen in der Attraktions-
phase kartiert. Deshalb ist davon auszugehen, dass die entsprechenden Genom-
regionen keiner praferentiellen, sondern einer zufalligen Chromosomenpaarung

unterliegen. Daher ist anzunehmen, dass D. variabilis unterschiedliche Intensitaten
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an praferentieller Chromsomenpaarung fur verschiedene Bereiche des Genomes
aufweist. Stebbins (1947, 1950) bezeichnete solche Polyploide als segmentale
Allopolyploide. Sybenga (1996) unterteilte diese nachtraglich abhangig vom Grad an
praferentieller Chromosomenpaarung in unterschiedliche Klassen. Jedoch entspricht
die Vererbung von D. variabilis aufgrund der geringen Anzahl an Markern, die in der
Repulsionsphase gekoppelt waren (0,02 %, siehe 3.3), ebenfalls keiner dieser
Klassen. Daher scheint D. variabilis ein segmentaler allooktoploider Organismus mit

einem sehr geringen Grad an praferentieller Chromosomenpaarung zu sein.

4.2 Mogliche Mechanismen zur Forderung von Bivalenten bei
Dahlia variabilis

Gatt et al. (1998) vermuteten, dass die Wildarten mit 2n = 64 Chromosomen, sowie
die Gartendahlie, Uber einen Bivalente férdernden Mechanismus verfligen, der dem
auf Phl-basierenden Mechanismus des Weizens (Triticum aestivum) ahnelt. Dieser
Mechanismus unterdrickt die Paarung von homoologen Chromosomen wahrend der
Meiose. Dadurch wird eine Rekombination zwischen den unterschiedlichen
Ursprungsgenomen des Weizens verhindert und diese bleiben im Genom des
Weizens als Subgenome erhalten (Riley und Chapman 1958, Riley et al. 1959). Auf
diese Weise ruft dieser Bivalente fordernde Mechanismus eine Diploidisierung auf
der zytologischen sowie auf der genetischen Ebene hervor.

Wenn die Gartendahlie Uber einen solchen Mechanismus verfugen wirde, ware fur
sie auller einer hohen Frequenz an Bivalenten ebenfalls eine disome Vererbung zu
erwarten. Jedoch zeigen die hier angewendeten Methoden (siehe 3.2.2, 3.2.4 und
3.2.5), dass sie stattdessen eine polysome Vererbung aufweist. Somit zeigt die
Gartendahlie lediglich auf der zytologischen Ebene, nicht jedoch auf der genetischen
Ebene, einen hohen Grad an Diploidisierung. Daher scheint der Bivalente férdernde
Mechanismus nicht die gleichen Effekte hervorzurufen, wie der auf Phl-basierende
Mechanismus des Weizens.

Feldman et al. (1997) wiesen fur den Weizen noch einen zweiten Bivalente
fordernden Mechanismus nach. Dieser beruht wahrscheinlich auf den Ausschluss
repetitiver Sequenzabschnitte nach der Entstehung der betroffenen Polyploiden.
Dieser Mechanismus ruft anscheinend lediglich eine Diploidisierung auf der

zytologischen, nicht jedoch auf der genetischen Ebene hervor, wie es ebenfalls fur D.
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variabilis zu beobachten ist. Daher erscheint es wahrscheinlicher, dass der Bivalente
fordernde Mechanismus der Gartendahlie dem Mechanismus des Weizens ahnelt,
der auf den Ausschluss repetitiver Sequenzabschnitte basiert.

Aufgrund der Kombination aus einer hohen Frequenz an Bivalenten und einer
polysomen Vererbung, ist anzunehmen, dass in den Bivalenten, die wahrend der
Meiose der Gartendahlie gebildet werden, keine praferentielle Paarung zwischen den
homologen Chromosomen erfolgt. Stattdessen scheinen die homologen und homo-
ologen Chromosomen der unterschiedlichen Ursprungsgenome in Bivalenten inter-
genomisch miteinander zu paaren und zu rekombinieren.

Aufgrund dieser intergenomischen Rekombination ist davon auszugehen, dass die
involvierten Ursprungsarten der Gartendahlie relativ ahnliche Genomstrukturen auf-
weisen. Deshalb ware gewohnlich zu erwarten, dass ihre meiotische Chromo-
somenpaarung grofdtenteils in Multivalenten erfolgt. Dabei besteht jedoch das Risiko,
dass einzelne Chromosomen wahrend der Meiose als Univalent vorliegen und
deshalb anschlieend nicht gleichmaRig auf die Gameten verteilt werden kdénnen
(Pecinka et al. 2011). Auf diese Weise konnen unbalancierte Gameten entstehen,
was zu einer verminderten Fertilitat des betroffenen Organismus fuhren kann.
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Fertilitat bei hdheren Frequenzen an
Multivalenten wahrend der meiotischen Chromosomenpaarung Einbuf’en in der
Fertilitat zur Folge haben (Raina et al. 1994, Ozkan und Feldman 2009).

Daher besteht die Funktion des Bivalente fordernden Mechanismus der Gartendahlie
(Gatt et al. 1998) wahrscheinlich darin eine hohe Fertilitat zu gewahrleisten. Dies wird
anscheinend erreicht, indem dieser Mechanismus die meiotische Chromosomen-
paarung reguliert und die Ausbildung von Multivalenten zwischen den strukturell sehr
ahnlichen homologen bzw. homoéologen Chromosomen der unterschiedlichen Ur-
sprungsgenome unterdrickt.

Fur weitere Untersuchungen des Bivalente férdernden Mechanismus kénnte das
Genom einiger D. variabilis-Genotypen anhand von Mitosehemmern aufgedoppelt
werden um hexadecaploide Dahlien zu erzeugen. Auflierdem konnten Hybriden
zwischen Arten erzeugt werden deren Genome klar voneinander unterscheidbar
sind. Auf diese Weise kdnnte nachvollzogen werden ob Rekombination zwischen
den elterlichen Genomen erfolgt und ob diese mit der Chromosomenpaarung

korreliert.
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4.3 Ruckschlisse auf die Entstehung von Dahlia variabilis

Es ist nicht geklart, aus welchen Hybridisierungsereignissen die Gartendahlie
hervorgegangen ist. Lawrence (1970) vermutete, dass tetraploide Arten hybridi-
sierten und daraus entstandene Hybriden anschlielend eine Genomaufdopplung
vollzogen haben, woraus letztlich D. variabilis hervorging. Hansen und Hjerting
(1996) hingegen gingen davon aus, dass durch Hybridisierungen oktoploider
Genotypen bzw. Arten zunachst D. pinnata entstanden ist. Aus dieser Hybride soll
letztlich die Gartendahlie hervorgegangen sein.

Bei den hier durchgefihrten Mikrosatellitenmarker-Analysen an unterschiedlichen
Wildarten und Gartendahlien (siehe 4.1.1) wurden fur D. pinnata maximal vier Allele
pro Genotyp amplifiziert. FUr D. variabilis wurden hingegen maximal acht Allele pro
Genotyp (durchschnittlich 4,6 Allele; siehe 3.2.1) nachgewiesen. Daher kann D.
variabilis nicht ausschlieBlich aus der Hybride D. pinnata hervorgegangen sein.

Die Entstehung der Gartendahlie, gleich aus welchen Hybridisierungsereignissen sie
hervorging, ist letztlich auf die tetraploiden Wildarten zuruckzufuhren. Daher musste
der Einfluss der Genomstruktur dieser Arten auf die Vererbung von D. variabilis
nachweisbar sein.

Aufgrund der hohen Frequenz an Bivalenten wahrend der Meiose der tetraploiden
Wildarten nahmen Lawrence (1929) und Gatt et al. (1998) an, dass diese allo-
tetraploid seien. Einige dieser Arten umfassen neben den tetraploiden ebenfalls
oktoploide Genotypen. Die Genotypen mit diesen beiden Ploidiestufen weisen inner-
halb derselben Art untereinander eine sehr hohe phéanotypische Ahnlichkeit auf.
Deshalb ist anzunehmen, dass die oktoploiden die autopolyploiden Nachkommen der
vermuteten allotetraploiden Genotypen sind (Gatt et al. 1998). Jedoch bilden diese
autooktoploiden Genotypen ebenfalls relativ hohe Frequenzen an Bivalenten, wie es
fur einen autopolyploiden Organismus nicht zu erwarten ware. Dieser hohe Grad an
zytologischer Diploidiserung entspricht fur die oktoploiden Arten nicht ihrem
Ploidietypus und deutet auf einen Bivalente féordernden Mechanismus hin (Gatt et al.
1998). Wenn die Dahlien Uber einen solchen Mechanismus verfligen, erscheint es
zweifelhaft, anhand ihrer hohen Frequenzen an Bivalenten fur die tetraploiden Arten
auf eine Allopolyploidie zu schlieRen. Die hohe Anzahl an Autopolyploiden, die

ebenfalls fast ausschlie3lich Bivalente wahrend der Meiose bilden (Skirm 1942, Ting
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et al. 1957, Sreenivasan et al. 1987, Burner 1991, Qu et al. 1998, Eilam et al. 2009),
zeigt dass die Charakterisierung der Paarung der Chromsomen nicht fir die Klassifi-
zierung des Ploidietypus geeignet ist. Aulerdem wurde bereits haufiger angezweifelt,
dass die meiotische Chromosomenpaarung einen verlasslichen Indikator fur die
Unterscheidung zwischen Allo- und Autopolyploiden darstellt (Soltis und Rieseberg
1986, Krebs und Hancock 1989, Sybenga 1996), da sie zudem durch externe
Faktoren beeinflusst sein kann (Kamiri et al. 2011). Daher liegt fir die tetraploiden
Arten kein gesicherter Hinweis auf eine Allopolyploidie vor.

FUr einen allopolyploiden Organismus ware zu erwarten, dass seine Subgenome
untereinander Strukturunterschiede in den Chromosomen aufweisen. Gatt et al.
(1998) konnten jedoch anhand karyotypischer Untersuchungen der tetraploiden
Wildarten solche Unterschiede nicht nachweisen.

Wenn die Ursprungsarten der Gartendahlie tatsachlich allotetraploid waren und
demzufolge Subgenome aufweisen wurden, die nicht miteinander rekombinieren,
ware dies ebenfalls fur D. variabilis zu erwarten. Demnach musste die Gartendahlie
eine hohere Frequenz an Markern, die in der Repulsionsphase gekoppelt sind,
aufweisen. Dies konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (siehe 3.2.5 und 3.3).

Da ein allopolyploider Organismus per Definition aus der Hybridisierung
unterschiedlicher Arten hervorgeht, ware fur diesen ein hoher Grad an Heterozygotie
zu erwarten. Dementsprechend musste anhand der Mikrosatellitenmarker eine relativ
hohe Anzahl an Allelen je Genotyp zu detektieren sein. Jedoch wurden durch die
Mikrosatellitenmarker fur die tetraploiden Wildarten relativ geringe Anzahlen an
unterschiedlichen Banden amplifiziert (maximal drei Allele pro Genotyp, durch-
schnittlich 1,9 Allele; siehe 3.2.1), was auf einen geringen Grad an Heterozygotie und
somit auf eine Autopolyploidie fur diese Arten hinweist.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die tetraploiden Vorfahren von
D. variabilis autopolyploid und nicht allopolyploid sind. Gatt et al. (1998) vermuteten,
dass die oktoploiden Wildarten autopolyploide Nachkommen der tetraploiden Arten
sind. Daher scheinen die oktoploiden Wildarten, die als potentielle Vorfahren der
Gartendahlie in Frage kommen, ebenfalls autopolyploid zu sein. Demnach kdnnen
alle potentiellen Ursprungsarten der Gartendahlie ausschlieRlich autopolyploid ge-
wesen sein.

Da davon auszugehen ist, dass die tetraploiden und oktoploiden Vorfahren der

Gartendahlie autopolyploid sind und diese bereits eine stark erhdohte Frequenz an
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Bivalenten wahrend der Meiose bilden, ist anzunehmen, dass der Bivalente
fordernde Mechanismus (siehe 4.2) bereits bei diesen Arten aktiv ist. Bei diesen
Arten scheit der Mechanismus ebenfalls wie bei D. variabilis lediglich eine
Diploidisierung auf der zytologischen, nicht jedoch auf der genetischen Ebene
hervorzurufen, da davon auszugehen ist, dass diese Arten ebenfalls autopolyploid
sind.

Da bei der Berechnung der Kopplungskarten fir die Eltern der Population K5
lediglich zwei Marker in der Repulsionsphase kartiert wurden (siehe 3.3), ist anzu-
nehmen, dass die Gartendahlie eine nahezu freie Paarung und Rekombination
zwischen den homologen und homdologen Chromosomen aufweist. Dies deutet
darauf hin, dass zwischen den unterschiedlichen Ursprungsgenomen von D.
variabilis keine starken strukturellen Unterschiede bestanden.

Daher ist anzunehmen, dass die Gartendahlie letztlich auf Hybridisierungen zwischen
autopolyploiden Genotypen zurtckzufuhren ist, die relativ ahnliche Genomstrukturen
aufwiesen.

Die hoheren Anzahlen an amplifizierten Allelen pro Genotyp fur die Gartendahlien
anhand der Mikrosatellitenmarker im Vergleich zu den Wildarten (siehe 3.2.1) stutzen
die Hypothese, dass unterschiedliche Wildarten bzw. Genotypen an der Entstehung
der Kulturform beteiligt waren (Sgrensen 1969, Lawrence 1970, Hansen und Hjerting
1996).

4.4 Genetische Kopplungskarten fur die Eltern der Population K5

Die Berechnung der Kopplungskarten fir die Eltern der Population K5 erfolgte
anhand von 931 uni- und biparentalen SD-Markern aus den 1334 spaltenden AFLP®-
und Mikrosatellitenfragmenten fur diese Population.

Da D. variabilis 64 Chromosomen besitzt, ware zu erwarten, dass beide Kartierungs-
eltern zusammen insgesamt 64 KGs aufweisen. Die hohe Anzahl an berechneten
Kopplungsgruppen (73 fur Karneol und 78 fur Nordlicht) und die, nach Chakravarti et
al. (2001) und Stein et al. (2007) ermittelte geringe Abdeckung der Genome (17,62 %
fur Karneol und 22,43 % fur Nordlicht) deuten darauf hin, dass die verwendete
Anzahl an Markern nicht ausreicht, um alle Bereiche der Genome beider Kartierungs-

eltern zu erfassen. So wurden auf einigen Kopplungsgruppen (KGs) lediglich zwei
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Marker kartiert. Daher ist anzunehmen, dass solche KGs Bruchstlucke langerer KGs
darstellen, die aufgrund der geringen Markerabdeckung nicht verbunden werden
konnten. Bei einer héheren Abdeckung der Kopplungskarten durch eine groRere
Anzahl an Markern konnten diese wahrscheinlich miteinander zu langeren KGs
verknUpft werden. Andere KGs wurden hingegen durch eine wesentlich hohere
Anzahl an Markern abgedeckt (siehe 3.3.1 und 3.3.2). Dies weist darauf hin, dass die
Rekombinationsrate in den Genomen der Eltern der Population K5 zwischen den
unterschiedlichen Genomregionen zum Teil stark variiert. Die Ursache dafur konnte
auf Unterschiede in der Homologie zwischen verschiedenen Bereichen der Ur-
sprungsgenome von D. variabilis zurickzufihren sein. Dies konnte ebenfalls die
Ursache flr die beobachtete verschobene Spaltung flir einen grolen Anteil der aus-
gewerteten Marker darstellen (siehe 4.1.3). Unterschiede in der Rekombinations-
frequenz fur verschiedene Bereiche des Genomes wurden jedoch ebenfalls fir viele
andere Pflanzenarten nachgewiesen (Mézard 2006, Fregene et al. 1997) und stellen
keine Besonderheit flir das Dahliengenom dar.

FUr die beiden Kartierungseltern wurde jeweils lediglich ein Marker in der Repulsions-
phase kartiert (siehe 3.3). Daher ist davon auszugehen, dass lediglich sehr wenige
Abschnitte der unterschiedlichen homologen bzw. homdologen Chromosomen der
Gartendahlie einem geringen Grad an praferentieller Chromosomenpaarung unter-
liegen und wahrend der Meiose groRtenteils zufallig miteinander paaren. Dies deutet,
wie bereits unter 4.3 erwahnt, darauf, dass die unterschiedlichen Ursprungsgenome
der Gartendahlie eine recht ahnliche Genomstruktur aufwiesen.

Anhand der Mikrosatellitenmarker DV03 und DV13 wurden fur Nordlicht jeweils vier
Allele amplifiziert. Fir DV13 wurden fur Karneol drei Allele detektiert. Die Allele
dieser Marker wurden jeweils auf unterschiedlichen KGs in den Homoologengruppen
1 und 2 Kkartiert (siehe 3.3.3, Tabelle 12). Dies zeigt, dass die Allele der Mikro-
satellitenmarker tatsachlich auf unterschiedlichen KGs lokalisiert sind und daher
Ruickschlisse auf die Anzahl der homologen bzw. homéologen Chromosomen, sowie
deren Paarung wahrend der Meiose zulassen. Da fur den Kartierungselter Nordlicht
vier und fur Karneol drei homologe bzw. homoologe KGs durch einzelne
Mikrosatellitenmarker identifiziert werden konnten, ist davon auszugehen, dass bei
einer ausreichenden Absattigung der Kopplungskarte durch molekulare Marker
wahrscheinlich acht homologe bzw. homoologe KGs nachzuweisen waren. Somit

scheinen die Ergebnisse der Kartierung ebenso wie die Ergebnisse der Methoden
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zur Bestimmung der Ploidiestufe (siehe 4.1.1 und 4.1.5) auf eine Oktoploidie fur D.
variabilis zu deuten.

Die biparentalen AFLP®-Singledosemarker wurden fiir beide Eltern der Population K5
zumeist in der gleichen Reihenfolge kartiert. Daher ist davon auszugehen, dass die
berechneten Kopplungskarten trotz ihrer relativ geringen Abdeckung recht robust

sind und die tatsachliche Abfolge der kartierten Marker widerspiegeln.

4.4.1 ldentifizierung homologer und homdoologer
Kopplungsgruppen von Dahlia variabilis

Fir eine eindeutige Unterscheidung zwischen homologen und homoologen
Chromosomen bzw. KGs ist es notwendig, die unterschiedlichen Ursprungsarten des
betroffenen polyploiden Organismus in die molekularen Untersuchungen einzu-
beziehen. Ein Vergleich mit den diploiden Vorfahren erleichtert zudem die eindeutige
Identifizierung homologer und homoologer Chromosomen bzw. KGs. Eine Voraus-
setzung dafur ist, dass die verschiedenen Ursprungsarten anhand der verwendeten
molekularen Marker eindeutig unterschieden werden konnen. Jedoch ist nicht
zweifelsfrei geklart, aus welchen Wildarten D. variabilis hervorgegangen ist. Zudem
sind die diploiden Vorfahren der Gartendahlie vermutlich ausgestorben (Lawrence
1929). AulRerdem scheinen die Ursprungsgenome von D. variabilis recht ahnliche
Genomstrukturen aufzuweisen, da sie miteinander rekombinieren und nicht als
getrennte Subgenome im Genom der Gartendahlie vorliegen (siehe 4.2). Daher ist es
anhand der hier angewendeten Methoden nicht moglich, zwischen homologen und
homoologen KGs der Gartendahlie zu unterscheiden. Deshalb konnten die
identifizierten homologen bzw. homdologen KGs lediglich in Homoologengruppen
zusammengefasst, jedoch nicht weiter unterteilt werden.

Anhand der Mikrosatellitenmarker und den biparentalen AFLP®-Markern lieRen sich
ubereinstimmend klar voneinander abgegrenzte HomoOologengruppen erstellen.
Diese Unterteilung der Kopplungsgruppen in Homdologengruppen konnte jedoch
durch die Kartierung der MD-Marker nicht bestatigt werden. Zudem wiesen einige der
3:1 spaltenden MD-Marker Kopplungen an bis zu vier KGs auf, obwohl fir sie
eigentlich eine Duplex-Konstellation zu erwarten ware. Deshalb wurden die MD-

Marker wieder aus den berechneten Karten entfernt und die KGs letztlich
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ausschlieBlich auf Basis der Mikrosatelliten- und biparentalen AFLP®-Marker in
Homdologengruppen unterteilt.

Moglicherweise war die Kartierungspopulation K5 mit 173 Individuen zu klein, um die
MD-Marker fehlerfrei ihrer tatsachlichen Position auf der Karte zuzuordnen. Ein
weiterer Grund dafur, dass die MD-Marker anscheinend nicht korrekt kartiert werden
konnten, kdnnte die hohe Anzahl an SD-Markern mit verschobener Spaltung sein.
Fur die MD-Marker wurden zudem gréftenteils disome Spaltungsverhaltnisse (siehe
3.2.3) nachgewiesen, obwohl die Ubrigen der hier angewendeten Methoden fur D.
variabilis auf eine polysome Vererbung deuteten (siehe 3.2.2, 3.2.4 und 3.2.5). Daher
scheinen die MD-Marker ebenfalls, wie ein Grofteil der SD-Marker, eine
verschobene Spaltung aufzuweisen, was die Kartierung der MD-Marker zusatzlich
beeintrachtigt haben konnte. Diese Faktoren konnten dazu gefuhrt haben, dass fur
die MD-Marker letztlich falsch kartiert wurden.

4.5 Marker- Merkmalsassoziationen bei Dahlia variabilis

Fur die Population K5 wurden 22 phanotypische Merkmale in den drei Umwelten
Herrenhausen 2009 (Umwelt 1), Herrenhausen 2010 (Umwelt 2) und auf dem
Versuchsgelande der Leibniz Universitat Hannover in Ruthe 2010 (Umwelt 3)
bonitiert (siehe 2.3). Anhand der erhobenen Daten wurden ein Kruskal-Wallis-Test
sowie fur alle normalverteilten Merkmale ein Permutationstest und ein Interval
Mapping, mit der Software MapQTL 6 (Van Ooijen 2009) durchgefuhrt. Auf diese
Weise sollten Marker bzw. Genombereiche der Kopplungskarten fur die Eltern der

Population K5 auf Assoziationen an die erhobenen Merkmale Uberprift werden.

4.5.1 Nachweis von Marker- Merkmalsassoziationen bei Dahlia
variabilis anhand des Kruskal-Wallis-Tests

Anhand des Kruskal-Wallis-Tests konnten fir die sechs Merkmale Anzahl der
Blutenblatter, Blutenstandsdurchmesser, Blattbreite, Blutenstangellange, Breite der
Zungenbluten und Lange der Zungenbllten flir mindestens einen Kartierungselter in
allen drei Umwelten Assoziationen an die jeweils gleichen Marker nachgewiesen
werden (siehe 3.4.1). Fir die drei Merkmale Anzahl der Blutenblatter, Blutenstands-
durchmesser und Lange der Zungenbliten konnten Markerassoziationen fir die
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beiden Kartierungseltern Karneol und Nordlicht Uber alle drei Umwelten nach-
gewiesen werden.

Diese relativ hohe Stabilitdt der detektierten Assoziationen Uber die unterschied-
lichen Umwelten deutet darauf hin, dass die Auspragung der entsprechenden
Merkmale gegenuber den ubrigen Merkmalen einem geringeren Einfluss durch
Umweltbedingungen unterliegt. Daher scheinen diese Merkmale eine vergleichs-
weise hohe Heritabilitat aufzuweisen. Unter diesen Bedingungen ist eine gezielte
Selektion auf die entsprechenden Merkmale sinnvoll, weil ein relativ hoher
Selektionserfolg und somit eine Verbesserung der Auspragung der Merkmale erreicht
werden kann (Khan et al. 2010). Da diese Merkmale anscheinend gréftenteils durch
erbliche Faktoren und nicht durch die Umwelt beeinflusst werden, ist anzunehmen,
dass ihre Auspragung auf das Vorhandensein entsprechender Allele und nicht auf
Umweltfaktoren zurlckzuflhren ist. Deshalb konnen Merkmale mit einer hohen
Heritabilitdat anhand des Phanotypen selektiert werden. Auf diese Weise kdnnen
geeignete Kreuzungseltern ausgewahlt werden, die Allele aufweisen, welche sich
positiv auf die Merkmalsauspragung auswirken. Da davon auszugehen ist, dass
Merkmale mit einer hohen Heritabilitdt in einem geringen Ausmale durch
Umweltfaktoren beeinflusst werden, ist eine erfolgreiche Selektion auf solche
Merkmale in einer relativ geringen Anzahl an Umwelten mdglich. AuRerdem missen
potentielle Sortenkandidaten nicht an einer hoheren Anzahl an Standorten auf die
Stabilitat der Merkmalsauspragung getestet werden wenn die entsprechenden Merk-
male eine hohe Heritabilitat aufweisen.

Da die hier gezeigten Markerassoziationen an die oben genannten Merkmale Uber
die unterschiedliche Umwelten stabil nachgewiesen werden konnten, konnten die
entsprechenden Marker (siehe 3.4.1) fur eine Selektion von Kreuzungsnachkommen
mit den angestrebten Merkmalsauspragungen genutzt werden. Die ermittelten
Marker-Merkmalsassoziationen wurden jedoch bisher lediglich fir die Population K5
nachgewiesen. Deshalb musste zuvor Uberprift werden, ob sie ebenfalls flr andere
Gartendahlienpopulationen stabil sind. Wenn dies zutrifft, konnten die entspre-
chenden Marker fUr eine markergestutzte Selektion genutzt werden. Dafur konnten
aus den Markern sequenzspezifische Marker wie SCAR- (Sequence Characterized
Amplified Region) oder CAPS- (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) Marker
entwickelt werden, die auf Agarosegelen ausgewertet werden konnen. Auf diese

Weise wiurde man kostengunstige diagnostische Marker erhalten, die es ermdglichen
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konnten, eindeutige Ruckschlisse auf die Auspragung bestimmter Merkmale von

Kreuzungsnachkommen zu ziehen.

4.5.2 Geringe Reproduzierbarkeit der detektierten QTLs flur Dahlia
variabilis

Bei dem Interval Mapping werden im Gegensatz zum Kruskal-Wallis-Test ebenfalls
die Bereiche zwischen den kartierten Markern auf Korrelationen an die Merkmale
Uberprift, mit deren Daten sie verrechnet werden. Auf diese Weise kdnnen
Quantitative Trait Loci (QTLs) identifiziert werden, die Assoziationen an die ent-
sprechenden Merkmale aufweisen.

Anhand des Interval Mappings konnten fur die beiden Kartierungseltern Karneol und
Nordlicht fur einige Merkmale QTLs bei teilweise recht hohen LOD-Werten (bis zu
10,44) berechnet werden. Jedoch war die Reproduzierbarkeit der QTLs uber die
unterschiedlichen Umwelten gering. So konnte durch das Interval Mapping fur die
Kartierungsmutter Karneol lediglich fur die Blattbreite (auf der KG K44 in der
Homoologengruppe 2) und die Anzahl der Blutenblatter (auf der KG K49 in der
Homadologengruppe 24), jeweils Assoziationen Uber die zwei Umwelten 1 und 3 auf
denselben KGs nachgewiesen werden. Fur den Kartierungsvater Nordlicht wurde
durch das Interval Mapping lediglich fur das Merkmal Breite der Zungenbliten Uber
die zwei Umwelten 1 und 3 jeweils ein QTL auf derselben KG (N1 in der Homo-
ologengruppe 3) detektiert (siehe 3.4.2). Fur diese drei Merkmale Blattbreite, Anzahl
der Blutenblatter und Breite der Zungenbliten konnten ebenfalls anhand des
Kruskal-Wallis-Tests Markerassoziationen Uber alle drei Umwelten nachgewiesen
werden (siehe 3.4.1). Daher scheinen diese Merkmale gegenuber den ubrigen
Merkmalen einem relativ geringen Einfluss durch die Umweltbedingungen zu unter-
liegen. Die Konsequenzen fir die Selektion auf Merkmale mit einer hohen Heri-
tabilitat wurden unter 4.5.1 beschrieben.

Fir die Merkmale Pflanzenhéhe und Blattlange konnten weder durch den Kruskal-
Wallis-Test noch anhand des Interval Mappings Assoziationen an dieselben Marker
bzw. Genomregionen Uber mehrere Umwelten nachgewiesen werden. Dies deutet
darauf hin, dass diese Merkmale eine geringe Heritabilitat aufweisen und einem
relativ hohen Einfluss durch dulere Faktoren unterliegen. Unter diesen Bedingungen

ist es bereits schwer geeignete Kreuzungseltern fur eine spaltende Nachkommen-
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schaft zu identifizieren. Da die Auspragung solcher Merkmale stark durch Umwelt-
faktoren beeinflusst wird, ist fir die Selektion auf Merkmale mit einer geringen
Heritabilitat allgemein eine markergestltzte Selektion sinnvoller als eine phanotyp-
ische Selektion.

Zudem ist bei der Selektion auf Merkmale mit einer geringen Heritabilitat ein geringer
Selektionserfolg zu erwarten. Deshalb ist es schwierig eine deutliche Verbesserung
der Auspragung solcher Merkmale zu erzielen. Daflir missten mehrere aufeinander
folgende Selektionsschritte erfolgen (Togashi und Lin 2010). Zudem sollte die
Selektion auf Merkmale mit einer geringen Heritabilitdt generell in moglichst gro3en
Nachkommenschaften an mehreren unterschiedlichen Standorten erfolgen
(Meuwissen et al. 2001, Cassell 2009). Auf diese Weise selektierte potentielle
Sortenkandidaten sollten anschlielend auf die Stabilitat der Auspragung der ent-
sprechenden Merkmale an unterschiedlichen Standorten Uberpruft werden. Dabei
sollte jeweils eine grolkere Anzahl an Klonen einbezogen werden.

Insgesamt war die Reproduzierbarkeit der detektierten QTLs zwischen den ver-
schiedenen Umwelten recht gering. Dies deutet darauf hin, dass die QTLs anhand
des Interval Mappings nicht stabil fur die Population K5 kartiert werden konnten. Die
nachgewiesenen Marker-Merkmalsassoziationen sollten daher in anderen Dahlien-
Populationen verifiziert werden, bevor die entsprechenden Marker fur eine marker-

gestutzte Selektion in Betracht gezogen werden.

4.5.3 Mogliche Ursachen fir die geringe Reproduzierbarkeit der
berechneten QTLs

Die geringe Reproduzierbarkeit der QTLs zwischen den unterschiedlichen Umwelten
konnte darauf zurlckzufihren sein, dass beim Interval Mapping, im Gegensatz zum
Kruskal-Wallis-Test, die Regionen zwischen den kartierten Markern in die Berech-
nung der Marker-Merkmalsassoziationen einbezogen werden. Die Abdeckung der
berechneten Kopplungskarten (durchschnittlicher Markerabstand 5,2 cM fur Karneol
und 6,3 cM flar Nordlicht; siehe 3.3) kdnnte daher zu gering sein, um durch das
Interval Mapping fehlerfrei Assoziationen an die Auspragung der entsprechenden
Merkmale nachzuweisen, da die detektierten QTLs in zu gro3en Distanzen zu den
kartierten Markern liegen. Zudem ist das Interval Mapping sensitiver als der Kruskal-

Wallis-Test, weshalb dieser wahrscheinlich nicht so anfallig fir Faktoren ist, welche
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die Marker-Merkmalsassoziationen in den unterschiedlichen Umwelten beeinflusst
haben kdnnten.

Die geringe Reproduzierbarkeit der durch das Interval Mapping berechneten QTLs
fur die unterschiedlichen Umwelten deutet auf eine geringe Heritabilitat fur viele
phanotypische Eigenschaften bei D. variablis. Um ein Merkmal unter diesen Voraus-
setzungen zu kartieren, muss eine relativ groRe Anzahl von bis zu 1000 Nach-
kommen in die QTL-Analyse einbezogen werden (Staub et al 1998). Die Ergebnisse
des Interval Mappings konnten daher aufgrund der Verwendung einer zu kleinen
Nachkommenschaft (173 Nachkommen) verzerrt sein (Melchinger et al. 2004).

Da die Gartendahlie wahrscheinlich eine oktosome Vererbung aufweist (siehe 4.1.6),
ist davon auszugehen, dass die entsprechenden Gene bzw. Genomregionen aller
beteiligten Ausgangsgenome die Auspragung der Merkmale beeinflussen. Dies kann
zu Dosiseffekten sowie epistatischen Effekten fuhren, die auf Interaktionen zwischen
homologen und zusatzlich zwischen nicht homologen Genen basieren (Eshed und
Zamir 1996). Polyploide weisen aulierdem haufig weitere Effekte auf, die eine QTL-
Kartierung beeintrachtigen konnen. Ereignisse wie Genomhybridisierungen und
Genomaufdopplungen konnen zu einer erhdhten Dynamik bzw. Instabilitat der
Epigenetik sowie zu pleiotropischen Effekten fihren. Dies kann die Auspragung der
Merkmale in den unterschiedlichen Umwelten beeinflussen (Adams und Wendel
2005, Fanizza et al. 2005, Verhoeven et al. 2010). Diese Faktoren erschweren es
Boniturklassen zu erstellen, welche die genetischen Grundlagen der unterschied-
lichen Merkmalsauspragungen tatsachlich erfassen. Dadurch kann die Zuordnung
der jeweiligen Merkmalsauspragung in die unterschiedlichen Boniturklassen beein-
trachtigt werden.

Fir Organismen mit hoheren Ploidiestufen und einer polysomen Vererbung, wie sie
die Gartendahlie aufweist, sind die Grundlagen fur die QTL-Kartierung zudem bisher
nicht in vollem Ausmal} erfasst (Cao et al. 2005, Doerge und Craig 2000, Luo et al.
2006, Leach et al. 2010). Die verwendete Software MapQTL 6 (Van Ooijen 2009)
wurde fur diploide Organismen konzipiert. Wahrscheinlich konnte diese Software
daher die polysome Vererbung von D. variabilis nicht nachvollziehen und somit die
Zusammenhange der jeweiligen Merkmalsauspragungen nicht stabil Gber die unter-
schiedlichen Umwelten in Bezug zu bestimmten Genomregionen bringen.

Beim Interval Mapping wurden auf einigen KGs der Kartierungsmutter Karneol

mehrere QTLs fur unterschiedliche Merkmale jeweils in den gleichen Bereichen

118



Diskussion

lokalisiert (siehe 3.4.2). Die Anhaufung verschiedener QTLs in einer Genomregion
tritt bei der Berechnung durch das Interval Mapping haufiger auf. Oft beeinflussen
QTLs fur unterschiedliche Merkmale, die anhand dieser Methode detektiert werden,
einander, was es erschwert, die Einflisse der unterschiedlichen QTLs voneinander
zu trennen (Byrne 2007). Dies konnte ebenfalls auf einige der berechneten QTLs,
wie beispielsweise fur die Merkmale Blutenstangellange und Pflanzenhdhe sowie flr
die Blattbreite und Blattlange, die jeweils in den gleichen Regionen kartiert wurden,
zutreffen. Da die Auspragungen dieser Merkmale einander beeinflussen konnen,
konnten die Einflusse der unterschiedlichen Genomregionen wahrscheinlich nicht
klar voneinander getrennt werden, so dass die QTLs letztlich in denselben Bereichen
kartiert wurden. Das Auftreten mehrerer QTLs in derselben Genomregion kdnnte
aullerdem darauf zuruckzufuhren sein, dass in den entsprechenden Bereichen
Transskriptionsfaktoren lokalisiert sind, welche die Auspragung mehrerer Merkmale
beeinflussen. AulRerdem koénnten Gene, welche die unterschiedlichen Merkmale
regulieren, eng aneinander gekoppelt sein oder einzelne Gene mit pleiotropischen
Effekten an ihrer Auspragung beteiligt sein (Fanizza et al. 2005).

Weitere Grunde fur die geringe Reproduzierbarkeit der QTLs Uber die unterschied-
lichen Umwelten konnten auf eine zu geringe Probenzahl sowie auf Fehler bei der

Bonitur, die von zwei Personen durchgefiihrt wurde, zurtickzufiihren sein.

4.6 Konsequenzen fir die Zichtung neuer Dahliensorten

Bisher erfolgt die Zichtung neuer Dahliensorten nach einer recht einfachen
Vorgehensweise, indem Samlinge, die aus Kreuzungen, offenen Abbllten oder aus
isolierten Abbluten hervorgehen, selektiert werden. Lediglich Wegner und Debener
(2008) sowie Behr und Debener (2004) erarbeiteten Grundlagen fir die Entwicklung
neuer Zuchtstrategien fur Dahlien (siehe 1.1.5).

Fur keines der Merkmale, fir welche Daten erhoben wurden, konnte ein Spaltungs-
verhaltnis nach Mendel nachgewiesen werden, wie es flr ein qualitatives Merkmal zu
erwarten ware. Stattdessen wiesen alle Merkmale eine quantitative Spaltung auf.
Anscheinend wird die Auspragung einzelner Merkmale aufgrund der oktosomen
Vererbung von D. variabilis jeweils von einer hoheren Anzahl orthologer Gene

beeinflusst. Zudem deuten die hier erzielten Ergebnisse auf einen hohen Einfluss
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von Umweltfaktoren auf die Auspragung vieler phanotypischer Merkmale bei der
Gartendahlie (siehe 4.5.2). Fir die Selektion auf Merkmale mit einer geringen
Heritabilitat ist gewohnlich ein markergestutzter Ansatz einer phanotypischen
Selektion vorzuziehen. Jedoch mussen bei der Zuchtung neuer Dahliensorten, viele
Zuchtziele aufeinander abgestimmt werden, die im Folgenden aufgefuhrt sind

(erganzt nach Meyer et al. 1999 und nach persdnlicher Mitteilung von A. Dohm).
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Zuchtziele fur die Gartendahlie:

- Blutenfarbe und Farbwirkung
0 neue Kombinationen
o Neuheitenwert
- Form und Grdle der Blite
- Frdhbluhigkeit
- Bluhwilligkeit (Anzahl der Bluten)
- Lange Bluhperiode
- Anordnung der Bluten uber dem Laub
- Blutenhaltbarkeit
- Farbbestandigkeit auch bei Wind und Regen
- Selbstreinigung der Bliten (Abwerfen welker Bllten)
- Neigungswinkel der Einzelblute
- Lange und Festigkeit des Blutenstangels
- geringe Pollenbildung
- Habitus
o0 kompakter Wuchs
o starke Verzweigung
o Aufbau
o0 harmonisches Verhaltnis zwischen Habitus und Bliten
- Belaubung
o0 kleinblattrig
0 Laubfarbe
- Standfestigkeit
- Wuchshdhe
- Widerstandsfahigkeit der Pflanze gegen Witterungseinfllisse
- Wauchsigkeit und Haltbarkeit der Knollen
- Widerstandsfahigkeit gegen Rote Spinne, Virosen, Mehltau und andere
Krankheiten

- Kiuhletoleranz

Bei einer Selektion auf eines dieser Zuchtziele anhand molekularer Marker ist es

aufgrund der hohen Anzahl an unterschiedlichen Zuchtzielen wahrscheinlich, dass
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selektierte Nachkommen den Anforderungen an viele ubrige Zuchtziele nicht gerecht
werden. Zudem erfordert die ZUchtung neuer Dahliensorten eine Selektion in grofden
Nachkommenschaften, da die Gartendahlie oktoploid ist und eine polysome Ver-
erbung aufweist. Aufgrund dessen ist fur eine markergestutzte Selektion mit einem
hohen Kostenaufwand zu rechnen. Aullerdem ist es schwierig Marker zu identifi-
zieren, die eng an ein Merkmal mit einer geringen Heritabilitat gekoppelt sind.

Die phanotypische Selektion von Merkmalen kann bei der Gartendahlie in einem
relativ frihen Stadium erfolgen und bereitet keinen groflen Aufwand. Deshalb
erscheint diese Art der Selektion fur die Zichtung neuer Dahliensorten sinnvoller als
ein markergestutzter Ansatz. Bei dieser Vorgehensweise sollten stets relativ grol3e
Populationen genutzt werden, da diese flr die Selektion von Merkmalen mit einer
geringen Heritabilitat erforderlich sind (Meuwissen et al. 2001, Cassell 2009).

Anhand der phanotypischen Selektion von Nachkommen mit den erwunschten
Merkmalsauspragungen kann langfristig eine schrittweise Akkumulation von Allelen
in einem Genpool erzielt werden, die einen positiv Effekt auf die angestrebten
Zuchtziele ausuben. Auf diese Weise wurde die Zuchtung erleichtert werden, da der
Anteil der Nachkommen welche die erwinschten Merkmale aufweisen, erhoht
werden wirde.

Aufgrund des hohen Einflusses der Umweltfaktoren auf viele Merkmale der Garten-
dahlie, sollten potentielle Sortenkandidaten generell an unterschiedlichen Standorten
auf die Stabilitat in der Merkmalsauspragung Uberprift werden.

Zudem konnte die Heritabilitat fir die unterschiedlichen phanotypischen Merkmale
ermittelt werden. Daflr mussten die entsprechenden Merkmale an mehreren unter-
schiedlichen Genotypen, von denen jeweils eine hohere Anzahl an Klonen in ver-
schiedenen Umwelten angepflanzt werden, Uber mehrere Jahre erhoben werden.
Anhand der erzielten Ergebnisse konnten fur die einzelnen Merkmale Ruckschlusse

auf folgende Grundlagen flur die Entwicklung von Zuchtstrategien gezogen werden:

- Der jeweils zu erwartende Selektionserfolg, also wie intensiv bzw. wie haufig
nacheinander auf ein Merkmal selektiert werden muss.

- Ob die Selektion an mehreren Standorten erfolgen sollte.

- Ob grolRe oder relativ kleine Nachkommenschaften flr die Selektion auf das

jeweilige Merkmal erforderlich sind.

Ob eine phanotypische oder eine markergestutzte Selektion sinnvoller ist.
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Auf diese Weise konnte der Einfluss der Umwelt auf die Auspragung der einzelnen
Merkmale ermittelt werden. Die Herangehensweise bei Merkmalen mit einer geringen
bzw. hohen Heritabilitat wurde unter den Kapiteln 4.5.1 und 4.5.2 erlautert.

Die in der vorliegenden Arbeit angewendeten Methoden zur Unterscheidung des
Ploidietypus deuten fur D. variabilis auf eine polysome Vererbung hin (siehe 4.1.2,
414 und 4.1.5). Zudem konnte lediglich jeweils ein Marker fir die beiden
Kartierungs-eltern in der Repulsionsphase kartiert werden (siehe 3.3). Daher ist fur
D. variabilis nur ein geringer Grad an praferentieller Chromosomenpaarung und eine
annahernd freie Rekombination zwischen den homologen und homdologen
Chromosomen anzunehmen. Demzufolge durften keine positiven oder negativen
Korrelationen zwischen unterschiedlichen Merkmalsauspragungen bestehen, aul3er
wenn die entsprechenden Loci nahe beieinander auf einer Kopplungsgruppe
lokalisiert sind.

Aufgrund der hohen Ploidiestufe in Kombination mit einer polysomen Vererbung ist
aullerdem die Erzeugung homozygoter Linien der Gartendahlie fir die Hybrid-
zuchtung erschwert und wurde mehrere aufeinander folgende Selbstungen erfordern.
Sogar durch entsprechende in-vitro-Techniken sind reine Linien nicht in einem
einzelnen Schritt zu erzeugen. Dies wurde aufgrund der hohen Ploidiestufe ebenfalls
eine wiederholte Anwendung der entsprechenden Techniken erfordern.

Anhand von Transformationen konnten relativ einfach neue Gene wie beispielsweise
Resistenzgene oder Gene fur weitere Blitenpigmente in das Zuchtmaterial fur die
Gartendahlie Uberfuhrt werden. Mii (2012) hat auf diese Weise beispielsweise
Dahlien mit blauen Blutenpigmenten erzeugt. Auf diese Weise kdnnen theoretisch
relativ einfach zusatzliche Merkmale in das Zuchtmaterial Gberfihrt werden und fur
die Zuchtung neuer Dahliensorten genutzt werden. Jedoch darf genetisch ver-
andertes Pflanzenmaterial in Europa aufgrund relativ strenger Gentechnik-Gesetzte
lediglich in sehr seltenen Fallen angebaut bzw. flr die Zichtung genutzt werden.
Daher stellen transgene Dahlien in Europa keine Alternative zur herkdmmlichen

Zuchtung dar.
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4.7 Einsatz neuer Arthybriden fir die Zichtung von Dahliensorten

Um neue Merkmale in das Zuchtmaterial fur die Gartendahlie zu Uberfuhren, wurden
Kreuzungen zwischen den Wildarten D. dissecta sowie D. macdougallii mit der
Gartendahlie durchgefuhrt. Zudem wurde D. dissecta auf einem Feld zusammen mit
verschiedenen Gartendahliensorten ausgepflanzt, um eine Bestaubung dieser Wild-
art durch die Gartendahlie zu ermoglichen.

Bei den Kreuzungen zwischen D. dissecta und D. macdougallii mit der Gartendahlie
reagierten die Bluten der Wildarten empfindlich auf eine kunstliche Bestaubung und
verloren haufig einige Tage nach dieser die unausgereiften Samenkapseln. Deshalb
erscheint es fur das Einkreuzen von Merkmalen aus Wildarten sinnvoll, diese als
Pollenspender und D. variabilis als Mutter zu nutzen. Deren Bluten reagierten nicht
empfindlich auf die kinstliche Bestaubung, wodurch eine hdhere Wahrscheinlichkeit
besteht, dass Samen ausreifen kdénnen. Dieses Vorgehen ist jedoch nur sinnvoll,
sofern das entsprechende Merkmal nicht maternal vererbt wird.

Keine der Kreuzungen zwischen der Wildart D. dissecta und D. variabilis fuhrte zu
einem Samenansatz. Gatt et al. (1999) zeigten, dass Kreuzungen zwischen diesen
beiden Arten selten fertiles Saatgut hervorbringen. Die Arthybriden, die sie zwischen
diesen Arten erzeugen konnten, bildeten wahrend der Meiose viele Univalente, was
darauf hindeutet, dass zwischen den Genomen der beiden Ursprungsarten ein
geringer Grad an Homologie herrscht. Dies kdnnte die Ursache dafur sein, dass die
hier durchgeflihrten Kreuzungen zwischen D. dissecta und D. variabilis sowie die
offene Abblute der Wildart auf dem Feld kein fertiles Saatgut hervorbrachten.

Die Wildart D. macdougallii wurde als Kreuzungspartner fur die Gartendahlie
ausgewahlt, da sie ein nicht determiniertes Wachstum der Terminaltriebe aufweist
(siehe 3.5). Durch die Kreuzungen mit D. variabilis sollte dieses Merkmal in das
Zuchtmaterial fur die Gartendahlie Uberfuhrt werden. Zudem sind die Kultur dieser
Wildart sowie die Induktion ihrer Blute recht aufwendig (Hansen und Hjerting 2000),
weshalb D. macdougallii noch nie flr Zichtungszwecke genutzt wurde (Kleinsorge
2004). AulRerdem ist diese Wildart in der Natur vom Aussterben bedroht (National
Dahlia Society).

Von den erzeugten hexaploiden Arthybriden zwischen D. macdougallii und D.
variabilis wiesen die beiden Genotypen DH2007-415 und DH2007-417 ebenfalls das
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nicht determinierte Wachstum der Terminaltriebe auf. Diese Hybriden sind aul3er den
von Lawrence (1931) erzeugten Arthybriden zwischen D. coccinea und D. variabilis
die einzigen nachgewiesenen Dahlien mit dieser Ploidiestufe.

Die Arthybride DH2007-417 brachte ausgepflanzt auf einem Dahlienfeld vier
oktoploide Nachkommen hervor. Die 1Cx-Werte (GroRe des haploiden Chromo-
somensatzes; Greilhuber et al. 2005) der Nachkommen der Arthybriden wiesen im
Vergleich zu ihren Vorfahren geringe Abweichungen nach unten auf (siehe 3.6). Dies
konnte auf Messfehler zurtckzufihren sein, da jeweils lediglich eine Messung
durchgefuhrt wurde. Gatt et al. (1999) beobachteten bei Hybriden zwischen
unterschiedlichen Dahlienarten den Verlust eines Chromosoms bei einem der von
ihnen erzeugten Arthybriden. Dies ist wahrscheinlich auf die hohe Frequenz an
Univalenten zurtckzufuhren, die ebenfalls fur diese Arthybriden nachgewiesen
wurde. Univalente werden haufig in Folge struktureller Unterschiede zwischen den
Ursprungsgenomen von Hybriden gebildet. Chromosomen, die wahrend der Meiose
als Univalent vorliegen und demzufolge aus der meiotischen Chromosomenpaarung
sowie der Rekombination ausgeschlossen sind, konnen anschlieend nicht
gleichmalfig in die Gameten aufgeteilt werden (Pecinka et al. 2011). Dies kann dazu
flhren, dass unbalancierte Gameten gebildet werden, die unterschiedliche Anzahlen
an Chromosomen aufweisen. Daher konnten Unterschiede in den Strukturen der
Genome zwischen der Wildart D. macdougallii und der Gartendahliensorte Roxy
dazu gefuhrt haben, dass die Arthybriden unbalancierte Gameten gebildet haben.
Auf diese Weise konnte es bei ihren Nachkommen zum Verlust einzelner
Chromosomen gekommen sein, was zu den verminderten 1Cx-Werten gegenuber
ihren Vorfahren geflihrt haben kdnnte. Dies kénnte durch Chromosomenzahlungen
uberpruft werden, welche im Rahmen der vorliegenden Arbeit aus zeitlichen Grinden
jedoch nicht mehr durchgefuhrt werden konnten.

Die Nachkommen der Arthybride DH2007-417 haben bisher keine vollstandige
Blihphase vollzogen. Daher konnte noch nicht bestimmt werden, ob sie ebenfalls
das nicht determinierte Wachstum der Terminaltriebe aufweisen. Deshalb ist bisher
nicht eindeutig geklart, ob diese Genotypen einen direkten Transfer des nicht
determinierten Wachstums der Terminaltriebe nach der Bliteninduktion in das
Zuchtmaterial fur D. variabilis ermdglichen. Sollte dies nicht der Fall sein, kdnnten sie
fur Rackkreuzungen mit der Wildart D. macdougalli oder mit den erzeugten

hexaploiden Arthybriden genutzt werden. Dadurch konnten eventuell Genotypen
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erzeugt werden, die das nicht determinierte Wachstum der Terminaltriebe stabil
auspragen und so eine Uberfiihrung dieses Merkmals in das Zuchtmaterial der

Gartendahlie ermdglichen.

4.8 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten die grundlegenden Eigenschaften der Vererbung
der Gartendahlie charakterisiert werden. Jedoch ist diese aufgrund der hohen
Ploidiestufe und der polysomen Vererbung recht komplex. Auf der Grundlage dieser
Ergebnisse ist es schwer allgemeine Empfehlungen flr die Zlichtung neuer Dahlien-
sorten zu erarbeiten.

Um gezielt Zuchtstrategien fur die unterschiedlichen Merkmale zu entwickeln, kdnnte
deren jeweilige Heritabilitat ermittelt werden. Auf diese Weise lassen sich Ruck-
schllsse auf die Grundlagen fur die Entwicklung neuer Zuchtstrategien ziehen.

Die Marker, fur welche in der vorliegenden Arbeit anhand des Kruskal-Wallis-Tests
uber mehrere Umwelten Assoziationen an bestimmte Merkmale nachgewiesen
wurden, kénnten zudem in anderen Populationen getestet werden, um die Marker-
assoziationen zu verifizieren. Auf diese Weise kdnnte die Nutzbarkeit der entspre-
chenden Marker fur die Zuchtung neuer Dahliensorten Uberpriuft werden. Um zusatz-
liche Marker mit engen Kopplungen an die erhobenen Merkmale zu identifizieren und
die Lucken der hier berechneten Kopplungskarten zu schlie®en, mussten weitere
Marker kartiert werden.

Aulerdem konnte versucht werden, das nicht determinierte Wachstum der Terminal-
triebe nach der Bluteninduktion von der Wildart D. macdougallii anhand der hier
erzeugten Arthybriden und deren Nachkommen in das Zuchtmaterial der
Gartendahlie zu uberfliihren. Dadurch kénnte dieses Merkmal fir die Zichtung neuer

Dahliensorten genutzt werden.
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6. Anhang

Tabelle 19: verwendete Sorten, Genotypen und
Dahlienwildarten

Bezeichnung Anzahl Chromosomen
Karneol 64
M 331-6 64
Nordlicht 64
Roxy 64
T8 64
D. australis 64
D. coccinea 64
D. coccinea 64
D. coccinea 64
D. coccinea 64
D. pinnata (rot) 64
D. pinnata (pink) 64
D. sorensenii 64
D. merkii 36
D. dissecta 34
Helianthus annuus RHA 280 34
Helianthus annuus RHA 801 34
Helianthus annuus 34
Helianthus annuus 34
D. australis 32
D. brevis 32
D. coccinea BKGP 32
D. coccinea (W 124) 32
D. excelsa 32
D. imperialis 32
D. rudis 32
D. tubulata 32
DH 2007-415 (Hybrid) unbekannt
DH 2007-417 (Hybrid) unbekannt
DH 2007-420 (Hybrid) unbekannt
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Tabelle 20: Spaltungsverhéltnisse fur Tetraploide

Parentale Konstitution Tetrasom Disom 4x

Aa Aa x Aa Aa' 35:1 15:1
Aa Aa x Aa aa 11:1 71
Aa aa x Aa aa 3:1 3:1
Aa aa x aa aa 1:1 1:1
AA aa x AA aa? 35:1 1:0
AA aa x aa aa 5:1 1:0
Aa Aa x aa aa 5:1 3:1

1 = fir Allopolyploide; AaAa = dominante Allele befinden sich auf hom&ologen Chromosomen
2 = fir Allopolyploide; AAaa = dominante Allele befinden sich auf homologen Chromosomen

Tabelle 21: Spaltungsverhaltnisse fur Oktoploide

Parentale Konstitution Oktosom Disom 8x

AAAAaaaa x AAaaaaaa - 63:1
AAAaaaaa x AAAaaaaa -- 63:1
AAAaaaaa x Aaaaaaaa -- 31:1
AAaaaaaa x Aaaaaaaa -- 15:1
AAAAaaaa x Aaaaaaaa -- 31:1
AAAAaaaa x aaaaaaaa 69:1 15:1
AAAaaaaa x Aaaaaaaa 27:1 15:1
AAaaaaaa x Aaaaaaaa 25:3 71
AAAaaaaa x aaaaaaaa 13:1 71
AAaaaaaa x aaaaaaaa 11:3 3:1
Aaaaaaaa x Aaaaaaaa : 3:1
Aaaaaaaa x aaaaaaaa 1:A1 1:A1

1 = Spaltungsverhaltnisse héher 63:1 wurden nicht aufgefihrt;
Tabelle nach Lerceteau-Kohler et al. (2003)
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Tabelle 22: Genotypen, die aus den Analysen
ausgeschlossen wurden

Genotypen ausgeschlossen
K5-61
K5-65
K5-82
K5-105
K5-116
K5-119
K5-120
K5-122
K5-124
K5-125
K5-126
K5-129
K5-138
K5-185

Tabelle 23: verwendeter Bakterienstamm fir die Klonierung von PCR-Produkten

Bezeichnung Genotyp Hersteller

E. coli DH10B F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80dlacZAM15, Invitrogen
AlacX74, deoR, recA1, endA1, araD139, A(ara, leu)7697,
galU, galK, A-, rpsL, nupG (GibcoBRL)
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Tabelle 24: RAPD Primersequenzen, die
fur den 454-Sequenzierungs-
ansatz amplifiziert wurden

Bezeichnung Primersequenz

B7 5'-GGTGACGCAG-3'
C7 5'-GTCCCGACGA-3'
K15 5'-CTCCTGCCAA-3'
LS 5'-ACGCAGGCAC-3'
R3 5'-ACACAGAGGG-3'
R5 5'-GACCTAGTGG-3'
R7 5'-ACTGGCCTGA-3'
R11 5'-GTAGCCGTCT-3'

R16 5'-CTCTGCGCGT-3'
R20 5'-ACGGCAAGGA-3'

S3 5'-CAGAGGTCCC-3'
T4 5'-CACAGAGGGA-3'
T19 5'-GTCCGTATGG-3'
U6 5-ACCTTTGCGG-3'

u11 5'-AGACCCAGAG-3'

146



Anhang

Tabelle 25: Fir den Transfer getestete
Mikrosatellitenmarker von
Heesacker et al. (2008)

Marker

Amplfikate

HT284
HT292
HT303
HT323
HT330
HT341
HT359
HT379
HT394
HT406
HT432
HT447
HT451
HT488
HT493
HT500
HT533
HT571
HT664
HT673
HT692
HT700
HT711
HT744
HT804
HT834
HT847
HT875
HT882
HT889
HT990
HT1006

unspezifisch
polymorph

kein Produkt
unspezifisch
kein Produkt
kein Produkt
monomorph
kein Produkt
unspezifisch
monomorph
unspezifisch
kein Produkt
unspezifisch
kein Produkt
kein Produkt
unspezifisch
unspezifisch
kein Produkt
kein Produkt
unspezifisch
monomorph
unspezifisch
kein Produkt
unspezifisch
unspezifisch
kein Produkt
unspezifisch
unspezifisch
monomorph
unspezifisch
kein Produkt
kein Produkt
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Tabelle 26: Oligonukleotide, die als Adaptoren fir die Ligation der DNA-Fragmente
verwendet wurden

Bezeichnung Sequenz Hersteller

MWG Biotech GmbH
MWG Biotech GmbH
MWG Biotech GmbH
MWG Biotech GmbH

5'-GAC GAT GAG TCC TGA GTA AA-3 '
5'-TAC TCA GGA CTC ATA-3'
5'-CTC GTA GAC TGC GTA CCA-3'
5'-AGC TGG TAC GCA GTC TAC A-3'

MSE + A Oben
MSE + A Unten
Adapter Hindlll + A Oben
Adapter Hindlll + A Unten

Tabelle 27: Oligonukleotide, die fur die Praamplifikation der AFLP®-Marker verwendet
wurden

Hersteller
MWG Biotech GmbH

MWG Biotech GmbH

Sequenz
5'-GAC GAT GAG TCC TGA GTA AA-3'

5'-AGA CTG CGT ACC AGC TTA-3'

Bezeichnung
MSE + A

Hindlll + A

Tabelle 28: Oligonukleotide, die fur die Endreaktion der AFLP®-Marker verwendet
wurden

Hersteller
MWG Biotech GmbH
MWG Biotech GmbH

Sequenz
5'-GAC GAT GAG TCC TGA GTA AA-3'
5'-AGA CTG CGT ACC AGC TTA-3'

Bezeichnung
MSE + A
Hindlll + A

Tabelle 29: angewendete AFLP®-Primerkombinationen

H700AAC_MAGCA'

H700ACGT_MACCG

H800ACA_MAAGG

H800ATG_MAGCA

H700AAC_MATGA

H700ACGT_MACGG

H800ACA_MACAC

H800ATG_MAGTC

H700AAC_MATTA

H700ACGT_MAGCA

H800ACA_MACAG

H800ATG_MATAG

H700AAT_MACCT

H700ACGT_MAGTC

H800ACA_MACCA

H800ATG_MATCG

H700AAT_MACGG

H700ACGT_MATAG

H800ACA_MACCT

H800ATG_MATGG

H700AAT_MAGAG

H700ACGT_MATCG

H800ACA_MACTG

H800ATT_MAAGG

H700ACGT_MAAGG

H700ACGT_MATGA

H800ACA_MAGCA

H800ATT_MAAT

H700ACGT_MACAC

H700ACGT_MATGG

H800ACA_MATGA

H800ATT_MACCG

H700ACGT_MACAG

H700ACGT_MATTA

H800ATG_MACAG

H800ATT_MACGG

H700ACGT_MACAT

H700ACTG_MAGAG

H800ATG_MACCG

H800ATT_MAGAG

1 = Beispiel fir die Bezeichnung der Primerkombinationen: H700AAC_MAGCA = Hindlll-Primer IRD-700 markiert mit der drei
selektiven Basen A, A und C; Msel-Primer mit den vier selektiven Basen A, G, C und A.
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Tabelle 30: verwendete Puffer und Lésungen

Puffer

Zusammensetzung

TE-Puffer

10mM TrisHCI pH 8,0
1mM EDTA pH 8,0

1x TAE-Puffer

40mM Tris base
1mM EDTA pH 8,0

1x TBE-Puffer

89 mM Tris base
89 mM Borsaure
2 mM EDTA pH 8,0

1 x Williams Puffer

10 mM Tris pH 8,3
50 mM KCI
2 mM MgClI2
0,001 % Gelatine

10 x Ladepuffer fur
Agarose
Gelelektrophorese

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
30 % Glycerin

Ladepuffer PAA-
Gele

98 % Formamid
10mM EDTA pH 8,0
0,05 % Pararosanilin

Kobayashi Puffer 1
zur DNA-Extraktion

50 mM Tris-HCL (pH8,0)
5mM EDTA
350 mM Sorbitol
1 % (v/v) Mercaptoethanol
10 % (w/v) PEG 8000
(autoklavieren)

Kobayashi Puffer 2
zur DNA-Extraktion

50 mM Tris-HCL (pH8,0)
5mM EDTA
350 mM Sorbitol
1 % (v/v) Mercaptoethanol
1 % (w/v) Sodiumsacrosyl
710 mM NaCl
0,1 % (w/v) CTAB
(autoklavieren)

RL-Puffer

100 mM Tris HCI
100 mM Magnesiumacetat
500 mM Kaliumacetat

50 mM DTT Dithiothreitol pH 7,5
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Tabelle 31: verwendete Geréate

Bezeichnung Hersteller Modell
Doppellasersequenziersystem Licor DNA Analyzer 4200 und 4300
Elektroporationsgerat BioRad Micropulser
Elektroporationsklvetten Invitrogen E-cuvets 0,1cm
Geldokumentationssystem Intas Intas GDS
Gelelektrophoresekammer MWG Biotech

Inkubationsschuttler Incutec IH50

Magnetrahrer IKA, IDL GmbH Ikamag RET, Hotplate stirrer
Minispin Neolab C1301

Multipipetten Eppendorf Multichannel8

pH-Messgerat Hanna Instruments pH211 Microprocessor pH Meter
Photometer LAT, Safas

Pipetten Gilson

Reinstwasseranlage Sartorius arium G11
Replicationsstempel Sigma Replica plater

Schdattler Edmund Buhler Swip KS-10

Schwingmiuhle Retsch, Qiagen Tissue Lyser 2

Thermocycler Peqglab Primus 96 advanced Gradient
Thermocycler Biometra T Gradient

Vertikale Elektrophoresesysteme
Vortex

Waagen

Warmeschrank

Wasserbad

Zentrifugen

Owl, Biometra
VWR international
Sartorius, Mettler
Memmert

LAT

Hettich, Eppendorf

Maxigel
444-1372
Universal, AE260 Delta Range

W16
Rotina 420R, Universal 32R, 5415 D

Bueyuy
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Tabelle 32: Herstellerstandorte der verwendeten Geréte

Hersteller Standort Land
Biometra Jena, Goéttingen D
BioRad Midnchen D
Biozym Scientific GmbH Hessisch Oldendorf D
Edmund Buhler Hechingen D
Eppendorf Hamburg D
GATC Biotech AG Konstanz D
Gilson Middleton UK
Hanna Instruments Woonsocket USA
Hettich Zentrifugen Tuttlingen D
IDL GmbH Nidderau D
IKA Wilmington USA
Incutec North Carolina USA
Invitrogen Karlsruhe D
Klasmann/Deilmann GmbH  Geeste D
LAT Hannover D
Licor Lincoln USA
MWG Biotech Ebersberg D
Memmert Schwabach D
Mettler Greifensee S
Neolab Heidelberg D
Nerbe plus Winsen/Luhe D
Peqglab Biotechnologie Erlangen D
Promega Mannheim D
Qiagen Hilden D
Retsch Haan D
Roche Diagnostics Mannheim D
Roth Karlsruhe D
Sarstedt Nurnbrecht D
Sartorius Gattingen D
Selekta/Klemm Stuttgart D
Sigma-Aldrich St. Louis USA
VWR international West Chester USA
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Tabelle 33: Angaben zu den entwickelten Mikrosatellitenmarkern; Annealingtemperaturen, Primersequenzen, Motive und Fragmentgrofien

Bezeichnung °C Vorwartsprimersequenz Ruckwartsprimersequenz Motiv Grole (bp)
DVO1 53 5-AGACCTGACCCAATGGAGA-3 5.CTTCGCCTCCTCTAGGGTTT-3" Egﬁéggﬁ 300-325
DV02 58 5-AAAGTCATCAATCATTCTGCAA-3  5-TGAGACGCAGAATAATGCAAA-3' I(rﬁggff;ft 325-350

(GA)24 (GT)6
DVO3 55 5-TCGTGTATAGGAAGCCAAAGAA-3' 5-TGTCAATTTGGAGTTTGTGAAGA-3' imperfekt 230-320
zusammengesetzt
DVO4 53 5-ACTTATCGGCTGCTTTAGCC-3 5.GGCCCCATCATTTGTTTTTA-3" irﬁl’ﬁzge‘:(t 285-300
(GT)15
DVO5 55 5-TTCCCCAATTCAAAGGATCA-3' 5. TTCCAGCCATTCAATTCCTC-3 imperfekt 170-190
zusammengesetzt
DV06 53 5-CAGAATTTGGTGGTCATGTATGT-3' 5-CCGAAACGCTTTAATACTCTTG-3' (T;n' "pe" rf"e‘ﬁ’3 250-270
DVO7 55 5-GGAAAAGCAGGTGCCATAAA-3  5-CTCCACTCAATATCCACGTTCA-3 (Tfﬁgﬁgﬁ’?’ 380-410
DVO8 53 5-TCCCAGCTGTGGTATTCTAGG-3' 5 - TCAGCCACATTCTTCCATGA-3' (g;’?gl? 550-600
DV09 50 5-TCCTGCCACCTGTGTTATTG-3 5-GGCCGGTTATGAGACTGAAA-3 I(;ggr)fflf’t 198-253
DVI0 50 5-GTGGATGTGCGAAACAACAC-3' 5-GCTGTGGAAATGAGCCAACT-3' (AAAAAAApe ncekIAAﬁ 165-225
DV11 55 5-TTACGTCCTTTTGGCTAACGA-3' 5-GAAGGGATTTTGGTCAACGA-3' (AAAAAAimpe rfggt)“"‘ 140-170
DV12 60 5-GGACGCATCAATTGCTGATA-3' 5-GGAAAAGCAGGTGCCATAAA-3 (Tﬁnﬁéﬁg&?ﬁ 220-240
DV13 53 5. AGCCGAGCCTTTACAACTGA-3 5 - TCGGAATTGGAAATGGGTAA-3 (AAAAAAApe rfektT) 58 355.380
HT292 55 5-ACTGTCAACACCTCCTTCGACT-3 5-GGCTTACACTTCTCTCCATCTCAA-3  (TC)5 perfekt  280-385

Bueyuy



Anhang

Tabelle 34: LOD-Werte der berechneten

Kopplungsgruppen der

Kartierungsmutter Karneol

KG'Nr. LOD-Wert KGNr. LOD-Wert
K1 8 K38 7
K2 8 K39 7
K3 8 K40 5
K4 6 K41 9
K5 9 K42 9
K6 9 K43 9
K7 6 K44 6
K8 7 K45 6
K9 7 K46 5
K10 7 K47 6
K11 9 K48 4
K12 9 K49 6
K13 8 K50 6
K14 6 K51 9
K15 6 K52 8
K16 8 K53 4
K17 5 K54 7
K18 7 K55 9
K19 9 K56 4
K20 6 K57 9
K21 5 K58 5
K22 5 K59 5
K23 5 K60 7
K24 8 K61 4
K25 5 K62 6
K26 7 K63 8
K27 6 K64 6
K28 7 K65 6
K29 8 K66 5
K30 7 K67 3
K31 8 K68 3
K32 6 K69 3
K33 9 K70 3
K34 7 K71 3
K35 7 K72 3
K36 6 K73 5
K37 7 K74 2

1 = Kopplungsgruppe
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Tabelle 35: LOD-Werte der berechneten

Kopplungsgruppen des

Kartierungsvaters Nordlicht

KG'Nr. LOD-Wert KG Nr. LOD-Wert
N1 10 N40 9
N2 10 N41 6
N3 10 N42 6
N4 10 N43 6
N5 10 N44 6
N6 9 N45 6
N7 9 N46 7
N8 9 N47 6
N9 9 N48 6

N10 9 N49 9
N11 9 N50 8
N12 8 N51 7
N13 8 N52 6
N14 8 N53 6
N15 9 N54 6
N16 8 N55 9
N17 8 N56 5
N18 9 N57 5
N19 9 N58 6
N20 9 N59 6
N21 9 N60 7
N22 7 N61 5
N23 9 N62 5
N24 9 N63 9
N25 7 N64 5
N26 7 N65 5
N27 8 N66 4
N28 7 N67 9
N29 7 N68 4
N30 7 N69 4
N31 7 N70 4
N32 7 N71 5
N33 6 N72 4
N34 7 N73 4
N35 9 N74 8
N36 7 N75 3
N37 9 N76 5
N38 7 N77 4
N39 6 N78 9

1 = Kopplungsgruppe
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Tabelle 36: Unterteilung der Kopplungsgruppen

der Kartierungsmutter Karneol in
Homd&ologengruppen

KG'Nr. Zuordnung KG Nr. Zuordnung
K1 NA? K38 NA
K2 NA K39 NA
K3 HG®2 K40 HG20
K4 NA K41 HG21
K5 HG4 K42 HG22
K6 HG8 K43 HG2
K7 NA K44 HG2
K8 HG9 K45 HG1
K9 NA K46 HG6

K10 HG1 K47 NA
K11 HG10 K48 HG23
K12 HG4 K49 HG24
K13 HG4 K50 NA
K14 HG9 K51 HG25
K15 HG1 K52 HG26
K16 HG3 K53 HG6
K17 HG3 K54 NA
K18 HG11 K55 27
K19 NA K56 HG5
K20 HG12 K57 HG28
K21 NA K58 NA
K22 NA K59 NA
K23 4 K60 NA
K24 NA K61 HG1
K25 HG13 K62 NA
K26 HG1 K63 HG5
K27 HG14 K64 HG29
K28 NA K65 NA
K29 HG15 K66 NA
K30 HG16 K67 NA
K31 HG17 K68 HG23
K32 HG17 K69 NA
K33 NA K70 NA
K34 HG18 K71 HG3
K35 HG3 K72 HG1
K36 HG19 K73 NA
K37 HG1 K74 NA

1 = Kopplungsgruppe

2 = Kopplungsgruppe wurde keiner Homdologengruppe zugeordnet
3 = Homdologengruppe

4 = Kopplungsgruppe konnte nicht dargestellt werden (siehe 3.3.1)
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Tabelle 37: Unterteilung der Kopplungsgruppen

des Kartierungsvaters Nordlicht

in Homoéologengruppen

KG' Nr. Zuordnung KG Nr. Zuordnung
N1 HG®3 N40 HG13
N2 HG1 N41 NA
N3 HG10 N42 HG3
N4 HG7 N43 NA
N5 HG13 N44 HG3
N6 HG17 N45 HG3
N7 NA? N46 HG17
N8 NA N47 HG2
N9 HG24 N48 HG12
N10 HG27 N49 NA
N11 HG15 N50 HG7
N12 HG4 N51 HG1
N13 HG12 N52 NA
N14 HG7 N53 HG1
N15 HG16 N54 HG11
N16 NA N55 HG25
N17 NA N56 HG1
N18 NA N57 NA
N19 HG2 N58 HG3
N20 HG2 N59 NA
N21 HG4 N60 HG26
N22 HG2 N61 HG19
N23 HG22 N62 HG3
N24 HG3 N63 HG21
N25 HG3 N64 HG9
N26 NA N65 HG14
N27 HG29 N66 HG2
N28 NA N67 HG28
N29 HG1 N68 HGS8
N30 HG2 N69 HG1
N31 HG1 N70 NA
N32 HG23 N71 NA
N33 NA N72 NA
N34 HG1 N73 NA
N35 HG4 N74 HG5
N36 HG2 N75 HG20
N37 HG2 N76 HG18
N38 NA N77 NA
N39 NA N78 HG6

1 = Kopplungsgruppe

2 = Kopplungsgruppe wurde keiner Homéologengruppe zugeordnet

3 = Homodologengruppe
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