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1. Einleitung

Das aufere Erscheinugshild eines Organismus szt sich aus ener groffen Anzahl von
Merkmalen zusammen, de teilweise morphdogischer, teilweise physiologischer Natur sind.
Diese Merkmale sind kortinuierlich und werden an die Nachkommen von Generation zu
Generation weitergegeben. Lange Zeit ist man davon ausgegangen, cal3 de Weitergabe an de
Nadchkommen in Form einer Kopie des Organismus slbst geschieht, bis man erkannte, dald der
Ausgangsorganismus Erbmaterial bereitstellt, das die Informationen fir die Neubildung eines

Tochterorganismus enthélt.

Dal3 deses Erbmaterial in Genen organisiert ist, wurde erstmals durch Kreuzungsexperimente
von Gregor Mendel Mitte des neunzehnten Jahrhunderts aufgededkt, der darauf basierend de
heute als Mendelsche Regeln bezeichneten Gesetzmalligkeiten aufstellte (Correns 1905,
diskutiert in Orel 199%). Seine Theorie besagt, da® Merkmale @nzeln urd unabhéngig
voneinander an die Nadchkommen weiter gegeben werden und dal3 sie dabei unveréndert
bleiben. Er erkannte, dal sich de von cen Eltern weitergegebenen Charaktere in der Fp-
Generation im Verhdtniss 1:2:1 spalten unddal? die manchmal auftretende Spaltung 3:1 durch
dominante Allele verursacht wird undin Wahrheit auch eine 1:2:1-Spaltung ist. Menddl fihrte
die Bezeichnurg und Unterscheidung dominanter, bzw. rezessiver Allele durch grofZe, bzw.
kleine Buchstaben ein und widersprach ua damit der Theorie Charles Darwins, der
kontinuierliche Variation als Basis fur natlrliche Selektion betradhtete. Die Einheit der
genetischen Information, die fir die Redlisation einzelner Merkmale verantwortlich ist, nennt

Mendd "Gen" undbezeichnet deren Gesamtheit als Genotyp eines Organismus.

Gene konren in verschiedenen Konfigurationen vorkommen, de zu einer Abwandlung des
kodierten Merkmals fiihrt. Die unterschiedlichen Konfigurationszusténde eines Gens werden as
Allele bezeichnet. Liegen bei einem Organismus die Allele homologer, also das gleiche
Merkmal realisierender Gene in der gleichen Konfiguration vor, spricht man von einem homo-
zygoten Merkmal/ Organismus. Unterscheiden sich die Konfigurationen hanologer Gene, ist der

Organismus/das Merkmal heterozygot.

Heute wissen wir, dald Nukleinsduren die Tréger der genetischen Information sind. Der Grof3teil
der genetischen Information hdherer Organismen ist in den Chromosomen organisiert, deren
Gesamtheit man as Genom bezeichnet. Die Sequenz der vier verschiedenen Basen der
Nukleinsdure ist die Basis fur eine komplexe und differenzierte Bildung unterschiedlichster
Proteine, die fur Zellaufbau, Stoffwedhsel, Differenzierung und Reproduktion verantwortlich

sind. Ein Gen ist dabei fur die Bildung eines Proteins verantwortlich, das dann nicht selten mit



anderen Proteinen gemeinsam die Ausbildung eines einzigen Merkmals kortrolliert (Polygenie),
andererseits aber auch fur die Ausbildung verschiedener Merkmale verantwortlich sein kann

(Pleiotropie).

Die Funktionseinheit "Gen" eines eukaryotischen Organismus ist unter die Kontrolle von
Promotor- und Enhancer-Regionen gestellt, die ahangig von Zeitpurkt und Gewebe die

Transkription des Gens aktivieren und somit fir die Aushildung eines Merkmals srgen.

Bei der Beobadhtung natUrlicher Populationen tritt jedoch ein Konflikt zwischen der
Mendelschen Theorie, dal3 Merkmale @nzeln vererbt werden, und der Tatsache auf, dal die
meisten Merkmale é@ne kortinuierliche Variabilitdt zeigen, de auch von Darwin beobachtet
wurde und deren Ursache @ mit einer "vermischten" Vererbung der Merkmale ekléarte. Mit
Hil fe molekularer Techniken konrte aufgededkt werden, dal3 sich die Theorien von Mendel und
Darwin nicht widersprechen, sondern dald die Darwinsche Variation auf die Mendelsche
reduziert werden kann. Die kontinuierliche Vererbung von Merkmalen ist abhéngig von cer
Segregation multipler genetischer Faktoren, die durch Umwelteinflisse noch modifiziert
werden. Die genetischen Faktoren, de Einflul3 auf ein Merkma nehmen, werden als QTLs
("Quantitative Trait Loci") bezeichnet. Je nach Anzahl und Eigenschaft der Allele dnes
Individuumsist die Auspragung des Merkmals mehr oder weniger deutlich.

Nacdh Analyse zahlreicher kontinuierlich verteilter Merkmale in kultiviertem Getreide konrte
jedoch festgestellt werden, dal3 de Anzahl der QTLs, die Einflu auf eéin Merkmal nehmen
offenbar relativ gering ist (Phillips und Vasil, 19%; Paterson, 1998; Beispiele in Schafer-Pregl
et al. 1998B; Leonards-Schippers et al. 1994). Uberraschend ist auch die Tatsache, dai3 in
kultivierten Linien mit einer schwacden Auspragung eines definierten Merkmals trotz allem
eine relativ hohe Anzahl positiver Allele vorhanden sein kdnren, ebenso wie in Wil dtyp-Linien
(Tanksey und McCouch, 199%). Der Einflul von QTLs auf Merkmale ist offenbar
unterschiedlich, so dal3 eine Vielzahl QTLs nur einen geringen Effekt besitzen, wahrend einige

wenige zu starken Merkmal sénderungen fiihren kdnren.

Bei der Analyse der QTLs konrte man nicht mehr mit der klassischen Mendelschen Technik
arbeiten, da die Merkmale nicht mehr getrennt vererbt wurden, sondern eine kortinuierliche
Verteilung zeigten. Eine ldentifizierung der beteiligten Loci war und ist nur Gber die
Verwendurg statistischer Methoden zu erreichen, die nicht nur Auskunft Gber die Anzahl der

relevanten QTLs, sondern auch Uber deren Einflul3auf das Merkmal geben konren.



Zunachst war eine Identifizierung von QTLs mangels effektiver DNA-Anayse-Methoden
schwierig. Vor der Einfuhrung molekularer Marker wurde die DNA mittels morphol ogischer
Marker untersucht. Ziel war dabei, ein sichtbares Merkmal zu finden, das mit dem gewlnschten
Alle eines physiologischen oder spét sichtbar werdenden Merkmals, wie z.B. Resistenzen,
Pflanzenhdhen oder Samengrofien, kosegregiert (Sax, 1923; Breese und Mather, 1957; Smith,
1937. Damit konnte das gewiinschte Allel schnell und einfach identifiziert werden.

Die Tatsache, da? mehrere Loci Einfluld auf ein Merkmal hatten, madcte die Identifizierung
aler einfludrehmenden Allele durch einen morphdogischen Marker unmdglich. Auferdem war
aufgrund einer geringen Verfligbarkeit morphologischer Marker die Abdedung des gesamten
Genoms und damit eine genaue Lokalisierung des Merkmals nicht gegeben. Die Entwicklung
molekularer Marker hat zur Ldsung beider Probleme beigetragen.

1.1 Molekulare DNA-Analysemethoden

1.1.1 Isoenzym-Marker

Die ersten molekularen Marker waren Isoenzyme. Komplexe Gemische von Proteinen wurden
in Stérkegelen durch Zonenelektrophorese aufgetrennt und geringe Unterschiede in der
Molekilstruktur von Isoenzymen sichtbar gemacdt (Hunter und Markert, 197; Smithies, 19%).
Wie bei den morphologischen Markern wurde dabei nach Kosegregation diesmal zwischen
Molekilstruktur des Isoenzyms und Merkmal gesucht. Jedoch war auch hier die Anzahl der
verfligbaren Enzymaktivitatsfarbungen begrenzt und eine Abdedkung des gesamten Genoms

nicht mogli ch.

1.1.2 RFLP-Marker

Botstein et al. (1980) haben den ersten DNA-basierenden Marker entwickelt. Der Restriktions-
Fragment-L dngen-Polymorphismus-Marker (RFLP-Marker) ist ein molekularer Marker, der die
Abdedung des gesamten Genoms ermégli cht. Genomische DNA wird mit Restriktionsenzy-
men geschnitten, die Fragmente durch Gelelektrophaese aufgetrennt und auf eine Membran
Ubertragen. Die auf der Membran befindliche DNA wird dann mit kurzen, radioaktiv markierten
DNA-Sonden hybridisiert. Sind de genomischen DNA-Fragmente, welche die mit der Sonde
korrespondierende Sequenz tragen, duch Verschiebung oder Wegfall der Restriktionsschnitt-

stelle, oder durch Insertion, odx Deletion von DNA-Blocks zwischen zwei Individuen



verschieden, wird dieser Unterschied as Fragment-L &ngen-Polymorphismus schtbar. Genaue
Kenntnisse Uber die Beschaffenheit von Loci sind dafir nicht ndtig. RFLP-Marker sind
kodominant. Sie beinhalten Informationen tber den genauen genetischen Hintergrund am Locus
des Markers, der durch ein Bandenmuster sichtbar gemadit wird (siehe Abb.8, Seite 44). Ein
Merkmal kann auf Kosegregation mit diesem Bandenmuster Uberprift und so ein gekoppelter

Marker identifiziert werden.

Die Abdedkung des gesamten Genoms, die durch diese Methode erméglicht wird, 18t zum
ersten Ma eine Erstellung von Genkarten und damit eine genaue Lokalisierung von Genen und
QTLs im Genom verschiedener Individuen zu. Dafir werden die Markerreihenfolgen anhand

der Rekombinationsereignisse untereinander beredhnet (siehe 1.2).

1.1.3 PCR-basierende Marker

Die 10 Jahre spéter entwickelten Methoden fir PCR-basierende Marker haben den RFLP-
Markern gegeniiber den Vorteil, da3 sie in kirzerer Zeit mit geringerem genetischen
Ausgangsmaterial mehr Polymorphismen aufdeden urd so eine feinere Kartierung von Genen
ermdgli chen. Sie beruhen alle auf der Amplifizierung von DNA-Abschnitten mit Hilfe der PCR
("Polymerase Chain Reaction™). Die benétigten Primer sind je nach Methode verschieden.

RAFD-Marker
Bel den RAPD-Markern ("Random Amplified Polymorphic DNA") sind die Primer von
beliebiger Sequenz. Es werden mit einer Sorte Primer pro Ansatz aufdllige DNA-Fragmente
amplifiziert. Fragmentlangenpolymorphismen werden, wie bei RFLP-Markern duch
Verschiebung oder Wegfall einer Primeranlagerungsselle, oder Deletion oder Insertion von
DNA-Blocks zwischen zwel Primern verursacht und duch Gele ektropharese sichtbar gemacht
(Williams et al. 1990).

Mikrosatelliten-Marker
Die Mikrosatelliten-Marker machen sich die repetitiven Sequenzen in eukaryotischen Genomen,
je nach Grofe als Mini- oder Mikrosatelliten bezeichnet, zunuze. Mini- oder Mikrosatelliten
bestehen aus gch wiederholenden Sequenzen von zwei bis vier Nukleotiden, die sich tber das
gesamte Genom verteilen und hoch konserviert sind. Fir die molekulare Genomanalyse werden
sie mit Primern, deren Sequenz sich zum einen aus repetitiven Bereichen undzum anderen aus
zufélligen Basenseguenzen zusammensetzt, amplifiziert und Unterschiede in der Lange der

genomischen repetitiven Bereiche aif diese Weise sichtbar gemadit. Mikrosatelliten liegen



nicht in relevanten Bereichen, flankieren aber hdufig kodierende DNA-Sequenzen (Kochert,
1994). Damit kénren zwei Mikrosatelliten ein Gen identifizieren (Weber undMay, 1989.

AFLP-Marker
Von Vos et al. (19%) wurde die "Amplified Fragment Lenght Polymorphism"-Methode

(AFLP-Methode) entwickelt, die auf der Amplifizierung von Restriktionsfragmenten basiert.

Primer

2. CTCGTAGACT GCGTACOYAR[e o enpuRaRNe el T ACT CAGGACTCATCGT(
GAGCATCTGACGCATGGT TAACEIICRARRRFAE VN IGAGT CCT GAGT AGCAQ

seciyicNefeeeiy e AATTCCACH O [

GAGCATCTGACGCATGGTTAAE - 1| - HERERPNEOVNIGAGT CCTGAGT AGCAG

Restriktionsfragment

AATTCCACO O O TCGT
GGIGI O O AGCAAT

| Adapterligation

} Primerbindury

EXT ENZ KS

| - J¥NIGAGTCCTGAGTAG Primer

PTACTCAGGACTCATCGIG

GACTGOGTACOYNRLe .

KS ENZ EXT

Abbl  Schematische Darstellung der AFLP-Technik. Die Schritte vom Fragment (1.) Uber das
Ligationsprodukt (2.) bis zur Primerbindung (3.) sind am Beispiel eines ECoRI/ M sel-Fragmentes dargestellt.

Adapter}
Sequenz ENZ und

und de verschiedenen Primerregionen (I IErAL&E. enzymspezfische
) sind farbig unterlegt.




Dafir wird de genomische DNA im ersten Schritt mit Restriktionsenzymen geschnitten. An die
Schnittstellen der Fragmente werden enzymspezifische Adapter ligiert, die as Anlagerungs-

stelle fur die Primer dienen.

Die Amplifizierung der Fragmente verlauft in zwei Stufen: 1. Praanplifizierung 2. Am-
plifizierung. Die bel der Praamplifizierung und Amplifizierung verwendeten Primer bestehen
aus drei Komporenten. Sie besitzen eine (I AE), die korrespordierend zu der
Adaptersequenz ist, eine enzymspezifische Sequenz (ENZ) und eine EEICKINGIVEHIGHOCIG
[BX). Die selektive Verlangerung besteht bei den Primern fiir die Praamplifizierung aus einer,
bei der Amplifizierung aus drei selektiven Basen. Entsprechend werden also nur Fragmente
amplifiziert, deren erste, bzw. ersten drei Basen nach der Enzymschnittstelle mit den selektiven

Basen des Primers korrespordieren.

Um die Fragmente sichtbar zu machen, wird bei der Amplifizierung einer der Primer radioaktiv
markiert. Die amplifizierten Fragmente werden anschlieffend (ber ein denaturierendes
Polyaaylamidgel aufgetrennt und de Signale der radioaktiv markierten und amplifizierten
Fragmente auf einem Rontgen- oder Phasphorimagerfilm aufgefangen (Abb.7, Seite 37).

Diese Methode zichnet sich durch ihre dfektive Anwendbarkeit und sichere Reproduzierbar-
keit aus. Allerdings snd AFLP-Marker dominante Marker, die in einer F,-Popuation Ulker die
Homozygotie zu lediglich einem Elter Auskunft geben. Alle zu diesem Elter nicht homozygoten
Nadhkommen sind entweder homozygot zum anderen Elter, oder heterozygot. Dieser Informati-

onsnachteil der AFLP-Marker wird aber durch die oben genannten Vorteile ausgeglichen.

Alle hier beschriebenen Markerformen dienen ener detallierten Analyse des Genoms. Sie
werden genutzt, um Gen- oder QTL-Positionen im Genom zu lokali sieren, mdgli che Kandida-
tengene zu identifizieren urnd deren Struktur aufzukléren. Die daf ir notwendigen Berechnurgen
der Markerreihenfolgen beruhen auf den Mendelschen Vererbungsregeln und einer Kalkulation
der Rekombinationshaufigkeiten zwischen den einzelnen Markern. Sie werden aufgrund ihres
Umfangs mit Hilfe statistischer Computerprogramme durchgefiihrt, von denen zwei im
folgenden Kapitel dargestellt werden.

1.2 Statistische Genomanalyse

Bel der statistischen Analyse der molekularen Ergebnisse werden anhand von Rekombinations-

haufigkeiten die Rethenfolge der Marker und ihre Absténde zueinander berechnet. Je haufiger



zwei Marker durch einen Rekombinationsvorgang wahrend der Meiose getrennt werden, desto
weiter sind sie voneinander entfernt. Mit Hilfe von Kartierungsfunktionen, werden die Rekom-
binationshaufigkeiten in centi Morgan umgerechnet. Ein centi Morgan ist das Mal3 fur den
Abstand zweier Gene/Marker die mit einer Wahrscheinlichkeit von 1% durch genetische
Rekombination voneinander getrennt werden. Abhéngig von der Genomgrofie bedeutet das bel
Arabidopsis enen Abstand von etwa 13%b (Kotani et al. 1999) und beim Menschen von
110&b (Stoddart et al. 199). Die Berechnung der centi Morgan-Einheiten erfolgt durch die

Kartierungsfunktionen von Haldane oder K osambi.

1.2.1 MAPMAKER

Ein fir diese Berechnung haufig verwendetes Programm ist MAPMAKER, das von Lander et
al. (1987 entwickelt wurde. Dabel werden de Marker im ersten Schritt mittels Zwei punkt-
analyse verschiedenen Kopplungsgruppen, welche die Chromosomen oder Teile von ihnen
representieren zugeordnet. Ob ein Marker zu einer Kopgungsgruppe gehdrt oder nicht, wird
anwenderdefiniert anhand des beredneten LOD-Wertes bestimmt. Der LOD-Wert ("Likelihood
of the ODds") ist der Logarithmus des Quotienten aus der Wahrscheinlichkeit fir die Kopplung
zweier Marker und der Wahrscheinlichkeit ihrer "Nichtkopdung”. Die Berechnurg der LOD-
Werte berunt bei MAPMAKER auf dem Lander-Green-Algorithmus. Wird ein Marker bel
einem LOD-Wert von 3,0einer Kopplungsgruppe zugeordnet, bedeutet das, dal’ es 1000mal
wahrscheinlicher ist, dal3 er zu dieser Kopplungsgruppe gehért, als das er nicht dazu gehort.

Die Bestimmung der Markerreithenfolge innerhalb der Kopplungsgruppen beginnt mit einer
Untergruppe aus finf Markern. Die wahrscheinlichste Reihenfolge dieser fiinf Marker wird,
basierend auf einer Mehrpurktanalyse, berechnet und als Startreihenfolge verwendet, wenn sie
100G ach wahrscheinlicher ist, als die nachstwahrscheinliche Reihenfolge. Zu deser Startrei-
henfolge werden alle folgenden Marker addiert. Auch dese Addition erfolgt auf Basis einer
Mehrpurktanalyse.

1.2.2 JoinMap

Dasfur diese Arbeit verwendete Programm heif3t JoinMap urd wurde von Stam undVan Ooijen

(19%) entwickelt. Ein wichtiger Vorteil dieses Programmes ist dessen Mogli chkeit, Ergebnisse

aus verschiedenen Kartierungsexperimenten zu verwenden.



Fur die Konstruktion einer gemeinsamen Genkarte werden zunéchst die Rekombinationshéufig-
keiten zwischen Markern jedes Einzelexperimentes berechnet. Die paaweisen Daten werden
anschlieffend in einer Datei zusammengefiigt und de LOD-Werte (s.0.) auf Basis einer Zwei-
purktanalyse berechnet. Im Unterschied zu MAPMAKER wird fir die Berechnung der LOD-
Werte der Chiquadrat-Test verwendet, der unabhéngig von der Segregation der Marker und
damit auch urabhangig von Segregationsstérungen ist.

Anhand de berechneten LOD-Werte werden Marker Kopplungsgruppen zugeordnet und
Markeranordnung und -absténde auf Basis der Zweipurktanalyse berechnet. Die Festlegung der
Markerreihenfolge beginnt mit einem Markerpaa, dessen Abstand anhand der Rekombinati-
onshaufigkeit berechnet wird. Der als nachstes zu addierende Marker wird anhand der LOD-
Werte der noch nicht addierten Marker unter Beriicksichtigung der schon plazierten Marker
ausgewahlt. Fir den neuen Marker wird de wahrscheinlichste Position ohre Verénderung der
schon bestehenden Reihenfol ge bestimmit.

Nimmt die Warscheinlichkeit der Gesamtkarte durch den neu plazierten Marker um einen
anwenderdefinierten Wert ("jump-threshold") ab, wird der Marker nicht addiert, sondern spéater
noch einmal getestet. Nach einer bestimmten, ebenfalls anwenderdefinierten Anzahl Markerad-
ditionen (ripple-value) wird die Karte durch Ausprobieren neu geordnet. Diese Neuordnurg
basiert auf einer Dreipurktanalyse. Dabei wandert ein "Fenster", in dem sich drei Marker
befinden vom Anfang der Karte bis zum Ende und de wahrscheinlichste Markerreihenfolge
innerhalb dieses Fensters wird kalkuliert. Nach der Addition aller mogli chen Marker werden die
centi Morgan-Abstande berechnet undanschlief3end die Kartenwahrscheinli chkeit kalkuliert.

Die so berechneten Genkarten, welche die molekularen Marker in ihre genetische Reihenfolge
bringen, kdnren dazu benutzt werden, um QTLs zu lokalisieren und ihren Einflud auf das
Merkma zu determinieren. Dafir misen zundchst die Merkmalswerte der einzelnen F.-
Individuen oder deren Fs-Familien bestimmt werden und dese dann in Bezug zu ihrem
genetischen Hintergrund gebracht werden. Die Berechnung der QTLs kann mit verschiedenen
statistischen Methoden erfolgen, deren Vor- und Nadteile im folgenden Kapitd dargestellt

werden.



1.3 QTL-Analyse

In vielen Bereichen, wie z.B. der Medizin oder der Pflanzen- und Tierziichtung ist das Wissen
um die Tatsache, dal3 viele Merkmale quantitativ vererbt werden, wichtig, da fir die Analyse
oder gezielte Vererbung eines Merkmals nach Mdoglichkeit ale Allele identifiziert und

|okalisiert werden miissen.

Die ldentifizierung der QTLs ist mit der Entwicklung verschiedener statistischer Methoden in
der quantitativen Genetik gelungen. Nach einer QTL-Analyse kann so im Zlichtungsbereich
eine markerunterstiitzte Selektion angewendet werden, de eine beschleunigte Anreicherung
positiver Alldle emdglicht (Gimelfarb und Lande, 19%). Marker, die sich in der Ndhe von
QTLs befinden, kénren zum "Map Based Cloning" verwendet werden unddamit eine Identifi-
zierung z.B. mogli cher defekter Gene in der medizinischen Forschung ermdglichen (Tanksley et
al. 1995).

1.3.1 Lineare Regressionsanalyse

Die erste Methode zur QTL-Identifizierung war die énfache lineae Regression (Soller und
Brody, 1976. Dabei wird die Markerzusammensetzung gepruft und ein Unterschied in den
Merkmalswerten untersucht. Es wird immer nur ein Marker zu einem Zeitpurkt betradhtet. Eine
genaue Lokalisierung der QTLs ist mit dieser Methode unmdglich, da ein grofier Abstand zu
einem QTL nicht von einem kleinen phenotypischen Effekt unterschieden werden kann.
AuRerdem lassen sich so nur Markerloci untersuchen, rnicht aber ihre Zwischenrdume. Das Gen
kann nu identifiziert werden, wenn Marker und QTL gekoppelt vorliegen. Aulierdem ist die
Identifizierung bel QTLs mit kleinem Effekt schwierig, da diese durch QTLs mit gréferem
Effekt Uberdeckt werden konren. Mehrere QTLs auf einem Chromosom konren nicht
unterschieden werden und ihre Identifizierung flhrt zu einer Verschiebung der wahren Position

der einzelnen QTLs.

Um diese Schwierigkeiten zu Uberwinden, wurden andere Methoden zur QTL-Detektion
entwickelt. Heutiger Standard ist die Intervallkartierungsmethode von Lander und Botstein
(1989), bei der wahrscheinliche QTL im Intervall zwischen zwei benachbarten Markern
Uberprift werden. Sie Uberwindet die Schwierigkeit der Rekombination zwischen Marker und

QTL, indem Intervalle zwischen zwei benachbarten Markern analysiert werden.



1.3.2 Intervallkartierung

Bei der Intervall kartierungsmethode werden Intervall e avischen benachbarten Markern auf das
Vorhandensein eines QTLs untersucht. Position undEinflul? auf das aktuelle Merkmal werden
anhand von LOD-Werten, die denen der Kopplungsanalyse von Lander et al. (1987)
entsprechen, an jedem Punkt des Genoms berechnet. Die dafur notwendige Information Ulker die
genetische Zusammensetzung des QTLs wird anhand der Genatypen der flankierenden Marker
und dxr QTL-Position abgeschétzt. Konfidenzintervalle (Cls) berechnen sich bei dieser
Methode aus der Abnahme der LOD-Werte beiderseits des Maximums der Wahrscheinlich-
keitskurve liber das Genom. Der Bereich, in dem die LOD-Werte um den Wert eins fallen, gibt
das Konfidenzintervall an, in dem sich der QTL mit einer Wahrscheinlichkeit von 96,34
befindet.

Der Vorteil dieser Methode gegenliber der linearen Regression ist die Mdglichkeit, die
Rekombination zwischen molekularem Marker und QTL zu kompensieren. Hat zwischen zwei
Markern keine Rekombination stattgefunden, ist der Genotyp zwischen den Markern, bei
Nichtbeachtung der doppelten Rekombinationsereignisse, bekannt. Die beiden Marker kdnren
dann as ein Marker angesehen werden, der eng mit dem QTL gekoppelt ist. Die Information,
welche die Marker bei dieser Analysemethode tragen, ist im Vergleich zur Methode der linearen
Regresson erhdht. Dadurch ist es moglich, QTLs effektiv aufzudedken und das Vorkommen
falschpositiver QTLs, d.h.solche, die in Wirklichkeit nicht existieren, zu limitieren. Auf¥erdem
lassen sich de phenotypische Eff ekte des QTLs akkurater einschétzen urd die bendtigte Anzahl

Nadhkommen reduzieren.

Durch die hohe Komplexitat der Methode ist es jedoch problematisch, multiple QTLs
aufzudedken. Es laseen sich nur Ein-QTL-Modelle eff ektiv berechnen, was zu einer Reihe von
Nadhteilen flhren kann. Falls sch mehrere QTLs auf einem Chromosom befinden, kann die
detektierte Position eines QTLs verschoben sein (Knott und Haley, 1992 Zeng, 1994 Lander
und Botstein 1989; Martinez und Curnow, 192). Dadurch, dal3 de Information der Ubrigen,
nicht-flankierenden Marker ungenutzt bleibt, ist eine genaue Einschéatzung des QTL-Einflusses
auf das Merkmal schwierig, da Einfllisse anderer QTLs bel der Intervall kartierungsmethode
nicht berticksichtigt werden. Das kann unter Umsténden auch zur Identifizierung eines QTLs in
einem Interval fihren, der dort nicht vorhanden ist, wenn sich im benachbarten Intervall ein
QTL befindet (Zeng, 1994. Mdglich ist aulferdem, dal3 gekoppelte QTLs mit gegenteiligem
Eff ekt nicht identifiziert werden und gekoppelte QTLs mit additivem Eff ekt nicht unterschieden
werden, sondern as ein QTL erkannt und dessen Position zwischen den gekoppelten QTLs
angegeben wird (Jansen, 19%).
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Um diese Probleme zu kompensieren, miisen de Einflisse der nicht im untersuchten Intervall
befindichen QTLs mit berechnet werden, dhne dald der redhnerische Aufwand zu grof3 wird.
Dasist durch eine Kombination der Intervallkartierungsmethode mit der Methode der multiplen

lineaen Regression mogli ch.

1.3.3 Kombination aus Intervallkartierung und multipler linearer Regression

Fir die Kombination aus multipler lineaer Regresson und Intervallkartierung gbt es
verschiedene Ansdtze (Haley und Knatt, 1992; Zeng, 1993 Zeng, 1994 Jansen, 1992, 193).
Die Unterschiede bestehen zwischen den Algorithmen, de teilweise dne Intervallkartierung
unter Nutzung nichtgekoppelter Marker als Kofaktoren darstellen, teilweise éer den Schwer-
purkt auf der multiplen linearen Regression haben und die wahrscheinlichste QTL-Position
durch de Berechnurg von Regressonskoeffizienten urter Nutzung flankierender Marker

bestimmen.

MQM-Kartierung
Bei dem Moddl von Jansen (1993) und Jansen und Stam (1994 handelt es sch um eine
Intervall kartierungsmethode bel der ein Ein-QTL-Modell unter Verwendurg weiterer Marker
als Kofaktoren zur Eliminierung der Effekte zusitzlicher QTLs berechnet wird. Es wird als
MQM-Kartierung (Marker-QTL-Marker-, oder Multiples-QTL-Modell-Kartierung) bezeichnet.

Die Methode verlauft in zwel Schritten.

Beim ersten Schritt wird das quantitative Merkmal durch multiple Regression auf die Marker
zurlckgefuhrt. Dabei werden Marker identifiziert, die sich in der Nahe von QTLs befinden.
Diese Marker werden selektiert und als Kofaktoren bei der anschlief3enden Intervall kartierung
verwendet. Der zweite Schritt ist die Intervallanalyse. Dabei werden verschiedene Moddle
(Ein-, Zwei-, Kein-QTL-Modell) innerhab eines Intervalls auf ihre Wehrscheinlichkeit hin
Uberpriift. Der Einflu® der moglichen Ubrigen QTLs geht als Funktion der korrelierten Marker
im Algorithmus fir die Warscheinlichkeitsrechnung ein. Die Position des QTLs im Intervall
wird genau, die der QTLs auflerhalb des Intervalls nur ungefahr bestimmt. Das ist ausreichend,
um den Einflu® der nicht im Intervall befindlichen QTLs zu reduzieren.

Die fehlende genetische Information am QTL wird duch ein Iterationsverfahren komplettiert.
Dafir werden Informationen vom Phenotyp des QTL und der Genotypen der flankierenden
Marker verwendet. Durch gewichtete Regression des Phenotyps auf den Genotyp werden

Regresgonsparameter abgeschétzt, die dann wiederum zur Aktualisierung der Berechnung des
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phenatypischen Einflusses des QTL verwendet werden. Diese beiden Basisshritte eines
iterativen EM-Algorithmus ("Expectation Maximation"-Algorithmus) werden so lange
wiederholt, bis keine Anderungen der Parameter mehr erfolgen und somit die maximal

wahrscheinlichen Schéatzungen erhalten worden sind.

Der Schwellenwert, bei dem ein QTL als wahrscheinlich angenommen wird, entspricht dem
konservativen Wert, der auch im einfachen Intervall kartierungsverfahren angewendet wird.
Durch die Kombination aus multipler, linearer Regression ist es maglich, auch zwei bis dre
gekoppelte QTLs voneinander zu unterscheiden undmultiple QTLs zu detektieren. Das bietet,

bei Vorkommen dieser Strukturen, einen Vorteil gegeniiber dem Intervall kartierungsverfahren.

"Compasite Interval Mapping”
Einen anderen Ansatz der Kombination von Intervallkartierung mit multipler, linearer
Regresson wird von Zeng (1993 und 194) beschrieben. Die Methode, bel der Intervalle
einzeln analysiert werden und durch de Verwendung weiterer Marker as Kofaktoren
unabhéngig von den QTLs aullerhalb des Intervalls gemadt werden, nennt sich "Composite
Interval Mapping" und bietet ebenfals die Moglichkeit, QTL-Positionen bei Vorhandensein
mehrerer QTLs auf einem Chromosom genauer als bei der Intervallkartierungsmethode zu
bestimmen und gekoppelte QTLS voneinander zu unterscheiden. Wie auch bei Jansen (19%0)
und Jansen und Stam (1994 wird hier das multidimensionale Suchproblem auf ein eindimen-
siondles reduziert. Dabel werden jedoch alle Marker as Kofaktoren in die Berechnurg der
QTL-Position mit einbezogen, deim Gegensatz zu Jansen mittels Regressionsanalyse bestimmt

wird.

Das Prinzip der "Compaosite Interval Mapping'-Methode 8%t sich wie folgt darstellen: Ein
Markerpaa wird benutzt, um die Testposition zu bestimmen. Gleichzeitig wird durch multiple
lineare Regression der genetische Hintergrund urter Nutzung der anderen Marker kontrolliert.
Daflr wird ein partieller Regressionskoeffizient berechnet, der nur von den QTLs innerhalb des
Intervall s abhangig und urabhangig von al en anderen ist. Mit diesem Regress onskoeffizienten
wird en Intervalltest gemadt, der priift, obsich im Intervall eén QTL befindet oder nicht. Die
Fragestellung der einfachen Intervall kartierungsmethode, obsich auf dem Chromosom ein QTL
befindet oder nicht, wird hierbei auf ein Intervall reduziert und ermdglicht somit eine Unter-

scheidung gekoppelter QTLs auf eéinem Chromosom.

Auch bei dieser Methode wird der unbekannte genetische Hintergrund des QTLs durch ein
zweistufiges  Iterationsverfahren  abgeschédtzt. Die Methode ist der der MQM-
Kartierungsmethode sehr dhnlich, jedoch wird bei der "Compasite Interval Mapping"-Methode
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anstelle des EM- ein ECM-Algorithmus (" Expectation Conditional Maximation”-Algorithmus)
verwendet, der im Vergleich mit dem beim MQM-Kartieren verwendeten EM-Algorithmus

durch Wegfall einer Parameter-Berechnury effektiver ist, aber vergleichbare Ergebnisse li efert.

Der Schwellenwert, bei dem ein QTL als wahrscheinlich angenommen wird, berechnet sich bei
der "Composite Interval Mapping"-Methode als Funktion eines genombezogenen Signifikanz-

wertes mit Formeln, die durch Simulationsexperimente entstanden sind.

Die Vorteile der "Compasite Interval Mapping"'-Methode gegenliber dem einfachen Intervall -
kartierungsverfahren liegen, wie beim MQM-Kartieren, in der Moglichkeit, gekoppelte QTLs
Zu urterscheiden, sofern sie sich nicht innerhalb eines Intervall s befinden. Hier ist eine genaue
Abschétzung von QTL-Eff ekt undPosition duch de Eliminierung des Einflusses anderer QTLs
besser gegeben, as bei der einfadchen Intervall kartierung, wenn es sich um ein multiples QTL-
System handelt.

Regressionsanalyse mit flankierenden Markern
Eine weitere Methode zur effektiven Kartierung multipler und gekoppelter QTLs ist von Haley
und Knott (1992 entwickelt worden. Der Schwerpurkt dieser Methode liegt auf der multiplen,
lineaen Regression, bel der die flankierenden Marker in Form von Marker-QTL-Marker-
Modedlen einbezogen werden. Dabel handelt es sich um Ein-QTL-Modelle, die agepaldt und
mittels linearer Regression auf ihre Ubereinstimmung mit der Wirklichkeit Gberpriift werden.
Die Position, die das am besten passende Modell bezeichnet, gibt die wahrscheinli chste Position
und de besten Schétzungen des Eff ektes des QTLs an. Die iterative Anndherung der Intervall -
kartierungsmethode an den Genotyp des QTLs wird hier durch de Berechnung der Regressi-
onskoeffizienten der verschiedenen Marker-QTL-Marker-Modelle fir jeden Genotyp der
beiden, den QTL flankierenden Marker, ersetzt. Die Regressionskoeffizienten kbnren an jedem

Punkt des Intervalls berechnet werden.

Bei zwei oder mehreren QTLs auf einem Chromosom mufd mit einem multiplen Modell
gerechnet werden. Dabel kann die gleiche Methode, wie beim Ein-QTL-Modell angewendet
werden, de éer in zwei oder mehr Dimensionen repliziert wird. Das ist durch de Effektivitét

der Methode mdglich, olme dabei zu einer zu komplexen Rechnurg zu fihren.
Trotz des Schwerpurktes auf der Regressionsmethode, die Uber Position und Effekt von QTL

nur relativ ungenaue Angaben maden kann, sind die Ergebnisse bei dieser Kombinations-
methode mit den Ergebnissen der Intervallkartierung vergleichbar (Haley undKnott, 199).
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1.3.4 Anwendungsgebiete der QTL-Analyse

Da in natirlichen Populationen ein Grofdteil der genetischen Variabilitdt durch Variation der
Allele multipler Loci bedingt ist, finden de statistischen Methoden bel der Analyse der QTLs
eine Vidzahl von Anwendurgen. Eine beschleunigte Zichtung von Linien, de an bestimmte
Standorte gut angepasst sind oder fir besondere Verwendungsmdgli chkeiten gut gedgnet sind,
wird durch komplexe Informationen des genetischen Hintergrundes erméglicht (Udall et al.
1999 Togindaet al. 1998). Eine QTL-Analyse gibt Auskunft (ber die Anzahl beteili gter Gene
und deren Einflul auf das phenaotypische Merkmal, die Genaktionen (Dominanz, Rezesgvitét)
und peiotropische Effekte. Sie ermdglicht die Lokalisierung agronamisch wichtiger Merkmale,
wie Lagerresistenz, Ertrag, Starkegehalt und Reifezatpunkt (Spaner et al. 1999, Schifer-Pregl
et al. 1998) und beschleunigt die Ziichtung resistenter Linien (Toojinda et al. 1998; Mangin et
al. 1999; El Attari et al. 1998).

In dieser Arbeit ist die Badkqualitét von dploidem Weizen untersucht worden. Die Analyse
einer F-Popuation, die aus einer Kreuzung zwischen Weizen mit schlechter und guter
Badkqualitét hervorgegangen ist, ergab eine kontinuierliche Verteilung des Merkmals und |&/X
so auf eine polygene Vererbung der Backqualitét in dieser Pflanze schlief3en. Die bisherige
Analyse der Badqualitét beschréankte sich auf Untersuchungen spezifischer Untereinheiten und
deren Variationen der Proteine, die in ihrer Gesamtheit as Prolamine bezeichnet werden und
deren verschiedene Konformationen einen unterschiedlichen EinflulR auf die Badkqualitét haben
(Gupta et al. 1989, Saponaro et al. 1995 Corbelini et al. 1999). Eine QTL-Analyse soll den
Einflul3 einer Untergruppe der Prolamine, den der Glutenine auf die Badkqualitdt Uberprifen

und de Identifizierung weiterer, verantwortlicher QTLsim diploiden Weizen ermdgli chen.

1.4 Bedeutung und Abstammung des Brotweizens T. aestivum

Bedeutung
Innerhalb der Familie Poaceae und der Gattung Triticum, gehort der Weizen zum Tribus
Triticeae welche die wirtschaftlich bedeutenste Gruppe der echten Graser darstellt. Die
Triticeae werden in de beiden Untergruppen Triticinae und Hordeinae unterteilt. Die
wichtigsten Gattungen der Triticinae sind Triticum, Secale, Aegilops und Agropyron, zu den
Hordeinae gehdrt u.a. die Gattung Hordeum. In der Gattung Triticum werden dploide
(Einkorn), tetraploide (Emmer) und hexaploide Arten (Dinkel, Brotweizen) zusammengefalyt.
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Abstammung
Der heutige Brotweizen T. aestivum ist hexaploid undist aus Kreuzungen zwischen diploiden,
bzw. tetraploiden Arten mit zueinander homoeol ogen Genomen entstanden. Die Grundchromo-
somenzahl aller Weizengenome betréagt sieben. Die Genome des Weizens werden mit A, B und
D bezeichnet und stammen von den drei Vorfahren von T. aestivum (Abb.2).

Abb.2 Schema-
| tische Darstellung

der  Abstammung
des hexaploiden T.

T. urartu Ae. Squarosa g?s;ilr\:;r:’und Gnrzg;
A BuB DD (1995). Der diplo-
__t ide Vorfahre mit B-
Genom konnte bis-
T tugidum her noch nicht
'AA BB eindeutig ermittelt
' werden. Die Linien
' sind aus diesem
fe e e === = . Grund  gestrichelt
v dargestellt.
T. aestivum Ae.speltoides
AABBDD SS

Der Dona des A-Genom ist mit grolier Sicherheit T. urartu (Abb2). Sowohl Chromosomen-
paaungsexperimente, als auch neuere Untersuchungsmethoden, wie Protein- und PCR-
basierende DNA-Analysen zeigen, dal’ das Genom von T. urartu grofe Ahnlichkeit mit dem A-
Genom von T. aestivum aufweist, nicht aber mit dem A-Genom von T. monococcum und
T. boeoticum (Breiman und Graur, 1995; Sharma und Waines, 1981; Castagna et al., 1994;
Sallares und Brown, 1999; Ciaffi et al., 1997). Somit ist T. urartu wahrscheinlich einer der drei
Vorlaufer des hexaploiden Brotweizens, wahrend T. monococcum und T.boeoticum zu einer
anderen Spezies gehdren. Kreuzungen zwischen T. urartu und T. monccoccum, hbzw.

T. boeoticumfihren zu nicht-fertilen Nachkommen.

Durch Hybridisierung von T. urartu mit dem Dona des B-Genoms ist der tetraploide Weizen
T. turgidum (Abb.2) entstanden. Der Donor des B-Genoms ist bisher noch unbekannt. Eine
maogli che Ursadhe dafiir kbnnte sein, dal3 er sich weiterentwickelt hat, so dal? er nicht mehr as

Vorlaufer von T. aestivum identifiziert werden kann. Moglicherweise ist er aber auch hisher

15



einfach nach nicht entdeckt worden, oder aber er existiert bereits nicht mehr. Als néchster
Verwandter ist von Kerby und Kuspira (1987) und Kerby et al. (1990 Ae scarsi
vorgeschlagen worden. Eine Entwicklung der Ahrenformen ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abb.3 Entwicklung der verschiedene Ahrenformen von diploidem Weizen (Ae. squarosa BB, Ae.
speltoides BB, T. urartu AA) Uber den tetraploiden Weizen (T. turgidum AABB, T. dicoccoides AABB,
T. poonicum AABB) zum heutigen hexaploiden Brotweizen (T. aestivum AABBDD). Mit
zunehmendem Ploidiegrad ist die Zunahme der KornergroRe anhand des wachsenden Ahrenvolumens
zu erkennen. Der hexaploide Brotweizen besitzt eine unverzweigte Ahre, deren Ahrchen dicht gepackt
in zwei Reihen an der Spindel sitzen und so einen hohen Ertrag gewahren. Die Ahrchen der diploiden
und tetraploiden Sorten sind lockerer gepackt, bei den diploiden Weizen lediglich einreihig und tragen

kleinere Koérner die eénen geringeren Ertrag bringen.

Der Donar des D-Genoms konrte éndeutig als Ae. squarosa identifiziert werden (Breiman und
Graurs, 19%). Durch Hybridiserung mit T. turgidum ist der hexaploide T. aestivum mit den
drei diploiden Genomen A, B und D entstanden.

Durch intensive Zlichtung ist aus der Ursprungsform von T. aestivum Uber die verschiedenen
Landrasen eine Vielzahl von Weizensorten mit hoher Produktivitdt und guten Anbaueigen-
schaften entstanden, de jedoch ihre genetische Variabilitét eingeb(if haben. T. monococcum,
ein naher Verwandter des A-Genom Donas T. urartu, hat sich diese genetische Variabilitét
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jedoch bewahrt undbietet so eine Quelle fur viedle Merkmale, die fir den Anbau (agronamische

Merkmale) und de Mehleigenschaften (rheologische Merkmale) interessant sind.

1.5 Herkunft und Eigenschaften des Einkornweizens T.monococcum

Herkunft
Der diploide Einkornweizen T. monococcum stammt von T. boeoticum ab (Castagna et al.,
1994). Seine Herkunft ist monoptyletisch undkonnte mittels AFLP-Analyse auf die Region der
Karakadag-Berge im Sidosten der Tirkei festgelegt werden (Heun et al. 1997). Einkorn ist der
erste domestizierte Weizen unddamit neben Emmer und Gerste éne der &ltesten Getreidesorten
(Zohary und Hopf, 1993; van Zeist et al. 1991; Harlan undZohary, 1966). Schon mit Beginn
der Ackerbaukultur vor ca 10 000Jahren hatte Einkorn off enbar eine mengenmaldig geringere
Bedeutung im Vergleich zu Gerste und Emmer. Es wurde meist als Breigrundlage, zur
Herstellung von Flachbrot oder als Tierfutter verwendet. Wegen der Zéhigkeit seiner Halme
wurde sein Stroh a's Baumaterial und vereinzelt im Weinbau zum Aufbinden der Reben genutzt
(Harlan, 1981; Schiemann, 1948. Einkorn wurde schon ca 5000v.Chr. von cen ertragreicheren
tetra- und hexaploiden Weizensorten verdrangt (Hammer et al. 1997; Feldman und Sears,
1981). Die hier als T. monacoccum und T. boeoticum beze chneten Einkornweizen sind genauer
gesagt Unterarten des Einkornweizens T. monococcum und miifden richtiger als T. monococcum
monacoccum und T. monococcum boeoticum bezeichnet werden. Der Einfacheit halber werden

sieim Folgenden aber weiterhin T. monococcum und T. boeoti cum benanrt.

Eigenschaften
Heute wird Einkorn nur noch in ganz vereinzelten Regionen angebaut und hauptsichlich als
Tierfutter verwendet (Hammer und Perrino, 184; Hammer und Perrino, 19%; Karagoz et al.,
1996 Perrino et al. 1996). Seine Verwendherkeit fiir den Feldanbau ist beschrénkt. Der Ertrag
von T. monococcum st nicht vergleichbar mit dem des Brotweizens, seine Teige sind dft klebrig
und dbs Brotvolumen sehr gering (Borghi et al. 199%). Auf¥erdem handelt es sich bei Einkorn
normalerweise um ein Getreide mit bespelzten Kérnern, de sich durch einfaches Dreschen nicht
von cbr auBeren Hillspelze [6sen. Eine Ausnahme davon hildet T. monococcum var. sinskajae,
der erstmals von Filatenko undKurkiev (1975) beschrieben wurde (Abb4). Es handelt sich bei
diesem Einkorn-Weizen um eine freidreschende Form, deren Huillspelze weich, einfach gekielt
und richt mit dem Korn verwachsen ist (Abb.5). Im Gegensatz dazu sind die Huillspelzen von
T. monococcum und T. boeoticum doppelt gekielt, was zu einer harten Spelze fihrt, die

zusammen mit der Verwachsung von Korn und Spelze das Freidreschen des Kornes verhindert.
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Nadch dem Dreschen
liegen die einzelnen
Ahrchen zwar lose
und ohre Grannen
vor, das Korn ist aber
immer noch von
Hull-, Dedk- und
V orspelze ummantelt.
Versucht man das
Korn von cn Spdl-
zen duch stérkeres

Dreschen zu trennen,

T. monococcum T. m. var. sinskajae zerbricht  das  Korn

Abb.4: Ahrenformen der Einkornweizen T. monacoccum, T. m. var. sinskajae undist damit fir eine
upd T.. bogoticym mit Ei pzeléhrchen pnd Kornern. Die Ahre von T. M. Var.  \eitere  Verwendung
sinskajae ist kirzer als die des kultivierten T. monococcum und des wil den,

spindelbriichigen T. boeoticum, die Ahrchen enthalten jeweils ein Korn, das  unlbrauchbar.

aber deutlich grolier ist, alsdie zwei Korner der beiden anderen Spezes.

Trotz dieser fir Anbau undVerwertung schwierigen Eigenschaften ist Einkorn heute aer, ua.
wegen seines hohen Protein- und Carotingehaltes und spezieller Prolamine ein  interessanter
Kandidat fir die Herstellung neuer, didtetischer Nahrungsmittel (Valega, 1992 Sharma et al.
1981, D’Egidio et al. 193). Neben dem
hohen Gehalt an wertvollen Inhaltstoffen,
die auch vermehrte Anteile aa Lysin und
Amylose umfasen (Lawrence et al. 1958;
Mohammadkhani et al. 1998, bestzt
T. monococcum genetische Variabilitét fir
eine Reihe gronamisch wichtiger Merk-
male. Diese umfasen die Lagerresistenz
(Feldman undSeas, 1981; Valega, 1999,
Hitze- und Salztoleranz (Feldman und

Seas, 1981, Gorham et al. 1991), Ertrag ’/-7 /7

und Korngewicht sowie gute rheologische

B T. monacoccum  T.m. var. sinskajae

Bigenschaften (Abdel-Adl et al. 1997 Abb.5: AuRere Hillspelzen von T. monacoccum und
Borghi et al. 1996), die ihn as T.m. var. sinskajaein der Aufsicht (A) und als Zeichnung

. im Querschnitt (B). Die verstérkten Kiele der Spelzen sind
Kreuzungspartner interessant madhen mit Pfeilen markiert.

(Valega, 199®; Castagna et al. 19%a;

18



Abdel-Adl et al. 1997; D'Egidio et al. 1993). AulRerdem besitzt T. monococcum eine Vielzahl
von Resistenzen gegen Schéadlinge und Herbizide (Feldman und Seas, 1981; Multani et al.
1989 Bai et al. 1998; Sanchez-Monge et al. 1996, Hussein et al. 1998, Maet al. 1997).

Auch bei erndhrungsbedingten Krankheiten konrte Einkorn von Nutzen sein. Zwar gibt es tiber
das Verhalten von Einkornprolaminen bel Zdliaki, einer generellen Prolaminunvertragli chkeit,
bisher keine agesicherten Ergebnisse, aber eine Untersuchung von Auricchio et al. (1982)
weist auf eine Nichttoxizitdt der Einkorngliadine, eine Untergruppe der Prolamine, bel
Zoliakierkrankung hin. Da diese Vermutungen hbisher lediglich auf Untersuchungen an Ratten-

feten basiert, miissen sie noch durch umfangreichere Studien abgesichert werden.

Mit diesen positiven genetischen Ressourcen ist Einkorn ein gedgneter Kandidat as
Kreuzungspartner in der Weizenzlichtung oder um selber durch Zichtung gute Anbau- und
Mehleigenschaften zu kombinieren. Da in Einkorn eine grof¥e Variabilitét fur die Backqualitéat
exigtiert (Borghi et al. 1996 Corbellini et al. 199; D’Egidio et al. 1998), ist im Hinblick auf
einen zichterischen Erfolg durch markerunterstitzte Selektion eine Identifizierung und
Lokaliserung der genetischen Ursachen fir die Badkqualitdt, sowie eine Bestimmung
gekoppelter Marker sinnvoll. Auch in der Zichtung von T. aestivum kann das Wissen um
Anzahl und Lage der relevanten QTLs z.B. fir eine gezidte Einkreuzung von T. monaccoccum

oder eine unkompli zierte Bestimmung der Badkqualitét neuer Weizensorten von Vorteil sein.

Bevor jedoch durch eine genetische und quantitative Analyse die QTLs identifiziert werden
konren, muf3 de Badkqualitdt einzelner Nachkommen einer gezielten Kreuzung bestimmt

werden. Die dafir verwendeten Methoden werden im folgenden Kapitel dargestelit.

1.6 Bestimmung und Ursachen der Backqualitat

Das Weizenmehl besteht hauptsadlich aus Stérke, die sich aus Amylose (unverzweigte a-1 - 4-
glykosidisch gebuncdene D-Glucose) und Amylopektin (verzweigte Amylose, Verzweigungen
sind a-1 - 6-glykosidisch gebunden) zusammensetzt. Die Proteine, mit einem Anteil von 11bis
16%, bestehen aus Prolaminen undGlutelinen. Die Prolamine setzen sich aus den Gluteninen
und Gliadinen zusammen undwerden auch als Gluten-Proteine oder Kleber-Eiweil3 bezeichnet.

Der Anteil Fettsauren ist bei Weizen mit ca 2% sehr gering.

Zwar haben Stdrke- und Fettsdurezusammensetzung einen Einfluld auf die Badqualitat
(Conforti et al. 1998; SoulakaundMorrison, 1985), aber der HaupteinfluBwird von der Qualitét
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der Proteine ausgelibt (Sontag-Strohm et al. 1996; Payne et al. 1987; Saporero et al. 1995).
Deshalb wird darauf im Folgenden néher eingegangen.

Bestimmung der Backqualitat
Zur Bestimmung der Badkqualitét werden Teigproben auf ihre Zahigkeit und Dehnbarkeit
getestet und geben damit Auskunft Uber die Prolaminstérke. Die Tests dafiir werden mit eéinem
Alveograph duchgefuhrt. Untersuchungen mit dem Farinograph kléren ua. Uber die
Entwicklungszeit des Teiges und dessen Stabilitdt auf. Dafir werden Mehlproben unter
konstanter Wasserzugabe gemischt. Der bel der Mischung gemessene Widerstand gibt Auskunft

Uber die oben genannten Parameter.

Mit den Informationen, die durch diese beiden Methoden erhalten werden, wird dann ein
Standardbadkverfahren durchgefiihrt. Anhand der Brotvolumen und der Textur der Kruste
lassen sich drekt Aussagen Uber die Badkqualitét der Mehlproben madien (Abb 6).
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Ein Schnelltest fir die Badkqualitét ist der SDS-Sedimentationsvolumentest. In Untersuchungen
von Preston et al. (1982), Borghi et al. (199) und Corbdllini et al. (1999 konnte éne Korrela-
tion zwischen Brotvolumen und dem Sedimentationsvolumen von Mehlproben, die in SDS-
haltiger Lésung geschiittelt wurden, festgestellt werden. Der Test gilt als Schnelltest fir eine
Vorhersage der Badkqualitat von Weizenmehlsorten. Umstritten ist bisher noch, ob de Protein-
quantitét der Mehlproben Einflufd auf das Sedimentationsvolumen hat und damit die Vorhersage
der Backqualitét verfalscht. Um das Problem zu umgehen, wird das Verhdtnis von Sedimenta-
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tionsvolumen zu Proteingehalt berechnet und so das Sedimentationsvolumen lediglich von cer
Qualitét der Proteine und eventudler bisher noch nicht naher definierter, anderer Faktoren
abhéngig gemadht.

Ursachen

Bisher glaubt man, dal3 de Hauptursachen fir die variierende Backqualitét in der Zusammen-
setzung der Prolamine liegt. Diese sind vor alem fir die viskoelastische Struktur und die
Mischstabilitdt des Teiges verantwortlich, de u.a. durch Interaktion der Prolamine miteinander
und mit anderen Mehlbestandteilen verursacht wird (Sontag-Strohm et al. 199%; Payne et al.
1987, Saporero et al. 1995). Die Prolamine definieren sich Uber ihre Lodichkeit in Alkohd (im
Gegensatz z2u den Glutelinen, die in Sauren oder Basen 16dlich sind) undwerden in die Gliadine
und de Glutenine unterteilt. Gliadine sind monaomere Proteine, die durch interne Disulfidbrik-
ken stabilisiert werden. Glutenine setzen sich aus mehreren gliadinahnlichen Monameren zu
Polymeren zusammen, de sich in die "High-Moleaular-Weight-Glutenins' (HMW-GS) und de
"Low-Moleaular-Weight-Glutenins' (LMW-GS) unterteilen.

Die HMW-GS werden vom Locus Glu-1 auf dem langen Arm von Chromosom 1 codiert. Ihr
Einflul3 auf die Backqualitat wurde in zahlreichen Untersuchurgen determiniert. Meist konrte
im Zusammenhang mit den Allelen der LMW-GS ein additiver Effekt auf die Badkqualitét
festgestellt werden (Sontag-Strohm et al. 199%; Payne et al. 1987; Gupta et al. 1989).

Die LMW-GS werden vom Locus Glu-3 auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 kodiert. Ihr
EinfluR ist unumstritten und konrte in zahlreichen Untersuchungen bewiesen werden (Sontag-
Strohm et al. 1996; Payne et al. 1987; Gupta et al. 1989, 194; Saporero et al. 19%; Corbdllini
et al. 199). Dabei wird den LMW-GS im Vergleich mit den HMW-GS meist der grofere
EinfluR auf die Backqualitadt zugeschrieben (Gupta et al. 1989; Saporero et al. 19%; Corbellini
et al. 199). Schwierig ist es den EinfluR dr LMW-GS und der Gliadine, die von den Laoci
Gli-2 auf Chromosom 6 und @m eng mit Glu-3 gekoppelten Gli-1 kodiert werden, zu

unterscheiden.

Untersuchungen von Metakovsky et al. (1997) haben gezeigt, dal3 Glutenine teilweise auch von
Gli-1 codiert werden. Die Vermutung, dal3 es sch bel den LMW-GS um leicht modifizierte
Gliadine handelt, liegt daher nahe und wird zusétzlich duch Untersuchungen von Singh und
Shepherd (1988&3) gestiitzt, welche die beiden Loci Glu-3 und Gli-1 auf dem B-Genom von
Weizen trennen und zeigen konrten, dafd3 Glutenine wahrscheinlich durch Duplikation und

Mutation aus den Gliadinen hervorgegagen sind.
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Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, da3 de LMW-GS die Badkqualitéat beinflussen
(Payne et al. 1987, Sontag-Strohm et al. 1996, Gupta et al. 1989; Saponaro et al. 1996;
Corbellini et al. 1999; Sapirstein und Fu, 199). Es konnte &er auch ein Einflul won
Gliadinallelen auf das Brotvolumen festgestellt werden (Hussain undLukov, 1997 Huebner et
al. 1997; Guptaet al. 1994).

Neben einer neuen Methode zur Analyse der Proteinzusammensetzung mit RP-HPLC (Nicolas
et al. 198), kann eine Lokalisierung und Identifizierung der fir die Badkqualitéat relevanten

Gene zur weiteren Klarung beitragen.

1.7 Charakterisierung des Einkornweizens auf agronomische, rheologische,

morphophysiologische und phylogenetische Merkmale

Der Einkornweizen wurde in den letzten Jahren im Hinblick auf seine genetische Variabilitét
und seine rheologischen urd agronamisch-tedhnischen Eigenschaften hin untersucht. Die dabel
deutlich gewordenen Potentiale macdhen eine Zichtung mit dem Ziel der Verbesserung des

Einkornweizens und einer Konzentration seiner positiven Eigenschaften sinnvoll .

Um eine umfassende Charakterisierung des Einkornweizens im Hinblick auf eine kommerzielle
Nutzung zu ermoglichen, wurden 1393 Einkorn-Linien von internationalen Instituten
gesammelt und auf ihre morphoplysiologischen Eigenschaften, wie z.B. Blitezeitpunkt,
Pflanzenhohe, Lagerresistenz, Anzahl Ahrchen pro Ahre, Korngewicht etc. hin charakterisiert
(Castagna et al. 19950). Interessante Linien wurden zu einem Zuchtprogramm zur V erbesserung

der Einkorneigenschaften zusammengeschl ossen.

Das Ertragspotential dieser Linien wurde in Bezug auf Nitratbedarf und Saatdichte getestet,
wobei kein Einfluld der Nitratmenge weder auf Ertrag noch auf Pflanzenhohe festgestellt werden
konrte und damit die Aussicht auf die Entwicklung eines "low input"-Getreides besteht. Die
Variabilitat wichtiger agronamischer Merkmale 18 eine Anpasaung an heutige Ackerbau-
methoden mit Hilfe von Ziichtungsprogrammen deutlich werden (Castagna et al. 19%3a).

Untersuchungen von 25 Einkornlinien in Bezug auf Mehl- und Teigqualité von Borghi et al.
(199%) ergaben trotz klebriger Teige bei 1/3 der Linien akzeptable Brotvolumina, die vergleich-
bar oder Uber den der Brotweizenstandards liegen. Das Mehl hat einen hoékeren Protein- und
Carotingehalt als das des Brotweizens mit zufriedenstellender Teigstabilitét.
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Gute Badeigenschaften wurden auch von Corbellini et al. (1999) bei 25 Einkornlinien
gefunden, die in Bezug auf ihre Keksbadkqualitét hin untersucht wurden. Dabei konnte auch
eine Korrelation guter Badkeigenschaften mit den LMW-GS festgestellt werden, die sich

besonders auf die Anwesenheit zweier Proteinbanden konzentrierte.

Neben den Untersuchungen zu den Mehleigenschaften und agronamischen Merkmalen von
T. monococcum wurden Analysen zur Taxonomie durchgefihrt, um Informationen Uber den
genetischen Hintergrund unddie Herkunft der verschiedenen Spezies zu erhalten. Dazu wurden
55 Einkorn-Linien, de neben T. monococcum auch T. boeoticum, T. urartu, T. sinskajae,
T.thaordar und T. aegilopddes umfaldten mittels RFLP-Marker analysiert und auf ihren
Verwandtschaftsgrad hin  getestet. Dabei konnte die Eingrupperung in de Gruppen
T. m. monacoccum, T. m. boeoticum und T. urartu bestétigt werden, eine Untergruppenklassfi-
zierung innerhalb der T. monococcum-Gruppe war jedoch schwierig und ceutete auf eine nétige

Revision der Einkorntaxonamie basierend auf molekularen Markern hin (Castagna et al. 1994).

Eine phylogenetische Analyse des Einkornweizens erfolgte mit einer Auswahl von 38 Linien,
deren Herkunft gleichméRig Gber den Fruchtbaren Halbmond, eéinem Gebiet im Nahen Osten,
das als Ursprungsort der Weizenziichtung identifiziert werden konnte (Zohary und Hopf, 1966),
vertellt liegen. Mittels AFLP-Analyse konrie d@ne kleine Gruppe wilder T. m. boeoticum
ermittelt werden, welche die Vorlaufer des kultivierten Einkornweizens T. m. monococcums
sind und damit den Ursprungsort der Weizendomestikationin der Néhe des K arakadag-Gebirges
festlegen.

Die Isolation von 15Mutanten, de von Castagna et al. (1993) durchgefiihrt wurde, diente dem
Erwerb eines bessren Verstandnisses der Pflanzenentwicklung und der Nutzung flr eine
varietdtenabhéangige Zichtung. Es konrte ein Entwicklungsmodell von T. monococcum
prasentiert werden, das der Verbesserung der Spezies in Bezug auf Pflanzenmerkmale und

Ahrenfertilitét dienen soll.

Die Entwicklung einer genetischen Karte von T. monococcum zur weiteren Aufklarung des
genetischen Potentials dieses Getreides mit der anschlief3enden Identifizierung von Genen, de
fUr den Ackerbau unddie industrielle Nutzung wichtig sind, ist der nachste logische Schritt in
diesem Projekt.
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1.8 Thema der Arbeit

Der Einkornweizen bietet eine grol%e genetische Variabilitét fur zahlreiche rheologische und
agronamische Merkmale, die fur die Pflanzenziichter von grofer Bedeutung sind. So lief3e sich
durch de Verwendung oder Einkreuzung von T. monococcum die benétigte Menge Fungizide
und Insektizide, bedingt durch die in Einkorn vorhandenen Resistenzen, verringern, was im
Hinblick auf die heutige Entwicklung einer umweltvertraglichen, konventionellen Landwirt-
schaft wichtig ist Die Mdglichkeiten von T. monococcum, sich an extreme Bedingungen wie
hohe Temperaturen und Sal zkonzentrationen anzupassen, machen ihn zu einem Kandidaten fur

die moderne Zlichtung, mit dem z.B. auch Probleme der Welterndhrung gel 6st werden kdnrten.

Neben seinen pasitiven agronamischen und rheologischen Eigenschaften existieren auch eine
Reihe von rechteiligen Merkmalen, de Einkorn hinter die Verwendurg von Brotweizen zuriick-
gedréngt haben. Seine meist geringe Lagerresistenz und d im Vergleich zum Brotweizen
geringe Ertrag machen ihn fir den Anbau urettraktiv, die bespelzten Korner eine maschinelle

Ernte unmdgli ch.

Fir diese Merkmale exidtiert aber in T. monococcum eine ausreichende genetische Variabilitét,
um die Probleme durch gezielte Zichtung Uberwinden zu kénren. Das ist jedoch nur
interessant, wenn das spéter prodwzierte Mehl gute Backeigenschaften aufweist undder Teig qut

zu verarbeiten ist.

Da in Einkorn auch fur die Badkqualitét eine grole Variabilitét existiert, ist eine Analyse der
Ursacdhen sinnvoll. Der bisher nachgewiesene Einfluld der Prolamine auf die Backqualitét, soll
in deser Arbeit durch eine genetische Analyse differenziert. Mogliche andere relevante Loci

sollen aufgededkt und lokalisiert werden.

Dafir wurde ene DNA-Analyse zweier F-Popuationen von Einkorn mit RFLP- und AFLP-
Markern duchgefiihrt. Die RFLP-Marker, deren Loci auf dem Weizengenom durch frihere
Untersuchungen bekannt waren, denten dabei als Anker, die AFLP-Marker konrten zur
feineren Kartierung verwendet werden. Von den so erhaltenen molekularen Daten wurde @ne
integrierte Genkarte der beiden Populationen mit Hilfe des Programmes JoinMap berechnet und
diese durch Intervallanalyse auf das quantitative Merkmal Badqualitdt hin untersucht.
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2. Material und Method en

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial

Die Experimente zur Erstellung einer Genkarte von T. monacoccum undder Identifizierung der
fUr die Backqualitét relevanten QTLs auf dem A-Genom von T. monacoccum basieren auf einer
Popuation von 121F,-Einzelpflanzen undeiner Population von 168Fs-Familien, die aus der

Kreuzung jeweils zweier reiner Linien hervorgegangen sind.

Die Kreuzung von Popuation 1 wurde im Hinblick auf eine Identifizierung der QTLs fir die
Badkqualitét durchgefihrt. Es wurden die Linien ID 362 (schledite Badkqualitét) und 1D 1331
(gute Badkqualitéat) verwendet deren Nachkommen im Folgenden als Backqualitétskreuzung
bezeichnet werden. Die F;-Pflanzen wurden im Gewdadshaus gezogen, geselbstet und de
daraus resultierenden F-Kdrner im Feld in Einzelkornablage ausgelegt. Im darauffolgenden
Jahr wurden 168 Einzelpflanzen geerntet. Jeweils 3,79 des Ertrages jeder F-Pflanze wurde in
Parzellen von 0.98n? Grole ausgelegt. Bei einem mittl eren Tausendkorngewicht von 43y lag
die Saatdichte bei durchschnittlich 86 Kornern/me. An zwel Standorten, Koln (Deutschland) und
S. Angelo Lodigiano (Italien), wurden 168 Parzellen in zwei Wiederholungen angepflanzt,
wobei die Reihenfolge der zweiten Wiederhdung nach dem Zufallsprinzip verwirfelt wurde,
um einen Nadbarschaftseffekt auszuschlieRen. Zusétzlich zu den 168 Fs-Familien wurden
Brotwei zenstandards aus Deutschland urd Italien ausgelegt. Sowohl die Badkqualitétsanalyse

alsauch die Genatypisierung der 168 F,-Pflanzen erfolgte an den Fs-Famili en.

Die Kreuzung fur Population 2,im Weiteren auch Kartierungskreuzung genannt, sollte der
Erstellung einer Genkarte von T. monococcum mit dichter Markerabdedkung fiir eine sichere
QTL-Identifizierung und der Kartierung des Merkmals "freidreschend" dienen. Daflr wurden
zwei genetisch weit voneinander entfernte Linien (ID 49, T. monacoccum boeoticum, Irag und
ID 69, T. monococcum var. sinskajae, Herkunft unbekannt), die auch in Bezug auf das Merkmal
"freidreschend’ paymorph sind, miteinander gekreuzt. Die F;-Korner wurden in Einzdkorn-
ablage ebenfalsim Gewadshaus ausgelegt, die F;-Pflanzen geselbstet und die daraus resultie-
renden 121F,-Pflanzen fur die Genotypisierung verwendet.
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2.1.2 Genbibliotheken

Die CDO-Sonden (cDNA clones oat) sind hafergenomische Sonden de von M. Sorrélls
(Corndl Universitét, New York) zur Verfigung gestellt wurden. Die weizengenomischen WG-
Sonden stammen von S. Tanksley und M. Sorrells ebenfalls von der Cornell Universitét.
Aulerdem wurden wel zengenomische PSR-Sonden (M. Gale, JohnInnes Center, Norwich, UK)
und Sonden fir die beiden Protein-Loci Glu-1 (Thompson et al. 1983) und Gli-1 (Bartels et al.
1986 zur DNA-Analyse verwendet.

2.1.3 Chemikalien, Enzyme und Antibiotika

Die fir diese Arbeit genutzten Chemikalien sstammen von den Firmen Biomol (Hamburg), Bio-
Rad (Minchen), Boehringer (Mannheim), Merck (Darmstadt), Pharmada (Uppsala, Schweden),
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Minchen), Radionwkleotide, Nylonmembra-
nen und Rontgenfilme von Amersham Buchler (Braunschweig). Die Enzyme waren von cen
Firmen Boehringer (Mannheim), Gibco-BRL (Neu Isenburg), MBI-Fermentas (Leon-Roat),
Pharmada (Uppsala, Schweden) und Stratagene (Heidelberg), Adapter und Primer von MWG
(Eberswalde).

2.1.4 Lésungen und Medien

Beschreibungen zur Herstdlung der Losungen Denhardt’'s Reagenz, Ladurngspuffer fir
Agarose- und Polyaaylamidgele, LB-Medium, Phosphatpuffer, SSC, TAE, TBE und TE sindin
Sambrook et al. (1989) zu finden.

Der Ladungspuffer fur die saure Polyaaylamid-Gelelektrophorese (A-PAGE) besteht aus 30%
Glycerol, 6M Harnstoff, 256mM Essigsaure und 25% Pyronin G.

Der Hybridisierungspuffer bei der RFLP-Analyse setzt sich aus 5xSSC, 50mM Phasphatpuffer,
0,4% SDS, 5x Denhardt’s Reagenz, 2,5mM EDTA und5% Dextransulfat zusammen.

Die fir die Herstellung kompetenter Zellen bendtigten Losungen TFBI und TFBII setzen sich
folgendermalien zusammen:  TFBI: 30mM Kalium-Acetat, 50nM Manganchlorid, 10GnM
Kadiumchlorid, 20mM Calciumchlorid und15% Glycerol TFBIl: 10mM MOPS 75mM
Calciumchlorid, 10nM Kaliumchlorid und15% Glycerol.
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2.2 Methoden

Zur ldentifizierung und Lokalisierung der badkqualitétsrelevanten QTLs auf dem Einkorn-
genom wurden zundchst Genkarten von den sieben Chromosomen aus RFLP- und AFLP-
Markern mit Hilfe des datistischen Computerprogrammes JoinMap erstellt. Anschlief?end
wurde das phenctypische Merkmal Badkqualitdt in Form des SDS-Sedimentationsvolumen-
testes und dr Proteingehaltshestimmung analysiert. Auf den berechneten Genkarten konrten
dann durch Intervallkartierungsanalyse mit MAPMAKER/ QTL die relevanten QTLs detektiert

werden.

Der Einflul® von "High Molecular Weight"- und "Low Moleaular Weight"-Gluteninen auf die
Badkqualitat von Einkornweizen wurde nach Analyse und Kartierung der entsprechenden Loci
Uberpriift. Das morphdogische Merkmal "freidreschend' wurde durch medhanische Methoden

determiniert und auf den Genkarten lokalisiert.

2.2.1 Genotypisierung

Fir die Genotypisierung der Qualitatspopulation wurden Fs-Pflanzen im Feld angebaut. Von
jeder Fs-Famili e wurden von mindestens 30 Fs-Pflanzen Blétter geantet, gefriergetrocknet und
gemahlen. Das daraus resultierende Blattmaterial jeder Fs-Familie wurde vereinigt, gemischt

undfir die DNA-Isolation verwendet.

Fir die genatypische Analyse der Kartierungspopuation wurde das Blattmaterial aus vier bis
sechs Wochen alten Gewachshauspflanzen gewonren. Die Bléter wurden fir die DNA-

Isolation entweder gefriergetrocknet und gemahlen, oder unter fliissigem Stickstoff zermorsert.

2.2.1.1 DNA-Isolation

Die DNA-Isolation erfolgte nach einem Protokoll von QIAGEN (Hilden, Deutschland) fir
genomische DNA aus Bléattern hoterer Pflanzen. Fir die Isolation wurden entweder 4g frisches
Blattmaterial, oder 0,4g gefriergetrocknetes Material +3,6ml steriles H,O verwendet. Die DNA
wurde mit CTAB-haltigem Extraktionspuffer extrahiert, mit Chloroform/lIsoamylalkohd ausge-
schittelt und wnter Niedrigsalz- und passenden pH-Bedingungen an das aniontauschende Harz

einer vordguilibrierten QIAGEN-100-Saule gebunden. Kontaminationen wurden unter mittleren
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Salzkonzentrationen ausgewaschen unddie DNA anschlief3end unter Hochsal zkonzentrationen
eluiert, mit Isopropanol gefdlt undin 0,1XTE gelGst.

2.2.1.2 AFLP-Analyse

Die AFLP ("Amplified-Fragment-Length-Polymorphism™)-Analyse ist eine PCR-basierende
Methode, bei der DNA-Fragmente selektiv radioaktiv markiert werden undihr Langenpdymor-
phismus nach Auftrennurng Gber einem Polyaaylamidgel auf einem RoOntgenfilm sichtbar
gemadt wird. Die AFLP-Analyse wurde basierend auf dem Originalprotokoll von Vos et al.
(199%) durchgefiihrt.

Die Restriktion der DNA erfolgte mit den Restriktionsendonikleasen Msel und EcoRI. An de
Enzymschnittstell en wurden die Adapter Msel 92A18/ 92A19 urd EcoRI 91IM 3% 91M 36 ligiert
und de Fragmente mit den selektiven Primern EO1, MO1 oder EO1, MO2 paamplifiziert. Die
anschlief?ende Amplifizierung erfolgte mit ECoRI+3- und Msel+3-Primern. Die Sequenzen der
Adapter und der flr die Pr& und Amplifizierung genutzten Primer sindin Tabelle 1 aufgelistet.

Die Gelanadlyse afolgte durch ein 45%iges denaturierendes Sequenzgel. Die amplifizierten
Proben wurden mit 2 VVolumen Polyaaylamidgel -Ladungspuff er versetzt, denaturiert und kei 58
Watt fur 1,5 Stunden aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde 0,5x TBE verwendet. Zum Grofenver-
gleich der Fragmentbanden auf den verschiedenen Gelen, wurde eine 1kb-Leiter (GibcoBRL)
dephasphoryliert, mit **P-y-ATP endmarkiert und auf jedem Gel mit aufgetrennt. Das fixierte
Gel wurde anschli eRend mit einem Hyperfilm™ MP fir ein bisdrel Tage exponiert.

Die Nomenklatur der erhaltenen Fragmentbanden erfolgte nach folgendem Schema: Der fir die
Amplifizierung der Fragmente genutzte EcoRI-Primer wird mit Buchstabenkiirzel E und
Nummer voran gestellt, danach folgt die Nummer des Msel-Primers und zuletzt die Nummer
der mit dieser Primerkombination erzeugten, polymorphen Bande. Konnte mit Hilfe des
Grélenstandards auf beiden Populationen eine Bande gleicher Grofe identifiziert werden,
erhielt diese Bande anstelle der laufenden Nummer den Buchstaben a, u.s.w. (siehe Abb.7,Seite

37)
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Tab 1: Adapter- und Primersequenzen fur die AFLP-Analyse. Die Sequenzen sind
5'=+3" aufgefihrt

Adapter Msel 92A18 |GACGATGAGTCCTGAG
Msel 92A19 |TACTCAGGACTCAT
EcoRI 9IM35 | CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRI 9IM35 | AATTGGTACGCAGTC
Primer mit einer | EO1 GAC TGC GTA CCA ATT CA
selektiven Base MO1 GAT GAG TCCTGA GTA AA
M02 GAT GAG TCCTGA GTAAC
EcoRI-Primer mit 3 | E32 GAC TGC GTA CCA ATT CAAC
selektiven Basen | E33 GAC TGC GTA CCA ATT CAAG
mit E01 E35 GAC TGC GTA CCA ATT CACA
praanplifiziert E36 GAC TGC GTA CCA ATT CACC
E37 GAC TGC GTA CCA ATT CACG
E38 GAC TGC GTA CCA ATT CACT
E40 GAC TGC GTA CCA ATT CAGC
E4l GAC TGC GTA CCA ATT CAGG
E42 GAC TGC GTA CCA ATT CAGT
Msel-Primer mit 3 | M32 GAT GAG TCCTGA GTA AAAC
selektiven Basen [ M33 GAT GAG TCCTGA GTA AAAG
mit MO1 M36 GAT GAG TCCTGA GTA AACC
praamplifiziert M38 GAT GAG TCCTGA GTA AACT
M40 GAT GAG TCCTGA GTA AAGC
Msel-Primer mit 3 | M48 GAT GAG TCCTGA GTA ACAC
selektiven Basen  [M59 GAT GAG TCCTGA GTA ACTA
mit M02 M60 GAT GAG TCCTGA GTA ACTC
praamplifiziert M61 GAT GAG TCCTGA GTA ACTG
M62 GAT GAG TCCTGA GTAACTT

2.2.1.3 RFLP-Analyse

Bei der RFLP (Restriktions-Fragment-L éngen-Polymorphismus)-Analyse werden Unterschiede
in der Fragmentlénge restringierter, genomischer DNA sichtbar gemadt. Das geschieht durch
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Hybridisierung radioaktiv markierter, kurzer DNA-Fragmente (Sonden) mit korrespondierenden
Sequenzen der genomischen DNA. Liegt diese Sequenz auf einem DNA-Bereich, der nach dem
Verdau mit einem Restriktionsenzym durch Insertion oder Deletion von DNA-Blocks oder
durch Verschiebung, Wegfal oder Neubildung einer Restriktionsschnittstelle éne andere Lange
hat als die VergleichssDNA, kommt es zu einem paymorphen Signal durch de markierte
Sonce (siehe Abb 8, Seite 44).

Vorbereitungder Sonden
Plasmid-DNA der verschiedenen Sonden wurden zur Vermehrung und Isolation in kompetente
Zellen des E. Coli Stamms TG2 (Gibson, 1984) transformiert. Die Herstellung des Stamms und
die Transformation kompetenter Zellen erfolgte nach dem Protokoll von Hanahan (1983).

Fir die Herstellung der kompetenten Zellen wurde ene Einzelkolonie des Stamms TG2 in
100ml LB-Medium vermehrt und die Zellen sedimentiert. Das Pellet wurde in TFBI gespllt,
erneut zentrifugiert und in TFBIl aufgenommen. Die Bakterien/Puffer-Suspension wurde

aiquaiert, schockgefroren und konrte so fir die Transformation verwendet werden.

Pro Transformationsansatz wurde ein Aliquot kompetenter Zellen mit Plasmid-DNA versetzt,
einem Hitzeschock unterzogen und zur selektiven Vermehrung auf ampicillinnaltigen Agar-
platten ausgestrichen. Mit den angewadsenen Einzelkolonien wurden 2ml LB-Medium versetzt
und rech der Vermehrung der Bakterien die Plasmid-DNA mit dem Plasmidaufreinigungskit
der Firma QIAGEN (1996 isoliert. Die Plasmide wurden anschlief3end mit den Restriktionsen-
zymen entsprechend Tabelle 2 geschnitten, Uber ein 1%iges Agarose-Gel aufgetrennt und de
Sonde mit QIAEXII (QIAGEN, 1996 aus dem Gel duiert.

Sonanmarkierung und-aufreinigung

Die radioaktive Markierung der Sonden erfolgte nach Feinberg und Vogelstein (1983). Nach
Anlagerung von Hexadeoxyribonikleotiden mit zuféliger Sequenz als Primer an das denatu-
rierte DNA-Fragment wurde dieses durch das Klenow-Fragment der Polymerase und freie
Deoxyribonukleotide polymerisiert. Die Markierung erfolgte dabei durch radioaktives — a-*P-
dCTP. Im Anschluf3 an de Markierung wurden die radioaktiv markierten Sonden von Proteinen
und freien Nukleotiden Uker die QIAquick™ Zentrifugationssiulen nach Herstelleranweisung
(QIAGEN, 1996 gereinigt.

Verdauund Vorbereitung cer Proben
Fur die RFLP-Analyse wurden von jedem Nadhkommen 1Qug genomischer DNA mit 100U von
EcoRlI, EcoRV oder Xbal mit dem entsprechenden Volumen 10xXRestriktions-puffer fir 12 his
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Tab.2: Liste der verwendeten RFLP-Sonden. Die inserierten
Fragmente wurden mit den der Vektorrestriktionsgelle
entsprechenden Enzymen ausgeschnitten urd isoliert. Die Sonden
wurden nur verwendet, wenn ihre Fragmentgré3e den Angaben
entsprachen.

Sonce Vektor Vektor- Insert-
restriktionsgelle |grofe [kb]

CD0O412 BS-SK- EcoRlI/ Xhol 1,3
CDO540 puC8 Pstl 2,0
PXR102 puC18 Hindll I/ EcoRI 0,57
PXR113 puC18 Hindll I/ EcoRI 0,5
PXR128 puC18 Hindll I/ EcoRl 0,56
PXR164 puC18 Hindil I/ EcoRl 0,4
PXR601 puUCS8 Pstl 2,8
P3R604 puCs8 Pstl 15
PR627 puC8 Pstl 2,6
PXR637 puUCS8 Pstl 1,8
PSR910 Pubs3 Pstl 1,0
P3XR931 Pubs3 Pstl 1,3
PR934 Pubs3 Eagl 1,8
PXR1051 puUC18 Pstl/ Xbal 0,3
PR1316 Pubsl EcoRI/ Xhol 0,4
WG114 pGem4 Pstl 14
WG178 pGem4 Pstl 1
WG223 pGem4 Pstl 1,6
WG282 pGem4 Pstl 1,7
WG364 pGem4 Pstl 1,9
WG380 pGem4 Pstl 1,6
WG420 pGem4 Pstl 1
WG464 pGem4 Pstl 14
WG644 pGem4 Pstl 0,7
WG983 pGem4 Pstl 0,8
WG996 pGem4 Pstl 1
WG1026 pGem4 Pstl 1,2
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16 Stunden bel 37°C geschnitten.
Die Enzyme wurden aufgrunc
ihrer hohen Polymorphismenraten
in hisherigen Untersuchungen an
Gerste (Heun et al. 1991) unc
Weizen (Chao et al. 1939)
ausgewahlt. Nadh der Restriktion
wurde den Proben 1/10 Volumen
Na-Acegat und zwei Volumen
kaltes 100%iges Ethanol
zugegeben und die DNA be
-70°C fur 15 Minuten geféllt. Die
gefdllte DNA wurde pelletiert,
das Pellet gewaschen und in 3Qul
Agarosegel-Ladurngspuffer gel6st.

Souhern-Analyse
Die Southern-Analyse wurde
nach einem modifizierten
Protokoll von Southern (1975)
durchgefiihrt. Die restringierten
Proben wurden durch en 1%iges,
20cm langes Agarosegel
aufgetrennt. Die Auftrennurg
erfolgte bei 30-45V fir 12 bis 16
Stunden. Als Laufpuffer und zur
Herstellung des Agarosegeles
wurde IXTAE verwendet. Die
DNA wurde nach der Auftren-
nung in situ denaturiert und durch
einen akalischen Kapillarblot auf
eine positiv geladene HybondN+

Nylonmembran Ubertragen.



Prahybridisierung, Hybridisierung undWaschen
Um eine unspezifische Bindurg der Sonde mit der genomischen DNA und damit ein starkes
Hintergrundsignal zu verhindern, wurde die Membran mit fragmentierter und denaturierter
Heringsgperma-DNA bel 65°C fur drei bis sechs Stunden vorhybridisiert. Die anschliefRende
Hybridisierung zwischen radioaktiv markierter, denaturierter Sonde und Membran fand ber
Nadht, ebenfalls bei 65°C statt. Sowohl fir die Pré&-, als auch fir die Hybridisierung, wurden
50ml Hybridisierungspuffer verwendet. Die Membran wurde gema Heun et al. (1991)
gewaschen urd anschlief3end auf eéinem GP S0-230 Phaosphorfilm (Kodak, Rochester, New
York) je nach Signalstérke fiir ein bisdrel Tage exponiert.

Analyse mit dem Phosphorimager
Das auf dem Film gespeicherte Signal wurde mit dem Phosphaimager Storm 860 (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, USA) undder Software ImageQuant (Molecular Dynamics) analysiert.

Der Phosphorimager ist ein ogischer Scanner, der digitale Bilder von markierten Sonden
produziert. Die Imagerfolie ist mit einem Belag aus BaFBr:Eu2°-Kristall en in einer organischen
Matrix beschichtet. Die Ubernahme radioaktiver Strahlung regt Elektronen in den Europium-
lonen an, so dal? die Reduktion von BaFBr zu BaFBr erfolgt.

Durch die Bestrahlung mit rotem Licht der Wellenlange 635mm emittiert der angeregte
Komplex blaues Licht, das von dem optischen System gesammelt, durch einen optischen Filter
von gestreutem Anregungsli cht befreit und durch die Photomultiplierrohre in el ektrischen Strom
umgewandelt wird. Der elektrische Strom kann dann von einem analogen in ein digitales Signal
verwandelt undals Bild sichtbar gemadt werden (siehe Abb.8,Seite 44).

2.2.2 Genkarten-Kalkulation

Die statistische Auswertung der molekularen Daten erfolgte mit dem Programm JoinMap (Stam
und van Ooijen, 195; Stam 1993. Dieses Programm ist ein statistisches Computerpogramm,
das aus der Rekombinationshaufigkeit zwischen den einzelnen Markern eine Reihenfolge der
Marker und deren Abstdnde berechnet. Es bietet aul3erdem die Moéglichkeit, Ergebnisse aus
verschiedenen Kartierungsexperimenten zusammenzufiigen und eine gemeinsame Karte zu
berechrnen. Es besteht aus mehreren Modulen, welche die verschiedenen Aufgaben in einem
Kartierungsprojekt erflllen. Fur die Konstruktion der Genkarten der sieben Einkornchromoso-

men wurden Kopplungsgruppen beredhnet, welche die Chromosomen representieren. Im
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Folgenden wird darum der Begriff Chromosom synonym fir den der Kopplungsgruppe

verwendet.

Zunachst wurden die molekularen Daten einer Analyse ihrer Segregationsrate unterzogen.
Dabel wurde mit Hilfe des x2-Testes Uberprift, ob de Daten eine signifikante 3:1- bzw. 1:2:1-
Spaltung zeigen, oder ob die Segregation gestort ist und die Daten damit nicht als sgnifikant

angesehen werden kénren.

Fir die Konstruktion einer integrierten Karte, basierend auf den molekularen Daten der
Popuationen 1 und 2,wurden dann separate Zweipurktanalysen durchgefthrt. Dabel wurden
die Rekombinationshaufigkeiten zwischen paaweisen Markern berechnet. Anschliefend

wurden die Daten beider Popuationen in eéinem Datensatz vereinigt.

Von den paarweisen, vereinigten Daten wurden die LOD-Werte (Likelihood d the ODds), d.h
der Logarithmus des Quatienten aus der Wahrscheinlichkeit fir den Zusammenhang der Marker
und dr Wahrscheinlichkeit fir ihre Unabhangigkeit berechnet und de Marker anhand der
Ergebnisse in Koppungsgruppen zusammengefigt. Der Schwell enwert fur die Annahme e@ner

Kopplung zwischen zwei Markern war LOD 2= 3,0.

Bevor die Markerreihenfolge berechnet wurde, erfolgte eine Dreipurktanalyse, bel der die
LOD-Werte der drei moglichen Ordnungen innerhalb des Triplets bestimmt wurden. Uberstieg
der LOD-Wert der einen Ordnurg den der anderen beiden um einen anwenderbestimmten
Schwellenwert ("triplet-value"), wurde diese Ordnurg bei allen weiteren Berechnurgen as
fixiert betrachtet. Wird der Triplet-Wert zu niedrig festgelegt, kommt es zur Bildung einer zu
grolen Menge fixierter Markeranordnungen, de nicht wirklich sicher sind. Um das zu

vermeiden, wurde der Schwellenwert hier bei 6,0 festgelegt.

Die Festlegung der Markerreihenfolge ging von einem Markerpaar aus, dessen Abstand anhand
der Rekombinationsrate bestimmt wurde. Der als néchstes zu addierende Marker wurde auf
Basis eines Vergleichs der LOD-Werte der noch nicht addierten Marker mit denen der schon
plazierten Marker ausgewahlt undan seiner wahrscheinlichsten Stellein der Karte plaziert, ohre
die urspringliche Rethenfolge zu @ndern. Danach wurde die Wahrscheinlichkeit der neuen
Karte berechnet. Verursachte der neu pazierte Marker einen Wahrscheinli chkeitsverlust, der
einen anwenderdefinierten Schwellenwert ("jump-threshold") Uberstieg, wurde der Marker nicht
addiert, sondern zu einem spéateren Zeitpunkt noch einmal getestet. Der "jump threshold” wurde
mit 5,0festgelegt.
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Nadh einer ebenfals anwenderdefinierten Anzahl addierter Marker ("ripple value") fuhrte
JoinMap erneut eine Dreipurktanalyse der Markerreihenfolge durch, de der Absicherung und
Verbesserung der Karte diente. Dabei bewegte sich vom Anfang der Karte ein "Fenster” von
drei hintereinander liegenden Markern hbis zu ihrem Ende, in dem die wahrscheinlichste Reihen-
folge dieser drei Marker berechnet wurde. Diese Analyse wurde nach der Addition finf neuer
Marker durchgefiihrt und damit die Kartenkonstruktion abgeschlossen.

Marker, die auf diese Weise keinem eindeutigen Locus auf der Genkarte zugeordnet werden
konrten, wurden durch eine erneute Berechnung der Markerpositionen unter Nichtbeachtung
des Jump-Wertes Regionen auf den Karten zugeordnet, die ds Untergruppen bezeichnet
werden. Diese Marker werden auf der Genkarte nicht angegeben, kénren aber zusétzliche

Informationen bei der Lokalisierung von Genen bieten.

2.2.3 Bestimmung der Backqualitat

Zur Bestimmung des Merkmals Badkqualitdt wurden die SDS-Sedimentationsvolumina und
Proteingehalte des Mehls der Nachkommen der Qualitétskreuzung bestimmt. Eine positive
Korrelation zwischen Brotvolumen und ém SDS-Sedimentationstest konnte u.a. von Borghi et
al. (1996) und Preston et al. (1982) festgestellt werden. Fir eine vom Proteingehalt unabhangi-
gen Kalkulation der Badkquaitdt wird das SDS-Sedimentationsvolumen duch den
Proteingehalt dividiert. Der so berechnete Quotient ist ein Mal3 fur die Backqualitét von
Weizenmehl undwird im folgenden mit BQ beze chnet.

2.2.3.1 SDS-Sedimentationstest

Der SDS-Sedimentationstest erfolgte nach Preston et al. (19&), modifiziert. Dafir wurden
Mehlproben von 500ng in graduierten Réhrchen mit 5ml H,O dest in 2minitigem Abstand
geschiittelt. Nach vier Minuten wurden 5ml einer Lésung aus 2% SDS und 1246 Milchsdure
zugegeben und weiterhin alle zwei Minuten geschiittelt. Nach zehn Minuten wurden die
Rohrchen in eine senkrechte Position gebradht und die Hohe des Sedimentes nach weiteren 15
Minuten abgel esen.
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2.2.3.2 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Bestimmung des Proteingehaltes des Einkornmehls wurde nach der Kjeldahl-Methode
(AACC Methode 46-11A) durchgefuihrt. Dabel wird das gesamte organische Materia von 1g
Mehl oxidiert. Es entsteht u.a. Ammoniumsulfat, das mit akalischen Losungen zu NH3; umge-
wandelt wird. Der Ammoniak wird abdestilliert und mit Hilfe eines Titrationsverfahrens

quantifiziert.

2.2.4 QTL-Analyse

Fur die Identifizierung der fur die Badqualitét relevanten QTLs wurde das Computerprogramm
MAPMAKER/QTL, ein Intervall kartierungsprogramm, das auf einem Ein-QTL-Modell beruht,
genutzt. Dieses Programm kann nu mit molekularen Daten aus einem Kartierungsexperiment
rechnen. Da die von JoinMap festgelegte Markerreihenfolge Marker aus beiden Populationen
enthielt, mul¥e die berechnete Karte fir MAPMAKER/QTL nutzbar gemadt werden. Dafr
wurden die unbearbeiteten Kartierungsdaten der Qualitétspopulation von MAPMAK ER/EXp.
3.0 geladen. Fir jedes von JoinMap berechnete Chromosom wurden de Marker der Qualitéts-
popuation in der von JoinMap festgelegten Reihenfolge eingegeben. Von desen Sequenzen
wurden die Absténde der Marker mit MAPMAKER/Exp. 3.0auf Basis einer Mehrpurktanalyse
berechnet.

Die so entstandenen Karten werden im Folgenden als Markerrahmen bezeichnet. Sie bilden die
Basis fur die Identifizierung und Analyse der QTLs fiir die Badkqualitét. Die Markerrahmen
werden von MAPMAKER/QTL geladen und mdgliche QTLs in Form des LOD-Wertes entlang
des Genoms in 1cM-Schritten beredchnet. Bei einem LOD-Wert Uber 3,0 wurde das VVorkommen
eines QTLs as wahrscheinlich angenommen. Die Wahl des Schwellenwertes orientierte sich an
der empirischen Kalkulation von Lander und Botstein (1989), die anhand von Genomgréfe und
durchschnittlichem Markerabstand eine Chancefir das Vorkommen falscher Positiver auf unter
5% bei eéinem LOD von 3,0 festlegen konrte. Der hier trotz héherer Markerdichte gewahlte
LOD-Wert von 3,0gewdhrleistet eine sichere Detektion der QTLs und eine Reduktion falscher
Positiver unter die 5%-Rate. Ein Nachteil dieses shr hohen LOD-Wertes ist jedoch, dal3 QTLS
mit kleinerem Einfluf, die sich nur mit geringer Wahrscheinlichkeit detektieren lassen, so nicht

lokalisiert werden.
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2.2.5 Analyse der Glutenine

Um einen Einflul® der Gluteninallele auf die Backqualitat Uberprifen zu kénren, wurden die
Glutenine analysiert, auf den berechneten Genkarten lokalisiert und deren Locus mit den QTL-

Positionen vergli chen.

Die Analyse der Glutenine erfolgte nach dem Protokoll von Singh et al. (1991) mit kleinen
Modifikationen. Dabei wurden zunéchst aus zerkleinerten Koérnern die Gliadine mit 1sopropanol
extrahiert und verworfen. Aus dem verbleibenden Rest wurden die Glutenine extrahiert, mit
DTT reduziert, anschliefend mit Vinylpyridin akyliert und gefdlt. Das durch Zentrifugation
erhaltene Pellet wurde fir eine saure Polyacrylamid-Gelel ektrophorese (A-PAGE) in dem unter
2.1.4 teschriebenem Ladungspuffer geldst. Die Auftrennung der Glutenine efolgte bei 18°C
und 5@V Uber en 12,5%iges Polyaaylamid-Gel. Der Laufpuffer in der oberen Pufferkammer
bestand aus 0,15%iger, der der unteren Puff erkammer aus 20%iger Essigsaure. Die Trenndauer
war variabel. Die Proteinbanden, welche die verschiedenen Gluteninallele darstellen, wurden
JoinMap wie die molekularen Daten zugénglich gemadt und ihre Position auf der Genkarte
berechnet.

2.2.6 Analyse des Merkmals "“freidreschend"”

Das Merkmal "freidreschend" beze chnet die Eigenschaft der Nichtverwacdhsung von Korn und
aul¥erer weicher Hullspelze, die das Korn beim Dreschen freigibt. Die weiche Hillspelze ist nur
einfach gekielt, im Gegensatz zu den Hullspelzen der nicht-freidreschenden Linien (z.B.
T. m. monacoccum, oder T. m. boeoticum) deren Hullspelze doppelt gekielt ist (Abb.5 Das
Merkmal wurde an den 127 Nachkommen der Kartierungskreuzung untersucht. Dabel wurden
von jedem Nachkommen eine Ahre per Hand auf Verwadisung und Harte der Hiill spelze hin
getestet, die Daten fir "freidreschend” in einen fir JoinMap lesbaren Zustand gebradt und das

Merkmal auf den Genkarten kartiert.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Analyse und Identifizierung der fur die
Badkqualitét von Weizen relevanten QTLs. Fir die Lokalisierung der
QTLs fur die Badkqualitét auf dem Einkorngenom wurde zunéchst
eine Genatypisierung der F-Popuationen 1 und 2 mit RFLP- unc
AFLP-Markern durchgefuhrt, die der Konstruktion einer Genkarte
dienten. AnschlieRend wurde das phenotypische Merkmal
Badqualitét der Kreuzungsnachkommen der Qualitdtspopulation
mittels SDS-Sedimentationsvolumentest und des Proteingehalts
bestimmt. Auf der erstellten Genkarte wurden dann durch statistische
Methoden de QTLslokalisiert.

Um einen Einflul® der Glutenine auf das Merkmal Badkqualitéat zu
untersuchen, wurde die dlelische Zusammensetzung der Glutenine
analysiert, die Allele aif der Genkarte kartiert und eine Korrelation
mit den identifizierten QTLs Uberprift. Im Hinblick auf eine
zukunftige kommerzielle Nutzung des Einkornweizens wurde
zusétzlich das morphologische Merkmal "freidreschend” auf der

Genkarte lokalisiert.

3.1 Genotypisierung der Populationen 1 und 2 mit AFLP und
RFLP-Markern

Fir die Erstellung einer Genkarte wurden die F,-Popuationen 1und z
mit AFLP- und RFLP-Markern analysiert. Die AFLP-Marker dienten
der dichten Abdedkung des Genoms, die RFLP-Marker as Anker um
die AFLP-Marker den sieben Einkornchromosomen zuordnen zu

kdnren.

Abb.7: Abbildung der AFLP-Primerkombination E4132von den
Eltern der Kartierungs- und der Badkqualit&tspopulation (ID6Y
ID49 und 1D362 1D1331). Flankierend ist der 1kb-Marker
aufgetragen. Das Prinzip der Bandennummerierung ist in
Material und Methoden, Punkt 2.2.1.2 erklért. Die fortlaufende
Numerierung der AFLP-Banden beginnt mit der ersten
polymorphen Bande der Kartierungspopulation urd endet mit
der letzten. Sie setzt sich bel der ersten polymorphen Bande der
Qualitéskreuzung fort. Die fir beide Populationen identischen
Banden erhaten anstelle éner Nummer einen Buchstaben, der
fur beide Popualtionen deich ist.
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AFLP-Analyse

Die Anayse der Qualitatspopulation mit AFLP-Markern wurde mit jeweils neun verschiedenen

E-, bzw. M-Primern vorgenommen, de in 29 Kombinationen angewendet wurden. Die 29

K ombinationen ergaben 294lesbare, polymorphe Banden. Die Kartierungspopuation wurde mit

jeweils funf unterschiedlichen E- und M-Primern analysiert, die mit 18 Primer-K ombinationen
Zu 196 lesharen Banden gefiihrt haben (Tab.3). Sechzehn Primer-Kombinationen wurden auf
beide Populationen angewendet. Mit Hilfe einer 1kb-Leiter und basierend auf Musterghnli ch-

keiten sich wiederholender Banden konnten 27 Fragmente identifiziert werden, die in beiden

Popuationen identisch waren und so eine spatere Integration der Genkarten ermdglichen.
Beispie haft fur alle AFLP-Marker ist die Primer-Kombination E4132von den Eltern ID 49 und
ID 69 dr Kartierungskreuzung, als auch der Eltern ID 362 undID 1331 dr Backqualitéats-

kreuzung in Abbildung 7 dargestellt.

Tab.3: Liste der AFLP-Marker, die fir die Genotypisierung der Populationen 1 und 2 verwendet wurden. Die
Nomenklatur AFLP-Marker erfolgte nach dem in Punkt 2.2.1.2, Material und Methoden beschriebenen Prinzip (siehe
auch Abb.7). Der Name dnes AFLP-Markers stzt sich aus der verwendeten Primer-Kombination urd einer
fortlaufenden Numerierung der polymorphen Banden zusammen. In beiden Populationen identische Banden erhalten
anstelle der laufenden Nummer einen Buchstaben. In der Tabelle ist angegeben, fir welche Population der Marker
angewendet wurde und obsich der Marker auf einem prézsen Locus kartieren lief3 (1) oder ob er lediglich mit einer
Koppdungsgruppe der sieben Einkornchromosomen koppelte (2). Die entsprechende Nummer der Koppungsgruppe
ist unter (3) angegeben. Bei Nichtbeachtung des Jump-Wertes konnten die meisten unkartierten AFLP-Marker einer
Region auf den Genkarten zugeordnet werden, die ds Untergruppe bezechnet werden (siehe auch Abb.9 und Punkt
2.2.4, Material und Methoden). Die Nummer der Untergruppe in der sich der Marker befindet ist unter (4) angegeben.

Primer- Bande Pop. kartiert gekop Chrom Unter | Primer- Bande Pop. kartiert gekop Chrom Unter
komb. Nr. Q) pet(@2 (3 g.@] komb. Nr. Q) pet(2 (3 gr.(4
E32M60 1 1 X 6 92 |E32vi61 8 1 X 6 90
2 1 X ba 66 9 1 X 5a 65
3 1 X 1 6 10 1 X 5b 77
4 1 X 32 12 1 X 3 36
5 1 5a 59 13 1 X 3 39
6 1 X 6 93 14 1 X 6 92
7 1 ba 65 |E33M62 1 1 X 6 91
8 1 ba 66 2 1 X 6 93
9 1 5a 54 3 1 X 1 4
11 1 X 2 19 4 1 X 6 92
12 1 X 5a 63 6 1 X 3 32
E32M61 1 1 X 3 36 8 1 X 3 34
2 1 53 9 1 X 2 17
3 1 X 4 88 11 1 X 5a 67
4 1 X 6 92 12 1 X 6 89
5 1 X 6 92 13 1 X 5a 56
6 1 X 5a 69 |E35M48 1 1 X 1 5
7 1 X ba 63 2 1 X 3 32
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5

90

90
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90
61

10
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5a

90
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5a
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22
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28
29
30

29
92

1

E36M40
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90

3
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10
1
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E35M59
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5b

68
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10
12
13
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36
98

14
1

E35M60

90
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5b

62
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79

5b
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1

E35M61

47

22
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ba

10
11
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E36M36
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Primer- Bande Pop. kartiert gekop Chrom Unter | Primer- Bande Pop. kartiert gekop Chrom Unter

komb. Nr. QD pet(@2 (3 o.(4@] komb. Nr. 1) pet2 () g4

E36M62 12 1 X 6 91 |E37M38 ¢ 1,2 X 5a 64

E37TM32 2 2 E37M40 2 2 X 1 2
3 2 5a 63 4 2 X 3 31
8 2 X 6 92 5 2 X 1 2
10 2 X 4 49 8 2 X 2 18
11 2 10 2 X 4 49
13 2 X 4 48 13 2 X 1 4
16 2 14 2 X 2 22
17 2 X 1 5 15 2 X 2 22
20 2 16 2 X 5b 79
22 2 X 6 93 17 1

E37M33 1 2 ba 63 19 1 X 2 22
3 2 X ba 58 20 1 X 6 91
4 2 21 1 X 6 91
5 2 24 1 X 4 43
7 2 ba 61 25 1 X 1 5
11 2 2 19 a 1,2 7 99
14 2 X ba 68 b 1,2 X 7 101
16 2 X 4 49 c 12 X ba 66
20 2 X 5b 80 d 1,2 X 3 35
21 1 X 1 5 E37TM48 1 1 X 24
22 1 41 2 1 4 52
23 1 1 11 3 1
26 1 2 14 3B 1 X 5a 65
28 1 X 5a 67 4 1 6 92
30 1 6 1 4 51
a 1,2 5a 61 7 1 5a 60
b 1,2 6 920 8 1 X 6 93
c 1,2 X 6 88 |E37M60 1 1 X 1 5
d 1,2 X 6 89 2 1 X 5b 73

E37TM38 1 2 X 6 96 3 1 5b 83
2 2 X 4 49 4 1 1 4
3 2 X 2 23 5 1 1 5
4 2 X 6 94 6 1 X 3 36
7 2 X 2 17 7 1 X 1 12
10 2 X ba 65 8 1 X 6 86
12 2 X 7 100 9 1 X 2 19
13 2 X 6 920 10 1 X 1 7
14 2 X 6 60 |E37™M61 1 1 X 6 94
15 2 X ba 65 2 1 X 5a 58
16 2 X 4 50 3 1 X 1 5
19 1 4 1 103
a 1,2 X 3 34 5 1 5a 64
b 1,2 X ba 58 6 1 3 38
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Primer- Bande Pop. kartiert gekop Chrom Unter | Primer- Bande Pop. kartiert gekop Chrom Unter
komb. Nr. QD pet(@2 (3 o.(4@] komb. Nr. 1) pet2 () g4
E37TM61 7 1 X 7 100 JE4OM33 2 2 X 5a 64
8 1 X ba 60 4 2
9 1 X 2 14 5 2 X 1 5
10 1 X 2 17 7 2 X 4 46
E38M61 1 1 X 6 92 10 2
2 1 X 2 20 11 2 X 5b 70
3 1 X 6 87 19 2 X 1 2
5 1 X ba 63 |E40M38 5 2 X 5b 81
7 1 X 2 15 9 2 X 6 95
8 1 14 2 X 3 26
9 1 X 1 13 19 2 X 4 48
11 1 X ba 64 20 2 X 3 27
12 1 X 6 87 21 2 X 2 18
13 1 X 3 39 23 2 X 2 21
E4AOM32 1 2 X 4 50 24 1 X 3 36
4 2 X 5b 83 29 1 X 5a 61
5 2 X 2 17 32 1 X 88
9 2 5b 77 34 1 X 7
11 2 1 5 35 1 X 1 6
16 2 ba 58 36 1 X 5b 76
17 2 X 6 20 37 1 X 1 3
18 2 92 a 1,2 X 91
19 2 5b 73 b 1,2 X 5a 57
20 2 c 1 X 3 30
21 2 3 32 d 2 X 6 95
24 2 3 29 e 1,2 X 1 6
25 2 X 4 49 |E4OM40 1 2
26 2 X 3 32 2 2 X 3 30
29 1 2 15 3 2 4 49
31 1 5b 87 4 1 5a 58
32 1 2 21 6 1 5a 66
34 1 3 28 7 1 X 5b 74
36 1 1 8 9 1 5a 55
40 1 X 4 49 10 1 6 94
41 1 X 6 91 12 1 X 3 36
42 1 X 6 91 13 1 1 2
45 1 4 49 14 1 5a 55
a 1,2 7 101 15 1 5a 68
b 12 4 47 16 1 7 98
c 1,2 X 4 48 17 1 X 4 50
d 1,2 X 1 9 19 1
e 1,2 X 2 23 |E41MmM32 1 2 X 5b 79
f 1,2 2 2 X 5b 77
g 1,2 X ba 57 4 2
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gekop Chrom Unter

pelt (2)

Bande Pop. Kartiert

ar. (4

3

1)

Nr.

komb.
E41IM38

15

18
19
20
21

70

5b

16
69
11
95

22
25
28
29
31

5a

31

57

5a

22
56

1,2

5a

90

3

E41M40

101

90
19

35

11
14
17
19
20
21

86

86

61

5a

24
26
27

30
16
93
85

29

5b

17
71

1,2
1,2

5b

99

4

E41M48

88

15
65
13
98

5a

10
11
12

38

1

E42M 32

19
19

36

13

gekop Chrom Unter | Primer-

Bande Pop. kartiert

Primer-

pelt () (3 or.(4

)

Nr.

komb.
E41M32

92
23
19
20
98
93
18
11
92

7

10
11
18
20
21

22
23
24
26
28
29
31

85
30
92
99
30
60

5b

32
33

ba

1,2
1,2

22
29
48

1

E41IM33

32
95

97

13
19
20
21

19
19

23
25
26
27

29
66
94
56

5a

5a

28
29
30
34
37

92
46

31

36

1,2
1,2

19

4

E41IM38

11

94

14
15
16

34
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gekop Chrom Unter

pelt (2)

Bande Pop. Kartiert

ar. (4

3

1)

Nr.

komb.
E42M 38

47
101

4

30

36

34
103

19
21

22
25
29
30
33
36

64
78
27

5a

5b

20
68
62
16

5a

5a

38
42

13
78
67

5a

1

E42M40

5b

90
36

76
90
49
100

5b

10
13
14
18
26
27
30
32

25
25

58

5a

37

33
34
35

55

5a

68
50
94

5a

1,2

36

1,2
1,2

gekop Chrom Unter | Primer-

Bande Pop. kartiert

Primer-

pelt () (3 or.(4

)

Nr.

komb.
E42M 32

21

16
18
20
21

92
75
29

5b

24
25
34
35
36

80
45

5b

55
26

5a

90

1,2
1,2

1

E42M33

47

48

49

75
60
24
29

5b
ba

10
13

14
15
17
19
20
21

80
40

5b

92

17

100

23
25
26
27
28
30
33

92

12
88
90
12

1,2

14
88
20

2

E42M38
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RALP-Analyse
Die Analyse mit den kodaminanten RFLP-Markern diente der Zuordnurng der AFLP-Marker zu
den sieben Chromosomen. Dazu wurden RFLP-Sonden verwendet, deren Lage in den Chromo-
somen A von T. aestivum und T. monococcum bekannt ist. Aufgrund einer hohen Kolinearitét
zwischen T. aestivum und T. monococcum und einer Ubereinstimmende Kopplung mehrerer
Triticum-Sonden einer Chromosomennummer mit einer Kopplungsgruppe von AFLP-Markern
des Einkorngenoms konrten de Chromosomennummern von T. monococcum zugeordnet

werden.

Die RFLP-Anayse wurde bei
der Quadlitétspopulation  mit

F,-Nachkommen

ID 1331

116, ® der Kartierungspopu
lation mit 89 RFLP-Markern
durchgefihrt, von cenen acht-
zehn, lew. zwanzig Sonden
polymorphe Signale ergeben
haben (Tab.4, Abb.8. Von dcen
actzehn, lezw. zwanzig pdy-

Abb.8: Phosphorimager-Darstellung einer RFLP-Anayse von

Population 1 mit der weizengenomischen Sonde WG983. F,- morphen RFLP-Markern waren
Nachkommen mit Bande A sind homozygot zu ID362, solche . .

mit Bande B zu I1D1331, wahrend Nachkommen mit beiden adit auf beiden Populationen
Banden heterozygote F,-Pflanzen darstellen. poymorph. Bei 28 Sonden

konrte éne mit dem Weizen
Ubereinstimmende Kartierung auf dem Einkorngenom determiniert werden, wahrend de beiden
Sonden PSR128 und WG282 kei Weizen und Einkorn auf verschiedenen Chromosomen
kartieren. PR128 kartiert in Weizen auf dem langen Arm von Chromosom 5, wurde in deser
Arbeit aber auf dem Chromosom 1 von Einkorn lokalisiert. Der Marker WG282 kartiert in
Weizen auf dem langen Arm von Chromosom 6, hier konnte er auf Chromosom 4 lokalisiert
werden (siehe Diskussion). Acht Marker waren fir beide Populationen identisch urd konrten
als Anker fir die Erstdllung einer integrierten Karte dienen (Tab.4).
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Tab.4: RFLP-Marker und ihre Postionen auf den Chromosomen des
Chromosomensatzes A von Triticum-Arten urd auf den Einkornpopulationen 1 und 2
In der Tabelle ist angegeben, ob de Sonde auf einem spezfischen Locus kartiert oder
sich lediglich einer Koppungsgruppe aordnen lielZ. Die eamittelte
Chromosomennummer im Einkornchromosom ist unter (1) aufgefuhrt, die der
Chromosomenuntergruppe unter (2).

(*) siehe auch Abb. 9 und Tab. 3

Symbol  Kopplungs | Pop. Sonde Sonde  Kopplungs Unter-
- gruppein kartiert auf koppelt gruppedes gruppe
anderen einem nur mit Einkorn 2 ™*)
Triticum spezfischen Chrom. Chromosoms
Arten L ocus (D
WG983 1L 1 X 7
PSR601 1L 1 X 1 7
Glul 1L 2 X 8
Gli1 1S 2 X 8
PSR102 2L 1 X 21
PSR934 2L 1 X 2 15
WG996 2L 2 X 18
WG178 3L 1,2 X 31
PSR931 3L 1,2 X 3 37
PSR910 3S 2 X 30
PSR105 4S 1,2 X 46
1
PSR131 4L 1 X 4 42
WG6464 4 2 X 48
PSR604 5Lo4 | 1,2 X 57
WG199 5 1 X 59
CDO0O412 5L 1 X 80
PSR164 5L 1,2 X 79
CDO590 5L 1 X 83
PSR637 5L 1,2 X 5 74
WG114 5L 2 X 80
WG364 5L 2 X 72
WG1026 5L 2 X 74
WG644 5L 2 X 78
WG223 6 1 X 93
PSR113 6S 1 X 6 93
PSR627 6S 2 X 88
WG420 7 1,2 X 7 100
WG380 7 1,2 X 102
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Genkarten-Berechnung
Fir die Kartierung wurden die molekularen Daten der beiden Populationen zunéchst auf
Segregationsstorungen hin untersucht. Die Analyse der Datenqualitdét wurde durch das
Programm JoinMap (Stam, 1993 Stam und Van Ooaijen, 195) mit dem x2-Test durchgefiihrt.
Die Ergebnise dieser Anayse geben AufschluR darilber, ob die Abwechung des
Segregationsmusters von der erwarteten 3:1-, bzw. 1:2:1-Spaltung als zuféllig angesehen
werden kann und de molekularen Daten damit signifikant sind, oder ob die Segregation gestort
ist, was durch eine zu hote Abweichung von der erwarteten Spaltung sichtbar wird. Das in der
Statistik standardméallig verwendete Signifikanzniveau liegt bel a > 5%. Grolere Werte von o

bedeuten eine stérkere, kleinere Werte eine entsprechend schwéchere Signifikanz.

Die Ergebniss der hier durchgefiihrten

Tab.5: Anzahl der molekularen Marker, deren ) )

Segregation in Population 1 und 2 mit einer Signifikanz Untersuchung sind in Tabelle 5
von ot > 10%, o> 5% und ot < 5% dem erwarteten Wert

einer 3:1-, bzw. 1:2:1-Spaltung entspricht. Daten mit dargestellt. Von den 312 Markern (294
einem Wert von o« > 5% werden in der Statistik als AFLP-Marker und 18 RFLP-Marker)
signifikant angenommen.

mit denen die Quadlitétspopulation

Pop1 | Pop2 analysiert wurde, liegt das
Anzahl Marker mit @ >10% | 269 | 214 Signifikanzniveau bei 269 Markern
Anzahl Marker mit o > 5% 37 2 Uber 10%, bei 37 Markern zwischen
Anzahl Marker mit @ < 5% 6 0 5% und 1®6 und rur sechs Marker

haben einen Wert unter 5%. Bei der

Kartierungspopuation haben 214 Marker von 216(196 AFLP-Marker, 20 RFLP-Marker) ein
Signifikanzniveau a von Uker 10% und lediglich bei zwei Markern liegt a zwischen 5% und

10%. Kein Marker der Kartierungspopulation hat einen a-Wert

unter 5%. Tab.6: Verteilung der gemeinsamen
AFLP- und RFLP-Marker, die fur die
Integration der Datensétze der Popula-

Von alen Markern aus Tabelle 5 wurde fiir jede Population ~ fionen 1 und 2 kendtigt werden, Gber
die Koppungsgruppen der sieben

einzeln eine Kopplungsanalyse durchgefiihrt und die paarwei-  Einkornchromosomen

sen Daten der beiden Populationen in einer gemeinsamen Datei

gespeichert. Fir die Intergration der Datensdtze der beiden

. . . , Chrom. | Anzahl | Anzahl
Popuationen standen JoinMap 27 identische AFLP-Banden AELP- | RELP-

und acht gemeinsame RFLP-Marker als Anker zur Verfligung. Marker | Marker

Diese verteilten sich wiein Tabelle 6 dargestellt auf die sieben
Chromosomen. Fir die Berechnurg einer integrierten Karte

wurden anschliefend de Marker bei einem

oo

~NodfrwNne
N TR WWO D
N ONRPRERNOO

46



Wahrscheinlichkeitswert von LOD>3,0 (siehe 1.21) Kopplungsgruppen, bei denen die
Markerreihenfolge noch urbestimmit ist, zugeordnet. Mit Hilfe der RFLP-Anker konrten acht
Kopplungsgruppen  identifiziert werden, welche die sieben Einkornchromosomen

representieren. Chromosom 5 wird dabei von zwei Kopplungsgruppen abgededt.

Insgesamt konrten von 528 péymorphen Markern 4% Marker einer Koppungsgruppe
zugeordnet werden. Die Kopplungsgruppen der Chromosomen 1-7 umfassen insgesamt 84, 57,
60, 41, 73, 4079, bzw. 21 Marker (Tab.7), von cenen bei den JoinMap-Parametern Jump- und
Triplet-Wert 6 die Karten berechnet wurden. Es kommt lediglich bei den Chromosomen 1 und 2
zu einer Bildung von funf bzw. einer fixierten Markeranordnung (siehe Punkt 2.2.4, Materia

und Methoden).

Tab 7: Anzahl der molekularen
Marker und ihre Aufteilung auf

KOpplungS 1 2 3 4 5a 5b 6 7 geS die adt Koprjungsgrupmn,

gruppe welche die sieben Einkorn-

nur Pop.1(1) 59 28 33 18 54 20 45 11 268 chromosomen representieren. Es

Anzahl  irpop 2(2) 21 24 22 20 15 17 29 6 154 'S Sowohl die Anzehl Marker die
gekoppe“er von Pppulallon 1 (1), bzw.
Marker gemeinsame(3) 4 5 5 3 4 3 5 4 33 Popuaion 2 (2) sammen, as
auch die der gemeinsamen

Summe(4) 84 57 60 41 73 40 79 21 455 Marker (3) und de Gesamtzahl

(4) angegeben.

Die berechneten Karten der sieben Einkornchromosomen sind in Abbildung 9 dargestellt. Die
sieben Chromosomen dedken eine Genom-Gréfe von 106@M ab, mit insgesamt 306 Markern
und einem durchschnittlichen Markerabstand von 3,8cM (Tab.8). Markerabstande von mehr
as 15cM treten lediglich bei den Chromosomen 1, 4 und Guf. Bei Chromosom 1 ist zwischen
den Markern PR128 undE4232 eén Abstand von 1M, Chromosom 4 weist eine Distanz von
35cM zwischen den Markern E37482 und E32613 auf und kei Chromosom 6 kommen
Markerabstdnde von 17 lkxw. 22 cM zwischen den Markern E37608 undE403231, lzw.

E373801 md E413306 vor. Tab.8: Tabelarische Dar-

stellung der Genkarten der

sieben Einkornchromoso-

Kopplungs 1 2 3 4 5a 5b 6 7  ges men. Es ist die Anzahl

gruppe kartierter Marker, die von

Anzahl Pop. 1 (1) 28 19 28 15 30 13 28 9 170 Population 1 (1),

kartierter Pop. 2 (2) 19 19 12 14 12 12 20 5 113

Population 2 (2) stammen,
sowie die der gemein-

Marker gemeinsame(3) 3 4 4 2 2 2 3 3 23 samen Marker

Summe (4) 50 42 44 31 44 27 51 17 306

angegeben. (4) gibt die
Gesamtanzahl Marker auf

den Chromosomen an. Die

Kartenlange 169 177 169 129 120 109 146 47 1066 Kartenlange

(5) [cM] Morgan bzw. der mittlere
Marker-abstand auf den

mittlerer 3,38 4,21 384 4,16 2,73 4,04 2,86 2,76 3,48 Chromosomen

Markerab- (5), bzw. (6) abzulesen.
stand (6) [cM] Die Spalte "ges." beinhal-
tet die Summen der Werte

dler seben
47 chromosomen.




Chromosom 5 ist aufgrund fehlender Koppung in zwei Gruppen unterteilt, die hier as
Chromosom 5a und 5b lezeichnet werden. Uber die genaue Lange des gesamten Chromosoms
lassen sich aufgrund der fehlenden molekularen Information, die hier zu der Zweiteilung
gefuhrt hat keine Aussagen madhen. Uber die Verteilung der gemeinsamen Marker, die fur die
Integration der beiden Datensdtze benttigt wurden, gibt die Abbildung 10, de eine
schematische Darstell ung der sieben Chromosomen enthalt, Auskunft.

Chromosom1
0 +£36407
5 +£423208 | 1
6 +PSR128
29 +*E£4232¢
32 +£413811
33 I +Gli-1
34 +£403319 | 2
35 +£424030
36 i +£374005
48 JHR «€423822 1 3
65 +£33623
66 il @ «€374013 | 4
68 +«E£35597
71 Wl I§ +E403305
71 YO «€E423327
73 AFE *£36626
75 I «£403211 | 5
76 +£35608
77 *£414005
78 +*£413821
80 | +E4038e
82 W +E36367
82 &Y +€423315| 6
84 Yy, *E£35606
87 \{, +PSR601
SR e
B .
Abb.9: Integrierte Karten der sieben 89 /IR +*E35614
Einkornchromosomen mit AFLP- und RFLP- o1 -8 *Ei?35%5 7
Markern. Die Zahlen auf der linken Seite des 2§ DI
Chromosomenriickrades geben die Summe der 96 = +£413329
centi Morgan zwischen den Markern an. Die gg *gvé%‘g%ﬁ
Chromosomen werden in Untergruppen 103 I :Glu-I
urterteilt, die durch Striche und Zahlen auf 104 firlt viwz | g
der rechten Seite der Chromosomen markiert }82 A 55‘4%13808
sind (siehe Materiad und Methode, Punkt 108 B +«€4032d 9
2.2.4). Die hier dargestellte Léange der 111 Wl +€423301
i i 115 W +£363624
Chromosomen ~ entspricht  nicht  der 120 36176 | 10
tatsachlichen berechneten Lénge, sondern 125 *E413223
entsteht durch die Anzahl der kartierten 140 +£373323 | 11
Marker. Die Chromosomenldnge in centi 148 (E293829
Morgan ist an der cM-Zahl des letzten 153 «£37607 1 12
Markers jedes Chromosoms abzulesen 159 +*£41489
165 +E38619 I 13
169 +£4238c
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Chromosom?2

+£373326 |
+£37619
«£413818
*PSR934
+E41487
«£423842 |
i +€413822
Ik +E33629 I
kA «E376110
k +E403821
& +£374008
+*WG996
«£423205
+E£413321
+*E414014
b *£36409
| «E413211
«£413320
), *£37609
+£4133¢c
sfreidresch.
*£373311
«£423204
| +£423803
| +£E413218
*PSR102
«£403823
+«£403232
*£373216
+£374019
+£374015
F +£35618
+*£363627
® *E4138b
i +E£4132b
it «£413210
it +£373803
it *+E4032e
i *£37481 |
+£423313
*E424027|
+£424026

14
15

16
17

18

19

20
21

22

23

25

Chromosom3

+£423236
+£403814
+£423830
| *£403820

+£423314
+£4132¢
+£413325
+E£423221
+£413232
+£40402
+£423807
) +£413228
+PSR910
, *£4038¢
), *£414026
+£413337
+£36362
+£413831
*WG178
+E£32604
+£35482
+£35603
+£35485
+£413816
+£423819
| *£33628
| +£363628
| *£37380

| +£404012
Il +£326112
! sE£41330
l +£355910
+£424033
+PSR931
+£37616
+£326113
+£35489
+£386113
+£366210
+£423319

49

26
27

+£403234 1 28

29

30

31

32
33

34

35

36

37
38

39
40

Chromosom4
0 —— *E373322
9 -H- *PSR1316

+£374024
+£36621
+£423234
+£36622
+WG282
*£413334
+£35613
+£423804

| «£4032b
Il «£423302

+£423307
+£403819

) +£364012

+£403245
+£373210
+£374010
+£403225
+£40403

+£423308

| +£373802
¢ «£424013

+£404017
+£373816

i *£403201

*E£4240q
+£37486
+£36624
+£37482

+£32613

41
42

44
45

|
I
1
1
!
| 46
|47
| 48

49

50

1 51
1 52
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Chromosom5

+£32609
*£424034
*£423235
*£336213
i *E4138¢c
*PSR604
*E£4138a
*£4032g
*£4038b
*£37612
| *£373303
il *£403216
ll *£363616
*WG199
*E£37487
*£37618
I »£E423310
i +£413233
*£3733a
+x£373307
, *£363614
*E£ 35591
+£423838
*£38615
*£326012
*E£373301
*£423825
*£403302
+£386111
\ *£37615
*£373810
| *£36408
*£373815
+£32607
*£41488
*£36628
*£32602
*£32608
*£363623
*£336211
+£423836
*£35598
+£32616
+E£35605

+*£403311
+*E4140c

*WG364

+£37602
+£403219
+£364020
+*PSR637

+£40407
+£423309
+£423220
+*£424008
+*£326110
+*£413202
+*£403209
+WG644
+£423829
+*£424001
+*E£35607
+*£363611
«CD0412

+£403805
+*£356113
+£35592
+*£403204
+CD0590
+*£35611

+*£413226

54
55

56

57

58
59

60

61
62
63

64

65

66

67
68
69

70
71
12

73

74

75
76

7

18

79
80

81
82

83
84

85

Chromosom6

*£414020
*£414019
*£37608
*£403231
»£386112 I
*£38613
*E£3733¢
*PSR627
*£32614
423333
*£36627
*£36365
»£336212
*»£373813
*£363612
*£363610
*£363613
*£363615
*£414003
*£414011
+»£373814
) *£3733b
*£4232b
*E£374020
*£403241
*£4038a
*£33621
*£366212
*£33624
| »£413224
*£403218
*£37484
+£423328
*£413330
*£32615
*£423218
*£326114
*£32601
*£38611
*PSR113
*£33622
*£413221
*£413327 I

*£413814
*£373804
*£413304
*£403809
+*£413829
| *£4038d

*£373801 1
+*£413306 1

50

86
87

88

89

90

91

92

93
94

95
96
97

Chromosom?7

0 — *E404016

3 1+ «e414810| 98
5 1 «£413220

16 - «E3740a
18 1L we21484 199

2o\ E358%°
- *

27 NV 373812 100
29 - «£424014

31 “H> «E414006 101
32 /A +€40320

33 +«£423806

38 1 «£355912

45 - «£423821

«E£37614 102
47 =~ *WG380I
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Abb.10: Schematische Darstellung der sieben Einkornchromosomen. Es snd nur die gemeinsamen Marker der
beiden Populationen dargestellt. Die Gréle der Chromsomenabhbil dungen ist standardisiert und entspricht nicht
der relativen GrolRe der jeweiligen Chromosmen. Die Abbildung stellt eine Ubersicht tber die Verteil ung der
fur die Integration der beiden Datensédtze genutzten gemeinsamen Marker iber das gesamte Genom dar.

Die so berechneten Genkarten bildeten de Basis fir die Identifizierung und Lokalisierung der
QTLsfir die Badkqualitéat. Dafir wurde ds nachstes das phenotypische Merkmal Badkqualitét
bei den Nachkommen der Qualitétspopulation analysiert.

3.2 Analyse der Backqualitat

Basierend auf den Werten der Fs-Nachkommenschaften wurde die Badkqualitét der einzelnen
F,-Individuen der Qualitatspopuation hier durch den SDS-Sedimentationsvolumentest und cen
Proteingehalt des Mehls bestimmt. Der Quatient aus beiden wurde als Mal3 fir die Backqualitét
der Nachkommen der Qualitétskreuzung ID 1331 xID 362 genommen. Ein BQ-Quatient um
2,0 zeigt eine gute Backqualitét an, wahrend ein Quotient um 0,5 eine schlechte Qualitét
bedeutet. Da die Badkqualitéat abhangig von Klimaéanflisenig, sind de Werte je nach Jahr und
Ort unterschiedlich. Die durschnittliche Qualitét in S.Angelo ist im Vergleich zu Kdln nach
Untersuchungen von Borghi et al. (199%) bessr. Das lief? sich auch in diesen Untersuchungen
belegen (Abb.11).

Die Werte fur Backqualitét zeigen in alen vier Untersuchungen anndhernd eine Normalver-
teilung, die je nach Jahr zu besseren oder schledhteren Werten hin verschoben ist. Die fladche,
aber breit verteilte Kurve von Kéln 1996zeigt im Vergleich zu den Jahren 1997 urd 1998eine
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Abb.11; Anzahl der F2-Individuen in Abhé&nigkeit
ihrer Backqualitat, die ds BQ-Quotient aufgetragen
ist. Der BQ-Quotient berechnet sich aus dem SDS-
Sedimentationsvolumen pro Proteingehalt undist ein
Schnelltest fur die Backqualitat. Individuen mit
schlechter Backqualitdt besitzen einen BQ-
Quotienten von ca. 0.5, solche mit guter Backqualitét
um 2,0. Die Werte wurden aus den Backqualitéts-
analysen der F2-Nachkommen der Backqualitéts-
kreuzung gewonnen und stammen aus Kéln 1996-
1998 (A-C) und S.Angelo 1998 (D). Abb.11E stellt
diegemittelten Werteder 4 Einzelanalysen dar.

grofe Anzahl Individuen in guten Qualitétsbereichen. In den Jahren Kéln 1997und 1998 liegt
die Anzahl der Individuen mit einer Qualitét unter dem mittleren Badkqualitétswert (ca 1,5 bei
83% bzw. 7%%. Wahrend das Jahr 1998 in Kdln vergleichsweise schlechte Badkqualitdten

ergab, zeigt die Kurve von S. Angelo einen Anteil Individuen Gber dem mittleren Backquali-

tétswert von ca 50%. Um die QTL-Analyse unabhangig von Umwelteinfliissen durchfiihren zu

kénren, wurden de Mittelwerte aus den Jahren 1996bis 1998in Kéln undden Qualitéatswerten
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1998 aus S. Angelo berechnet (Abb.11 E). Die Kurve ist etwas zu den schledhteren Werten
verschoben. Der Anteil Individuen, deren Qualitat unter dem mittleren Badkqualitatswert liegt,
ist ca 65%. Fir die QTL-Anayse wurden sowohl die Einzel- als auch die Mittelwerte in ein fur
MAPMAKER leshares Format gebracht und waren so einer datistischen Auswertung

zugangli ch.

3.3 QTL-Analyse

Die QTL-Anayse wurde mit dem Intervall kartierungsverfahren von Lander und Botstein (1989
durchgefiihrt. Das verwendete Computerprogramm war MAPMAKER/QTL Version 1.1b, das
anhand von LOD-Werten die wahrscheinlichste Position eines QTL im Genom lokalisiert. Flr
die Identifizierung und Lokalisierung der QTLs bendtigt das Programm eine Genkarte und
Informationen Ubker das quantitative Merkmal jedes Nachkommen. Um MAPMAKER/QTL eine
Genkarte zuganglich zu machen, missen molekulare oder Sequenzinformationen vorher von
MAPMAKER/Exp. in die dem Programm MAPMAKER/QTL entsprechende Form gebradt
werden. Da MAPMAKER nicht mit integrierten Informationen aus verschiedenen Kartierungs-
experimenten rechnen kann, wurden die der Qualitatspopulation stammenden Informationen in
Form von Markerrahmen fur die QTL-Berechnung zur Verfliigung gestellt (siehe Material und
Methoden, Punkt 2.2.51).

3.3.1 Markerrahmen fur die QTL-Berechnung

Fir die Erstellung der Markerrahmen wurde das Tab.9: Lange und curchschnitdi cher

Programm MAPMAKER/Exp. Verson 30 genutzt. Markerabstand der mit MAPMAKER
berechneten Markerrahmen in centi

Dem Programm wurden de molekularen Daten der Morgan
Qualitdtspopulation zur Verfigung gestelt und die

. . . Marker- L& ittl
Markerrahmen auf die in Punkt 2.2.6in "Material und ral{fmgrn [2&%8 T,'larir:
Methoden" beschriebene Weise berechnet. Die abstand
o _ o 1 1700 7,08
Rahmen sind in Abbildung 12 dargestellt. Sie zeigen 2 3283 14,9
. . .. s . 3 2775 9,9
bis auf Chromosom 1 eine grof¥ere Lange, als die von 4 1606 115
JoinMap berechneten Chromosomen (Tab.9) und Sa 2310 79
: R : 5b 1746 134
umfasen eine Genomgroé (e von insgesamt 1696,6¢cM, 6 2790 9,9
’ : _ 7 756 6,9
was der ca 15fachen Lange der JoinMap-Karte S 10,2

entspricht.
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Ursachen fir diese Kartenausdehnurg liegen zum einen in der etwas unterschiedli chen Berech-

nungsweise der centi Morgan aus den Rekombinationsereignisen (Qi et al. 1996) und zum
anderen aus der Tatsache, dal? MAPMAKER Absténde zwischen Markern berechnen mui3, de

das Programm aufgrund der fehlenden Dateninformation aus der Kartierungspopuation in

dieser Reithenfolge eventuell nicht so beredhnet hétte. Die Markerrahmen werden anschlief3end
vom Programm MAPMAKER/QTL geladen und zur ldentifizierung und Lokalisierung der

QTLsgenutzt.

Abb.12.  Markerrahmen
fur die QTL-Analyse der
Chromosomen 1, 2, 3, 4,
5a, 5b, 6 und 7 aus den
molekularen Daten von
der  Qualitatspopulation.
Chromosom 5 wird von
zwei Markerrahmen re-
presentiert. Die Marker-
reihenfolge wurde von
dem Computerprogramm
JoinMap ermittelt und de
Absténde der Marker
anschliel3end von
MAPMAKER berechnet
(sehe Punkt 2.2.6 in
Material und Methoden).
Die Distanz in centi
Morgan zum  jewells
nachfolgenden Marker
wird redits neben dem
Marker angegeben.

Chrom. 1

Marker
E423%
E424030
E33623
E35597
E423327
E36626
E35608
E413821
E403&
E35606
PSR601
E376010
E363626
E35614
E363625
E4240d
E413329
WG983
HMW?2
HMW1
E4032d
E363624
E356116
E413223

Distanz

7,0
38,4
10,0
7,4
7,6
7,9
19
4,1
10,6
7,1
4,0
0,4
19
4,3
6,8
0,1
6,4
7,7
2,7
3,7
11,7
10,1
8,5
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Chrom. 2

Marker
E373326
E37619
E413818
PSR934
E41487
E423842
E413822
E33629
E376110
E37609
E413%
PSR102
E403232
E374019
E35618
E363627
E4138b
E4132b
E403%
E37481
E424027
E424026

Distanz
17,6
7,3
6,0
5,9
11,8
11,0
15,1
11,0
57,7
0,2
13,7
9,5
33,9
3,8
4,7
0,5
8,1
52,5
11,7
20,6
25,9

Chrom. 3

Marker
E423226
E423830
E403234
E413%
E413232
E413228
E403&
E414026
E413337
E413831
WG178
E32604
E35482
E35603
E35485
E33628
E363628
E3740d
E37606
E404012
E4133
E355910
E424033
PSR931
E326113
E35489
E386113
E366210

Distanz
25,7
22,3
19,4
5,6
6,5
3,0
4,3
6,0
3,2
2,3
6,1
47
2,7
18,4
33,1
0,8
9,2
11,2
0,5
10,8
11,1
13,1
9,9
9,6
5,6
12,8
19,6



Chrom. 5a Chrom. 5b Chrom. 6 Chrom. 7

Marker Distanz Marker Distanz Marker Distanz Marker Distanz

E32609 16,1 E414@ 25,2 E414020 13,4 E404016 5,8
E424034 11,3 E37602 6,3 E37608 25,7 E414810 2,3
E423235 17,2 E364020 7,5 E403231 21,7 E413220 18,3
E336213 2,9 PR637 8,1 E386112 9,1 E374a 3,7
E413& 11,5 E40407 28,3 E38613 7,4 E41484 8,9
PR604 4,9 E326110 15,0 E373x 2,7 E423323 6,3
E413& 4,4 E423829 18,5 E32614 4,1 E37617 0,0
E40321 0,0 CD0O412 23,4 E423333 27,1 E3740b 84
E4038b 5,3 E356113 3,9 E3733b 9,2 E40322 9,5
E37612 21,2 E35592 5,9 E4232b 0,1 E355912 12,4
WG199 7,5 CDO540 12,8 E374020 9,0 E37614
E37487 1,1 E35611 19,9 E403241 6,3

E37618 37,9 E413223 E403& 34

E373:a 12,7 E33621 3,5

E35591 0,0 E366212 4,2

E423838 7,2 E33624 0,0

E326012 3,7 E413224 3,0

E356111 8,4 E37484 2,0

E37615 18,3 E423328 0,0

E41488 3,1 E413330 1,8

E36628 3,2 E32615 1,8

E32602 0,5 E326114 4,4

E32608 5,4 E32601 4,5

E363623 4,6 E386112 12,0

E336211 2,9 PR113 19,3

E423836 5,8 E33622 63,8

E35598 7,7 E413327 19,6

E32616 6,3 E413829

E35605

3.3.2 Lokalisierung der QTLs fiir die Backqualitat

Die QTL-Analyse wurde sowohl mit den Einzelwerten der Badkqualitétsanalyse der verschie-
denen Jahre und Standorte, a's auch mit den Mittelwerten aus allen vier Daten durchgefiihrt. Die
Badqualitéatsdaten in Form des BQ-Quctienten wurden in ein fir MAPMAKER/QTL
zugangliches Format gebracht und fir die Lokalisierung der QTLs verwendet. Das Programm
berechnete die LOD-Werte fir das Vorkommen eines QTLs entlang des Genoms und konrte
dabei QTLs auf den Chromosomen 1, 3und 5lokalisieren (Abb.13). Die LOD-Kurven fur die
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Einzel- und Mittelwerte sind in den Abbildungen 1416 dargestellt. Je nach Jahr konrten die

QTLs mit unterschiedlichen Wahrscheinlichkeiten determiniert werden.

1 2 3 4 5a 6 7
] ] m ] ] _E4138¢c ] ]
I I — pR604
T E3242¢ —\ E4l38a
L1 E4132¢ E4032g - E3733¢ |
| Fa038c E3740a
E4038b E3733b
[ [welrs I E3733a -
L1 E4232b
E4233c
T E4038e T E4032b |1
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T E4240d T E3740d I E4240a L
—E41380 M ea100c —E37400
L1 E4132b E4032a
E4032c L1
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I E4133a E4038d
- —PSR931
T E4233b
L1 L L] L | L] L | wG3so
E4238¢ L

5b

Abb.13: Schematische Darstellung der Lage der drei identifizierten QTLs auf dem Einkorngenom. Die
QTLs s$nd als chwarze Balken links neben den Chromosomen 1, 3 und 5adargestellt. Fir die Darstellung
der Chromosomen wurden nur die gemeinsamen Marker genutzt.

3.3.2.1 QTL auf Chromosom 1

Auf Chromosom 1 konrte in alen drei Jahren und an beiden Standorten ein QTL im Bereich
der Marker E4232Z und E33623 ceterminiert werden (Abb.14). Die LOD-Werte variierten je
nach Jahr und Standort zwischen 6,2 (KéIn 1996) und 21,8(Kéln 199%). Der QTL verschob
sich um wenige centi Morgan zwischen den Positionen 29 und 3 (Tab.10).

Im Jahr 1998 zeigt die LOD-Kurve sowohl in Kdln, als auch in S. Angelo ein zweites, bzw.
drittes Maximum (Abb.14 C und D). Diese Maxima sind wesentlich geringer, as die
Hauptmaxima (Koln: Pesk 1=LOD6,1; Peak2=L0OD4,2.  S.AngeloPe&k 1= LOD 150;
Ped&k 2= LOD 8,2, Pesk 3= LOD 9,5) undliegen weiter proximal.

Bei ener Mittelung der BQ-Werte zeigt die LOD-Kurve ebenfals ein Zwischenmaxima. Der
QTL lie3 sich mit einem LOD-Wert von 15,4in einem Cl < 1 cM auf Position 30 lokalisieren.
Der zweite Pedk liegt ebenfalls im Intervall zwischen den Markern E4232c und E424030auf
Position 33.
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Abb.:15 Analyse der Badkquditét durch Intervallkartierung auf Chromosom 1. Es $nd die LOD-Kurven
(vertikale Achse) der Badkqualitdt entlang des Chromosoms (horizontale Achse) in Kéln in den Jahren 1996 (A),
1997 (B) und 1998 (C), sowie S.Angelo (D) dargestellt. In E ist die LOD-Kurve der Intervalanayse der
gemittelten Badkqualitétsdaten aufgezegt. Die horizontale Achse ist mit einer Auswahl kartierter Marker
beschriftet.
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Tab.10: Positionen der QTLs auf den Chromosomen 1,3 und 5h (1) Position des QTL
= centi Morgan Abstand des QTLs vom Anfang des Chromosoms. (2) LOD-Wert =
Logarithmus des Quotienten der Wahrscheinlichkeit, mit der der QTL auf dieser
Position kartiert und der Wahrscheinlichkeit, dal3 er dort nicht kartiert. (3) Cl =
Konfidenzintervall, centi Morgan-Distanz, in der der LOD-Wert zu beiden Seiten des
Maximums um den Wert eins félt. Offene Cls, deren eines Ende vom Ende des
Chromosoms begrenzt werden, sind mit * gekennzeichnet

Chrom1 Chrom3 Chromba
Ko6ln 1996
Pos. desQTL (1) 35 141 6
LOD Wert (2) 6,2 5,7 3,3
Cl (cM) (3) 11 7 24*
Kdln 1997
Pos. desQTL (1) 31 166 6
LOD Wert (2) 21,8 6,6 10,4
Cl (cM) (3) 7* 4* 11*
Ko6ln 1998
Pos. desQTL (1) 29 131 141 166 8
LOD Wert (2) 6,1 10,8 10,8 11,1 3,1
Cl (cM) (3) <1 6 7 2% 16*
S.Angelo 1998
Pos. desQTL (1) 30 141 166 0 86
LOD Wert (2) 15,0 3,7 4.4 3,8 3,0
Cl (cM) (3) <1 8 2% 15* 27
Mittelwerte
Pos. desQTL (1) 30 141 166 6
LOD Wert (2) 15,4 7,6 7,2 4.6
Cl (cM) (3) <1 11 3* 20*

3.3.2.2 QTL auf Chromosom 3

Auch auf Chromosom 3 konrtein allen drel Jahren und an beiden Standorten ein QTL detektiert
werden. Dieser liegt im Bereich der Marker E355910 und E366210. Je nach Jahr und Standort
sind LOD-Werte und Position zum Teil verschoben (Abb.15. Die LOD-Kurve zeigt mehrere
Zwischenmaxima und einen Anstieg zum Ende des Chromosoms hin, was auf einen mégli chen
weiteren QTL hindeutet.
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Bei den gemittelten Backqualitétswerten kartieren QTLs auf den Positionen 141 und 166 mit
einem LOD-Wert von 7,6 law. 7,2. Das Konfidenzintervall vom Maximum auf Position 141
hat eine Lange von 11cM, wahrend das Konfidenzintervall des zweiten Maximums 3 cM lang
ist undoffen endet.

3.3.2.3 QTL auf Chromosom 5

Der dritte QTL dieser Analyse wurde mit Wahrscheinlichkeiten zwischen LOD 3,1 undLOD
10,4 auf Chromosom 5 lokalisiert. In Koln kartiert er in alen drel Jahren im Intervall zwischen
E32609 unde424031 auf Position 6 krw. 8. Das Maximum der LOD-Kurve von S.Angelo 1998

liegt genau am ersten Marker von Chromosom 5 auf Position Omit einem Wert vonLOD 3,8.

Zusétzlich zu diesem QTL konrte in S. Angelo 1998ein weiterer QTL auf Chromosom 5 im
Intervall zwischen den Markern E423838 undE326012lokalisiert werden. Dieser liegt mit einer
Wahrscheinlichkeit von LOD 3,0 auf Position 86 (Abb.16D, Tab.10. In Kdln konnte dieser
QTL nicht mit einem LOD-Wert Uber 3,0lokalisiert werden, jedoch zeigen de LOD-Kurven in
allen drei Jahren eine mehr oder weniger starke Zunahme in desem Bereich (Abb.16 A-C).

Die QTL-Anayse der Mittelwerte gibt einen QTL ebenfalls auf Position 6 an. Dieser kartiert

dort mit einer Wahrscheinlichkeit von LOD 4,6 in einem Konfidenzintervall von 20cM. Auch
dieses Konfidenzintervall endet offen (Abb.16E).
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Abb.:15 Analyse der Badkquditét durch Intervallkartierung auf Chromosom 3. Es $nd die LOD-Kurven
(vertikale Achse) der Badkqualitdt entlang des Chromosoms (horizontale Achse) in Kéln in den Jahren 1996 (A),
1997 (B) und 1998 (C), sowie S.Angelo (D) dargestellt. In E ist die LOD-Kurve der Intervalanalyse der
gemittelten Badkqualitétsdaten aufgezegt. Die horizontale Achse ist mit einer Auswahl kartierter Marker
beschriftet.
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Abb.:16 Analyse der Badkqudité durch Intervallkartierung auf Chromosom 5. Es $nd die LOD-Kurven
(vertikale Achse) der Badkqualitdt entlang des Chromosoms (horizontale Achse) in Kéln in den Jahren 1996 (A),
1997 (B) und 1998 (C), sowie S.Angelo (D) dargestellt. In E ist die LOD-Kurve der Intervalanalyse der
gemittelten Badkqualitétsdaten aufgezegt. Die horizontale Achse ist mit einer Auswahl kartierter Marker
beschriftet.
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3.4 Kartierung der Gluteninallele

Um einen Einfluld der Glutenine auf die Badkqualitét Gberpriifen zu kbnren, wurden die Allele

der Einkornglutenine andysiert und auf den Genkarten kartiert. Fir die Kartierung der

Proteinallele wurde eine saure Polyaaylamid-Gelelektrophorese durchgefihrt, die adt
polymorphe Banden ergab (Abb.17). Zwei Banden wurden aufgrund ihres hohen Molekularge-
wichtes als "High Molecular Weight Glutenins' (HMW-GS 1 und 2 bezeichnet, die Banden 3-8
as"Low Molecular Weight Glutenins' (LMW-GS 3-8). Fir jede F,-Pflanze der Qualitatspopu
lation wurde das Proteinbandenmuster analysiert und entsprechend den molekularen Daten fur

JoinMap zugéngli ch gemadht.

ID 1331

o
©O
™
|

Die Kartierung der Proteinal ele ergab
eine Lokalisierung der beiden HMW-
GS 1 und 2auf Chromosom 1 in der
Untergruppe 8 (Abb.18, Tab.11). Die
LMW-GS 3-7 konrten bei den ver-

wendeten Schwellenwerten nicht auf

der Genkarte kartiert werden, koppeln
jedoch bei Nichtbeahtung des imp-
Wertesin der Untergruppe 4

Abb.17: A-PAGE Anayse der
Glutamine der F,-Nachkommen
Nr. 83-94 und der Eltern ID 362
und ID 1331 dr Quadlitéts
kreuzung. Die poymorphen
Banden sind markiert und
numeriert. Die Banden 1 und 2
entsprechen den HMW-GS 1 und
2, die Banden 3-8 den LMW-GS
3-8.

Tab.1l: Glutenin Kopdungs  Unter
Positionen  der Bande gruppe gruppe
HMW-GS- und HMW 1 1(a 8
LMW-GS- 2 1(a) 8
Banden 1-8 auf 3 1 (b) 4
den Chromo- 4 1(b) 4
somen 1 und 6 LMW

. 5 1(b) 4
(siehe auch
Abb.17und 18 6 1(b) 4

7 6 (b) 86

a = kartiert auf einem spezfischen Locus in der gegebenen

Untergruppe

b = kartiert ohne prézse Locus Position innerhalb einer

spezfischen Untergruppe
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Abb.18: Schematische Darstellung der Positionen der HMW-GS 1-2 und der LMW-GS 3-7. Die beiden HMW-
GS 1 und 2 konnten auf der Karte @nem eindeutigen Locus zugewiesen werden. Die LMW-GS 3-7 koppelten
zwar eindeutig mit den Koppdungsgruppen fur Chromosom 1, bzw. 6, bel der Berechnung ihrer genauen
Positionen im Genom konnten sie bei den verwendeten Schwellenwerten jedoch nicht kartiert werden. Bei
Nichtbeaditung des Jump-Wertes lief3en sie sich aber zumindest einer Chromosomenregion zuordnen. Diese
Regionen sind an den entsprechenden Positi onen auf dem Chromosom farbig markiert.

von Chromosom 1 bzw. Untergruppe 86 von Chromosom 6. Die LMW-GS Bande 8 konrte

keiner Kopplungsgruppe zugeordnet werden. Die hier dargestellten Ergebnisse deuten auf einen
EinfluR der LMW-GS 3-7 auf die Badkqualitdt hin, der durch de Korrelation des QTLs auf
Chromosom 1 und dr Position der LMW-GS angezeigt wird. In Abbildurng 19 ist eine

detallierte Analyse des QTL 1 dargestellt.
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Abb.19: LOD-Kurve des QTLs auf
Chromosom 1, berechnet anhand der
Mittelwerte der Badkqualité&tsanalyse
aus alen drei Jahren der Standorte
KéIn und S.Angelo und die Positionen
der Speicherproteine des Einkorn-
weizens. Die Region von Chromosom
1, mit der die HMW-GS 3-7 koppeln ist
farbig unterlegt




3.5 Kartierung des Merkmals "freidreschend"

Ein weiterer Schritt hin auf eine zukunftige, kommerzielle Nutzung des Einkornweizens ist die

Lokaliserung des Merkmals "freidreschend’. Die Analyse des Merkmals wurde an den

Nadckommen der Kartierungskreuzung, die fir dieses Merkmal poymorph sind, durchgefihrt.

Von den 127 Nachkommen zeigten 94 eine Verwachsung der aufleren, doppelt gekielten

Hull spelze mit dem Korn, 32 Individuen waren freidreschend, ein F,-Nadchkomme war ausge-

fallen. Das Vererbungsmuster zeigt die typische 3:1-Spaltung eines moncellelischen, daminant-

rezessiven Merkmals, wobei das Merkmal der Verwachsung Uber das Merkmal "freidreschend'

dominiert.

Die morphdogischen Daten wurden anschliefzend
in ein fir JoinMap lesbares Format gebracht und
das Merkmal "freidreschend’ auf dem Einkorn-
chromosom 2 |okalisiert (Abb.20). Damit ist esfir

Abb.20:  Schematische
Darstellung des Einkorn-
chromosoms 2 mit dem
Locus fur das Merkmal
“freidreschend”

eine markerunterstiitzte Selektion ader maogliche "Map Based Cloning”-

Ansétze zugangli ch.
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4. Diskussion

Der Einkornweizen T. monococcum ist aufgrund seiner guten ernghrungsphysiologischen
Eigenschaften, wie z.B. der hohe Carotin- und Proteingehat, seiner Vertréglichkeit fur
Zoliakiekranke und wegen seiner geringen Nahrstoffanspriiche in den letzten Jahren wieder
mehr in den Mittelpunkt des Interesses gerlickt. Es wurden zahlreiche Aktivitéten unternom-
men, um aus T. monacoccum ein neues Getreide fir den européischen Markt zu machen, das
Rohmaterial fur die Nahrungsmittelindustrie und spezielle Diéten fir Zoliakiekranke liefert.

Fir eine Etablierung des Einkornweizens as "low input"-Getreide wurden die bestehenden
genetischen Resourcen in einer groflen Keimplasma-Kollektion von 1393 Einkorn-Linien
gesammelt undim Hinblick auf ihr Potential fir eine kommerzielle Nutzung hin charakterisiert
(Castagna et al. 19950). Neben der Bestimmung der Verwandtschaftsbeziehurngen der Linien
innerhalb der Kollektion (Castagna et al. 1994) und dem Entwurf eines Entwicklungsmodells
von T. monacoccum (Castagna 1992 Castagna et al. 1993) wurden sowohl agronamische
Merkmale, wie z.B. der Ertrag, die Pflanzenhthe und die Lagerresistenz (Empil li et al. 1995,
Castagna et al. 19%a), as auch de Variabilitét fur die Badkqualitat auf der morphd ogischen
Ebene bestimmt (Empilli et al. 1995, Borghi et al. 1996). Es wurde ein Kreuzungsprogramm
gestartet, um wichtige agronamische Merkmale zu evaluieren und flr eine gezielte Ziichtung
zuganglich zu madhen. Die Identifizierung der auf die Badkqualitét einflulirehmenden QTLs ist

ein weiterer Schritt hin auf die Etablierung von T. monococcum als kommerziell es Getreide.

4.1 Genkarten der sieben Einkornchromosomen

Das Merkmal Badkqualitdt wurde in dieser Arbeit ndher analysiert und es wurde versucht
sowohl die fir die Badkqualitédt relevanten QTLs zu identifizieren, as auch den EinfluR3
bestimmter Gluteninallele zu (berpriifen. Die daflr bendtigte Genkarte von T. monococcum
wurde mit AFLP- und RFLP-Markern erstellt und deckt eine Genomgrole von 1066cM ab. Die
berechneten Chromosomen umfassen eine Léange von 47177cM (Tab. 7, Abb9). Chromosom 7
ist mit 47cM das kirzeste Chromosom, gefolgt von Chromosom 4 mit 12cM. Wéhrend die
berechneten Karten der Chromosomen 1 ks 6 gut mit den Ergebnissen aus anderen Kartie-
rungsexperimenten Ukereinstimmen (Kojima et al. 1998 Dubcovsky et al. 199%; Nelson et al.
1995, steht die Lange von Chromosom 7 im Gegensatz zu diesen. In den Arbeiten von Kojima
et al. (1998, Dubcovsky et al. (1996) und Nelson et al. (199%c) zeigt das Chromosom 7 im
Vergleich mit den anderen sechs Einkornchromosomen mittlere bis sehr grofée Léngen. Das
Chromosom 7 von Nelson et al. (199%) ist mit 240 cM fast doppelt so grof3, wie die
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Chromosomen 4 und Sbeide 145cM). Die fur diese Analyse verwendeten genomischen RFLP-
Marker, die éne Abdeckung des gesamten Genoms ermdgli chen sollten, haben jedoch schonin
anderen Untersuchungen von Bedker et al. (199%) und Heun et al. (1991) eine ungleichméallige
Verteillung Uber das Genom gezeigt, was zu einer Falscheinschdtzung der Chromosomenlange
geflhrt hat.

Es zeigen jedoch auch die Ergebnisse der Untersuchungen von Kojima et al. (1998 und
Dubcovsky et al. (199%6) grofere Chromosomenlangen fiir das Chromosom 7 im Vergleich mit
den anderen sechs Chromosomen. Die durch de Genomanalyse mit ISSR- und RAPD-Markern
bzw. RFLP-Markern, Isoenzym- und Speicherprotein-Analyse ehatenen Chromosomenlangen
von 127,7 law. 14&M liegen im mittleren Bereich undkdnnen wegen einer guten Korrelation
mit Ergebnissen aus anderen Untersuchungen (Dubcovsky et al. 1996 Nagaoka und Ogihara
1997, Gale e al. 19%) ds gesichert angesehen werden Der Grund fir die hier berechnete
geringe Chromosomenlange ist ungeklart und 183 sich eventuell mit einer schlechten Kopplung

der hier gewdhiten AFLP-Marker mit Chromosom 7 erkléren.

Das Chromosom 5 ist in deser Arbeit aufgrund fehlender molekularer Daten in zwei Gruppen
urterteilt, von dcenen die Zuordnung der einen Gruppe nicht ganz eindeutig ist. Mit dieser
Gruppe koppeln die beiden RFLP-Marker WG199 und PSR604. Der Marker WG199 kartiert
sowohl bei Dubcovsky et al. (1996), als auch bel Devos et al. (199%) auf dem Einkornchromo-
som 5. Bei dem Marker PSR604 gibt es voneinander abweichende Angaben.

Devos et al. (1993) hat PSR604 auf dem Gerstenchromosom 4R, das zum Grof¥ell dem
Weizenchromosom 4 entspricht, lokalisiert. Der Locus von PR604 auf der Gerste liegt bel
Devos et al. (1993), zusammen mit PSR1 auf dem langen Arm des Chromosoms, ca 15cM von
der Region des Centromers entfernt. Diese beiden Marker wurden jedoch be LOD-Werten
< 2,5kartiert und befinden sich damit nicht in standardmal3ig gesicherten Bereichen. Devos et
al. (1995 kartieren in spéteren Untersuchurgen den Marker PSR1 am Ende des langen Armes

auf dem Einkornchromosom 5.

Nimmt man de Kopdung der Marker PSR1 undPSR604 als richtig an, so ist die Kartierung
von PR604 auf dem Gerstenchromosom 4R in der Nahe der Centromer-Region wahrscheinlich
verschoben und der Marker kartiert eher in der Region 4R, der von einer Trandokation der
Chromosomenarme 4AL und AL des Weizengenoms, die durch zahlreichen Untersuchurngen
bestétigt wurde (Naranjo et al. 1987; Devos et al. 1993,1995 Dubcovsky et al. 199%; Anderson
et al. 199) betroffen ist. Damit ist die Zuordnung der hier berechneten Kopplungsgruppe zum
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Einkornchromosom 5 duch den Marker PSR604, zusammen mit der Information des Markers
WG199maglich.

Unterstitzt wird dese Annahme durch einen Vergleich der Langenverhéltnisse der Chromoso-
men in deser Arbeit und der in den Untersuchungen von Dubcovsky et al. (199%), Kojimaet al.
(1998) und Qi et al. (1996). Nur bei einer Zuordnurg der fraglichen Kopplungsgruppe zum
Chromosom 5 und nicht zum Chromosom 4 stimmen de Langenverhdtnisse der beiden
Chromosomen in allen vier Untersuchungen Ukerein. Die Kopplungsgruppe mit den RFLP-
Markern WG199 und PSR604 wird aufgrund der hier dargestellten unddiskutierten Ergebnisse
al's Chromosom 5a bezei chnet und dargestellt.

Bei zwei RFLP-Sonden komnt es zur Kartierung auf Chromosomen, de laut Angaben aus
anderen Kartierungsexperimenten mit Weizen oder Gerste auf anderen Chromosomen
lokalisiert sein sollen. PSR128 kartiert hier auf Chromosom 1S, ist aber laut Gill et al. (1996)
undKojimaet al. (1998) auf Chromosom 5L lokalisiert. Da die Locusangaben von Experimen-
ten mit T. aestivum stammen und PSR128 auf T. monacoccum mit hoher Wahrscheinlichkeit
kartiert, kann dese Diskrepanz lediglich durch Translokationen des fraglichen Locusim Laufe

der Evolution erklart werden.

Eine weitere Abweichung von den hisher kartierten Ergebnissen ist auf Chromosom 4 zu
finden. Dort kartiert der RFLP-Marker WG282, dr nach Untersuchungen von Heun et al.
(1991) in der Mitte von Chromosom 6 lokalisiert ist, 52cM bzw. 77cM von den beiden Chromo-
somenenden entfernt. Die Tatsache, dal? die molekularen Daten fur diesen Marker hier lediglich
aus einer Untergruppe der Kartierungspopulation mit 50 Individuen erhalten wurden und
Signifikanzwert der molekularen Daten unter 5% liegt, 18t auf eine falsche Kartierung dieses
Markers ghlief3en.

Die hier berechnete GesamtgenomgréfRe (1066cM) stimmt gut mit den Ergebnisen von
Dubcovsky et al. (199) mit 1067cM und Kojima et al. (1998 mit 862,2M Uberein und &1t
auf eine gute Abdedkung des gesamten Genoms <hliel3en. Kojima et al. (1998) kommt auf eine
etwas kirzere Gesamtgenomlange, die éer dadurch erklart wird, dai3 lediglich neun bis acht-
zehn Marker pro Chromosom vorhanden sind. Es ist anzunehmen, dal3 cedurch bei dieser
Untersuchung keine Abdedkung des gesamten Genoms erreicht wurde. Ebenfalls ganz dhnliche
Ergebnisse liefert die integrierte Gersten-Karte von Qi et al. (199%) aus vier Komporentenkar-
ten. Die berechnete Gesamtlange von 106@M zeigt eine gute Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Dubcovsky et al. (1996) und dieser Arbeit und bestétigt damit die Kolinearitét
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nicht nur zwischen T. aestivum und T. monacoccum (Marino et al. 199%), sondern auch

zwischen den beiden Spezies Gerste und Weizen.

Das hier verwendete Programm JoinMap wurde auch von Qi et al. (1996) fiur die Erstellung der
integrierten Gerstenkarten genutzt. Bel einem Vergleich der einzdnen Komporentenkarten, die
sowohl mit MAPMAKER, as auch mit JoinMap berechnet wurden, stellte sich heraus, dal3
JoinMap im Vergleich mit MAPMAKER geringfligig kiirzere Karten produziert, ansonsten aber
eine gute Ubereinstimmung in der Berechnurg der Markerdistanz und —+eihenfolge zu finden
war. Die kirzere Karte bei der Berechnurg mit JoinMap entsteht bel Interferenz zwischen den
Markern. JoinMap bezieht diese mit in de Berechnurg ein, MAPMAKER nicht. Dadurch
entstehen geringfiigig kiirzere Karten bei gleicher Markerinformation (Stam, 1993.

Kleine Unterschiede in der Markerdistanz awischen JoinMap- und MAPMAKER-Karten
konrten auch Mangin et al. (1999) bei der Berechnurg einer genetischen Karte der Tomate
feststellen. Die Karten erwiesen sich jedoch fir die Lokalisierung von QTL as gleichgut
gedgnet undlassen damit eine Entscheidung fir das ein oder andere Programm offen. Generell
ist jedoch eine mit JoinMap beredhnete, integrierte Karte aus Ergebnissen mehrerer
Kartierungsexperimente aifgrund der hoheren Markerdichte und damit einer sichereren
Kartierung jedes einzelnen Markers (Qi et al. 1996) einer mit MAPMAKER berechneten
einzelnen Komporentenkarte aus nur einem Kartierungsexperiment fir eine QTL-Kartierung
vorzuziehen (Tanksley et al. 199).

4.2 QTL fur die Backqualitat

Merkmale, die in ihrem Vererbungsschema stark von der erwarteten 1:2:1-Spaltung beim
intermedidren, tew von der 3;1-Spaltung beim dominant-rezessven Erbgang abweichen und
deren Vererbung kontinuierlich ist, werden als quantitative Merkmale bezeichnet. Eine Analyse
des Merkmals Badkqualitét im Einkornweizen zeigt diese kontinuierliche Verteilung (Abb.11)
und|aft darauf schliefen, dal’ die genetische Kontrolle der Badqualitét komplex ist undes sich
damit um ein quantitatives Merkmal handelt. Eine Vielzahl von Faktoren konrte in bisherigen
Untersuchungen gefunden werden, die einen Einflul® auf die Badkqualitét haben. Dazu gehort
vor allem die Prolaminzusammensetzung (Gupta et al. 1989; Corbellini et al. 1999), aber auch
der Fettsduregehalt des Mehls (Conforti et al. 1998; Mac Ritchie 1981), die Stérkestruktur
(SouakaundMorrison 198&) und Enzymaktivitéten (Every et al. 1996).
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Fir eine genaue Analyse der Ursachen fir die Badqualitét mit eventueller Identifizierung und
Verifizieeung von Kandidatengenen wurde d@ne QTL-Analyse durchgefuhrt. Die fur die
Berechnung verwendeten Markerrahmen zeigen mit einem durchschnittlichen Markerabstand
von 3,48cM eine ausreichend dchte Abdeckung des Genoms. Es konrten drei relevante QTL
auf den Chromosomen 1, 3 undba identifiziert werden, deren LOD-Kurven in allen drei Jahren

und keiden Standorten eine hohe Reproduzierbarkeit zeigen.

QTL auf Chromosom 1
Der QTL auf Chromosom 1 wird in allen drei Jahren und beiden Standorten im Intervall
zwischen den Markern E4232c und E424030 cktektiert. Der LOD-Wert schwankt zwischen 6,1
und 21,8und liegt damit deutlich Uber dem hier gewahlten Schwellenwert von LOD 3,0. Damit
|a sich auf Chromosom 1 ein QTL mit grofRer Sicherheit annehmen. Im Jahr 1998 zeigt der
Kurvenverlauf der LOD-Kurve mehrere Maxima die das mogliche Vorhandensein eines
weiteren QTL anzeigen (Abb.14).

Das Intervall kartierungsverfahren von Lander und Botstein (1989) geht von einem Ein-QTL-
Modell aus, das gekoppelte QTLs auf einem Chromosom lediglich in Abhangigkeit von
Markerdichte und Anzahl Nachkommen urterscheiden kann (Lebreton, 19%B). Bei der
Anwesenheit zweier QTL kann es durch eine gegenseiti ge Bednflussung zu einer Verschieburng
oder Uberlagerung der wahren Loci kommen, de bei der Intervallkartierung durch eine
fehlende Beriicksichtigung der aul3erhalb des aktuellen Intervalls liegenden QTLs verursacht
wird (Zeng, 1994 Haley und Knott, 199). Da zwischen den beiden Markern E424030 uwnd
E33623eine Distanz von 38,£4M (Abb.12) liegt, kann man davon ausgehen, dal3 es sich bei
dem auf Chromosom 1 identifizierten QTL in Wahrheit um zwei gekoppelte QTLs handelt, die

durch das Intervallkartierungsverfahren nicht voneinander unterschieden werden kénren.

Fir die Klarung der Frage, obes sich bel den hier berechneten QTLs tatséchlich um zwei Loci
handelt, mite ene weitere molekulare Analyse durchgeftihrt werden, um zusétzliche Marker in
dem Intervall auf Chromosom 1 zu kartieren. Durch eine Trennung der beiden mdéglichen QTLs
in zwei separaten Intervalle und eine QTL-Analyse mit einem Programm, das die M&glichkeit
hat, mehrere gekoppelte QTLs voneinander zu urterscheiden, konrte die Vermutung Uber die
Anwesenheit zweier QTLs bestétigt oder wiederlegt werden.

QTL auf Chromosom 3
Der QTL auf Chromosom 3 kartiert mit hoher Reprodwzierbarkeit in alen drei Jahren und
beiden Standorten zwischen Position 141 und 166 (Tab.10, Abb.15). Der QTL liegt am Ende

des Chromosoms meist in einem off enen Konfidenzintervall und &3t damit eine Aussage tber
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eine genaue Position richt zu. Der QTL liegt am Chromosomenende oder dahinter in einem
Bereich, der noch nicht von Markern abgedeckt wird (Hyne, 19%). In Kéln zeigt die
Wahrscheinlichkeitskurve drei Maxima auf den Positionen 131, 141und 166,in S. Angelo zwel
auf Position 141 uind 166,wobei der Peak auf Position 166in einem offenen Konfidenzintervall
liegt. Ob es sich bei dem einen, kew. zwe vorgelagerten Maxima um einen bzw. mehrere
gekoppelte QTLs handdlt, oder um Artefakte, die bedingt durch die Bestimmungsschwierigkei -
ten enes QTLs am Chromosomenende eaitstanden sind, konrte aich hier durch die

Intervall analyse nicht bestimmt werden undbedarf weiterer Aufklarung.

QTL auf Chromosom 5

Manche QTLs lassen sich nu unter bestimmten Klima- oder Anbau-Bedingungen lokalisieren,
was auf eine umweltabhangige Aktivierung verschiedener Gene schlief3en |aldt. Diese umwelt-
abhangige Genaktivierung zeigt sich in einer QTL-Verschiebung entlang des Genoms (Tooji nda
et al. 1998, lyamabo undHayes 1995, Mangin et al. 1999), die hier auf Chromosom 5 bei der
QTL-Anayse mit den Daten des Jahres 1998in S. Angelo beobachtet werden konrnte (Tab.10,
Abb.16. Mit Ausnahme der Daten aus S. Angelo 1998, kartiert der dort detektierte QTL
konstant auf Position 6 oder 8 mit einer Wahrscheinlichkeit zwischen LOD 3,1 und10,4.1n
S. Angelo konrte ein weiterer QTL mit LOD 3,0 auf Position 86, dso 80cM vom ersten QTL
entfernt lokalisiert werden. Dieser zweite QTL verursacht offenbar eine Verschiebung des
ersten QTL auf Position 0. Der QTL auf Position 86ist wahrscheinlich eén QTL mit enem
geringeren EinfluR auf das Merkmal, der nur unter den Bedingungen des Standortes S. Angelo,
Italien auftritt. Zwar ist die Wahrscheinli chkeitskurve 1997 in Kdln an deser Position auf den
Wert LOD 2,0 erhdht, bei diesem Wert ist aber die Moglichkeit zum Vorhandensein falscher
Positiver zu grofd undder QTL &% sich dort nicht mit Sicherheit lokalisieren.

4.3 Korrelation der QTLs fur die Backqualitat mit mdglichen Kandidatengenen

QTL auf Chromosom 1

Bisherige Untersuchungen der Ursachen fiir die Backqualitét haben sich auf eine physiologische
Analyse der Bestandteile und Zusammensetzungen des Mehl beschrankt. Neben dem Fettsdure-
gehalt (Soulaka und Morrison, 19&) und der Starkestruktur (Conforti et al. 1993) wurde vor
alem ein Einfluf der Glutenine, die von cen Loci Glu-1 undGlu-3 auf dem langen, bew. kurzen
Arm von Chromosom 1 kodiert werden, fir die variierende Badqualitdt verantwortlich
gemadt (Gupta et al. 1989; Saporero et al. 19%; Corbdlini et al. 1999). Die Lokalisierung
dieser Allele auf der Genkarte @mdgli chte eine Uberprifung der Korrelation mit den QTLs fiir
die Backqualitét.
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Die Glutenine, die mit der in Abbildung 19 markierten Regionin der integrierten Karte koppeln,
konrten aufgrund urzureichender molekularer Daten keinem eindeutigen Locus zugeordnet
werden und missen noch mit Hilfe weiterer Untersuchungen abgesichert werden. Die hier
vorhandenen Daten sind jedoch ausreichend, um die kodierende Region in diesem Bereich
festzulegen. Bei Annahme des V orhandenseins zweier QTLs auf Chromosom 1 auf der identifi-
zierten Position und der damit verbundenen Verschieburg des zweiten QTLs zum distalen Ende
des Chromosoms hin, ist eine gute Korrelation zwischen diesem QTL und cen auf Chromosom
1 lokalisierten LMW-GS gegeben (Abb. 19). Der Einflu der LMW-GS auf die Badkqualitét
von Einkornweizen, der bisher nur auf physiologischer Basis nachgewiesen werden konnte
(Payne et al. 1987, Gupta et al. 1989,1994 Saponaro et al. 1995; Corbdlini et al. 1999), ist
damit auf molekularer Ebene bestétigt.

Anhand der Ergebnisse der hier durchgefiihrten QTL-Analyse war eine Unterscheidung des
Einflusses der LMW-GS (kodiert vom Locus Glu-3) und dem der Gliadine (kodiert vom
gekoppelten Locus Gli-1) nicht mdglich. Die eventuelle Anwesenheit von zwei gekoppelten
QTLs auf Chromosom 1 &3t jedoch einen Einflul? der Gliadine auf die Badkqualitdt vermuten,
was durch eine Kartierung der Gliadinallele auf der Genkarte von T. monococcum und eine

detaillierte Genotypisierung in diesem Intervall bestétigt werden muf3.

Neben den LMW-GS ist vor allem aber auch ein Einflu der HMW-GS, die vom Locus Glu-1
in der Untergruppe 8 auf Chromosom 1 kodiert werden, auf die Badkqualitét bekannt (Gupta et
al. 1994, Sontag-Strohm et al. 1996, Gupta et al. 1989, Saponaro et al. 1995). Durch die hier
durchgefihrte QTL-Analyse konrte jedoch, wenn Ulerhaupt, dann nur ein geringer Einflufd der
HMW-GS auf die Backqualitét festgestellt werden. Dem widersprechende Ergebnisse basieren
ale aif physiologischen Untersuchungen, bei denen sich eine Unterscheidung des Einflusses
der HMW- und LMW-GS immer als shwierig erwiesen hat und damit die Mégli chkeit besteht,
dal3 cer Einfluld dor HMW-GS auf die Backqualitéat bisher immer iberschétzt wurde. Letztend-
liche Klarung der Frage des Einflusses der HMW-GS konrte ene detaillierte Analyse der
HMW-GS-Allele undihre Kartierung bringen, um damit auszuschlief3en, daf3 die hier deutlich
gewordenen Ergebnisse nicht durch eine Akkumulation regativer HMW-GS-All ele verursadt

wurde.

QTLs auf Chromosomen 3und 5
Fir die QTLs auf den Chromosomen 3 und 5Swurden in dieser Arbeit keine Kandidatengene
gesucht. Bekannt ist jedoch, dal3 dese Loci keine Speicherproteine kodieren. Eventuell liegen
hier Gene, die fir den Fettsaurestoffwechsel, oder die Starke-Synthese verantwortlich sind. Sie

kdnrten einen zwar geringen, aber doch konstanten undeindeutigen Einfluf3 auf die Backquali-
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tét ausiiben und damit die Ergebnisse von Conforti et al. (1993, Mac Ritchie (1981 und
Soulaka und Morrison (1985) bestétigen. Mdglicherweise liegt dort aber auch ein Faktor, der
bisher noch nicht bei der Badkqualitdtsbestimmung in Erwagung gezogen worden ist. Eine
weitere Eingrenzung des interessanten Intervalls und réhere Aufklarung der Kandidatengene ist

injedem Fall sinnvoll.

4.4 Kartierung des Merkmals "freidreschend"

Der Einkornweizen T. monococcum var. sinskajae ist bisher die einzige Spezies siner Art, die
eine weiche, einfach gekielte alere Hullspelze besitzt, die sich duch Dreschen vom Korn
[6sen 1at. Um dieses wichtige Merkmal fir eine gezidlte Ziichtung bessr zuganglich zu
machen, wurde es an den Nachkommen der Kartierungskreuzung analysiert und auf der

Genkarte lokalisiert.

Die typische 3:1-Spaltung des Vererbungsmusters zeigt, da3 es sich um ein monaallelisches,
dominant-rezesdves Merkmal handelt, wobei das Merkmal der Verwacdhsung, das mit der
dopElt gekielten Spelzenform gekoppelt ist, Uber das Merkmal "freidreschend" dominiert. Das
wird von den Ergebnissen von Kuspira et al. (1989) bestétigt, die das Merkmal "harte Spelze"
(Sg) von adlen T. monacoccum und T. boeoticum als dominant Uber das Merkmal "weiche
Spelze" (sg) von T. monococcum var. sinskajae-Linien gefunden haben. Mit Hilfe von
Kopplungsanalysen zwischen einem Vernaisationsgen, das bei T. aestivum auf den Gruppe 5
Chromosomen lokalisiert ist, und Sg/sg wurde es in den Untersuchurgen von Kuspira et al.

(1989) auf dem Chromosom 5 von T. monococcum lokalisiert.

In deser Arbeit kartiert das Gen jedoch mit einer Wahrscheinlichkeit von LOD = 6,0 auf
Chromosom 2 undwiderspricht damit den Ergebnissen von Kuspira et al. (1989). Die Tatsache,
dal3 es sch jedoch bei den Untersuchungen von Kuspira et al. (1989 um Koppungsanalysen
handelt, die lediglich auf Kopplung zwischen zwei Loci basieren, die Kopplung des morpholo-
gischen Merkmals "freidreschend” in dieser Untersuchung mittels molekularer Daten aus der
DNA-Analyse selber kartiet wurde und auch von anderen Gruppen eine evolutiondre
Verwandtschaft zwischen den Chromosomen 2 und5 festgestellt worden ist (Nelson et al.
1995b, Devos et al. 1993, Naranjo, 1990; Liu et al. 1992), ist stark anzunehmen, dal3 das
Merkmal tatséchlich auf Chromosom 2 des Einkorngenoms lokalisiert ist. Nicht geklért werden

kann jedoch der Locus des Merkmals auf den drei Genomen des hexaploiden Weizens.
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5. Zusammenfassung

Die hier dargestellten Ergebnisse tragen zur Klarung der Ursadchen fir die variierende Badkqua-
litét in diploidem Weizen bel undstellen einen weiteren Schritt hin zur kommerziellen Nutzung
von T. monococcum dar. Aufgrund der Kolinearitdt zwischen dem A-Genom von T. aestivum
und dem des Einkornweizens kénren die Informationen tber die QTLs fir die Badkqualitat auf

den Brotweizen Ubertragen undfir eine selektive Ziichtung genutzt werden.

Die ldentifizierung der relevanten QTLs erfolgte in drei Schritten:
1. Erstellung einer Genkarte mittels molekularer Analyse

2. Determinierung der Backqualitdt mit physiol ogischen Methoden
3. Lokalisierung der QTLs auf der Genkarte

Die Genkarte wurde as einer Kombination aus AFLP- und RFLP-Markern mit dichter
Abdedung des Genoms erstellt. Die beiden dafir verwendeten Popuationen 1 und2 wurden
aufgrund ihrer Variabilitée fur das Merkmal Badkqualitdt, bzw. einer erwarteten hoten
Polymorphismenrate ausgewahlt. Obwohl sich die hohe Polymorphismenrate der Kartierungs-
popuation nicht bestétigte, wurden de Daten zusammen mit denen der Qualidtspopulation fur
die Kartenberechnung mit JoinMap verwendet, da die Daten der Qualitétspopulation fir eine
sichere Genkarte nicht ausreichend waren. Die Kakulation ergab adcht Kopplungsgruppen,
welche die sieben Einkornchromosomen representieren. Chromosom 5 wird von zwel
Kopplungsgruppen dargestellt. Die ébgededkte Gesamtlange des Genoms betrégt 1066¢M.

Die Determinierung der Badkqualitét erfolgte Uber den SDS-Sedimentationsvolumentest. Die
dabei deutlich gewordene kortinuierliche Verteilung der Badkqualitét ist der Hinwels auf ein
qualitatives Merkmal.

Zur Lokalisierung der badkqualitétsrelevanten QTLs wurden die molekularen und physiologi-
schen Daten kombiniert. Das Ergebnissdieser Analyse waren drei QTLs, die eénen EinfluR3 auf
das Merkmal Badkqualitét haben. Sie sind auf Chromosom 1, 3 und Sokalisiert, wobei es sich
bei dem Locus auf Chromosom 1 wahrscheinlich um zwei miteinander gekoppelte QTLS
handelt.

Zusétzlich zu den hier dargestellten Versuchen wurde éne Analyse der Prolamine der
Qualitatspopulation durchgefiihrt und die Proteinbanden der HMW- und LMW-GS auf der
Genkarte lokalisiert. Wahrend die HMW-GS-Banden 1 und2 sich nicht in der Nahe énes QTLs
befinden, koppeln die LMW-GS-Banden 3-6 urter Beriicksichtigung der durch einen weiteren
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QTL verursachten Verschiebung des QTLs auf Chromosom 1 gut mit diesem und lkestétigen
damit den Einflul3 der LMW-GS auf die Badkqualitdt der bisher nur auf physiologischer Basis
nachgewiesen wurde.

Desweiteren wurde eine morphologische Analyse des Merkmals "freidreschend", das fir die

freidreschende Ahrenform des Weizens T. monococcum var. sinskajae steht, durchgefiihrt. Das

Merkmal konnte auf Chromosom 2 kartiert werden.
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