DOI: 10.37317/biul-2003-0129

NR 226/227/1 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACJI ROSLIN 2003

HELENA KUBICKA
RENATA LEWANDOWSKA
Ogrod Botaniczny — Centrum Zachowania Roznorodno$ci Biologicznej PAN, Warszawa

Zastosowanie techniki AFLP w polaczeniu
Z BSA do identyfikacji markerow sprzgzonych
Z cechg kartowatosci u zyta

The use of the AFLP technique in combination with BSA for identification
of markers linked with dwarfness in rye

W pracy zastosowano technike¢ AFLP w potaczeniu z metodg BSA do poszukiwania markerow
sprzg¢zonych zrecesywnym genem karfowato$ci dsl u zyta. Zidentyfikowano ponad 22 tysiace
fragmentéw DNA roznicujacych linie wsobne o skrajnych fenotypach (8/40K — kartowa i 8/40N —
kontrola) oraz pokolenie segregujace DWSK-1 F2. Wykorzystano 239 par selektywnych starterdw dla
restryktaz ECORI/Msel. Nastepnie analizowano obecno$¢ wspdlnych fragmentéw roéznicujacych dla
badanych form rodzicielskich ipotomstwa F2 oraz form rodzicielskich populacji mapujacej DS2
i RXL10, co ograniczylo liczb¢ uzytych par starterow do 68. Kolejna analiza na zawe¢zonej populacji
segregujacej (DWSK-1 F2) skladajacej si¢ z21 roslin, zredukowata liczb¢ par starterow do S1.
Otrzymano 88 fragmentéw polimorficznych sprzezonych z genem kartowatosci segregujacych
w stosunku 3:1 dla % = 0,50 przy p = 0,01, ktére ponownie przetestowano dla 15 par starteréw na
populacji mapujacej. Dla 13 rdznicujacych prazkow, stwierdzono segregacje 3:1 ina tej podstawie
uznano je za markery dominujace AFLP zwiazane z badana cecha kartowatosci u zyta. W przyszlosci
zidentyfikowane markery AFLP zostang przetestowane na rozszerzonej populacji segregujacej, celem
przeniesienia ich na istniejacg mape genetyczng zyta.

Stowa kluczowe: AFLP, BSA, kartlowato$¢, markery molekularne, Zyto

The aim of this work was to search for potential molecular markers linked with the recessive
dwarfness ds1 gene in rye, with the aid of the AFLP technique in combination with the Bulk Segregant
Analysis (BSA) method. Over 22 thousand DNA fragments were identified — differentiating inbred
lines of extreme phenotypes (8/40K — dwarfness and 8/40N — control) as well as the segregating
population DWSK-1F2, using 239 selective primer pairs for restrictases EcoRI/Msel. Next, the
presence of common markers for the tested parental forms and F2 offsprings as well as parental forms
of the mapping population DS2 and RXL10 was analyzed, which enabled reduction of the number of
used starter pairs to 68. Further analysis of a narrowed segregating population (DWSK-1F2), consisting
of 21 plants, limited the amount of primer pairs to 51.88 markers linked with the dwarfness gene were
obtained, which segregated with theratio of 3:1 for x> = 0.50 at p = 0.01. They were tested again for 15
starter pairs on the mapping population. For 13 differentiating bands, the segregation of 3:1 was
observed and these DNA fragments were classified as dominant AFLP markers linked with the
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researched dwarfness gene in rye. In the future the identified AFLP markers will be tested on a wider
segregated population with the aim of transfering them to the existing genetic map of rye.

Key words: AFLP, BSA, dwarfness, molecular markers, rye
WSTEP

Dynamicznie rozwijajaca si¢ w ostatnich latach biologia molekularna i genetyka
stworzyly mozliwosci bardzo doktadnego badania i charakteryzowania genomu roslin-
nego. Molekularne systemy markerowe omijaja problemy zwigzane z klasycznymi
metodami badan, opartymi na obserwacji fenotypow. Dzigki badaniom na poziomie DNA,
mozliwa staje sie ocena zroznicowania genetycznego w dowolnej populacji ro§linnej, jak
i miedzy oddalonymi jednostkami systematycznymi z pominieciem takich czynnikow jak
np. wpltyw $rodowiska, ktore czesto zaklocaja ekspresj¢ danego genu. Zastosowanie
markeréw molekularnych eliminuje te trudnosci poprzez bezposrednie wykrywanie roznic
pomigdzy allelami danego genu (Deniziak i Barciszewski, 1995).

Charakterystyka materialu genetycznego w oparciu o markery DNA, polega na wy-
tworzeniu grupy fragmentdw z badanej proby DNA. Wiasnie takie fragmenty DNA
0 indywidualnej dla siebie dtugosci i sekwencji nukleotydowej wykrywane metodami
molekularnymi traktuje si¢ jako dziedziczne markery opisujace dany genotyp (Wolko i in.,
1999).

Bioragc pod uwage sposob identyfikacji zmienno$ci genetycznej, markery kwasow
nukleinowych mozna podzieli¢ na cztery grupy, opierajac si¢ na specyficznych wtasci-
wosciach enzyméw: restrykeji, ligazy DNA faga T4, polimerazy DNA lub kilku enzymow
jednoczesnie (techniki markerowe mieszane).

Markerowe techniki molekularne oraz ich praktyczne zastosowania w hodowli stano-
wig podstawe dzisiejszych badan genetycznych. Mimo bogactwa istniejacych metod
molekularnych, dajacych potencjalne markery, obecnie tylko kilka z nich ma faktyczne
zastosowanie praktyczne. Najczesciej wykorzystuje si¢ RFLP, RAPD, AFLP i SSR (Hayes
i Shaghai Maroof, 2000).

Wybdr okreslonej techniki jest warunkowany wieloma wzgledami, miedzy innymi,
rodzajem badanego genomu i oczekiwang zmienno$cig analizowanego materialu gene-
tycznego, baza techniczng jak i w koncu zasobami finansowymi.

Poczatkowo technik¢ AFLP opisang przez Vos iwsp. (1995), wykorzystywano do
badania polomorfizmu gatunkow roslin o matym genomie. Przyktadem moze by¢ rzod-
kiewnik — 145 MB, jeczmien — 1500 MB, czy tez ryz — 1500 MB, gdzie oceniano
czystos¢ linii wsobnych (Cho iin., 1998). Jednak w ostatnim latach metoda ta jest
Z powodzeniem stosowana nawet wowczas, kiedy genom rosliny jest duzy, co potwierdzaja
badania na pszenicy (ponad 20000 MB) prowadzone przez Gupta i wsp. (1999) i Schwarz
i wsp. (2000), alstremerii (25 000 MB) przez Han i wsp. (1999), a takze na zycie przez
Bednarka i wsp. (1999, 2000).

Biorac pod uwage powyzsze czynniki w dos§wiadczeniu zastosowano technike AFLP
W polaczeniu z metoda BSA (Bulk Segregant Analysis), ktora pozwala na szybka
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identyfikacje molekularnych markeréw sprzezonych z badanym loci, opracowang przez
Michelmore i wsp. (1991).

Celem pracy bylo poszukiwanie i zidentyfikowanie potencjalnych, molekularnych
markerow AFLP, sprzezonych z recesywnym genem kartowatosci dsl u zyta ozimego oraz
sprawdzenie czy wystapia one w formach rodzicielskich DS2, RXL10 i w populacji
mapujacej pochodzacej ze skrzyzowania tych form, jak tez ustalenie, ktore z nich beda
segregowaly w stosunku 3:1.

W koncowym etapie badan przewiduje si¢ zlokalizowanie badanego genu dsl na
istniejagcg mape genetyczng zyta przy udziale sprz¢zonych z nim markeréw AFLP.

MATERIAL I METODY

Material roslinny

— Linia wsobna, karfowa oznaczona symbolem 8/40K — pokolenia Sio 0 skrdconej
stomie, wielokrotnie samozapylana, celem ustalenia cechy. Linia ta — 8/40K cha-
rakteryzuje si¢ dlugoscig zdzbta dochodzaca do 30 cm 1ijest wrazliwa na dzialanie
egzogennej gibereliny (rys. 1). Pobrano liscie z 10 ro$lin linii kartowej i wyizolowano
DNA.

— Linia wsobna 8/40N — pokolenia Sis 0 normalnym typie wzrostu, wyselekcjonowana
W trakcie samozapylania odmiany zyta uprawnego Garczynskie o dtugosci stomy ok.
120 cm. Ztej samej wyjSciowej rosliny otrzymano analog o fenotypie kartowym
(8/40K); od 10 lat linie te sa prowadzone niezaleznie od siebie, stad wynika roznica
liczby pokolen obu uzytych linii. W przypadku linii kontrolnej do analizy DNA pobrano
liScie rowniez z 10 roslin.

— DWSK1-F; — pokolenie segregujace pod wzglgdem recesywnego genu kartowatos$ci
dsl. Rosliny uzyskano w wyniku krzyzowania linii 8/40N i 8/40K w obu kierunkach,
a nastepnie samozapylajgc rosliny pokolenia F1. W pokoleniu F, wystgpita segregacja
na ro$liny kartowe i o normalnym typie wzrostu w stosunku 3:1. Do analizy DNA
pobrano liscie z 94 ro$lin pokolenia F,. Wstepnie przeprowadzono analize wystepo-
wania markerow na 21 roslinach pokolenia DWSK1-F..

— Genetyczne mapowanie zostato przeprowadzone przy uzyciu 94 roslin populacji F»
(populacja mapujaca) zyta i jej linii rodzicielskich: DS2 i RXL10 (po 10 ro$lin z kazdej
linii wsobnej). Materiaty te otrzymano od prof. P. Masojcia z AR w Szczecinie.

AFLP w polaczeniu z BSA

— Izolacje¢ catkowitego DNA wykonano z zielonych lisci wg zalecen producenta zestawu
do izolacji firmy QIAGEN. Preparaty po izolacji charakteryzowano spektrofoto-
metrycznie, a integralno$¢ badano elektroforetycznie w zelu agarozowym.

— Kolejne etapy techniki AFLP (trawienie DNA, ligacja adaptorow, wstepny PCR,
znakowanie P, selektywny PCR), modyfikowanej do genomu zytniego wykonano
zgodnie z metodyka szczegotowo opisang przez Bednarek iwsp. (1999; 2000).
Produkty wstepnego PCR kontrolowano na zelu agarozowym.

— Proby $rednie do analizy zestawow segregantow (BSA) ztozono z réwnych objetosci
rozcienczonych preparatow po wstepnym PCR dla poszczegolnych form rodzicielskich
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oraz potomstwa pokolenia F,. Kazda proba srednia sktadata si¢ z co najmniej 6-10
ro$lin okreslonego fenotypu (dotyczy form rodzicielskich tworzacych mieszanca
DWSK1-F; oraz form rodzicielskich DS2 i RXL10 dla populacji mapujace;j).

— Produkty selektywnego PCR rozdzielano na zelach akrylamidowych i wizualizowano
na kliszach rentgenowskich. Na ostatnim etapie analizy do prob populacji mapujacej
dotaczono wzorzec masy, ktorym byl zestaw do sekwencjonowania SequiTherm
EXCEL Il DNA Sequencing Kit firmy EpicentreTechnologies.

— Analiza autoradiogramow. Analiz¢ obrazow produktow selektywnego PCR
przeprowadzono wizualnie. Wyniki zebrano w postaci bazy danych w arkuszu
kalkulacyjnym EXCEL.

— Analiza danych. Zliczano dla kazdej z badanych kombinacji selektywnych starterow
liczbe identyfikowanych potencjalnych markeréw, rdznicujacych badang krzyzoéwke
oraz formy rodzicielskie populacji mapujacej (DS2, RXL10). Aby okresli¢ stosunek
rozszczepien potencjalnych markeréw na trzech kolejnych populacjach (populacja
segregujaca ograniczona — 21 roslin, populacja mapujaca — 94 rosliny, populacja
segregujaca rozszerzona — 94 osobniki) wykonano matryce zerojedynkowa (1,0) dla
obecnosci lub braku réznicujgcego prazka na autoradiogramach. Nastepnie zweryfiko-
wano ich segregacje za pomocg testu 2.

WYNIKI I DYSKUSJA

Analiza zestawow segregantow (BSA)

Zastosowana w pracy metoda analizy zestawow segregantow (BSA), opisana przez
Milchemore i wsp. (1991), umozliwia identyfikacje fragmentéw DNA, ktére moga by¢
sprzgzone z genami warunkujacymi wystepowanie waznych cech uzytkowych, a w szcze-
go6lnosci cech monogenicznych. Polega ona na taczeniu prob DNA o skrajnych fenotypach
w dwa zestawy, ktore nastepnie sg porOwnywane za pomocg roznych technik badawczych.
Tworzenie prob zbiorczych ma na celu usrednienie potencjalnej zmiennosci wywotanej
ekspresja badanego genu. Michelmore i wsp. (1991), Ouedraogo i wsp. (2001) uwazaja, ze
wszelkie roznice identyfikowane dla prob srednich powinny by¢ zwiazane z badang cechg.

W naszych wczesniejszych badaniach proby srednie zostaty zlozone po otrzymaniu
rozcienczen po wstgpnym PCR techniki AFLP, celem uniknigcia mozliwosci utracenia
zmiennosci linii wsobnych (Bednarek i in., 1999).

Proby zbiorcze DNA ztozono z form rodzicielskich o znanych skrajnych genotypach:
DS1DS1 i dsldsl oraz potomstwa pokolenia F». Z takiej samej liczby roslin ztozono proby
srednie DNA populacji mapujacej i jej form rodzicielskich (DS2 i RXL10).

Analiza linii wsobnych (karlowej o genotypie dsldsl i normalnej — o genotypie

DS1DS1) i potomstwa pokolenia F

Lacznie przebadano 239 par selektywnych starterow enzymow restrykcyjnych
EcoRI/Msel. Wszystkie badane pary selektywnych starterow generowaty niepowtarzalne
wzory produktow PCR. Ogoélem zidentyfikowano ponad 20 tys. fragmentow DNA,
roéznicujgcych poszczegodlne proby zbiorcze. Para starterow EAGG/MCGG (11) genero-
wata najmniejsza liczbe fragmentdéw, za$ para EATG/MCAT (165) najwigksza liczbe
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fragmentow. Podstawowym celem przeprowadzonych badan byta identyfikacja tych
fragmentow DNA, ktore potencjalnie moga by¢ sprzezone z badanym genem kartowatos$ci.

Rys. 1. Typ wzrostu: roslina karlowa (po lewej) i kontrola
Fig. 1. Type of growth: dwarf plant (on the left) and control

Zidentyfikowano 2587 (11%) réznicujacych proby Srednie (pochodzace z roslin
o skrajnych fenotypach: 8/40K — kartowy i8/40N — normalny typ wzrostu oraz
potomstwa pokolenia F;) fragmentéw DNA 0 masie czasteczkowej od 100 do 1000 par
zasad. Wsrod nich zdecydowang wigkszo$¢ stanowily prazki o identycznej intensywnosci
w prébie rodzicielskiej i w potomstwie. Pozostate fragmenty roznity si¢ intensywno$cig
u potomstwa i form rodzicielskich. Uzyskany polimorfizm w przypadku badanych linii
wsobnych zyta, ktore zostaly wyselekcjonowane z jednej rosliny wyjsciowej, wydaje si¢
by¢ uzasadniony ze wzgledu na wysoki stopien pokrewienstwa. Podobny poziom
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polimorfizmu wynoszacy 13% otrzymali Jeuken i wsp. (2001), badajac linie sataty wy-
prowadzone z gatunku uprawnego L. sativa.

Zastosowana w pracy technika AFLP w potaczeniu z BSA, umozliwita identyfikacje
znacznego polimorfizmu fragmentéw DNA w badanych populacjach i ich formach rodzi-
cielskich. Na tym etapie badan wybrano tylko te roznicujace fragmenty DNA, ktore miaty
identyczna intensywno$¢ dla prob zbiorczych form rodzicielskich i potomstwa F, oraz pary
starterow w ktorych zidentyfikowano co najmniej 5 polimorficznych prazkéw. To
pozwolito na zmniejszenie liczby kombinacji starterow w kolejnych badaniach do 68.

Analiza linii wsobnych i pokolenia F; oraz linii rodzicielskich populacji mapujacej

(DS2 i RXL10)

Do badan, oprocz analizy skrajnych fenotypow i potomstwa F», wiaczono DNA form
rodzicielskich populacji mapujacej DS2 i RXL10 (rys. 2) wcelu sprawdzenia czy
fragmenty DNA réznicujgce badane skrajne fenotypy beda rowniez wystepowaty u linii
rodzicielskich populacji mapujacej zyta iczy beda je rdéznicowac. Oczekiwano, ze
identyfikacja fragmentow DNA rdznicujacych proby zbiorcze form rodzicielskich obu
populacji (segregujacej i mapujacej) i pokolenia F2, pozwoli na kolejne zawezenie analiz
i wytypowanie markeréw sprzezonych z genem ds1.

Z wytypowanych 68 par starterow przeanalizowano polimorficzne fragmenty powie-
lane przez 65 kombinacji oligonukleotydow. Ogodlem zidentyfikowano 489 prazkow
roéznicujacych proby srednie DNA linii: 8/40K 1 8/40N oraz populacj¢ segregujaca. Z tego
142 fragmenty DNA wystepowaty we wszystkich probach jednoczesnie. Srednio w jednym
uktadzie identyfikowano po ok. 2 prazki réznicujace proby zbiorcze badanych linii
i populacji. W wigkszosci przypadkow  wystepowaly polimorficzne fragmenty,
pochodzace od roslin o fenotypie kartowym — 87, natomiast 55 pochodzito od roslin
0 genotypie dominujagcym. Otrzymano wigc podobne proporcje polimorficznych frag-
mentow jak we wczesniejszych badaniach, gdzie obserwowano wigkszg liczbg roznicujg-
cych sygnatéw pochodzgcych od roslin o genotypie dsldsl, czyli kartowych (Kubickai in.,
2001).

W analizie najbardziej znaczace byly fragmenty DNA roznicujace réwnoczesnie
skrajne fenotypy i potomstwo oraz linie rodzicielskie populacji mapujacej DS2 i RXL10,
dlatego podano ich rozktad w zaleznosci od zastosowanej pary starterow (tab. 1). Z danych
tych wynika, Ze nieco wigcej markerow byto zlokalizowanych w obszarach bogatych w GC
na 3 koncu poszczegdlnych starterow.
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Rys. 2. Profile DNA linii: karlowej o genotypie dsldsl (5) i kontrolnej o genotypie Ds1Dsl (3) ich
potomstwa F2 (4) oraz form rodzicielskich populacji mapujacej: DS2 (1) i RXL10 (2). Strzalki
wskazuja prazki wspolne
Fig. 2. DNA profiles: for the dwarf line with genotype ds1dsl (5) and control with genotype Ds1Dsl (3),
their offspring F2 (4) and parental forms of the mapping population : DS2 (1) and RXL10 (2). Arrows
point at common bands

Tabela 1
Poréwnanie wystepowania fragmentéw roznicujacych formy rodzicielskie populacji segregujacej pod
wzgledem recesywnego genu kartowatosci u potomstwa F2 i form rodzicielskich populacji mapujacej
Comparison of appearance of fragments differentiating parental forms of the segregating population as
well as offsprings F2 and parental forms of the mapping population in respect of the recessive dsl
dwarfness gene

CAA |CAT |[CTA|CTT|CCA|CCT|[CGA|CGT |[CAC|CAG|CTC|CTG|CCC|CCG|CGC | CGG
AGG 4 4
AGC| 3 4 2 3 3 4 6 1 1 |27
ACG| 2 1 1 1 5
ACC 5 2 1 3 3 14
ATG 5 5
AAG 3 2 2 2 9
ATC 3 1 2 1 1 1 9
AAC 1 2 1 4
AGT 4 1 1 1 7
AGA 0
ACT| 3 1 1 2 3 10
ACA 1 3 3 3 2 1 ]13
ATT 3 3
ATA 1 2 1 1 5
AAT 5 6 1 1 5 2 1 j21
AAA 1 1 3 2 7
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Analiza wynikow podanych w tabeli 1 potwierdzita nasze wcze$niejsze badania nad
cms Pampa u zyta (Bednarek iin., 1999, 2000), gdzie wigkszos¢ potencjalnie rozni-
cujacych badane fenotypy fragmentdéw DNA jest generowanych przez pary starterow
bogatych w zasady GC. Nasze wyniki sugeruja, iz wstepne poszukiwania markerow AFLP
sprzgzonych z badana cecha, prowadzone za pomocg analizy zestawow segregantow moga
by¢ ograniczone do starteréw bogatych w zasady GC. Ze wzgledu na to, ze wyniki
otrzymali$my tylko dla dwodch cech (gen karlowatosci oraz markery meskiej sterylnosci
I przywracania ptodnosci pytku u zyta) nie mamy podstaw, by moc je uog6lni¢ dla innych
cech, atym bardziej gatunkow ro$lin. Niemniej w literaturze znajdujemy doniesienia
dotyczace podobnego zjawiska usoi. Han iwsp. (1999) zaobserwowali zalezno$é
pomigdzy zawarto$cia zasad GC w rozszerzeniu selektywnym starterow uzytych do
analizy genomu soi ailoscig otrzymanych fragmentow. Zalezno$¢ te tlumacza wysoka
zawarto$cig zasad AT w genomie soi i dlatego ilo$¢ prazkoéw generalnie rosta dla starteréw
bogatych w zasady GC.

Analiza na ograniczonej populacji pokolenia segregujacego pod wzgledem

recesywnego genu dsi

Liczba identyfikowanych fragmentow DNA roéznicujacych zarowno formy rodziciel-
skie populacji mapujacej DS2 x RXL10, jak i proby zbiorcze badanej populacji segre-
gujacej nadal pozostata znaczna. Dlatego zawgzono pulg roznicujacych fragmentoéw DNA
poprzez badanie ich segregacji na ograniczonej populacji roslin pokolenia segregujagcego
(DWSK1-F).

Proby DNA przygotowano zgodnie z opisang metoda i poddano kolejnym etapom
AFLP. Analiza wzorow molekularnych wykazata, ze z wybranych wcze$niej 142 frag-
mentow DNA rdznicujacych skrajne fenotypy i potomstwo F, oraz linie rodzicielskie
populacji mapujacej DS2, RXL10 u 88 potwierdzono segregacje w stosunku 3:1 (rys. 3).
Te fragmenty DNA byty generowane przez 51 par selektywnych starteréw. Istotnos$¢ réznic
dla wytypowanych wzordéw prazkow roznicujgcych sprawdzono testem chi? przy poziomie
istotnosci p = 0,01

Weczesniejsze badania wykazaty, ze rdéznicujgce fragmenty DNA wystepujg zardGwno
w badanej populacji segregujacej zawezonej jak rowniez u linii rodzicielskich populacji
mapujace;j.

Aby ustali¢ czy prazki te sg faktycznymi markerami celowym bylo przeprowadzenie
odpowiednich analiz na populacji mapujacej. Do badan wiagczono DNA populacji mapu-
jacej ztozonej z 94 osobnikdw, a takze formy rodzicielskie tej populacji. Analiza polegata
na sprawdzeniu obecno$ci zidentyfikowanych réznicujgcych fragmentow DNA w popu-
lacji mapujacej i na zweryfikowaniu rozszczepienia w stosunku mendlowskim. Dla 15 par
starterow, ktore generowaly wczesniej wytypowane polimorficzne fragmenty DNA,
wykonano rozdzialy elektroforetyczne dla w/w populacji. Dla 13 roznicujgcych prazkow
stwierdzono segregacj¢ 3:1 ina tej podstawie uznano je za markery dominujace AFLP
zwigzane z cechg kartowatosci u zyta.

Technika AFLP wykorzystywana jest nie tylko do poszukiwania markeréw moleku-
larnych DNA, co udowodniono w niniejszej pracy, ale rowniez do badan nad zaggszcza-
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niem map genetycznych u wielu gatunkéw roslin, miedzy innymi: u ryzu (Cho i in., 1998),
oraz u soi (Hayes i Shaghai Maroof, 2000).

EACG/MCAA

21 plants of limitation population

Rys. 3. Segregacja na zawezonej populacji segregujacej
Fig. 3. Segregation in the limited segregated population

W przysztosci zidentyfikowane markery AFLP zostang poddane analizie za pomoca
programu MAPMAKER, celem przeniesienie ich na istniejagcg mape genetyczng zyta
i zlokalizowanie badanego genu ds1 na odpowiednim chromosomie.

WNIOSKI

1. Badania na ograniczonej liczbie roslin, pochodzacych z populacji segregujacej pod
wzgledem genu karlowato$ci, za pomocg fragmentow DNA réznicujacych zard6wno
linie 8/40K i 8/40N, jak ilinie rodzicielskie populacji mapujacej (DS2, RXL10),
umozliwita wykrycie segregacji polimorficznych fragmentow DNA zgodnie
z prawami Mendla. Test ¥? pozwolit na zawezenie puli analizowanych fragmentow
DNA do 88; identyfikowane fragmenty DNA byly powielone przez 51 par selektyw-
nych starteréw.

2. Na podstawie obliczen stosunku rozszczepien dla réznicujacych fragmentéw DNA,
przeprowadzonych na populacji mapujacej wytypowano 13 dominujacych markeréw
AFLP sprzezonych z genem kartowatosci zyta dsl.

3. Wykonane badania na liniach addycyjnych, majace na celu okreslenie lokalizacji
zidentyfikowanych marker6w AFLP na chromosomie Zytnim, nie przyniosly oczeki-
wanych rezultatéw i nie pozwolily na przypisanie otrzymanych markeréw konkret-
nemu chromosomowi.
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