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Markery RAPD sprz¢zone z genami cech ilosciowych sosny zwyczajnej
(Pinus sylvestris L.)

Random amplified polymorphic DNA markers linked to quantitaive traits loci in Scots pine
(Pinus sylvestris L.)

Abstract. Quantitative variation is a feature of many economically important traits in forest trees, such as yield, quality
or disease resistant, which are assumed to be influenced by many interacting loci, and are called quantitative traits loci
(QTL). The method for finding and locating QTLs is called QTL mapping and requires multi-locus genotypes
(molecular markers) and phenotypes (quantitative traits), which are measured on all individuals of segregating
population. Next phenotypic values are statistically associated with genotypic values, usually using multiple regression
or maximum likelihood methods to identify markers that have a strong association with the quantitative trait.

This article will describe a modification of QTL analysis, bulk segregant analysis (BSA), that has been shown to
work well with genes having major effects and that obviates the need for constructing detailed genetic maps. This
approach has been used successfully with composite population of maize to locate QTLs associated with yield under
severe drought.

In order to find molecular markers linked to quantitative traits, economically important in Scots pines breeding
program we decided to combine two different techniques RAPD and BSA. Half-sib progeny of plus tree have been
grouped according to the expression of six economically important traits. To assess the diversity and the separation of
progeny groups we used two multivariate statistical methods: hierarchical cluster analysis and principal component
analysis (PCA). The largest positive values of correlation coefficients were found for the first principal component and
the surface of the needle (» = 0.96), its length (» = 0.85) and width (» = 0.65). The second principal component was
strongly correlated with height (»=0.77) and DBH (= 0.68), while the third was positively correlated with the amount
of needles (r = 0.64). Features strongly correlated with each of the first three principal components identify common
genetic factors. We can conclude that the most important genetic factor, which makes the largest part of the variability of
phenotypic traits, is factor responsible for the characteristics of the leaf. The second main component can be regarded as
a genetic factor responsible for the development of the main stem (trunk), and a third factor is responsible for the foliage.

We analyzed 10 primer combinations and identified locus OPA02-1500bp, probably linked to height and DBH. In
the future this approach can be also extended to the study another quantitative traits.

Key words : RAPD, BSA , quantitative traits, Pinus sylvestris.

1. Wstep dowcow jest ulepszanie gatunkéw pod katem cech
odpowiadajacych potrzebom cztowieka. U drzew les-

Hodowla roslin jest bardzo dynamicznie rozwijajaca nych wigkszos$¢ pozadanych cech uzytkowych i adapta-

si¢ dyscyplina nauk stosowanych. Waznym celem ho- cyjnych, takich jak: wysokos$¢ drzewa, wlasciwosci
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drewna czy odporno$¢ na dzialanie czynnikow
biotycznych 1 abiotycznych, kontrolowana jest wielo-
genowo (Sewell et al. 2002). Ten typ cechy nazywany
jest cechg ilosciowa, a obszary na chromosomie, w
ktérych zlokalizowane sg geny kontrolujace te ceche, to
loci cechy ilosciowej — QTL (ang. quantitatative trait
loci). Cecha uwarunkowana przez wiele gendw moze
osigga¢ rozne natezenie, od niedostrzegalnego w
fenotypie do bardzo wyraznego, dlatego wskazanym jest
ustalenie wiarygodnej metody wyznaczania osobnikow
o najbardziej cennych genotypach. Poznanie podstaw
dziedziczenia waznych gospodarczo cech drzew lesnych
jest szczegdlnie wazne dla zapewnienia trwatosci
zasobow lesnych i ich wydajnosci. W tym kontekscie,
kazde dodatkowe narzgdzie kierujace procesem selekcji,
ktére poprawi oceng wartosci genetycznej i zredukuje
czas wykonania oceny jest szczegdlnie wazne.

Sosna zwyczajna (Pinus sylvestris) jest najwazniej-
szym gatunkiem lasotwoérczym i uzytkowym w Polsce.
Ponad 72% pozyskania grubizny drewna przypada na
gatunki iglaste, z czego okoto 70% stanowi sosna
zwyczajna. Udzial sosny wynosi 69% sktadu gatun-
kowego lasow w Polsce, dlatego wlasnie ten gatunek
wybrano do analizy genetycznej kontroli cech przy-
rostowych.

Wigkszos¢ badan genetyki klasycznej wymaga srod-
kéw 1 procedur generalnie nicosiagalnych dla gene-
tykow lesnych, takich jak linie wsobne, kolekcjon-
owanie charakterystycznych mutantéw. Stad zapewne
powszechne stwierdzenie, ze drzewa lesne sa trudnym
obiektem analiz genetycznych. W przypadku drzew
iglastych duza zaleta jest mozliwos¢ wykorzystania
tkanki megagametofitu. Kazdy megagametofit jest
bowiem ekwiwalentem wkladu drzewa matecznego w
powstanie zarodka, dlatego mozliwa jest bezposrednia
analiza dziedziczenia loci genetycznych, bez koniecz-
nosci uzywania krzyzéwek kontrolowanych.

Zwykle uzywana metoda identyfikacji loci cech ilos-
ciowych (QTL) wymaga zastosowania populacji mapu-
jacej, ktora stanowi petne rodzenstwo lub pétrodzenstwo
i w ktorej kazdy osobnik jest genotypowany za pomoca
markerow molekularnych. Innym podejsciem, wedlug
ktorego osobniki populacji mapujacej moga zostaé po-
grupowane stosownie do natgzenia danej cechy i anali-
zowane pod wzgledem réznic we frekwencji alleli
wewnatrz kazdej z grup, jest metoda analizy zbiorczych
pul DNA (ang. BSA — bulk segregant analysis). Metode
zbiorczych pul DNA rozwingli Michelmore i wspolpra-
cownicy (1991), ktorzy wykorzystali to podejscie do
mapowania genow salaty zwiazanych z jej odpornoscia
na patogeny. W badaniach drzew lesnych jako pierwszy
metode t¢ zastosowal Devey i wsp. (1995) do mapo-
wania genu odpornosci Pinus lambertiana na rdz¢ kory
wejmutki (Cronartium ribicola). Kolejne przyktady

wykorzystania metody BSA zakonczone sukcesem
takze dotyczyly mapowania genéw odpornosci na
patogeny: gendéw wiazu drobnolistnego na Stegophora
ulmea (Benet et al. 1995), genéw hybryd topoli na
Melampsora larici — populina (Cervera et al. 1996,
Villar 1996) oraz gendéw sosny taecda na Cronartium
quercuumn (Wilcox et al. 1996). Metod¢ BSA wyko-
rzystano takze do zmapowania genu $wierka pospolitego
kontrolujacego ujawnienie fenotypu o wysmuklej
koronie (Lehnera et al. 1995). Quarrie i wspotpra-
cownicy (1999) zaproponowali wykorzystanie metody
BSA w badaniach nad odpornoscia kukurydzy (Zea
mays L.) nasusz¢, czyli cechg kontrolowana przez wiele
gendéw. Badania te pokazaty, ze analiza zbiorczych pul
DNA moze by¢ wykorzystywana nie tylko do
identyfikacji markeréw cech kodowanych przez
pojedyncze geny, ale takze takich, ktore maja charakter
ilosciowy, lecz kontrolowane sg przez geny o duzym
efekcie fenotypowym. Markery molekularne, ktore
wykazuja polimorfizm pomigdzy rodzicami oraz sa
silnie sprz¢zone z locus cechy ilosciowej o duzym
efekcie fenotypowym, beda wowczas segregowaly
allele zdanym locus w potomstwie (Quarrie et al. 1999),
czyli inaczej markery sprzezone z locus cechy ilosciowe;j
beda wspdlnie dziedziczone.

Wraz z rozwojem technologii marker6w molekular-
nych pojawily si¢ nowe mozliwosci powiazania okres-
lonej cechy z wynikami kontroli genetycznej. Stosujac
markery RAPD, ktore majq charakter dominujacy, do
wykorzystania metody BSA wymagana jest niewielka
préba osobnikéw (okoto 10) w obu grupach segre-
gantéw. Prawdopodobienstwo, ze niezwigzany locus
jest polimorficzny w obu grupach 10 osobnikow wynosi
2x10° (Michelmore et al. 1991).

W artykule przedstawiono zmodyfikowang proce-
dure analizy loci cech ilosciowych, w ktorej do okresle-
nia sprzezenia z markerami RAPD, wykorzystano
zbiorcze pule DNA.

2. Materialy i metody
Material

Material roslinny stanowito potomstwo drzewa
doborowego sosny (réd 167), pochodzace z wolnego
zapylenia, z plantacyjnej uprawy nasiennej, zatozonej w
1990 roku, zlokalizowanej w Nadles$nictwie Skier-
niewice, Lesnictwo Rylsk. Jedynym kryterium wyboru
byta odpowiednio liczna reprezentacja potomstwa. W
badanym zbiorze 124 osobnikéw potomnych analizo-
wano szes$¢ cech: piersnicg na wysokosci 1,3 m — DBH,
wysoko$¢ drzewa — H, liczbe igiet na pedzie I rzedu na
dlugosci 10 cm od paczka wierzchotkowego, szerokosé
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igly, dtugos¢ igly oraz powierzchni¢ igly. Materiat
badawczy stanowity igly zebrane z drzewa matecznego i
124 drzew potomstwa oraz szyszki. Z 30 zebranych
szyszek dla kazdego drzewa wytuszczono nasiona. Po
odskrzydleniu i oddzieleniu nasion pustych, pozostate
wysiano na bibutlowe krazki. Po 7 dniach od skietko-
wanych siewek oddzielano megagametofit. Z uzyskanej
tkanki megagametofitu i z igiet ekstrahowano DNA
genomowy. Ekstrakcje DNA prowadzono z uzyciem
zestawu do izolacji Dneasy Plant Kits firmy QIAGEN
wedlug procedury producenta. Oceny jakosciowej i
ilosciowej otrzymanego DNA dokonywano przez
rozdziat elektroforetyczny w 0,8% zelu agarozowym w
buforze 0,5xTBE.

Analiza zbiorczych pul DNA
Metody statystyczne

Do oceny zréznicowania oraz wydzielenia grup
potomstwa zastosowano dwie wieclowymiarowe metody
statystyczne, wzajemnie si¢ uzupelniajace, tj. hierar-
chiczng analiz¢ skupien (ang. — hierarchical cluster
analysis) (Mohammadi, Prasanna 2003; Crossa, Franco
2004) oraz analizg¢ sktadowych gléwnych PCA (PCA —
ang. principal component analysis).

Analiza sktadowych gléwnych zostata przeprowa-
dzona w celu oceny zréznicowania potomstwa pod
wzgledem badanych cech fenotypowych. Wyznaczono
wspotezynniki korelacji migdzy sktadowymi gtéwnymi
a wartosciami $rednich dla poszczegdlnych cech. Na
podstawie bezwzglednej wartosci  wspolezynnikow
korelacji mozna stwierdzi¢, ktére cechy charakteryzuja
si¢ najwigksza mocg dyskryminacyjna, czyli réznicujaca
badang populacj¢ (Ukalska et al. 2007).

W celu wyznaczenia grup potomstwa podobnego
pod wzgledem badanych ilosciowych cech fenotypo-
wych zastosowano hierarchiczna analiz¢ skupien
metodq Warda (Ward 1963). Jako miar¢ podobienstwa
wzigto kwadrat odleglosci euklidesowej migedzy
potomkami, ktéra obliczono na podstawie wartosci
$rednich dla 6 rozwazanych cech w skali standaryzo-
wanej dla kazdej z nich (Krzanowski 1988). Liczba
homogenicznych grup potomstwa zostata wyznaczona
na podstawie kryterium skupien szesciennych (Sarle
1983). Jest to jedno z kilku mozliwych do zastosowania
statystycznych kryteriow shuzacych do obiektywnego
podziatu obiektow na grupy jednorodne pod wzgledem
wielowymiarowym (Crossa, Franco 2004).

Na podstawie wynikow uzyskanych za pomoca obu
zastosowanych metod wielowymiarowych wykonano
wykres wydzielonych grup genotypéw w uktadzie
dwoch pierwszych sktadowych gtownych.

Obliczenia potrzebne do wykonania podanych analiz
statystycznych oraz prezentowany w pracy wykres
wykonano przy uzyciu procedur FASTCLUST i
PRINCOMP oraz procedur graficznych pakietu SAS
(Khattree i Naik 2000, SAS/STAT User's Guide, 2004).

Analiza RAPD

Najprostsza w wykonaniu technika, ktéra pozwala na
szybkie wykrycie réznic w sekwencji DNA na obszarze
calego genomu, jest opracowana przez Williamsa i wsp.
(1990) metoda RAPD (ang. Randomly Amplified Poly-
morphic DNA), wykorzystujaca losowo amplifikowany
polimorficzny DNA. Metoda ta wykorzystuje poje-
dynczy, 10-nukleotydowy starter o losowo wybranej
sekwencji. W celu zidentyfikowania polimorficznych
fragmentow DNA przetestowano 10 starterow: OPA02,
OPA0O6 OPA11, OPEO8, OPD12, OPE09, OPGO04
OPG09, OPG10 i OPWO09 (Opreon Technologies,
Alameda, California, USA). Sktad mieszaniny reakcyj-
nej byt nastepujacy: 10 ng DNA, 0,2 uM starter, 5,5 uM
MgCl,, 200 uM dNTPs, 1 x bufor do polimerazy DNA,
1 U Polimerazy Taq (QIAGEN).

Kazda reakcja PCR byla przeprowadzona wedhug
programu obejmujacego 40 cykli: 1 min—94°C, 1 min—
37°C i 2 min — 72°C. Program poprzedzony byt 1,5-
minutowym okresem denaturacji w temp. 94°C i kon-
czyt si¢ 10-minutowym wydtuzaniem produktéw w
temperaturze 72°C. Produkty reakcji PCR rozdzielano w
barwionym bromkiem etydyny 2% zelu agarozowym w
buforze TBE.

3. Wyniki

W przedstawionych badaniach zastosowano mar-
kery RAPD i metod¢ BSA do identyfikacji fragmentow
DNA sprzezonych z loci cech ilosciowych analizowa-
nych dla potomstwa sosny zwyczajnej, pochodzacego z
wolnego zapylenia. Drzewa pogrupowane zostaty
wedlug ekspresji szesciu analizownych cech. Wyniki
analizy sktadowych gtéwnych przedstawiono w tabeli 1.
Trzy pierwsze sktadowe gtowne wyjasniaty tacznie 82%
catkowitej zmiennosci $rednich wszystkich badanych
cech w populacji mapujacej sosny. Najwieksze wartosci
dodatnie wspotczynnikéw korelacji pierwszej sktado-
wej gtownej stwierdzono z powierzchnig igly (=0,96),
jej dlugoscia (=0,85) oraz szerokos$cig (#=0,65). Druga
sktadowa byta silnie skorelowana z wysokoscia (=0,77)
i piersnica (r=0,68), natomiast trzecia sktadowa byta
dodatnio skorelowana z liczbg igiet (+=0,64). Cechy sil-
nie skorelowane z kazda z trzech pierwszych gtownych
sktadowych sa podstawg identyfikacji wspolnych czyn-
nikow genetycznych. Mozna zatem stwierdzi¢, ze
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Tabela 1. Korelacja migdzy trzema pierwszymi skladowymi glownymi PRIN1, PRIN2 i PRIN3 a 6 cechami fenotypowymi
potomstwa oraz skumulowana wariancja wyjasniana przez trzy pierwsze skladowe gléwne

Table 1 Correlation between the first three principal components (PRIN1, PRIN2 and PRIN3) and 6 phenotypic traits of offspring
and the cumulative variance explained by first three principal components

Cecha Wspélezynniki korelacji
Trait Correlation coefficients

PRIN1 PRIN2 PRIN3
Pier$nica 0,32 0,68 -0,47
DBH
Wysokos¢ 0,33 0,77 -0,14
Height
Liczba igiel -0,42 0,47 0,64
Needle number
Szerokos¢ igly 0,65 -0,50 -0,18
Needle width
Dlugos¢ igly 0,85 0,15 0,40
Needle lenght
Powierzchnia igly 0,96 -0,08 0,25
Needle surface
Skumulowana wariancja calkowita, % 41,0% 66,8% 82,0%

Total cumulative variance, %

RINT

rn

Grupa 1
Grupa 2
Grupa 3
Grupa 4
Grupa 5

Rycina 1. Rozmieszczenie populacji w przestrzeni

pierwszej (PRIN1) i drugiej (PRIN2) skladowej gléwnej.

Na wykresie oddzielono dwie grupy osobnikow o
skrajnych wartosciach cechy, ktore postuzyly do

utworzenia dwéch zbiorczych pul DNA

Figure 1. Distribution of the population in the area of the

first (PRIN1) and second (PRIN2) main components. In the

graph there are separated two groups of subjects with

extreme values of the features that were used to create two

pooled DNA pools

najwazniejszym czynnikiem genetycznym sposrod tych,
ktére warunkuja rozpatrywane zmienne, jest czynnik
odpowiedzialny za cechy liscia. Czynnik ten powoduje
najwigksza czes¢ zmiennosci badanych cech fenoty-
powych. Druga gtéwna sktadowa mozna traktowac jako
czynnik genetyczny odpowiedzialny za wyksztalcenie
pedu gldwnego (pnia), a trzecig jako czynnik odpo-
wiedzialny za ulistnienie.

Za pomoca hierarchicznej analizy skupien oraz na
podstawie wartosci statystyki kryterium skupien szes-
ciennych podzielono badane potomstwo na 5 grup,
homogenicznych pod wzgledem rozwazanych 6 cech
fenotypowych. Wartosci srednie i wspdtczynniki zmien-
nosci cech fenotypowych dla tych grup przedstawiono w
tabeli 2. Wyznaczone grupy potomstwa ukazano gra-
ficznie w przestrzeni dwoch pierwszych sktadowych
glownych PRIN1 i PRIN2 (ryc. 1). Wykres taki pozwala
na scharakteryzowanie populacji jednoczes$nie pod
wzgledem tych cech, ktore byly silnie skorelowane ze
sktadowymi gléwnymi. Na podstawie przedstawionego
wykresu mozna scharakteryzowaé¢ wydzielone grupy
oraz pojedyncze osobniki. Przyktadowo, osobnik 120, z
grupy oznaczonej kolorem czerwonym, charakteryzuje
si¢ najmniejszymi wartosciami cech silnie, dodatnio
skorelowanymi z pierwsza skladowa gldwng PRINI,
czyli jest to osobnik o najkrétszych i najwezszych
iglach. Jednoczesnie, osobnik ten charakteryzuje sig¢
wyzszymi niz $rednia wartosciami cech silnie skore-
lowanych z druga sktadowa gtdéwng PRIN2, tj. wyzsza
niz $rednia wysokoscig i piersnica. Do tej samej grupy
nalezy drzewo oznaczone numerem 82, ktére charakte-
ryzuje si¢ $rednimi wartosciami cech silnie dodatnio
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Tabela 2. WartoSci Srednie x i wspolczynniki zmienno$ci CV (%) dla 5 grup potomstwa wydzielonych metoda Warda
Table 2. The mean values x and coefficients of variation CV (%) for the 5 groups of offspring separated by Ward’s method

Ogolem
Cecha 1 2 4 5 Total
Trait
X (&\% X CV X (&\% X CV X (&)% X ()%
Srednica 162,72 11 231,17 10 203,03 11 196,50 11 184,94 13 194,69 16
DBH
Wysokos$é 829,38 11 1037,00 8 980,31 8 861,50 7 953,13 8 929,60 12
Height
Liczba igiel 84,89 12 81,62 9 86,46 14 70,54 9 72,13 15 80,70 14
Needle number
Szerokos¢ igly 1,98 6 2,06 5 6 2,14 6 2,21 5 2,02 9
Needle width
Dlugosé igly 54,09 11 64,42 10 60,91 10 61,81 9 75,02 5 61,79 14
Needle lenght
Powierzchnia igly 231,34 11 290,78 10 247,57 14 286,77 9 366,13 7 273,37 19
Needle surface
M W N P m\W N Prm\W N P m\W N P m\W N P m

Rycina 2. Produkty reakcji PCR ze starterami: OPW09 - pierwsze cztery $ciezki, kolejne: OPA11, OPE09, OPAO02 i
OPAO06 dla obu pul zbiorczych ‘W’ i ‘N’ oraz dla drzewa matecznego ‘P’ oraz megagametofitu ‘m’. M — 100 bp Ladder

DNA (MBI Fermentas)

Figure 2. Products of PCR-reaction with primers: OPW09 — the first four tracks, further: OPA11, OPE09, OPA02 and OPAO06 for
both bulk pools "W ' and 'N' and the female trees 'P' and megagametophyte m. M — 100 bp DNA Ladder (MBI Fermentas)

skorelowanych z pierwsza sktadowa gtowng i jedno-
czesnie najwyzszymi wartosciami cech silnie skorelo-
wanych z druga sktadowa glowna, tj. wysokoscig i
piersnica.

Sposrdéd szesciu badanych cech do analizy sprzgze-
nia z markerami RAPD wybrano cechy skorelowane z
druga sktadowa tj.: wysokos¢ i piersnicg. Cechy te stano-
wily przedmiot wielu wczesniejszych badan (Bradshaw
et al. 1995; Byrne et al. 1997; Emebiri et al. 1997; Kaya
etal. 1999; Kubisiak et al. 1997; Plemion et al. 1996; Wu
1998; Yoshimura et al. 1998). Dla sosny zwyczajnej
zidentyfikowano 0-3 QTL-i sprz¢zonych z wysokoscia i
pier$nica, charakteryzujacych si¢ duzym efektem
fenotypowym — 11,5-12,5% dla wysokosci, 1—9,3—-15%
dla piersnicy (Larceteau et al. 2000).

Analizy statystyczne pozwolily na wyznaczenie
dwdch pul zbiorczych DNA. Pierwsza sktadata si¢ z 10
potaczonych ilosciowo prébek DNA wyizolowanych z
roslin o najwyzszych wartosciach analizowanej cechy,
wyznaczonych na podstawie wykresu przestrzennego
dwdch pierwszych gléwnych sktadowych, druga mie-
szanina zawierata DNA o skrajnie najnizszych war-

tosciach cechy. I tak drzewa najwyzsze o najwigkszej
piersnicy oznaczono litera ,,W” i wlaczono do tej grupy
osobniki 82, 109, 75, 88, 112, 11, 98, 50, 47, 137,
natomiast grup¢ drzew najnizszych o najmniejszej
piersnicy, ktora stanowity osobniki 78, 51, 53, 6, 65, 59,
68, 64, 130, 141, nazwano ,,N”. Obie grupy ro$lin
zawieraja, z zatozenia, bardzo zblizone ilosci DNA, a co
si¢ z tym wigze, produkty amplifikacji sg bardzo po-
dobne, z ta rdéznica, ze markery RAPD zwigzane z
badang cechg sa bardziej intensywne w jednej grupie
i mniej intensywne lub nieobecne w grupie drugie;j.

Dla utworzonych w ten sposéb grup zbiorczych pul
DNA prowadzono analiz¢ zmiennosci markeréw RAPD
przy uzyciu 10 starterow. Starter OPA02 wykazywat
polimorfizm pomigdzy grupami ,,W” i ,N” (ryc. 2).
Obecnos$¢ fragmentu wielkosci 1500 pz w grupie osob-
nikow wysokich i u drzewa matecznego oraz brak tego
fragmentu w drugiej skrajnej grupie zbiorczej moga
wskazywaé na sprzgzenie tego markera z analizowana
cecha — wysokoscig drzewa.



210 I. Szyp-Borowska et al. / Lesne Prace Badawcze, 2011, Vol. 72 (3): 205-211.

4. Dyskusja

Mozemy wyrézni¢ dwa zasadnicze sposoby
identyfikacji markeréw sprzgzonych z cechami feno-
typowymi. Pierwszy, analiza QTL, opiera si¢ na geno-
typowaniu calego potomstwa i osobnikéw rodziciel-
skich za pomoca markeréow gesto pokrywajacych caly
genom, a nastepnie badaniu zwiazkéw miedzy feno-
typowymi réznicami a genotypami. Jest to postepowanie
czasochtonne i kosztowne. Drugie podejscie, analiza
zbiorczych grup segregantow, opiera si¢ na genotypo-
waniu tylko tej czegsci potomstwa, ktorej fenotyp
skrajnie odbiega od $redniej pod wzgledem analizo-
wanej cechy. O istnieniu sprz¢zenia wnioskuje si¢ na
podstawie réznic czgstosci alleli migdzy grupami roslin
o skrajnych fenotypach (Lebowitz et al. 1987). Jest to
najprostsze i najtansze podejscie bo wymaga analizy
DNA tylko dwoch potaczonych grup osobnikdw, repre-
zentujacych dwie fenotypowe skrajnosci (Giovannoni et
al. 1991; Michelmore et al. 1991). Podczas gdy analiza
QTL oferuje bardziej precyzyjne narzedzie dla loka-
lizacji gendéw regulujacych ekspresj¢ genow, BSA jest
alternatywa, ktdra pozwala unikna¢ genotypowania
wszystkich osobnikéw w populacji i znacznie skrocié
czas analizy oraz zredukowac koszty.

Metoda BSA byla bardzo skuteczna w konstruo-
waniu map genetycznych roslin przy uzyciu markerow
RFLP 1 SSR dla cech kontrolowanych przez pojedyncze
geny (np. Barua et al. 1993; Hormaza et al. 1994; Villar
et al. 1996; van Treuren 2001; Zhang al. 2002), a
rowniez w przypadku cech ilosciowych (QTL), dla
ktoérych zidentyfikowano 2-3 geny gltéwne (Quarrie et
al. 1999). Otrzymane w prezentowanej pracy wyniki
wskazuja na to, ze metoda RAPD/BSA moze by¢ takze
pomocna w hodowli sosny zwyczajnej poprzez selekcje
osobnikéw o pozadanych cechach, bez potrzeby kon-
struowania szczegotowych map genetycznych. Proce-
dura RAPD/BSA moze mie¢ zatem praktyczne
zastosowanie w przypadku wielu gatunkéw drzew
lesnych, dla ktérych nie ma jeszcze map genetycznych,
stuzac do szybkiej identyfikacji cennych genotypow.
Ciekawym wydaje si¢ by¢ fakt, ze dla badanej populacji
sosny, dla ktorej zostala takze wyznaczona mapa gene-
tyczna w oparciu o markery AFLP, zidentyfikowano
QTL, ktore wykazato sprzezenie z wysokoscig drzewa
(dane niepublikowane).

Nastepnym krokiem w analizie sprz¢zenia markerow
DNA z cechami ilo§ciowymi, powinno by¢ zwigkszenie
liczby zastosowanych markeréw oraz zastosowanie
markerdw o wigkszym polimorfizmie. Rozwdj techno-
logii i metodologii genotypowania mutacji punktowych
(SNP — ang. single nucleotide polymorphism), uzytecz-
nych w badaniach z zakresu genomiki cztowieka,
oferuje mozliwo$¢ wykorzystania tych narzedzi takze w

hodowli roslin, co wptynie znaczaco na zwigkszenie
efektywnosci metody BSA (Xu i Crouch 2007).
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