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4.4.2.1 Beperkingsensiem vertering van genomiese DNS en ligering van hegstukke.

Elke DNS-monster is met die beperkingsensieme Msel en ECORI verteer. Vertering en die
ligasie van hegstukke is in dieselfde reaksie gedoen. ’n Negatiewe kontrole is ingesluit om
potensiéle kontaminasie te monitor. Die produkte is op 'n 1.5% agarose gel geskei ten einde

te bevestig dat die beperkings-ligasie reaksies suksesvol was (Figuur 4.7)
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Figuur 4.7 Gelfoto wat die beperkingsensiem vertering en hegstukligasieprodukte van die kontrole plante (W84-
17, CS, CSN1ATIB, CSDTI1AL, 0306 en CSM1A/0306) en die agt kortste rekombinante aandui (1.5% agarose
gel, elektroforese teen 100 V vir 30 minute). Laan 1: negatiewe kontrole. Laan 18: pGEM leer.

Soos blyk uit Figuur 4.7 kon dowwe smere in elke laan behalwe in laan 1 (wat die negatiewe
kontrole bevat het) waargeneem word. Hierdie resultaat word verwag aangesien die hele
genoom verteer is met ensieme wat onderskeidelik gereelde en ongereelde snyding
teweeggebring het. Gevolglik is groot hoeveelhede fragmente gegenercer wat na
elektroforetiese skeiding op agarose slegs as smere sou vertoon. Aangesien die beperkings-
ligasie reaksie groot hoeveelhede DNS-fragmente gegenereer het, is slegs ‘n kwart van die

reaksievolume op die agarose gel gelaai.

4.4.2.2 Pre-selektiewe amplifikasie

Die oorblywende beperkings-ligasie reaksie volume is tien maal verdun en geamplifiseer met

pre-selektiewe inleiers wat die hegstukvolgordes aan die ente van fragmente herken het. Om
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die hoeveelheid geamplifiseerde fragmente te verminder, word inleiers op so ’n manier
ontwerp dat dit 'n addisionele 3’-nukleotied besit wat aan ‘n nukleotied van die oorspronklike
DNS-volgorde direk langs die hegstuk, bind. Die aantal fragmente moet verminder word om

sodoende die kompleksiteit van die fragmentpoel te verminder.

Figuur 4.8 toon die skeiding van die pre-selektiewe amplifikasieprodukte op ‘n agarose gel. In
elke laan word ‘n groot aantal geamplifiseerde fragmente waargeneem. Die negatiewe
kontrole in laan 2 toon egter geen bande nie en gevolglik was die reaksie vry van

kontaminasie met vreemde DNS.
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Figuur 4.8 Gelfoto wat die pre-selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS,
CSNI1ATIB, CSDTIAL, 0306 en CSM1A/0306) en die agt kortste rekombinante aandui (1.5% agarose gel,

elektroforese teen 100 V vir 30 minute). Laan 1: pGEM leer. Laan 2: negatiewe kontrole.

4.4.2.3 Selektiewe amplifikasie en visualisering van amplifikasieprodukte.

Verdunde pre-selektiewe PKR amplifikasieprodukte is as templaat-DNS gebruik vir die
selektiewe amplifikasie-stap. = Om die die koste van elektroforese te beperk is
multipleksreaskies uitgevoer waartydens die drie gemerkte, selektiewe ECORI-inleiers met een
van die ongemerkte Msel-inleiers (Tabel 3.5) in een reaksie gekombineer is. Die voordeel van

multipleksreaskies was dat die maksimum hoeveelheid inligting per monster verkry kon word.

Die AFLP-tegniek het slegs fragmente opgespoor wat op die een ent 'n ongemerkte inleier

(Msel) en op die ander ent 'n gemerkte inleier (ECORI) besit het, sowel as fragmente wat
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gemerkte inleiers (ECORI) op beide ente besit het. Die frekwensie van laasgenoemde is in die
algemeen baie laag aangesien die ECORI beperkingsensiem ongereelde snyding teweegbring.
Fragmente wat slegs ongemerkte inleiers (Msel) op beide ente besit kan nie opgespoor word
nie en aangesien die Msel beperkingsensiem gereelde snyding teweegbring sou daar baie
sulke fragmente gegenereer gewees het. Analise is dus vergemaklik aangesien die aantal
fragmente wat waargeneem word baie minder is as die aantal wat wel geamplifiseer het. Dit

verduidelik waarom die Msel-inleier ongemerk moes wees.

Die drie EcoRI selektiewe inleiers is in kombinasie met elk van die agt Msel selektiewe
inleiers gebruik (Tabel 3.5). ‘n Totaal van 24 verskillende inleierkombinasies is dus getoets
en elke kombinasie het ‘n verskillende aantal polimorfiese allele opgespoor. Alhoewel al drie
EcoRlI-inleiers in 'n enkele reaksie met ‘n Msel-inleier gemultipleks word, maak die
verskillende gemerkte kleure dit moontlik om die drie reaksies apart te ontleed met die

GeneMapper-sagteware.

Figure 7.50 tot 7.69 (Addendum A) is grafiese voorstellings van die reeks AFLP-pieke/-allele
wat na toetsing van die kontrole plante en verkorte rekombinante met die GeneMapper-
sagteware vanaf genetiese analiseerderdata gegenereer is. Individuele pieke verteenwoordig
geamplifiseerde DNS-fragmente wat wissel in grootte. In hierdie studie is fragmente wat
wissel tussen 100 en 500 bp bestudeer. GeneMapper-resultate is vereenvoudig deur sekere
beperkings te stel tydens gebruik van die sagteware-pakket. Hierdie beperkings het ingesluit
dat fragmente volgens piek-intensiteite geselekteer word en dat die fokusarea van die allele
gespesifiseer word. Kontrole plante (W84-17, CS, 0306 en CSM1A) is met die selektiewe
inleiers geamplifiseer om sodoende polimorfiese allele te identifiseer. Polimorfiese allele is
aangedui as teenwoordig (+) of afwesig (-). Slegs polimorfismes wat informatief was ten
opsigte van die studie is in ag geneem. Om nuttig te wees moes ‘n betrokke alleel/piek
teenwoordig wees in 0306 of CSM1A/0306 en afwesig wees in W84-17, CS en CSS. Die
polimorfisme sou dus spesifiek gewees het vir die Lr59-translokasie en sou nuttig gebruik kon
word om tussen koring- en spesiechromatien te onderskei. Alternatiewelik kan daar gekyk
word na gevalle waar die alleel/piek teenwoordig is in die koringgenoom (W84-17, CS en
CSS) en afwesig was in die spesie genoom (CSM1A/0306 en 0306). In so geval sou die

merker dus koring-spesifiek wees.
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Die grys stroke wat oor die pieke span (Figure 7.50 tot 7.69 (Addendum A)) staan as alleel-

bundels (“bins’) bekend en dui die geselekteerde, polimorfiese pieke in elke monster aan.

Figure 4.9 tot 4.20 verteenwoordig vereenvoudigde weergawes van die resultate wat vir
nuttige, polimorfiese pieke in Figure 7.50 tot 7.69 (Addendum A) verkry is. Elke blok in ’n
betrokke figuur dui ‘n spesifieke polimorfiese piek aan wat teenwoordig of afwesig is in die
betrokke plant en wat gebruik kon word om te onderskei tussen spesie- en koring-
chromatien. Piekhoogte is ‘n aanduiding van die intensiteit van die betrokke geamplifiseerde

fragment. Pieke wat ‘n intensiteit van meer as 40 gehad het, is bestudeer.
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Figuur 4.9: AFLP-picke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, 0306 en CSM1A/0306) en agt TF;: 07M5
plante is selektief geamplifiseer met ECORI-ACA [FAM (blou)] en Msel-CAA-inleiers. Die inleiers amplifiseer
‘n Ae. peregrina geassosieerde fragment, M-CAA/E-ACA-65.
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Figuur 4.10: AFLP-pieke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, 0306 en CSM1A/0306) en agt TF;: 07M5
plante is selektief geamplifiseer met ECORI-ACA [FAM (blou)] en Msel-CAA inleiers. Die inleiers amplifiseer

‘n Ae. peregrina geassosieerde fragment, M-CAA/E-ACA-124.
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W84-17 CS 0306 CSMI1A /0306
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Figuur 4.11: AFLP-pieke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, 0306 en CSM1A/0306) en agt TF;: 07M5
plante is selektief geamplifiseer met ECORI-ACA [FAM (blou)] en Msel-CAA-inleiers. Die inleiers amplifiseer
’n Ae. peregrina geassosieerde fragment, M-CAA/E-ACA-145.
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W84-17 CS 0306 CSAMI1A /0306
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Figuur 4.12: AFLP-pieke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, 0306 en CSM1A/0306) en agt TF;: 07M5
plante is selektief geamplifiseer met ECORI-ACA [FAM (blou)] en Msel-CAT-inleiers. Die inleiers amplifiseer
‘n Ae. peregrina geassosieerde fragment, M-CAT/E-ACA-64.
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Wi4-17 cs 0306 CSMlaA F0306
T2 T4 TE T2 T4 TE T2 T4 TG T2 T4 TE
—— — 2400 —+—+—+—+ —t
ann 200
2000 2000
&00 £00 1600 1500
4l T4 5 4l 74
400 400 1200 =z 74.20 200 ox T4 20
it i 3675 800 i 10561
200 2 bt 518 bt 1250
2 200
400 i‘ j 400
1} Lo e ] e e~ 1} 1]
10 21 25 29
T2 7 3 Tz T4 76 Tz T4 76 T 74 7B
e — ke ———H— 1200+——— b ———
1800 4000
1200 1000
B 1200 a0 800
al T4
&0 o 500 sz 74 20 &0
o 3635 a0
s A00 [t 517
400
200 200
i i S S S Y 0 I S =
6 101 144 151
T2 Td TE
— 7z T4 76 i T4 TE Tz T4 TG
— —_— —t
600 1200 1400
EO0 1200
1000
1200 1000
a0 74 300 500
200 =z 74.20
i 5050 50 i
200 It 530 400
400 400
200 200
o e
u i} [T M S, e

Figuur 4.13: AFLP-pieke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, 0306 en CSM1A/0306) en agt TF,: 07M5
plante is selektief geamplifiseer met ECORI-ACA [FAM (blou)] en Msel-CAT-inleiers. Die inleiers amplifiseer

‘n Ae. peregrina geassosieerde fragment, M-CAT/E-ACA-74.
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WEB4-17 CS 0306 CSMI1A /0306
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Figuur 4.14: AFLP-pieke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, 0306 en CSM1A/0306) en agt TF: 07M5
plante is selektief geamplifiseer met ECORI-ACA [FAM (blou)] en Msel-CTA inleiers. Die inleiers amplifiseer
‘n Ae. peregrina geassosieerde fragment, M-CTA/E-ACA-227.
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W84-17 C3 0306 CSMI1A /0306
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Figuur 4.15: AFLP-pieke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, 0306 en CSM1A/0306) sowel as die agt
TF;: 07MS5 plante is selektief geamplifiseer met ECORI-ACA [FAM (blou)] en Msel-CTA inleiers. Die inleiers
amplifiseer ‘n Ae. peregrina geassosieerde fragment, M-CTA/E-ACA-251.
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We4-17 Ccs 0206 CSMILA f 0306
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Figuur 4.16: AFLP-pieke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, 0306 en CSM1A/0306) sowel as die agt
TF;: 07MS5 plante is selektief geamplifiseer met ECORI-AAC [NED (geel)] en Msel-CAC inleiers. Die inleiers

amplifiseer ‘n Ae. peregrina geassosieerde fragment, M-CAC/E-AAC-51.
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Wi4-17 CS5 0306 CSM1A /0306
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Figuur 4.17: AFLP-pieke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, 0306 en CSM1A/0306) en agt TF,: 07M5
plante is selektief geamplifiseer met ECORI-ACA [FAM (blou)] en Msel-CTT inleiers. Die inleiers amplifiseer ‘n
Ae. peregrina geassosiecerde fragment, M-CTT/E-ACA-56.
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Wi4-17 Cs 0306 CSMI1A /0306
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Figuur 4.18: AFLP-pieke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, 0306 en CSM1A/0306) en agt TF;: 07M5
plante is selektief geamplifiseer met ECORI-ACA [FAM (blou)] en Msel-CTT inleiers. Die inleiers amplifiseer ‘n
Ae. peregrina geassosieerde fragment, M-CTT/E-ACA-62.
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Figuur 4.19: AFLP-pieke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, CSDT1AL en CSM1A/0306) en agt TF;:
07MS plante is selektief geamplifiseer met ECORI-ACA [FAM (blou)] en Msel-CTC inleiers. Die inleiers

amplifiseer ‘n Ae. peregrina geassosieerde fragment, M-CTC/E-ACA-74.
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WE4-17 CS CSDTIAL CSMI1 A /0306
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Figuur 4.20: AFLP-piecke gegenereer met GeneMapper-sagteware vanaf genetiese analiseerder data. Nie-
selektiewe amplifikasieprodukte van die kontrole plante (W84-17, CS, CSDTI1AL en CSM1A/0306) en agt TF;:
07MS5 plante is selektief geamplifiseer met ECORI-ACA [FAM (blou)] en Msel-CTC inleiers. Die inleiers

amplifiseer ‘n Ae. peregrina geassosieerde fragment, M-CTC/E-ACA-95.

Die aantal nuttige polimorfismes wat vir elke kombinasie opgespoor is, word in Tabel 4.7
saamgevat. Soos blyk uit Tabel 4.7 kon twaalf informatiewe merkers geidentifiseer word en
was ECORI-ACA die mees polimorfiese individuele inleier. Die mees polimorfiese

inleierkombinasies was ECORI-ACA met Msel-CAA (drie polimorfismes).

Die bruikbare AFLP-data wat verkry is na tipering van die agt kortste rekombinante word in
Tabel 4.8 saamgevat. Twaalf polimorfiese AFLP-merkers, wat binne die gebied wat begrens
word deur SCAR S15-T3 en die 1AL telomeer val, is opgespoor. In Tabel 4.8 dui die “K” op
die afwesigheid van die Ae. peregrina-spesifieke alleel in ‘n betrokke plant en die “S” dui op
die teenwoordigheid van die alleel. Die “K” verteenwoordig dus koring-chromatien en die
“S” spesiechromatien. Vanweé¢ die wyse waarop hulle opgespoor is, verteenwoordig die

twaalf merkers ongekarteerde, anonieme loci wat binne die gebied tussen SCAR-lokus S15-
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T3 en die 1AL telomeer val.

Tabel 4.7 Die totale aantal nuttige polimorfismes/allele wat waargeneem is vir elke AFLP

selektiewe inleier-kombinasie.

Inleier | EcoRl — ACA (FAM) | ECORI - AAC (NED) | EcoRI - AGG (JOE)
Totaal

kombinasie Blou Geel Groen
Msel - CAA 3 0 0 3
Msel - CAT 2 0 0 2
Msel -CTT 2 0 0 2
Msel - CTC 2 0 0 2
Msel -CAG 0 0 0 0
Msel - CTA 2 0 0 2
Msel - CAC 0 1 0 1
Msel - CTG 0 0 0 0

Totaal 13 1 1 12

Aangesien die merkers nie op die volle toetskruispopulasie getoets is nie, kan daar nie ‘n
koppelingsanalise uitgevoer word vir die onderskeie loci nie. Gevolglik is dit nie duidelik
wat die afstande tussen aangrensende loci is nie. Dit is egter moontlik om die waarskynlike
verspreiding van loci binne die teikengebied te herlei deur gewoon ‘n rekombinasie-patroon te
probeer herken vanuit die data. So ‘n afgeleide patroon moet egter die minimum aantal
oorkruisings impliseer. Die data in Tabel 4.8 word in sodanige patroon weergegee met ‘n
aanduiding van die waarskynlike, relatiewe posisie van Lr59. Duidelik verskaf hierdie
verspreidingspatroon slegs ‘n waarskynlike, maar onbevestigde beeld van die aard van die agt

rekombinante.

Die data, soos weergegee in Tabel 4.8, is egter moeilik om te vertolk. Die AFLP-tegniek soos
wat dit hier gebruik is, is betreklik akkuraat en die data wat daarmee gegenereer is, is
waarskynlik korrek. Tweedens het sifting met die agt rekombinante die soektog na
polimorfismes op ‘n betreklik klein chromosomale gebied gefokus. Dit is nie onmoontlik dat

polimorfismes uiteindelik ingesluit is wat ander dele van die genoom verteenwoordig nie,

100



maar dit is baie onwaarskynlik, veral omdat twee van die patrone deur verskeie onathanklike
loci (vier en sewe, onderskeidelik) geidentifiseer word. Die saamgevatte inligting impliseer
egter dat athangend van die relatiewe ligging van die telomeer, daar in hoogstens een of twee
van die rekombinante ‘n enkeloorkruising digby Lr59 geskied het. In die meeste gevalle
moes daar ten minste twee oorkruisings geskied het, en in een geval selfs drie. Sodanige
veelvuldige oorkruisings is egter hoogs onwaarskynlik gesien die homoeoloé verwantskap
tussen die twee deelnemende chromosome. Die verwagte lae voorkoms van veelvoudige
oorkruisings word ook bevestig deur die mikrosatellietdata van Figuur 4.6. In laasgenoemde
geval het besonder min dubbeloorkruisings binne die betreklike groot chromosoomgebied
tussen Xcfa2219 en die S15-T; SCAR merkerlokus geskied. Die enigste moontlike
alternatiewe verklaring vir die waargenome data is daarom dat daar chromosoom-strukturele
verskille is tussen die spesiechromatien wat Lr59 insluit en die ooreenstemmende 1AL
chromosoomgebied, en dat oorkruising in die gebied rekombinasieprodukte daarstel wat nie
geinterpreteer kan word onder aanname van volledige sintenie nie. Dus, bloot gegrond op die
relatiewe aantal koringloci wat herwin is, kan vermoed word dat rekombinante 10, 21 en 29
waarskynlik die kortste en mees belowende rekombinante is. Dit is egter nie moontlik om te
s€ watter rekombinant die heel kortste is nie aangesien die groep AFLP-merkers onvoldoende
diskriminerende vermoé het en die afstande tussen merkerloci boonop onbekend is. Dit sou
egter raadsaam wees om ‘n wyer groep van die verkorte vorms verder te evalueer. Indien
daar inderdaad chromosoom-strukturele verskille tussen die telomeriese streke van 1AL en
die Lr59-translokasie is, mag sommige van die rekombinante geassosieerde defekte as gevolg
daarvan oorhou. Dit mag dan selfs voordeliger wees om een van die moontlike terminale
enkeloorkruisingsprodukte (nommers 25, 101 of 151) verder te ontwikkel. Dus, die volle
groep van agt verkorte rekombinante behoort deur terugkruising in ‘n aangepaste
koringagtergrond ingebou te word en behoorlik ge-evalueer te word vir agronomiese

geskiktheid.

Dit is ook nie moontlik om uit die data af te lei of selfs korter rekombinante na onderlinge
kruising van die verkreé rekombinante verhaal sal kan word nie. So sou daardie rekombinant
waarvan die proksimale oorkruisingspunt naaste aan Lr59 is, moontlik gekruis kon word met
die rekombinant wat die naaste distale oorkruisingspunt besit. Na gewone meiotiese deling
behooort dit dan moontlik te wees om selfs korter dubbelrekombinante uit die nageslag te

selekteer. Duidelik sal die volle potensiaal van die rekombinante dus nie ontgin kan word
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sonder die opsporing en kartering van verdere nuttige merkers in die omgewing van Lr59 nie.

Tabel 4.8 Waarskynlike ligging van anonieme AFLP-loci relatief tot Lr59 in die agt kortste
rekombinante. Die volgorde van die loci aan weerskante van Lr59 kan nie herlei word nie,

ook nie die relatiewe posisie van die sentromeer en telomeer nie.

AFLP- loci

V9$'§>tfte 3|8 |8 |§ |& g |3 |8 |3 |x |3 |¢
ol & |4 |4 |4 <% |< € 4|2 <

= = = = = 3 = = = = = = =
10 K| K| K| K K S K| K] K| K|]K]|K]|K
21 K| K | K K K S K| K|]K|]K|K]|]K]|]K
29 K| K | K K K S K| K|]K|]K|K|]K/|K
144 S K | K K K S K| K|]K|]K|K|]K/|K
25 K| K| K| K| K S S S S S S S S
101 K| K| K| K K S S S S S S S S
36 K S S S S S K| K|]K|]K|K|]K]|K
151 S S S S S S K| K|K|K|K|K]|K

“K” = koring chromatien; “S” = spesiechromatien

4.4.3 DArT-analise

DNS van die agt rekombinante plante en die kontroles W84-17, CS, CSS en CSM1A/0306 is
onderwerp aan DArT-ontleding. In die ontleding is ‘n totaal van 756 individuele bi-alleliese,
dominante DArT-merkers op die kontrole plante en plantpaneel getoets. Toetsing is in
duplikaat gedoen om die akkuraatheid van die ontleding te verhoog. Al die merkers is klone
wat verhaal is vanuit ‘n koring-biblioteek wat durumkoring en ander Triticum-spesies
insluit.Die data is ontleed en polimorfiese allele is aangedui as teenwoordig (1) of afwesig (0).
Slegs polimorfismes wat informatief was ten opsigte van die studie is in ag geneem. Om

nuttig te wees moes ‘n betrokke lokus teenwoordig wees in die Lr59-hemisigoot

(CSM1A/0306) en afwesig wees in die koringgenoom (W84-17, CS en CSS). Die
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polimorfisme sou dus spesifiek gewees het vir die Lr59-translokasie en sou nuttig gebruik kon
word om tussen koring- en spesiechromatien te onderskei. Alternatiewelik kon daar gekyk
word na gevalle waar daar hibridisasie is in die koringgenoom (W84-17, CS en CSS) maar nie
in die spesie-genoom (CSM1A/0306) nie. In so geval sou die merker dus koring-spesifiek

WECS.

Die potensieel-nuttige polimorfismes word in Tabel 4.9 opgesom. Drie van die loci (WPt-
7119, wPt-6154 en wPt-3465) was slegs teenwoordig in die genoom van die Lr59-hemisigoot
en afwesig in die drie koring-genome en die merkers is dus spesie-spesifiek. Die oorblywende
twee merkers (WPt-2077 en WPt-5698) het geblyk om koring-spesifiek te wees. Hoewel die
merkers polimorf was tussen die ouerlyne het dit geen verskille tussen die agt rekombinante
uitgewys nie. Dit kan egter dien ter bevestiging dat die agt rekombinante wel van die Lr59-

translokasie afkomstig is.

Table 4.9 Resultate wat verkry is ten opsigte van vyf informatiewe, polimorfiese DArT-
merkers na ontleding van die kontrole plante (W84-17, CS, CSS en die Lr59-hemisigoot:
CSM1A/0306) en die agt TF;: 07MS5 plante. Die “-” simbool dui op ontbrekende data.

Kontrole plante en TF;: 07M5 plante

o
o
o 5| 2| 3| 3| s| 8| 8| &| %| @
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5. SAMEVATTING

Die doel van hierdie studie was om die verkreé TF;:07MS5 toetskruispopulasie met molekulére
merkers te tipeer ten einde daardie rekombinante te identifiseer wat die kleinste hoeveelheid
Ae. peregrina chromatien behou het maar steeds die Lr59-lokus besit. Vir hierdie doel is die
data gebruik om ’n fisiese kaart te ontwikkel wat die relatiewe groottes van die rekombinante
reflekteer en wat gebruik kan word om die nuttigste rekombinante met die kleinste

hoeveelheid residuele spesiechromatien te identifiseer.

Van die oorspronklike 635 toetskruisnageslag het slegs 168 plante Lr59-weerstand getoon na
inokulasie met UVPrt8. Hierdie paneel van bestande plante is onderwerp aan mikrosatelliet
(Xcfa2219, Xbarc83 en Xgwm 164) en SCAR (S15Tj3) tipering om sodoende rekombinante
plante te identifiseer. Analise van die resultate het getoon dat ’'n buitengewoon groot groep
(152) plante rekombinant was en dat slegs agt van die oorblywende 16 plante die
ongerekombineerde wilde spesie tipe verteenwoordig het. Die oorblywende agt plante het die
koring ouer-tipe (vir die vier mikrosatellietloci) besit maar was egter ook rekombinant vir

distale AFLP- en DArT-loci.

Die besonder hoé frekwensie rekombinante plante kan waarskynlik gedeeltelik toegeskryf
word aan die sterk segregasiedistorsie wat skynbaar gelei het tot die eliminering van 64% of
meer van die Lr59-draende gamete. ‘n Moontlike bykomende rede vir die ho€ frekwensie
rekombinante mag gesetel wees in die oorsprong van die Lr59-geen. Die donorspesie, Ae.
peregrina, besit die U- en S-genome, waarvan die S-genoom nader verwant is aan die
koringgenome. Indien Lr59 uit die S-genoom afkomstig is, sou homoeoloé paring
waarskynlik meer geredelik tussen die koringchromosoom 1AL arm en die translokasie
geskied het as wat die geval sou wees indien Lr59 uit die U-genoom kom (Weissmann et al.

2005)

'n Fisiese kaart wat gegrond was op mikrosatelliet- en SCAR-loci is saamgestel en kon
gebruik kon word om agt rekombinante te identifiseer wat die kleinste hoeveelheid

spesiechromatien oorgehou het. Omdat die translokasie breekpunte van hierdie agt belowende
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rekombinante buite die gekarteerde gebied geval het, was dit nodig om anonieme loci te
probeer opspoor wat verdere ordening van die rekombinante sou toelaat. Die AFLP- en
DArT-tegnieke het elkeen verskeie merkers opgelewer wat polimorfismes binne die
teikengebied geidentifiseer het. Die moontlikheid kan nie uitgesluit word dat ‘n klein
proporsie van die merkers op toevallige assosiasies gebaseer is en eintlik ander genomiese
streke teiken nie. Die meerderheid van die merkers het egter dieselfde rekombinasiepatrone
herken en dit is dus uiters onwaarskynlik dat hierdie merkers foutief geidentifiseer kon wees.
Die data dui daarop dat daar onvolledige sintenie tussen die koring en translokasie was binne
hierdie terminale gebied. Die resultate dui op oé€nskynlik veelvuldige oorkruisings aan beide
kante van Lr59. Sodanige veelvuldige oorkruisingsgebeure is hoogs onwaarskynlik en
reflekteer waarskynlik rekombinasieprodukte wat voorstspruit uit ‘n buitengewone meiotiese
paringstruktuur (bv ’n inversielus). Omdat dit onbekend is wat die aard van die strukturele
verskil is en waar die loci relatief tot mekaar geleé is, kan slegs beperkte afleidings aangaande
die verskillende rekombinante gemaak word. Gegrond op die relatiewe aantal koringloci wat
herwin is, het die merkers plante geidentifiseer wat waarskynlik die kortste en mees
belowende rekombinante is. Dit is egter nie moontlik om te sé watter rekombinant die heel
kortste is nie aangesien die groep AFLP-merkers onvoldoende diskriminerende vermoé het en
die afstande tussen merkerloci onbekend is. Dit is dus nodig om die materiaal verder
agronomies te evalueer. Elkeen van die agt rekombinante druk wel een of meer Ae. peregrina-
verhaalde AFLP-loci uit wat uiteindelik geverifieer sou kon word vir gebruik as ‘n potensiéle

merker vir merker-bemiddelde seleksie.

Die studie het dus daarin geslaag om ‘n hele aantal potensieél-nuttige rekombinante uit te
wys. Die data dui ook daarop dat sommige van die agt rekombinante kon voortgespruit het uit
abnormale meiotiese paring en gevolglik geneties ongebalanseerd mag wees. Dit sou
ongewensde (nadelige) agronomiese effekte in die hand kon werk wat dan geassosieerd met
die translokasie sou oorerf. Dit sou dus wys wees om die volle groep van agt kortste
rekombinante agronomies verder te ontwikkel voordat ‘n rekombinant gekies word vir

kommersiéle aanwending.
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/. ADDENDUM A

Hierdie addendum bevat die fotos van alle bruikbare agarose en poliakrielamied gels
(mikrosatelliet, SCAR en RAPD) wat tydens die studie gegenereer is. Dit verskaf ook fotos
van die verwerkte AFLP-data.
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Figuur 7.1 Gelfoto wat PKR-amplifikasie van die Xbarc48 en Xgwm164 mikrosatellicte op die kontrole plante
bevestig (1.5% agarose gel elektroforese vir 50 minute teen 100V). Monster-nommers word bo elke laan

aangedui. Laan 1 bevat die pGEM leer (1kb).
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Figuur 7.2 Gelfoto wat PKR-amplifikasie van die Xcfa2135 en Xbarc83 mikrosatelliete op die kontrole plante

bevestig (1.5%agarose gel clektroforese vir 50 minute teen 100V). Monster-nommers word bo elke laan

aangedui. Laan 1 bevat die pGEM leer (1kb).
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Figuur 7.3 Gelfoto wat PKR-amplifikasie van die Xgwm99 en Xcfa2219 mikrosatelliete op die kontrole plante
bevestig (1.5% agarose gel elektroforese vir 50 minute teen 100V). Monster-nommers word bo elke laan

aangedui. Laan 1 bevat die pGEM leer (1kb).
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Figuur 7.4 Gelfoto wat die amplifikasie van Xwmc254, Xgwm99, Xgwm666, Xgwml64 en Xgwm497
mikrosatelliete op die kontrole plante illustreer (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied
gel teen 70W vir 5-6 ure). Die spesifieke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Geen geskikte polimorfiese

bande kon geidentifiseer word nie.
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Figuur 7.5 Gelfoto wat die amplifikasie van Xgpw7068, Xgpw4373 en Xgpw4334 mikrosatelliete op die kontrole
plante illustreer (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakriclamied gel teen 70W vir 5-6 ure).

Kontrole plante word bo elke laan aangedui. Geen geskikte polimorfiese bande kon geidentifiseer word nie.
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Figuur 7.6 Gelfoto wat die amplifikasie van Xgpw2069 en Xgpw3142 mikrosatelliete op die kontrole plante
illustreer (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Kontrole

plante word bo elke laan aangedui. Geen nuttige polimorfiese bande kon geidentifiseer word nie.
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Figuur 7.7 Gelfoto wat die amplifikasie van Xgpw2069, Xgpw4305 en Xgpw3142 mikrosatelliete op die kontrole
plante illustreer (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-6 ure).

Kontrole plante word bo elke laan aangedui. Geen nuttige polimorfiese bande kon geidentifiseer word nie.

Abarc43

Xefu2l3s

Figuur 7.8 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xcfa2135 en Xbarc48 mikrosatelliete op die kontrrole plante
illustreer (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakriclamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Kontrole

plante word bo elke laan aangedui. Geen nuttige polimorfiese bande kon geidentifiseer word nie. By Xcfa2135 is

drie plante (Plantnommers: 1, 2 en 3) van die TF;: 07MS5 ingesluit.
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Figuur 7.9 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xgwm164 mikrosatellietmerker op die kontrole plante (CS,
W84-17, CSS en CSDTIAL) en die TF;: 07M5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem
ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel
teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die

polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.10 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xgwm164 mikrosatellietmerker op die kontrole plante (CS,
CSS en CSDTIAL) en die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die
nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakriclamied gel teen 70W vir 5-
6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in

die betrokke plant.
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Figuur 7.11 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xgwm164 mikrosatellietmerker op die kontrole plante (CS,
CSNI1ATIB, CSDTIAL, 0306 EN CSM1A/0306) en die TF;: 07M5 plante (plant nommers word bo elke laan
aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende
poliakrielamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of

afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.12 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xgwm164 mikrosatellietmerker op die kontrole plante (W84-
17, CS, CSS, CSN1ATIB, CSNIATID, CSDTIAL, 0306 EN CSM1A/0306) en die TF;: 07M5 plante (plant
nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese
skeiding op 6% denaturerende poliakriclamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-” tekens dui

onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.13 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xgwm164 mikrosatellietmerker op die kontrole plante (W84-
17, CS, CSS, CSN1ATI1B) en die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen
met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen
70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die

polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.14 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xbarc83 mikrosatellietmerker op die kontrole plante (W84-17,
CS, CSS, CSN1ATIB, CSN1ATIB, CSDTIAL, 0306 EN CSM1A/0306) en die TF;: 07M5 plante (plant
nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese
skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-” tekens dui

onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.15 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xbarc83 mikrosatellictmerker op die kontrole plant (CS) en
die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1)

toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en

tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.16 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xbarc83 mikrosatellietmerker op die kontrole plante (CS,
CSS, CSN1ATIB en CSN1ATI1D) en die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem
ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel

teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die

polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.17 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xbarc83 mikrosatellietmerker op die kontrole plant (CS) en

die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1)

toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en

tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.18 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xbarc83 mikrosatellietmerker op die kontrole plant (CS, CSS,

CSNI1ATIB en CSNIATID) en die TF;: 07M5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem

ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel

teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die

polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.19 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xbarc83 mikrosatellietmerker op die kontrole plant (CS,
CSNI1ATIB en CSNIATID) en die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem
ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel

teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die

polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.20 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xbarc83 mikrosatellietmerker op die kontrole plant (CS en
CSM1A/0306) en die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die
nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-

6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in

die betrokke plant.
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Figuur 7.21 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xbarc83 mikrosatellietmerker op die kontrole plant (W84-17,
CS, CSS, CSNIATIB) en die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen
met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen
70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die

polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.22 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xbarc83 en Xcfa2219 mikrosatellietmerkers op die kontrole en
die TF,: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1)
toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-”

tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.23 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xcfa2219 mikrosatellietmerker op die kontrole plante (W84-
17, CS, CSS, CSNI1ATID, CSN1ATIB, CSDTIAL, 0306 en CSM1A/0306) en die TF;: 07M5 plante (plant

Tt

TR
hsnis

Xcfu2219

nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese

[73R2)

skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en tekens dui

onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.24 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xcfa2219 mikrosatellietmerker op die kontrole plante (CS,
CSS, CSNIATIB en CSNIATID) en die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en
stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied
gel teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van

die polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.25 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xcfa2219 mikrosatellietmerker op die kontrole plante (CS,
CSS, CSNIATIB en CSN1ATID) en die TF;: 07M5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en
stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied
gel teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van

die polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.26 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xcfa2219 mikrosatellietmerker op die kontrole plant (CS) en
die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1)
toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en “-”

tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.27 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xcfa2219 mikrosatellietmerker op TF;: 07M5 plante (plant

nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese

[T3R2)

skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Die “+” en tekens dui

onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke plant.
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Figuur 7.28 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xcfa2219 mikrosatellietmerker op kontrole plante (CS, CSS

Xcfu2219

en CSM1A/0306) en die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die
nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-
6 ure). Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in

die betrokke plant.
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Figuur 7.29 Gelfoto wat die amplifikasie van die Xcfa2219 mikrosatellietmerker op kontrole plante (W84-17 en
CS) en die TF;: 07MS plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in
Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 6% denaturerende poliakrielamied gel teen 70W vir 5-6 ure). Die

“+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die

betrokke plant.
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Figuur 7.30 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR merker op die kontrole plante (i = W84-17,
CS, CSS, CSN1ATIB, CSN1ATI1D, CSDTIAL, 0306 en CSM1A/0306); (ii = CS, CSM1A/0306) en die TF;:
07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon
(elektroforetiese skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute. Die diagnostiese band (622 bp) word
aangetoon in die gemerkte blokke. Die spesificke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Die “+” en “-”
tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke kontrole

plant. (i) Laan 1 besit Hyperladder II. (ii) Laan 1 besit Hyperladder V.
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Figuur 7.31 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR-merker op die kontrole plante (CS,
CSM1A/0306) en die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die
nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute). Die
diagnostiese band (622 bp) word aangetoon in die gemerkte blokke. Die spesificke kontrole plant word bo elke
laan aangedui. Die “+” en “-” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die

polimorfisme in die betrokke kontrole plant. Laan 1 besit Hyperladder V.
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Figuur 7.32 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR- merker op die TF;: 07M5 plante (plant
nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese
skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute). Die diagnostiese band (622 bp) word aangetoon in die
gemerkte blokke. Die spesifiecke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Die “+” en “-” tekens dui

onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke kontrole plant. Laan

1 besit Hyperladder V.
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Figuur 7.33 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR-merker op die kontrole-plante (CS) en die TF;:
07MS plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon
(elektroforetiese skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute). Die diagnostiese band (622 bp) word
aangetoon in die gemerkte blokke. Die spesificke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Die “+” en “-”
tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke kontrole

plant. Laan 1 besit Hyperladder V.
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Figuur 7.34 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR-merker op die kontrole-plante (0306 en CS) en
die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1)
toon (elektroforetiese skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute). Die diagnostiese band (622 bp)
word aangetoon in die gemerkte blokke. Die spesifieke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Die “+” en “-
” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke

kontrole plant. Laan 1 besit Hyperladder V.
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Figuur 7.35 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR-merker op die kontrole-plante (CS en 0306) en
die TF,: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1)
toon (elektroforetiese skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute). Die diagnostiese band (622 bp)
word aangetoon in die gemerkte blokke. Die spesifieke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Die “+” en “-
” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke

kontrole plant. Laan 1 besit Hyperladder II.
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Figuur 7.36 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR-merker op die TF;: 07MS5 plante (plant
nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese
skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute). Die diagnostiese band (622 bp) word aangetoon in die
gemerkte blokke. Die spesifiecke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Die “+” en “-” tekens dui
onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke kontrole plant. Laan

1 besit Hyperladder II.
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Figuur 7.37 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR-merker op die TF;: 07M35 plante (plant
nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese
skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute). Die diagnostiese band (622 bp) word aangetoon in die

173k

gemerkte blokke. Die spesificke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Die “+” en tekens dui
onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke kontrole plant. Laan

1 besit Hyperladder II.
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Figuur 7.38 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR-merker op die TF;: 07M5 plante (plant
nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese
skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute). Die diagnostiese band (622 bp) word aangetoon in die

73R

gemerkte blokke. Die spesifiecke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Die “+” en tekens dui
onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke kontrole plant. Laan

1 besit Hyperladder II.
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Figuur 7.39 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR-merker op die kontrole-plante (CS en 0306) en
die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1)
toon (elektroforetiese skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute). Die diagnostiese band (622 bp)
word aangetoon in die gemerkte blokke. Die spesifieke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Die “+” en “-
” tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke

kontrole plant. Laan 1 besit Hyperladder II.
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Figuur 7.40 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR-merker op die TF;: 07MS5 plante (plant
nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese
skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute). Die diagnostiese band (622 bp) word aangetoon in die

IR

gemerkte blokke. Die spesifiecke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Die “+” en tekens dui
onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke kontrole plant. Laan

1 besit Hyperladder II.
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Figuur 7.41 Gelfotos wat die amplifikasie van die S15-T; SCAR-merker op die kontrole-plante (iii = CS, 0306)
en die TF;: 07M5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel
8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 90 minute. Die diagnostiese band (622
bp) word aangetoon in die gemerkte blokke. Die spesifieke kontrole plant word bo elke laan aangedui. Die “+”

[T3E2)

en tekens dui onderskeidelik op die teenwoordigheid of afwesigheid van die polimorfisme in die betrokke

kontrole plant. (i) Laan 1 besit Hyperladder II. (ii) Laan 1 besit Hyperladder V. (iii) Laan 1 besit Hyperladder II.
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Figuur 7.42 Gelfotos wat die amplifikasie van die OPR; en OPT; RAPD-merkers op die kontrole-plante (W84-
17, CS, CSS, CSN1ATI1B, CSN1ATI1D, CSDTI1AL, 0306 en CSM1A/0306) toon (elektroforetiese skeiding op
1.5% agarose gel teen 120V vir 120 minute). Laan 1 besit pGEM en Laan 2 en 11 besit die negatiewe kontroles.

Geen nuttige polimorfiese bande kon geidentifiseer word nie.
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Figuur 7.43 Gelfotos wat die amplifikasie van die OPT; en OPR; RAPD-merkers op die kontrole-plante (W84-
17, CS, CSS, CSN1ATIB, CSN1ATI1D, CSDTIAL, 0306 en CSM1A/0306) toon (elektroforetiese skeiding op
1.5% agarose gel teen 120V vir 120 minute). Laan 1 besit pPGEM en Laan 9 en 15 besit die negatiewe kontroles.

Geen nuttige polimorfiese bande kon geidentifiseer word nie.
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OPC,, RAPD

Figuur 7.44 Gelfotos wat die amplifikasie van die OPC;; RAPD-merker op die kontrole-plante (W84-17, CS,
CSS, CSN1ATI1B, CSN1ATI1D, CSDT1AL, 0306 en CSM1A/0306) en die TF;: 07M5 plante (plant nommers
word bo elke laan aangedui en stem ooreen met dic nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op

1.5% agarose gel teen 120V vir 120 minute). Laan 1 besit pGEM en Laan 2 besit die negatiewe kontrole. Geen
nuttige polimorfiese bande kon geidentifiseer word nie.
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Figuur 7.45 Gelfotos wat die amplifikasie van die OPC;; en OPE;; RAPD-merkers op die kontrole-plante
(W84-17, CS, CSS, CSN1ATI1B, CSDTIAL, 0306 en CSM1A/0306) en die TF;: 07MS5 plante (plant nommers
word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op
1.5% agarose gel teen 120V vir 120 minute). Laan 1 besit pPGEM en Laan 8 besit die negatiewe kontrole. Geen

nuttige polimorfiese bande kon geidentifiseer word nie.

OPE,, RAPD OPC,; RAPD OPQ,; RAPD

Figuur 7.46 Gelfotos wat die amplifikasie van die OPE;;, OPC,;; en OPQ;; RAPD-merkers op die kontrole-
plante (W84-17, CS) en die TF;: 07M5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met
die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 120 minute). Laan
1 besit pGEM en Laan 9 besit die negatiewe kontrole. Geen nuttige polimorfiese bande kon geidentifiseer word

nie.
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Figuur 7.47 Gelfotos wat die amplifikasie van die OPQ;;en OPP4; RAPD-merkers op die kontrole plant (CS) en
die TF;: 07MS5 plante (plant nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1)
toon (elektroforetiese skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 120 minute. Laan 1 besit pPGEM en Laan 7

besit die negatiewe kontrole. Geen nuttige polimorfiese bande kon geidentifiseer word nie.
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Figuur 7.48 Gelfotos wat die amplifikasie van die OPE;; RAPD-merker op die kontrole-plante (W84-17, CS,
CSS, CSNIATI1B, CSNI1ATID, CSDTI1AL, 0306 en CSM1A/0306) en die TF;: 07M5 plante (plant nommers
word bo elke laan aangedui en stem ooreen met dic nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese skeiding op
1.5% agarose gel teen 120V vir 120 minute). Laan 1 besit pPGEM en Laan 2 besit die negatiewe kontrole. Geen

amplifkasie het geskied in laan 15 nie. Geen nuttige polimorfiese bande kon geidentifiseer word nie.
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Figuur 7.49 Gelfotos wat die amplifikasie van die OPP4en OPC|; RAPD-merkers op die kontrole- plante (W84-
17, CS, CSS, CSNIATIB, CSN1ATI1D, CSDTI1AL, 0306 en CSM1A/0306) en die TF,: 07M5 plante (plant
nommers word bo elke laan aangedui en stem ooreen met die nommers in Tabel 8.1) toon (elektroforetiese
skeiding op 1.5% agarose gel teen 120V vir 120 minute). Laan 1 en 11 besit pGEM en Laan 2 en 12 besit die
negatiewe kontroles. Laan 15 en 16 besit ongespesifiseerde produkte en is nie van toepassing nie. Geen nuttige

polimorfiese bande kon geidentifiseer word nie.
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Figuur 7.50 Toetsing met die M-CAA/E-ACA-65, M-CAA/E-ACA-124 en M-CAA/E-ACA-145 polimorfiese
AFLP-merkers. Boonste laan: W84-17. Middelste laan: CS. Onderste laan: 0306. Pick intensiteit gestel by 600.
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Figuur 7.51 Toetsing met die M-CAA/E-ACA-65, M-CAA/E-ACA-124 en M-CAA/E-ACA-145 polimorfiese
AFLP-merkers. Boonste laan: CSM1A/0306. Middelste laan: plantnommer 10. Onderste laan: plantnommer 21.
Piek intensiteit gestel by 600.
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Figuur 7.52 Toetsing met die M-CAA/E-ACA-65, M-CAA/E-ACA-124 en M-CAA/E-ACA-145 polimorfiese
AFLP-merkers. Boonste laan: 25. Middelste laan: plantnommer 29. Onderste laan: plantnommer 36. Piek

intensiteit gestel by 600.
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Figuur 7.53 Toetsing met die M-CAA/E-ACA-65, M-CAA/E-ACA-124 en M-CAA/E-ACA-145 polimorfiese

AFLP-merkers. Boonste laan: 101. Middelste laan: plantnommer 144. Onderste laan: plantnommer 151. Piek

intensiteit gestel by 600.
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Figuur 7.54 Toetsing met die M-CAT/E-ACA-64 en M-CAT/E-ACA-74 polimorfiese AFLP-merkers.
Boonste laan: W84-17. Middelste laan: CS. Onderste laan: 0306. Piek intensiteit gestel by 2000.
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Figuur 7.55 Toetsing met die M-CAT/E-ACA-64 en M-CAT/E-ACA-74 polimorfiese AFLP-merkers.
Boonste laan: CSM1A/0306. Middelste laan: plantnommer 10. Onderste laan: plantnommer 21. Piek

intensiteit gestel by 2000.
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Figuur 7.56 Toetsing met die M-CAT/E-ACA-64 en M-CAT/E-ACA-74 polimorfiese AFLP-merkers.
Boonste laan: 25. Middelste laan: plantnommer 29. Onderste laan: plantnommer 36. Piek intensiteit gestel by
2000.
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Figuur 7.57 Toetsing met die M-CAT/E-ACA-64 en M-CAT/E-ACA-74 polimorfiese AFLP-merkers.

Boonste laan: 101. Middelste laan: plantnommer 144. Onderste laan: plantnommer 151. Piek intensiteit gestel
by 2000.
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Figuur 7.58 Toetsing met die M-CTA/E-ACA-227, M-CTA/E-ACA-236 en M-CTA/E-ACA-251
polimorfiese AFLP-merkers. Boonste laan: CS. Middelste laan: 0306. Onderste laan: CSM1A/0306. Piek
intensiteit gestel by 500. M-CTA/E-ACA-236 is egter nie verder beskou as ‘n polimorfiese merker nie

aangesien di eintensiteit van die geamplifiseerde fragment te laag was
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Figuur 7.59 Toetsing met die M-CTA/E-ACA-227, M-CTA/E-ACA-236 en M-CTA/E-ACA-251
polimorfiese AFLP-merkers. Boonste laan: plantnommer 10. Middelste laan: plantnommer 21. Onderste laan:
plantnommer 25. Piek intensiteit gestel by 500. M-CTA/E-ACA-236 is egter nie verder beskou as ‘n

polimorfiese merker nie aangesien die intensiteit van die geamplifiseerde fragment te laag was
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Figuur 7.60 Toetsing met die M-CTA/E-ACA-227, M-CTA/E-ACA-236 en M-CTA/E-ACA-251
polimorfiese AFLP-merkers. Boonste laan: plantnommer 29. Middelste laan: plantnommer 36. Onderste laan:
plantnommer 101. Piek intensiteit gestel by 500. M-CTA/E-ACA-236 is egter nie verder beskou as ‘n

polimorfiese merker nie aangesien die intensiteit van die geamplifiseerde fragment te laag was
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Figuur 7.61 Toetsing met die M-CTA/E-ACA-227, M-CTA/E-ACA-236 en M-CTA/E-ACA-251

polimorfiese AFLP-merkers. Boonste laan: plantnommer 144. Middelste laan: plantnommer 151. Onderste
laan: W84-17. Piek intensiteit gestel by 500. M-CTA/E-ACA-236 is egter nie verder beskou as ‘n

polimorfiese merker nie aangesien die intensiteit van die geamplifiseerde fragment te laag was.
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Figuur 7.62 Toetsing met die M-CTT/E-ACA-56 en M-CTT/E-ACA-62 polimorfiese AFLP-merkers.
Boonste laan: W84-17. Middelste laan: CS. Onderste laan: 0306. Piek intensiteit gestel by 600.
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Figuur 7.63 Toetsing met die M-CTT/E-ACA-56 en M-CTT/E-ACA-62 polimorfiese AFLP-merkers.
Boonste laan: CSM1A/0306. Middelste laan: plantnommer 10. Onderste laan: plantnommer 21. Piek
intensiteit gestel by 600.
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Figuur 7.64 Toetsing met die M-CTT/E-ACA-56 en M-CTT/E-ACA-62 polimorfiese AFLP-merkers.

Boonste laan: 25. Middelste laan: plantnommer 29. Onderste laan: plantnommer 36. Piek intensiteit gestel by

600.
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Figuur 7.65 Toetsing met die M-CTT/E-ACA-56 en M-CTT/E-ACA-62 polimorfiese AFLP-merkers.
Boonste laan: 101. Middelste laan: plantnommer 144. Onderste laan: plantnommer 151. Piek intensiteit gestel
by 600.
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Figuur 7.66 Toetsing met die M-CTC/E-ACA-74 en M-CTC/E-ACA-95 polimorfiese AFLP-merkers.
Boonste laan: W84-17. Middelste laan: CS. Onderste laan: CSM1A/0306. Piek intensiteit gestel by 800.
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Figuur 7.67 Toetsing met die M-CTC/E-ACA-74 en M-CTC/E-ACA-95 polimorfiese AFLP-merkers.
Boonste laan: plantnommer 10. Middelste laan: plantnommer 21. Onderste laan: plamtnommer 25. Piek

intensiteit gestel by 800.
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Figuur 7.68 Toetsing met die M-CTC/E-ACA-74 en M-CTC/E-ACA-95 polimorfiese AFLP-merkers.

Boonste laan: plantnommer 29. Middelste laan: plantnommer 36. Onderste laan: plamtnommer 101. Piek

intensiteit gestel by 800.
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Figuur 7.69 Toetsing met die M-CTC/E-ACA-74 en M-CTC/E-ACA-95 polimorfiese AFLP-merkers.

Boonste laan: plantnommer 144. Onderste laan: 151. Piek intensiteit gestel by 800.
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8. ADDENDUM B

Hierdie addendum bevat die getabuleerde data wat gegenereer is tydens die tipering van

TF;: 07MS5 plante met mikrosatelliet- en SCAR-merkers.

Table 8.1 Resultate verkry na ontleding van TF;: 07MS5 plante met die onderskeie
mikrosateliet- en SCAR-merkers. Die koringalleel by ‘n lokus word met ‘n “K” aangedui

terwyl die Aegilops peregrina alleel met ‘n “S” aangedui word.

Merkers

. S15-T
TF,: 07M5 3
! Xcfa2219 | Xgwm164 | Xbarc83 | SCAR Lr59

K K K S

(]

%
S N N N A N A A A A A R S A N A S A P Y A N A P N A N P e e s
Y N N N A N N A N A N A A N A N A P N A N A N N A N Y e e s
Pl N N e N R I P N N N A N N N N N A e N A A A A A Y e e s
nlnlunln|Rlv vl Rlv vl |XR|ln|lv ol v vl lv|lv|v|X|lv|v|v]lo]|n |nv
nlolunlnlnlv|lvlnlnlv vl lv|v]lv ]l v v ]lvlv|v|v]lv]lv v v ]lo]|;n v
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Merkers

Lr59

S15-T,
SCAR

Xcfa2219 | Xgwm164 | Xbarc83

TF1: 07M5

34
35

36
37
38
39
40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62
63

64
65

66
67

68

69

70
71

72
73

74
75

76
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Merkers

Lr59

S15-T,
SCAR

Xcfa2219 | Xgwm164 | Xbarc83

TF1: 07M5

77
78

79

80
81

82
83

84
85

86
87
88
89
90
91

92
93

94
95

96
97
98

99

100
101

102
103

104
105

106

107
108

109

110
111

112
113

114
115

116

117
118

119
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Merkers

Lr59

S15-T,
SCAR

Xcfa2219 | Xgwm164 | Xbarc83

TF1: 07M5

120

121

122
123

124
125

126

127
128

129

130
131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142
143

144
145

146

147
148

149

150
151

152
153

154
155

156

157
158

159

160
161

162

170



Merkers
TF1: 07M5 Xcfa2219 | Xgwm164 | Xbarc83 ZlCSAIQ3 Lr59
163 K K K S S
164 S S S S S
165 K K K S S
166 K K K S S
167 K K K S S
168 S S S S S
169 K K K S S
170 K K K S S

“K”= koring chromatien; “S”= spesiechromatien.
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