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Od kilku lat na plantacjach produkcyjnych rzepaku obserwuje sie obecnos¢ roslin o budowie
morfologicznej odbiegajacej od budowy typowej dla roslin rzepaku. Jednoczesnie Zaktady
Ttuszczowe odnotowuja przypadki pogorszenia jakosci surowca dostarczanego do przerobu. Niektore
partie nasion zawieraja ilosci kwasu erukowego i glukozynolanéw powyzej dopuszczalnej normy dla
materiatu konsumpcyjnego obowiazujacej w Polsce dla odmian podwdjnie ulepszonych (kwas
erukowy do 2%, zawartos¢ glukozynolanéw alkenowych do 25 pmol-g™ s.m.b. nasion).

Z tego wzgledu podjeto probe charakterystyki molekularnej samosiewdw wystepujacych na plan-
tacjach rzepaku ozimego w Polsce potnocnej. Jednoczesnie uzyskane dane postuzyly do przepro-
wadzenia poréwnania pieciu miar podobienstwa genetycznego (Jaccarda, Kulczynskiego, Sokala
i Michenera, Nei oraz Rogersa) oraz okreslenia z ich wykorzystaniem podobienstwa genetycznego
samosiewow i odmian z plantacji, z ktérych zostaty pobrane. Badania obejmowaty potomstwo
31 samosiewow pobranych z plantacji rzepaku ozimego podwdjnie ulepszonego w sezonie 2005/2006
w trzech wojewddztwach: zachodniopomorskim, pomorskim, warminsko-mazurskim. Samosiewy
podzielono na dwie grupy roslin o morfotypie rzepaku i morfotypie rzepiku. Jako wzorce wybrano
odmiany uprawiane na badanych plantacjach rzepaku: Californium, Castille, Lisek i Rasmus oraz
odmiane rzepiku (B. campestris) Ludowy. Podobienstwo genetyczne roslin oceniono na podstawie
431 markeréw molekularnych RAPD. Najmniejsza warto$¢ podobienstwa genetycznego otrzymano
dla miary Jaccarda. Stwierdzono istotne dodatnie skorelowanie wszystkich pigciu miar podobienstwa
genetycznego. Jednakze za pomoca miary podobienstwa genetycznego Rogersa uzyskano wyniki
odmienne od pozostatych poréwnywanych miar. Dendrogramy utworzone w oparciu 0 miary
Jaccarda, Kulczynskiego, Sokala i Michenera, Nei dziela badane genotypy na dwie zasadnicze grupy
— pierwsza stanowig rosliny o morfotypie rzepaku i odmiany rzepaku Californium, Castille, Lisek
i Rasmus, natomiast grupe druga — rosliny o morfotypie rzepiku oraz odmiana rzepiku Ludowy.

* Badania wykonano w ramach projektu badawczego w 6. Programie Ramowym UE ,,Sustainable introduction
of GMOs into European agriculture”, nr kontraktu SSPE-CT-2004-501986 oraz umowy nr 1/POZ z Zaktadami
Ttuszczowymi ,,Kruszwica” S.A. — ,,Badanie préb nasion rzepaku oraz nasion z roslin rzepakopodobnych”.
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In the last years, the existence of plants with morphology different than morphology typical of
oilseed rape plants have been observed on oilseed rape plantations in Poland. Sporadically, the
decrease in value of raw material delivered to the oil industry was observed. Some seeds exceeded
required by oil mills standards for double low oilseed rape such as erucic acid content up to 2%,
alkeny! glucosinolate up to 25 pmol-g* f.f.d.m of seeds. Therefore, the molecular characteristic of the
volunteers growing in winter oilseed rape crops in northern regions of Poland has been performed.
Also the obtained data have been used to make the comparison of five methods for estimation of
genetic similarity among volunteers based on the coefficients calculated according to Jaccard,
Kulczynski, Sokal and Michener, Nei, and Rogers. The investigations included progeny of 31
volunteers collected from the winter oilseed rape plantations during the growing season of 2005/2006.
The fields were chosen in three voivodeships: Western Pomerania, Pomerania and Warmia-Masuria.
Two morphotypes were distinguished on the basis of morphological characters: first — morphotype
of oilseed rape species and second — of turnip rape plants. The following double low varieties of
oilseed rape (B. napus) cultivated on plantations were chosen as the standards: Californium, Castille,
Lisek, Rasmus and turnip rape (B. campestris) var. Ludowy. The genetic similarity of the volunteers
was estimated using 431 RAPD markers. The lowest value of genetic similarity was obtained for the
Jaccard’s coefficients. The results obtained with the use of Rogers similarity coefficients were
different from other compared measures. Dendrograms based on the Jaccard’s, Kulczynski, Sokal and
Michener, Nei’s coefficients placed the genotypes into two groups. As it was expected, the first major
group was formed by plants representing oilseed rape-like plants and double low oilseed rape
varieties, while the second group consisted of turnip-rape like plants and B. campestris cultivar Ludowy.

Wstep

Markery molekularne pozwalaja na analize genotypdéw niezaleznie od
warunkéw srodowiskowych, w r6znych stadiach rozwoju rosliny. Wykorzystuje sie
je w badaniach filogenetycznych i taksonomicznych (Song i in. 1990, Cerna i in.
1997), do szacowania podobienstwa genetycznego (Benchimol i in. 2000, Koebner
i in. 2003, Seyis i in. 2003, Hu i in. 2007), identyfikacji odmian (Mailer i in. 1994,
Law i in. 1998, Rafalski i Wisniewska 2001, Bertran i in. 2003, Burton i in. 2004),
czy w selekcji pod wzglgdem cech jakosciowych (Mikotajczyk i in. 2004, Snowdon
i Friedt 2004, Sonntag i in. 2004) zaréwno u rzepaku, jak i innych gatunkéw roslin.

Do najczesciej stosowanych w badaniach zréznicowania genetycznego wielu
gatunkow roslin uprawnych, w tym takze rzepaku, naleza markery molekularne
typu: RFLP (restriction fragment lenght polymorphism — polimorfizm dtugosci
restrykcyjnego fragmentu), AFLP (amplified fragments lenght polymorphisms —
polimorfizm dtugosci amplifikowanego fragmentu), RAPD (random amplified
polymorphic DNA — losowo amplifikowany polimorficzny DNA), a takze SNPs
(single nucleotid polymorphism — polimorfizm pojedynczego nukleotydu) i SSR
(simple-sequence repeats — markery mikrosatelitarne).

Technika RAPD jest najprostsza, najszybsza i najtansza technika identyfikacji
polimorfizmu DNA, cho¢ uwaza si¢ ja za najmniej powtarzalna. Niemniej w przy-
padku wygenerowania duzej liczby polimorficznych produktow amplifikacji,
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metoda ta moze by¢ przydatna do oceny zrdznicowania genetycznego, takze w przy-
padku rzepaku (Seyis i in. 2003; Snowdon i Friedt 2004). Ponadto istnieje szereg
roznych metod oceny podobienstwa (GS)/zréznicowania genetycznego (GD)
(GS — genetic similarity, GD — genetic diversity). W celu okreslenia genetycz-
nego podobienstwa lub zréznicowania analizowanych obiektéw stosuje sie wiele
miar. Do najczesciej stosowanych w badaniach réznych gatunkéw naleza: miara
GS/GD genetycznego wedtug Jaccarda (Corbellini i in. 2002, Burton i in. 2004) oraz
miary Nei lub Nei i Li (Simoniuc i in. 2002, Bertran i in. 2003, Yu i in. 2005).

Celem pracy byto poréwnanie oszacowanego podobienstwa genetycznego za
pomoca pigciu miar: Jaccarda, Kulczynskiego, Sokala i Michenera, Nei oraz Rogersa.
Do tego celu wykorzystano wczesniej zbadany, zr6znicowany materiat roslinny:
odmiany rzepaku, rzepiku oraz samosiewy rzepaku charakteryzujace sie zréznico-
wanymi cechami fenotypowymi (Liersch i in. 2008).

Material i metodyka

Obiektami badan byto potomstwo 31 roslin (wybranych sposrod wczesniej
badanych 122 samosiewdw), pobranych wiosna 2006 roku jako samosiewy na
plantacjach rzepaku ozimego podwojnie ulepszonego w wojewodztwach: pomorskim
— 11 obiektéw, zachodniopomorskim — 16 obiektéw oraz warminsko-mazurskim
— 4 obiekty. Genotypy do badan wybrano na podstawie obserwacji morfologii
roslin, zawartosci kwasu erukowego w oleju i glukozynolandw w nasionach oraz
ploidalnosci roslin okreslonej metoda cytometrii przeptywowej (FCM) (tab. 1).
Wyniki tych badan pozwolity na podziat roslin na dwie grupy samosiewdéw: w typie
rzepaku i w typie rzepiku.

Wzorzec stanowity odmiany rzepaku ozimego podwdjnie ulepszonego
uprawiane na plantacjach, z ktorych pobrano samosiewy: Californium, Castille,
Lisek i Rasmus oraz odmiana rzepiku ozimego Ludowy.

DNA izolowano z liscieni szesciodniowych siewek rzepaku ozimego wedtug
zmodyfikowanej metody opisanej przez Doyle'a i Doyle'a (1990). Jakos¢ wyizolo-
wanego DNA oceniano na 0,8% zelu agarozowym w buforze TBE, stosujac jako
wzorzec DNA faga A (MBI Fermentas).

DNA amplifikowano metoda PCR z zastosowaniem 30 starterow RAPD firmy
Operon Technologies (Williams i in. 1990). Kazdy obiekt badany byt w dwdch
powtoérzeniach. Zastosowano nastepujace startery: OPA-07, OPA-08, OPA-14,
OPC-02, OPC-09, OPC-18, OPD-08, OPF-01, OPF-04, OPF-14, OPG-03, OPG-04,
OPG-05, OPL-12, OPN-18, OPN-20, OPP-03, OPP-05, OPP-07, OPP-11, OPP-14,
OPW-05, OPW-09, OPY-01, OPY-02, OPY-04, OPY-05, OPY-10, OPY-13, OPY-15.
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Charakterystyka badanych samosiewdw rzepaku ozimego
Characteristics of investigated winter oilseed rape volunteers

Tabela 1

Plantacja_ Wzgledna Kwas Catkowita zawartoéé
_ pochod_zenla Typ_ Jawartodé erukowy glukozynolfanow
Samosiew samosiewu morfologiczny |. - Total glucosinolate
Volunteer Plantation Morphological Jqdrowggo DNA Eru_C|c content
Relative DNA acid 'l
of vol_unteer type content of nuclei [%] .[pmol g
origin nasion — seeds]

Z206-2/9 Californium rzepikopodobna1 48,2 41,5 95,4
Z206-3/6 Rasmus rzepikopodobna 48,3 42,7 107,8
Z06-6/10 Lisek rzepikopodobna 49,3 38,3 104,5
206-8/1 Rasmus rzepikopodobna 47,3 39,5 101,1
P06-14/3 Carousel rzepikopodobna 48,1 39,4 1114
Z06-10/31 Rasmus typ rzepaku2 48,3 37,2 79,5
P06-16/15 Lisek rzepikopodobna 48,1 33,6 94,0
P06-18/1 Lisek rzepikopodobna 47,3 34,3 103,2
WO06-23/9 Lisek rzepikopodobna 48,0 0,0 135,4
Z06-3/10 Rasmus rzepikopodobna 119,1 26,6 58,1
Z206-1/2 Rasmus typ rzepaku 115,9 10,2 92,2
206-4/21 Lisek typ rzepaku 121,3 0,0 90,3
Z06-4/61 Californium | typ rzepaku 117,2 49,8 102,8
Z06-5/46 Rasmus typ rzepaku 1171 0,0 86,5
206-6/27 Lisek typ rzepaku 115,6 28,9 75,7
Z06-8/5 Lisek typ rzepaku 117,3 0,0 68,9
Z06-9/47 Lirajet typ rzepaku 112,0 0,0 92,5
Z06-10/21 Rasmus typ rzepaku 117,4 21,5 114
Z06-11/8 Rasmus typ rzepaku 121,3 11,7 47,5
Z06-12/6 Lisek typ rzepaku 119,1 28,8 85,2
P06-14/16 Carousel typ rzepaku 118,2 19,7 82,4
P06-14/38 Castille typ rzepaku 119,7 0,0 73,1
P06-15/4 Kaszub typ rzepaku 119,7 0,0 100,2
P06-16/46 Lisek typ rzepaku 116,3 10,4 65,0
P06-17/25 Rafaela typ rzepaku 112,6 26,1 89,6
P06-18/30 Lisek typ rzepaku 117,2 0,1 69,0
P06-19/28 Castille typ rzepaku 113,9 42,0 108,8
P06-19/60 Rasmus typ rzepaku 115,8 40,9 73,6
W06-23/14 | Lisek typ rzepaku 118,9 0,0 50,1
WO06-26/26 Californium typ rzepaku 120,8 13,0 66,1
W06-26/31 Californium typ rzepaku 119,6 0,0 75,4
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Ciag dalszy tabeli 1

Wzorzec — Standard

Californium B. napus rzepak3 118,4 0,0 14,8
Castille B. napus rzepak 116,9 0,0 12,4
Lisek B. napus rzepak 115,6 0,0 9,9
Rasmus B. napus rzepak 114,3 0,0 9,9
Ludowy B. campestris rzepik* 49,4 39,5 44,3
1 — roslina rzepikopodobna — turnip rape — like plant 3 — rzepak — oilseed rape
2 — typ rzepaku — oilseed rape — like plant 4 — rzepik — turnip rape

Analize¢ DNA prowadzono z zastosowaniem reakcji PCR w termocyklerze
Mastercykler gradient firmy Eppendorf. Produkty amplifikacji analizowano na
1,8% zelach agarozowych za pomoca elektroforezy w buforze TBE. Dane
wyjsciowe zapisywano w systemie binarnym, gdzie 1 oznaczato wystepowanie
produktu dla danej linii, natomiast 0 — jego brak.

W celu oszacowania podobienstwa genetycznego (GS) badanych obiektow
zastosowano pig¢ nastgpujacych miar.

Miara Jaccarda (Jaccard 1908):

Nag
S).AB = '
' Na+Ng—Nag
gdzie Na oznacza liczbeg alleli obecnych w genotypie A, Ng — liczbg alleli
obecnych w genotypie B, Nag — liczbe alleli obecnych zaréwno w genotypie A,

jak i genotypie B.
Miara Kulczyaskiego (Kulczynski 1927):
S _ NAB(NA"'NB).
K,AB 2N, Ny

Miara Sokala i Michenera (Sokal i Michener 1958):
Nag + Ngo
SSM,AB = T’

gdzie Ng oznacza liczbe przypadkéw nie wystepowania tych samych alleli
rownoczesnie w genotypie A, jak i genotypie B, N — liczbe wszystkich markerdw.

Miara Nei (Nei 1972):

Syan= —AB
NABTUNL + N
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Miara Rogersa (Rogers 1972):
‘NAO - NOB‘
N H

gdzie Nao 0znacza liczbe alleli obecnych w genotypie A i réwnoczesnie nieobec-
nych w genotypie B, Nog — liczbg alleli obecnych w genotypie B i rdwnoczesnie
nieobecnych w genotypie A.

Wartosci podobienstwa genetycznego oszacowano pomiedzy wszystkimi parami
badanych obiektdw za pomoca pieciu proponowanych miar. Dla kazdej z miar
podobienstwa genetycznego obliczono wartos¢ srednia, minimalna, maksymalna
oraz wspotczynnik zmiennosci. Okreslono wspétczynniki korelacji pomiedzy war-
tosciami podobienstwa genetycznego uzyskanymi przy zastosowaniu poszczegol-
nych miar. Istotnos¢ wspdtczynnikow korelacji testowano na poziomie o = 0,001.

Uzyskane wspotczynniki podobienstwa genetycznego postuzyty do hierarchicz-
nego grupowania obiektow metoda Srednich potaczen. Wyniki przeprowadzonych
grupowan przedstawiono w formie dendrogramoéw dla odpowiednich miar.

SR,AB =1-

Wyniki i dyskusja

Potomstwo roslin o zréznicowanych cechach fenotypowych przebadano za
pomoca 30 starterow RAPD Operon Technologies, z ktdrych wszystkie wykazy-
waty polimorfizm miedzy badanymi obiektami. Uzyskano 467 produktéw amplifikacii,
w tym 431 polimorficznych, co wskazuje, ze sposréd wygenerowanych fragmen-
tow DNA 92,3% byto polimorficznych. Russelle i in. (1997) w badaniach nad
jeczmieniem (Hordeum vulgare L.) otrzymali 66,3% polimorficznych markerow
RAPD. Podobne wyniki uzyskata Liersch (2005) dla rzepaku ozimego (B. napus L.).

Pejie i in. (1998) podkreslaja, ze btedy w szacowaniu dystansu genetycznego
metoda RAPD moga wynika¢ z zastosowania zbyt matej liczby polimorficznych
starterow. Wedtug Halldéna i in. (1994) wraz ze wzrostem liczby starterow lub
roznicujacych fragmentdbw DNA uzytych do analizy dystansu genetycznego po-
prawia sie doktadnos¢ oceny zrdznicowania genetycznego materiatu roslinnego,
a prawdopodobienstwo btedu w technice RAPD zalezy od liczby polimorficznych
markeréw. Autorzy oszacowali, ze dla markeréw RAPD przy uzyciu do badan
10-12 starteréw prawdopodobienstwo btedu wynosi 1/100, a dla 20-22 starteréw
ponizej 1/1000.

Uzyskanie 431 réznicujacych markeréw otrzymanych w wyniku zastosowania
30 starterow RAPD wystarczy zatem do rzetelnego oszacowania podobienstwa
genetycznego badanych obiektéw. Dodatkowo kazdy genotyp analizowano w dwoch
powtorzeniach, a pod uwage brano tylko te markery, ktérych obraz byt bardzo
wyrazny. Poréwnanie wynikéw badan uzyskanych metoda RAPD oraz metoda
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FCM, fenotypu i sktadu chemicznego nasion pokazuje, ze wygenerowanie tak
duzej liczby markeréw pozwala na prawidtowy podziat badanych obiektow
(Bocianowski i in. 2008, Liersch i in. 2008).

Istotnym elementem w prawidlowej ocenie podobienstwa/dystansu genetycz-
nego materiatu roslinnego jest zardwno wybdr techniki analizy molekularnej, liczby
zastosowanych w badaniach markeréw, jak i odpowiedniej miary statystycznej do
oszacowania zaleznosci pomigdzy badanymi genotypami (Mohammadi i Prasanna
2003). Zmiennos¢ genetyczna pomiedzy badanymi obiektami jest zdefiniowana na
podstawie czestosci polimorfizmu DNA otrzymanego przez zastosowanie roznych
typdw markeréw molekularnych.

W szacowaniu podobienstwa/dystansu genetycznego na podstawie wynikow
uzyskanych za pomoca markeréw molekularnych mozna zastosowaé rézne miary.
W badaniach roslin uprawnych z rodzaju Brassica najczesciej stosowano: miare
Nei i Li (1979) dla gorczycy sarepskiej (B. juncea) (Srivastava i in. 2001), kapusty
(B. oleracea) (Kresovitch i in. 1992), rzepaku (B. napus) (Yu i in. 2005); miare
Jaccarda migdzy innymi w badaniach rzepaku (B. napus) (Tomassini i in. 2003),
kapusty (B. oleracea) (Divaret i in. 1999), a w mniejszym stopniu miar¢ Sokala
i Michnera u rzepaku (Mailer i in. 1994, Lombard i in. 2000). Miara Rogersa
postuzyta do oszacowania zmiennosci genetycznej takich roslin uprawnych jak kuku-
rydza (Zea mays L.) (Godshalk i in. 1990, Benchimol i in. 2000) i sorgo (Sorghum
bicolor L.) (Jordan i in. 2003).

W tabeli 2 przedstawiono charakterystyki statystyczne wspétczynnikéw podo-
bienstwa genetycznego uzyskanych przy zastosowaniu pieciu miar. Najmniejsze
wartosci wspoétczynnikéw podobienstwa otrzymano dla miary zaproponowanej
przez Jaccarda (Srednia wynosita 0,4035). Wspotczynniki te charakteryzowaty sie
najwigksza zmiennoscia (50,11%) sposrod wszystkich zastosowanych miar. Nieco
wigksze wartosci podobienstwa genetycznego uzyskano dla miar Kulczynskiego
oraz Nei. Wyniki uzyskane za pomoca tych metod okazaty sie podobne pod wzgle-
dem zar6wno wartosci wspdtczynnikow podobienstwa (wartosci srednie odpowiednio
0,5471 oraz 0,5541), jak i ich zmiennosci (odpowiednio 39,12 oraz 39,60%). Jeszcze
mniejsza zmiennos¢ wspotczynnikéw podobienstwa genetycznego obserwowano,
gdy zastosowano miarg¢ Sokala i Michenera (21,88%). Wartosci podobienstwa byty
wyzsze niz dla wczesniej opisanych trzech miar — szczeg6lnie wartos¢ minimalna,
ktdra stanowita dwukrotnos¢ minimalnej wartosci otrzymanej przy zastosowaniu
miary Kulczynskiego lub Nei i czterokrotnos¢, gdy do oceny postuzyta miara
Jaccarda. Zdecydowanie rézne od pozostatych wyniki uzyskano przy zastosowaniu
miary Rogersa (tab. 2, rys. 1). Efekt ten jest zwigzany z faktem, ze zasada
obliczania GS zaproponowana przez Rogersa rdzni sie najbardziej od pozostatych
metod. Wartos¢ minimalna  wsp6iczynnikow  podobiefistwa  genetycznego
oszacowanego wedtug tej miary byla wieksza od wartosci srednich uzyskanych dla
pozostatych miar, najwigksza byta wartos¢ maksymalna oraz najmniejszy wspot-
czynnik zmiennosci.
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Tabela 2
Charakterystyka statystyczna rozpatrywanych miar podobienstwa genetycznego samosiewow
rzepaku ozimego — Statistical characteristics of genetic similarity of volunteers of winter
oilseed rape

Miara podobienstwa 2 o Wsp6iczynnik
Wartosé i : Wartosé - o
genetycznego g, Wartosc¢ srednia zmiennosci [%]
SO minimalna maksymalna -
Genetic similarity . Mean value - Coefficient
Minimum value Maximum value R
measure of variability
Jaccarda 0,1185 0,4035 0,7351 50,11
Kulczynskiego 0,2133 0,5471 0,8503 39,12
Sokala i Michenera 0,4339 0,6642 0,8863 21,88
Nei 0,2119 0,5441 0,8474 39,60
Rogersa 0,8422 0,9465 1 4,043
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Rys. 1. Boxplot wspétczynnikéw podobienstwa genetycznego samosiewdw rzepaku 0zimego
przy zastosowaniu pieciu miar — Boxplot of coefficients of genetic similarity of volunteers
of winter oilseed rape using five measures of genetic similarity
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W tabeli 3 przedstawiono wspo6tczynniki korelacji pomiedzy wartosciami po-
dobienstwa genetycznego uzyskanymi przy zastosowaniu pieciu miar. Otrzymane
wyniki wskazuja na istotna statystycznie korelacje wszystkich zastosowanych miar
podobienstwa genetycznego (na poziomie o = 0,001). Na uwage zastuguje fakt, ze
wspotczynniki podobienstwa genetycznego obliczone metodami Kulczynskiego
oraz Nei wykazuja idealna wspoétzalezno$¢ (wspotczynnik korelacji wynosit 1).
Weczesniejsze badania na danych wygenerowanych (Bocianowski 2006), jak i rze-
czywistych (Bocianowski i Stepien 2006) wskazuja na brak istotnej wspotzaleznosci
pomigdzy miara podobienstwa genetycznego Rogersa a pozostatymi miarami.
Istotna Kkorelacja uzyskana w niniejszej pracy moze by¢ efektem duzej liczby
uzyskanych marker6w, znacznie przewyzszajacej liczbe obserwacji genotypowych
uwzglednionych we wspomnianych powyzej pracach.

Tabela 3
Wspotczynniki korelacji pomiedzy miarami podobienstwa genetycznego samosiewow rzepaku
ozimego — Correlation coefficients measures between genetic similarity of volunteers
winter oilseed rape crops

Miara podobienstwa
genetycznego L Sokala .
Genetic similarity Jaccarda Kulczyfiskiego i Michenera Nei
measure
Kulczynskiego 0,998*
Sokala i Michenera 0,985* 0,989*
Nei 0,998* 1* 0,99*
Rogersa 0,661* 0,655* 0,664* 0,699*

* istotne na poziomie o = 0.001 — significant at the level o = 0.001

W literaturze czesciej spotyka si¢ analizg matematyczna na podstawie kilku
typow markerdw molekularnych z zastosowaniem jednej wybranej miary podo-
bienstwa genetycznego. Peije i in. (1998) stosujac markery RFLP, RAPD, SSR
i AFLP u kukurydzy uzyskali wysoka korelacje podobienstwa genetycznego; war-
tos¢ GS obliczona za pomoca miary Nei i Li (1979) dla danych otrzymanych na
podstawie badan markerami AFLP byla wysoce istotnie skorelowana z wartoscia
GS wykazana za pomoca markeréw RFLP (r=0,70), SSR (r =0,67) oraz odpo-
wiednio dla markeréw RFLP i SSR (r=0,59). Tak wysokiego wspotczynnika
korelacji wartosci GS nie uzyskano poréwnujac wartosci otrzymane na podstawie
badan markerami RAPD a pozostatymi typami markeréw — RFLP (r = 0,51), SSR
(r=0,57) oraz AFLP (r=0,52). Garcia i in. (2004) badajac tropikalne linie ku-
kurydzy, stwierdzili wysoka, istotna korelacj¢ pomigdzy wartosciami dystansu
genetycznego (GD) obliczonymi na podstawie markeréw AFLP i RFLP (r =0,87),
AFLP i SSR (r=0,78) oraz markerbw SSR i RFLP (r=0,71). Podobnie jak
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w badaniach Peije i in. (1998) wspdtczynnik korelacji dla wartosci dystansu gene-
tycznego obliczonego na podstawie markerow RAPD w poréwnaniu z pozostatymi
typami markeréw nie przekraczat 0,50. Podobne rezultaty otrzymali Libberstedt
i in. (2000) dla europejskich linii hodowlanych kukurydzy. Gauthier i in. (2002)
porownywali dwie miary dystansu genetycznego (GD) Rogersa oraz Nei i Li.
Badania molekularne metoda RFLP obejmowaty kolekcje 488 linii kukurydzy
europejskiej (Zea mays L.). Uzyskali oni wysoce istotna zaleznos¢ dla obu miar
dystansu genetycznego — wspotczynnik korelacji wyni6st 0,75 (istotny na po-
ziomie 0,001). Istotng korelacje wartosci podobienstwa genetycznego dla miar
Sokala i Michenera oraz Jaccarda (oszacowanych na podstawie markerow RAPD)
otrzymali Duarte i in. (1999) w badaniach nad fasola (Phaseolus vulgaris L.).

W tabeli 4 przedstawiono po szes¢ skrajnych wartosci wspdtczynnikéw podo-
bienstwa genetycznego uzyskanych piecioma zastosowanymi metodami. W przypadku
wartosci najwigkszych zaobserwowaé mozna zbieznos¢ dla wszystkich miar poza
miara Rogersa. Najwigkszym podobienstwem na poziomie genetycznym dla wszyst-
kich miar oprocz Rogersa charakteryzowaty si¢ odmiana rzepaku Californium
i roslina rzepaku o numerze Z06-4/21. GS okreslone metoda Rogersa nie jest
zgodne z wartosciami uzyskanymi pozostatymi miarami, poniewaz najwieksze
wspotczynniki podobienstwa wykazaty w dwdéch przypadkach pary rzepak — rzepik,
co wskazuje na nieprawidtowa klasyfikacje za pomoca tej miary. Dla najmniej-
szych wartosci wspbétczynniki GS Sokala i Michenera rdznity sie od wartosci
otrzymanych dla miar Jaccarda, Kulczynskiego i Nei.

Pogrupowanie obiektéw na podstawie uzyskanych wspoétczynnikéw podo-
bienstwa genetycznego wedtug miar Kulczynskiego (rys. 2b) i Nei (rys. 2d) byto
niemalze identyczne. Na uwage zastuguje fakt, iz na podstawie wspotczynnikow
podobienstwa genetycznego oszacowanych miarami Jaccarda (rys. 2a), Kulczyn-
skiego (rys. 2b), Sokala i Michenera (rys. 2c) oraz Nei (rys. 2d) badane obiekty
zostaty pogrupowane podobnie — na dwie grupy skupien. Jedno z tych skupien
tworzy 9 roslin rzepikopodobnych i odmiana rzepiku Ludowy, a drugie 22 rosliny
w typie fenotypowym rzepaku i odmiany rzepaku podwdjnie ulepszonego —
Californium, Castille, Lisek oraz Rasmus. Pogrupowanie obiektéw na podstawie
zastosowanych czterech miar podobienstwa genetycznego (Kulczynskiego, Jaccarda,
Nei oraz Sokal i Michenera) byto zgodne z grupowaniem roslin na podstawie cech
fenotypowych i wzglednej zawartosci jadrowego DNA. Duarte i in. (1999) otrzy-
mali dendrogramy dla odmian fasoli o tej samej strukturze stosujac grupowanie
metoda UPGMA na podstawie wspdtczynnikéw Jaccarda oraz Nei.

Pogrupowanie obiektéw na podstawie wspétczynnikdw obliczonych z zasto-
sowaniem miary Rogersa (rys. 2e) byto biedne, poniewaz do grupy roslin w typie
rzepiku przyporzadkowano takze rosliny w typie rzepaku (P06-15/4, Z06-11/8)
oraz odmiang podwdjnie ulepszona rzepaku Californium, co bylo niezgodne
z klasyfikacja na podstawie cech fenotypowych. Lombard i in. (2000) zastosowali
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wspétczynniki podobienstwa genetycznego (GS) Jaccarda (J), Sokala i Michenera
(SM) i zmodyfikowanego wspotczynnika Sokala i Michenera (MSM) w celu
poréwnania 83 jarych i ozimych odmian rzepaku, ktorych zréznicowanie zbadano
metoda AFLP. Wszystkie testowane wspotczynniki podobienstwa wykazaty istotna
korelacje (r=0,96 dla J i MSM; 0,97 dla SM i MSM oraz 0,98 dla J i SM na
poziomie istotnosci 0,001). Dystans genetyczny obliczony za pomoca trzech wspot-
czynnikdw podobienstwa pozwolit na bardzo podobne oszacowanie wzajemnych
zaleznosci pomiedzy badanymi odmianami.

W literaturze tematu niewiele jest uwagi poswieconej poréwnaniom teore-
tycznym miar podobienstwa genetycznego. Lamboy (1994) poréwnywat miary Nei
i Jaccarda. Wskazat on na miar¢ Nei jako metode dajaca mniejsze obciazenie dla
analiz organizmow blisko zwiazanych. Szersze poréwnanie (i dla wiekszej liczby
miar) przedstawit w swojej rozprawie doktorskiej Warrens (2008).

Cztery zastosowane w pracy miary podobienstwa genetycznego (poza miara
Rogersa) pozwolity uzyska¢ bardzo podobne wyniki. W przypadku prezentowa-
nych badan, przy tak duzej liczbie uzytych markeréw, wskazanie miary najlepszej
nie jest mozliwe. Jednakze inni autorzy sugeruja stosowanie wspotczynnika Nei do
mierzenia podobienstwa na podstawie markerow RAPD (Lamboy 1994).
Mohammadi i Prasanna (2003) wskazuja na miare dystansu genetycznego Rogersa
jako przydatna w oszacowaniu GD na podstawie kodominujacych markerow
molekularnych typu SSR i RFLP, gdzie produkt amplifikacji mozna utozsamia¢
z allelami, a zatem miara ta opiera si¢ na frekwencji alleli. Potwierdzaja to badania
Gauthier i in. (2002) nad europejska populacja kukurydzy metoda RFLP, w ktorej
zastosowano dwie miary: GD Rogersa — wykorzystujaca frekwencje alleli oraz
miare GD Nei i Li — opierajaca sie na systemie binarnym gdzie 1 oznacza obec-
nos¢ allelu, a O jego brak. Takze Lombard i in. (2002) w analizie stabilnosci
i jednorodnosci trzech odmian rzepaku wykazat przydatnos¢ miary Rogersa do
oceny homogenicznosci w obrebie odmiany przy zatozeniu, ze testowany materiat
jest homozygotyczny, a kazdy marker traktowany jest jako dwualleliczny locus.
Podobne rezultaty otrzymali Lee i in. (1989), Dudley i in. (1991) dla homozygo-
tycznych linii hodowlanych kukurydzy oraz Jordan i in. (2003) dla linii sorgo,
analizowanych kodominujacymi markerami typu RFLP. Bledne szacowanie za
pomoca miary Rogersa w prezentowanych badaniach moze wynika¢ zaréwno
z zastosowania w badaniach markeréw dominujacych typu RAPD, jak réwniez
bardzo zréznicowanego pod wzgledem genetycznym materiatu roslinnego, pocho-
dzacego z dwoch pokrewnych gatunkéw B. napus i B. campestris. Niezwykle
cenne byloby wykonanie podobnej analizy na podstawie kilku typéw markeréw
zarébwno dominujacych, jak i kodominujacych. W klasycznym ujeciu, w mierze
Rogersa dystans genetyczny oblicza sie na podstawie frekwencji alleli. Natomiast
dla innych miar, migdzy innymi: Nei, Nei i Li, Jaccarda, Sokala i Michenera,
wartosci podobienstwa / odlegtosci genetycznej oblicza sig¢ na podstawie danych
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zapisanych w systemie binarnym (obecnos¢ prazka — allelu / brak prazka — allelu).
Do obliczenia odlegtosci genetycznej na podstawie takiego zapisu danych Mohammadi
i Prasanna (2003) proponuja zastosowanie zmodyfikowanej wersji miary Rogersa
wedtug wzoru:

GDwir = [(Nao + Nog)/2N]*®

gdzie Nao 0znacza liczbe alleli obecnych w genotypie A i rébwnoczesnie nieobec-
nych w genotypie B, Nog — liczbg alleli obecnych w genotypie B i rdwnoczesnie
nieobecnych w genotypie A.

Podsumowanie

Ocena podobienstwa genetycznego na podstawie duzej liczby polimorficz-
nych produktéw amplifikacji uzyskanych metoda RAPD wykazata wysoki
stopien zgodnosci z charakterystyka fenotypowa badanych roslin.

Analiza molekularna za pomoca metody RAPD pozwolita na podzielenie
potomstwa samosiewdw pochodzacych z trzech wojewodztw Polski
potnocnej na dwie zasadnicze grupy: rzepiku i rzepaku. Cztery testowane
miary — Jaccarda, Kulczynskiego, Sokala i Michenera oraz Nei pogrupowaty
bardzo podobnie badane obiekty.

Stosujac miare Rogersa do oceny podobienstwa genetycznego uzyskano
odmienne wartosci podobienstwa genetycznego od wartosci uzyskanych dla
pozostatych miar. Grupowanie hierarchiczne badanych obiektow réznito sie
od grupowania obiektow za pomoca pozostatych miar i stwierdzono brak
zgodnosci z podziatem badanych roslin na podstawie cech fenotypowych, co
wskazuje na nieprzydatnos¢ tej metody do oceny podobienstwa genetycznego
u rzepaku.

Uzyskane wyniki badan potwierdzaja wnioski innych autoréw, ze zastoso-
wana miara Rogersa nie nadaje si¢ do obliczen dystansu genetycznego
w oparciu 0 dominujace markery molekularne, gdzie stwierdza si¢ obecnos¢
alleli, a nie ich frekwencje.
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