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Dobór komponentów do krzyżowań w celu otrzymania nowych – ulepszonych odmian populacyj-
nych i mieszańcowych może odbywać się zarówno na poziomie fenotypowym roślin, jak i na 
poziomie genetycznym.  

Celem pracy było sprawdzenie, czy zróżnicowanie form rodzicielskich mieszańców F1 CMS 
ogura rzepaku ozimego (Brassica napus L.) ocenione na podstawie obserwacji markerów mole-
kularnych przekłada się na ich zróżnicowanie fenotypowe. Materiał do badań stanowiło 18 linii 
rodzicielskich mieszańców F1 rzepaku ozimego (Brassica napus L). Obiekty te obserwowano pod 
względem 19 cech fenotypowych w doświadczeniach w dwóch miejscowościach (Borowo i Zielęcin), 
w dwóch sezonach wegetacyjnych (2002/2003 i 2003/2004). Ponadto materiał badawczy został 
scharakteryzowany na poziomie genetycznym za pomocą 597 polimorficznych markerów typu AFLP, 
RAPD i izoenzymatycznych. Oszacowano współczynniki podobieństwa genetycznego, które posłu-
żyły do hierarchicznego grupowania badanych obiektów rzepaku ozimego metodą średnich połączeń. 
Wyniki przeprowadzonego grupowania przedstawiono w formie dendrogramu. Następnie przepro-
wadzono analizę wariancji obserwowanych cech (z grupami wyznaczonymi na podstawie dendro-
gramu, jako poziomami czynnika różnicującego) w celu ustalenia, czy zmienność poszczególnych 
cech jest większa w obrębie wyróżnionych grup podobieństwa, czy też pomiędzy tymi grupami.  
Dla każdej cechy obliczono najmniejszą istotną różnicę na poziomie istotności α = 0,05.  

Uzyskane wyniki wskazują, że zróżnicowanie na poziomie fenotypowym było zgodne ze zróżni-
cowaniem genetycznym dla większości obserwowanych cech. Dla zawartości kwasu oleinowego 
(C18:1) zróżnicowanie oszacowane na podstawie obserwacji markerowych nie powodowało zróżni-
cowania fenotypowego w żadnym z czterech rozważanych środowisk.  

*  Badania molekularne zostały wykonane w ramach projektu badawczego promotorskiego KBN  
nr 3PO6A 027 25.  
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The selection of components for crossbreeding in order to obtain new improved varieties and 
hybrids can be carried out both at the plant phenotype and at the genetic level as well.  

The aim of this study was to examine whether the differentiation of the parental lines of F1 
hybrids based on observations of molecular markers would result in their phenotypic variation.  
The plant materials comprised 18 parental lines of F1 hybrids of winter oilseed rape (Brassica napus 
L). Nineteen selected phenotypic traits were observed in two localities (Borowo and Zielęcin) in two 
growing seasons (2002/2003 and 2003/2004). Moreover, the collected material was also characterized 
at the genetic level by studying the 597 polymorphic molecular markers such as AFLP, RAPD and 
isozymes. Genetic similarity coefficients were calculated. Cluster analyses were conducted on using 
the unweighted pair-group method with arithmetic mean and the resulting clusters were shown in a 
dendrogram. An analysis of variance for the observed traits (with groups designated in the 
dendrogram as differentiating factor levels) was performed in order to determine whether the 
variability of individual traits is higher within distinguished groups, or between them. The least 
significant difference for each investigated trait was calculated at the significance level α = 0.05.  

The results indicate that the diversity at genetic level was consistent with differences based on 
phenotypic observations for most of the analyzed traits. Genetic diversity estimated using molecular 
markers was not consistent with the phenotypic variation for oleic acid (C18:1) content in any of the 
four examined environments.  

Wstęp  

Dobór komponentów do krzyżowań w celu otrzymania nowych – o zmienio-
nych cechach – ulepszonych odmian populacyjnych i mieszańcowych może odbywać 
się na podstawie zarówno cech fenotypowych roślin, jak i na poziomie genotypu. 
Zmienność genetyczna czy fenotypowa może być szacowana poprzez badanie 
obiektu lub jego potomstwa na podstawie informacji uzyskanych: a priori – poprzez 
przewidywanie oraz a posteriori – na podstawie obserwacji i badań potomstwa.  

Pierwsze z metod wykorzystują znajomość takich danych, jak genealogia danego 
obiektu oraz informacje o pochodzeniu geograficznym. Znajomość genealogii 
pozwala na określenie stopnia pokrewieństwa z innymi genotypami lub odległości 
genetycznej. Zmienność pochodzenia geograficznego może informować o odmien-
ności genetycznej, a jest ona tym większa im bardziej różnorodne były środowiska, 
w których prowadzono selekcję. Metoda a posteriori opiera się na analizach 
matematyczno-statystycznych danych uzyskanych z obserwacji fenotypowych oraz 
wyników badań genotypu na poziomie molekularnym (Lefort-Buson i in. 1988).  

Szacowanie zmienności fenotypowej wymaga wieloletnich obserwacji prze-
prowadzonych w wielu środowiskach. Markery fenotypowe u rzepaku jak i u innych 
roślin zazwyczaj ulegają modyfikującemu wpływowi środowiska. U rzepaku poli-
morfizm określa się także na podstawie ekspresji fenotypowej niektórych cech jakoś-
ciowych, takich jak: zawartość glukozynolanów oznaczana metodą wysokociśnie-
niowej chromatografii gazowej HPLC (high pressure liquid chromatography) (Adams 
i in. 1989, PN ISO 9167-1:1999) oraz profili kwasów tłuszczowych w oleju nasion 
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oznaczanych za pomocą chromatografii gazowej GLC (gas liquid chromatography) 
(Krzymański 1970, PN-EN ISO 5508:1996).  

Rozwój genetyki molekularnej i metod badania genomu na poziomie DNA 
dały możliwość szybkiej oceny zmienności genetycznej niezależnej od modyfiku-
jącego wpływu środowiska (Snowdon i Friedt 2004, Teklewold i Becker 2006, 
Krystkowiak i in. 2009, Bocianowski 2012 a, b, c, Krajewski i in. 2012).  

Wiele badań wykazało, że im większe jest zróżnicowanie genetyczne linii 
rodzicielskich, tym większy efekt heterozji i w wyniku krzyżowania zróżnicowa-
nych genetycznie linii z większą częstotliwością uzyskuje się plenne mieszańce 
(Moll i in. 1965, Shamsuddin 1985, Melchinger i in. 1990, Messmer i in. 1992, 
Kantety i in. 1995, Xiao i in. 1996, Fabrizius i in. 1998, Melchinger 1999, Benchimol 
i in. 2000, Riaz i in. 2001, Betrán i in. 2003).  

Celem pracy było zbadanie, czy zróżnicowanie form rodzicielskich mieszań-
ców F1 CMS ogura rzepaku ozimego (Brassica napus L.) ocenione na podstawie 
obserwacji markerów molekularnych jest skorelowane z ich zróżnicowaniem 
fenotypowym. 

Materiał i metody  

Materiał do badań stanowiło 18 linii rodzicielskich mieszańców F1 rzepaku 
ozimego (Brassica napus L.): PN 4555, PN 1265, PN 2850, BO 110RJ, PN 9288, 
PN 9294, PN 2824, Bor zap 2, BO 83 a, Bor zap 1, BO 120 a, BO 238 a, Samourai, 
Bor zap 4, PN 4539, PN 4537, PN 4533, Bor zap 3. Linie rodzicielskie badano  
w doświadczeniach założonych w układzie bloków losowanych kompletnych  
w czterech powtórzeniach, przeprowadzonych w dwóch miejscowościach (Borowo 
i Zielęcin) w dwóch sezonach wegetacyjnych (2002/2003 i 2003/2004). Linie 
zostały ocenione pod względem 19 cech fenotypowych: plon nasion, długość łusz-
czyn, liczba nasion w łuszczynie, masa 1000 nasion, początek i długość kwitnienia, 
zawartość tłuszczu i kwasów tłuszczowych w oleju nasion: palmitynowego C16:0, 
stearynowego C18:0, oleinowego C18:1, linolowego C18:2, linolenowego C18:3 i eiko-
zenowego C20:1, zawartość glukozynolanów: glukonapiny, progoitryny, glukobrassica-
napiny, 4-hydroksybrassicyny, suma glukozynolanów alkenowych, suma glukozy-
nolanów alkenowych i indolowych. Ponadto zostały scharakteryzowane na pozio-
mie genetycznym poprzez identyfikację 597 polimorficznych markerów typu 
AFLP, RAPD i izoenzymatycznych. Metodyka doświadczeń polowych została 
szczegółowo opisana we wcześniejszej pracy (Bocianowski i in. 2009). 
Współczynniki podobieństwa genetycznego oszacowano wg miary Nei i Li (1979). 
Następnie posłużyły one do hierarchicznego grupowania badanych obiektów rzepaku 
ozimego metodą nieważonych średnich połączeń (UPGMA). Metoda UPGMA 
skupia parami jednostki operacyjne, w tym przypadku linie rzepaku ozimego, 
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porównując nieważone średnie arytmetyczne grup. Jest to metoda najczęściej 
stosowana ze względu na jej znaczną skuteczność (wysoki poziom korelacji 
macierzy współczynników podobieństwa oraz macierzy wartości konfenetycznych, 
czyli poziomów łączenia jednostek operacyjnych w dendrogramie). Wyniki przepro-
wadzonego grupowania przedstawiono w formie dendrogramu. Dendrogram grupuje 
badane linie rodzicielskie mieszańców F1 rzepaku ozimego na trzy odrębne skupie-
nia zgodnie z ich genealogią i miejscem pochodzenia. Następnie przeprowadzono 
analizę wariancji (ANOVA) obserwowanych cech (z grupami wyznaczonymi na 
podstawie dendrogramu jako poziomami czynnika różnicującego) w celu ustalenia, 
czy zmienność poszczególnych cech fenotypowych jest większa w obrębie wyróż-
nionych grup podobieństwa genetycznego, czy też pomiędzy tymi grupami. Dla 
każdej cechy obliczono najmniejszą istotną różnicę (NIR) na poziomie istotności 
α = 0,05. Wszystkie obliczenia wykonano korzystając z pakietu statystycznego 
GenStat v. 7.1 (Payne i in. 2003).  

Wyniki  

Genetyczny polimorfizm linii rodzicielskich mieszańców F1 analizowano  
na podstawie 597 markerów: RAPD (225 – 37,7% wszystkich markerów), AFLP 
(354 – 59,3%), izoenzymów (18 – 3%). Obliczone współczynniki podobieństwa 
genetycznego badanych form charakteryzowały się dużą rozpiętością (tab. 1, rys. 1). 
Wartości tych współczynników przedstawiono w innej pracy (Liersch i in. 2013). 
Przeprowadzone na podstawie współczynników podobieństwa genetycznego grupo-
wanie hierarchiczne badanych linii metodą średnich połączeń przedstawiono  
w formie dendrogramu (rys. 2). Na podstawie dendrogramu wyodrębniono trzy 
rozdzielne grupy linii rodzicielskich zgodnie z ich genealogią i miejscem 
pochodzenia. Do grupy pierwszej zaliczono linie: PN 4555, PN 1265, PN 2850, 
BO 110RJ, PN 9288, PN 9294, PN 2824, do grupy drugiej: Bor zap 2, BO 83 a, 
Bor zap 1, BO 120 a, BO 238 a, natomiast do grupy trzeciej: Samourai, Bor zap 4, 
PN 4539, PN 4537, PN 4433, Bor zap 3. W celu zweryfikowania hipotez zerowych 
o braku wpływu zróżnicowania linii rodzicielskich na poziomie genetycznym na 
ich zróżnicowanie fenotypowe przeprowadzono analizę wariancji 19 cech z gru-
pami jako poziomami czynnika różnicującego. Wyniki trójczynnikowej analizy 
wariancji przedstawiono w tabeli 2. Ze względu na szereg istotnych statystycznie 
interakcji grupy × rok, grupy × miejscowość i/lub grupy × rok × miejscowość 
przeprowadzono jednoczynnikowe (grupy) analizy wariancji dla środowisk (lata 
oraz miejscowości) niezależnie. Średnie kwadraty z tych analiz wariancji 
przedstawiono w tabeli 3. Istotne statystycznie (na poziomie co najmniej α = 0,05) 
zróżnicowanie grup we wszystkich czterech rozważanych środowiskach otrzymano 
dla plonu nasion, liczby nasion w łuszczynie, początku kwitnienia, długości kwit-
nienia, zawartości kwasu palmitynowego, linolenowego, glukonapiny oraz gluko- 
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% 

 
Podobieństwo genetyczne — Genetic similarity 

Rys. 1. Współczynniki podobieństwa genetycznego 18 linii rodzicielskich mieszańców 
CMS ogura otrzymane na podstawie 597 markerów — Coefficients of genetic similarity  
of 18 parental lines of CMS ogura hybrids obtained on the basis of the 597 markers  

 
Rys. 2. Dendrogram podobieństwa genetycznego 18 linii rodzicielskich mieszańców CMS 
ogura utworzony na podstawie 597 markerów — Dendrogram of genetic similarity of 18 
parental lines of CMS ogura hybrids based on 597 markers. The hybrids were grouped 
hierarchically using the UPMGA method.  
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brassicanapiny (tab. 3). Pod względem trzech cech (MTN, zawartości tłuszczu  
i kwasu eikozenowego) zróżnicowanie pomiędzy grupami zaobserwowano w trzech 
środowiskach (tab. 3). Dla zawartości kwasu linolowego istotne zróżnicowanie 
pomiędzy grupami wystąpiło jedynie w Zielęcinie w 2003 r. (tab. 3). Natomiast dla 
zawartości kwasu oleinowego (C18:1) zróżnicowanie obliczone na podstawie obser-
wacji markerowych nie determinowało zróżnicowania fenotypowego w żadnym  
z czterech rozważanych środowisk (tab. 3). Dla pozostałych sześciu cech zróż-
nicowanie pomiędzy grupami zaobserwowano w dwóch środowiskach (tab. 3). 
Środowiskiem, w którym najczęściej odrzucano hipotezę zerową o braku różnic 
pomiędzy grupami pod względem danej cechy był Zielęcin w 2003 r. (16 przypad-
ków, co stanowi 84,21% wszystkich rozważanych w tym środowisku), natomiast 
najrzadziej w Zielęcinie w 2004 r. (11 przypadków, 57,89%). W Borowie takich 
przypadków było 15 (78,95%) i 12 (63,16%), odpowiednio w 2003 i 2004 roku 
(tab. 3).  

Wpływ analizowanych czynników różnicujących oraz ich interakcji jest 
szczególnie widoczny, gdy prześledzi się wartości średnie poszczególnych cech 
zawarte w tabeli 4. Najstabilniejszą grupą (w sensie najbardziej zbliżonych – 
nieistotnych statystycznie – wartości średnich w obu latach prowadzenia badań) 
była grupa druga. Jedynie dla trzech cech (początku kwitnienia, długości kwit-
nienia i zawartości 4-hydroksybrassicyny w Borowie oraz zawartości kwasów 
stearynowego, linolenowego i eikozenowego w Zielęcinie) zaobserwowano istotne 
statystycznie zróżnicowanie pomiędzy wartościami średnimi dla grupy drugiej 
między latami (tab. 4). Natomiast największe zróżnicowanie między latami badań, 
w Borowie i w Zielęcinie, zaobserwowano dla grupy 3 (tab. 4).  

Dyskusja  

Uzyskane wyniki wskazują, że zróżnicowanie fenotypowe dla większości 
obserwowanych cech było zgodne ze zróżnicowaniem na poziomie genetycznym. 
Wyjątek stanowił kwas oleinowy (C18:1), zróżnicowanie ocenione na podstawie 
obserwacji markerowych nie determinowało zróżnicowania fenotypowego tej cechy 
w żadnym z czterech rozważanych środowisk. Podobnie Bocianowski i Goszczurna 
(2011) badając linie podwojonych haploidów jęczmienia zaobserwowali brak 
wpływu zróżnicowania genetycznego na zróżnicowanie fenotypowe dla większości 
obserwowanych cech.  

Najkorzystniejsza wydaje się selekcja form rodzicielskich mieszańców F1 
CMS ogura rzepaku ozimego przeprowadzona równocześnie ze względu na fenotyp 
i genotyp rośliny. Tezę tą potwierdzają badania przeprowadzone na różnych gatun-
kach roślin: na jęczmieniu (Bocianowski i in. 2003), na pszenicy (Krystkowiak i in. 
2009), a także na rzepaku (Bocianowski i in. 2009, Liersch i in. 2009). 
Szczególnie, że – jak pokazano we wcześniejszych badaniach – zróżnicowanie  
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Tabela 4  
Wartości średnie obserwowanych cech w czterech rozważanych środowiskach — Mean 
values of observed traits of oilseed rape in four environments  

Cecha  
Trait 

Rok  
Year 

Borowo Zielęcin NIR0,05  
LSD0.05 Gr1 Gr2 Gr3 Gr1 Gr2 Gr3 

Plon nasion  
Seed yield 

2003 11,33 30,62 12,01 20,50 30,04 22,74 6,51 2004 36,31 36,59 55,12 28,03 33,71 42,25 
Długość łuszczyn  
Length of pod 

2003 7,81 8,57 8,01 7,29 7,97 7,49 0,52 2004 7,72 8,24 7,81 7,71 8,36 7,80 
Liczba nasion w łuszczynie 
Number of seeds per pod 

2003 15,61 24,82 20,07 20,53 23,84 22,15 2,38 2004 21,23 24,48 26,24 19,84 23,44 22,45 
Masa tysiąca nasion  
1000 seeds weight 

2003 5,52 4,31 5,31 4,95 4,73 5,04 0,36 2004 5,21 4,66 4,27 5,45 5,07 5,40 
Początek kwitnienia  
Beginning of flowering 

2003 124,60 118,70 124,30 122,90 121,30 123,50 1,52 2004 122,60 120,60 118,90 123,00 122,80 121,50 
Długość kwitnienia  
Length of flowering 

2003 15,54 18,45 17,04 16,54 16,50 17,29 1,26 2004 23,21 20,85 24,92 15,93 16,80 14,83 
Zawartość tłuszczu  
Oil content 

2003 43,63 46,11 43,79 46,12 46,11 46,37 0,99 2004 46,02 47,05 47,78 44,74 45,93 44,68 
Zawartość kwasu — Acid content:         
– palmitynowy — palmitic C16:0 2003 4,79 5,11 4,60 4,44 4,68 4,36 0,25 2004 4,57 5,26 4,50 4,44 4,82 4,33 
– stearynowy — stearic C18:0 2003 1,69 1,75 1,68 1,40 1,54 1,28 0,12 2004 1,56 1,85 1,55 1,56 1,69 1,63 
– oleinowy — oleic C18:1 2003 59,45 59,77 60,33 61,99 62,81 61,28 1,67 2004 60,96 60,31 61,35 62,03 62,82 62,38 
– linolowy — linoleic C18:2 2003 21,59 21,42 22,82 19,89 19,78 22,03 1,28 2004 20,68 21,27 21,07 19,36 19,02 20,16 
– linolenowy — linolenic C18:3 2003 10,87 10,56 9,14 10,49 9,73 9,28 0,53 2004 10,96 10,13 10,15 10,94 10,27 10,05 
– eikozenowy — eicosenoic C20:1 2003 1,31 1,11 1,24 1,15 0,87 0,90 0,20 2004 1,27 1,15 1,35 1,50 1,24 1,42 
Zawartość glukonapiny  
Gluconapin content 

2003 2,54 1,35 3,48 2,67 1,67 3,15 0,42 2004 1,82 1,27 1,44 2,19 1,65 1,65 
Zawartość glukobrassicanapiny 
Glucobrassicanapin content 

2003 0,85 0,34 0,80 0,79 0,26 0,70 0,17 2004 0,55 0,26 0,34 0,68 0,31 0,44 
Zawartość progoitryny  
Progoitrin content 

2003 4,26 3,79 7,41 3,65 3,83 5,86 0,94 2004 3,22 3,06 3,19 4,09 3,87 4,00 
Zawartość 4-hydroksybrassicyny  
4-hydroxybrassicin content 

2003 3,41 2,95 3,15 2,52 2,78 2,15 0,39 2004 3,29 3,34 3,24 2,91 2,85 2,63 
Suma glukozynolanów  
Total glucosinolates content 

2003 11,91 8,79 15,90 10,10 8,79 12,45 1,53 2004 9,20 8,39 8,48 10,22 8,90 9,00 
Suma glukozynolanów alken.  
Alkenyl glucosinolates content 

2003 8,28 5,71 12,55 7,48 5,97 10,18 1,46 2004 5,74 4,91 5,12 7,21 5,96 6,27 
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genetyczne i zróżnicowanie fenotypowe opisują różne aspekty (Kozak i in. 2011). 
Teklewold i Becker (2006) dokonali selekcji komponentów rodzicielskich do two-
rzenia mieszańców gorczycy abisyńskiej, charakteryzujących się wysokim efektem 
heterozji na podstawie dystansu genetycznego wyznaczonego za pomocą markerów 
molekularnych oraz dystansu fenotypowego uzyskanego na podstawie 14 cech 
fenotypowych. Yu i in. (2005) do przewidywania wielkości plenności i efektu 
heterozji mieszańców rzepaku typu Shaan2A zastosowali dystans genetyczny linii 
rodzicielskich, wyznaczony na podstawie polimorfizmu cech fenotypowych, 
izoenzymów, białek i markerów RAPD.  

Wielowymiarowa analiza wariancji oraz oparta na niej analiza skupień z wy-
korzystaniem odległości Mahalanobisa została przeprowadzona na prezentowanym 
materiale badawczym w każdym środowisku niezależnie (ze względu na występo-
wanie interakcji) i przedstawiona we wcześniejszej pracy autorów (Bocianowski  
i in. 2009). Uzyskane tam wyniki wskazują na istotne zróżnicowanie genotypów 
oraz zróżnicowanie ekspresji genotypów w miejscowościach i latach pod względem 
wszystkich cech traktowanych łącznie. Zastosowana metoda zmiennych kanonicz-
nych ujawniła różne zachowanie obiektów w poszczególnych środowiskach 
(Bocianowski i in. 2009). Liersch (2005) stwierdziła korelację między odległością 
fenotypową (Mahalanobisa) i dystansem genetycznym. Wskazuje to na znaczenie 
oceny cech fenotypowych i genotypowych dla kwalifikacji genotypów do grup 
heterotycznych oraz przy wyborze form rodzicielskich do tworzenia mieszańców F1. 
Z przeprowadzonych badań wynika, że sama ocena zmienności fenotypowej może 
być niewystarczająca dla tworzenia odrębnych pul genetycznych. Natomiast może 
stanowić cenne uzupełnienie oceny zmienności genetycznej. Jak zaobserwował  
u rzepaku jarego Bocianowski i in. (2008) występują przypadki stwierdzenia istot-
nych statystycznie korelacji pomiędzy odległościami Mahalanobisa a specyficzną 
zdolnością kombinacyjną oraz efektami heterozji.  

Podobnie Hu i in. (2007) zbadali zmienność 63 genotypów rzepaku ozimego 
pochodzących z Azji, Europy i Kanady na podstawie dziewięciu cech agrono-
micznych. Podział genotypów na odpowiednie klastry był zgodny z rodowodem  
i pochodzeniem geograficznym oraz wcześniej wykonanymi analizami zmienności 
genetycznej na poziomie DNA metodą RAPD.  

Podsumowanie  

Zróżnicowanie fenotypowe obiektów nie zawsze jest zgodne ze zróżnico-
waniem genetycznym oszacowanym na podstawie markerów molekularnych. 
Wydaje się, że podczas selekcji komponentów linii rodzicielskich mieszańców F1 
najkorzystniejszym rozwiązaniem byłoby rozpatrywanie obu rodzajów zmienności.  
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