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Multivariate analysis of genotypic diversity of agronomic traits in orchardgrass
(Dactylis glomerata L.) germplasm collection

W pracy przedstawiono analize jedno- i wielocechowej zmiennosci 1971 obiektéw, pochodzacych
z polskiej kolekcji zasobow genowych kupkdéwki pospolitej, pod wzgledem 8 cech ilosciowych. W
pierwszym kroku analizy wykonano wstgpna oceng zmiennosci obiektow, oddzielnie dla kazdej cechy,
z wykorzystaniem metod statystyki opisowej. Dalsze kroki polegaty na przeprowadzeniu analizy
sktadowych gtownych oraz analizy skupien za pomocg metody UPGMA na standaryzowanych danych
dla badanych cech. Zastosowano takze analiz¢ zmiennych kanonicznych dla wydzielonych grup
(skupien). Stwierdzono, ze wysoko$¢ roslin i plon zielonej masy sa cechami o najwigkszej zmienno$ci
genotypowej sposrod wszystkich badanych cech w kolekcji. Pierwsze trzy sktadowe glowne wyjasniaty
ponad 69% ogdlnej zmiennosci 8 cech ilosciowych w badanej kolekcji. Wyniki analizy zmiennych
kanonicznych wskazuja, ze wysokos¢ roélin oraz liczba dni do kloszenia i kwitnienia odznaczaty si¢
relatywnie najsilniejszg zdolno$cig dyskryminacyjng pomig¢dzy dziesigcioma grupami, wydzielonymi
za pomoca analizy skupien.

Stowa kluczowe: kupkéwka pospolita, wielowymiarowe metody statystyczne, zasoby genowe

In this paper an analysis of genotypic diversity for 8 quantitative agronomic traits in 1971
accessions belonging to the Polish orchardgrass germplasm collection was presented. Evaluation of
diversity in the accessions was performed in four steps. In the first step a preliminary analysis of
variation was done separately for each trait using descriptive statistics. Then, principal component
analysis (PCA) and cluster UPGMA analysis (CA) were used on standardized data for the studied traits.
Also, canonical discriminate analysis (CDA) was done to assess discriminating value of the traits to
distinguish clusters delivered by CA. Plant height and total seasonal yield were most variable traits
among all the traits. The first three principal components explained above 69% of the total variation

* Pracg¢ wykonano w ramach projektu promotorskiego numer N N310 066339, przyznanego przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego.

105



Marcin Studnicki ...

within the accessions in the collection for the 8 traits. The results of the CDA suggested that plant height
and days to inflorescence emergence and flowering were the major discriminatory characteristics for
the ten distinguished clusters.

Key words: germplasm collection, multivariate analyses, orchardgrass
WSTEP

Kupkowka pospolita (Dactylis glomerata L.) jest jedna z najwazniejszych wieloletnich
traw pastewnych klimatu umiarkowanego, pochodzaca z pdinocnej Afryki, zachodniej i
centralnej Europy oraz obszarow Azji o klimacie umiarkowanym (Pecetti in., 2009; Xie i
in., 2010 a,b). Jest to gatunek powszechnie uprawiany na $wiecie, dzigki szerokiemu
przystosowaniu do réznych warunkéw srodowiskowych i klimatycznych, ktore przejawia
si¢ wysokim i stabilnym plonem biomasy o dobrej jako$ci paszowej oraz odpornoscig na
choroby i szkodniki (Casler i in., 2000; Peng i Zhang, 2003; Pecetti in., 2009; Xie i in.,
2010 a,b). Kupkowka pospolita jest gatunkiem luznokepkowym, o doskonale rozwinigtym
systemie korzeniowym. Wiosng wcze$nie rozpoczyna wegetacjg, ale spoznione
przymrozki wiosenne znacznie zmniejszaja jej zywotno$¢. Wytrzymuje mrozne zimy,
niekiedy jednak podczas bardzo niskich temperatur dochodzi do uszkodzenia szyjek
korzeniowych i wymarza. Jest gatunkiem wysoce azotolubnym, preferowanym do
intensywnych systemow uprawy i1 uzytkowania. Przy duzej dostgpnosci azotu w glebie
staje si¢ bardzo ekspansywna i potrafi catkowicie opanowa¢ run. Wykazuje duze tempo
wzrostu, zwlaszcza po kolejnych pokosach. Kupkoéwka pospolita od ponad 100 lat jest
wykorzystywana przede wszystkim jako pasza dla zwierzat gospodarskich w postaci siana
i kiszonek, szczegdlnie w Pélnocnej Ameryce i Europie (Casler i in., 2000). Znajduje ona
zastosowanie gléwnie w mieszankach traw lub traw z ro$linami motylkowatymi,
przeznaczonych na trwate uzytki zielone, zarowno taki, jak i pastwiska oraz do uprawy na
gruntach ornych.

Hodowle¢ kupkdwki pospolitej rownoczesnie rozpoczeto w Wielkiej Brytanii 1 Kanadzie
w latach 30. XX wieku, a nieco pézniej w USA (van Santen i Sleper 1996). W drugiej
potowie XX wieku, byta ona prowadzona takze z dobrym skutkiem w Polsce, szczeg6lnie
w latach 70. Mimo duzego znaczenia gospodarczego tego gatunku traw pastewnych, jego
zasoby genowe na $wiecie s3 znacznie skromniejsze, niz innych roslin rolniczych. Takze
wiedza na temat réznorodnosci genetycznej obiektow zgromadzonych w kolekcjach
zasobow genowych Dactylis glomerata L. jest ograniczona i nie wystarczajaca do
efektywnej hodowli w XXI wieku (Gautier i Lumaret, 1999; Peng i Zhang, 2003; Peng i
in., 2008; Xie i in., 2010 a). Dotyczy to szczegdlnie rdéznorodnosci genetycznej cech
morfologicznych i agronomicznych. Przegladowa praca Penga i Zhanga (2003) o
badaniach nad réznorodnoscig genetyczng w obrgbie Dactylis glomerata L. wskazuje, ze
genetyczny polimorfizm tego gatunku istnieje na kazdym z trzech poziomow, tj. na
poziomie morfologicznym, cytologicznym i molekularnym.

Do nielicznych publikacji, zawierajacych wyniki badan nad ré6znorodnos$cia genetyczna
cech fenotypowych kupkowki, nalezg prace Caslera (1991), Kollikera i in. (1999) oraz
Amirouche i Misset (2007). Casler (1991) wykonal badania nad zmiennoscig i
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wspotzmiennoscig plonu biomasy paszowej, wczesnosci, podatnosci na choroby oraz
zadarnienia w obrebie zbiorowosci tetraploidalnych obiektow rodzaju Dactylis L.
w kolekcji zasobow genowych, pochodzacych z réznych krajow Swiata. Wigkszos$¢ gene-
tycznej zmiennosci tych cech miedzy rodzinami w kolekcji (73%—-93%), znajdowala si¢ w
obrebie krajow pochodzenia obiektow. Stwierdzono liczne korelacje migdzy badanymi
cechami. Wiele obiektdw w rozpatrywanej kolekcji wykazywato wigksze walory rolnicze
pod wzgledem analizowanych cech, niz prawie wszystkie odmiany uprawne, uczestniczace
w tych badaniach. Kélliker i in. (1999) badali zroznicowanie trzech szeroko uprawianych
odmian kazdego z trzech gatunkéw traw pastewnych, tj. kupkoéwki pospolitej (Dactylis
glomerata L.), kostrzewy takowej (Festuca pratensis Huds.) i zycicy trwatej (Lolium
perenne L.), za pomocg markerow RAPD oraz cech rozwoju wegetatywnego. Okreslili oni
zmienno$¢ genetyczng wewnatrz odmian oraz pordwnali poziom zréznicowania mi¢dzy
odmianami. Genetyczna zmienno$¢ wewngtrz odmian kupkowki pospolitej, oparta na
markerach RAPD, byla wigksza, niz wewnatrz odmian kostrzewy takowej i zycicy
trwalej. Te badania wskazuja na odmienne relacje zmiennosci wewnatrz- i
migdzyodmianowej rozpatrywanych gatunkéw traw pastewnych, co moze miec
konsekwencje dla adaptacyjnosci i trwatosci poszczegdlnych odmian. Amirouche i Misset
(2007) analizowali zr6znicowanie cech morfologicznych i cytologicznych miedzy 30.
populacjami rodzaju Dactylis L. z Algierii aby rozpozna¢ jego réznorodnos¢ i podjaé probe
dokonania systematyki. Wykryto kilka podgatunkéw zaréwno di- jak i tetraploidalnych.
Nieco wigcej badan wykonano nad réznorodnoscia genetyczng obiektow kupkowki
pospolitej w niektorych kolekcjach zasobow genowych, pochodzacych z réznych regiondw
Swiata, stosujagc metodyke opartg na markerach molekularnych (Peng i in., 2008; Zeng i
in., 2008; Xie i in., 2010 a,b). Peng i in., (2008) okreslili genetyczng réznorodnosé i
pokrewienstwo za pomocg markerow AFLP, migdzy 32 dzikimi obiektami kupkowki
pospolitej, pozyskanymi w Chinach oraz 2 obiektami z USA. Xie i in. (2010 a) okreslili
filogenetyczne zwigzki migdzy i wewnatrz 16 obiektami pozyskanymi z Chin, Rosji,
Kazachstanu, Indii i Japonii, postugujac si¢ markerami SSR. Stwierdzono wysoki stopief
genetycznej roznorodnosci badanego materiatu. Analiza wariancji (AMOVA) wykryta
wigksza genetyczng zmienno$§¢ wewnatrz obiektow (65,75%) i regionow geograficznych
(75,58%), niz migdzy nimi. Wykryto takze wyzszy stopien genetycznej zmiennosci w
obrebie grupy obiektow tetraploidalnych, niz grupy obiektow diploidalnych. Badane
obiekty zostaly podzielone na dwa gtowne skupienia. Wszystkie obiekty tetraploidalne,
pochodzace z roéznych regionéw byly wlaczone do tego samego skupienia, natomiast
obiekty diploidalne zostaly zaliczone do dwoch innych skupien. Te wyniki klasyfikacji
wedlug poziomu ploidalnosci i pochodzenia geograficznego sa w pelni zgodne z
rezultatami badan Penga i in. (2008). Uzyskany dendrogram byt zgodny z tym uzyskanym
dla zmiennosci cech morfologicznych i agronomicznych, podobnie jak w badaniach Zenga
i in. (2008). Xie i in. (2010b) oceniali zroznicowanie genetyczne migdzy 74 obiektami
kupkowki pospolitej, za pomocg zbozowych markerow EST-SSR i markerdw SSR z
kupkowki. Znaczaca odmiennos¢ genetyczna zostata wykryta miedzy obiektami z Ameryki
i Oceanii. Stwierdzono, ze warunki ekogeograficzne mogty by¢ kluczowymi czynnikami
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réznorodno$ci genetycznej kupkowki. Badania wykazaly takze, ze podinocna Afryka,
Europa i Azja o klimacie umiarkowanym mogg by¢ centrami réznicowania kupkowki.
Kupkowka pospolita, obok wiechliny tgkowej, kostrzewy czerwonej, tymotki tgkowej
oraz $miatka darniowego, nalezy do najcze¢sciej wystepujacych traw na terenach takowych
Polski. Aby chroni¢ i charakteryzowac réznorodnos¢ genetyczng kupkowki pospolitej, w
Ogrodzie Botanicznym Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Bydgoszczy zatozono
w 1972 roku kolekcj¢ zasobow genowych (bank gendéw) tego gatunku (Majtkowski i in.,
2003). Ze zgromadzonych obiektow, po ich uprzednim zwaloryzowaniu, zbierano nasiona,
ktore byly przekazywane do polskiego banku nasion w Krajowym Centrum Roslinnych
Zasobow Genowych IHAR w Radzikowie. W tym banku zgromadzono 6172 obiektéw (co
stanowi 68,2% europejskich zasoboéw genowych tego gatunku) (Zurek i in., 2003).
Kolekcja zawiera odmiany uprawne, odmiany lokalne, klony hodowlane oraz ekotypy. Dla
duzej czesci zgromadzonych obiektow w wymienionej kolekcji, zebrano dane z polowych
obserwacji dla ilosciowych cech morfologicznych, fenologicznych i agronomicznych,
okreslone w skali ciaglej, odpowiedniej dla kazdej z nich. Wymienione obserwacje cech
byly dokonane w czasie uprawy obiektow w celu ich regeneracji w jednym srodowisku na
polu Ogrodu Botanicznego IHAR w Bydgoszczy (Schmidt 1985, 1987, 2002). Jednakze,
zmienno$¢ obiektow na podstawie zebranych danych zostala przeanalizowana tylko
fragmentarycznie, w odniesieniu do wybranych grup obiektéow i cech, za pomoca
jednocechowych metod statystycznych (Schmidt 1985, 1987, 2002). Nie wykonano
dotychczas wielocechowej analizy roznorodnosci zgromadzonych obiektdw. Celem tej
pracy jest jedno- i wiclowymiarowa analiza zmiennos$ci genotypowej o$miu ilo§ciowych
cech rolniczych w obrebie 1971 obiektow kupkowki pospolitej (Dactylis glomerata L.),
przewaznie polskich, nalezacych do wymienionej wyzej kolekcji zasobow genowych. W
pracy potozono nacisk gldwnie na aspekty metodyczno-statystyczne, obejmujace ilustracje
zastosowania i przydatnosci metod wielowymiarowych do wielostronnej analizy
zmienno$ci genotypowej cech ilo§ciowych w kolekcji zasobow genowych traw.

MATERIAL | METODY

Material roslinny

W tej pracy rozpatrywano ocen¢ zmiennosci 1971 obiektow, pochodzacych z
wymienionej polskiej kolekcji zasobéw genowych kupkowki pospolitej. W tabeli 1
przedstawiono liste 19 krajow, w tym 17 krajow europejskich oraz Iranu i Nowej Zelandii,
z ktorych pochodza badane obiekty (w sensie miejsca hodowli odmian uprawnych,
pozyskania obiektow dzikich w ekspedycji albo odmian lokalnych w gospodarstwie
rolnym). Najwiecej obiektow pochodzito z Polski (88%), znacznie mniejszy udzial miaty
obiekty z Niemiec (3,7%), Francji (1,6%) i bytej Czechostowacji (1,5%). Nieliczne obiekty
(1-3) pochodzity z 8 krajow europejskich oraz Iranu i Nowej Zelandii.
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Tabela 1

Rozklad liczby obiektéow w kolekcji zasobéw genowych kupkowki pospolitej wedlug kraju pochodzenia

Numbers of accessions in the studied orchardgrass germplasm collection originated from various

countries
Liczba Udziat Liczba Udziat
Kraj Pochodzenia obiektow obiektow Kraj Pochodzenia obiektow obiektow
Country of origin Number of | Percentage of Country of origin Number of | Percentage of
accessions _|accessions (%) accessions _|accessions (%)
Polska Szwajcaria
Poland 1743 88,43 Switzerland 4 0.2
Niemcy Dania
Germany 4 3,75 Denmark 4 0.2
Francja 32 1,62 Buigar}a 3 015
France Bulgaria
Byta Czechostowacja Holandia
Former Czechoslovakia 2 147 The Netherlands 3 0.15
Wegry Rumunia
Hungary 7 0,86 Romania 8 0,15
Szwecja 14 071 Iran 2 01
Sweden Iran
Wrtochy Nowa Zelandia
Italy 1 0,56 New Zealand 2 0.1
Finlandia Portugalia
Finland 10 051 Portugal 2 0.1
Belgia Ukraina
Belgium 9 0,46 Ukraine 1 0,05
Norwegia 8 0.4
Norway

Jak wspomniano we wstepie, badania obserwacyjne rozwazanych w tej pracy
ilo$ciowych cech fenotypowych u 1971 obiektow w kolekcji zasobdw genowych kupkdwki
pospolitej, wykonywano w trakcie reprodukcji tych obiektow w warunkach polowych na
terenie Ogrodu Botanicznego Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Bydgoszczy
(53.174 N, 18.046 E) w trzech dwuletnich seriach w latach od 1978 do 1983. Liczba
obiektow badanych w seriach dwuletnich byta zroznicowana i wynosita: 570 obiektow w
latach 1978/79, 656 obiektow w latach 1980/81 i 745 obiektdéw w latach 1982/83. W kazdej
serii badan oceniano inny zbidr obiektow. Jednakze, we wszystkich latach obserwacji
uczestniczyly te same obiekty wzorcowe, ktorymi byty trzy odmiany uprawne, tj.
Nakielska, Motycka oraz Taurus. Takze nieliczne inne obiekty byly badane przez wiccej,
niz jeden rok. Testowane obiekty w warunkach polowych w poszczegdlnych latach byty
wysadzane na pojedynczych poletkach o powierzchni 1m?. Odmiany wzorcowe oceniano
na takich samych pojedynczych poletkach w kazdym roku, ktére byty rozlosowane na polu
doswiadczalnym pomigdzy obiektami z kolekcji. We wspomnianych badaniach
obserwowano osiem cech ilosciowych w drugim roku od wysiewu nasion kazdego z
obiektéw, czyli w roku rozwoju generatywnego roslin. Byly to nastepujace cechy:
wysokos$¢ roslin w fazie poczatku ktoszenia (cm), dhugo$¢ kwiatostanu (cm), dtugosé liscia
podflagowego (cm), szeroko$¢ liscia podflagowego (mm), plon zielonej masy (kg/poletko),
mase 1000 ziarniakdw (@), liczbe dni od 1 kwietnia do poczatku ktoszenia, liczbg dni od 1
kwietnia do poczatku kwitnienia.
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Cztery cechy osobnicze badanych obiektow, tj. wysokos¢ roslin w fazie poczatku
kloszenia, dtugos¢ kwiatostanu, dtugosé i szerokos¢ liScia podflagowego okreSlano za
pomocg $redniej z pomiaréw dokonanych na probie reprezentatywnej 10 roslin z poletka.
Plon zielonej masy jest sumg pierwszego i drugiego pokosu. Mas¢ 1000 ziarniakdw dla
obiektow oceniano na probie reprezentatywnej, pobranej z plonu ziarniakéw na calym
poletku. Pomiar obu cech fenologicznych wykonano na podstawie ro$lin w mikrotanie
(poletkach), przyjmujac za date pojawienia si¢ danej fazy rozwojowej ten dzien, w ktérym
50% ro$lin osiagneto fazg.

W wykonanych badaniach obserwacyjnych dla cech fenotypowych obiektéw z badanej
kolekcji, lata obserwacji mozna potraktowaé tak, jak niekompletne bloki z odmianami
wzorcowymi. Nastgpnie, calg struktur¢ empirycznych danych fenotypowych,
pochodzacych z obserwacyjnych badan wieloletnich, mozna potraktowac jako podobng do
tej, ktoéra odnosi si¢ do zagniezdzonego uktadu o blokach niekompletnych (ang. augmented
randomized incomplete block design) — (Scott i Milliken, 1993; Hartung, 2006). W
klasycznym (polowym) zagniezdzonym uktadzie blokowym, w kazdym bloku
niekompletnym badany jest inny zbi6r testowanych obiektoéw (Federer 1956,1961, Petersen
1985; Padilla i in., 2005, 2007). Natomiast, w kazdym bloku takich doswiadczen badane
sa te same, przynajmniej dwa, obiekty kontrolne (wzorcowe). Liczba obiektéw kontrolnych
moze by¢ rozna w kazdym bloku, jednak przynajmniej te same dwa obiekty musza by¢
wprowadzone do kazdego bloku (Petersen 1985, Wolfinger i in., 1997; Sebolai i in., 2005;
Hartung, 2006; Hooks i in., 2006). Wobec tego, obiekty testowane w do$wiadczeniu sg
oceniane w jednym powtdrzeniu, za$ obiekty kontrolne, oceniane sg w tylu powtorzeniach,
co liczba niekompletnych blokow w doswiadczeniu. W polowym doswiadczalnictwie
genetyczno-hodowlanym testowanymi obiektami moga by¢ linie podwojonych haploidéw,
wsobne linie hodowlane, mieszance uzyskane z okreslonego ukladu krzyzowania lub
obiekty w kolekcji zasobow genowych, za$ obiektami kontrolnymi, odmiany wzorcowe
(Kempton i Gleeson, 1997; Sebolai i in., 2005; Hooks i in., 2006; Padillai in., 2007). Biorac
pod uwage podobienstwo konstrukcji zagniezdzonego uktadu o blokach niekompletnych
do statystycznego planu wieloletnich obserwacji z obiektami kolekcji zasobéw genowych
kupkéwki pospolitej, nazwiemy plan tych badan obserwacyjnych, niekompletnym
uktadem zagniezdzonym 0 postaci obiekty x lata.

Analiza statystyczna

Metodyka badania zmiennos$ci i roznorodnosci genetycznej dla cech ilo§ciowych w
kolekcji roslinnych zasobow genowych sktada si¢ z nastepujacych sktadnikow: ocena
warto$ci genotypowych ($rednich z powtorzen lub srodowisk) obiektow, ocena zmiennosci
genotypowej obiektow pod wzgledem kazdej cechy oddzielnie (ocena zmiennosci
jednocechowej, analiza sktadowych gtéwnych na cechach standaryzowanych (syntetyczna
ocena zmiennosci wielocechowej), analiza skupien dla obiektow na standaryzowanych
warto$ciach genotypowych cech lub kilku pierwszych waznych sktadowych gléwnych
(ocena wielocechowej roznorodnosci obiektow), analiza zmiennych kanonicznych na
standaryzowanych wartosciach genotypowych cech dla wydzielonych grup w analizie
skupien (Mohammadi i Prasanna, 2003; Islam i in., 2007; Xu, 2010).
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Aby wyznaczy¢ wartosci genotypowe obiektow dla poszczegdlnych cech fenotypo-
wych u wszystkich obiektdw z rozpatrywanej kolekcji, przeprowadzono analize danych
pochodzacych z wieloletnich obserwacji w niekompletnym uktadzie zagniezdzonym 0
postaci obiekty x lata na podstawie nast¢pujacego modelu mieszanego analizy wariancji
dla podwodjnej klasyfikacji niekompletnej z jedna obserwacja w niepustej podklasie
(Jahufer i in., 1997; Hartung i Piepho, 2005; Piepho i Mohring, 2005; Hartung, 2006;
Pswarayi i in., 2008):

Yi=m+git+rj+e

gdzie: yijjest obserwacja rozpatrywanej cechy u i-tego obiektu (i = 1,...,a) w j-tym roku
(j=1,...,b), mjest srednig ogodlna, g; jest losowym efektem gtéwnym i-tego obiektu, rj jest
statym efektem gtéwnym j-tego roku, ej jest sktadnikiem losowym, obejmujacym efekt
interakcji i-tego obiektu (i = 1,...,a) z j-tym rokiem oraz btad doswiadczalny.

Losowe efekty gtowne dla obiektdéw, gi, dotyczace kazdej cechy, ze wzgledu na
niekompletno$¢ danych w klasyfikacji dwukierunkowej obiekty x lata, zostana
0Sszacowane za pomoca najlepszego nieobcigzonego liniowego predyktora BLUP (ang. The
Best Linear Unbiased Predictor) — (Robinson 1991, Scott i Milliken, 1993; Wolfinger i
in., 1997; Hartung, 2006; Hartung i in., 2006; Littell i in., 2006).

Do wyznaczenia warto$ci BLUP dla obiektowych efektow gtownych, g;, zastosowano
metode najwickszej wiarygodno$ci z restrykcja REML (ang. Restricted Maximum
Likelihood) — (Robinson, 1991; Wolfinger i in., 1997; Federer i in., 2001; Littell i in.,

2006). Uzyskane wartosci BLUP dla obiektowych efektdw gtownych oznaczamy za

pomoca symbolu §°-" .

W drugim kroku wyznaczono oceny wartosci ($rednich) genotypowych badanych
obiektow, mi=m+g;, (Hu i in., 2000; Li i in., 2004; Hartung i Piepho, 2005; Piepho i
Mohring, 2005; Wang i in., 2007), stosujac nast¢pujacy estymator:

M =M+ Q_BLUP

gdzie: m, jest nieobcigZzong oceng wartosci (Sredniej) genotypowej dla danej cechy u i-

tego obiektu (ocena $redniej cechy i-tego obiektu w zbiorze badanych lat), M jest ocena

Sredniej ogdlnej, §°-“" jest ocena BLUP losowego efektu gtownego dla i-tego obiektu.

Tak wyznaczone $rednie genotypowe badanych obiektow, ., oparte na warto$ciach

BLUP dla genotypowych efektow gtéwnych kazdej cechy, zostaty wykorzystane do jedno-
i wielocechowej oceny roznorodnosci genetycznej w kolekcji zasobow genowych
kupkéwki pospolitej, a takze do dalszych prac nad badaniem efektywnosci proponowanych
metod pobierania proby w tworzeniu kolekcji podstawowej (Jahufer i in., 1997; Hooks i
in., 2006; Xu in., 2006; Pswarayi i in., 2008; Upadhyaya i in., 2009).

Wielocechowa ocene zmiennosci i roznorodnosci genetycznej obiektow pod wzgledem
badanych cech ilosciowych w kolekcji zasobéw genowych kupkowki pospolitej
przeprowadzono w czterech krokach. W pierwszym kroku wykonano wstepna oceng
zmienno$ci zbioru obiektow, oddzielnie dla kazdej cechy, z wykorzystaniem metod
statystyki opisowej. Wyznaczono podstawowe parametry statystyczne, takie jak $rednia,
odchylenie standardowe i wspotczynnik zmiennosci dla wszystkich 8 cech fenotypowych.
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W drugim kroku przeprowadzono wielocechowa oceng zmiennosci obiektow za pomoca
analizy sktadowych glownych (ang. principal component analysis, PCA). Analiza
sktadowych gtownych (zwana metodg PCA), stuzy do zredukowania danej liczby
zmiennych pierwotnych (oryginalnych, wyjsciowych, tj. obserwowanych w badaniach),
opisujacych badane obiekty, ktore sa wzajemnie skorelowane w roéznym stopniu, do
mniejszej liczby nowych zmiennych syntetycznych (sktadowych gtéwnych) wzajemnie
nieskorelowanych, ktore sa kombinacjami liniowymi zmiennych oryginalnych o mozliwie
najwickszej zmiennosci ws$rdéd liniowych funkcji tych zmiennych oryginalnych
(Krzanowski, 1988; Johnson i Wichern, 2002; Rencher, 2002).

W praktycznych zastosowaniach metody PCA, co najmniej niektore sktadowe gtowne
sg znaczgco skorelowane z pewnymi podzbiorami zmiennych oryginalnych. Kazda ze
sktadowych glownych wyjasnia (absorbuje, opisuje) okreslong cze¢$¢ miedzyobicktowe;j
(catkowitej) zmiennosci wielocechowej. Jesli stopien wyjasnianej zmienno$ci catkowitej
badanych obiektow przez pierwsze dwie lub trzy sktadowe gtowne jest duzy (przyjmuje
si¢ w praktyce, ze powinien on przekracza¢ znacznie 50%), t0 mozemy wystarczajaco
rzetelnie oceni¢ wielocechowg zmienno$¢ badanych obiektéw w dwu- lub tréjwymia-
rowym uktadzie wspotrzednych prostokatnych dla dwoch lub trzech pierwszych
sktadowych glownych. Najbardziej pozadane jest rozwigzanie z dwiema sktadowymi
glownymi, choé¢ jest ono mozliwe w przypadku wystepowania do$¢ silnych korelacji
migdzy przynajmniej niektorymi zmiennymi oryginalnymi (Mohammadi i Prasanna,
2003). Zatem, glowng zaletg metodyczng analizy sktadowych gtéwnych jest umozliwienie
uproszczonej, cho¢ tylko akceptowalnie przyblizonej, oceny wizualnej wielocechowego
zroznicowania i podobienstwa badanych obiektow w ukladzie wspoétrzednych
kartezjanskich o dwdch lub trzech wymiarach, ktorymi sa odpowiednio dwie lub trzy
sktadowe gtéwne.

W analizie zmiennosci obiektow w kolekcjach zasobéw genowych réznych gatunkéw
ro§lin uprawnych analiza sktadowych glownych jest powszechnie stosowana do 1)
syntetycznego opisu zwigzkéw migdzy cechami ilosciowymi W obrgbie zbioru obiektow,
czyli wykrywania struktury korelacji lub czynnikow wspolnych, warunkujacych
zmienno$¢ wzajemne silnie lub do$¢ silnie skorelowanych podzbioréow cech, 2)
wykrywania cech posiadajacych relatywnie najwigksze znaczenie (udziat) w wielo-
cechowej zmiennosci badanych obiektdw w kolekcji, czyli najwigkszg moc dyskrymi-
nacyjnag, wsrod wszystkich rozpatrywanych cech, 3) oceny przyblizonego zréznicowania i
podobienstwa wielocechowego badanych obiektéw w uktadzie wspotrzednych kartezjan-
skich o dwoch lub trzech wymiarach, ktorymi sa odpowiednio dwie lub trzy sktadowe
gtowne (Mohammadi i Prasanna, 2003; Di Giorgio i in., 2009; Upadhyaya i in., 2011 a,b,c).

W trzecim kroku przeprowadzono badanie wielocechowej réznorodnosci obiektow w
kolekcji w postaci grupowania (klasyfikacji) obiektéw za pomoca dwdch metod analizy
skupien, tj. metody UPGMA (ang. unweighted pair group method with arithmetic mean)
na podstawie danych dotyczacych ,istotnych” sktadowych gltownych uzyskanych w
analizie PCA na standaryzowanych $rednich genotypowych badanych obiektéw dla o$miu
cech, obliczonych przy uzyciu wartosci BLUP (Di Giorgio i in., 2009; Upadhyaya i in.,
2011 a,b). Jako miarg wielocechowego niepodobienstwa obiektow zastosowano kwadrat
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odlegtosci Euklidesowej (Casler i van Santen, 2000; Crossa i Franco, 2004; Mohammadi i
Prasanna, 2003; Di Giorgio i in., 2009). Analiza skupien zostata przeprowadzona w dwoch
fazach (Jaynes i in., 2003). W pierwszej fazie podzielono wszystkie badane obiekty w
kolekcji na grupy (skupienia). Skupienia byly otrzymane przez przecigcie dendrogramu w
miejscu, ktore odpowiadalo liczbie warstw (grup, skupien), wyjasniajacych dominujaca
cze$¢ (okoto 70%) catkowitej sumy kwadratow odchylen pomiedzy rozpatrywanymi
obiektami (Casler i van Santen, 2000; Mahalakshmi i in., 2007; Upadhyaya i in., 2009,
2011 a,b). To kryterium jest zaimplementowane w pakiecie statystycznym SAS i jest
okre$lane jako wspotczynnik determinacji R?(Ward, 1963; SAS Institute, 2004). W drugiej
fazie, probowano scharakteryzowa¢ nature i wielocechowa odrebno$¢ obiektow w kazdej
grupie, za pomoca podstawowych parametrow statystycznych, jak $rednia, odchylenie
standardowe i wspotczynnik zmiennosci, obliczonych dla obiektow w kazdej grupie. Taka
interpretacje wydzielonych jednorodnych grup obiektdw mozna znaczaco wesprze i
wzbogaci¢ 0 nowe Kategorie poznawcze za pomoca kolejnej metody wielowymiarowej,
ktoéra jest analiza zmiennych kanonicznych, zwana tez kanoniczng analizg
dyskryminacyjna (Krzanowski, 1988; VVaylay i van Santen, 2002; Jaynes i in., 2003; Hooks
i in., 2006).

Zatem, w czwartym kroku wielocechowej oceny réznorodnosci obiektow w kolekeji
zastosowano analiz¢ zmiennych kanonicznych (ang. canonical variate analysis, CVA),
zwang tez kanoniczng analiza dyskryminacyjna (ang. canonical discriminant analysis,
CDA) lub kanoniczng wielokrotng analiza dyskryminacyjng (ang. canonical multiple
discriminant analysis) — (Hair i in., 1987; Krzanowski, 1988; Khattree i Naik, 2000;
Johnson i Wichern, 2002; Vaylay i van Santen, 2002; Yeater i in., 2004). Gtownym celem
zastosowania tej wielocechowej metody jest rozpoznanie cech badanych obiektow,
posiadajacych relatywnie (w$rod badanych cech) najwigckszag moc dyskryminujacej
pojedyncze obiekty lub grupy obiektow oraz umozliwienie graficznej prezentacji, zwykle
w dwaoch wymiarach, dobrze przyblizonego wielocechowego podobienstwa obiektow lub
ich grup, ze szczegblnym uwzglgdnieniem cech o najwiekszej mocy dyskryminujgcej (Hair
i in., 1987; Krzanowski, 1988; Rencher, 1992; Vaylay i van Santen, 2002; Yeater i in.,
2004; Hooks i in., 2006).

Podobnie jak w trakcie analizy sktadowych gtownych, w trakcie interpretacji otrzyma-
nych wynikéw analizy zmiennych kanonicznych, praktycznie wigkszg przydatnosé
posiadaja wspotczynniki korelacji pomiedzy zmiennymi oryginalnymi, a zmiennymi
kanonicznymi, nie za$ standaryzowane wspotczynniki zmiennych kanonicznych (Rencher,
1992; Vaylay i van Santen, 2002; Prasanna i Mohammadi, 2003). Cechy oryginalne silnie
skorelowane z pierwsza zmienng kanoniczna posiadajg relatywnie najwigkszy udziat w
tych zmiennych kanonicznych i, przez to, relatywnie najwigksza moc dyskryminujaca
grupy obiektéw (Hair i in., 1987; Rencher, 1992, 2002; Krzanowski, 1988; Vaylay i van
Santen, 2002). Cechy silnie skorelowane z drugg i kolejnymi zmiennymi kanonicznymi
posiadaja odpowiednio mniejszg moc dyskryminujgca grupy obiektow.

W prezentowanych badaniach, analiz¢ sktadowych gtéwnych wykonano na podstawie
macierzy kowariancji w probie standaryzowanych s$rednich genotypowych badanych
obiektow dla o$miu cech, obliczonych przy uzyciu wartosci BLUP, tj. na podstawie
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macierzy korelacji, R, srednich genotypowych badanych obiektow, ., w skalach

pierwotnych (Johnson i Wichern, 2002; Hooks i in., 2006), postugujac si¢ procedurg SAS
PROC PRINCOMP (SAS Int., 2004).

Analiza zmiennych kanonicznych w prezentowanych badaniach byta wykonana za
pomoca procedury SAS PROC CANDISC (SAS Int., 2004) dla otrzymanych grup przy
uzyciu obu metod analizy skupien. W tej analizie byly wzigte takze standaryzowane srednie
genotypowe N = a obiektow, podzielonych na skupienia, dla o§miu rozpatrywanych cech
fenotypowych, podobnie jak w analizie sktadowych glownych.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zmienno$¢ jednocechowa

W tabeli 2 przedstawiono wartosci podstawowych parametrow statystycznych
($redniej, odchylenia standardowego, wspélczynnika zmiennosci (CV%), warto$ci
maksymalnej i minimalnej) dla badanych cech w kolekcji 1971 obiektow kupkowki
pospolite;j.

Tabela 2
Charakterystyka zmiennosci genetycznej pod wzgledem 8 fenotypowych cech ilosciowych w kolekcji
zasobow genowych kupkowki pospolitej pod wzgledem 8 cech
Summary statistics for the 8 quantitative traits recorded in the studied orchardgrass germplasm

collection
Cechy Srednia Odchylenie Wspf)iczyrym}k
Traits Mean standardowe zmiennosci
SD CV%

Wysokos¢ roslin (cm)
Plant height (cm) 60,44 14,81 24,5
Dlugo$¢ kwiatostanu (cm) 151 2,52 167
Inflorescence length (cm)
Dlugos¢ liscia podflagowego (cm)
Leaf length (cm) 22,93 083 3,61
Szerokos¢ liScia podflagowego (cm)
Leaf width (cm) 0.8 0.02 2,21
Plon zielonej masy (kg /poletko)
Total seasonal yield (kg per plot) 2,65 0,88 33,05
Masa 1000 ziarniakéw (g)
1000 kernel weight (g) 1,16 016 14,23
Liczba dni od 1 kwietnia do poczatku kloszenia
Number of days to inflorescence emergence (since the 1% April) 5234 0,91 1,74
Liczba dni od 1 kwietnia do poczatku kwitnienia 67.06 081 121

Number of days to flowering (since the 1% April)

Najwickszg zmienno$cig charakteryzowat si¢ plon zielonej masy (CV% réwny 33,05%)
oraz wysoko$¢ roslin (CV% rowny 24,5%). Takze znaczaco duza zmienno$cia
charakteryzowaty si¢ dlugos¢ kwiatostanu (CV% rowny 16,70%) oraz masa 1000
ziarniakow (CV% rowny 14,23). Wyniki te wskazuja, ze obiekty zgromadzone w krajowej
kolekcji zasobow genowych kupkowki pospolitej odznaczajg si¢ znaczng réznorodnoscia
genetyczng dla cech produktywnosci rolniczej, tj. plonu zielonej masy oraz waznych cech
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plonotworczych wzglgdem biomasy pastewnej i plonu nasion na roslinie, czyli wysokosci
ro$lin, dtugosci kwiatostanu (skorelowanej z liczba ziarniakéw w kwiatostanie) i masy
1000 ziarniakdw. Mata zmienno$¢ obiektow stwierdzono dla diugosci i szeroko$ci liscia
podflagowego (CV% réwny odpowiednio 3,61 oraz 2,27), a szczegO6lnie dla liczby dni od
1 kwietnia do poczatku kloszenia i do poczatku kwitnienia (CV% réwny odpowiednio
1,75% oraz 1,21%). Stwierdzone w prezentowanych badaniach duze wyréwnanie obiektow
kupkdwki pospolitej pod wzgledem dwoch cech fenologicznych, mogg wynikaé z faktu, ze
wigkszos$¢ z nich pochodzi z tej samej strefy klimatycznej, do ktorej zostaly przystosowane
na drodze ewolucji w warunkach naturalnych. Annese i in. (2006) réwniez stwierdzili
mata réznorodnos¢ pod wzgledem liczby dni do poczatku kwitnienia (wartos¢
wspotczynnika zmiennosci ksztattowata si¢ na poziomie 2,8%) w kolekcji obiektow
kupkowki pospolitej, zebranych w potudniowych Wtoszech.

Analiza skladowych gléwnych

W celu wykrycia cech posiadajacych relatywnie najwicksze znaczenie w 0golnej
(wielocechowej) zmiennos$ci badanych obiektow, czyli najwigksza moc dyskryminacyjng
wirod wszystkich rozpatrywanych cech w kolekcji kupkéwki pospolitej, przeprowadzono
analize sktadowych gtownych. Dla pierwszych trzech sktadowych glownych wartosci
wtasne macierzy korelacji 8 cech byty wyzsze od jednosci (tab. 3).

Trzy pierwsze sktadowe glowne wyjasniaty 69,58% zmiennosci ogoélnej migdzy
obiektami. Pierwsza sktadowa gtowna wyjasniata 34,48% ogdlnej zmiennosci obiektow,
druga sktadowa wyjasniata 20,02%, a trzecia 15,08% tej zmiennosci w kolekcji kupkowki
pospolitej. Z pierwszg skladowag gtowng relatywnie (wsréd badanych cech) najsilniej
ujemnie skorelowane byly cztery cechy, tj. wysokos¢ roslin (r = -0,49), dlugosé
kwiatostanu (r = -0,48) i liscia podflagowego (r = -0,45) oraz plon zielonej masy
(r=-0,41).

Z jednakowego znaku wspotczynnika korelacji miedzy kazda z wymienionych cech i

pierwsza sktadowa gldéwna wynika, ze te cechy byly do$¢ silnie wzajemnie skorelowane
dodatnio. Zatem, pierwsza sktadowa glowna wskazuje na istnienie tzw. wspdlnego
czynnika genetycznego, ktéry warunkowat jednoczes$nie zmiennos¢ plonu zielonej masy w
drugim roku wegetacji (pierwszego roku rozwoju generatywnego roslin) i skorelowanych
z nim oraz wzajemnie skorelowanych trzech wymienionych sktadowych plonu w badanej
kolekcji. Ten wspolny czynnik genetyczny (rozumiany jako zespot poligendw) poprzez
plejotropowe i (lub) sprzezone dziedziczenie byt odpowiedzialny w najwigkszym stopniu
za 0gblng zmienno$¢ pod wzglgdem 8 cech miedzy obiektami w kolekcji.
Z konstrukcji pierwszej sktadowej gtownej wynika takze, ze wymienione 4 cechy,
skorelowane relatywnie znaczaco z tg sktadows gléwna, miaty najwicksze znaczenie w
0golnej (wielocechowej) zmiennosci obiektow zgromadzonych w badanej kolekcji, czyli
najbardziej dyskryminowaly te obiekty. Wigkszos$¢ tych cech odznaczata si¢ relatywnie
duzym wspoétczynnikiem zmiennosci, czyli duzg zmienno$cig miedzyobiektows (tab. 2).
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Tabela 3
Wspolczynniki korelacji miedzy badanymi cechami, a kazda z trzech pierwszych skladowych glownych
oraz wartosci wlasne macierzy korelacji i procent ogélnej zmienno$ci migdzyobiektowej wyjasnionej
przez te skladowe gléwne
Correlation coefficients between the first three principal components and the observed traits, including
also the percent of the explained total variation among the accessions

Cecha Sktadowa gtéwna
Traits Principal components
PC1 | PC2 | PC3

Wysokos¢ roslin
Plant height (cm) -0.49 0,16 0.29
Dhugo$¢ kwiatostanu
Inflorescence length (cm) -0.48 -0.05 0,26
Dhugos¢ liscia podflagowego 045 0.14 024

Leaf length (cm)

Szerokos¢ liscia podflagowego ] )
Leaf width (cm) 0,27 0,06 0,68

Plon zielonej masy (kg /poletko)

Total seasonal yield (kg per plot) -0.41 0,17 0,43
Masa 1000 ziarniakéw (g) ] ]

1000 kernel weight (g) 0,22 0,38 0,21
Liczba dni od 1 kwietnia do poczatku kloszenia 017 063 0.14
Number of days to inflorescence emergence (since the 1% April) ' ' '
Liczba dni od 1 kwietnia do poczatku kwitnienia ]

Number of days to flowering e (since the 1% April) 0.12 0.61 0.28
Wartos¢ whasna macierzy korelacji 8 cech

Eigenvalues of the correlation matrix for the 8 traits 1,66 127 110
Procent wyjasnionej zmiennosci ogolnej

The percent of the explained total variation 3448 20,02 1508
Skumulowany procent wyjasnionej zmiennosci 34.48 54 50 6958

The cumulative percent of the explained total variation

Druga sktadowa gtowna byta relatywnie najsilniej dodatnio skorelowana z dwiema
cechami fenologicznymi, tj. z liczba dni od 1 kwietnia do poczatku ktoszenia i kwitnienia
(odpowiednio r = 0,63 i r = 0,61). Druga skladowa gtéwna warunkowata cechy
fenologiczne, wigc mozna ja nazwaé czynnikiem genetycznym odpowiedzialnym za
dlugos¢ okresu wegetacji obiektow, pochodzacych z kolekcji zasobéw genowych
kupkéwki pospolitej. Natomiast, trzecia sktadowa gtowna byta najsilniej ujemnie
skorelowana (r = -0,68) z szerokoscig liScia podflagowego. Te wyniki wskazuja, ze cechy
okreslajace dtugos¢ okresu wegetacji obiektow oraz szerokos$¢ liscia podflagowego miaty
znacznie mniejsze w ogélnej zmiennos$ci obiektow zgromadzonych w badanej kolekcji,
czyli mniej dyskryminowaty te obiekty, niz 4 cechy okreslajace produktywnos¢ zielonej
masy w pierwszym roku rozwoju generatywnego roslin.

Rozmieszczenie obiektow w badanej kolekcji kupkowki pospolitej w uktadzie dwdch
pierwszych sktadowych glownych przedstawiono na rysunku 1. Kazdy punkt na wykresie
odpowiada konkretnemu obiektowi, pochodzacemu z tej kolekcji. Odlegtos¢ miedzy
punktami okresla w przyblizeniu wielocechowe podobienstwo pomigdzy obiektami pod
wzgledem 8 badanych cech. To przyblizenie podobienstwa obiektow jest umiarkowane, z
racji tego, ze dwie pierwsze sktadowe gtdéwne wyjasniaja okoto 54% ogblnej zmiennosSci
miedzy obiektami. Zatem, im dwa obiekty sg blizej siebie na rysunku 3, tym ich wartosci
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dla rozpatrywanych cech sa bardziej zblizone do siebie, takie obiekty charakteryzuja si¢
duzym podobienstwem (matym zréznicowaniem).
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Rys. 1. Rozmieszczenie 1971 obiektéw w kolekcji zasobdw genowych kupkéwki pospolitej w ukladzie
dwoch pierwszych skladowych gléwnych, PC1 i PC2
Fig. 1. Scatter plot of 1971 accessions of orchardgrass germplasm on the plane of the first two principal
components, PC1 and PC2

Obiekty znacznie oddalone od siebie na wykresie dwdch pierwszych sktadowych
glownych, sa mato podobne do siebie, charakteryzujg sie one duzym zréznicowaniem.
Wigkszos¢ obiektow zgromadzonych w badanej kolekcji charakteryzowata si¢ wartosciami
dla pierwszej i drugiej sktadowej gtownej w okolicach zera. To znaczy, ze charaktery-
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zowaly si¢ one wartosciami bliskimi $rednich dla cech znaczaco skorelowanych z tymi
sktadowymi gltéwnymi. Ponadto, na rysunku 1 jest zobrazowany rozklad czestosci
obiektow pod wzgledem kazdej z dwoch pierwszych sktadowych gtownych, ktory jest
zblizony do rozktadu normalnego. Ten fakt podkresla wyraznie dobra reprezentatywnos¢
analizowanej kolekcji kupkowki pospolitej w stosunku do zasobow genowych tego
gatunku roslin.

Obiekty posiadajace ujemne warto$ci pierwszej sktadowej gtownej charakteryzowaty
si¢ warto$ciami powyzej S$redniej, czyli relatywnie duzymi, dla cech znaczaco
skorelowanych ujemnie z tg sktadowa gtowna, tj. wysokosci roslin, dtugosci kwiatostanu i
liscia podflagowego oraz plonu zielonej masy, ktére odznaczaly si¢ relatywnie duza
zdolno$cig dyskryminacyjna. Natomiast, obiekty posiadajace dodatnie wartosci pierwszej
sktadowej gtownej charakteryzowaty sie warto$ciami ponizej $redniej dla wymienionych
wyzej cech. Druga sktadowa glowna rozréznia obiekty szczegodlnie pod wzgledem liczby
dni od 1 kwietnia do poczatku ktoszenia i kwitnienia, ktore sa z nig najsilniej skorelowane
dodatnio. Zatem, Obiekty, dla ktérych stwierdzono ujemne wartosci pierwszej sktadowej,
a dodatnie dla drugiej sktadowej (lewa gorna ¢wiartka w uktadzie wspotrzednych na
rysunku 1), charakteryzowaty sie relatywnie duzymi wartosciami dla wysoko$ci ro$lin,
dhugosci kwiatostanu i liscia podflagowego, plonu zielonej masy oraz dwoch cech
fenologicznych. Obiekty, dla ktérych punkty lezag w prawej dolnej ¢wiartka w uktadzie
wspotrzednych na rysunku 1 odznaczaly sie relatywnie matymi warto$ciami wszystkich
sze$ciu wymienionych cech o najwyzszej zdolno$ci dyskryminacyjnej. Natomiast obiekty,
dla ktérych punkty leza w prawej gornej i lewej dolnej ¢wiartce w uktadzie wspotrzgdnych
na rysunku 1 odznaczaly si¢ warto§ciami o relatywnie przeciwnych kierunkach dla cech
skorelowanych znaczaco z pierwszg i drugg sktadowa gtowna. Warto zauwazy¢ takze, ze
frekwencja obiektow obiektow kazdej ¢wiartce rysunku 1 jest podobna.

Analiza sktadowych glownych pozwolita wskaza¢ te obiekty, ktore posiadaja
zroéznicowane (odmienne, réznorodne) i przeciwstawne wartosci badanych cech. Takie
obiekty moga by¢ wartosciowymi, komplementarnymi, formami rodzicielskimi w
programach hodowlanych kupkowki pospolite;.

Grupowanie obiektow w kolekcji

W wyniku analizy skupien, przeprowadzonej metoda UPGMA, dla 1971 obiektow w
kolekcji kupkowki pospolitej, uzyskano dendrogram (rys. 2), okreslajacy kolejne
aglomeracje (fuzje) tych obiektéw w skupienia. Badane obiekty zostaty podzielone na 10
skupien, czyli grup (warstw). Migdzy-grupowa suma kwadratow odchylen dla tego
podziatu obiektdw na grupy wyjasniata 70% catkowitej sumy kwadratow odchylen migdzy
obiektami (Casler i van Santen, 2000; Mahalakshmi i in., 2007; Upadhyaya i in., 2009,
2011 a,b). Liczba obiektéw w poszczegdlnych grupach wahata si¢ w zakresie od 1118
obiektow w grupie | do jednego obiektu w grupach VIII, IX, X (tab. 4). Natomiast, zbior
badanych obiektow podzielono na 5 grup, stosujac metodg Warda analizy skupien. Wyniki
tworzenia skupien roéznych krokach aglomeracji obiektow i grup przedstawiono w formie
dendrogramu na rysunku 2. Zmienno$¢ pomiedzy piecioma grupami wyjasniata 70%
catkowitej sumy kwadratow odchylen miedzy obiektami, podobnie jak w przypadku
podziatu obiektow na dziesi¢¢ grup za pomoca metody UPGMA. Liczebno$¢ utworzonych
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grup ksztattowata si¢ w zakresie od 552 obiektow w warstwie I, do 171 obiektow w
warstwie V (tab. 4).

Obiekty
Arcession

1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0
Wspolezynnik determinacji R*
Coefficient of determination R

Rys. 2. Dendrogram prezentujacy 1971 obiektéw kupkéwki pospolitej, podzielonych za pomoca metody
UPGMA analizy skupien
Fig. 2. Fig. 2. UPGMA clustering tree relating the 1971 orchardgrass accessions

Tabela 4
Liczba obiektdw w poszczegolnych grupach wydzielonych za pomoca metody UPGMA analizy skupien
Number of accessions in groups as revealed using the UPGMA clustering method

Grupa | I i v v vi | v | v |Ix X
Groups
Liczba obiektow 1118 14 800 20 5 6 5 1 1 1

Number of accessions

Roézne metody analizy skupien oprocz odmiennych podstaw matematycznych,
posiadaja roézne wiasciwosci aplikacyjne (Crossa i Franco, 2004; Padilla i in., 2007).
Metoda UPGMA posiada zdolno$¢ dzielenia obiektéw na wieksza liczbe grup, Ktorych
liczebnos¢ jest bardzo zréznicowana. Przy uzyciu tej metody zazwyczaj wydziela si¢ od 1
do 3 grup, zawierajacych ponad potowg grupowanych obiektow, pozostate grupy sa
znacznie mniej liczne.
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Analiza zmiennych kanonicznych

Analize zmiennych kanonicznych przeprowadzono w celu wyznaczenia cech najsilniej
roznicujacych (dyskryminujgcych) grupy obiektow, uzyskane za pomocg metody UPGMA
analizy skupien, a takze w celu przedstawienia dobrze przyblizonego, wielocechowego
podobienstwa migedzy grupami i wewnatrz grup oraz ich charakterystyki pod wzgledem
cech najsilniej roznicujacych grupy (Hair i in., 1987; Krzanowski, 1988; Yeater i in., 2004;
Hooks i in., 2006).

Pierwsze dwie zmienne kanoniczne dla 10 grup obiektdw, otrzymanych metoda
UPGMA, wyjasniaja 91,21% zmiennosci wielocechowej (w kategoriach odlegtosci
Mabhalanobisa) miedzy utworzonymi grupami, za$ tylko jedna, pierwsza, zmienna
kanoniczna wyjasnia az 73,55% tej zmiennosci (tab. 5). Pierwsza zmienna kanoniczna byta
najsilniej dodatnio skorelowana z wysokos$cig roslin (r = 0,47) oraz z liczbag dni od 1
kwietnia do poczatku kwitnienia (r = 0,50). Te dwie cechy byly w najwiekszym stopniu
odpowiedzialne za zr6znicowanie mi¢dzy 10. grupami, na ktore podzielono 1971 obiektéw
w kolekcji kupkowki pospolitej, stosujac metoda UPGMA. Druga zmienna kanoniczna
byta znaczaco skorelowana tylko z liczba dni od 1 kwietnia do poczatku ktoszenia (r =
0,42). Zatem, ta cecha w znacznie mniejszym stopniu decydowata o wydzieleniu
(zr6znicowaniu) grup obiektow, poniewaz druga zmienna kanoniczna wyjasniata tylko
17,87% zmiennos$ci wielocechowej migdzy 10. utworzonymi grupami.

Zatem, dwie sposrod szesciu cech o relatywnie najwigkszej mocy dyskryminacyjnej
pomigdzy obiektami w kolekcji kupkowki pospolitej, mialy takze relatywnie najwicksza
moc dyskryminacyjng pomigdzy 10. grupami obiektow. Tymi cechami sg liczba dni od 1
kwietnia do poczatku kwitnienia oraz wysokos¢ roslin. Zwykle nie te same cechy wykazuja
relatywnie najwigksza moc dyskryminacyjng pomiedzy obiektami i grupami obiektow
otrzymanymi z analizy skupien (Islam i in., 2007). Rozmieszczenie obiektow w kolekcji
kupkowki pospolitej podzielonych na 10 grup metoda UPGMA przedstawiono na rysunku
6 w uktadzie dwoch pierwszych zmiennych kanonicznych.

Rysunek 3 obrazuje wielocechowe podobienstwo migdzy grupami obiektéow wydzie-
lonymi za pomocg analizy skupien oraz wewnatrz grup. Krzanowski (1988) zaobserwowat,
ze metoda UPGMA tworzyla grupy charakteryzujace sie duzg wewnatrz-grupows
jednorodno$ciag obiektow. Grupy wydzielone ta metods sktadaty si¢ z obiektow
wielocechowo bardziej podobnych do siebie, niz te wydzielone za pomoca innych
stosowanych metod analizy skupien. Na podstawie wykonanych badan nad empirycznym
porownaniem efektywnosci dwoch metod analizy skupien, najczesciej stosowanych do
oceny réznorodnosci genetycznej w kolekcjach rodlinnych zasobéw genowych, mozna
uzna¢ metod¢ UPGMA za bardziej skuteczng w takiej ocenie, niz metoda na przyktad
metoda Warda. Dotychczas przeprowadzone badania pordwnawcze metod analizy skupien,
wykorzystywanych do klasyfikacji obiektow genetycznych ro$lin uprawnych na podstawie
obserwacji cech fenotypowych, potwierdzaja wyniki badan Krzanowskiego (1988).
Wskazujg one na lepsze odzwierciedlenie struktury roznorodno$ci obiektow przez ich
podziat za pomoca metody UPGMA (Crossa i Franco, 2004; Padilla i in., 2007), niz przy
uzyciu innych metod analizy skupien. Dla petnej i wiarygodnej klasyfikacji obiektéw na
grupy jednorodne genetycznie zaleca si¢ wykorzystanie zardwno cech ilo§ciowych, jak i
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jakosciowych pochodzacych z oceny fenotypowej, czy tez taczenie informacji
pochodzacych z oceny cech fenotypowych i wiasno$ci genetycznych, dokonanej za
pomocg metod inzynierii genetycznej (Franco i in., 1998; Crossa i Franco, 2004).

Charakterystyka wielocechowa grup obiektéw

W tabeli 6 przedstawiono $rednie rozpatrywanych cech dla obiektow zaliczonych do
kazdej grupy. Grupa 1 zawiera obiekty bedace zaréwno ekotypami jak i odmianami
uprawnymi zebrane w Europie ale takze poza nig, posiadajace przewaznie ujemne, ale
takze dodatnie wartosci dla pierwszej zmiennej kanonicznej (rys. 3). Biorac pod uwage
dodatnie skorelowanie tej zmiennej kanonicznej z wysokos$cig roslin i liczbg dni do
kwitnienia (tab. 5), wnioskujemy, ze obiekty z tej grupy charakteryzowaty si¢ relatywnie
srednimi warto$ciami dla tych najbardziej dyskryminujacych cech fenotypowych (widaé
to takze w tabeli 6).

Tabela 5
Wspétezynniki korelacji migdzy cechami, a kazda z dwdch pierwszych zmiennych kanonicznych oraz
warto$ci wlasne i procent wyjasnionej zmiennos$ci miedzy utworzonymi grupami za pomocg metody
UPGMA analizy skupien
Correlation coefficients between the first two canonical variables and the observed traits, including
also the percent of the explained total variation between the 10 groups distinguished using UPGMA
clustering method

Cecha Zmienne kanoniczne — Canonical variables
Traits Canl | Can2
Wysokos¢ roslin
Plant height (cm) 0,47 0,15
Dhugo$¢ kwiatostanu
Inflorescence length (cm) 0,34 0,13
Dlugos¢ liscia podflagowego
Leaf length (cm) 0,22 0,10
Szerokos¢ liscia podflagowego
Leaf width (cm) 029 0,01
Plon zielonej masy (kg /poletko) 016 011

Total seasonal yield (kg per plot)
Masa 1000 ziarniakéw (g)

1000 kernel weight (g) 0,12 -0.01
Liczba dni od 1 kwietnia do poczatku ktoszenia 017 042
Number of days to inflorescence emergence (since the 1% April) ' '
Liczba dni od 1 kwietnia do poczatku kwitnienia 050 0.02
Number of days to flowering (since the 1% April) ' '
Wartos¢ wiasna 161 142
Eigenvalues ' '
Procent wyjasnionej réznorodnosci mi¢dzy skupieniami 73,35 17.87

The percent of the explained diversity among clusters
Skumulowany procent wyjasnionej réznorodnosci migdzy
skupieniami 73,35 91,22
Cumulative percent of the explained diversity among clusters
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Rys. 3. Rozmieszczenie 1971 obiektow w kolekcji kupkowki pospolitej w ukladzie dwdch pierwszych
zmiennych kanonicznych (Canl i Can2), otrzymanych dla 10 grup wydzielonych za pomoca metody
UPGMA analizy skupien
Fig. 3. Scatter plot for 1971 accessions of orchardgrass germplasm on a plane of the first two canonical
variables (Canl and Can2) obtained for 10 groups distinguished using UPGMA cluster analysis

Grupa 2 zawiera ekotypy pochodzace z europy Srodkowo-wschodniej, posiadajace duze
dodatnie warto$ci dla pierwszej zmiennej kanonicznej i przeci¢tne wartosci (bliskie zera)
dla drugiej zmiennej kanonicznej. Obiekty pochodzace z tej grupy odznaczaly sig
najwicksza wysokos$cia roslin (srednio 72,57 cm) sposrod wydzielonych grup obiektow w
kolekcji oraz do$¢ pdzno zakwitty (Srednia grupowa liczba dni od 1 kwietnia do kwitnienia
wynosita 67,7), sa to cechy znaczaco skorelowane dodatnio z pierwsza zmienng
kanoniczng. Obiekty z grupy 3 w wigkszos$ci posiadaja dodatnie wartosci dla pierwszej
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zmiennej kanonicznej oraz bliskie zeru wartosci dla drugiej zmiennej kanonicznej. Obiekty
z tej grupy odznaczaty sie relatywnie duzg wysokoscig roslin (Srednia grupowa wynosita
71,35 cm) oraz jednym z najdtuzszych okresow wegetacji (Srednia grupowa liczba dni od
1 kwietnia do kwitnienia wynosita 67,34), podobnie jak obiekty w grupie 2. W sktad tej
grupy wchodzity zarowno ekotypy, jak i odmiany pochodzace z obszaru Polski oraz
roznych regionow Europy. W tej grupie znalazly si¢ takze odmiany wzorcowe: Nakielska
i Motycka.

Obiekty z grupy 4 pochodzity z obszaru Polski, gléwnie za$ ekotypy z terenow
dzisiejszych trzech wojewodztw, tj. kujawsko-pomorskiego, pomorskiego oraz
warminsko-mazurskiego. Do tej grupy zostata wtaczona takze trzecia odmiana wzorcowa,
Taurus. Obiekty z grupy 4 charakteryzowaly si¢ dodatnimi warto$ciami pierwszej zmiennej
kanonicznej oraz ujemnymi dla drugiej zmiennej kanonicznej. Obiekty z tej grupy
wyr6znialy si¢ najpozniejszym kwitnieniem (Srednia grupowa liczba dni od 1 kwietnia do
kwitnienia wynosita 69,9) sposrod wszystkich grup obiektéw w rozpatrywanej kolekcji
kupkowki pospolitej, przy jednym z najnizszych $rednich wartosci dla liczby dni od 1
kwietnia do ktoszenia (52,63).

Tabela 6
Charakterystyka fenotypowa 10. grup obiektéw w kolekcji kupkéwki pospolitej
Phenotypic characterization of the 10 groups in orchardgrass germplasm collection

Cechy Srednie obiektow w grupach — Mean of accession in group

Traits 1 [ 23] 4a]5 16 71819110

Wysokos¢ roslin

- 52,87 78,74 71,35 46,07 41,58 41,17 49,59 39,70 74,94 96,04
Plant height (cm)

Dlugo$¢ kwiatostanu

13,92 1991 16,73 13,69 13,15 9,15 16,79 17,32 15,85 26,95
Inflorescence length (cm)

Dhugos¢ liscia podflagowego

Leaf length (cm) 22,58 24,86 23,41 22,74 22,30 20,92 23,92 22,94 21,95 25,97

Szeroko$¢ liscia podflagowego

Leaf width (cm) o079 083 080 079 0,79 0,74 082 085 080 0,83

Plon zielonej masy (kg /poletko)

Total seasonal yield (kg per plot) 232 337 314 169 091 210 208 145 357 3,87

Masa 1000 ziarniakéw (g)

1000 kernel weight (q) 1,13 114 121 093 116 105 0,76 076 1,14 0,89

Liczba dni od 1 kwietnia do poczatku kloszenia

Days to inflorescence emergence (since the 1% April) 52,07 53,60 52,63 54,29 50,26 52,58 55,30 53,00 52,40 54,06

Liczba dni od 1 kwietnia do poczatku kwitnienia

Days to flowering (since the 1% April) 66,83 67,70 67,34 69,90 64,67 67,34 69,59 67,94 55,82 58,51

W grupie 5 zgromadzono ekotypy pochodzace z terenéw Wielkopolski oraz jeden
obiekt z Wegier. Grupa 5 zawierata obiekty o stosunkowo matej wysokosci roslin ($rednio
41,58 cm). Ekotypy zgromadzone w grupie 6 pochodzity gtownie z Polski oraz po jednym
obiekcie z Niemiec i Francji. Uzyskano dla nich ujemne warto$ci pierwszej zmiennej
kanonicznej oraz bliskie zera wartosci dla drugiej zmiennej kanoniczne;.

Obiekty z tej grupy charakteryzowaty si¢ srednio niska wartoscig dla wysokosci roslin
(41,17 cm), oraz najkrotszym kwiatostanem ($rednio 9,15 cm) sposréd wszystkich
wydzielonych grup obiektow w rozpatrywanej kolekcji. Obiekty z grupy 7 byty ekotypami
pochodzacymi z Finlandii, Norwegii, Polski oraz Rosji. Odznaczaly si¢ one stosunkowo
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duzymi dodatnimi wartosciami dla pierwszej zmiennej kanonicznej, przyjmowaty za$
przecigtne warto$ci (bliskie zera) dla drugiej zmiennej kanoniczne;j.

Obiekty wlaczone do grupy 7 cechowaty si¢ poznym kwitnieniem ($rednia liczba dni od 1
kwietnia do kwitnienia wynosita 69,59). Grupy 8, 9 i 10 zawieraly po jednym obiekcie.
Obiekt w grupie 8 bedacy ekotypem pochodzacym z okolic Szczecina, charakteryzowat sig
najnizszymi roslinami (39,7 cm) oraz p6znym kwitnieniem (liczba dni od 1 kwietnia do
kwitnienia wynosit 67,94). Obiekt bedacy ekotypem w grupie 9 pochodzit z terenow
dzisiejszego wojewddztwa kujawsko-pomorskiego. Odznaczat si¢ on najwczesniejszym
terminem kwitnienia (liczba dni od 1 kwietnia do kwitnienia byta réwna 55,82). Natomiast,
obiekt pochodzacy z Polski, zaliczony do grupy 10, cechowat si¢ najwyzszymi ros§linami
(96,04 cm) oraz byl jednym z najpdzniej kwitngcych genotypoéw (liczba dni od 1 kwietnia
do kwitnienia wynosita 58,51).

PODSUMOWANIE

Na podstawie przedstawionych wynikéw, ktore dotycza zmienno$ci genotypowej
o$miu iloSciowych cech rolniczych w rozpatrywanej kolekcji zasobow genowych
kupkowki pospolitej, mozna wyprowadzi¢ nastepujgce wnioski. Wysoko$¢ roélin i plon
zielonej masy, sg cechami o najwi¢kszej zmiennosci genotypowej sposrod osmiu badanych
cech. Dhugos¢ i szerokos¢ liscia podflagowego majg, wsrdd badanych cech, relatywnie
najwigksze znaczenie w ogolnej (wielocechowej) zmiennos$ci obiektow, zgromadzonych w
kolekcji zasobdw genowych kupkowki pospolitej. Grupowanie obiektéw w tej kolekcji za
pomoca metody UPGMA pozwolito utworzy¢ grupy o duzej wewngtrznej jednorodnosci i
wyraznym zroéznicowaniu migdzygrupowym. Wysoko$¢ roslin, liczba dni do poczatku
kloszenia oraz liczba dni do poczatku kwitnienia miaty relatywnie najwigksze znaczenie,
czyli udziat w wielocechowej dyskryminacji (wydzieleniu) 10 grup obiektow w badanej
kolekcji, za pomocg analizy skupien metodg UPGMA.
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