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Metodyka statystyczna pobierania proby
do tworzenia kolekcji podstawowej roslinnych

zasoboOw genowych: przeglad dorobku*

Sampling methodology to establish a core collection of plant genetic resources:
an overview of research

Kolekcje podstawowe sga podzbiorem obiektow wybranych z aktualnie zgromadzonej kolekcji
(kolekcji wyjsciowej) zasobow genowych, tak aby reprezentowaty, z minimalna liczbg duplikatow, one
réznorodno$¢ genetyczna w kolekcji wyjsciowej. Tworzenie tego typu kolekcji ma na celu redukcje
kolekcji wyjsciowej do rozsadnej liczby obiektow co utatwi systematyczng i petng oceng zmiennoSci
genetycznej w kolekcji dla wielu cech genotypowych oraz markeréw molekularnych. Kolekcje
podstawowe odgrywaja wazna role w zarzadzaniu i wykorzystaniu kolekcji zasobéw genowych w
badaniach i programach hodowli ro$lin. Opracowano wiele metod stuzacych do tworzenia kolekcji
podstawowych z juz istniejgcych kolekcji ro§linnych zasobéw genowych. Waznym aspektem w trakcie
tworzenia kolekcji podstawowej jest dobor odpowiedniej metody pobierania proby. Metody pobierania
proby sa powszechnie stosowane do wyboru proby, ktora tworza reprezentatywne kolekcje
podstawowe z kolekcji wyjsciowe;.

Stowa kluczowe: kolekcje podstawowe, kolekcje zasobéw genowych, metody pobierania proby

A core collection is a sample of an entire crop germplasm collection, selected to adequately
represent, with a minimum of redundancies, the genetic diversity in the entire collection. The purpose
of forming plant core collections is generally to reduce the entire collection to a manageable size that
facilitates easier systematic and rigorous characterization and evaluation of the genetic diversity in that
collection for numerous phenotypic descriptors and for molecular attributes. These activities have the
key importance for effective maintaining, managing and sustainable utilization of plant genetic
resources for research and crop breeding programs. Many methods have been developed to construct
core collections from the entire collections. In the establishing of core collections, the specifying of an
appropriate sampling strategy is critical. A sampling strategy is the methodology of selection such a
sample that adequately represents the variation or diversity in a population from which has been drawn.

Key words: germplasm collection, core collections, sampling methods

* Mniejsza praca wykonana byla w ramach projektu promotorskiego numer N N310 066339, przyznanego przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
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WSTEP

Gléwnymi celami dziatalno$ci specjalistow pracujacych dla kolekcji roslinnych
zasobow genowych (zwanych takze bankami genow) sa: zabezpieczenie, charakteryzo-
wanie i ocena réznorodnosci genetycznej i fenotypowej oraz tworzenie tatwego dostepu do
tych zasobdw w celu ich wszechstronnego badania i efektywnego wykorzystania przez
naukowcow, hodowcow i innych uzytkownikéw obecnie i w przyszto$ci (van Hintum,
1999, 2000; Upadhyaya i in., 2006a, 2009, 2010; van de Wouw i in., 2010 a,b). Wiele
kolekcji roslinnych zasobow genowych zawiera tak liczne obiekty, ze utrudnia to realizacje¢
podstawowych cel6w, dla jakich je utworzono. Duza liczba obiektow w kolekcji zasobow
genowych przyczynia si¢ do trudnos$ci organizacyjnych, wzrostu kosztow utrzymania oraz
stabego wykorzystaniem zgromadzonej réznorodnosci (van Hintum i in. 2000; Franco i in.,
2006; Jansen i van Hintum, 2007; Yan i in., 2007; Upadhyaya i in., 2009). W celu
rozwigzania tych problemow Frankel (1984), Frankel i Brown (1984) oraz Brown
(1989 a,b) zaproponowali koncepcj¢ tworzenia kolekcji podstawowych (ang. core
collections). Kolekcja podstawowa dobrze reprezentuje roéznorodno$é genetyczng dla
fenotypowych cech ilosciowych w zgromadzonej dotychczas (wyjsciowej) kolekcji
zasobow genowych, czyli jest ona reprezentatywna pod wzglgdem roéznorodnosci
genetycznej dla kolekcji wyjsciowe;.

W scenariuszu tworzenia kolekcji podstawowej bardzo wazna jest odpowiednia
statystyczna metoda pobierania proby, czyli prébkowania (van Hintum i in., 1999, 2000;
Xu i in., 2006; Li i in., 2007). Metoda pobierania proby jest sposobem wyboru podzbioru
z populacji wyjsciowej, ktory adekwatnie reprezentuje zmienno$¢ genetyczng W tej
populacji. Dotychczas opracowano i zastosowano wiele metod pobierania préby z
wyjsciowej kolekcji roslinnych zasobow genowych, wykorzystywanych do tworzenia
kolekcji podstawowych. Obejmujg one pobieranie proby catkowicie losowej, metody
pobierania warstwowej préby losowej i nielosowej (Brown, 1989a,b; Charmet i Balfourier,
1995; Grenier i in., 2000; Hu i in., 2000; Li i in., 2002; Upadhyaya i in., 2003, 2007, 2009;
Xu i in., 2006) oraz wysublimowane inne metody pobierania proby wykorzystywane do
tworzenia kolekcji podstawowych (Marita i in., 2000; Raamsdonk i Wijnker, 2000;
Chandra i in., 2002; Jansen i van Hintum, 2007; Kim i in., 2007).

Dotychczas przeprowadzone badania efektywnosci metod pobierania proby do
tworzenia kolekcji podstawowej, reprezentatywnej pod wzgledem réznorodnosci
genetycznej dla cech fenotypowych w kolekcji wyj$ciowej, nie wskazujg jednoznacznie,
ktore z metod mozna uzna¢ za najefektywniejsze (optymalne) w realizacji postawionego
celu (Brown i Spillane, 1999; van Hintum i in., 2000; Hu i in., 2000; Franco i in., 2005; Li
i in., 2007). Dotyczy to takze metod pobierania préby wedtug innych kryteriow
réznorodnos$ci genetycznej, zwlaszcza markerow DNA. Zatem, w niniejszej pracy podjeto
probe zebrania oraz opracowania literatury swiatowej i krajowej, przedstawiajacej wyniki
badan teoretycznych 1 empirycznych nad tworzeniem, charakterystyka i oceng
porownawczg efektywnosci wielu metod statystycznych pobierania proby, stanowigcej
kolekcje podstawowa roslinnych zasobow genowych.
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Podstawowe zagadnienia kolekcji zasobdw genowych

Gléwnym celem tworzenia kolekeji roslinnych zasobdéw genowych jest zabezpieczenie
réznorodnos$ci genetycznej, istniejgcej aktualnie w obrgbie gatunkoéw roslin uprawnych i
innych gatunkoéw z nimi spokrewnionych, a takze gatunkow waznych z przyrodniczego
punktu widzenia, przed utrata w wyniku zastgpowania lokalnych odmian przez
nowoczesne odmiany uprawiane w wysoko naktadowych systemach produkcji
(Haussmann i in., 2004; van de Wouw i in., 2010 a,b). Utrata r6znorodnoS$ci genetycznej
nastepuje w wyniku wystepowania zjawiska erozji genetycznej (Ramanatha Rao i
Hodgkin, 2002; van de Wouw i in., 2010 a,b). Erozja genetyczna definiowana jest jako
postepujace zmniegjszenie si¢ liczby gatunkdéw lub odmian roslin uprawnych z obszaréw
ich dotychczasowej uprawy. Kolekcje roslinnych zasobow genowych odgrywaja coraz
wigksza rol¢ w zapewnieniu zywnoS$ci oraz przyczyniaja si¢ do rozwoju gospodarczego
(FAO, 2010). Problemem w zapewnieniu zywnosci na odpowiednim poziomie ilo§ciowym
i jakosciowym dla mieszkancow Ziemi, staje si¢ przystosowanie roslin do obecnych oraz
przysztych zmian klimatycznych. Zatem, wykorzystanie roslinnych zasobow genowych w
pracach hodowlanych moze przyczyni¢ si¢ do efektywnej hodowli odmian
przystosowanych do zmieniajacych si¢ warunkéw $rodowiska poprzez znaczace
zwigkszenie ich tolerancji na stresy biotyczne i abiotyczne (Robertson i in., 1996;
Ramanatha Rao i Hodgkin, 2002; van Hintum i in., 1999, 2000).

Konwencja o Réznorodnosci Biologicznej (Dz. U. nr 184 poz. 1532 r. 1992) ogloszona
i przyjeta podczas miedzynarodowej konferencji Srodowisko i Rozwéj, znanej jako Szczyt
Ziemi, ktora odbyta si¢ w Rio de Janeiro w 1992 roku, zostata ratyfikowana przez Polske
w 1995 roku. Konwencja ta stanowi podstawg prawa migdzynarodowego w zakresie
zasobow genowych 1 rdéznorodnosci biologicznej, potwierdza duze znaczenie
réznorodnos$ci biologicznej, stanowigcej podstawy rolnictwa i wyzywienia na §wiecie.
Naktada na panstwa sygnatariuszy moralny obowigzek zrownowazonego gospodarowania
réznorodnoscia genetyczng ziemi (Bulinska-Radomska, 2008; FAO, 2010). Od 2006 roku
w ramach agendy FAO dziata instytucja Bioversity International, zajmujaca si¢
koordynowaniem i wspieraniem migdzynarodowej wspolpracy w zakresie zasoboéw geno-
wych roslin uprawnych.

Kolekcje roslinnych zasobéw genowych zawieraja materiat biologiczny (materiat
siewny, ros$liny, albo tez czgsci roslin i kultury tkankowe in vitro) zebrany z dzikich
populacji, odmian lokalnych, wspétczesnych odmian i materiatéw hodowlanych, stano-
wigce obiekty genetyczne w tych kolekcjach (Ramanatha Rao i Hodgkin, 2002; Jansen i
van Hintum, 2007). Obiekty zgromadzone w kolekcjach zasobow genowych moga by¢
chronione za pomoca dwoch metod — ochrong ex situ oraz ochrong in situ (Ramanatha
Rao i Hodgkin, 2002). Ochrona ex situ umozliwia zachowanie réoznorodnosci biologicznej
ro$lin uprawnych poza miejscem ich naturalnego wystgpowania. Polega ona na
przeniesieniu pojedynczych roslin lub ich grup (obiektow genetycznych) z siedlisk
naturalnych do innych, zwykle sztucznych warunkow. Odbywa si¢ to za pomocy
nastepujacych metod: przechowywanie diaspor generatywnych i wegetatywnych,
przechowywania kultur in vitro, tworzenie kolekcji polowych i ogroddw botanicznych
(Ramanatha Rao i Hodgkin, 2002). To postepowanie prowadzi to tworzenia kolekcji
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zasobow genowych (van Hintum i in., 1999, 2000). Ochrona in situ oznacza zachowanie
naturalnych ekosysteméw wystgpowania dziko rosngcych roslin  uzytkowych,
miejscowych populacji, odmian lokalnych i dzikich gatunkow spokrewnionych z roslinami
uprawnymi. Prowadzona jest on poprzez tworzenie rezerwatow przyrody i parkow
narodowych, zabezpieczenie réznorodnosci w gospodarstwie rolnym (ang. on-farm
conservation) czy tez w sadach i ogrodach przydomowych. W 2007 roku obszar objety
ochrong ex situ na §wiecie byl rowny 17,5 milionom km? (FAO, 2010).

Ochrona ex situ zasobéw genowych jest najpowszechniejszym sposobem
zabezpieczenia biordéznorodnosci roslin uprawnych w kolekcjach zasobow genowych. Na
catym $wiecie w takich kolekcjach zgromadzono okoto 7,4 miliona obiektow. Obecnie na
swiecie istnieje okolo 1750 bankéw gendw, z czego 130 zawiera wigcej niz 10000
obiektow. Natomiast, ogrodow botanicznych chronigcych réznorodno$é roslin uprawnych
jest ponad 2500, zgromadzono w nich okoto 80000 gatunkow roslin (FAO, 2010). Waznym
osiagnigciem ostatnich lat jest wybudowanie Migedzynarodowego Skarbca Nasiennego w
Svalbard, Norwegia (ang. The Svalbard Global Seed Vault) przez rzad Norwegii oraz
prywatng fundacj¢ Global Crop Diversity Trust. Zostat on wybudowany w okolicach
miejscowosci Longyearbyen na wyspie Spitsbergen, nalezacej do Norwegii. Jest to
skarbiec zabezpieczajacy nasiona oraz inny materiat biologiczny obiektow pochodzacych
z r6znych kolekcji ro§linnych zasobéw genowych, przed gwattownymi zmianami klimatu,
katastrofami naturalnymi, czy konfliktami politycznymi, spotecznymi lub zbrojnymi, w
szczegoblnosci konfliktem atomowym.

Do najwigkszych na $wiecie narodowych kolekcji zasobow genowych roslin
uprawnych mozna zaliczy¢ kolekcje Stanéw Zjednoczonych Ameryki, ktora liczy ponad
500 000 obiektéw. Kolejng kolekcja w rankingu wedlug wielkos$ci jest chinska kolekcja
zasobdw genowych, w ktérej zgromadzono prawie 400 000 obiektow. Kolekcje zasobow
genowych roslin uprawnych gromadzone w Indiach i Federacji Rosyjskiej liczag ponad
300 000 obiektow. Natomiast, do najwickszych kolekcji prowadzonych przez migdzy-
narodowe instytuty badawcze mozna zaliczy¢ kolekcje prowadzong w Miedzynarodowym
Centrum Doskonalenia Kukurydzy i Pszenicy, CIMMYT (ang. International Wheat and
Maize Improvement Center), w ktorej zabezpieczonych jest 174 000 obiektéw. Drugg, O
do wielkosci kolekcja tego typu, gromadzona w Miedzynarodowym Instytucie Badawczym
Rolnictwa na Terenach Suchych, ICARDA (ang. International Center for Agricultural
Research in the Dry Areas) zawiera 133 000 obiektoéw (Robertson i in., 1996; FAO, 2010).

Polski Narodowy Program Ochrony Zasobow Genowych Roslin Uzytkowych, ktory
musieliSmy przygotowac i wprowadzi¢ w zycie, jako panstwo sygnatariusz Konwencji o
Roéznorodnosci Biologicznej, jest finansowany przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju
Wsi. Program ten realizuja 3 wyzsze uczelnie, 7 branzowych instytutow, 4 stacji hodowli
ro$lin oraz Ogrdd Botaniczny Centrum Zachowania Roznorodno$ci Biologicznej Polskiej
Akademii Nauk w Powsinie (Bulinska-Radomska i in., 2010). Program koordynowany jest
przez Krajowe Centrum Roslinnych Zasobow Genowych IHAR oraz Radg¢ do spraw
Ochrony Zasobdéw Genowych, dziatajacg przy tym Centrum. Polska jest cztonkiem
Europejskiego Programu Ochrony Zasob6éw Genowych ECPGR (ang. European
Cooperative Programme for Plant Genetic Resources), ktory zostal utworzony w 1980
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roku. Nalezg do niego 43 kraje. Program ma na celu rozwéj wspotpracy pomigdzy
europejskimi kolekcjami, wyznacza standardy dziatania i zarzadza ogdlnoeuropejska baza
danych o zgromadzonych zasobach genowych roslin uprawnych AEGIS (ang. An
European Genebank Integrated System). W programie uczestniczy 38 krajow europejskich.
Dziata on za posrednictwem 9 rozbudowanych sieci, w tym 6 dotyczacych grup roslin
(zbdz, roslin pastewnych, roslin oleistych i wysokobiatkowych, warzyw i przypraw) oraz
3 sieci tematycznych. W ich krggu zainteresowania znajduje si¢ dokumentacja i sie¢
informatyczna, oraz wspotpraca miedzynarodowa. Polska jako uczestnik Europejskiego
Programu Ochrony Zasobow Genowych jest odpowiedzialna za koordynacje
miedzynarodowych kolekceji i organizacje Europejskiej Bazy Danych dla ro$lin z rodzaju
Secale, Lupinus, Dactylis, Festuca. W polskich kolekcjach roslinnych zasobow genowych
zgromadzonych jest okoto 75 000 obiektow. Struktura gatunkowa tych zasobow jest
nastepujaca: 35,6% obiektow zboz, 22,3% obiektow traw, 12,2% obiektow warzyw, 9,5%
obiektow motylkowych drobnonasiennych (Bulinska-Radomska i in., 2008). W Krajowym
Centrum Ro$linnych Zasobow Genowych IHAR znajduje si¢ dlugoterminowa
przechowalnia nasion, ktora moze pomies$ci¢ 100 000 obiektow.

Jednym z glownych przyczyn wystgpowania problemoéw i trudnosci w trakcie
prowadzenia, zarzgdzania, oceny i wykorzystania kolekcji roslinnych zasobow genowych
jest duza i ciggle rosngca liczba obiektow. Duza liczba obiektow utrudnia realizacje
podstawowych celow, dla jakich powstaja takie kolekcje. Duza liczba obiektow w
ro$linnych kolekcjach zasobéw genowych wywoluje problemy w zachowaniu na
odpowiednim poziomie zywotnosci zgromadzonego materiatu biologicznego, co
przyczynia si¢ takze do trudno$ci w namnozeniu odpowiedniej ilo$ci i odpowiedniej
jakosci materiatu siewnego, ktéra moze zosta¢ przekazana innym badaczom i hodowcom.
Trudnoscig w gromadzeniu zasobdw genowych sg spowodowane duzg liczbg obiektow, co
powoduje, ze okoto 30% lub nawet wigcej nowo gromadzonych obiektow jest duplikatami
juz istniejacych w kolekcjach (FAO, 2010). Identyfikacja takich obiektow jest trudna,
zwlaszcza w duzych kolekcjach, wigc na wszelki wypadek wszystkie nowo pozyskane
obiekty przytaczane sa do kolekcji zasobow genowych, bez ich wezesniejszej identyfikacji
i oceny. Duza liczba obiektow w kolekcjach zasobéw genowych utrudnia wykonanie pelne;
i wlasciwej oceny ich réznorodnosci genetycznej. Pelna 1 wlasciwa ocena réznorodnosci
ogromnej liczby obiektow zaréwno pod wzgledem cech fenotypowych i genotypowych,
jest czgsto niewykonalna ze wzgledow finansowych oraz organizacyjnych (odpowiedniej
liczby ludzi czy wystarczajaco wyposazonego zaplecza technicznego). Z ostatniego raportu
dotyczacego stanu zasobdéw genowych na $wiecie (FAO, 2010) wynika, ze $rednio 64%
obiektow scharakteryzowanych jest pod wzgledem cech morfologicznych i
agronomicznych, a tylko 14 procent obiektéw jest ocenionych za pomoca markerow
molekularnych i izoenzymdw. Natomiast, 51% obiektow pochodzacych z kolekcji
zasobow genowych roslin oleistych zostalo ocenionych za pomoca metod biochemicznych
(markery DNA i izoenzymy), a wérdd roslin ozdobnych czy roslin przyprawowych zaden
z obiektow nie zostal oceniony pod wzgledem réznorodno$ci genetycznej za pomoca tych
metod (FAO, 2010).
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Stopien wykorzystania ro§linnych zasobé6w genowych w Polsce jest na bardzo niskim
poziomie, liczba $rednio rocznie dystrybuowanych obiektow z polskich kolekcji roslin
uprawnych wynosi okoto 5700 wystanych (przekazanych) do odbiorcéOw w kraju jak i
zagranicg (Bulinska-Radomska i in., 2008; FAO, 2010). Okoto 70% tych obiektow
przekazano do przeprowadzenia roznego typu prac badawczych, 20% obiektow wystano
hodowcom, a 10% obiektow przekazano innym kolekcjom na $wiecie w ramach wymiany.
W ostatnich latach obserwuje si¢ spadek zainteresowania hodowcdéw z roéznych czesci
$wiata wykorzystaniem zgromadzonej w kolekcjach réznorodnosci genetycznej, w
prowadzonych przez nich pracach hodowlanych (FAO, 2010). Wiele krajow oraz
organizacji migdzynarodowych tworzy specjalne programy wspierajgce hodowle roslin
uprawnych, majace na celu promowanie i informowanie o zasobach genowych oraz o
mozliwosci ich wykorzystania.

Idea tworzenia kolekcji podstawowych

Aby sprosta¢é wyzwaniom zwigzanym z duzg i ciagle rosnacg liczba obiektow
w kolekcjach zasobow genowych roslin uprawnych, Frankel (1984), Frankel i Brown
(1984) i Brown (1989 a,b) zaproponowali ograniczenie liczebno$ci obiektow w istnie-
jacych kolekcjach poprzez tworzenie kolekcji podstawowej (ang. core collections) dla
kazdej z nich. Aktualnie istniejaca duza (liczna) kolekcja, z ktorej powstaje kolekcja
podstawowa nazywana jest kolekcja wyjsciowa lub catkowita (ang. initial collection, entire
collection, whole collection). Kolekcja wyjsciowa moze by¢ traktowana jako populacja
skonczona lub nieskonczona (Vencovsky i Crossa, 1999, 2003).

Kolekcja podstawowa jest podzbiorem obiektow o ograniczonej liczebnosci,
wybranych tak z kolekcji wyjsciowej, aby odzwierciedlaly one (reprezentowaty,
przenosity) dobrze jej r6znorodnos¢ genetyczna, czyli powinna by¢ ona pozbawiona jak
najwigkszej liczby obiektow podobnych genetycznie, czyli duplikatow, ktore bytyby
nadmierne (redundancyjne) dla zachowania réznorodnosci kolekeji wyjsciowej (Frankel,
1984; Frankel i Brown, 1984; Brown, 1989 b, 1995; van Hintum i in., 2000; Chung i in.,
2009). Pozostate obiekty z kolekcji wyjsciowej, nie wlaczone do kolekcji podstawowe;j
moga tworzy¢ kolekcje rezerwows (ang. reserve collection) — (Brown, 1995). Obiekty z
takiej kolekcji sg przekazywane do dtugoterminowego przechowywania, ktore nie wymaga
czestego reprodukowania nasion oraz nie generuje duzych kosztoéw. Najlepiej w tym celu
sprawdza si¢ przechowywanie w warunkach kriogenicznych (van Hintum, 2000). Ocena
roznorodnosci oraz charakterystyka obiektow zgromadzonych w kolekcji rezerwowe;j jest
ograniczona do minimum (Skroch i in., 1998).

Kolekcje podstawowe odgrywaja wazng role w zarzadzaniu i wykorzystaniu kolekcji
zasobow genowych. Stanowig jedno z podstawowych i powszechnie stosowanych narzedzi
kuratora, wspomagajacych i usprawniajacych jego codzienng pracg (Brown, 1995; Skroch
i in., 1998; van Hintum i in., 2000). Utworzenie kolekcji podstawowych moze przyczynié
si¢ do identyfikacji brakéw (luk) w réznorodnosci biologicznej wsrod obiektow
zgromadzonych w aktualnie istniejacej kolekcji zasobow genowych roslin uprawnych
(Upadhyaya i in., 2010; Gowda i in., 2011). Kolekcje podstawowe w trakcie dotgczania
nowych obiektow do kolekcji, moga pomdc kuratorowi w podjeciu decyzji o wiaczeniu lub
nie, takiego obiektu. Jezeli nowy obiekt jest podobny do obiektow znajdujacych si¢ w
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kolekcji podstawowej, kurator moze nie wiacza¢ go do kolekcji zasobow genowych.
Natomiast, je$li nowy obiekt wyraznie odbiega od tych, ktore juz znajdujg si¢ w kolekcji
podstawowej, to bedzie on wzbogacal réznorodnos¢ w istniejacej kolekeji i dlatego warto
go wlaczy¢ do kolekeji (Brown, 1995; van Hintum i in., 2000).

Material biologiczny (nasiona kultury in vitro) obiektdw zgromadzonych w kolekcji
podstawowe]j posiada wysoki priorytet w trakcie ich przechowywania. Taki materiat
powinien by¢ czeéciej poddawany rutynowej ocenie zywotnosci, niz obiekty zgromadzone
w kolekcji wyjsciowej. Kolekcje podstawowe sa takze odpowiednie do badania nowych
rozwigzan przechowywania zgromadzonych zasobow ro$lin uprawnych, ktére pdzniej
mozna bez obaw zastosowa¢ W przechowywanie aktualnie istniejacej kolekcji (Brown,
1995, 1999). Ze wzgledu na mniejsza liczebnos$¢ obiektdéw w kolekcjach podstawowych,
realna jest wszechstronna ocena zmiennosci genetycznej, ktora jest posrednio takze oceng
kolekcji wyjsciowej (Brown, 1995, 1999; van Hintum i in., 2000). Ocena zmiennoS$ci
genetycznej obiektow w kolekcjach zasobow genowych powinna by¢ wykonywana na
podstawie dwdch podstawowych kryteridw, tj. cech fenotypowych oraz genetycznych,
przewaznie na poziomie markerow DNA lub markeréw biochemicznych (Schoen i Brown,
1993; Chavarriaga-Aguirre i in., 1999; van Hintum, 1999; Grenier i in., 2000a,b; van
Hintum i in., 2000; Balfourier in., 2007; Franco i in., 2005, 2006, 2010; Wang i in., 2006;
van de Wouw i in., 2010b; Pagnotta i in., 2011).

Ocena zmiennosci genetycznej pod wzgledem cech fenotypowych (nazywana czasami
zmienno$cig fenotypowa — Jahufer i in., 1997; Casler i van Santen, 2000; Upadhyaya i
in., 2003, 2007 a; Ntundu i in., 2006; Badea i in., 2008) w kolekcjach roslinnych zasobow
genowych powinna obejmowaé wazne iloSciowe rolnicze oraz biologiczne cechy
rozpatrywanego gatunku. Taka ocena obiektéw zgromadzonych w kolekcji jest przepro-
wadzana zazwyczaj na podstawie danych z polowych obserwacji cech w czasie wegetacji
(Hartung, 2006). Jednakze, aby ocena zmienno$ci genotypowej dla iloSciowych cech
agronomicznych byta wiarygodna na potrzeby rolnictwa, powinna by¢ przeprowadzona w
wielu srodowiskach oraz powtorzona w latach (Franco i in., 1999, 2003; Upadhyaya i in.,
2007 a,b; Gowda i in., 2011). Jest to mozliwe tylko dla mniejszej liczby obiektéw
zwlaszcza tych nalezacych do kolekcji podstawowe;j.

Zmienno$¢ genetyczna na poziomie markerow DNA jest oceniana za pomoca rdznych,
coraz to nowszych, technik inzynierii genetycznej (Chavarriaga-Aguirre i in., 1999,
Kolliker i in. 1999; Ghamkhar i in., 2005; Hao i in., 2006; Franco i in., 2006; Balfourier i
in., 2007; Badea i in., 2008; Peng i in., 2008; Zeng i in., 2008; van de Wouw i in., 2010 b;
Xie i in., 2010; Olukolu i in., 2011). Stosowane sg takze zintegrowane podejscia
metodyczne do oceny roznorodno$ci zasobow genowych, ktore uwzgledniaja tacznie
fenotypowe deskryptory jakosciowych i ilosciowych cech morfologicznych oraz
agronomicznych, a takze markery DNA dobrze reprezentujace genom danego gatunku
ro$lin (Franco i in., 2001; Wang in., 2006; Badea i in., 2008; Olukolu i in., 2011). Sa one
najbardziej skuteczne przy wnioskowaniu o przydatnosci zasobow genowych do
programéw hodowlanych (Franco i in., 2010; van de Wouw i in., 2010b; Pagnotta i in.,
2011). Taka wielostronna ocena réznorodnosci i charakterystyka jest w pelni wykonalna
zarowno pod wzgledem finansowym jak i organizacyjnym, tylko na ograniczonej liczbie
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obiektéw w kolekcji podstawowej. Obiekty zgromadzone w kolekcjach podstawowych
powinny by¢ najpierw oceniane za pomocg nowoczesnych technik inzynierii genetycznej,
ktore sg czgsto bardzo kosztowne i czasochtonne, a wigc trudne do wykonania dla duzej
kolekcji zasobdw genowych rozpatrywanego gatunku.

Oceng roznorodnosci genetycznej pod wzglgdem markerdw DNA lub biochemicznych
wykonano miedzy innymi w kolekcji podstawowej sorga cukrowego (Sorghum bicolor (L.)
Moench) — (Grenier i in., 2000b), koniczyny Igkowej (Trifolium pratense L.) —
(Mosjidis i Klingler 2006), pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) — (Hao i in., 2006;
Balfourier i in. ,2007) oraz manioku jadalnego (Manihot esculenta Crantz) —
(Chavarriaga-Aguirre i in., 1999). Natomiast ocen¢ réznorodnosci genetycznej pod
wzgledem cech fenotypowych wykonano w wielu kolekcjach podstawowych, migdzy
innymi w kolekcji podstawowej koniczyny biatej (Trifolium repens L.) — (Jahufer i in.,
1997), sorga cukrowego (Sorghum bicolor (L.) Moench) — (Grenier i in., 2000 a,
Upadhyaya i in., 2010), orzecha ziemnego (Arachis hypogaea L.) — (Upadhyaya i in.
2003), kapusty warzywnej (Brassica oleracea L.) — (Santos i Dias, 2004), zycicy trwalej
(Lolium perenne L.) — (Schmidt 2005a,b), nikli indyjskiej (Cajanus cajan (L.) Millsp.) —
(Upadhyaya i in., 2007 a), ciecierzycy pospolitej (Cicer arietinum L.) — (Upadhyaya i in.
2007 b) oraz melona (Cucumis melo L.) — (Luan i in., 2008).

Wyniki oceny réznorodnosci genotypowej na poziomie fenotypowym i markerow
genowych w kolekcjach podstawowych powinny by¢ tatwo dostepne dla hodowcow i
innych zainteresowanych badaczy. W tym celu tworzy si¢ internetowe bazy danych,
dostepne dla zainteresowanych specjalistow. Znakomitym przykladem sa bazy danych
ICRISAT (ang. The International Crops Research Institute for the Semi-Arid-Tropics) dla
utworzonych w tym instytucie kolekcji podstawowych oraz mini kolekcji podstawowych.
Sg one ogdlnodostepne pod adresem http://www.icrisat.org/gene-bank-activities.htm
(weryfikacja 25.04.2012). W tych bazach danych, oprocz podstawowych informacji o
obiektach w kolekcjach podstawowych (dane paszportowe, pochodzenie geograficzne,
kwalifikacja systematyczna, itp., prezentowane sa takze wyniki oceny réznorodnosci cech
fenotypowych, wykonanej na podstawie polowych doswiadczen lub badan obserwa-
cyjnych oraz wyniki oceny roznorodno$ci genotypowej za pomoca markerow molekular-
nych DNA (Upadhyaya i Ortiz, 2001; Upadhyaya i in., 2002; Upadhyaya i in., 2007a;
Upadhyaya i in., 2007b; Gowda i in., 2011). Podobne bazy danych utworzono dla wielkiej
kolekcji zasobdéw genowych roslin straczkowych w ICARDA (Robertson i in. 1996).

Utworzenie kolekcji podstawowej moze znaczgco przyczyni¢ si¢ do zwickszenia
stopnia wykorzystania zasobdéw genowych (Frankel i Brown, 1984; Robertson i in., 1996;
van Hintum, 2000; Upadhyaya i Ortiz, 2001; Gowda i in., 2011). Ograniczona liczba
obiektow, jaka znajduje si¢ w kolekcji podstawowej, moze by¢ efektywnie przebadana pod
wzgledem ich adaptacji do docelowych warunkow srodowiskowych (Brown 1995; van
Hintum, 2000; Upadhyaya i Ortiz, 2001; Upadhyaya i in., 2007 a,b; Gowda i in., 2011).
Hodowca moze wlaczy¢ do swojego programu wigkszos¢ obiektow z kolekcji
podstawowej, co nie byto by mozliwe z obiektami znajdujacymi si¢ w kolekcji wyjsciowe;.
Hodowcy oraz inni badacze maja znacznie wicksze utatwienie w poszukiwaniu informacji
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o obiektach w kolekcji podstawowej, niz w duzej kolekcji wyjsciowej, a takze tatwiej jest
wybra¢ do swoich potrzeb hodowlanych obiekty wszechstronnie scharakteryzowane i
ocenione (Robertson i in. 1996; van de Wouw i in. 2010 a; Upadhyaya i in., 2007 b, 2009,
2011 c).

Swiatowy plan dziatania na rzecz zachowania i zréwnowazonego wykorzystania
ro$linnych zasobéw genowych (FAO, 1996) zaleca tworzenie kolekcji podstawowych jako
jednego z gléwnych dziatan, majacych na celu bardziej efektywne wykorzystanie
zgromadzonych 1 stale poszerzanych bankow genow. Kolekcje podstawowe zostaty
zaakceptowane jako efektywne narzedzie zabezpieczenia oraz wykorzystania zgroma-
dzonej réznorodnosci biologicznej. Plan postuluje, aby w pierwszej kolejno$ci tworzy¢
kolekcje podstawowe dla gatunkow roslin uprawnych o duzym znaczeniu gospodarczym i
przyrodniczym dla regionu, kraju czy $wiata. Informacje o istniejagcych i nowo powstatych
kolekcjach podstawowych powinny by¢ intensywnie rozpowszechniane wsrod kuratorow,
hodowcow oraz innych potencjalnych uzytkownikow. Dla realizacji planow ochrony
zasobow genowych w poszczeg6lnych krajach lub w obrebie gatunkdéw roslin uprawnych,
powinny zosta¢ zapewnione zroéznych zréodet migdzynarodowych, panstwowych i
prywatnych, odpowiednie $rodki finansowe oraz wsparcie techniczne.

W celu upowszechnienia wiedzy i informacji o kolekcjach podstawowych wsrod
naukowcow i kuratorow kolekcji zasobéw genowych roslin uprawnych, Mi¢dzynarodowy
Instytut Roslinnych Zasobow Genowych (ang. International Plant Genetic Resources
Institute), a dzisiejszy Bioversity International (agenda FAO) opracowal odpowiedni
biuletyn techniczny (van Hintum i in., 2000). Opracowanie to przedstawia Owczesng
wiedze 1 do$wiadczenia z zakresu tworzenia, zarzadzania oraz wykorzystania kolekcji
podstawowych w obrgbie roslinnych bankow genow. Biuletyn prezentuje powszechnie
stosowane procedury, metody i techniki stosowane do tworzenia kolekcji podstawowych,
stanowigc pewnego rodzaju wytyczne i instrukcje dla osdb odpowiedzialnych za
zarzadzanie istniejagcymi kolekcjami.

Kolekcje podstawowe beda zawsze znacznie mniej liczne niz kolekcje wyjsciowe,
z ktorych zostaly one wylonione. Wielkos¢ (liczebnos$¢) kolekcji podstawowej jest
okreslana przez frakcje proby, czyli procent obiektow, ktore z kolekcji wyjsciowej zostang
wlaczone do kolekcji podstawowej. Nie ma jednoznacznych norm dla wartosci frakcji
proby, ktora bytaby uznana za optymalnag dla wigkszosci kolekcji roslinnych zasobow
genowych. Brown (1989 b) zaproponowat, aby kolekcje podstawowe nie przekraczaty
10% kolekcji wyjsciowej, a ich liczebno$¢ nie przekraczata 2000 obiektow. Bylo by
odwrotnym do zamierzonego celu, gdyby kolekcja podstawowa przekraczata te warto$ci
dla frakcji oraz liczebnosci obiektéw — zbyt duza kolekcja podstawowa moglaby by¢
narazona na te same problemy i trudnosci, co kolekcja wyjsciowa (Brown, 1995; Brown i
Spillane, 1999). Frakcja wigkszosci utworzonych kolekcji podstawowych miesci si¢ w
zakresie od 5 do 20% obiektow z kolekcji wyjsciowej (Brown, 1989 a; Brown i Spillane,
1999; van Hintum, 1999; van Hintum i in., 2000; Franco i in., 2005, 2006). Z kolekcji
zasobow genowych liczgcych setki obiektow utworzono kolekcje podstawowe,
nieprzekraczajace 25% frakcji proby, natomiast z kolekcji wyjsciowych, liczacych tysigce
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obiektow powstaty kolekcje podstawowe nie przekraczajace 5% frakcji proby (Brown,
1995; Brown i Spillane, 1999).

Upadhyaya i Ortiz (2001) zaproponowali tworzenie jeszcze bardziej zredukowanych
kolekcji podstawowych z juz utworzonych kolekcji podstawowych, zwanych mini
kolekcjami podstawowych (ang. mini core collections). Kolekcje tego typu radykalnie
ograniczaja liczb¢ obiektow, ale jednocze$nie zachowuja wickszo§¢ roznorodnosci
genetycznej kolekcji wyjsciowej danego gatunku. Dotychczas powstate mini kolekcje
podstawowe zawieraja najczesciej okoto 1% obiektow w kolekcji wyjsciowej. Powstaty
one migedzy innymi dla zasobéw genowych ciecierzycy pospolitej (Cicer arietinum L.) —
(Upadhyaya i Ortiz, 2001), sorga cukrowego (Sorghum bicolor (L.) Moench) —
(Upadhyaya i in. 2009), rosplenicy pertowej (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) —
(Upadhyaya i in. 2011c) oraz orzecha ziemnego (Arachis hypogaea L.) — (Upadhyaya i
in. 2002; Holbrook i Dong, 2005).

Dotychczas kolekcje podstawowe utworzono w obrebie krajowych lub migdzy-
narodowych kolekcji wyjsciowych dla wielu waznych gospodarczo roslin uprawnych o
znaczeniu regionalnym lub $wiatowym (van Hintum, 2000; FAO, 2010). W drugim
raporcic FAO o zasobach genowych na $wiecie (FAO 2010) podkreslono znaczenie
kolekcji podstawowych dla poprawy efektywnos$ci i skutecznosci oceny réznorodnosci
biologicznej oraz dla efektywniejszego wykorzystania zgromadzonych zasobéw. Wiele
krajow oraz instytucji migdzynarodowych utworzylo kolekcje podstawowe w obrgbie
swoich zasobow genowych lub planuja one utworzenie kolekcji podstawowych w
najblizszym czasie. W wymienionym raporcie FAO zachgca si¢ takze do tworzenia
kolekcji podstawowej z kolekcji wyjsciowej, stanowigcej zbior wszystkich zasobdéw
genowych danego gatunku ros$lin uprawnych, zgromadzonych na $wiecie (FAO, 2010).

Jak dotychczas, w obregbie roslinnych kolekcji zasobow genowych prowadzonych
w Polsce, powstata jedna kolekcja podstawowa dla zycicy trwatej (Lolium perenne L.)
z kolekcji zasoboéw genowych tego gatunku, zgromadzonej w Ogrodzie Botanicznym
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Bydgoszczy (Schmidt, 2005 a, 2005 b).
Prowadzone sg takze prace nad utworzeniem kolekcji podstawowej dla pszenzyta jarego
(xTriticosecale Wittm.) w Instytucie Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ro$lin
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie (Kociuba i in., 2010; Studnicki i in., 2010 a,
2010 b). Trwaja takze zawansowane prace przygotowawcze do tworzenia kolekcji
podstawowych innych gatunkow roslin uprawnych, ktore sa koordynowane przez Krajowe
Centrum Roslinnych Zasobow Genowych IHAR (Bulinska-Radomska i in., 2008 oraz dane
niepublikowane uzyskane od autorki).

Badacze przystepujacy do tworzenia kolekcji podstawowej musza podjaé trzy
fundamentalne decyzje. Pierwsza z nich jest okreslenie wielkosci kolekcji podstawowej,
jako frakcji proby z kolekcji wyjsciowej. Druga decyzja dotyczy wyboru kryterium
(obserwowalnych zmiennych genetycznych lub fenotypowych) do oceny genetycznej
roéznorodnos$ci obiektow w kolekcji wyjsciowej. Trzecia decyzja dotyczy wyboru (lub
opracowania oryginalnej) statystycznej metody pobierania préby z kolekcji wyjsciowej
(van Hintum i in., 2000; Ghamkhar i in. 2008; van de Wouw i in., 2010 b).
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Metody pobierania préby do tworzenia kolekcji podstawowych

Wiekszo$¢ dotychczas opracowanych metod wyboru kolekcji podstawowych korzysta
z teorii metody reprezentacyjnej (ang. sampling method) — (Neyman 1934; Cochran 1977;
Thompson, 2002). Opracowano wiele metod (technik) pobierania proby, stuzacych do
tworzenia kolekcji podstawowych z juz istniejacych kolekcji roslinnych zasobow
genowych. Metody pobierania proby, wykorzystywane do tworzenia kolekcji podsta-
wowej, mozna podzieli¢ na dwie podstawowe grupy, tj. (a) metoda catkowicie losowego
wyboru proby (wybdr proby losowej, czyli proby prostej) — (ang. simple random
sampling) oraz (b) metody wyboru préby warstwowej (ang. stratified sampling methods)
(Brown, 1989 b; Spagnoletti-Zeuli i Qualset 1993; Hu i in. 2000; van Hintum i in., 2000;
Franco i in., 2005, 2006).

Metoda catkowicie losowego wyboru proby jest najprostszym sposobem tworzenia
kolekcji podstawowej. Stosujac tablice liczb losowych lub generatory liczb losowych (ang.
random number generator) losujemy bez zwracania numery przypisane obiektom (ang.
accession numbers) w kolekcji wyjsciowej, ktore zostang wilaczone do kolekceji
podstawowej (van Hintum, 1999; van Hintum i in., 2000). Metoda opisana powyzej nie
wymaga przeprowadzenia wczesniej oceny zmienno$ci genetycznej obiektéw, zgroma-
dzonych w kolekcji wyjsciowej. Obiekty w kolekcji wyjSciowej maja rowne Szanse
znalezienia si¢ w kolekcji podstawowej, tzn. obiekty wybierane sa do kolekcji podsta-
wowej z takim samym prawdopodobienstwem, niezaleznie od rdéznorodnos$ci obiektow.
Metody te nie wymagaja od kuratora specjalistycznej wiedzy merytorycznej o strukturze
roznorodno$ci genetycznej oraz geograficznej w kolekcji wyjsciowej oraz uzycia
skomplikowanych narzedzi statystycznych i informatycznych (van Hintum, 2000).

Metody wyboru préby warstwowej, stosowane przy tworzeniu kolekcji podstawowej,
polegaja w pierwszej kolejnosci na podziale obiektow w kolekcji wyjSciowej na grupy
jednorodne (warstwy) pod wzglgdem okreslonych kryteriow. Jako kryteria podziatu
obiektow na warstwy stosowane sg dane ekologiczno-geograficzne dla obiektow (Malosetti
i Abadie, 2001; Chandra i in., 2002; Logozzo i in., 2007; Balfourier i in., 2007; Ghamkhar
i in., 2008), odleglosci genetyczne miedzy obiektami na podstawie ich wartosci
genotypowych dla fenotypowych cech ilosciowych (van Raamsdonk i Wijnker, 2000;
Crossa i Franco, 2004; Franco i in., 2005; Mahalakshmi i in., 2007; Khan i in., 2009) lub
skategoryzowanych (Upadhyaya, 2003; Dwivedi i in., 2005; Upadhyayai in., 2006 b), albo
tez odlegtosci genetyczne migdzy obiektami na podstawie ich izoenzymoéw lub markerow
molekularnych DNA, wybranych dla genomu rozpatrywanego gatunku (McKhann i in.,
2004; Ronfort i in., 2006; Franco i in., 2006; Balfourier i in., 2007). Nastgpnie, z kazdej
warstwy wybierana jest losowo lub metodycznie (quasi-losowo) okreslona liczba obiektow
do kolekcji podstawowej (van Hintum i in., 2000; Franco i in., 2005, 2006; Ghamkhar i in.,
2008).

POBIERANIE PROBY WARSTWOWEJ DO TWORZENIA KOLEKCJI PODSTAWOWE]

Wigkszos¢ ze stosowanych metod pobierania proby do tworzenia kolekcji podsta-
wowych wykorzystuje koncepcje proby warstwowej oraz jej modyfikacje (Harch i in.,
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1995; van Hintum i in., 2000; Franco i in., 2005, 2006; Ghamkhar i in., 2008). Podstawy
teorii proby warstwowej stworzylt profesor Jerzy Sptawa-Neyman w latach trzydziestych
XX wieku (Neyman 1934; Franco i in. 2005, 2006). Metody pobierania proby warstwowej
sa kombinacjami okreslonych metod w obrebie kazdej z trzech nizej zaprezentowanych
rodzajow procedur (technik) statystycznych (van Hintum, 1999; van Hintum i in., 2000; Li
i in., 2004; Liu i in., 2009):

— warstwowanie (grupowanie) obiektow w kolekcji wyjsciowe;,

— alokacja obiektow, czyli okreslenie liczb wybieranych obiektow z kazdej warstwy,

— wybdr obiektéw z poszczegdlnych warstw.

Warstwowanie obiektéw w kolekcji wyjsciowej

W trakcie pobierania préby warstwowej do tworzenia kolekcji podstawowej
W pierwszej kolejnosci przeprowadzane jest warstwowanie obiektow w kolekcji wyjscio-
wej. Warstwowanie obiektow mozna przeprowadzié, zarowno za pomocg metod sta-
tystycznych, jak i bez ich udziatu. Niektore kolekcje podstawowe zostaly utworzone
metodami proby warstwowej, w ktorych warstwowanie obiektow w kolekcji wyjsciowej
przeprowadzono na podstawie odpowiednich, merytorycznych kryteribw a priori,
z wykluczeniem zastosowania metod statystycznych. W celu utworzenia kolekcji podsta-
wowej fasoli zwyczajnej (Phaseolus vulgaris L.) z kolekcji tego gatunku, prowadzonej na
Potwyspie Iberyjskim, obiekty pogrupowano pod wzgledem typoéw nasion (Rodino i in.,
2003). W trakcie tworzenia kolekcji podstawowej sorga cukrowego (Sorghum bicolor (L.)
Moench) w celu podzialu kolekcji wyjsciowej na warstwy wykonano klasyfikacje
obiektow wedtug kryteriow taksonomicznych (Grenier i in., 2000 a). Czgsto spotykanym
sposobem warstwowania obiektow w kolekcji wyjsciowej jest ich podziat wzgledem kraju
pochodzenia, czy tez wedtug regionu pochodzenia obiektow (Spagnoletti Zeuli i Qualset,
1993; Malosetti i Abadie, 2001; Chandra i in., 2002; Upadhyaya i in., 2009; Logozzo i in.,
2007). W pracy Li i in. (2002) zaproponowano kilka sposobow grupowania obiektow bez
uzycia metod statystycznych przy tworzeniu kolekcji podstawowej lokalnych odmian ryzu
z prowincji Yunnan. Wykonano warstwowanie obiektdw na podstawie ich barwy ziaren
oraz pochodzenia geograficznego.

Do podziatu obiektow z kolekcji wyjSciowej za pomocg metod statystycznych, stosuje
si¢ analize¢ skupien (ang. cluster analysis), wykonywana za pomocg réznych algorytmow
aglomeracji (Crossa i in., 1995; van Hintum i in., 2000; Crossa i Franco, 2004). Przed
przystapieniem do analizy skupien nalezy okresli¢ odlegloéci genetyczne (ang. genetic
distance) pomiedzy obiektami, ktore stanowig miar¢ ich wzajemnego niepodobienstwa
genetycznego (Krzanowski, 1988; Johnson i Wichern, 2002; Mohammadi i Prasanna,
2003; Reif i in., 2005). Analiza skupien pozwala na grupowanie obiektow podobnych
genetycznie do siebie w grupy (warstwy) w taki sposob, aby odleglosci genetyczne migdzy
obiektami w réznych warstwach byly mozliwie jak najwieksze, a odleglosci miedzy
obiektami nalezacymi do tej samej grupy byty minimalne (Krzanowski, 1988; Johnson i
Wichern, 2002; Mohammadi i Prasanna, 2003; Crossa i Franco, 2004; Franco i in., 2005,
2006). Analize skupien obiektow w kolekcji wyjsciowej mozna przeprowadzi¢ na
podstawie odleglosci genetycznych dla wartosci cech fenotypowych (Jahufer i in., 1997;
Franco i in., 1998; Casler i van Santen, 2000; Upadhyaya i in., 2003, 2007 a; Ntundu i in.,

140


http://www.springerlink.com/content/?Author=W.+H.+Ntundu

Marcin Studnicki ...

2006), markerow DNA, izoenzymdw (Ghamkhar i in., 2005; Franco i in. 2006; Balfourier
in., 2007; Xie i in., 2010) lub tgcznych danych z obu wymienionych odlegtosci (Badea i
in., 2008; Francoi in., 2010; van de Wouw i in., 2010 b; Olukolu i in., 2011; Pagnottai in.,
2011). W analizie skupien obiektow w kolekcjach zasobow genowych stosuje si¢ roézne
rodzaje odlegtosci (Reif i in., 2005). Dla danych z obserwacji markerow molekularnych
DNA stosowane sg przewaznie odlegtosci Nei’a lub Jaccarda (Mohammadi i Prasanna,
2003; Reif i in., 2005). Franco i in. (2006) do klasyfikacji obiektow w kolekcji wyjsciowej
na podstawie markerow molekularnych DNA, zastosowali dwie inne odlegltosci,
tj. zmodyfikowana odlegtos¢ Rogera (Mosjidis i Klingler, 2006) oraz odlegtos¢ Cavalli-
Sforza. Natomiast, w analizie skupien obiektoéw w kolekcjach zasobow genowych, kiedy
roznorodno$¢ genetyczng ocenia si¢ za pomoca eksperymentalnych danych dla cech
fenotypowych, stosowana jest przede wszystkim odlegtos¢ Euklidesowa lub kwadrat tej
odlegtosci (Diwan i in., 1995; van Hintum i in., 2000; Crossa i Franco, 2004; Mahalakshmi
i in., 2007; Khaniin., 2009), albo tez odlegto$¢ Mahalonobisa (Hu i in., 2000; Li i in. 2004;
Xuiin., 2006). Natomiast, przy klasyfikacji kolekcji, scharakteryzowanych genetycznie za
pomoca fenotypowych cech skategoryzowanych (jakosciowych) i ilosciowych, zaleca si¢
zwykle stosowanie odlegtosci Gowera (Gower, 1971; Crossa i Franco 2004; Franco i in.
2005, 2006, 2010).

Metody pobierania proby warstwowej przy tworzeniu Kkolekcji podstawowej
uwzgledniajg najczgsciej dwie metody analizy skupien, tj. metode UPGMA
(ang. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) i metode Warda (van Hintum
i in., 2000; Mohammadi i Prasanna 2003; Franco i in., 2006).

Metoda UPGMA, zwana po polsku metoda $rednich odlegto$ci migdzy obiektami
w skupieniach, jest hierarchiczng technika analizy skupien. Jest ona jedng z najprostszych
metod analizy skupien, powszechnie stosowana w trakcie tworzenia drzewek filogene-
tycznych 1 jest cze$cig wielu narzgdzi taksonomicznych, genetycznych i bioinforma-
tycznych. Metoda ta okresla odleglos¢ miedzy dwiema grupami, jako $rednig odleglosé
pomiedzy wszystkimi parami obiektow nalezacych do rozpatrywanych grup (Johnson i
Wichern, 2002). Chavarriaga-Aguirre (1999), Mosjidis i in. (2006), Hao i in. (2006), Luan
i in. (2008), Escribano i in. (2008); Ghamkhar i in.(2008) oraz Khan i in. (2009) zastosowali
w trakcie tworzenia kolekcji podstawowych metode UPGMA do warstwowania obiektow
w kolekcjach wyjsciowych.

W metodzie Warda (1963) w czasie aglomeracji wykorzystywane jest podejscie analizy
wariancji do oszacowania odleglo$ci migdzy grupami (skupieniami). Jest ono oparte na
minimalizacji wariancji wewnatrzgrupowej, liczonej przez sume¢ kwadratow odchylen od
srednich w grupach (ang. error sum of squares — ESS). W kazdym kroku aglomeracji
obiektow za pomocg metody Warda nastepuje potaczenie (fuzja) takich dwdch grup, ktore
tworza nowa grupe, posiadaja najnizsza warto$¢ sumy kwadratow odchylen sposrod
wszystkich mozliwych do utworzenia grup. To znaczy, ze metoda Warda polega na takiej
fuzji skupien na kazdym kroku aglomeracji, ktora zapewnia najmniejszy przyrost wariancji
wewnatrzgrupowej. Ta metoda odznacza si¢ wtasnoscig podziatu obiektéw na duzg liczbe
grup o matlej liczebno$ci, a powstate grupy sa jednorodne i majg zblizong liczebnosé
(Crossa i Franco, 2004). Upadhyaya i Ortiz (2001), Upadhyaya i in. (2002), Dwivedi i in.

141


http://www.springerlink.com/content/?Author=Bode+A.+Olukolu

Marcin Studnicki ...

(2005), Holbrook i Dong (2005), Amalraj i in. (2006), Mahalakshmi i in. (2007),
Upadhyaya i in. (2007a,b, 2009) zastosowali metode Warda do grupowania obiektdw w
kolekcji wyjsciowej zasobow genowych roslin uprawnych przy pobieraniu proby
stanowigcej kolekcje podstawowa. Franco i in. (1998, 1999, 2005, 2010) opracowali
zmodyfikowana metod¢ Warda (ang. Ward-Modified Location Method, Ward-MLM) i
zastosowali jg do warstwowania kolekcji wyj$ciowej. Metoda ta umozliwia wykorzystanie
obserwacji fenotypowych zarowno dla cech ilo§ciowych, jak i jakosciowych, albo wspdlne
obserwacje cech fenotypowych, markerdw molekularnych i (lub) izoenzymdw (Franco i
in., 1998; Crossa i Franco, 2004). Do warstwowania obiektow w trakcie tworzenia kolekcji
podstawowej, stosowano takze metode niehierarchicznej analizy skupien, zwang metoda
k-$rednich (ang. k-means method) — (Grenier i in. 2001, Johnson i Wichern, 2002; Zewie
i in., 2004; Amalraj i in., 2006). Charmet i Balfourier (1995) zastosowali geostatystyczna
metod¢ (geographic contiguity constraint) podziatu obiektow na warstwy w kolekcji
wyjsciowej zycicy trwatej (Lolium perenne L.).

Alokacja obiektow

Po okre$leniu warstw (grup) wyznaczonych za pomocg analizy skupien w kolekcji
wyj$ciowej, drugim etapem pobierania proby warstwowej jest okre$lenie liczby obiektow
z poszczegolnych warstw, przekazywanych do kolekcji podstawowej. Liczby te okresla si¢
za pomocg wybranej metody alokacji obiektow (ang. allocation methods). Metody te
stanowig drugi rodzaj technik (procedur) statystycznych, sktadajacych si¢ na metody
pobierania proby warstwowej. Opracowano wiele metod alokacji obiektow, ktére mozna
podzieli¢ na trzy nastgpujace grupy (Cochran, 1977; Brown, 1989 a,b; van Hintum i in.,
2000; Franco i in., 2005):

— metody alokacji oparte na liczebnosci obiektow w warstwach,
— metody alokacji oparte na ocenie roznorodno$ci genetycznej obiektow w warstwach,
— metody alokacji oparte na subiektywnej ocenie i decyzji kuratora kolekgcji.

Metody alokacji oparte na liczebnoSci obiektéow w warstwach

W tych metodach liczba obiektow, ktore przechodza do kolekcji podstawowej
z poszczegolnych grup (warstw) kolekcji wyjsciowej jest uzalezniona od liczebnosci tych
warstw. Brown (1989 a,b) zaproponowat 3 metody alokacji obiektow, oparte na liczeb-
nos$ci warstw, tj. alokacja stalej liczby obiektow z warstw, alokacja liczby obiektow
z warstw proporcjonalnej do ich liczebnosci w warstwach (alokacja proporcjonalna),
alokacja proporcjonalno-logarytmiczna. Sg to jedne z najcze$ciej stosowanych metod
alokacji obiektow do tworzenia kolekcji podstawowych z wykorzystaniem metod
pobierania préby warstwowej (van Hintum, 2000; Franco i in., 2005; van de Wouw i in.,
2010 b).

Alokacja stalej liczby obiektow z warstw w prosty sposob okresla liczbg obiektow,
otrzymywana w postaci ilorazu liczby obiektow, ktore muszg znalez¢é si¢ w kolekcji
podstawowej (wynikajace z frakcji proby) oraz liczby wyrdznionych warstw. Stata liczba
obiektow z warstw nie powinna przekracza¢ liczebnos$ci najmniej licznej grupy. Mozna ja
wyznaczy¢ za pomocg nastepujacego wzoru:
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gdzie: n okresla liczebnos$¢ obiektow, ktore zostang przekazane do kolekcji podstawo-
wej, g jest liczba warstw wyznaczonych za pomocg analizy skupien lub innych kryteriow.

Liczba obiektow wybieranych z warstwy w metodzie alokacji proporcjonalnej jest
wyznaczana za pomocg nastepujacej formuty:

Pro Nt

NG~ =NXx—
2N,
t=1

gdzie: N; okresla liczebno$¢ obiektéw sklasyfikowanych w t-tej warstwie.

W alokacji proporcjonalno-logarytmicznej liczba obiektéw przechodzacych do kolekcji
podstawowej z warstwy jest proporcjonalna do logarytmu z liczebnosci danej warstwy i
wyraza si¢ nastepujaco:

Log
t

log(N,)
> log(N,)

Chandra i in. (2002) zaproponowali metod¢ pierwiastkowej alokacji obiektow (ang.
square root allocation). Liczba obiektow z t-tej warstwy, ktore zostaja przekazane do
kolekcji podstawowej jest proporcjonalna do pierwiastka z liczebnos$ci danej warstwy i jest
wyrazona za pomocg nast¢pujacej formuty:

[¢)
2N,
t=1

Kazda z zaprezentowanych wyzej metod alokacji obiektow daje odmienne wyniki przy
tworzeniu kolekcji podstawowych. Metoda alokacji proporcjonalno-logarytmicznej w
poréwnaniu do alokacji proporcjonalnej preferuje warstwy 0 mniejszej liczebnoSci.
Stosujagc metodg¢ proporcjonalno-logarytmiczng z warstw o mniejszej liczebnosci do
kolekcji podstawowej przekazanych zostanie wigcej obiektow, niz przy uzyciu metody
proporcjonalnej. Natomiast z warstw bardzo licznych w trakcie pobierania proby z zasto-
sowaniem metody proporcjonalno-logarytmicznej przejdzie do kolekcji podstawowej
stosunkowo mniej obiektow, w poréwnaniu do zastosowania alokacji proporcjonalnej
(Brown, 1989 b; van Hintum, 2000).

Metody alokacji oparte na ocenie roéznorodnoSci genetycznej obiektéw

w warstwach

Metody te opierajg si¢ na ocenie roznorodnosci genetycznej na podstawie obserwacji
zaréwno markero6w DNA, jak cech fenotypowych pomig¢dzy obiektami w poszczeg6lnych
warstwach. Z warstw charakteryzujacych si¢ relatywnie duza réznorodnoscia obiektow,
metody te pobieraja do kolekcji podstawowej wigcej obiektow, niz z warstw
charakteryzujacych si¢ mniejsza réznorodnoscia. Dotychczas opracowano kilka metod

n =Nnx

n
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alokacji opartych na ocenie roznorodno$ci genetycznej obiektow w poszczegoélnych
warstwach.

Typowymi metodami alokacji obiektow z kolekcji wyjsciowych, ocenianych za pomoca
markeréw DNA oraz izoenzymow jest strategia H (van Hintum, 2000). Strategia H alokacji
obiektow wykorzystuje wskaznik roéznorodnosci genetycznej h, ktéry mozna obliczy¢
dzieki dostarczeniu szacunkowych informacji o czgstosci alleli w poszczegdlnych loci.
Liczba obiektéw, ktore przechodza do kolekcji podstawowej zt-tej warstwy jest
proporcjonalna do wskaznika roéznorodno$ci genetycznej obiektow w tej warstwie, hy,
czyli:

. h

(=X
2N
t=1

Dla kolekcji wyjsciowej ocenionej za pomocg markerow DNA lub izoenzymow
wskaznikiem r6znorodnosci h jest najczgsciej indeks Nei (ang. Nei’s gene diversity index)
— (Nei, 1973; Reif i in., 2005). Strategie H alokacji obiektow mozna réwniez zastosowac
dla kolekcji wyjéciowych ocenionych za pomoca fenotypowych cech ilosciowych.
Mahajan i in. (1999) wskaznik r6znorodnosci genetycznej h zostat wyznaczony za pomoca
indeksu réznorodnosci H* Shannona-Weavera (Krebs, 1989).

Franco i in. (2005) zaproponowali 3 metody alokacji obiektéw (D1, D, oraz Ds),
w ktorych liczba obiektow przechodzacych do kolekcji podstawowej jest zalezna od
sredniej odlegtosci Gowera (Gower, 1971) pomigdzy obiektami w poszczeg6lnych
warstwach. Mozna stosowac takze inne odleglosci na podstawie danych pochodzacych
zarowno z obserwacji cech fenotypowych (ilosciowych i jakosciowych), jak i z obserwacji
przeprowadzonych za pomoca narzedzi inzynierii genetycznej (rézne typy markerow
DNA, izoenzymdw) (Reif i in., 2005). W metodzie D1 (Franco i in., 2005; Franco i in.,
2006) liczba obiektéw przekazanych do kolekcji podstawowej z danej warstwy jest
proporcjonalna do $redniej odlegtosci pomiedzy obiektami w warstwie, czyli:

D. dt

N>t =nx—
2.d
t=1

gdzie: d: jest srednig warto$cig odleglosci pomigdzy obiektami w t-tej warstwie.

W metodzie D; liczba obiektdw przekazanych do kolekcji podstawowej z warstwy jest
proporcjonalna do iloczynu liczebnosci grupy i sredniej odlegtos$ci pomigdzy obiektami w
warstwie, czyli:

N, xd,

zg: N, xd,
t=1

Natomiast, w metodzie D3 liczba obiektéw przekazanych do kolekcji podstawowej z
warstwy jest proporcjonalna do iloczynu logarytmu liczebnoSci warstwy i $redniej
odleglosci pomigdzy obiektami w warstwie, czyli:
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ntD3 . glOQ(Nt) xd,
> log(N,) xd,
t=1

W pracy Franco i in. (2005) zastosowano odlegto$¢ Gowera dla cech fenotypowych
ilosciowych i jako$ciowych przy warstwowaniu wyjsciowej kolekcji zasobéw genowych
kukurydzy zwyczajnej (Zea mays L.). Natomiast, w pracy Franco i in. (2006) zastosowano
rozne odleglosci genetyczne oszacowane na podstawie markerow molekularnych DNA do
alokacji obiektow za pomoca metod D1, D2 i D3 przy tworzeniu kolekcji podstawowych w
obrebie zasobow genowych kukurydzy zwyczajne;.

Metody alokacji obiektow oparte na subiektywnej ocenie i decyzji kuratora

kolekgji

Subiektywne wyznaczenie liczby obiektow, ktore przechodza do kolekcji podstawowej
z kazdej warstwy odbywa si¢ na podstawie wiedzy zdobytej przez kuratora w trakcie
prowadzenia i zarzadzania kolekcjg zasobow genowych danego gatunku rosliny uprawne;j
(van Hintum i in., 2000). Po przeprowadzeniu alokacji obiektow opartej na wielko$ci czy
roznorodno$ci poszczegdlnych warstw, kurator subiektywnie moze zdecydowaé o
zwigkszeniu lub zmniejszeniu wyznaczonej liczby obiektow, ktore przechodza do kolekc;ji
podstawowej z warstw. Kurator moze zdecydowa¢ o zmniejszeniu liczby obiektow
przekazanych do kolekcji podstawowej z warstw posiadajagcych obiekty o matym
znaczeniu dla zachowania réznorodnosci genetycznej danego gatunku w banku gendow
lub/i 0 matym znaczeniu dla hodowli nowych odmian czy matej przydatnosci w badaniach
naukowych. Dla warstw ztozonych z obiektéw o duzym znaczeniu dla zachowania
réznorodnos$ci genetycznej gatunku w banku gendéw lub/i duzym znaczeniu w hodowli
ro$lin, kurator moze podjac¢ decyzj¢ o zwigkszeniu liczby alokowanych obiektow (Brown,
1995; van Hintum i in., 2000).

WYBOR OBIEKTOW Z POSZCZEGOLNYCH WARSTW

Ostatnig procedurg statystyczna stosowang w trakcie pobierania proby warstwowe;j jest
wybor alokowanej liczby obiektow z kazdej warstwy wyodrebnionej w kolekcji
wyjsciowej, ktore majg by¢é wlaczone do kolekcji podstawowej. Najprostszym oraz
najczesciej stosowang metoda (sposobem) wyboru obiektow z wyrdznionych warstw
kolekcji podstawowej jest wybor losowy (Cochran, 1977; Brown, 1989 a,b, 1995; van
Hintum, 1999; van Hintum i in., 2000; Ghamkhar i in., 2008). Losowy wybdr obiektow nie
wymaga wiedzy o réznorodnosci genetycznej obiektow w poszczegodlnych warstwach.

Kolejna metoda wyboru obiektow z warstw jest subiektywny, preferowany wybor
obiektdw przez kuratora kolekcji (Thompson, 2002). Kurator decyduje, czy dany obiekt
powinien znalez¢ si¢ w kolekcji podstawowej, a swoja decyzj¢ podejmuje na podstawie
roéznych przestanek (van Hintum, 2000; Ghamkhar i in. 2008; Chung i in., 2009). Na
przyktad, do kolekcji podstawowej kurator wybiera z warstw te obiekty, o ktdrych
zgromadzono wigcej informacji. Preferowane przez kuratora kolekcji zasobéw genowych
moga byc¢ te obiekty, ktore juz odegraty wczesniej wazna rolg w hodowli roslin, obiekty o
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duzej reputacji i popularne wsrdd badaczy i hodowcow. Kolejnym kryterium prefero-
wanego wyboru obiektow z warstw, stosowanym przez kuratorow jest dostepno$é
materiatu biologicznego.

W trakcie wyboru préby warstwowej do tworzenia kolekcji podstawowe;j stosuje si¢
takze inne metody wyboru obiektow z poszczegodlnych warstw. Metody te wymagaja
zgromadzenia mozliwie wszechstronnej informacji o réznorodnosci obiektow w kolekcji
wyjsciowej. Dla uzyskania takich informacji mozna przeprowadzi¢ dla kazdej warstwy
wielocechowa analiz¢ danych, na przykltad analize sktadowych gtéwnych, czy analizg
skupien. Crossa i in. (1995) zaproponowali podzial kazdej warstwy za pomocg analizy
skupien na takg liczbe podgrup (podwarstw), ktéra jest rowna liczbie obiektdw
alokowanych w warstwie, z przeznaczeniem ich do kolekcji podstawowej. Z kazdej tak
powstatej podwarstwy losowo wybierany jest jeden obiekt. Noirot i in. (1996)
zaproponowali metode wyboru obiektow z poszczegdlnych warstw opartg na warto$ciach
sktadowych gtownych (ang. principal component scoring, PCS). Jest to metoda iteracyjna,
maksymalizujaca warto$¢ uogolnionej sumy kwadratow (ang. generalized sum of square,
GSS), ktorej celem jest wybranie alokowanej liczby obiektow z kazdej warstwy w taki
Sposéb, aby charakteryzowaty si¢ one najwigkszg roznorodnoscig pod wzgledem wartosci
sktadowych glownych. Autorzy metody zastosowali ja do tworzenia kolekcji podstawowe;j
na podstawie sztucznych danych dla cech ilosciowych obiektow w kolekcji wyjsciowe;.
Stwierdzili oni skuteczno$¢ metody PCS w tworzeniu kolekcji podstawowej o duzym
stopniu reprezentatywnosci pod wzgledem roznorodno$ci genetycznej. Stosujac metode
PCS utworzono kolekcj¢ podstawowsa zasobow genowych trzciny cukrowej (Saccharum
officinarum L.), opierajac si¢ na zmiennosci cech ilosciowych w kolekcji wyjsciowej
(Balakrishnan i in., 2000) oraz sorga cukrowego (Sorghum bicolor (L.) Moench), opierajac
si¢ na zmiennos$ci markerow molekularnych w kolekcji wyjsciowej (Grenier i in., 2000 b).
Studnicki i in. (2009) zastosowal wartos$ci pierwszej zmiennej kanonicznej, wyznaczonej
dla obiektow w kolekcji wyjsciowej scharakteryzowanych za pomoca cech ilo$ciowych,
jako kryterium wyboru obiektéw z poszczego6lnych warstw. Do kolekcji podstawowej
wlaczono obiekty o skrajnych (maksymalnych iminimalnych) warto$ciach pierwszej
zmiennej kanonicznej.

MODYFIKACJE METOD PROBY WARSTWOWEJ DO TWORZENIA KOLEKCIJI
PODSTAWOWEJ

Do tworzenia kolekcji podstawowych nie stosuje si¢ wytgcznie metod wykorzystu-
jacych klasyczne podejscie proby warstwowej. Opracowano wiele metod tworzenia
kolekcji podstawowych, bedacych modyfikacjami metod pobierania proby warstwowe;.
Jedna z nich jest strategia M (ang. maximization strategy lub M-strategy), zaproponowana
przez Schoen i Brown (1993). Metoda ta pozwala wybraé¢ takie obiekty, aby kolekcja
podstawowa cechowata si¢ mozliwie maksymalng liczbg alleli w obrebie rozpatrywanych
loci dla markerow molekularnych. W iteracyjny sposob wyszukuje si¢ takiej kombinacji
obiektow, aby zmaksymalizowaé bogactwo alleli w nowo utworzonej kolekcji
podstawowe;j. Strategia M okresla liczbg obiektow z poszczegolnych warstw wybieranych
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do kolekcji podstawowej oraz wskazuje konkretnie te obiekty. Zatem, jest ona potaczeniem
zarowno metody alokacji obiektéw, jak i metody wyboru obiektéw z warstw do kolekcji
podstawowej. Strategia M jest najczeSciej stosowang metoda do tworzenia kolekcji
podstawowej na podstawie danych dla markeréw molekularnych u obiektow (Gouesnard i
in.,, 2001, 2005; Franco i in., 2006; Kim i in., 2007). Strategic M zastosowano z
powodzeniem przy tworzeniu wielu kolekcji podstawowych, migdzy innymi dla koniczyny
(Trifolium sp.) — (Ghamkhar i in., 2005), kukurydzy zwyczajnej (Zea mays L.) —
(Gouesnard i in., 2005; Franco i in., 2006), rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis
thaliana L.) — (McKhann i in., 2004; Ronfort i in., 2006) winorosli wlasciwej (Vitis
vinifera L.) — (Barnaud i in. 2006) oraz pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) —
(Balfourier i in., 2007). Zastosowano ta strategi¢ rowniez w celu utworzenia mini kolekcji
podstawowej dla kolekcji zasobow genowych ryzu siewnego (Oryza sativa L.) — (Agrama
i in., 2009; Zhang i in., 2011). Opracowano takze programy komputerowe, majace na celu
aplikacje strategii M do tworzenia kolekcji podstawowych. Pierwszym z nich jest program
MSTRAT (Gouesnard i in. 2001), aktualng wersje mozna za darmo pobrac ze strony autora
programu http://www.ensam.inra.fr/gap/MSTRAT/ (weryfikacja 25.04.2012). Kolejna
aplikacja do tworzenia kolekcji podstawowych, stosujacag strategiec M, jest program
PowerCore (Kim i in., 2007). Wykorzystuje on algorytm heurystycznego wyszukiwania
(ang. heuristic search algorithm) optymalnej kombinacji obiektow, ktore powinny znalez¢
sie¢ w kolekcji podstawowej. Jest to ten sam algorytm, ktory stosuje si¢ migdzy innymi do
rozwigzania problemu komiwojazera (ang. traveling salesman problem). Algorytmy tego
typu sg powszechnie stosowane w rdéznych narzedziach bioinformatycznych, na przyktad
do przeszukiwania i odnajdywania sekwencji aminokwasowych.

Kolejna metoda tworzenia kolekcji podstawowej, stanowigca modyfikacje warstwo-
wego pobierania préby, jest zaproponowana przez Jansena i van Hintuma (2007) metoda
pobierania proby obiektéw do kolekcji podstawowej oparta na odleglosciach genetycznych
(ang. genetic distance sampling). Pierwszym krokiem w tej metodzie jest wyznaczenie
macierzy odlegtosci genetycznych dla obiektow w kolekcji wyjsciowej. Pierwszy obiekt
jest wybierany losowo ze zbioru wszystkich obiektéw w kolekcji wyjsciowej. W kolejnym
etapie z kolekcji wyjSciowej eliminowane sa te obiekty, ktdérych odleglosci od obiektu
wybranego do kolekcji podstawowej sg mniejsze, niz pewna wartosci r. Z takiej okrojonej
listy obiektow wybierany jest losowo kolejny obiekt, operacja eliminacji obiektéw znowu
jest powtarzana. Obiekty z kolekcji wyjsciowej wybierane sa do kolekcji podstawowej
dotad, az zredukowany zbior obiektow w kolekcji wyjsciowej zostaje pusty. Wielkos¢
otrzymanej kolekcji podstawowej jest rozna w zaleznosci od wybranej warto$ci r. Im
mniejsza jest warto$¢ tego parametru, tym otrzymamy wicksza (liczniejsza) kolekcje
podstawowa. Zwigkszenie warto$ci I' przyczynia si¢ do ograniczenia wielkosci kolekcji
podstawowej. Wielko$¢ kolekcji podstawowe] przy zastosowaniu tej metody nie jest
powtarzalna; za kazdym razem, gdy ja zastosujemy mozemy otrzymaé kolekcje
podstawowa o r6znej liczebnosci, ale takze o roznym sktadzie obiektow. W celu eliminacji
tej niedogodnosci autorzy proponujg zastosowanie swojej metody dla kolekcji wyjsciowe;,
ktora wezesniej zostata poddana warstwowaniu. Zatem, dla kazdej warstwy wykonywana
jest osobno procedura opisana wyzej. Dzigki zastosowaniu proponowanej metody, z
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warstw 0 duzej wartosci przecigtnej] wewnatrzgrupowej odleglosci genetycznej,
wybieranych jest stosunkowo wiecej obiektow do kolekcji podstawowej, niz z warstw
charakteryzujacych si¢ matymi warto$ciami przecigtnej wewnatrzgrupowej odleglosci.

Metoda tworzenia kolekcji podstawowej zaproponowana przez Diwana i in. (1994) jest
kolejnag modyfikacja metod warstwowego wyboru proby. Modyfikacja ta polega na
powtoérnym warstwowaniu obiektow w kazdej warstwie wyroznionej w pierwszym Kroku.
Kazda warstwa jest dzielona na tyle grup (podwarstw), ile obiektow ma przejs¢ do kolekcji
podstawowe;j (ile wynosi liczba alokowanych obiektow w tej warstwie). Z kazdej tak
utworzonej podwarstwy wybiera si¢ losowo jeden obiekt, ktory zostaje przekazany do
kolekcji podstawowej. Autorzy proponujg rOwniez alternatywny sposob wyboru obiektéw
z kazdej utworzonej podwarstwy. Wybor jednego obiektu opiera si¢ na réznorodnosci
obiektow zgromadzonych w poszczegélnych podwarstwach (ang. Relative Diversity
Method). To podejscie zastosowano do utworzenia kolekcji podstawowej w obrgbie
krajowych zasobdw genowych lucerny (Medicago sp.) w USA (Diwan i in., 1995) oraz
kukurydzy zwyczajnej (Zea mays L.), w obrebie urugwajskiej kolekcji wyjsciowe;j
zasobow genowych tego gatunku (Malosetti i Abadie, 2001).

Kolejng metoda wykorzystywana do tworzenia kolekcji podstawowej jest metoda
krokowego przeprowadzania analizy skupien (ang. stepwise clustering), zaproponowana
przez Hu i in. (2000). Wykorzystujac analiz¢ skupien za pomocg metody UPGMA lub
metody Warda tworzony jest dendrogram. Przecigcie dendrogramu nastgpuje w miejscu,
przy ktorym tworzone sg grupy zawierajace maksymalnie dwa obiekty. Do kolejnej analizy
skupien przekazywane sg obiekty wybrane z grup zawierajacych dwa obiekty. Z grup
zawierajacych jeden obiekt, bezposrednio jest on przekazywany do kolejnej analizy
skupien. Kolejna analiza skupien wykonywana jest na podstawie nowo wyznaczonej
macierzy odlegto$ci dla wybranych lub przekazanych z poprzedniej analizy skupien
obiektow. Analize skupien przeprowadza si¢ do momentu, gdy wielko$¢ utworzonej
kolekcji podstawowej nie przekracza 20-30% kolekcji wyjéciowej. Autorzy krokowej
analizy skupien zaproponowali trzy metody wyboru obiektow z kazdej warstwy
zawierajacej dwa obiekty, ktore przechodza do kolejnej analizy skupien. Pierwsza z nich
jest losowy wybor obiektow z podwarstw zawierajacych dwa obiekty, natomiast z grup
zawierajacych jeden obiekt, przechodzi on do kolejnego etapu analizy skupien. Drugim
zaproponowanym sposobem wyboru obiektéw z grupy jest subiektywny wybor obiektow
(ang. preferred sampling), sktadajacych si¢ z dwdch obiektdw przez kuratora kolekcji
wyjsciowej. Do dalszych etapéw w trakcie tworzenia kolekcji podstawowych przez
kuratora moga by¢ wybierane te obiekty, ktore charakteryzujg si¢ minimalnymi lub
maksymalnymi wartosciami dla rozpatrywanej cechy lub cech. Trzeci zaproponowany
sposob wyboru obiektow z dwu obiektowe] grupy jest oparty na poréwnaniu rézno-
rodnosci; do kolejnego etapu analizy skupien wybierane sg obiekty cechujace si¢ wicksza
roznorodnos$cia. Jeszcze inng metoda wyboru obiektow do ponownego przeprowadzenia
analizy skupien z grupy zawierajacej dwa obiekty zaproponowali Wang i in. (2007).
Wedhug nich, do nastepnego etapu analizy skupien wybierane sa te obiekty, ktore cechuja
si¢ najnizszymi wartosciami odlegto$ci w grupach z dwoma obiektami (ang. least distance
strategy). Metodg krokowej analizy skupien zastosowano migdzy innymi to utworzenia
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kolekcji podstawowej bawelny (Gossypium L.) — (Hu i in., 2000; Xu i in., 2006; Wang i
in., 2007; Wang i in. 2008), ryzu siewnego (Oryza sativa L.) — (Li i in., 2004) oraz
baktazanu — psianki podtuznej (Solanum melongena) — (Weihai i in., 2008).

OCENA EFEKTYWNOSCI METOD POBIERANIA PROBY W TWORZENIU KOLEKCJI
PODSTAWOWYCH

Ze wzgledu na duza réznorodnos¢ metod pobierania proby, stosowanych do tworzenia
kolekcji podstawowych, waznym celem badawczym staje si¢ empiryczna ocena
efektywnosci proponowanych metod. Zadaniem takiej oceny jest wskazanie dla
przyktadowych kolekcji wyjsciowych, ktora z proponowanych metod lub grupa metod
pozwala na utworzenie kolekcji podstawowych w najwyzszym stopniu reprezentatywnych
pod wzgledem roznorodno$ci genetycznej, to znaczy przenoszacych (zachowujacych)
mozliwie najwicksza czg$¢ rdznorodnosci genetycznej obiektow zgromadzonych w
kolekcji wyjsSciowej, pozbywajac si¢ jednoczesnie duplikatow (obiektow genetycznie
podobnych do siebie).

W dotychczasowych pracach nad ocena efektywno$ci metod pobierania proby
w tworzeniu kolekcji podstawowej mozna spotka¢ dwa podejs$cia. Pierwsze z nich polega
na ocenie reprezentatywnosci w klasycznym rozumieniu statystycznym (reprezentatyw-
nosci pod wzgledem zmiennosci genetycznej) prob, jako kolekcji podstawowych
tworzonych przez badane metody. Drugie podejécie opiera si¢ na badaniu reprezenta-
tywnosci w stosunku do roznorodnosci genetycznej obiektow (reprezentatywnosci pod
wzgledem rdéznorodnosci genetycznej) prob, jako kolekcji podstawowych tworzonych
przez badane metody. Pierwsze z tych podej$¢ uznaje dang metode pobierania proby za
efektywng w tworzeniu kolekcji podstawowej, jesli generowane przez tg metode kolekcje
podstawowe reprezentuja dobrze rozklad prawdopodobienstwa czestosci alleli w roz-
patrywanych loci i/lub cech fenotypowych dla obiektow w kolekcji wyjsciowej. To znaczy,
ze postac tego rozktadu w prébie i populacji wyjsciowej jest podobna, wtedy tez §rednia,
rozstgp, wariancja i korelacje cech fenotypowych w obu rodzajach kolekcji sg podobne.
Oznacza to, ze metoda pobierania proby przenosi rozktad prawdopodobienstwa atrybutéw
genetycznych lub fenotypowych kolekcji wyjsciowej do kolekeji podstawowej (Hu i in.,
2000; Lii in., 2004; Li i in. 2005; Xu i in., 2006; Wang i in., 2007; Upadhyaya i in., 2007
Wang iin., 2008; Weihai i in., 2008). To podejscie do oceny efektywnosci metod
pobierania proby nie jest w pelni zgodne z pierwotng definicja kolekcji podstawowej
zasobow genowych (Frankel, 1984; Frankel i Brown, 1984; Brown, 1989 a,b) oraz
rozpatrywanej ideologicznie i metodycznie przez znaczacg liczbe badaczy (Diwan i in.,
1995; Maritai in., 2000; van Hintum i in., 2000; van Raamsdonk i Wijnker, 2000; Malosetti
i Abadie, 2001; Franco i in., 2005, 2006; Logozzo i in., 2007; Yan i in., 2007; Thachuk i
in., 2009; Oliveira i in., 2010). Metody pobierania proby uznane w tym podejsciu za
efektywne, czyli tworzace kolekcje podstawowe dobrze reprezentujace zmiennos$¢ kolekeji
wyjsciowej, nie muszg tworzy¢ dobrej kolekcji podstawowej, czyli przenoszacej z kolekcji
wyjsciowej mozliwie duza czg¢s¢ jej réznorodnosci genetycznej (Marita i in., 2000; van
Hintum i in., 2000; Franco i in., 2005, 2006; Thachuk i in., 2009).
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W drugim podejsciu do oceny efektywnosci metod pobierania proby, zastosowana
metoda jest tym bardziej efektywna, im utworzone przez nig kolekcje podstawowe lepiej
odzwierciedlaja (reprezentujg) roznorodnos¢ genetycznag kolekcji wyjsciowej, pomijajac w
duzym stopniu obiekty podobne genetycznie (Marita i in., 2000; van Hintum i in. 2000;
van Raamsdonk i Wijnker, 2000; Malosetti i Abadie, 2001; Franco i in., 2005, 2006;
Logozzo i in., 2007; Thachuk i in., 2009; Yan i in., 2007). Efektywno$¢ metod pobierania
proby w tworzeniu kolekcji podstawowych jest oceniana przez stopien ich reprezenta-
tywnos$ci pod wzgledem réznorodnosci genetycznej w kolekeji wyjsciowej. Aby uznaé
dang metode pobierania préby za efektywna w tworzeniu kolekcji podstawowych, to
tworzone kolekcje podstawowe powinny spetnia¢ nastgpujgce warunki: 1) odzwierciedlaé
jak najwicksza cze$¢ roznorodnosci genetycznej fenotypowych cech ilosciowych w
kolekcji wyjsciowej, czyli powinny by¢ ztozone z obiektow bardziej zréznicowanych od
siebie w poréwnaniu do obiektdw w kolekcji wyjsciowej, a jednoczesnie nie powinny
odznacza¢ si¢ przesunigciem S$rednich rozpatrywanych cech wzgledem wartosci tego
parametru w kolekcji wyjsciowej, 2) zawiera¢ ograniczong liczbg obiektow wielocechowo
podobnych do siebie (Frankel, 1984; Brown 1989a,b, 1995; Marita i in., 2000; van Hintum
i in., 2000; Franco i in., 2005; Jansen i van Hintum, 2007; Oliveira i in., 2010).

Do ilosciowej oceny efektywnosci metod pobierania proby, wyrazonej w kategoriach
reprezentatywnosci tworzonej kolekcji podstawowej pod wzgledem roéznorodnosci
genotypowej cech ilo§ciowych, opracowano oraz zastosowano wiele parametrow
statystycznych. Wiele z tych parametrow moze stuzy¢ do oceny efektywnosci metod
pobierania proby zaréwno w kategoriach reprezentatywnosci kolekcji podstawowej
(proby) w sensie statystycznym, jak i jej reprezentatywnosci pod wzgledem réznorodnosci
genetycznej. Tylko odpowiednia interpretacja wynikdw, otrzymanych dla poszczegdlnych
parametrow decyduje o tym, czy oceniaja one efektywno$¢ metod pobierania proby
reprezentatywnej pod wzgledem jednego z wymienionych podejs¢ (Hu i in., 2000; Li i in.
2004, 2007; Xu i in., 2006; Wang i in., 2007; Oliveira i in., 2010).

Pierwszym parametrem, stosowanym do oceny efektywnosci metod probkowania w
tworzeniu kolekcji podstawowej, jest procent istotnie zroznicowanych srednich (MSD%),
okres$lony za pomoca nastepujacego wzoru (Hu i in., 2000; Li i in., 2004; Xu i in., 2006;
Wang i in., 2007; Wang i in., 2008):

MSD% = ST'“ x100%

gdzie: Sm jest liczbg cech dla ktoérych stwierdzono istotng rdznice $rednich pomiedzy
kolekcjg wyjsciows, a kolekcjg podstawowa za pomocg testu t-Studenta przy poziomie
istotno$ci a=0,05, p jest liczbg rozpatrywanych cech. W celu zbadania istotnosci rdznicy
srednich w obu rodzajach kolekcji stosuje si¢ test t-Studenta (Hu i in., 2000; Li i in., 2004;
Xu i in., 2006), w przypadku nie stwierdzenia istotnego zréznicowania wariancji dla cech
w kolekcji wyjsciowej 1 kolekcji podstawowej (spetienia jednego z warunkow do
stosowania testu t-Studenta). W przeciwnym przypadku, stosuje sie test t-Studenta
z aproksymacja Cochrana i Coxa (SAS Institute Inc. 2004; Studnicki i in., 2009). Warto
podkresli¢, ze taka metodyka nie jest poprawna statystycznie, poniewaz kolekcja
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wyjsciowa i wyprowadzona z niej kolekcja podstawowa (jako proba) nie sg populacjami
niezaleznymi. Drugim parametrem, stosowanym do oceny efektywnosci metod probko-
wania w tworzeniu kolekcji podstawowej, jest procent istotnie zréznicowanych wariancji
(VSD%), okreslony za pomoca nastepujacego wzoru (Hu i in., 2000):

VSD% = i><100%
P

gdzie: Sy jest liczbg cech dla ktérych stwierdzono istotng réznice wariancji pomig¢dzy
kolekcja wyjsciowa, a kolekcja podstawowa za pomocg testu F przy poziomie istotnosci
0=0,05, p jest liczba rozpatrywanych cech. Istotno$¢ r6znicy wariancji pomigdzy kolekcja
podstawowsg, a wyjéciowg badano za pomoca testu F (Hu i in., 2000; Li i in., 2004; SAS
Institute Inc., 2004; Xu i in., 2006). Natomiast, w pracach Upadhyaya i Ortiz (2001) oraz
Upadhyaya i in. (2006b, 2007a,b) do wykrywania istotnych r6znic wariancji zastosowano
test Levene (1960). Krytyczna uwaga o poprawnosci statystycznej odnosi sie takze do
dwdch ostatnich parametrow (MSD% i VSD%), stosowanych do oceny efektywnosci
metod prébkowania w tworzeniu kolekcji podstawowej, poniewaz sg one oparte takze na
testowaniu istotnosci roznic $rednich i wariancji w kolekcji wyjsciowej i podstawowe;.

W pracy Kim i in. (2007) zaproponowano parametry oceny efektywnosci metod
pobierania proby, w ktorych roznicg $redniej i wariancji pomigdzy kolekcja wyjsciows, a
kolekcja podstawowa okreslano w sposob ilo§ciowy, a nie za pomoca testow staty-
stycznych, informujacych 0 frakcji istotnych roznic tych parametrow statystycznych.
Pierwszym parametrem, zaproponowanym przez Kim i in. (2007), jest przecigtna
bezwzgledna réznica $rednich pomiedzy kolekcja podstawowa, a wyjsciowa, obliczona
poprzez rozpatrywane cechy i relatywnie w stosunku do $redniej w kolekcji wyjsciowe;j
(MD%). Parametr MD% jest okre$lony za pomocg nastepujgcego wzoru:

Zp: |)_(C1 - )_(E1|

MD% = =~ e, 100%
p

gdzie: p jest liczba rozpatrywanych cech, X, jest srednia wartoscia dla z-tej cechy w
kolekcji podstawowej (z-=1,2,...,p), Xg, jest $rednig warto$cig dla z-tej cechy w Kolekcji
wyjsciowe;.

Drugim parametrem, zaproponowanym przez Kim i in. (2007), jest przecigtna
bezwzgledna roéznica wariancji pomigdzy kolekcja podstawowa, a wyjsciowa, obliczona

poprzez rozpatrywane cechy i relatywnie w stosunku do wariancji w kolekcji wyjsciowe;,
VD%. Parametr VD% jest okreslony za pomoca nastepujacego wzoru:

p

VD% =t  “E

151



Marcin Studnicki ...

gdzie: p jest liczba rozpatrywanych cech, 5‘& jest wariancja dla z-tej cechy w kolekgcji

podstawowej, 5; jest wariancja dla z-tej cechy w kolekcji wyjsciowe;j.

Jezeli wartos¢ obu parametroéw MSD% i VSD%, albo MD% i VD%, jest blizsza zera,
tym kolekcja podstawowa lepiej reprezentuje zmiennos¢ genetyczng dla rozpatrywanych
cech ilo$ciowych (jest bardziej reprezentatywna w sensie statystycznym) w wyjéciowej
kolekcji zasobow genowych roslin uprawnych (Hu i in., 2000; Li i in., 2004; Kim i in.,
2007). Wedlug Hu i in. (2000) wartosci parametrow MSD% i VSD% nie powinny
przekraczac¢ 20% cech istotnie zréznicowanych pod wzgledem srednich i wariancji w obu
rodzajach kolekcji, aby mozna uzna¢ kolekcje podstawowa za dobrze reprezentujaca
zmienno$¢ genetyczng w kolekcji wyjsciowej i stwierdzi¢ dobrg efektywno$¢ w kate-
goriach pierwszego podejscia (odwzorowania rozktadu prawdopodobienstw zmienno$ci
genetycznej w kolekeji wyjsciowej), odpowiadajgcej metody pobierania proby w two-
rzeniu kolekcji podstawowej. Natomiast, kolekcja podstawowa jest tym bardziej
reprezentatywna pod wzgledem roznorodno$ci genetycznej, a odpowiadajaca metoda
pobierania proby ma wigkszg efektywnos¢ w kategoriach drugiego podejsécia, jezeli
warto$¢ parametru VSD% lub VD% jest relatywnie (w stosunku do prob z innych metod)
wyzsza, a jednoczes$nie warto$¢ parametru MSD% lub MD% jest bliska zero (van Hintum
i in., 2000; Franco i in., 2005; Liu i in., 2009; Wang i in., 2007; Oliveira i in., 2010).

Do oceny efektywnosci metod pobierania proby stosowana jest takze przecietny dla
badanych cech iloraz rozstgpu w kolekcji podstawowej i wyj$ciowej, RR% (Hu i in., 2000;
Franco i in. 2005; Kim i in., 2007), wyznaczony za pomoca nastepujacej formuty:

> Rec
=1 REz
RR% = T x100%

gdzie: Re, jest warto$cig rozstepu dla z-tej cechy w kolekcji podstawowej, Re. jest
warto$cia rozstepu dla -tej cechy w kolekcji wyjsciowe;j, p jest liczba rozpatrywanych cech

Metoda pobierania proby jest tym bardziej efektywna pod wzglgdem reprezenta-
tywnos$ci zmiennosci genetycznej tworzonych prob, jezeli warto$¢ tego parametru w
wynikowej kolekcji podstawowej jest blizsza 100%. Parametr RR% okresla tylko
reprezentatywno$¢ proby w klasycznym sensie.

Kolejnym parametrem, stosowanym do oceny efektywnosci metod pobierania proby
jest przecietny, dla badanych cech, iloraz warto$ci wspotczynnika zmiennosci w kolekcji
podstawowej 1 wyjsciowej, VR% (Hu i in., 2000; Kim i in., 2007), wyznaczony za pomoca
nastepujacej formuty:

Z”: CV,,
CVg,

VR% = =L~ "E x 100%
p
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gdzie: CVc: jest wartoscia wspotczynnika zmiennosci dla z-tej cechy w kolekcji
podstawowej, CVg: jest wspotczynnikiem zmiennosci dla z-tej cechy w Kolekcji
wyjsciowej, p jest liczbg rozpatrywanych cech,

Metoda pobierania proby jest tym bardziej efektywna pod wzglgdem reprezenta-
tywnosci zmiennosci, im warto$¢ tego wskaznika jest blizsza 100%. Natomiast, warto$ci
tego parametru powyzej 100% wskazuja na dobrg reprezentatywnosc¢ proby pod wzgledem
réznorodnos$ci genetycznej i pozbycia si¢ duplikatow w kolekcji podstawowe;.

Kolejnym parametrem, stosowanym do oceny efektywnosci metod pobierania proby w
kategoriach drugiego podejscia, jest $rednia odlegltos¢ wielocechowa dla obiektow w
kolekcji podstawowej 1 wyjsciowej (Franco i in., 2005, 2006). Im warto$¢ $redniej
odleglosci w kolekcji podstawowej jest wieksza, od sredniej odlegtosci pomiedzy
obiektami w kolekcji wyjsciowej (w stosunku do innych metod pobierania proby), tym
odpowiadajgca jej metoda pobierania proby jest efektywniejsza w przenoszeniu mozliwie
najwigkszej czgsci roznorodnosei genetycznej z Kolekcji wyjsciowej do kolekcji podsta-
WOowej oraz ograniczonego przenoszenia do niej duplikatow.

Powyzej zaprezentowane parametry statystyczne do oceny efektywnosci metod
pobierania proby odnosza si¢ do fenotypowych cech ilo§ciowych. Natomiast reprezenta-
tywno$¢ kolekcji podstawowych w sensie statystycznym dla cech jakosciowych
przeprowadzana jest przez badanie zgodnosci rozktadu prawdopodobienstw tych cech w
kolekcji podstawowej i wyjsciowej. Takie badanie jest przeprowadzane za pomoca testu
zgodnosci chi-kwadrat y? (Upadhyaya, 2003; Dwivedi i in., 2005; Upadhyayaii in., 2006 b).

Dla cech ilosciowych i jakosciowych wykorzystywanych jako kryterium fenotypowe
do oceny zmienno$ci genetycznej w kolekcji wyjéciowej i podstawowej, stosowany jest
wskaznik r6znorodnosci Shannona-Weavera H’ (Charmet i Balfourier, 1995; Balakrishnan
i in., 2000; Grenier i in., 2001; Upadhyaya i Ortiz, 2001; Upadhyaya, 2003; Li i in. 2005;
Mahalakshmi i in., 2007). Dla pojedynczej cechy wskaznik réznorodnosci Shannona-
Weavera H’ jest okre§lony za pomoca nastepujgcej formuty:

H'= i P In P
i=1

gdzie: S jest liczba klas (przedziatow) w szeregu rozdzielczym zmienno$ci badanej
cechy, pi jest stosunkiem liczebnosci obiektow w i-tej klasie (przedziale) do liczebnosci
wszystkich obiektow kolekcji. Wartos¢ wskaznika H” w kolekcji podstawowej zblizona do
jego wartosci w kolekcji wyjsciowej dla wszystkich badanych cech, $wiadczy o duzej
efektywnosci metody pobierania proby w kategoriach reprezentatywnos$ci rozktadu
prawdopodobienstw obiektow w kolekcji wyjsciowej. Natomiast, wigksza wartos$¢
wskaznika réznorodnosci H* w kolekcji podstawowej w stosunku do wartosci w kolekcji
wyjsciowej, $wiadczy o dobrej efektywno$ci metody pobierania proby w kategoriach
reprezentatywnosci roznorodno$ci genetycznej obiektow w kolekcji wyjsciowe;.
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