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ANALIZA ZROZNICOWANIA GENETYCZNEGO ODMIAN
I KLONOW KONICZYNY BIALEJ (TRIFOLIUM REPENS L.)
Z UZYCIEM MARKEROW RAPD

ANALYSIS OF GENETIC DIVERSITY OF CULTIVARS
AND CLONES OF WHITE CLOVER (TRIFOLIUM REPENS L.)
WITH THE USE OF RAPD MARKERS

Streszczenie. Przedmiotem badan byly cztery odmiany koniczyny bialej (odmiany te sa syntety-
kami klonéw) oraz jedna odmiana rozmnazana generatywnie przez szkotke selekcyjno-rozmno-
zeniowa. Nadrzednym celem tej pracy byla analiza zr6znicowania genetycznego odmian i klonow
koniczyny bialej oraz okreslenie udzialu poszczegélnych klonéw w tworzeniu odmian na podsta-
wie podobienstwa genetycznego okreslonego za pomoca markeréw molekularnych RAPD. Dla
kazdego wspolczynnika podobienstwa utworzono macierz podobienstwa. Nastepnie wykonano
dendrogramy. Dla poréwnania wynikéw dla kazdego wspotczynnika wykorzystano test Mantela
i wspoétczynnik korelacji Spearmana. Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze
wyselekcjonowane startery generowaly polimorfizm, ktéry pozwolit dobraé komponenty do
krzyzowan w celu testowania zdolnosci kombinacyjnych 1, 2, 3, 4. Dendrogramy wykonane
z wykorzystaniem wspotczynnikéw Nei i Ochiai tworzg grupy podobienstwa, w ktorych sktad
wchodza odmiany wraz ze swoimi klonami, najprecyzyjniej wigc grupuja formy pod wzgledem
pochodzenia. Wspolczynniki Simple Matching, Hamanna oraz Rogersa i Tanimoty tworza grupy,
ktére czesto zawieraja odmiany i klony nie nalezace do danej odmiany, nie s3 wigc uzyteczne
w wyborze komponentéw do krzyzowan.

Stowa kluczowe: koniczyna, markery RAPD, podobienstwo genetyczne
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Wstep

W ostatnich latach obserwuje si¢ stopniowy wzrost zainteresowania uprawg roslin
motylkowatych, bedacy wynikiem zastgpowania w zywieniu zwierzat gospodarskich
biatka zwierzgcego paszami z roslin wysokobiatkowych.

Nowe uwarunkowania ekonomiczne, a zwlaszcza mozliwos$ci importowe i powigza-
nie produkcji z cenami §wiatowymi, spowodowaly sukcesywnie poglebiajacy si¢ prze-
tom w gospodarce rolnej. Dotyczy to takze roslin motylkowatych drobnonasiennych,
ktore jako zrédio pasz dla produkcji mleka i migsa sg szczegodlnie powigzane z impor-
tem 1 koniunkturg (MARTYNIAK 1996). Interesujace jest, od strony poznawczej i prak-
tycznej, jak w tych warunkach ksztattuje si¢ tworzenie i wykorzystanie postepu biolo-
gicznego tej grupy roslin. Polska hodowla zajmuje si¢ kilkunastoma gatunkami roslin
motylkowatych drobnonasiennych, z seradela wtacznie, jednak hodowla tworcza,
zwlaszcza intensywniejsza, prowadzona jest tylko w kilku gatunkach (MARTYNIAK 1997).

Markery molekularne sa podstawowym i niezb¢dnym narzedziem wykorzystywa-
nym w tworzeniu nowych odmian, ich ochronie i klasyfikacji. Zastosowanie markerow
molekularnych pozwala na wprowadzenie bardziej obiektywnych kryteridéw selekcji
i doboru materiatu rodzicielskiego, jak réwniez pozwala w sposdb znaczacy skrocié
czas niezbgdny na wyhodowanie nowej odmiany. NajczeSciej stosowanymi technikami
otrzymywania markerow molekularnych sg metody wykorzystujace tancuchowg reakcje
polimerazy DNA (PCR — ang. Polymerase Chain Reaction), czyli RAPD (ang. Random
Amplified Polymorphic DNA), AP-PCR (ang. Arbitrarily Primed PCR) i DAF (ang.
DNA Amplification Fingerprinting). Wchodzg one w sktad grupy markerow MAAP
(ang. Multiple Arbitrary Amplicon Profiling). Lancuchowa reakcj¢ polimerazy wyko-
rzystuje si¢ rowniez w analizie sekwencji mikrosatelitarnych technika STMS (ang.
Sequence Tagged Microsatellite Sites) oraz w celu uzyskania markeréw AFLP (ang.
Amplified Fragment Length Polymorphism). Jedna z najstarszych technik jest pocho-
dzaca z lat siedemdziesiatych ubieglego wieku technika RFLP (ang. Restriction Frag-
ment Length Polymorphism).

Markery RAPD zaczgto stosowaé na poczatku lat dziewieédziesiatych. Wykorzystu-
ja one reakcj¢ PCR do generowania prazkéw. Wykazujg dominujgcy charakter dziedzi-
czenia, co uniemozliwia odréznienie homozygot od heterozygot. Uzywane 9-11-nukleo-
tydowe startery przyltaczajg si¢ losowo, zapoczatkowujac amplifikacje w wielu rejonach
genomu jednoczesnie.

Istotnym elementem doboru komponentéw — klonéw do krzyzowan jest zbadanie
ich podobienstwa genetycznego w celu testowania zdolnosci kombinacyjnych, aby
mozna bylto ulepszy¢ zdolno$¢ wigzania nasion jako waznego elementu zachowania
poziomu plonu suchej masy.

Celem badan prezentowanych w tej pracy byla analiza zr6znicowania genetycznego
odmian i klonéw koniczyny bialej oraz okreslenie udziatu poszczegdlnych klonow
w tworzeniu odmian na podstawie podobienstwa genetycznego okreslonego za pomoca
markerow RAPD.
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Material i metody

Materialem roslinnym uzytym do badan byty cztery odmiany koniczyny bialej (od-
miany te sa syntetykami klonow, poszczegélne klony w obrgbie kombinacji swobodnie
si¢ przepylaja, sa wigc mieszancami) oraz jedna odmiana rozmnazana generatywnie
przez szkotke selekcyjno-rozmnozeniowa. Odmiany oraz klony otrzymano z Poznan-
skiej Hodowli Roslin Sp. z 0.0. w Tulcach koto Poznania. Do$wiadczenie zostato zato-
zone w 2007 roku w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin UP w Poznaniu. Materiat
roslinny uzyty do badan przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Odmiany i klony
Table 1. Cultivars and clones

Klon Odmiany — Cultivars

Clone ‘Astra’ ‘Romena’ ‘Rawo’ ‘Aura’ ‘Cyma’
1 - K-210/72 K-56/70 K-56/70 K-48/87
2 - K-15/76 K-38/81 K-200/78 K-94/95
3 - K-35/78 - K-312/78 -
4 - K-2/80 - K-38/81 -
5 - K-51/80 - - -

Otrzymywanie markerow RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Genomowy DNA z odmian oraz klonéw koniczyny izolowano zmodyfikowana me-
toda THOMSONA i HENRY’EGO (1995). Dyski lisciowe o powierzchni 2 mm? traktowano
200 pl buforu TPS o sktadzie: 100 mM Tris HC1 o pH 9,5, 1 M KCl, 10 mM EDTA.
Inkubacje¢ przeprowadzono w proboéwkach Eppendorfa, w fazni wodnej w temperaturze
95°C w ciaggu 15 min.

Reakcje tancuchowa polimerazy (PCR) przeprowadzono w objetosci 12,5 pl mie-
szaniny o sktadzie: woda dejonizowana; 1 M Tris HCI o pH 8,3, 25 mM MgCl,, BSA,
2 mM dNTP, starter — 5 pmoli/pl, Taq polimeraza — 5 U/ul, ekstrakt DNA — 25 ng/ul.
Taq polimeraza pochodzita z firmy MBI-Fermentas, pozostate odczynniki — z firmy
Sigma.

Amplifikacje DNA przeprowadzono za pomocg termocyklera T3 Biometra firmy
Polygen. Po wyjgciu prob z termocyklera do kazdej z nich dodano 1 pl barwnika (0,25-
-procentowy biekit bromofenolowy, 40-procentowa sacharoza, woda dejonizowana).
Elektroforeze produktow amplifikacji przeprowadzono w 1,5-procentowym zelu agaro-
zowym o sktadzie: 1,5 g agarozy, 100 ml buforu TBE 1 % (10,8 g Tris base, 5,5 g kwasu
borowego, 4 ml 0,5 M EDTA — pH 8,0), 1 ul bromku etydyny.
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Analiza statystyczna

Badanie zréznicowania genetycznego odmian i klonéw koniczyny bialej wykonano
z uzyciem pakietu statystycznego R. W pierwszym etapie analizy statystycznej, wyko-
rzystujac wielko§¢ mas molekularnych wygenerowanych produktéw amplifikacji, okre-
slono podobienstwo genetyczne migdzy odmianami i klonami koniczyny. W tym celu
zastosowano siedem wspodtczynnikow, ktorych postac jest nastgpujaca:

Wspotczynnik Wzor
Nei 5 = 2vy
(DICE 1945) N 2v; +wy + X
Simple Matching P Vi + Vi
(SNEATH i SOKAL 1973) M vy W+ X+ Y,
Jaccarda o = Vij
(JACCARD 1908) 7 Vi + W+ x;
Rogersa i Tanimoty Sar Vi + Vi

(ROGERS i TANIMOTO 1960)

Russela i Ray
(RUSSEL i RAO 1940)

Hamanna, 1961

Ochiai
(OcCHIAI 1957)

v+ 2(wij +xl-j) + Yy

V..

_ ij
SRR=——————
Vi Wy X+

_ (v + ;) —(wy; +x;)

H
Vi Wy Xy Yy
SH = Vi
O+ W) +.3;)

gdzie v; oznacza liczbe par prazkéw wystepujacych w obu genotypach, w; oznacza
liczbe par prazkow wystepujacych odpowiednio w i-tym genotypie, a nicobecnych
w j-ym, x; oznacza liczbe par prazkéw wystepujacych odpowiednio w j-ym genotypie,
a nieobecnych w i-tym genotypie oraz y; oznacza liczbe pragzkow nieobecnych w zad-
nym z genotypow.

Dla kazdego wspoélczynnika podobienstwa utworzono macierz podobienstwa. Na-
stepnie wykonano dendrogramy. Dla porownania wynikow dla kazdego wspotczynnika
wykorzystano test Mantela i wspotczynnik korelacji Spearmana.
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Wyniki

Dla zobrazowania dystansow genetycznych dla badanych wspolczynnikoéw zastoso-
wano metode grupowania elementéw we wzglednie jednorodne klasy. Podstawa gru-
powania jest podobienstwo pomiedzy elementami — wyrazone za pomocg metryki eu-
klidesowej. Przy wyznaczaniu grup odmian podobnych zastosowano algorytm grupo-
wania hierarchicznego — algorytm tworzy dla zbioru obiektow hierarchi¢ klasyfikacji,
zaczynajac od takiego podziatu, w ktorym kazdy obiekt stanowi samodzielne skupienie,
a konczac na podziale, w ktorym wszystkie obiekty naleza do jednego skupienia. W pro-
cesie grupowania wykorzystano metodg $rednich. Na rysunku 1 przedstawiono drzewa
hierarchiczne dla kazdego wspodtczynnika. Dane brane pod uwage w celu wyznaczania
dystansu dla danego wspodtczynnika sg srednig ze wszystkich analizowanych starterow.
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Rys. 1. Dendrogramy przedstawiajace podobienstwo genetyczne migdzy odmianami i klona-
mi koniczyny biatej okreslane za pomocg réznych wspolczynnikow (AU — ‘Aura’, CY —
‘Cyma’, RA — ‘Rawo’, RO — ‘Romena’)

Fig. 1. Dendrograms showing genetic similarity between cultivars and clones of white clover
determined by different coefficients (AU — ‘Aura’, CY — ‘Cyma’, RA — ‘Rawo’, RO —
‘Romena’)

Koncentracja wyizolowanego DNA dla odmian i klonow wynosita: dla ‘Astry’ — 1,1
pg/ul, dla ‘Romeny’ — 0,8 pg/pl, dla K-210/72 — 1,4 pg/ul, dla K-15/76 — 0,9 pg/ul, dla
K-35/78 — 1,2 pg/ul, dla K-2/80 — 1,5 pg/ul, dla K-51/80 — 1,0 pg/ul, dla ‘Rawy’ — 1,5
pg/ul, dla K-56/70 — 0,8 pg/ul, dla K-38/81 — 1,4 pg/ul, dla ‘Aury’ — 1,2 ug/ul, dla
K-200/78 — 1,4 pg/ul, dla K-312/78 — 1,3 pg/ul, dla ‘Cymy’ — 0,9 pg/ul, dla K-48/87 —
1,6 pg/ul, dla K-94/95 — 0,8 pg/ul.

Sposrod 130 testowanych starteréow oligonukleotydowych sze$¢ generowato bardzo
duzy polimorfizm (53 prazki polimorficzne), ktory pozwolil na okreslenie podobienstwa
genetycznego pomiedzy badanymi odmianami i klonami koniczyny bialej (tab. 2). Naj-
bardziej efektywnym starterem, ktory najsilniej roznicowat badane genotypy, byt starter
OPA 04 (11 prazkéw polimorficznych).
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Tabela 2. Charakterystyka produktow amplifikacji DNA uzyskanych w wyniku reakcji RAPD-
-PCR

Table 2. Characteristics of DNA amplification products received in result of RAPD-PCR reaction

Liczba wygenerowanych | Liczba wygenerowanych frag-
Starter Sekwencja nukleotydowa fragmentow DNA mentow polimorficznych
Nucleotide sequence Number of generated Number of generated
DNA fragments polymorphic fragments
OPA 04 AATCGGGCTG 12 11
OPA 09 GGGTAACGCC 10 8
OPC 01 TTCGAGCCAG 8 8
OPC 18 TGAGTGGGTG 10 10
OPG 14 GGATGAGACC 9 8
OPG 17 ACGACCGACA 9 8

W celu poréwnania wynikow dla kazdego wspotczynnika wykorzystano test Mante-
la 1 wspolezynnik korelacji Spearmana. Wyniki zaprezentowano w tabeli 3.

Z powyzszych analiz wynikaja nastgpujace zaleznosci. Wspodtczynniki Simple Match-
ing oraz Hamanna wykazujg identyczne podobienstwa, zatem test Mantela i wspotczyn-
nik korelacji Spearmana dla tych danych wynosi 1, a drzewa podobienistwa wykazuja
identyczne pogrupowanie. Bardzo zblizone wyniki daje takze wspotczynnik Rogersa
i Tanimoty, ktéorego wspotczynnik korelacji Spearmana w stosunku do dwoch wezes-
niejszych wynosi 0,994. Na podstawie dendrogramow wykreslonych z wykorzysta-
niem powyzszych wspotczynnikdéw mozna wyrdzni¢ trzy grupy podobiefistwa gene-
tycznego. W sklad pierwszej grupy wchodzg odmiana ‘Rawo’ wraz z dwoma swoimi

Tabela 3. Warto$ci testu Mantela i wspotczynnika korelacji Spearmana
Table 3. Values of Mantel test and Spearman correlation coefficient

. Simple Rogers Russel .

Nei Matching | & Tanimoto | & Rao Hamann Jaccard Ochiai

Nei 0,664 0,692 0,493 0,664 0,993 0,994
Simple Matching 0,660 \ 0,994 0,836 1,000 0,655 0,638

Rogers & Tanimoto 0,696 0,988 \ 0,825 0,994 0,688 0,665

Russel & Rao 0,521 0,857 0,857 \ 0,836 0,486 0,491
Hamann 0,660 1,000 0,988 0,857 \ 0,655 0,638
Jaccard 0,979 0,660 0,712 0,528 0,660 \ 0,986

Ochiai 0,997 0,640 0,676 0,520 0,640 0,973

Ponizej linii uko$nej — wartosci testu Mantela, powyzej linii uko$nej — warto$ci wspotczynnika korelacji
Spearmana.
Below the curve — Mantel test values, above the curve — Spearman correlation coefficient values.
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klonami, trzy klony odmiany ‘Aura’, klon odmiany ‘Romena’ oraz klon odmiany ‘Cy-
ma’. Dystans genetyczny wystepujacy pomi¢dzy nimi miesci si¢ w przedziale od 0,6 do
1,0. Druga grupe stanowia odmiana ‘Aura’ i klon odmiany ‘Cyma’. Dystans genetyczny
pomigdzy formami wchodzacymi w sklad tej grupy wynosi 1,0. Trzecia grupe tworza
odmiana ‘Romena’ wraz z czterema swoimi klonami, a dystans genetyczny pomigdzy
nimi miesci si¢ w przedziale od 1,0 do 1,2. Dla tych wspétczynnikéw odmiany ‘Astra’
i ‘Cyma’ wykazuja najmniejsze podobienstwo wzgledem pozostatych analizowanych
obiektow.

Wspotczynnik Nei daje porownywalny wynik ze wspdtczynnikiem Ochiai (w tym
przypadku test Mantela i wspolczynnik korelacji Spearmana wynosza odpowiednio
0,997 1 0,994). Na podstawie dendrograméw wykreslonych z wykorzystaniem wspot-
czynnikéw Nei i Ochiai mozna wyrézni¢ cztery grupy podobienstwa genetycznego
(rys. 1). W sktad pierwszej grupy wchodzi odmiana ‘Romena’ wraz z czterema swoimi
klonami, a dystans genetyczny pomig¢dzy nimi miesci si¢ w przedziale od 1,1 do 1,2.
Druga grupe stanowia trzy klony odmiany ‘Aura’ i klon odmiany ‘Romena’. Dystans
genetyczny pomigdzy formami tej grupy wynosi od 0,9 do 1,1. Trzecig grupg tworza
odmiana ‘Aura’ i klony odmiany ‘Cyma’, a dystans genetyczny pomigdzy nimi miesci
si¢ w przedziale od 0,9 do 1,2. Do czwartej grupy nalezg odmiana ‘Cyma’ wraz ze swo-
im klonem, odmiana ‘Astra’ oraz klon odmiany ‘Aura’. Dystans genetyczny pomig¢dzy
nimi mieéci si¢ w przedziale od 1,1 do 1,3. Wspotczynnik Jaccarda wykazuje si¢ znacz-
nym podobienstwem do wspotczynnikow Ochiai i Nei, natomiast drzewa grupujace
kolejne gatunki odbiegaja swoim ksztaltem od siebie — wykazuja inne pogrupowania.
Warto zwréci¢ uwage na wspotczynnik Russela i Ray, ktory nie wykazuje bardzo duze-
go podobienstwa do zadnego z wczesniejszych. Z tabeli 3 wynika takze, ze wspotczyn-
niki zawierajace w swojej formule warto§¢ mowiaca o liczbie prazkéw nieobecnych
w obu poréwnywanych genotypach charakteryzuja si¢ zblizonymi warto$ciami, podob-
nie jak wspotczynniki nie zawierajace w swojej formule informacji o liczbie prazkow
nicobecnych w obu poréwnywanych genotypach — one takze majg zblizone wartosci,
przy czym druga grupa wspotczynnikdw ma mniejsze wartosci niz pierwsza grupa.

Dyskusja

W ostatnich latach markery molekularne stajg si¢ podstawowym i niezb¢dnym ele-
mentem w tworzeniu nowych odmian, ich ochronie i klasyfikacji. Hodowcy maja moz-
liwos¢ korzystania z nowych metod, pomagajacych okreslic zmienno$¢ genetyczna,
ktora manipulujg badz to na podstawie bezposredniej analizy DNA, badz na podstawie
sprzg¢zen markerow z dang cecha (markery izoenzymatyczne). Zastosowanie markerow
molekularnych pozwala na wprowadzenie bardziej obiektywnych kryteriow selekcji
i doboru materiatu rodzicielskiego, jak rowniez pozwala w sposob znaczacy skroci¢
czas niezbedny na wyhodowanie nowej odmiany.

W badaniach, ktére sa przedmiotem tej pracy, wykorzystano technike molekularng
RAPD. Liczba wygenerowanych produktéw polimorficznych, pozwalajacych na okre-
$lenie dystansu genetycznego migdzy odmianami i klonami koniczyny biatej, wynosita
od 8 do 11. Najczesciej spotykanym problemem przy postugiwaniu si¢ technika RAPD



8

Tomkowiak A., Weigt D., Szabelska A., Zyprych J., Broda Z., Siatkowski I., 2012. Analiza zr6znicowania genetycz-
nego odmian i klondéw koniczyny biatej ( 7rifolium repens L.) z uzyciem markeréw RAPD. Nauka Przyr. Technol. 6,
4, #79.

jest brak powtarzalnosci uzyskanych wynikow (PRZYKLADY... 2001). Liczba wygene-
rowanych produktéw polimorficznych oraz ich powtarzalnos¢ sa funkcja nastepujacych
parametrow: stezenia chlorku magnezu, st¢zenia trdjfosforandow deoksynukleotydow,
Taq polimerazy DNA, koncentracji DNA, temperatury przylaczania starteréw (MEU-
NIER i GRIMONT 1993, PENNER i IN. 1993, ABED i IN. 1995).

Ste¢zenie DNA w wyizolowanych prébkach wynosito od 0,8 pg/ul dla ‘Romeny’
oraz klonoéw K-56/70 i K-94/95 do 1,6 ug/ul dla K-48/87. MURALIDHARAN i WAKE-
LAND (1993) oraz VAN BELKUM (1994) uwazaja, ze stezenie DNA nie wptywa istotnie
na powtarzalno$¢ analiz RAPD, lecz jedynie na intensywnos$¢ prazkow. Podobng prawi-
dlowos¢ odnotowano, analizujac wyniki badan w tej pracy.

W przeprowadzonej analizie podobienstwa genetycznego odmian i klonéw koniczy-
ny biatej uzyto prob zbiorczych DNA, przygotowanych po zmieszaniu materiatu roslin-
nego pobranego z 10 pojedynczych roslin. Strategie otrzymywania prob zbiorczych
byly poczatkowo oparte na rownych ilosciach genomowego DNA z pojedynczych ros-
lin. Réwnie skuteczng metoda jest faczenie probek lisci lub nasion (SWEENEY i DANNE-
BERGER 1995, KONGKIATNGAM i IN. 1996, GOLEMBIEWSKI i IN. 1997). Jak zauwazyli
KOLLIKER 1 IN. (2001) podczas analizy podobienstwa genetycznego koniczyny biate;j,
wykorzystanie prob zbiorczych skutkuje otrzymaniem nieco prostszego profilu prazkow
niz to jest w przypadku profilu otrzymanego z pojedynczych roslin danej odmiany.
Rowniez MICHELMORE 1 IN. (1991) podaja, ze laczenie prob DNA pochodzacych
z jednego obiektu nie tylko znacznie redukuje liczbg prob niezbednych do wykonania
analizy, lecz takze skutkuje brakiem wystepowania rzadko pojawiajacych si¢ alleli, co
upraszcza profil elektroforetyczny danej odmiany.

Dla wielu badaczy wybor odpowiedniej miary wyznaczania zr6znicowania gene-
tycznego analizowanych form stanowi duzy problem. Praca ta, oprocz analizy zr6zni-
cowania genetycznego odmian i klonéw koniczyny biatej, ma réwniez przyblizy¢ naj-
czgéciej wykorzystywane miary shuzace do okres§lania zréznicowania genetycznego.
Metody Jaccarda oraz Nei sg oparte na obserwacjach tzw. podwojnej obecnosci alleli,
stad wnioski wyciggane na ich podstawie sg bardzo podobne. R6zng od pozostatych
miar jest miara Rogersa i Tanimoty. Wynika to z faktu, ze wykorzystuje si¢ w niej
obecnos¢ alleli u jednego obiektu przy rownoczesnym braku alleli u drugiego. Niniejsza
praca miala na celu analiz¢ zréznicowania genetycznego odmian i klonéw koniczyny
bialej z wykorzystaniem techniki RAPD-PCR. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze markery molekularne RAPD znajduja zastosowanie w grupowaniu form
pod wzglgdem pochodzenia. Najprecyzyjniej obrazujg to dendrogramy wykonane na
podstawie wspotczynnika Nei i wspotczynnika Ochiai (w tym przypadku odpowiednio
warto$ci testu Mantela i wspotczynnika korelacji Spearmana wynosza 0,997 i 0,994),
podobne wyniki daje wspotczynnik Jaccarda. Dendrogramy wykonane z wykorzysta-
niem tych wspotczynnikow tworza grupy podobienstwa, w ktorych sktad wchodza od-
miany wraz ze swoimi klonami. Pozostatle wspotczynniki tworza grupy, ktore czgsto
zawierajg odmiany oraz nie nalezgce do niej klony. Warto zwroci¢ uwage na wspot-
czynnik Russela i Ray, ktory nie wykazuje bardzo duzego podobienstwa do zadnego
z powyzszych. Wspotczynniki zawierajace w swojej formule warto§¢ méwiaca o liczbie
prazkéw nieobecnych w obu genotypach charakteryzuja si¢ zblizonymi warto$ciami,
podobnie jak wspotczynniki nie zawierajace w swojej formule informacji o liczbie
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prazkow nieobecnych w obu genotypach — one takze maja zblizone wartosci, przy czym
druga grupa wspolczynnikdw ma mniejsze wartosci podobienstw niz pierwsza grupa.

Whioski

1. Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze wyselekcjonowane star-
tery generowaly polimorfizm, ktéry pozwolil dobra¢ komponenty do krzyzowan w celu
testowania zdolnos$ci kombinacyjnych.

2. Dendrogramy wykonane na podstawie wspotczynnikdéw Nei 1 Ochiai tworzg gru-
py podobienstw, w ktorych sktad wchodza odmiany wraz ze swoimi klonami, najprecy-
zyjniej wige grupujg formy pod wzgledem pochodzenia.

3. Wspotczynniki Simple Matching, Hamanna oraz Rogersa i Tanimoty tworza gru-
py, ktore czegsto zawierajg odmiany i klony nie nalezace do danej odmiany, nie sg wigc
uzyteczne w wyborze komponentdow do krzyzowan.
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ANALYSIS OF GENETIC DIVERSITY OF CULTIVARS
AND CLONES OF WHITE CLOVER (TRIFOLIUM REPENS L.)
WITH THE USE OF RAPD MARKERS

Summary. The research focused on four white clover cultivars (which are synthetic clones) and
one cultivar generatively propagated through the selection-propagation school. The overall objec-
tive of this study was to analyse the genetic diversity of cultivars and clones of white clover and
to determine the share of individual clones in the creation of cultivars based on genetic similarity
specified using RAPD molecular markers. For each similarity coefficient the similarity matrix
was created. Then the dendrograms were built. For the results comparison for each ratio Mantel
test and Spearman correlation coefficient were used. On the basis of the analysis it was stated that
selected primers generated polymorphisms, which allowed to select components for the crosses to
test the ability of combinations. The dendrograms constructed with the use of the coefficients of
Nei and Ochiai create similarity groups which include cultivars with their clones so they the most
precisely group the forms in terms of the origin. Coefficients of Simple Matching, Hamann, Rog-
ers and Tanimoto create groups, which often contain cultivars and clones that do not belong to a
given cultivar, so they are not so useful in selecting components for the crosses.

Key words: clover, RAPD markers, genetic similarity
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