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Abstract. The study was conducted in 2015 in six spruce stands situated in different forest districts administratively belonging to
the Regional Directorate of Forests State in Krosno. Each spruce population was represented by 30 trees and assessed in terms of
their current health status. Genetic analyses were performed based on shoot samples from each tree using nine nuclear DNA markers
and one mitochondrial DNA marker (nad1). The health status of the trees was described according to the classification developed
by Szczepkowski and Tarasiuk (2005) and the correlation between health classes and the level of genetic variability was computed
with STATISTICA (a = 0.05).

Nuclear DNA analyses revealed a low level of genetic variability among spruce populations (only 3% of the total genetic
variation (F = 0.028) and a high variability within populations (97%). The total heterozygosity in all stands () was calculated
as 0.646. Based on UPGMA analysis, the most genetically similar populations are spruce stands in the Bieszczady National Park
and the Ustrzyki Dolne Forest District, which have the smallest genetic divergence of all populations (D = 0.0165).

Our analysis of the mitochondrial gene nadl revealed the presence of six different haplotypes “a”, “al”, “b”, “c”, “d” and
“d1”. Comprising 56% of all haplotypes, “a” was the most common showing a predominant impact on spruce migration from the
Carpathian area. The analysis based on mitochondrial markers (by Nei) revealed a heterozygosity of 0.525.

Based on the observations of disease symptoms, 29% of the trees belong to health class 1,30% to class 2,28% to class 3 and
class 4 contains 13% of trees. The comparison between health status and the level of genetic variation in the analyzed stands
showed a positive correlation. Spruce stands with better health were also characterized by a greater degree of genetic variability.

Since most of the investigated spruce populations shared the mitochondrial haplotype “a”, we have ascertained their Hercy-
nian-Carpathian origin. Only one stand (Cisna) had a high frequency (43.3%) of the Nordic haplotype “c” suggesting that this
provenance is derived from the Baltic post-glacial refugium of P. abies in Europe.
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razone na dzialanie niepozadanych czynnikéw (Nowakow-
ska, Konecka 2013). Zatem zr6znicowanie genetyczne drzew

1. Wstep

Drzewa lesne charakteryzuje wysoki poziom zmiennosci
genetycznej wewnatrz populacji oraz niski stopien zréznico-
wania genetycznego pomig¢dzy populacjami. Wynika to m.in.
z intensywnego przeptywu genow u tej grupy roslin (Hamrick
et al. 1992; Dzialuk, Burczyk 2005). Na podstawie przepro-
wadzonych badan genetycznych populacji drzew lesnych
mozna przypuszczac, ze drzewostany o ubogiej puli genowe;j
sa mniej odporne na zmiany $rodowiskowe oraz bardziej na-

lesnych odgrywa kluczowa role¢ w stabilnosci i dynamice
ekosystemow lesnych (Gregorius 1991; Wojnicka-Pottorak
et al. 2014). Zroéznicowanie miedzypopulacyjne gatunkéw
o szerokim i cigglym zasiggu wystgpowania, np. $wierka,
wynosi czgsto ponizej 3% (Miiller-Starck et al. 1992). Fakt
ten sprzyja duzej zmienno$ci wewnatrzpopulacyjnej oraz
wielokierunkowej zmienno$ci ekologicznej, geograficznej,
morfologicznej i fizjologicznej (Boratynski et al. 1998).
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Wedlug wynikow badan monitoringowych stanu uszko-
dzenia lasow w Polsce (stan na 2013 r.), porownujac udziat
drzew uszkodzonych, $§wierk (Picea abies L. Karst.) nale-
zy do gatunku uszkodzonego w wysokim stopniu (26,96%)
(Wawrzoniak et al. 2014), a jego stan zdrowotny wplywa na
szereg cech (np. ksztattuje jakos¢ hodowlang 1 uzytkowa, im-
plikuje trwatos¢ i zywotno$¢ drzewostanow) warunkujacych
stabilno$¢ i odpornos$¢ ekosystemoéw lesnych na biotyczne
i abiotyczne czynniki stresowe i szkodotwodrcze. Moze on
réwniez wptywac na zachowanie lasu jako formacji roslinnej
(Sierota 1998), zapewnienie cigglosci podstawowych pro-
cesOw ekologicznych, trwato$¢ uzytkowania ekosystemow,
utrzymanie naturalnej odpornosci drzewostanow i zbioro-
wisk oraz zachowanie zasobdéw genetycznych dla przysztych
pokolen (Matras 2013).

Celem pracy bylo przeanalizowanie zréznicowania i zmien-
nosci genetycznej dojrzalych drzewostanéw $wierka pospo-
litego z terenu Regionalnej Dyrekeji Lasow Panstwowych
(RDLP) w Kro$nie na podstawie markero6w molekularnych,
zaro6wno DNA jadrowego (loci mikrosatelitarne), jak i mito-
chondrialnego (fragment genu nadl), okreslenie stanu zdro-
wotnego badanych populacji oraz pordwnanie parametrow
zmienno$ci genetycznej z parametrami okreslajacymi stan
zdrowotny analizowanych drzew.

2. Material i metody

Do badan wybrano 6 populacji $wierka pospolitego (Picea
abies), zlokalizowanych na terenie RDLP w Kro$nie w nad-
lesnictwach: Lutowiska, Stuposiany, Cisna, Ustrzyki Dolne,
Komancza oraz w Bieszczadzkim Parku Narodowym (BPN)
(tab. 1). Z kazdego drzewostanu zebrano jednoroczne pedy
lub wywierty z pnia z 30 losowo wytypowanych w drzewosta-
nie drzew, ktorych wiek wahat si¢ od 60 lat (dla drzewosta-
néw Lutowiska i Stuposiany) do 117 lat (dla Bieszczadzkiego
Parku Narodowego). Dla kazdego drzewa mierzono piersnice
(DBH), wysokos¢ (H) oraz dlugos¢ korony (H,).

Oceng wzrokowa stanu zdrowotnego drzewa wykona-
no w okresie wiosennym, wykorzystujac 4-stopniowa skalg
uszkodzen opracowang na podstawie metody Szczepkow-
skiego i Tarasiuka (2005), gdzie klasyfikowano drzewa na
podstawie stopnia defoliacji koron. Dodatkowo obserwowa-
no inne objawy uszkodzenia drzew, takie jak obecnos$¢ ze-
rowisk owadow, wystepowanie owocnikow patogenicznych
grzybow oraz inne uszkodzenia pni drzew. W zastosowanej
skali uszkodzenia $wierkow, klasa 1. wskazywata drzewa
bez uszkodzen lub lekko uszkodzone (wykazujace <25%
defoliacji oraz obecno$¢ pojedynczych zerowisk owadzich),
2 — drzewa stabo uszkodzone (25%—-50% defoliacji, wyste-
powanie otwartych, drobnych uszkodzen pnia, wyciekow
zywicznych oraz rzadkich zerowisk owadzich), 3 — drzewa
srednio uszkodzone (50%—70% defoliacji, obecnos¢ uszko-
dzen mechanicznych, peknie¢ pnia, czestych zeréw owadzich
i wyciekow zywicznych), natomiast klasa 4 — osobniki silnie
uszkodzone (wykazujace ponad 70% defoliacji koron, obec-
nos¢ glebokich, otwartych ran z bardzo czgstymi wyciekami

zywicznymi, czgstych uszkodzen mechanicznych, z tuszcza-
cg si¢ lub odpadajaca ptatami kora, a takze bardzo licznym
wystepowaniem zerow owadzich i owocnikow patogendéw
grzybowych).

Ekstrakcje DNA genomowego z materiatu roslinnego
przeprowadzono za pomocg zestawu do izolacji DNA Nucle-
oSpin Plant IT (Macherey-Nagel®), natomiast ilo$¢ otrzyma-
nego DNA analizowano spektrofotometrycznie za pomoca
aparatu NanoDrop® ND-1000 (TK-Biotech). W celu poznania
struktury genetycznej jadrowego DNA przeprowadzono ana-
lizy sekwencji mikrosatelitarnych (SSR) dla 180 drzew przy
uzyciu nastgpujacych 9 loci mikrosatelitarnych: EATC1B02,
EATCIE3, EATC2G05, SPAGCI1, SPAGG3, EATCI1G2,
EATC2B02, G2 i SPAGC2 (Pfeiffer et al. 1997; Scotti et al.
2002). Do genotypowania drzew zastosowano sekwenator
3500 Genetic Analyzer (Life Technologies™) z wykorzysta-
niem oprogramowania 3500 Data Collection Software.

Haplotypy mitochondrialnego DNA $wierka oceniano na
podstawie amplifikacji fragmentu genu nadl wg Sperisen
iin. (2001). Produkty amplifikacji analizowano na podstawie
elektroforezy chipowej (Bioanalyser®) wg zalecen produ-
centa, przy uzyciu chipéw DNA-1000 i klasyfikowano wg
wielkosci alleli ,,a”, ,,b”, ,,¢” 1,,d” opisanych przez Sperisen
iin. (2001). Haplotypy, ktére miaty inng wielkos¢ alleli niz
u Sperisen i in. (2001), opisano kodem ,,al” — dla allelu 350
par zasad, oraz ,,d1” dla 280 pz.

Obliczenia statystyczne podstawowych parametrow ge-
netycznych dla markeréw mikrosatelitarnych i DNA mi-
tochondrialnego, w tym obserwowana (n,) i efektywna (n,)
liczba alleli w locus, heterozygotycznos¢ obserwowana (/)
i oczekiwana (H)), liczba alleli prywatnych (Apm) oraz indeks
Shannona (/) zostaty wykonane w programie GenAlEx 6.501
(Peakall, Smuse 2012). Dendrogram podobienstwa gene-
tycznego uzyskano w programie Mega 6.0.6 (Tamura et al.
2013), na podstawie metody $rednich potaczen (UPGMA).
Obliczenia korelacji miedzy parametrami genetyczny-
mi a stanem zdrowotno$ci drzew sporzadzono za pomoca
wspotczynnika korelacji rang Spearmana przy wykorzysta-
niu programu Microsoft Office Excel 2007 oraz STATISTI-
CA 10 (dla 0=0,05).

3. Wyniki

Badane drzewa charakteryzowaty si¢ nastepujacymi para-
me‘Erami DBH, H, H (tab. 2).

Swierk pospolity ze wszystkich szesciu populacji charak-
teryzowal si¢ najwickszym udziatem (30%) osobnikéw stabo
uszkodzonych (klasa 2 zdrowotnosci). Okoto 29% stanowi-
ty drzewa z 1. klasy zdrowotnos$ci (drzewa bez uszkodzen/
drzewa lekko uszkodzone) oraz 28% drzew $rednio uszko-
dzonych (3 klasa zdrowotno$ci). Najmniejszy udziat (13%)
odnotowano dla 4. klasy zdrowotnosci. Drzewostan z Nadl.
Cisna charakteryzowat si¢ najlepsza zdrowotnoscia (ryc. 1),
wyrazong wysokim odsetkiem (64%) drzew bez uszkodzen
i drzew lekko uszkodzonych (1. klasa zdrowotnosci). Jedynie
3% drzew tej populacji przypisano do 4. klasy zdrowotnosci
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Tabela 1. Opis taksacyjny drzewostanéw §wierkowych, z ktérych zebrano material roslinny do analiz DNA, zlokalizowanych na terenie
RDLP w Kros$nie (dane wedlug obecnie obowiazujacych planéw urzadzania lasu dla analizowanych nadle$nictw)
Table 1. Stand description of studied spruce populations in the Krosno Regional Directorate of State Forests (data after Forest Management

Plans for analyzed Forest Districts)

Obre¢b Le$nict Oddziat
Nadles$nictwo re esnictwo Ha Region nas. Szerokosé [N] Dhugosé [E]
. Forest Forest Forest . . .
Forest District . Seed region Latitude [N] Longitude [E]
Inspectorate Subdistrict ~ Compartment

Bieszczadzki Park Narodowy  BPN Gorny San  Goérny San 6lg, 6lc 806 49°04°99” 22°86°38”
Ustrzyki Dolne Brzegi Brzegi 125a, 113d 806 49°43°76 22°64°00
Stuposiany Stuposiany Czereszenka 10c 806 49°19°46” 22°71°71”
Lutowiska Lutowiska Lipie 2a 806 49°27°62” 22°71°92”
Komancza Komancza Turzansk 8f 806 49°35°27” 22°08°23”
. . . 49°16°85” 22°44°69”
Cisna Wetlina Stare Sioto 82a, 82f 806 49°16°66” 290447557

*LG$w / fresh mountain coniferous forest, LWYZ$w / fresh upland broadleaved forest, **przerywane (prz) / intermittent, luzne (luz) / loose, umiarkowane

(umiark) / middling

Tabela 2. Charakterystyka badanych populacji §wierka pospolitego wedlug klas zdrowotnosci
Table 2. Characteristics of studied Norway spruce populations according to health classes

Zdrowotno$¢ Piersnica [cm] Wysokos¢ osadzenia korony H, [m] Wysoko$¢ H [m]
Health state Diameter at the breast height DBH [cm] Crown height H, [m] Height H [m]
1 48,94 4,54 26,42
2 42,62 6,01 25,87
3 39,00 5,43 25,14
4 38,50 5,45 25,55

(drzew silnie uszkodzonych). We wszystkich analizowanych
drzewostanach, za najczg¢$ciej powtarzajace si¢ objawy uzna-
no wycieki zywiczne (29,6%), zer ochojnika §wierkowo-mo-
drzewiowego (27,2%), uszkodzenia mechaniczne (22,8%)
oraz defoliacj¢ (16%) (ryc. 2). Na pojedynczych drzewach
odnotowano zery innych owadow (3,7%).

Wysoki udziat drzew w 1. klasie zdrowotnosci (47%) miat
réwniez drzewostan z Nadl. Ustrzyki Dolne. Tu drzewa z 2.
klasy zdrowotnosci (stabo uszkodzone) stanowity 30%, za$
drzewa z klasy 3.1 4. tylko 131 10% (ryc. 1, 2).

Najnizszym udzialem drzew bez uszkodzen lub drzew
lekko uszkodzonych (7%) wsrdd badanych populacji charak-
teryzowat si¢ drzewostan z Nadl. Lutowiska (ryc. 1, 2). W tej
populacji najwigcej drzew przypisano do 2. i 3. klasy zdro-
wotnosci, czyli drzew stabo (43%) 1 $rednio (37%) uszkodzo-
nych. Osobniki z 4. klasy zdrowotnosci (silnie uszkodzone)
wystepowaty w udziale 13%.

Na podstawie analizy struktury genetycznej (DNA jadrowe)
stwierdzono, ze najbardziej polimorficzny byt locus SPAGC2,
u ktoérego odnotowano 32 rézne fragmenty DNA o wielkosci
od 83 do 181 par zasad, sposrdd ktorych 8 alleli wystgpowato
z frekwencja wigksza niz 3%. Najmniejsza liczbe alleli odno-
towano w locus EATC1E3 (5 alleli), przy $redniej efektywnej
liczbie alleli 1,46. Dla wszystkich analizowanych loci §rednia
liczba alleli w locus wyniosta 4=89,333.

Populacje, ktore byty najbardziej zréznicowane genetycz-
nie posiadaty takze wysokie wartosci catkowitej liczby alleli
w locus, odpowiednio: Ustrzyki Dolne 4=97, Cisna 4=94
i Komancza 4=92. Najwigksze wartoSci obserwowanej (n,)
i oczekiwanej (n,) liczby alleli na locus miaty $wierki z Nad-
lesnictwa Ustrzyki Dolne, odpowiednio n =10,778 in =5,412,
natomiast najmniejsze wartosci tych parametrow cechowaty
populacje z Nadlesnictwa Stuposiany n.=9,111 i n =4,786,
wraz z najmniejszg catkowita liczbg alleli 4=82 (tab. 3).
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Rycina 1. Udzial klas zdrowotnosci w badanych populacjach F ‘;&*\p i—°&

$wierka z terenu RDLP w Kro$nie
Figure 1. Share of health classes of studied spruce populations in the
area of Krosno Regional Directorate of State Forests

Wszystkie badane drzewostany mialy wysokie parametry
zroznicowania genetycznego: n,=9,926, n =5,068, H =0,487,
H =0,646 (tab. 3). Srednie wartoSci wspotczynnikow
wsobnosci (Fg) i heterozygotyczno$ci (F|;) genotypow
badanych populacji byly zblizone do siebie, odpowiednio
F=0,272 i F,=0,292, co $wiadczy o zachowanej row-
nowadze udzialu osobnikéw heterozygotycznych i ho-
mozygotycznych we wszystkich populacjach. Srednia
zmienno$¢ genetyczna (Fg;) dla wszystkich badanych po-
pulacji jest niska F,, = 0,028 i wskazuje na wystgpowanie
wigkszej zmiennosci genetycznej wewnatrz badanych drze-
wostanéw niz pomi¢dzy nimi.

W kazdej populacji zaobserwowano wystgpowanie drzew
z udziatem alleli prywatnych, z czego najwigksza ich liczg

= 7er ochojnika $wierkowo-modrzewiowego 7 zer innych owadéw
spruce gall adelges feeding feeding of insects

= uszkodzenia mechaniczne
mechanic injury

a wycieki Zywiczne
resin effluent

+ defoliacja
defoliation

o owocniki grzybow
fruiting pathogen

Rycina 2. Udzial objawéw uszkodzen w poszczegolnych nadle-
$nictwach i Bieszczadzkim PN

Figure 2. Share of damage symptoms in forest districts and Bieszcza-
dy NP

miaty drzewostany z Nadl. Ustrzyki Dolne (Apﬁv=0,889), na-
tomiast najmniejsza z Bieszczadzkiego P.N. (Apriv=0,333).
Drzewo nr 12 pochodzace z powierzchni w Nadl. Komancza
posiadato az 2 allele prywatne — 110 pz w locus SPAGCI1
1210 pz w locus EATC1B02.

Na podstawie analizy zgrupowania UPGMA otrzymano
dwie grupy populacji zblizonych genetycznie: grupe 1) BPN,
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Tabela 3. Poziom zréznicowania genetycznego badanych populacji Swierka z terenu RDLP w Kros$nie, na podstawie analiz

mikrosatelitarnych loci jadrowego DNA

Table 3. Genetic diversity of studied spruce populations in the area of Krosno Regional Directorate of State Forests, based on analysis of

nuclear microsatellite loci of DNA

Populacja

Lp./No Population A n, n, A, H, H,

1. BPN 85 9,444 5,08 0,333 0,467 0,631

2. Ustrzyki Dolne 97 10,778 5,412 0,889 0,52 0,666

3. Stuposiany 82 9,111 4,786 0,556 0,468 0,635

4. Lutowiska 86 9,556 5,087 0,556 0,452 0,638

5 Komaficza 92 10,222 47 0,667 0,509 0,668

6. Cisna 94 10,444 5,344 0,778 0,507 0,637
Srednie ogoétem / Overall: 89,333 9,926 5,068 0,630 0,487 H, = 0,646

A — calkowita liczba alleli / total numer of alleles,

n,— obserwowana liczba alleli na locus / observed number of alleles per locus,

n, — oczekiwana liczba alleli na locus / expected number of alleles per locus,
A~ liczba alleli prywatnych / number of private alleles,

H, — heterozygotycznoS$¢ obserwowana wg Nei (1978) / observed heterozygosity (Nei 1978),
H_ — heterozygotyczno$¢ oczekiwana wg Nei (1978) / expected heterozygosity (Nei 1978),

H_ — calkowita $rednia heterozygotyczno$¢ w drzewostanie / total mean heterozygosity per stand.

Ustrzyki Dolne, Stuposiany i Lutowiska oraz grupe 2) Ko-
mancza i Cisna (ryc. 3). Najwigkszy dystans genetyczny obli-
czony na podstawie analizy loci SSR byt miedzy populacjami
Komancza i Stuposiany (D,=0,056), za$ najmniejszy miedzy
populacjami BNP i Ustrzyki Dolne (D,=0,0165). Rozmiesz-
czenie geograficzne populacji o zblizonych genotypach wyka-
zuje podziat na cz¢$¢ wschodnig regionu 806, do ktorej naleza
populacje z grupy pierwszej dendrogramu, oraz na czgs¢ za-
chodnia, w ktorej znajduja si¢ dwie populacje z grupy drugiej
dendrogramu (ryc. 4).

Analiza mitochondrialnego genu nadl wykazata wystgpo-
wanie 6 réznych wariantow haplotypow: ,,a”, ,,al”, ,,b”, ,.c”,
»d”1,,d1”. Wérdd wszystkich badanych populacji najczesciej
wystepowat haplotyp ,,a” (z frekwencja 56%) i haplotyp ,,d”

e
2. Ustrzyki Dolne @
4|— 4. Lutowiska [l

6.Cisna ()

3. Stuposiany [l

5. Komancza ()

0.002 1. BPN — Populacja / Population . — Kod symboli / Icons code

Rycina 3. Dendrogram podobienstwa genetycznego na podstawie
dystansu DN (Nei 1978) migdzy badanymi populacjami §wierka
pospolitego. Populacje o zblizonym podobienstwie genetycznym
wyrézniono odrebnym symbolem

Figure 3. Dendrogram of genetic similarity of Nei (1978) based
on nDNA, between the studied populations of Norway spruce.
Populations with similar genetic similarity was marked a different
icon

(25%). Rzadziej wystepowaty haplotypy ,,al”, ,,b”, ,,c”1,,dl”
(z frekwencjami odpowiednio 5%, 2%, 7% i 5%). Charakte-
rystyczny dla potnocnego zasiggu $wierka haplotyp ,,c”” odno-
towano tylko w drzewostanie Cisna, z do$¢ duza frekwencja
(43,3%). Najbardziej zmienny genetycznie byt drzewostan
Nadlesnictwa Cisna. Zawieral on najwigcej (5) wariantow ha-
plotypéw: ,,a”, ,.)b”, ,c”, ,,d” i,d1”, cechowal si¢ najwyzsza
heterozygotyczno$cig & Nei=0,618 oraz jako jedyny sposrod
wszystkich populacji posiadat allele prywatne. Najnizsza war-
to$¢ heterozygotycznos$ci otrzymano dla populacji Nadle$nic-
twa Stuposiany: 4 Nei=0,382 (tab. 4). Najwigkszy dystans

Spis badanych populacji:

Analyzed populations: \
1. BPN @‘\/

2. Ustrzyki Dolne
3. Stuposiany

4. Lutowiska

5. Komaricza

6. Cisna

(n Legenda / Caption
o —— reglonalizacja nasienna /
seed region of Norway spruce
—— Nadlegnictwa / Forest District

—— RDLP / Regional Directorate

of State Forests

Rycina 4. Geograficzne rozmieszczenie grup populacji Swier-
ka pospolitego, na podstawie analizy DNA mikrosatelitarnego.
Grupy populacji zblizonych genetycznie oznaczono wg zgrupo-
wania UPGMA dendrogramu z ryc. 3

Figure 4. Geographical location of spruce population groups, based
on microsatellite DNA analysis. Genetically similar groups of pop-
ulations were marked by grouping UPGMA dendrogram of Fig. 3
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Tabela 4. Charakterystyka badanych drzewostanéw populacji
Swierka z terenu RDLP w Kros$nie na podstawie analiz mito-
chondrialnego genu nadl

Table 4. Characteristics of studied spruce stands in the area of Kro-
sno Regional Directorate of State Forests, based on analysis of mi-
tochondrial gene nad|l

Populacja n, n, A, h Nei

Population
BPN 2 1,965 0 0,491
Ustrzyki Dolne 4 2,422 0 0,587
Stuposiany 4 1,619 0 0,382
Lutowiska 3 2,261 0 0,558
Komancza 3 2,052 0 0,513
Cisna 5 2,616 1 0,618

Srednia / Mean 3,500 2,156 0,167 0,525

n,— obserwowana liczba alleli na locus / observed number of alleles per
locus,

n,—oczekiwana liczba alleli na locus / expected number of alleles per locus,
A, —liczba alleli prywatnych / number of privte alleles,

h Nei — heterozygotyczno$¢ wg Nei (Nei 1978) / Nei (1978) heterozygosity.

803

Spis badanych populacji:
Analyzed populations:

1. BPN

2. Ustrzyki Dolne

3. Stuposiany

4. Lutowiska

5. Komancza

6. Cisna

Rycina 5. Udzial wystepowania haplotypéw genu nadl w bada-
nych populacjach §wierka pospolitego z terenu RDLP w Kro-
$nie, na podstawie analiz DNA mitochondrialnego

Figure 5. Haplotype participation of the gene nadl in the studied
populations of Norway spruce from the area of Krosno Regional Di-
rectorate of State Forests, based on analysis of mitochondrial DNA

genetyczny D, =0,994 obliczony na podstawie mtDNA dzielit
populacje Ustrzyki Dolne i Lutowiska. Najbardziej podobne
genetycznie byly za to populacje BPN i Cisna, ktore dzielit naj-
mniejszy dystans D, =0,469 (niezilustrowane).

W tabeli 5 przedstawiono zestawienie wspotczynnikéw
genetycznego zroznicowania jadrowego i mitochondrialnego
DNA ze stanem zdrowotnym badanych drzew, okreslanym
na podstawie 4 klas wg Szczepkowskiego i Tarasiuka (2005).

Na podstawie analizy wspotczynnika korelacji rang Spe-
armana wykazano istotny statystycznie (na poziomie istotno-
$ci 0=0,05) zwiazek migdzy wysokoscig osadzenia korony

a piersnica (0,405) oraz wysoko$cia osadzenia korony i wy-
sokoscig drzew (0,565). Porownanie klas zdrowotnosci,
pier$nicy (DBH), wysokosci (H) oraz wysokosci osadzenia
korony (H,) w odniesieniu do parametrow genetycznych
(tab. 6) wykazato ujemne korelacje jedynie pomiedzy klasa
zdrowotnosci a obserwowang liczbg alleli na locus (n,) i in-
deksem zmiennos$ci Shannona (7).

4. Dyskusja

Analizy stanu zdrowotnego drzew lesnych sa czestym
przedmiotem badan dotyczacych populacji réznych gatunkow
drzew wystgpujacych w Polsce, prowadzonych zardwno na
obszarze w zarzadzie Lasow Panstwowych, jak i parkéw na-
rodowych, w celu poréwnania kondycji naszych lasow w prze-
ciggu kilku dekad (Zajaczkowski 1993; Borecki et al. 1995;
Wawrzoniak et al. 1995, 1996, 1998, 2000, 2003, 2014; Sierota
1998; Zwolinski 2003; Szczepkowski, Tarasiuk 2005; Nowa-
kowska, Oszako 2008; Zolciak et al. 2009; Zmarz et al. 2012).

Stan zdrowotny szeSciu populacji §wierka pospolitego ba-
danych na terenie RDLP w Kros$nie charakteryzowat si¢ naj-
wickszym udziatem (30%) osobnikéw stabo uszkodzonych
oraz najmniejszym (13,33%) silnie uszkodzonych. Wyniki
te znajduja potwierdzenie w dlugoletnich badaniach moni-
toringowych Wawrzoniaka i in. (1995, 1996, 1998, 2000,
2003, 2014). Mimo zastosowania réznych klasyfikacji, wy-
niki stanu zdrowotnego §wierczyn otrzymane w niniejszej
pracy na podstawie sumy wszystkich czynnikow przybieraja
warto$ci klas defoliacji zblizone do przedstawionych przez
Wawrzoniaka i in. (2013), ktérzy zanotowali dla osobnikow
powyzej 60-letnich 15,15% udziatu drzew w klasie defoliacji
0 (do 10%), 72,73% w klasie lekkiej defoliacji oraz 12,12%
drzew powyzej 25% defoliacji i martwych.

Ocene¢ wzrokowga stanu zdrowotnego drzew na analizowa-
nych terenach wykonywano w czasie wielodniowych opadow
deszczu w okresie wiosennym 2015 roku, co moglo wptynaé
na zamaskowanie pewnych objawow chorobowych, jak barwa
i dlugos¢ igiel oraz obecnos¢ owocnikdéw patogendw grzybo-
wych, pojawiajacych si¢ w okresie jesiennym, np. opieniek.

Dobry stan zdrowotny analizowanych drzewostanow moze
by¢ takze uwarunkowany genetycznie. Zazwyczaj jest on wy-
padkowa dwodch rodzajow odpornosci: pionowej (ukierun-
kowanej na dany patogen) i poziomej (na wiele czynnikow
szkodotworczych), np. w wyniku dtugotrwatej suszy i ostabie-
nia drzew na skutek nasilonego ataku opieniek Armillaria spp.,
organizméw grzybopodobnych z rodzaju Phytophthora i Py-
thium lub owadéw wtornych (Nowakowska, Oszako 2008).
W niniejszych badaniach nie przeprowadzono analiz pod
katem identyfikowania czynnikéw sprawczych uszkodzen, na
podstawie pobranych prob, izolacji i hodowli patogendw.

Zrbdznicowanie drzew lesnych pod wzglgdem cech genetycz-
nych pelni wazna role w stabilnosci i dynamice ekosystemow
lesnych (Wojnicka-Pottorak et al. 2014), decyduje o warto$ci
surowca oraz warunkuje wplyw oddzialywania negatywnych
czynnikéw biotycznych i abiotycznych (Matras 2006). Zasto-
sowane w pracy markery molekularne SSR i STS s3 zaliczane
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Tabela 5. Parametry zréZnicowania genetycznego we wszystkich badanych populacjach wedlug klas zdrowotno$ci i typu analizowanego

DNA (jadrowe loci mikrosatelitarne nSSR i mitochondrialny gen nadl — mtDNA)

Table 5. Genetic diversity parameters in all studied populations by health class and type of analyzed DNA (nuclear microsatellite loci nSSR

and mitochondrial gene nadl — mtDNA)

Typ markera Klasy zdrowotnosci

Marker type Health classes n, n, 1 H, H, F
1 5,389 3,663 1,181 0,471 0,562 0,172
2 5,852 3,971 1,289 0,495 0,584 0,194
nSSR
3 5,315 3,797 1,247 0,496 0,593 0,161
4 3,333 2,668 0,854 0,492 0,455 -0,122
n, n, 1 N h Nei uh
1 2,667 2,064 0,745 8,333 0,459 0,604
mtDNA 2 2,5 1,743 0,664 9 0,408 0,47
3 2,333 1,886 0,707 8,167 0,468 0,59
4 1,667 1,452 0,338 3,667 0,211 0,265

n,— obserwowana liczba alleli na locus / observed number of alleles per locus,

n — oczekiwana liczba alleli na locus / expected number of alleles per locus,

I —indeks Shannona wg Lewontin (1972) / Shannon index after Lewontin (1972),
H — heterozygotycznoS$¢ obserwowana wg Nei (1978) / observed heterozygosity after Nei (1978),

H_, — heterozygotycznos¢ oczekiwana wg Nei (1978) / expected heterozygosity after Nei (1978),

F — wspolezynnik zmiennoSci fiksacji / fixation index,

N — $rednia liczba alleli / mean allele number,

h Nei — heterozygotyczno$é wg Nei (Nei 1978) / Nei (1978) heterozygosity,

uh — nieobciazony estymator heterozygotycznosci / unbiased heterozygosity.

Tabela 6. Macierz korelacji rang Spearmana miedzy klasami zdrowotnoS$ci i parametrami opisujacymi zmienno$¢ genetyczna
Table 6. Correlation matrix Spearman rank between health classes and parameters describing genetic variability

Cechy wzrostu

Parametry zmienno$ci genetycznej

Cechy Growth Parameters of genetic variability
Features

DBH H H, n, n, 1 H, H F
Klasa zdrowotnosci

-0,264 0,237 -0,210 -0,469 -0,285 -0,447 -0,011 -0,248 -0,280
Health class
DBH - -0,286 0,405 0,122 0,127 0,073 -0,103 -0,008 0,002
H -0,286 - 0,565 0,124 0,187 0,149 0,387 0,334 0,207
H 0,405 0,565 - 0,204 0,282 0,168 0,217 0,282 0,231

k

DBH — piersnica / diameter of breast height,
H — wysoko$¢ drzewa / height of the tree,
H, — wysoko$¢ osadzenia korony / crown height,

n,— obserwowana liczba alleli na locus / observed number of alleles per locus,

n,— oczekiwana liczba alleli na locus / expected number of alleles per locus,

1 —indeks Shannona wg Lewontin (1972) / Shannon index after Lewontin (1972),
H, — heterozygotycznos¢ obserwowana wg Nei (1978) / observed heterozygosity after Nei (1978),

Hy — heterozygotyczno$¢ oczekiwana wg Nei (1978) / expected heterozygosity after Nei (1978),

F — wspolczynnik zréznicowania genetycznego wg Nei (1987) / genetic diversity coefficient (Nei 1978).
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do jednych z najprecyzyjniejszych narzedzi badawczych w ge-
netyce drzew lesnych. Sg one coraz powszechniej wykorzysty-
wane do identyfikacji pojedynczych osobnikdw, oszacowania
zmiennoS$ci genetycznej populacji i calych gatunkow (Lewan-
dowski, Burczyk 2002; Maghuly et al. 2006; Nowakowska
2006; Nowakowska 2011; Lewandowski 2013).

Srednia heterozygotyczno$é obserwowana we wszystkich
drzewostanach wyniosta 0,487. Jest to wynik w znacznym
stopniu nizszy od otrzymanego w badaniach prowadzonych
przez Nowakowska (2009), ktora dla $wierka w Polsce
otrzymata H_=0,729, jednak byt tez znacznie wyzszy niz
w innych podobnych badaniach prowadzonych w Polsce
przy uzyciu réznych markeréw molekularnych: 4 =0,129
(Lewandowski et al. 1997), H =0,212 (Modrzyfski, Prus-
Gtowacki 1998), H,=0,163 (Lewandowski, Burczyk 2002),
H,=0,212 (Prus-Gtowacki, Modrzynski 2003), H =0,120
(Sabor et al. 2013), H =0,237 (Wojnicka-Pottorak et al.
2014), H_=0,147 (Masternak, Polak-Berecka 2014), oraz
w Europie: na Litwie przez Goncharenko i in. (1995)
(H,=0,187) oraz nieznacznie nizszy niz w Austrii //,=0,495
(Maghuly et al. 2006).

Otrzymany s$redni wspotczynnik zmienno$ci genetycz-
nej (Fy,) pomigdzy wszystlfimi badanymi populacjami
byt bardzo niski F=0,028. Swiadczy to o wystgpowaniu
wigkszej zmiennosci genetycznej wewnatrz badanych drze-
wostandw niz pomiedzy nimi, co potwierdza zasade doty-
czaca wigkszosci gatunkéw drzew lesnych, u ktérych tylko
maty procent zmiennosci wystepuje na poziomie mi¢dzypo-
pulacyjnym, co jest wynikiem wyzszego polimorfizmu, na
ktory sktadaja si¢ DNA poszczegolnych osobnikéw buduja-
cych populacje (Hamrick et al. 1992; Nowakowska 2007).
Badane populacje $wierka charakteryzowato mate zrézni-
cowanie DNA jadrowego w stosunku do wynikow badan
z Polski i Europy. Lewandowski i in. (1997) dla §wierczyn
z Beskidow otrzymali zmienno$¢ genetyczng na poziomie
0,059, Modrzynski i Prus-Glowacki (1998) dla populacji
z Polski F=0,063, Nowakowska (2009) otrzymata naj-
wyzszy wynik F=0,088, natomiast Maghuly i in. (2006)
w Austrii zanotowali /,=0,014. Identyczny wynik wspot-
czynnika zmiennosci genetycznej, jak przedstawiony w tej
pracy (Fg, =0,028), odnotowali Lewandowski i Burczyk
(2002) dla polskich populacji $wierka, analizowanych na
podstawie markeréw izoenzymatycznych.

Rozpatrujac dystans genetyczny pomigdzy badanymi
populacjami, stwierdzono, ze populacje BPN, Ustrzyki
Dolne, Stuposiany i Lutowiska z pierwszej grupy dendro-
gramu otrzymanego na podstawie markerow SSR potozone
sa blizej wschodniej granicy Polski z Ukraina, za$ popula-
cje swierka z drugiej grupy dendrogramu (Nadl. Komancza
i Cisna) sg potozone bardziej na zach6d w poréwnaniu do
innych analizowanych populacji. Takie zgrupowanie po-
pulacji drzew le$nych o podobnym poziomie zmiennos$ci
genetycznej na danym terenie jest bardzo rzadkie i wyma-
gatoby dalszych badan.

Jako marker DNA mitochondrialnego uzyto genu nadl,
ktorego skuteczno$é zostata potwierdzona w wielu popu-

lacjach $wierka badanych w Polsce (Nowakowska 2009;
Nowakowska 2011; Lewandowski 2013). Markery DNA
mitochondrialnego (STS) zastosowano m.in. u Pinus sylve-
stris 1 Picea abies (Sperisen et al. 2001; Nowakowska 2007).
Mitochondrialne geny sg czgsto pomocne w badaniach drog
migracji polodowcowej fauny i flory (Gugerli et al 2001;
Naydenov et al. 2007; Pyhajarvi et al. 2008; Dering, Lewan-
dowski 2009; Litkowiec et al. 2009).

Frekwencja wystepowania haplotypu ,,a” (56%) znacza-
co przewaza w 4 populacjach, co w wigkszo$ci potwierdza
przynaleznos$¢ badanych drzewostanow z RDLP Krosno do
hercynsko-karpackiego osrodka wystgpowania, ktory cha-
rakteryzuje gtdéwnie wystgpowanie haplotypow ,,a” 1 ,,al1”
(Pfeiffer et al. 1997; Sperisen et al. 2001; Eriksson 2009;
Nowakowska 2007). Na szczegdlna uwage zastuguje drze-
wostan w Nadles$nictwie Cisna, w ktorym wysoki (az 43%)
udzial miat haplotyp ,,c”, charakterystyczny dla péinocne-
go (nordyckiego) zasiggu Swierka w Polsce. Fakt ten moze
$wiadczy¢ o duzym przemieszaniu si¢ pul genowych drzew
lesnych w przesztosci, gtdéwnie w wyniku prowadzonej
gospodarki lesnej w ubiegtych stuleciach (Dering, Lewan-
dowski 2009). Obecnos¢ haplotypu ,,¢” w drzewostanie
Cisna moze rowniez wynikaé czeSciowo z sukcesji lesnej
oraz krajowego programu zalesiania po stratach wojennych.
W latach 20. XX w. trwata wzmozona eksploatacja drze-
wostanéw karpackich w celu uzyskania budulca potrzeb-
nego do odbudowy wsi i miast (Lubonski 2006; Marszatek
2011; Ortowski 2012). Lasy Nadle$nictwa Cisna w latach
20. XIX w. stanowily wlasno§¢ prywatna i nastawione
byty na intensywna produkcj¢ drewna (Regionalna Dy-
rekcja Lasow Panstwowych w Krosnie 2015). Po wycince
drzewostanu zragb odnawiano sprowadzonymi sadzonkami
swierka (Ortowski 2012). Dodatkowo, wyrab drzewostandéw
w wieku przedrebnym spowodowat duze spustoszenie w za-
sobach laséw bieszczadzkich (Lubonski 2006). Pladrowni-
czy sposob gospodarowania stat si¢ podstawowa przyczyna
przemian w ich sktadzie gatunkowym, np. w miejsce jodty
i buka wprowadzano §wierka (Marszatek 2011).

Przedstawione relacje historyczno-gospodarcze potwier-
dzaja rozwazania o mozliwosci sprowadzania w przesztosci
materiatu sadzeniowego pochodzenia nordyckiego na tereny
obecnego Nadlesnictwa Cisna. Pozostate haplotypy, ,,b”, ,,d”
i,,d1” wystepuja zar6wno w potudniowym, jak i pénocnym,
tzw. naturalnym zasiggu $wierka w Polsce, 1 sa odzwiercie-
dleniem dwodch gtéwnych nurtow migracji (zasieg borealny/
nordycki i zasigg hercynsko-karpacki) Picea abies w Europie.

Dla parametrow mierzalnych drzew (DBH, H i H,) otrzy-
mano dodatnie wartos$ci korelacji migdzy klasami zdrowotno-
$ci a parametrami mierzalnymi drzew, co $wiadczy o tym, iz
dhugos$¢ korony wzrasta proporcjonalnie do wzrostu wysokos$ci
drzewa lub wartosci piersnicy. Jest to wynikiem fizjologicz-
nej budowy drzew. Potwierdzeniem tej zaleznosci sg badania
przeprowadzone przez Kowalczyka i Kahana (2010), ktorzy
dla sosny udowodnili wystgpowanie silnych pozytywnych ko-
relacji fenotypowych i genotypowych miedzy piersnica, wyso-
koscig 1 przyrostem wysokosci, przy czym prostos$¢ strzaty na
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poziomie fenotypowym byla negatywnie skorelowana z szero-
koscig korony, a pozytywnie na poziomie genetycznym.

Badania Nowakowskiej i Oszako (2010) dotyczace porow-
nania stopnia zmiennos$ci genetycznej ze stopniem uszkodzen
przez fitopatogeny w drzewostanach bukowych i dgbowych
wykazaty, ze drzewostany o lepszej zdrowotnosci charakte-
ryzuje wigkszy stopien zréznicowania genetycznego. Odno-
szac si¢ do zestawienia wynikow ze wszystkich populacji,
w drugiej czg¢dci macierzy otrzymano ujemne korelacje mig-
dzy stanem zdrowotnym a wspotczynnikami zréznicowania
genetycznego. Oznacza to, ze im wyzsza klasa zdrowotnosci
(gorsza zdrowotnos¢), tym wartosci wspomnianych wskaz-
nikow sa nizsze (mniejsze zrdéznicowanie genetyczne). Tym
samym otrzymano potwierdzenie wynikow osiggnietych
przez Nowakowska i Oszako (2008, 2010), iz podatnosc
drzew na réznego rodzaje choroby czy odporno$¢ na ataki
owadzie ma uwarunkowanie genetyczne.

Jak stwierdzono na podstawie analizy markera mtDNA,
badane $wierki nie byly wylacznie lokalnego pochodzenia,
lecz zostaty sprowadzone jako sadzonki lub nasiona z tere-
néw potozonych w potnocnym zasiegu swierka. Cechy feno-
typowe, ktore sg brane pod uwage w trakcie oceny materiatu
rozmnozeniowego, nie zawsze moga pokrywac si¢ z natu-
ralnym zasiggiem pochodzenia gatunku na danym terenie.
Wykorzystanie technik molekularnych stwarza mozliwos¢
uzyskania bardziej obiektywnych kryteriow selekcji i doboru
materiatu rodzicielskiego do nasadzen (Zawadzka 2011).

5. Wnioski

1. Dobry stan zdrowotny §wierczyn badanych na obszarze
RDLP w Krosnie potwierdza wyniki wieloletnich badan mo-
nitoringowych prowadzonych w Polsce.

2. Podatno$¢ drzew na choroby i uszkodzenia jest uwarun-
kowana genetycznie. Potwierdzono wystepowanie dodatniej
zalezno$ci migdzy zrdéznicowaniem genetycznym a stanem
zdrowotnym drzew lesnych: im wigksza zmienno$¢ gene-
tyczna, tym lepszy stan zdrowotny.

3. Zaobserwowany niski (2,8%) poziom zmienno$ci miedzy-
populacyjnej badanych $§wierkéw w poréwnaniu z poziomem
zmienno$ci wewnatrzpopulacyjnej (97,2%) wpisuje si¢ w 0gol-
nie obserwowany trend zmienno$ci genetycznej w populacjach
drzew le$nych.

4. Wysoka frekwencja wystgpowania haplotypu ,,a” mito-
chondrialnego locus nadl (56%) wskazuje na przynaleznos¢
wigkszosci badanych drzewostanéw §wierkowych do zasiggu
hercynsko-karpackiego.

5. Struktura genetyczna $§wierkéw z Nadlesnictwa Cisna
sugeruje odrebne, borealne pochodzenie drzewostandw,
prawdopodobnie powstalych ze sprowadzanych nasion (lub
sadzonek) $wierka.
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