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ABSTRACT

Konecka A., Tereba A., Bieniek J., Nowakowska J. A. 2018. Por6wnanie zmiennosci genetycznej pokolenia
matecznego i sztucznie wyhodowanego potomstwa sosny zwyczajnej na podstawie analiz DNA. Sylwan
162 (1): 32-40.

The production of forest tree species in forest nurseries is performed via two main breeding systems:
i) the traditional (conventional) way with the seedlings grown in soil, and ii) plants cultivated in the
containers. The aim of the study was to assess the level of genetic variability in the populations
of the mother stands and the progeny populations of Scots pine cultured with traditional way (in soil)
and in containers in two nurseries in Olsztynek (N Poland) and Oleszyce (S Poland) forest districts.
Four polymorphic microsatellite markers (SPAG 7.14, SPAC 11.6, SPAC 12.5 and SsrPt_ctg4363)
were used to evaluate the genetic variability of the studied populations. The basic hypothesis
assumed that higher gene pool characterizes the seedlings grown in the containers comparing
to the seedlings grown in the ground. The results confirmed that. Seedlings from containerized
breeding had larger gene pool and were more diverse than plants with conventional breeding,
both in Olsztynek and Oleszyce. Our study revealed a significant human impact on shaping the
pool of forest genetic resources of Polish forests at the early stage of nursery production and
showed the need for a broader study on further stages of cultivation of forests.
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Wstep

Okreslenie poziomu réznorodnosci genetycznej gatunkéw, ktére tworzg ekosystemy, moze uzu-
pelnia¢ dziatania podj¢te w celu zachowania stabilnosci gatunkowej, dajac gwarancjg¢ trwalosci
lasu [Hampe, Petit 2005; Hosius i in. 2006]. Zréznicowanie genetyczne populacji na ogét okresla
si¢ na podstawie wielkosci i zmiennosci puli genowej gatunku. Bogactwo puli genowej jest naj-
czesciej okreslane za pomocg frekwencji réznych wariantéw alleli poszczegdlnych genéw zapisa-
nych w faicuchu DNA [Kremer, Reviron 2004; Neale, Ingvarsson 2008]. Lasy charakteryzujg
si¢ dlugowiecznoscig, zajmujg wielohektarowe powierzchnie i dlatego majg szczegélny wplyw na
zachowanie réwnowagi w przyrodzie. Poniewaz zmiany klimatyczne na caltym $wiecie zachodza
w sposéb ciagly oraz w duzej mierze sg niekontrolowalne i nicodwracalne, zadaniem cztowieka
jest utrzymanie bogactwa genetycznego populacji drzew lesnych, aby mialy mozliwosé przysto-
sowania si¢ przez przeksztalcenie struktury catych zbiorowisk [Zasady... 2012]. Stosowanie
w hodowli lasu selekcji sztucznej — przez wybdr osobnikéw na poziomie nasion, sadzonek, a pézniej
w ramach czyszczet, trzebiezy i cigc rgbnych — znacznie redukuje zmienno$é wewngtrzpopula-
cyjng. Sabor [2003] zauwaza, Ze z tysigca nasion sosny wyrasta okoto 200-250 siewek, z ktérych
do wicku rgbnego pozostaje zaledwie 4-5 drzew.

Zubozona pula genetyczna prawdopodobnie czyni drzewostany sztucznego pochodzenia
mniej odpornymi na niepozadane czynniki zewng¢trzne w poréwnaniu do bardziej zréznicowa-
nych populacji naturalnych. W konsekwencji populacje takie moga by¢ mniej stabilne i bardziej
narazone na zniszczenie ze strony czynnikéw patogenicznych oraz szkodliwych zmian srodo-
wiska [Nowakowska, Konecka 2013; Pszczétkowska i in. 2017].

Celem pracy bylo okreslenie poziomu zmiennosci genetycznej, na poziomie DNA jadrowego,
sadzonek sosny zwyczajnej i poznanie struktury genetycznej drzew pokolenia matecznego, z kté-
rych zebrano nasiona do produkcji odnowienia sztucznego, w odniesieniu do puli genowej sadzo-
nek wyprodukowanych w szkétkach lesnych dwoma sposobami: w szkétce gruntowej (z odkrytym
systemem korzeniowym) i szkétce kontenerowej jako sadzonki z brytkg (zakryty system korze-
niowy). Badania prowadzono w dwéch nadlesnictwach: Olsztynek i Oleszyce, przyjmujgc hipoteze,
ze sadzonki z produkcji kontenerowej sg bardziej zréznicowane genetycznie i cechujg si¢ bogatszg
pulg genowg niz sadzonki hodowane w tradycyjny sposéb.

Materiat i metody

Badania prowadzono na materiale biologicznym sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris 1..) z nadles-
nictw Olsztynek (5333' N, 20°22' E) oraz Oleszyce (50°06-50°17' N, 22°56'-22°57' E). Nasiona z drzew
matecznych z obu nadlesnictw wykorzystano do hodowli sadzonek w szkétce kontenerowej oraz
gruntowej wedlug schematu ogélnie stosowanego w szkétkach. Do badari zmiennosci genetycz-
nej wykorzystano igty z wyhodowanych sadzonek.

Celem okreslenia zmiennosci genetycznej pokolenia matecznego pobrano z pniakéw drzew
matecznych material w postaci niewielkich prébek drewna z 34 drzew w Nadlesnictwie Olsztynek
oraz z 21 drzew w Nadlesnictwie Oleszyce. W dalszej cz¢sci pracy materiat badawczy okreslano
jako populacje z Olsztynka oraz populacj¢ z Oleszyc.

Nasiona zostaty wysiane na wiosn¢ w nadlesnictwach Olsztynek i Oleszyce. Czes$¢ partii
zebranych nasion zostala wysiana (siew rz¢gdowy) w szkdlce gruntowej i pielggnowana przez caty
okres wegetacyjny zgodnie z zasadami przyjetymi w danych jednostkach. Druga czg¢$¢ partii
zebranych nasion zostala wysiana do konteneréw i pielggnowana w namiotach w warunkach
kontrolowanych, zgodnie z praktykg prowadzong w szkétkach [Szabla, Pabian 2003]. Do badari
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pokolenia potomnego wybrano losowo po 150 sadzonek z produkceji kontenerowej i produkcji
gruntowej, pobierajac okoto 100 mg igiet z kazdego osobnika na koniec sezonu wegetacyjnego,
tj. we wrzesniu i pazdzierniku 2012 roku. Czasteczki DNA izolowano z zebranego materiatu
roslinnego za pomocg komercyjnego zestawu NucleoSpin® Plant 11 wedtug procedury produ-
centa (MacheryNagel®, Niemcy). Analize sekwencji mikrosatelitarnych przeprowadzono wedtug
procedury opracowanej w LBM IBL opartej na modyfikacji opisu Soranzo i in. [1998] przy zasto-
sowaniu /oci mikrosatelitarnych SPAG 7.14, SPAC 11.6 i SPAC 12.5 oraz wedtug opisu Chagné
i in. [2004] dla Jocus SsrPt_ctg4363. Markery te cechuje niski procent alleli null [Nowakowska
2016]. Wielkos¢ otrzymanych w reakeji PCR fragmentéw DNA analizowano w sekwenatorze
kapilarnym CEQ™B8000 (Beckman Coulter®, Fullerton, USA) wedtug zaleceri producenta.

Zmienno$¢ genetyczng populacji matecznej i populacji potomnych okreslano za pomocg
nast¢pujgcych wskaznikéw dla kazdego /oci: obserwowana liczba alleli na Jocus (Na), oczekiwana
liczba alleli na Jocus (Ne) wedtug Hartla i Clarka [1989], heterozygotyczno$¢ obserwowana (Ho)
i heterozygotycznosé oczekiwana (He) wedtug Nei’a [1987]. Poziom réznorodnosci genetycznej
okreslono na podstawie heterozygotycznosci () wedtug Nei’a [1973]. Wartosci wspétczynnika
wsobnosci FIS [Hartl, Clark 1989] oraz zmiennos¢é genetyczng pomiedzy populacjg mateczng
i potomnymi wyliczono za pomocg wspétczynnika utrwalenia (fiksacji) FST wedtug Wrighta
[1921]. Podobieristwo genetyczne pomi¢dzy populacjg mateczng i populacjami potomnymi okre-
§lono za pomocg dystansu genetycznego DN [Nei 1978]. Powyzsze parametry wyliczano w prog-
ramie GenAlEx 6.501 [Peakall, Smouse 2012] oraz GENEPOP 4.0.10 [Raymond, Rousset 1995],
przyjmujgc istotne odchylenie od 0 dla p<0,05.

Wyniki
Przeprowadzone badania potwierdzity hipotez¢ o réznicy na poziomie zmiennosci genetycznej
materiatu sadzeniowego produkowanego réznymi metodami. Populacje z Olsztynka (ryc. 1) i Ole-
szyc (ryc. 2) cechowato podobne, mate zréznicowanie genetyczne na poziomie mikrosatelitarnego
DNA jadrowego. Najwiecej alleli (32) zaobserwowano w Jocus SPAG 7.14 w dwéch populacjach
sadzonek z konteneréw w obu nadles$nictwach, Olsztynek (ryc. 1a) i Oleszyce (ryc. 2a), za$
najmniejszg liczbg — 7 alleli — odnotowano w Jocus SPAC 12.5 wsréd drzew matecznych z Nadles-
nictwa Olsztynek (ryc. 2c, tab.).

Rozpatrujgc zmiennosé i bogactwo genetyczne w ramach populacji potomnych rozlacznie
wzgledem pokolenia matecznego, stwierdzono, Ze sadzonki z hodowli kontenerowej majg wigksza
pule genows i sg bardziej zréznicowane od sadzonek z hodowli tradycyjnej — zaréwno w popu-
lacji z Olsztynka, jak i Oleszyc. Swiadcza o tym najwicksze wartosci obserwowanej i oczeki-
wanej liczby alleli w Jocus, heterozygotycznosci oczekiwanej i heterozygotycznosci wedtug Nei’a
[1973] obliczonej dla populacji kontenerowej w obydwu nadlesnictwach (tab.).

Wzrost wartosci heterozygotycznosci wedtug Nei’a populacji potomnej z hodowli kontene-
rowej w stosunku do drzew-matek wskazuje, ze badana grupa sadzonek, zaréwno w Olsztynku,
jak i w Oleszycach, byta odpowiednio o 3,4 i4,1% bogatsza o nowe genotypy w stosunku do puli
matecznej, natomiast sadzonki hodowane w tradycyjny sposéb cechowato mniejsze wzbogace-
nie puli — odpowiednio o 2,8 i 4%. Analiza wspétczynnika utrwalenia FST mi¢dzy populacjami
z Nadlesnictwa Olsztynek wykazala, ze zréznicowanie genetyczne populacji potomnej z hodowli
kontenerowej réznito si¢ jedynie o 2,8% od pokolenia matecznego, a populacji potomnej z ho-
dowli tradycyjnej — o 3,2%. W przypadku populacji z Nadlesnictwa Oleszyce zréznicowanie
genetyczne populacji potomnej z hodowli kontenerowej i populacji potomnej produkowane;j
tradycyjnie réznito si¢ odpowiednio 0 2,3 i 2,2% od pokolenia matecznego (tab.). Dla populacji
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Rye. 1.
Frekwencja wystgpowania alleli w /oci SPAG 7.14 (a), SPAC 11.6 (b), SPAC 12.5 (c) i SsrPt_ctg4363 (d) DNA

mikrosatelitarnego w populacjach sosny zwyczajnej z Nadlesnictwa Olsztynek

(c) and SsrPt_ctg4363 (d) microsatellite DNA /oci

G 7.14 (a), SPAC 11.6 (b), SPAC 12.5
in Scots pine populations in the Olsztynek Forest District

K, G, M - oznaczenie jak w tabeli; K, G, M - denotes as in the table

Frequency of SPA
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Locus SsrPt_ctg4363

Rye. 2.
Frekwencja wystgpowania alleli w /oci SPAG 7.14 (a), SPAC 11.6 (b), SPAC 12.5 (c) i SsrPt_ctg4363 (d) DNA

mikrosatelitarnego w populacjach sosny zwyczajnej z Nadlesnictwa Oleszyce
Frequency of SPAG 7.14 (a), SPAC 11.6 (b), SPAC 12.5 (c) and SsrPt_ctg4363 (d) microsatellite DNA /oci

in Scots pine populations in the Oleszyce Forest District

K, G, M - oznaczenie jak w tabeli; K, G, M - denotes as in the table
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Tabela.

Obserwowana (Na) i oczekiwana (Ne) liczba alleli, obserwowana (Ho) i oczekiwana (He) heterozygo-
tycznosé oraz heterozygotycznosé wedtug Nei'a (h Nei) dla badanych populacji matecznej (M) oraz popu-
lacji potomnych ze szkétki kontenerowej (K) i gruntowej (G) z nadlesnictw Olsztynek i Oleszyce
Observed (Na) and expected (Ne) number of allels, observed (Ho) and expected (He) heterozygosity as
well as Nei heterozygosity (h Nei) for maternity population (M) as well as container (K) and ground-nur-
sery (G) progeny populations in Olsztynek and Oleszyce forest districts

SPAG 7.14 SPAC 11.6 SPAC 12.5  SsrPt_ctg4363 Mean

Olsztynek
M 11 14 7 8 10
Na K 32 30 21 10 23
G 29 29 17 8 21
M 9 11 3 5 7
Ne K 21 18 12 3 14
G 19 18 11 3 13
M 0,444 0,913 0,615 0,529 0,626
Ho K 0,889 0,852 0,660 0,624 0,756
G 0,856 0,800 0,891 0,648 0,799
M 0,883 0,908 0,695 0,798 0,821
He K 0,953 0,945 0,919 0,703 0,880
G 0,947 0,943 0,908 0,692 0,872
M 0,935 0,929 0,723 0,810 0,849
h Nei K 0,957 0,948 0,924 0,705 0,883
G 0,951 0,946 0,916 0,694 0,877
Oleszyce
M 10 14 12 6 11
Na K 32 31 20 10 23
G 26 28 21 8 21
M 4 11 8 3 7
Ne K 18 16 15 3 13
G 18 15 14 3 13
M 0,421 0,941 0,692 0,789 0,711
Ho K 0,934 0,859 0,776 0,687 0,814
G 0,726 0,840 0,917 0,657 0,785
M 0,735 0,908 0,882 0,708 0,808
He K 0,945 0,939 0,933 0,671 0,872
G 0,946 0,935 0,928 0,675 0,871
M 0,755 0,936 0,917 0,727 0,834
h Nei K 0,949 0,942 0,938 0,674 0,875
G 0,949 0,938 0,933 0,677 0,874

drzew matecznych z nadlesnictw Olsztynek i Oleszyce zaobserwowano niedobdr heterozygot
(FIS=0,272i 0,151), ale nie byly to wartosci statystycznie istotne. Na podstawie dystansu gene-
tycznego (DN) wyliczonego migdzy poszczegélnymi populacjami w Nadlesnictwie Olsztynek
mozna stwierdzié, Ze pokolenie potomne z hodowli gruntowej dzieli wigkszy dystans (DN=0,441)
od pokolenia matecznego niz dystans, ktéry dzieli pokolenie z hodowli kontenerowej (DN=0,375).
W Nadlesnictwie Oleszyce zalezno$c ta jest odwrotna i wickszy dystans zaobserwowano migdzy
sadzonkami z produkcji kontenerowej niz materiatu sadzeniowego ze szkdétki tradycyjnej w sto-
sunku do pokolenia matecznego (DN odpowiednio 0,274 i 0,254). Oznacza to, ze pokolenia
potomne z hodowli kontenerowej i gruntowej w obu lokalizacjach miaty strukture genetyczng
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w Srednim stopniu podobng do drzew pokolenia matecznego (populacje w Nadlesnictwie Olszty-
nek odpowiednio 68,8 i 64,3%; populacje w Nadlesnictwie Oleszyce odpowiednio 76 i 77,5%).
Wyliczony wskaznik podobieristwa genetycznego wykazuje na podobierstwo migdzy populacjami
potomnymi na poziomie 97%, na podstawie markeréw nSSR, w populacjach z Olsztynka i Oleszyc.

Dyskusja
Wigkszos¢ odnowiert w lasach polskich jest wprowadzana w sposéb sztuczny przez sadzenie
wcezesniej wyhodowanego materiatu sadzeniowego w szkétkach lesnych. Osiggnigcie sukcesu
hodowlanego w gospodarce lesnej zalezy od poziomu wiedzy o wartosci genetycznej drzewo-
stanéw matecznych i ich potomstwa. Dzi¢ki badaniom polimorfizmu DNA istnieje mozliwos¢
doktadnego poznania niezbadanych i dynamicznych praw proceséw wymiany genéw mi¢dzy
pokoleniem drzew matecznych oraz ich potomstwem [Wojnicka-Péteorak i in. 2014; Nowakow-
ska 2016; Hebda i in. 2017]. Bogata pula genowa sadzonek wyhodowanych w szkétkach powinna
by¢ gwarancjg trwalego i zréznicowanego rozwoju ekosysteméw lesnych [Kawecki, Ebert 2004;
Wejkiewicz i in. 2016]. Zaleca si¢, aby do zaktadania upraw lesnych stosowaé mozliwie najwiccej
sadzonek z pochodzgcych z naturalnego odnowienia, co obnizy koszty produkcji materiatu sadze-
niowego i zagwarantuje zachowanie regionalnej puli genetycznej. Z drugiej strony ograniczenie
naturalnego odnawiania lasu powoduje konieczno$¢ stosowania w polskich lasach odnawiania
sztucznego. Wazne jest, aby cele produkceyjne byly laczone z celami ekologicznymi, zwlaszcza
w aspekcie zachowania réznorodnosci biologicznej na poziomie ekosysteméw, gatunkéw i puli
genowej poszczegblnych populacii.

Przedstawione analizy zréznicowania puli genowej potomstwa ze szkétek hodowanego r6z-
nymi metodami zostaty przeprowadzone po raz pierwszy w Polsce. Otrzymane wartosci wspétezyn-
nika utrwalenia (populacja Olsztynek FST=0,027; populacja Oleszyce FST=0,020) potwierdzaja
bardzo niski charakter zmiennosci genetycznej wystgpujacy w populacjach wielu gatunkéw
drzew lesnych [Hamrick i in. 1992; Petit, Hampe 2006]. Wedtug skali ustanowionej przez
Wrighta [1978] wspétczynnik FST zawierajacy si¢ w przedziale 0-0,05 wskazuje na bardzo mate
réznice genetyczne migdzy badanymi populacjami.

W przesztosci koncentrowano si¢ gléwnie na dopracowaniu metody produkcji sadzonek
z zakrytym systemem Korzeniowym, ktdra odznacza si¢ wysokg jakoscig materiatu sadzeniowego
oraz wysokg udatnoscig upraw dzi¢ki zmniejszeniu szoku adaptacyjnego i zwigkszonej wital-
nosci sadzonek. W dotychczasowych analizach dotyczacych charakterystyki stosowanych metod
produkcji szkétkarskiej skupiano uwage gtéwnie na takich aspektach jak koszt produkcji
szkétkarskiej oraz sadzenia i poprawek, wielkosé i dlugos¢ produkeji, udatnos¢ nasadzen, liczba
sadzonek na hektar uprawy, wymagany okres pielggnacji upraw oraz zdrowotnos¢ i adaptacja
sadzonek [Sobczak 1992; Szabla 2009]. Badania nad materialem sadzeniowym nie obejmowaty
jednak réznorodnosci genetycznej na poziomie DNA. Lesnicy zaktadali, Ze wigksza udatnosé
upraw wynika z duzego zréznicowania genetycznego potomstwa [Szabla, Pabian 2003].

Zapewnienie kietkujagcym nasionom optymalnych warunkéw termicznych i wilgotnosciowych,
a sadzonkom odpowiednich warunkéw wilgotnosciowo-nawozeniowych powoduje, zZe prawie
kazde wysiane w systemie kontenerowym nasiono przeksztalca si¢ w sadzonke i bedzie tworzy¢
nowe pokolenie drzew lesnych. Z kolei w populacji sadzonek hodowanych na polach siewnych
szkélek gruntowych, gdzie panuja zmienne warunki pogody, mozna zatozy¢ znaczny wptyw
selekcji naturalnej. Czynnik ludzki ma o wiele mniejszy wptyw na ksztaltowanie si¢ nastgpnego
pokolenia niz przy produkcji kontenerowej. Najprawdopodobniej zaobserwowany spadek bo-
gactwa puli genowej sosny w szkélce gruntowej jest wynikiem procesu adaptacji sadzonek do
panujgcych warunkéw siedliskowych oraz konkurencji mi¢dzy korzeniami i pgdami sgsiadujacych



Poréwnanie zmiennosci genetycznej pokolenia 39

sadzonek. W takich przypadkach zachowanie tylko wybranych kombinacji genéw (osobnikéw)
pozwala na utrzymanie korzystnych cech hodowlanych i adaptacyjnych materiatu rozmnoze-
niowego.

Poznanie zmiennosci genetycznej DNA na poziomie drzew matecznych i materiatu rozm-
nozeniowego moze by¢ wysoce przydatne w opracowaniu dlugoterminowej strategii trwatego
i zréwnowazonego zagospodarowania lasu w przysztosci. Warto zauwazy¢, ze ,,bogatsze” gene-
tycznie sadzonki kontenerowe bedg w przysztosci poddane procesom selekeji adaptacyjnej po
wysadzeniu na uprawy lesne. Dlatego konieczne jest kontynuowanie badan dotyczgcych
wplywu sposobéw zagospodarowania lasu na poziom i zmiang zasobnosci genetycznej populacji
drzew lesnych w réznych fazach rozwojowych drzewostanéw.

Whioski

# Przeprowadzone po raz pierwszy w Polsce i na $wiecie szczeg6towe analizy DNA jadrowego
sadzonek sosny zwyczajnej ze szkélek lesnych wykazaty pozytywny wplyw stosowanych metod
produkcji materiatu sadzeniowego na zwigkszenie zréznicowania puli genowej pokolenia po-
tomnego wzglgdem pokolenia matecznego.

# Populacje potomne — sadzonki kontenerowe oraz gruntowe — wiernie odzwierciedlajg i zacho-
wujg poziom zmiennosci genetycznej drzew-matek.

# Zaobserwowane réznice w strukturze puli genowej migdzy populacjami potomnymi wynikajg
z czestosci wystgpowania alleli, najprawdopodobniej spowodowanej przez naturalng selekcjg
zachodzacg podczas adaptacji do zmiennych warunkéw wzrostu i duzg konkurencj¢ osobni-
czg w szkétkach gruntowych oraz brak tych czynnikéw w kontrolowanych warunkach produkcji
kontenerowe;.

Podzigkowania

Autorzy dzigkujg pracownikom szkétki Nadlesnictwa Olsztynek (RDLP Olsztyn) i Nadlesnictwa
Oleszyce (RDLP Krosno) za pomoc w pozyskaniu materiatu roslinnego do badar.
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