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ABSTRACT

Nowakowska J. A., Michalska A., Zachara T. 2014. Zmiany w strukturze genetycznej naturalnego odno-
wienia dgbu (Quercus petraea [Matt.] Liebl.) w odniesieniu do drzew matecznych. Sylwan 158 (2): 83-89.

The genetic variability of sessile oak (Quercus petraea 1..) mature stand and its natural progeny was
investigated. Comparison between genetic structure of parental and progeny trees was based on frequencies
of nuclear microsatellite (SSR) alleles occurring in three DNA loci. A slight (4%) increase of gene pool
between oak mature and progeny trees was revealed by heterozygosity level estimation, maintaining 86.3%
of genetic similarity between generations. Also allele richness, partition probability of basic clustering and
inbreed coefficient proved the high genetic similarity between parental and progeny of investigated oak
trees. The gene flow occurred within the stands as far as rare alleles were transmitted or new ones
appeared in the progenies. The results highlight the necessity of such a study for silvicultural measures
taken in order to proceed natural or artificial regeneration in forest tree stand.
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Wstep
Réznorodnosé biologiczna jest jednym z najwazniejszych czynnikéw gwarantujgcych stabilnosé
i trwatos¢ ekosysteméw lesnych. Wysoki poziom réznorodnosci genetycznej gatunkéw stanowi
potencjal adaptacji osobnikéw i populacji do zmiennych warunkéw srodowiska [Hosius i in.
2006]. Wspétczesna gospodarka lesna kladzie szczegdlny nacisk na nowoczesne metody zarza-
dzania zasobami lesnymi w ramach lesnictwa wielofunkcyjnego, m.in. przez odpowiedni wybér
drzewostanéw o cennych cechach hodowlanych i wysokiej plastycznosci, z ktérych pozyskiwany
jest lesny material rozmnozeniowy. Zachowanie zasobéw genowych gatunkéw drzew lesnych
jest priorytetowym dziataniem gospodarki lesnej w Europie i na swiecie [Fonder 2005].

Badania genetyczne nabierajg istotnego znaczenia réwniez w odniesieniu do problemu natu-
ralnego odnawiania lasu, gléwnie w aspekcie poznania proceséw przekazywania puli genowej

* Badania sfinansowano w ramach projektu Laséw Padstwowych BLP-339 ,Odnowienie naturalne najwazniejszych
gatunkéw lasotwdrezych w Polsce jako element strategii trwatego i zréwnowazonego zagospodarowania lasu”.
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mig¢dzy pokoleniami drzew rodzicielskich a pulg odnowienia oraz naturalnej selekcji nastgpu-
jacej w czasie wzrostu siewek. Powierzchnia polskich laséw objeta odnowieniem naturalnym
wzrosta w ostatnich dziesigcioleciach z 3% do okoto 10% [Raport... 2011], przy czym nadal
pozostaje mniejsza niz w wigkszosci krajow sasiednich [Conservation... 1999; State... 2003].
Postulat trwatej i zréwnowazonej gospodarki lesnej implikuje wzrost zainteresowania metodami
naturalnego odnawiania [Andrzejczyk i in. 2009]. Jednym z argumentéw za poszerzaniem areatu
odnowien naturalnych jest wigksza szansa na zachowanie lokalnej puli genetycznej w poréwna-
niu do puli powstatej z odnawiania sztucznego. Badania nad poréwnaniem struktury genety-
cznej drzewostanu macierzystego i powstatego odnowienia prowadzono dotad gtéwnie w odnie-
sieniu do gatunkéw cieniozno$nych, zwlaszcza buka, jodty, daglezji oraz swierka [Savolainen,
Kirkkiinen 1992; Rajora 1999; Hosius i in. 2006; Wehenkel i in. 2006; Konnert, Hosius 2010],
znacznie rzadziej dla dgbu [Dering, Chybicki 2012].

W niniejszym opracowaniu przeanalizowano poziom zmiennosci i zréznicowania genetycz-
nego na podstawic markeréw DNA w odnowieniu naturalnym (z samosiewu) dgbu bezszyputko-
wego w odniesieniu do drzewostanéw dorostych. Badania mialy na celu okreslenie procentowego
wzbogacenia bgdZ zubozenia puli genowej w mtodym pokoleniu lasu, w aspekcie szerszego pro-
jektu badawczego, ktérego celem byta ocena mozliwosci zwigkszenia areatu odnowieri natural-
nych w polskich lasach.

Material i metody

Do badaii genetycznych zebrano préby z 60 drzew d¢bu bezszyputkowego w Nadlesnictwie
Oborniki Slqskie, lesnictwo Roscistawice, oddziat 353f (86-letni drzewostan o sktadzie gatunko-
wym 6 Db 4 So, o zwarciu przerywanym), na siedlisku boru mieszanego swiezego, z 9-letnim
nalotem o pokryciu 30%. W celu okreslenia struktury genetycznej pobrano 30 prébek lisci u losowo
wybranych drzew dojrzatych znajdujacych si¢ w odleglosci nie mniejszej niz 10 m od siebie oraz
okoto 30 prébek lisci z odnowienia.

Czgsteczki DNA genomowego izolowano z tkanek roslinnych za pomocg zestawéw do izolacji
DNA (DNeasy 250 Plant Mini Kit, QIAGEN), a otrzymane DNA analizowano ilosciowo i jako-
Sciowo za pomocg spektrofotometru Nanodrop ND-1000 (TK-Biotech). W celu scharakteryzo-
wania struktury genetycznej osobnikéw dorostych i odnowienia zastosowano trzy mikrosatelitarne
loci (SSR) jadrowego DNA: QpZAG36, QrZAG102 i QrZAGS8 [Muir, Schlstterer 2005], ktére
analizowano, stosujgc multipleksowg reakcje polimerazy taricuchowej (PCR), a wyniki odpowied-
nich genotyp6w odezytywano w automatycznym sekwenatorze CEQ 8000 (Beckman Coulter®).
Otrzymane profile loci SSR odczytywano za pomocg programu CEQ™ 8000 Series Genetic
Analysis System Software v 9.0 w automatycznym sekwenatorze (Beckman-Coulter).

Obliczenia podstawowych parametréw genetycznych, w tym obserwowang (n,) i oczekiwang
(n,) liczbg alleli oraz liczbg alleli polimorficznych, wykonano wedtug programu PopGen wersja
1.32 [Yeh i in. 1997], stosujgc wzory Neia [1987]. Zmiennos$¢ wewngtrz grup obliczono na pod-
stawie czestosci alleli oraz heterozygotycznosci Hy i Hy; [Nei 1978] w programie GenAlEx 6.5
[Peakall, Smouse 2012]. Biorgc pod uwage niejednakowsq liczb¢ badanych drzew w grupach
drzew dorostych d¢bu, oszacowano parametr ,,bogactwa alleli” Ay za pomocg programu FSTAT
v. 2.9.3.2 [Gudet 2002], obliczany dla najmniejszej liczebnosci préby w obrebie poréwnywanych
grup. Ten sam program wykorzystano do obliczen wspétezynnika wsobnosci g wedtug Weira
i Cockerhama [1984]. Frekwencje wyst¢powania alleli null otrzymano za pomocg algorytmu EM
[Dempster i in. 1977] w programie GenePop v. 4.0.10 [Rousset 2008]. Podobieristwo genetyczne
okreslono, obliczajgc prawdopodobieristwo podziatu migdzy drzewami dorostymi a odnowieniem
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(partition probability, P ), na podstawie analizy podstawowego skupienia (basic clustering) dla
p=0,02 w programie BAPS 2.0 [Corander i in. 2003].

Przeptyw genéw w obrebie kazdego drzewostanu przedstawiono za pomocg parametru N,
ktory okresla liczbg osobnikéw przemieszczajacych si¢ pomig¢dzy populacjami w trakcie migracji
[Nei 1987]. Obliczony na podstawie wspétezynnika fiksacji F, Wrighta [1978], wspétezynnik
N,, w naszych badaniach byt traktowany jako miara powtérzenia tego samego genotypu, ktéry
wystgpuje zaréwno u drzew potomnych, jak i rodzicielskich w drzewostanie. Zatem parametr
N, odnosit si¢ do migrujgcych alleli w procesie przeptywu genéw miedzy badanymi grupami
drzew rodzicielskich i potomnych. Ogélnie uwaza si¢, ze populacja ma duzy przeplyw gendw,
gdy wartos¢ N_>1 [Slatkin, Barton 1989].

Wyniki
Dla obu grup drzew dorostych i potomnych otrzymano w locus QpZAG36 8 réznych wariant6w
alleli o wielkosci od 69 do 91 par zasad (ryc.). Wsréd badanych drzew dorostych najczgsciej wy-
stgpowat allel 79 pz (frekwencja 25%), zas w odnowieniu — allel 69 pz (27%). Migdzy populacja
drzew dorostych a potomnych w tym locus zaobserwowano utrat¢ 1 wariantu allela (83 pz) oraz
zysk 2 alleli 71 i 77 pz. Dla locus QrZAG102 otrzymano 17 wariantéw alleli o wielkosci od 92 do
140 pz. Zaréwno u drzew dorostych, jak i w odnowieniu dominowat allel 117 pz (frekwencja
27% 114%). W tym locus odnowienie miato 4 nowe warianty alleli i nie bytlo w nim 1 allela (109
pz) z populacji drzew dorostych. Jedenascie wariantéw alleli o wielkosci od 125 do 168 pz otrzy-
mano w mikrosatelitarnym locus QrZAG58. W drzewach dorostych i w odnowieniu gléwnie
wystepowat allel 132 pz, z frekwencjg odpowiednio 33% i 28%. Odnowienie miato 1 nowy allel
143 pz, ale nie byto w nim 4 alleli (125, 130, 136 i 168 pz) z populacji drzew dorostych (ryc.).

Srednia obserwowana liczba alleli w locus u drzew dorostych i potomnych byta na tym
samym poziomie, odpowiednio: n,=9,333 +3,512 i n,=9,333 +4,163 (tab.). Oczekiwane srednie
liczby alleli na locus oraz bogactwo alleli A, byty nizsze u drzqw dorostych (n_=5,794; Ap=9,040)
w poréwnaniu do drzew potomnych (n =7,472; A;=12,460). Srednia liczba alleli null dla bada-
nych loci mikrosatelitarnych u d¢bu byta wysoka i wyniosta 21% na locus u drzew dorostych
i 25% na locus w odnowieniu. U drzew dorostych zaobserwowano wyzszy poziom heterozygoty-
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Tabela.
Zmiennos$¢ genetyczna dla badanych dgbéw rodzicielskich (D) i potomnych (O)
Genetic variation of adult (D) and progeny (O) sessile oak trees

Locus TYP drzew Ao n, ne AR HO HE FIS
D 24 6,000 5,236 6,000 0,250 0.809  0,713*
QpZAG36 26 6,000 5,556 8,982 0,000 0820 0918*
D 42 13,000 8018 1482 0,905 0875 0,045
QZAGI02 44 14,000 11,126 17444 0,954 0910 0,016
D 30 9,000 4128 11,657 0467 0758  0414*
QZAGS8 36 8,000 5734 10966 0,333 0,826 0,641%
Seedn D 32 933323512 57942004 9,040 0540 £0.334 0,814 0,059 0,381%
rednia 0 33 9333 44,163 7,472 43,166 12,460 0429 +0484 0,852 +0,050 0,518*

* istotne przy p<0,001; significant at p<0.001

cznosci obserwowanej (H,=0,540 +0,334) niz u potomstwa (H,=0,429 +0,484). Jednak w grupie
drzew potomnych heterozygotycznosé oczekiwana byta o okoto 4% wyzsza (H=0,852 +0,050)
w poréwnaniu do odnowienia naturalnego (H=0,814 £0,059; tab.).

Parametr wsobnosci FlS wedtug Weira i Cockerhama [1984] dla alleli w grupie drzew
dorostych byt statystycznie istotnie nizszy od wartosci Fig w odnowieniu dla loci: QpZAG36
i QrZAGS5S8 (tab.). Jedynie w przypadku locus QrZAG102 drzewa doroste miaty statystycznie
nieistotnie wyzszy poziom wspdtczynnika Fg w poréwnaniu do odnowienia (odpowiednio 0,045
i 0,016). Doroste dgby miaty bardziej utrwalone allele (F(¢=0,381) w poréwnaniu do drzew
z odnowienia naturalnego (F;(=0,518), co potwierdza wptyw proceséw selekcji i adaptacji gene-
tycznej w pokoleniu dojrzatym. Obie grupy dgbéw charakteryzowatl niewielki dystans genety-
czny D=0,147, co swiadczy o duzym pokrewiefstwie genetycznym migdzy badanymi drzewami
dorostymi i odnowieniem 86,3% (P =1; p=0,02). Wysoka warto$¢ wspétczynnika N _=17,51
potwierdzita duzy przeptyw genéw miedzy badanymi drzewami. Biorac pod uwage okoto 4%
wzrost udziatu heterozygot w pokoleniu potomnym, mozna przypuszczad, ze duza liczba drzew
rodzicielskich wzigta udzial w ksztattowaniu puli genowej potomstwa oraz ze drzewa z drzewo-
stanéw sgsiednich mogly bra¢ udzial w przeptywie gendéw.

Dyskusja
Bogactwo puli genowej gatunku najczesciej okreslane jest na podstawie czgstosci réznych form
alleli DNA wystepujgcych w genomie. Im bardziej zréznicowana jest pula genowa gatunku, tym
wigksze prawdopodobieristwo wystgpienia korzystnej kombinaciji alleli, gwarantujacej przezy-
walno$¢ i przystosowanie do zmiennych warunkéw srodowiska. Wspélezesne badania, oparte na
nowoczesnych narzgdziach genetyki molekularnej w lesnictwie, umozliwiajg precyzyjng charak-
terystyke lesnych zasobéw genowych poprzez okreslenie puli genowej drzewostanu, poznanie
proceséw dziedziczenia korzystnych cech hodowlanych oraz wptywu czynnikéw zewngtrznych
(antropologicznych i sSrodowiskowych) na zmiany w strukturze genetycznej populacji na pozio-
mie informacji genetycznej zawartej w DNA jagdrowym, mitochondrialnym i chloroplastowym
[Kremer, Reviron 2004; Neale, Ingvarsson 2008].

Dzigki analizom molekularnym opracowano mapy rozmieszczenia poszczegdlnych geno-
typéw i haplotypéw dla 42 naturalnych lub zblizonych do naturalnych drzewostanéw d¢bo-
wych na terenie Polski [Csaikl i in. 2002; Nowakowska i in. 2007]. Na podstawie uzyskanych
wynikéw stwierdzono podobieristwo genotypéw i haplotypéw migdzy populacjami potozonymi
w badanym regionie lesnego materiatu podstawowego a populacjami osciennymi. Zaobserwowane
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podobieristwa w strukturze genetycznej populacji mogg swiadczyé o wspélnych trasach rekolo-
nizacji Polski z refugiéw polodowcowych oraz o wymianie materialu genetycznego (pylek,
nasiona) mi¢dzy badanymi drzewostanami réznowiekowymi w obrebie gatunku.

Poziom zmiennosci genetycznej organizmGéw jest zazwyczaj wyrazany za pomocg parame-
tréw genetycznych, odzwierciedlajacych bogactwo puli genowej danego gatunku. Srednie ocze-
kiwane liczby alleli (n,) i heterozygotycznosci wedtug Neia [1978] (H},) na locus, obliczone przy
zatozeniu zachowania stanu réwnowagi Hardy-Weinberga w populacji, zaktadajg m.in. réwny
udziat drzew rodzicielskich w procesach reprodukc;ji i brak dryfu genetycznego, czyli zawezenia
puli genéw na skutek migracji lub efektu ,,zatozyciela”. Na podstawie uzyskanych wynikéw
niniejszych badai mozna stwierdzié, ze pokolenie potomne w badanym drzewostanie dgbowym
posiadato zblizong struktur¢ genetyczng do drzew rodzicielskich. Uzyskane wartosci wspétczyn-
nika Fq potwierdzity duzy stopieri utrwalenia alleli w obrebie kazdej z badanych grup debu.
Zaobserwowana wigksza o 14% warto$¢ wspétczynnika wsobnosci F ¢ w odnowieniu wzgledem
drzew dorostych wskazuje na dziatajace procesy adaptacji i selekcji wsréd drzew pokolenia
potomnego w badanym drzewostanie. Niewiclkie wzbogacenie puli genowej w odnowieniu
debowym (0 4% wigksza Hy; niz u drzew dojrzatych) oraz duzy stopiert podobierstwa (86,3%)
mi¢dzy obiema pulami genetycznymi potwierdza przeptyw genéw miedzy pokoleniem rodzi-
cielskim i potomnym. Dodatkowo, w odnowieniu debowym, pula genowa zostata wzbogacona
0 ,nowe” genotypy (wigksze wartosci Ay i Hy w poréwnaniu do drzew dorostych). Wzrost war-
tosci heterozygotycznosci nastapit prawdopodobnie réwniez przy udziale pytku z drzewostanéw
sgsiednich. Jednakze stwierdzenie to wymaga dodatkowych badar, ze wzglgdu na zaobserwo-
wany duzy udziat alleli null w badanych grupach drzew d¢bowych (ponad 20%).

Zachowanie poziomu podobieristwa genetycznego, a nawet niewielkie wzbogacenie puli
genowej u potomstwa, wskazuje na zachowanie struktury genetycznej drzewostanéw we wezes-
nych fazach wzrostu. Warto zauwazy¢, ze nie zawsze duza heterozygotyczno$¢ osobnikéw po-
tomnych odzwierciedla lepsze przystosowanie gatunku do zmiennych warunkéw srodowiska.
Czynniki selekeyjne moga dziata¢ w kierunku powstawania osobnikéw homozygotycznych
w jednych loci, a heterozygotycznych w innych miejscach genomu, zmniejszajac przez to obcig-
zenie genetyczne przez faworyzowanie ,,wyspecjalizowanych” alleli, odpowiedzialnych za
korzystne cechy adaptacyjne populacji [Whitlock 2002].

Wyniki badani potwierdzajg ogélng opini¢ innych autoréw zajmujacych si¢ zagadnieniem
korzystnego wplywu odnowienia naturalnego na zachowanice zasobéw genowych drzew lesnych.
Samo odnawianie naturalne nie jest jednak warunkiem wystarczajagcym w zachowaniu puli geno-
wej pokolenia. Zdaniem Sabora [2003] stosowana r¢bnia musi umozliwia¢ swobodny przeptyw
genéw mi¢dzy populacjami danego gatunku. Niekorzystne jest odnawianie izolowanych popu-
lacji, gdyz moze prowadzi¢ do chowu wsobnego. Zabiegi piclggnacyjne (cigcia) nalezy prowadzié
tak, aby umozliwi¢ dost¢p pytku z sasiadujgcych drzewostanéw oraz w miar¢ mozliwosci wyko-
rzystywaé nie jeden rok nasienny, lecz dwa lub wiccej [Sindelaf, Frydl 2005]. Wyniki badari
prowadzonych w Niemczech wskazujg na zachowanie wysokiego poziomu zmiennosci genetycz-
nej w podroscie drzewostanéw bukowych, pod warunkiem, ze duza liczba drzew dorostych brata
udziat w obradzaniu [Konnert, Hosius 2010]. R¢bnie czgsciowe lub zr¢by zupetne z nasienni-
kami w wigkszosci wypadkéw obnizajg wielkos¢ puli genowej [Hosius i in. 2006]. Korzystniejsze
sg rebnie stopniowe z dlugim okresem odnowienia, a takze r¢gbnia przergbowa [Konnert i in.
2007]. Dlatego pewne problemy mogg sprawia¢ gatunki swiattozadne.

Dla sformulowania bardziej szczegétowych wskazan dla prakeyki lesnej genetyczne aspek-
ty odnawiania drzewostanéw dgbowych powinny by¢ zbadane na wigkszej liczbie populacji.
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Whioski

# Niewielkic wzbogacenie struktury genetycznej dwéch pokoled w badanej populacji dgbu
z Nadlesnictwa Oborniki Slaskie moze sugerowa¢ korzystne procesy selekceji adaptacyjnej
pokolenia potomnego do warunkéw siedliska poprzez zachowanie wybranych genéw, odpo-
wiedzialnych za korzystne cechy adaptacyjne.

# Badania nad zmiennoscig genetyczng drzewostanu macierzystego i odnowienia naturalnego
powinny by¢ kontynuowane, zwlaszcza wobec stabo zbadanych pod tym wzgledem debdw.

# Poznanie zmiennosci genetycznej DNA drzewostanu na poziomie drzew rodzicielskich i odno-
wienia naturalnego (z samosiewu) moze byé wysoce przydatne w opracowaniu dhugotermi-
nowej strategii trwatego i zrtéwnowazonego zagospodarowania lasu w przysztosci.
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SUMMARY

Changes in genetic structure of sessile oak (Quercus petraea [Matt.] Liebl.)
natural regeneration in relation to maternal trees

Stability and sustainability of forest ecosystems rely on biodiversity and genetic variability of
species. The richness of species gene pool refer to the prevalence of different forms of genes
or alleles found in the genome. Modern research tools based on molecular DNA markers enable
precise characterization of forest genetic resources, i.e. detection of allelic composition of mature
trees and progeny population within a stand. The paper aims to determine genetic structure
of sessile oak (Quercus petraea 1..) stand focusing on transmission of the genetic variability between
maternal and progeny trees. Comparison between genetic structure relying on frequencies
of nuclear microsatellite SSR loci revealed high genetic similarity (86.3%) between parental and
progeny populations of investigated oak stand. Moreover, allele richness, partition probability
of basic clustering and inbreed coefficient proved high genetic similarity between parental and
progeny populations (P =1; p=0.02), as far as rare alleles were transmitted or new ones appeared
in the progenies. Slight enrichment in the gene pool of regenerated oak stand suggested high
gene flow between parent and progeny trees, demonstrated by migrant allele parameter
N, ,=17.51. In addition, the gene pool of progeny has been enriched by 4%, probably via pollen
from neighboring stands. Low Fg values confirmed high degree of fixation of alleles within
investigated stand, suggesting a conservation of the genetic structure of the studied trees at early
stages of growth. Understanding the genetic differentiation between mature trees and natural
regeneration (by self-seeding) can be highly useful in the development of long-term strategy for
sustainable forest management in the future.



