
sylwan nr 10: 27−35, 2008

PrzemysŁaw Zwaduch, Andrzej Lewandowski

Zwaduch P., Lewandowski A. 2008. Wstępne badania nad zmiennością izoenzymową dębów w doświad−
czeniu proweniencyjnym w Nadleśnictwie Milicz. Sylwan 10: 27−35.

The studies were based on the material collected in the provenance experiment established in the territory
of the Milicz Forest District where 78 pedunculate (Quercus robur L.) and sessile oak (Quercus petraea [Matt.]
Liebl.) provenances from all over the country were planted in 5 replications. The izoenzyme analyses took
in dormant buds from 300 trees of randomly selected 5 pedunculate oak and 5 sessile oak provenances.
Variation of 6 enzymatic systems was the subject of the analysis. The studied oak populations exhibited 
a relatively high level of genetic variation, however, it was lower in comparison with the populations from
other regions of Europe. Generally, the variation of the sessile oak was grater than of the pedunculate oak.
The calculated genetic distance between the two oak species was 0.0284 and it exceeded genetic 
distances among the populations within the species.
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Wstęp

Dęby (Quercus robur i Q. petraea) to gatunki o dużym znaczeniu gospodarczym w Polsce. Zawsze

ceniono dostarczany przez nie surowiec, jednak stosunkowo niewielka produkcja drewna i dłu−

gie koleje rębności nie sprzyjały uprawie dębów w czasie rozpowszechnienia ekonomicznych

teorii najwyższej renty leśnej i gruntowej. Pomimo tego, że już w 1877 r. założone zostało przez

Kienitza pierwsze doświadczenie proweniencyjne nad dębami [Krahl−Urban 1959], to badania

nad wewnątrzgatunkową zmiennością dębów pozostały w tyle za badaniami nad zmiennością

gatunków iglastych [Barzdajn 2000]. W Polsce tego typu doświadczenia zakładano po II wojnie

światowej, jednak zwykle obejmowały one tylko jeden gatunek dębu lub zaledwie kilka do

kilkunastu pochodzeń obu gatunków [Fober 1999; Chmura 2002].

Dęby różnią się nie tylko pokrojem, szybkością wzrostu, cechami morfologicznymi liści

czy porą rozpoczynania rozwoju na wiosnę. Wykazują ogromne zróżnicowanie także na poziomie

genetycznym. Duży poziom zmienności wewnątrzgatunkowej i wewnątrzpopulacyjnej, prze−

kraczający różnice międzygatunkowe oraz częste wspólne występowanie w drzewostanach
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osobników obu gatunków dębów, wynikiem czego jest obserwowany proces krzyżowania obu

gatunków, skłaniają do dyskusji nad odrębnością gatunkową obu dębów. 

Izoenzymy są od dawna stosowanymi markerami genetycznymi do określania poziomu

zmienności genetycznej populacji drzew leśnych [Müller−Starck i in. 1990]. Badania izoenzymowe

potwierdziły istnienie w europejskich populacjach dębowych wysokiego polimorfizmu genety−

cznego, przy czym około 90% całkowitej zmienności przypada na zmienność wewnątrzpopula−

cyjną, a tylko kilka procent na zmienność międzypopulacyjną [Zanetto i in. 1994; Zanetto,

Kremer 1995]. Wykorzystując markery izoenzymowe potwierdzono również bardzo bliskie

pokrewieństwo genetyczne pomiędzy dębem szypułkowym i dębem bezszypułkowym [Müller−

−Starck i in. 1993, 1996; Zanetto i in. 1994].

Celem niniejszej pracy było określenie poziomu zmienności genetycznej i genetycznego

zróżnicowania pomiędzy kilkoma wybranymi populacjami dębu szypułkowego i bezszypułko−

wego, rosnącymi na powierzchni doświadczalnej w Nadleśnictwie Milicz.

Materiały i metody

Badania przeprowadzono na materiale roślinnym zebranym w dębowym doświadczeniu prowe−

niencyjnym założonym w Nadleśnictwie Milicz w 1995 roku. Na powierzchni doświadczalnej

wysadzono 78 pochodzeń dębu szypułkowego (Quercus robur L.) i dębu bezszypułkowego

(Quercus petraea [Matt.] Liebl.) z terenu całej Polski. Na każdym poletku posadzono po 20 drzew

w więźbie 1,5×1,5m. Wszystkie proweniencje posadzono w pięciu powtórzeniach. Do analiz

izoenzymowych użyto pąków spoczynkowych 300 drzew należących do losowo wybranych 

5 proweniencji dębu szypułkowego (Chełm, Krotoszyn, Czarna Białostocka, Milicz, Lutówko) 

i 5 proweniencji dębu bezszypułkowego (Syców, Kłobuck, Babki, Trzebież, Świerczyna).

Analizowano zmienność następujących systemów enzymatycznych: transaminaza gluta−

minianowo−szczawiooctowa (GOT), dehydrogenaza izocytrynianowa (IDH), fosfoglukoizome−

raza, (PGI), fosfoglukomutaza (PGM), dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) oraz dehydrogenaza 

6−fosfoglukonianowa (6−PDH).

Z każdego drzewa pobrano po 2−4 pąki, usunięto łuski okrywające i homogenizowano w bu−

forze homogenizacyjnym Tris/HCL o pH=7,5 z dodatkiem 4% PVP (K−15), 0,07% Na−EDTA,

0,2% DTT oraz 0,13% albuminy. W zależności od wielkości, homogenizowano 2−4 pąków w 100

ml buforu i około 0,002 g polyclaru AT. Po homogenizacji, homogenatem nasączano paski bibuły

Whatmann 3MM i nanoszono na 12% żel skrobiowy. Do rozdziału poszczególnych białek enzy−

matycznych zastosowano dwa systemy buforowe. System I składał się z bufora elektrodowego

(0,3 M kwas borowy, 0,06 M wodorotlenek litu, pH 8,2) oraz bufora żelowego (0,03 M Tris, 

10% buforu elektrodowego, odczyn wyrównywany kwasem cytrynowym do wartości pH 8,2)

[Ridgeway i in. 1970 z drobnymi modyfikacjami]. System II miał w składzie bufor elektrodowy

(0,013 M Tris, 0,043 M kwas cytrynowy, pH 7,5). Bufor żelowy przygotowywano przez roz−

cieńczenie buforu elektrodowego wodą destylowaną w stosunku 1:10 [Siciliano, Shaw 1976].

Rozdział elektroforetyczny prowadzono przez około 3 godziny, stosując prąd o natężeniu 60 mA

i napięciu 250 V dla systemu I i 120 V dla systemu II. W pierwszym systemie buforowym

rozdzielano następujące białka enzymatyczne: GOT, PGI, PGM oraz SOD, zaś w drugim – IDH

i 6−PGD. Po rozdziale płat żelu rozcinano na odpowiednią liczbę warstw i każdą z nich barwiono

na aktywność innego enzymu. Zastosowano standardowo używany skład mieszanin barwiących

[Cheliak, Pitel 1984]. Locus, dla którego prążki charakteryzowały się największym tempem

migracji podczas trwania elektroforezy w kierunku anody, oznaczono jako 1, następny jako 2, itd.
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Tabela 2.

Wartości charakteryzujące miedzy− i wewnątrzpopulacyjną zmienność badanych proweniencji dębowych

Values characterising the inter− and intrapopulation variation of the analysed oak provenances

Proweniencja Gatunek Na Ne P Fis Ho He

Chełm Q. robur 2,00 1,36 71,43 0,01 0,168 0,181

Lutówko Q. robur 2,00 1,30 42,86 –0,03 0,157 0,153

Milicz Q. robur 1,71 1,15 42,86 0,36 0,076 0,105

Czarna Białostocka Q. robur 1,71 1,32 42,86 0,19 0,116 0,161

Krotoszyn Q. robur 2,43 1,36 85,71 0,02 0,171 0,194

Trzebież Q. petraea 2,00 1,08 57,14 0,002 0,067 0,066

Babki Q. petraea 1,86 1,20 42,86 0,25 0,105 0,135

Kłobuck Q. petraea 1,43 1,08 28,57 0,02 0,057 0,059

Syców Q. petraea 1,71 1,09 57,14 0,02 0,057 0,064

Świerczyna Q. petraea 2,00 1,08 57,14 0,12 0,057 0,062

Na – liczba alleli w locus; Ne – efektywna liczba alleli w locus; P – procent polimorficznych loci; Fis – współczynnik wsobności Wrighta;
Ho – heterozygotyczność obserwowana; He – heterozygotyczność oczekiwana [Nei, 1978]
Na – number of allele in locus; Ne – effectivenumber of allele in locus; P – frerquency of polimorphic loci; Fis – Wright’s inbreeding
coefficient; Ho – observed heterozygocity; He – Nei’s [1978] expected heterozygocity

Do obliczenia parametrów zmienności genetycznej i zróżnicowania genetycznego popu−

lacji zastosowano program komputerowy PopGen 1.31 [Yeh i in. 1999], obliczając następujące

parametry: średnią (Na) i efektywną (Ne) liczbę alleli w locus, procent loci polimorficznych (P),

heterozygotyczność obserwowaną (Ho) i oczekiwaną (He), współczynnik wsobności Wrighta

(F), współczynnik zróżnicowania genetycznego między populacjami (Fst), dystans genetyczny

według Nei`a (D) [Nei 1978]. Na bazie dystansów genetycznych skonstruowano metodą śred−

nich arytmetycznych nieważonych (UPGMA) [Sneath, Sokal 1973] dendrogram obrazujący

podobieństwa pomiędzy badanymi populacjami.

Wyniki

W badanym materiale analizowano łącznie 7 loci, z czego 6 było polimorficznych. Mono−

morficznym okazał się locus SOD. Częstości alleli w poszczególnych loci przedstawia tabela 1. 

Spośród loci polimorficznych najmniej zmiennymi były GOT, PGI−1 oraz 6−PGD, gdzie

sporadycznie w niektórych populacjach pojawiały się rzadkie allele, z częstościami zwykle

poniżej 5%. Najbardziej zmiennym okazał się locus PGM, w którym stwierdzono pięć alleli. Dla

wszystkich badanych populacji, w poszczególnych loci, zawsze ten sam allel był allelem

najczęstszym. Największe różnice pomiędzy dwoma badanymi gatunkami dębów pod wzglę−

dem częstości alleli stwierdzono w locus IDH oraz PGM. W locus IDH allel 3 występował 

w populacjach Q. robur z większą częstością (od 0,200 do 0,466) niż w populacjach Q. petraea (od

0,033 do 0,100). Podobnie było w przypadku locus PGM, gdzie allel 2 w populacjach Q. robur
występował z częstością od 0,100 do 0,426, a w populacjach Q. petraea był rzadszy. Stwierdzono

go tylko w dwóch populacjach w Babkach z częstością 0,117 i Świerczynie z częstością 0,033. 

W badanych populacjach stwierdzono zróżnicowany poziom zmienności genetycznej.

Procent loci polimorficznych wahał się w szerokim zakresie od 29% do 86% (tab. 2). Średnie 

i efektywne liczby alleli w locus wynosiły odpowiednio: od 1,43 do 2,43 i od 1,08 do 1,36, 

natomiast średnia heterozygotyczność oczekiwana wyniosła od 0,062 do 0,194. W większości

populacji średnia wartość współczynnika wsobności Wrighta przyjmowała wartości dodatnie.

Wyjątkiem była populacja Lutówko. Ogólnie, Q. robur charakteryzował się wyższym poziomem

zmienności genetycznej od Q. petraea (tab. 3).
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Stwierdzono niski poziom zróżnicowania między populacjami (Fst=0,132), co oznacza, że

tylko 13% całkowitej zmienności genetycznej przypada na różnice międzypopulacyjne. Jednak

wartość ta jest znacznie większa od tej, jaką stwierdza się pomiędzy populacjami tego samego

gatunku, gdzie w obu przypadkach Fst=0,04. Na bliższe podobieństwo pomiędzy populacjami

tego samego gatunku wskazują wyliczone wartości dystansów genetycznych. Jedynie populacja

dębu szypułkowego z Milicza jest bardziej zbliżona do populacji dębów bezszypułkowych.

Bardziej zmienne populacje Q. robur okazały się również bardziej zróżnicowane od populacji 

Q. petraea. Średni dystans genetyczny między populacjami Q. robur wyniósł 0,0078 (od 0,0001

do 0,0206), a Q. petraea 0,0033 (od 0,0003 do 0,0076). Natomiast średni dystans genetyczny

między dwoma gatunkami dębów jest znacznie wyższy i wyniósł 0,0284. Różnice pomiędzy

populacjami i gatunkami dobrze ilustruje dendrogram (ryc.).

Tabela 3.

Wartości charakteryzujące międzypopulacyjną i wewnątrzpopulacyjną zmienność w obrębie badanych gatun−
ków dębów

Values characterising the inter− and intrapopulation variation within the analysed oak species

Fst – współczynnik zmienności międzypopulacyjnej; D – dystans genetyczny [Nei 1978]
Fst – interpopulation variation coefficient; D – genetic distance [Nei 1978]

Parametr Q. robur Q. petraea
Na 2,71 2,43

Ne 1,31 1,10

% polimorficznych loci 85,71 71,43

Ho 0,138 0,069

He 0,165 0,080

Fst 0,04 0,04

D 0,0001−0,026 0,0003−0,0076  

średni D 0,0078 0,0033

Chełm (Q. robur)

Lutówko (Q. robur)

Czarna Białostocka (Q. robur)

Krotoszyn (Q. robur)

Milicz (Q. robur)

Trzebież (Q. petraea)

Syców (Q. petraea)

Kłobuck (Q. petraea)

Świerczyna (Q. petraea)

Babki (Q. petraea)

D
0,0031  0,0022  0,0011  0,00

Ryc. 

Dendrogram obrazujący pokrewieństwa pomiędzy badanymi proweniencjami dębowymi na podstawie
wartości dystansów genetycznych Nei’a [1978]

Dendrogram illustrating the similarity among the analysed oak provenances on the basis of Nei’s genetic
distances [1978]
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Dyskusja

Do tej pory pojawiło się kilka doniesień, w których wykorzystywano markery izoenzymowe 

w badaniach nad poziomem zmienności genetycznej populacji dębowych w Europie. W bada−

niach często analizuje się różne zestawy loci izoenzymowych, co w pewnym stopniu ogranicza

możliwości porównywania wyników między sobą. W niniejszej pracy największe zróżnicowanie

pomiędzy populacjami i gatunkami wykryto w systemach IDH, PGI−2 i PGM, co pokrywa się

częściowo z wynikami innych badaczy. Najbardziej zbliżone wyniki otrzymali Zanetto i in.

[1994], którzy również te trzy systemy enzymatyczne uznawali za najbardziej zmienne i najlep−

sze przy odróżnianiu gatunków dębów europejskich populacji. Dużą zmienność dehydrogenazy

izocytrynianowj (IDH) w badanych populacjach dębowych opisuje Schroeder [1989], opierając

się na analizach dębów niemieckich pochodzeń. Podobne wyniki otrzymali Löchelt [1994],

Gömöry i in. [2001] oraz Finkeldey [2001a, b], który dodaje także fosfoglokomutazę (PGM) 

i kwaśną fosfatazę (ACP) jako systemy enzymatyczne różnicujące Q. robur i Q. petraea. Na fos−

foglukomutazę, jako enzym różnicujący gatunki i populacje, wskazują Hertel i Degen [1998]

oraz Siegismund i Jensen [2001]. 

Ogólnie, badane populacje dębowe charakteryzowały się niższym poziomem zmienności

od populacji z innych rejonów Europy. W badanych populacjach stosunkowo niska była liczba

alleli w locus (od 1,43 do 2,0). Jest to wartość mniejsza od podawanych w niektórych innych

badaniach, gdzie średnia liczba alleli w locus dochodzi do 3,7 [Herzog, Müller−Starck 1993;

Zanetto i in. 1994; Kleinschmit i in. 1995; Siegismund, Jensen 2001]. Wyniki otrzymane 

w niniejszej pracy zbliżone są do analiz Gömöry’ego i in. [2001] i Finkeldey’a [2001a, b].

Mniejszą liczbę alleli w locus obserwowali Bacilieri i in. [1995] badający 12 systemów enzyma−

tycznych u dębów z północno−zachodniej Francji. Znacznie mniejsza niż w Europie okazała się

również heterozygotyczność obserwowana (Ho=0,103). Podobne, niewysokie wartości tej

charakterystyki otrzymał tylko Yakovlev [2000]. W badaniach większości autorów prowadzo−

nych na europejskich populacjach Q. robur i Q. petraea wartości heterozygotyczności okazywały

się dość wysokie. Herzog i Müller−Starck [1993] podają średnie wartość Ho ponad 25%. Bardzo

podobnie kształtowały się wartości heterozygotyczności w badaniach Kleinschmita i in. [1995].

Nieco mniejsze wartości Ho osiągała w analizach Zanetto i in. [1994] oraz Finkeldey’a [2001a, b],

ale i tak dwukrotnie przewyższa wyniki otrzymane w prezentowanej pracy. Większy poziom

zmienności genetycznej drzew doborowych dębu bezszypułkowego w Nadleśnictwie Smolarz

stwierdzili Lewandowski i Siwecki [1998]. Na obecnym etapie badań trudno jednoznacznie

stwierdzić, czy przedstawione różnice są wynikiem realnie istniejących różnic w poziomie zmien−

ności genetycznej dębów, czy też są wynikiem różnej liczby i odmiennych zestawów loci anali−

zowanych przez poszczególnych autorów. 

W badanych populacjach obu gatunków dębów, za wyjątkiem populacji Lutówko, indeks

wsobności Wrighta przyjmował wartości dodatnie, co świadczy o przewadze homozygot. Jest to

zjawisko charakterystyczne dla drzewostanów będących w młodym wieku. Bardzo często wraz

ze starzeniem się populacji następuje sukcesywna eliminacja osobników homozygotycznych, 

w rezultacie czego powstaje nadmiar heterozygot [Rossi i in. 1996]. Niewielkie wartości współ−

czynników wsobności obserwowali Yakovlev [2000] w Rosji, Siegismund i Jensen [2001] w Danii

oraz Belletti i in. [2005] we Włoszech. 

Badane populacje polskie obu gatunków dębów cechowała niewielka zmienność między−

populacyjna (około 13%). Zmienność pomiędzy populacjami wynikać mogła w tym wypadku

ze znacznych odległości między drzewostanami macierzystymi oraz różnicami gatunkowymi.



Wstępne badania nad zmiennością izoenzymową dębów 33

Przewagę zmienności wewnątrz badanych populacji nad zróżnicowaniem międzypopulacyjnym

obserwowali również Zanetto i in. [1994]. W przypadku ich badań różnice pomiędzy prowe−

niencjami były niewielkie, mimo iż były one bardzo odległe geograficznie. Hertel i Degen

[1998] otrzymali różnice pomiędzy drzewostanami w wysokości 10%, a Yakovlev [2000] jedynie

2,5%. Siegismund i Jensen [2001] niewielkie zróżnicowanie międzypopulacyjne tłumaczą

możliwym przepływem genów pomiędzy populacjami.

Stwierdzono istotne różnice pomiędzy badanymi gatunkami dębów. Q. robur wydaje się

być gatunkiem bardziej zróżnicowanym genetycznie niż Q. petraea. W populacjach dębu szypuł−

kowego zaobserwowano więcej alleli w locus (2,71) niż w populacjach dębu bezszypułkowego

(2,43). Podobną zależność zaobserwowali Herzog i Müller−Starck [1993], Bacilieri i in. [1995]

oraz Siegismund i Jensen [2001]. W badaniach pozostałych autorów [Löchelt 1994; Zanetto i in.

1994; Kleinschmit i in. 1995; Gömöry i in. 2001] jest odwrotnie. Tam populacje Q. petraea
charakteryzują się większą liczbą alleli w locus. Również w polskich proweniencjach Q. robur
heterozygotyczność obserwowana (Ho=0,138) była większa niż u Q. petraea (Ho=0,069).

Większy poziom heterozygotyczności w populacjach dębów szypułkowych nad bezszypułko−

wymi potwierdzają Kleinschmit i in. [1995] oraz Gömöry i in. [2001]. U pozostałych badaczy

[Herzog i in. 1993; Zanetto i in. 1994; Finkeldey 2001a, b; Belletti i in. 2005] to populacje dębu

bezszypułkowego cechowały się większą heterozygotycznością. Polskie populacje dębu

szypułkowego charakteryzowały się także większą, niż populacje Q. petraea, liczbą polimor−

ficznych loci oraz większymi dystansami genetycznymi pomiędzy populacjami.

Do odróżnienia obu badanych gatunków dębów najlepsze okazały się systemy enzymaty−

czne IDH oraz PGM, co zgadza się z większością publikacji [Löchelt 1994; Zanetto i in. 1994;

Hertel, Degen 1998; Finkeldey 2001a, b]. Niektórzy badacze wskazują na kwaśną fosfatazę.

Jednak enzym ten nie był analizowany w prezentowanej pracy. Dystans genetyczny obliczony

pomiędzy Q. robur i Q. petraea wynosił 0,0284 i przewyższał dystanse genetyczne pomiędzy popu−

lacjami. Jest to wartość niewielka i podobna do wyników uzyskanych przez innych autorów.

Bacilieri i in. [1995] podają podobną wartość dystansu genetycznego pomiędzy dwoma gatunka−

mi dębów – 0,034. W badaniach Kleinschmita i in. [1995] wartość ta była większa i wyniosła 0,14.

Generalnie, większość autorów podkreśla niewielkie różnice pomiędzy dębami szypułkowymi 

i bezszypułkowymi i pewne trudności z ich odróżnianiem, także na poziomie genetycznym.

Jednak zwykle, jeśli do badań użyta zostanie odpowiednio duża liczba osobników, określenie

przynależności gatunkowej populacji, tak jak w przypadku tej pracy, staje się możliwe.

Pewną ciekawostką w przeprowadzonych badaniach izoenzymatycznych okazała się popu−

lacja Q. robur z Milicza (nr 99), która pod względem genetycznym była bardziej podobna do

badanych populacji Q. petraea (ryc.). Jest to interesujące, gdyż przynależność gatunkową tych

dębów określono jednoznacznie na podstawie analizy cech liści, które uznaje się powszechnie

za najlepsze do tego celu [Kremer i in. 2002]. Najprawdopodobniej populacja z Milicza jest po−

pulacją odrębną od pozostałych pochodzeń Q. robur, potwierdzającą znaczne zróżnicowanie

genetyczne tego gatunku. Z drugiej strony wynik ten może potwierdzać bliskie pokrewieństwo

obu gatunków dębów. 
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summary

Preliminary research on izoenzyme variability of oaks in the provenance
experiment in the Milicz Forest District

The pedunculate oak (Quercus robur L.) and sessile oak (Quercus petraea [Matt.] Liebl.) are species

of great economic importance in Poland. Nevertheless, only a few studies on their genetic variation

have been conducted so far. The objective of this paper was to determine the level of the genetic

variation and genetic variability among a number of the selected pedunculate and sessile oak

populations growing at the experimental site in the territory of the Milicz Forest District. 

The studies were conducted on the material collected from the provenance experimental

site established in 1995 in the territory of the Milicz Forest District where 78 pedunculate and

sessile oak provenances from all over the country were planted in 5 replications. The izoenzyme

analyses took in dormant buds from 300 trees of randomly selected 5 pedunculate oak and 5 

sessile oak provenances. 

Six enzyme systems were taken for analysis: Glutamate Oxaloacetic Acid Transaminase

(GOT), Isocitrate Dehydrogenase (IDH), Phosphoglucoisomerase (PGI), Phosphoglucomutase

(PGM), Superoxide Dismutase (SOD) and Glucose−6−phosphate Dehydrogenase (6−PDH). 

In total, 7 loci were analysed of which 6 were polymorphic ones. Locus SOD appeared 

to be monomorphic. The greatest differences in allele frequency between the analysed oak

species were found in loci IDH and PGM. The examined oak populations were characterised

by a lower level of genetic variation in comparison with the populations from other regions 

of Europe. Q. robur seems to be more genetically varied species than Q. petraea. 

The level of variation among analysed oak populations (Fst=0.132) means that the 

interpopulation variation accounts for only 13% of the total genetic variation. The calculated

genetic distance between Q. robur and Q. petraea was 0.0284 and it exceeded genetic distances

among the populations within the species. 

It is interesting that the Q. robur population from Milicz (nr 99) showed higher genetic

similarity to the analysed Q. petraea populations. It is likely that the Milicz population is 

a different population than the remaining provenances of Q. robur, which confirms a significant

genetic variability of this species. On the other hand, this finding can prove a high level 

of genetic similarity of both species.


