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in the Siewierz Forest District assessed with cpDNA markers

ABSTRACT

Nowakowska ]. A., Oszako 'T. 2008. Stan zdrowotny i zréZnicowanie genetyczne buka zwyczajnego w Nad-
lesnictwie Siewierz na podstawie analiz chloroplastowego DNA. Sylwan 9: 11-20.

Beech decline phenomenon has been observed in Poland since the 1980s. The reasons are still unclear
but the discovery of pathogens genus Phytophthora shed a new light on it. Stems as well as roots of beech
trees were severely affected by P, citricola and P. cambivora. In order to find out the genetic background
of infection, three loci of chloroplast microsatellite DNA were investigated in the genetic differentiation
study of beeches growing in the Siewierz Forest District in Poland. Parameters of genetic diversity (h Nei)
and differentiation (Gg;) in the chloroplast genome were estimated and compared between healthy and
damaged trees. Healthy beeches were more heterozygous (h=0.243) than the damaged ones (h=0.113), and
the distribution of cpDNA alleles was different between these two groups. Healthy trees were nearly 50%
more genetically diversed than declining ones.
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Wstep

Zjawisko zamierania drzewostanéw bukowych obserwowane jest w Europie od poczgtku lat
osiemdziesigtych XX wieku, przy czym w ostatnich latach przybiera na sile, powodujac niekiedy
lokalnie powazne konsekwencje dla gospodarki lesnej. Najgorzej pod tym wzglgdem wyglada
sytuacja na terenie nadlesnictw Dretyii i Lipka (RDLP Szczecinek i Pita). Od kilku lat odnoto-
wuje si¢ tam wysoki odsetek drzew chorych (ponad 70%) i martwych (ok. 20%). Znaczne pogor-
szenie stanu zdrowotnego bukéw w ciggu ostatnich 3 lat zanotowano takze na terenie nadlesnictw
Kolbuszowa, Debica, Swierczyna, Gryfice oraz w Swigt()krzyskim i Roztoczariskim Parku Naro-
dowym. Postawiono hipotezy o udziale l¢gniowcéw Qomycetes rodzaju Phytophthora i Pythium w pro-
cesie obumierania korzeni drobnych bukéw w okresach sprzyjajacych rozwojowi patogenéw
(ulewne deszcze, podtopienia drzewostandw itp.). Stwierdzono, ze P cambivora, P. citricola powo-
dujg obumieranie zaréwno sadzonek buka w szkétkach [Orlikowski i in. 2004; Stgpniewska 2005],
jak i w dojrzatych drzewostanach [Jung i in. 2005; Orlikowski i in. 2006]. Szczeg6lnym zagro-

* Praca jest efektem realizacji projektu Laséw Padstwowych BLLP-313 pt. ,,Ocena zagrozenia drzewostanéw dgbowych
i bukowych na podstawie wystgpowania organizméw patogenicznych i symbiontéw mikoryzowych”
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zeniem sg nowopoznane patogeny znajdujgce si¢ na mi¢dzynarodowych listach organizméw
kwarantannowych, m.in. zawleczone prawdopodobnie z Azji P. ramorum i P. kernoviae, ktére zagra-
zajg nie tylko europejskim dgbom, ale réwniez w duzym stopniu bukom [Brasier i in. 2005].
Zagrozenie to wynika z potwierdzonej eksperymentalnie wrazliwosci tkanek pni buka na infek-
cje przez rodzaj Phytophthora. Patogeny te powodujg uszkodzenia tkanek pni i zwigzane z tym
problemy przewodzenia asymilantéw z koron do korzeni [Jung, Blaschke 1996], co powoduje
obumieranie tych ostatnich, a w konsekwencji i zamieranie gatezi w wierzchotkowych czesciach
koron (ryc. 1), a na pniach powstawanie wysickéw sokéw. W Niemczech korzenie drobne bukéw
oraz tkanki kory pni atakowane sg czg¢sto przez P cambivora i P. pseudosyringae [Hartmann, Blank
1998; Jung i in. 2003].

Poréwnanie zr6znicowania genetycznego pomiedzy drzewami zdrowymi i chorymi mogloby
wyjasni¢ czy podatno$¢ drzew na chorobe (fytoftoroz¢) moze by¢ uwarunkowana genetycznie.
Dynamiczny rozwdj technik opartych na markerach zmiennosci genetycznej tj. izoenzyméw i DNA
umozliwit w ostatnich latach przeprowadzenie szczegétowych badan struktury genomu wielu
gatunkéw drzew lesnych [Nowakowska 2006a]. Na pule genowg kazdego gatunku sktadajg si¢
rézne formy alleli poszczeglnych genéw zapisanych w faicuchu DNA. Bogactwo puli genowej
najczesciej okreslane jest na podstawie czgstosci wystgpowania réznych form alleli w genomie.
Im bardziej zr6znicowana jest pula genowa gatunku, tym wigksze istnieje prawdopodobieristwo
wystgpienia korzystnej kombinacji alleli, gwarantujacych przezywalnosé i przystosowanie do
zmiennych warunkéw otoczenia [Eriksson, Ekberg 2001]. Na przestrzeni tysigcleci drzewa lesne
wyksztatcity mechanizmy adaptacji do bardzo réznych, czasami wreez ekstremalnych, warunkéw
klimatycznych i siedliskowych. Przystosowanie to polegato przede wszystkim na naturalnej selek-
cji, ktéra opiera si¢ na doborze osobnikéw lub populacji najlepiej przystosowanych do panujg-
cych warunkdw siedliska i klimatu. Wigkszos¢ cech adaptacyjnych, np. odpornosé na patogeny
i szkodniki owadzie, jest kodowana przez wiele gendéw, ktére dziatajg na zasadzie addytywnej i sg
regulowane przez czynniki biotyczne i abiotyczne [Stamatoyannopoulos 2004; Nowakowska 2007].

Buk zwyczajny zostat przebadany pod
katem struktury genetycznej w Europie na
podstawie markeréw izoenzymatycznych oraz
DNA jadrowego i chloroplastowego. W niniej-
szej pracy wykorzystano doniesienia Grivet
i in. [2001], Vettori i in. [2004] oraz Magri i in.
- [2006], w ktérych wykazano przydatnosé
mikrosatelitarnych markeréw DNA chloro-
~ plastowego w okresleniu zmiennosci genety-
, cznej populacji bukowych w Europie. Celem
badan byta identyfikacja patogenéw powodu-
jacych symptomy chorobowe bukéw w Nad-
lesnictwie Siewierz (RDLP Katowice) oraz
poréwnanie poziomu heterozygotycznosci
u drzew zdrowych i chorych. Wybér drzewo-
stanéw bukowych na tym terenie wynikat
7 faktu zgloszenia przez lesnictwo Trzebyczka
szybkiego tempa pogarszania si¢ stanu zdro-
wotnego drzew, wykazujgcych objawy cho-
robowe charakterystyczne dla fytoftorozy

Rye. 1.
Korony uszkodzonych bukéw z Nadlesnictwa Siewierz

Crowns of damaged beeches from the Siewierz Forest
District korzeni i podstawy pni.
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Materiat i metody

OCENA STANU ZDROWOTNEGO DRZEW. Stan zdrowotny bukéw w Nadlesnictwie Siewierz anali-
zowano w latach 2005-2007 na terenie lesnictwa Trzebyczka w trzech okoto stuletnich drzewo-
stanach bukowych (oddz. 28a, 32¢ i 35a). Prébki drewna pobierano z chorych tkanek pni drzew
spod ciemnych wysigkéw sokéw, w ktdérych po usunigciu kory widoczne byly rozlegte nekrozy
tkanek (ryc. 2) oraz z korzeni, po czym analizowano je wedtug metody opisanej przez Orlikow-
skiego i in. [2006]. Prébki te postuzyly do izolacji i hodowli patogenéw Phytophthora na
pozywkach PDA. Oprécz prébek drewna, do analiz pobrano réwniez prébki gleby. Za pomocg
techniki putapek roslinnych uzyskano czyste hodowle patogenéw rodzaju Phytophthora
[Orlikowski i in. 2006]. Identyfikacje gatunkowg wykonano za pomocg analizy DNA zgodnie
z metodg Aljanabi i Martinez [1997] oraz Wiejacha i in. [2002].

ZBIOR MATERIALU W TERENIE. W celu okreslenia zréznicowania genetycznego bukéw na pozio-
mic DNA, latem 2007 1. zebrano po 3 g lisci losowo rozmieszczonych w koronach 25 zdrowych
i 25 porazonych bukéw. Analizowane drzewa byly losowo rozmieszczone w drzewostanie.
Odleglos¢ migdzy nimi i od granicy drzewostanu wynosita ok. 25 m. Ulistnione gatgzki (2-3 sztu-
ki o dtugosci ok. 10 cm) zestrzeliwano Srutem i przechowywano kilka dni w temperaturze 4°C
przed wykonaniem analiz.

[zorAc]A DNA GENOMOWEGO. Izolacje DNA z lisci 50 osobnikéw buka zwyczajnego przepro-
wadzono za pomocg zestawéw DNeasy 250 Plant Mini Kit (QIAGEN). Dla kazdego
pochodzenia badano wydajnos¢ ekstrakceji za pomocg migracji elektroforetycznej na 1% zelu

Rye. 2.

Wyciek sokéw z kory porazonego buka (zdjgcie z lewej) i nekroza tkanek pnia po usunigciu kory (zdjecie
z prawej) w Nadlesnictwie Siewierz

Exudates on the bark of infected beech (left side) and necrosis of stem tissues appeared after removing
of bark (right side)
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agarozowym po barwieniu bromkiem etydyny (0,5 pg/ml). Otrzymane ilosci DNA analizowano
za pomocg spektrofotometru Nanodrop ND-1000 (TK-Biotech).

AMPLIFIKACJA DNA CHLOROPLASTOWEGO W REAKCJI PCR. Po ekstrakcji DNA z drzew zdro-
wych i chorych, wedtug procedury opisanej przez Grivet i in. [2001] oraz Weising i Gardner
[1999], przeprowadzono analizy zmienno$ci genetycznej za pomocs trzech mikrosatelitarnych
loci DNA chloroplastowego: ccmp4, ccmp? i cemp10. Warunki amplifikacji tych loci chloro-
plastowych polegaty na dodaniu do 20 ng izolowanego DNA nast¢pujacych odczynnikéw
(QIAGENS®): 1xbufor; 5xQ-solution; 2,0 mM MgCl,; 200 pM kazdego z dN'TP; 0,2 pM startera
wiodgcego i powrotnego oraz 1 U Taq polimerazy. Tak przygotowane prébki poddawano namna-
zaniu DNA w termocyklerze Biometra Gradient zaprogramowanym na 96°C (5 min) poczatko-
wej denaturacji nici, a nastgpnie 26 cykli: 94°C (1 min) — denaturacja, 55°C (1 min) przylaczanie
starteréw i 72°C (1 min) elongacja fragmentéw. Koricowe wydtuzane powielonych fragmentéw
trwato 7 min. [ wykonywano je w temperaturze 72°C.

ANALIZA HAPLOTYPOW W SEKWENATORZE. Powiclone w reakcji PCR fragmenty DNA poddano
rozdziatowi elektroforetycznemu w 8% zelu akrylamidowym w automatycznym sekwenatorze
ALFexpress II (Amersham Pharmacia Biotech). Rozdzial poszczegdlnych fragmentéw anali-
zowano w programic ALFwin Fragment Analyser™ 1.0 przy uzyciu standardu wielkosci frag-
mentéw ALFexpress™ sizer™ 50-500 oraz dwéch standardéw ALFexpres™ Sizer™ 100 i 300
(Amersham Pharmacia Biotech).

Obliczenia podstawowych parametréw genetycznych, w tym obserwowang (n,) i efekty-
wng (n,) liczbe alleli polimorficznych, heterozygotycznosc¢ (h) i indeks polimorfizmu Shannona
(I), wykonano wedhug programu PopGen wersja 1.32 [Yeh, Boyle 1997] na podstawie wyliczen

Nei [1987] oraz Nei i Li [1979].
Wyniki

OBECNOSC PATOGENOW PHYTOPHTHORA W ANALIZOWANYCH PROBACH. Na podstawie przeprowa-
dzonych testéw laboratoryjnych stwierdzono, ze koto 40% korzonkéw drobnych bukéw uszko-
dzone zostato przez legniowcee Phytophthora cambivora i P, citricola. Patogeny te powodowaty takze
rakowate zmiany chorobowe na korze pni. Ich wystgpowanie odnotowano u wigkszosci analizo-
wanych drzew zaréwno w korzeniach, jak w nekrozach tkanek kory na pniach (tab. 1). W préb-
kach gleby pobranych wokét chorujgcych drzew wystgpowat wylgcznie patogen P, citricola.

OKRESLENIE ZROZNICOWANIA GENETYCZNEGO U DRZEW ZDROWYCH I CHORYCH. Dla wszystkich
préb lisci pobranych ze zdrowych drzew buka Srednia zawartosé czasteczek DNA wynosita
24,84 ¢ DNA/100 mg $.m. Wsréd drzew chorych srednia zawartos¢ czasteczek DNA w kazdej
prébie dla badanych pochodzen buka wynosita 20,86 g DNA/100 mg $.m. Dane te postuzyty do
ustalenia warunkéw reakcji faricuchowej polimerazy (PCR) w dalszym ctapie badan.
Wszystkie badane loci prezentowaty 66,6% polimorfizmu. Sposréd badanych loci cpDNA,
najbardziej polimorficzny byt locus ccmp10 z pigcioma wariantami alleli (od 116 do 124 pz).
W locus ccmp10 wystgpowata najwigksza liczba réznych form alleli zaréwno u drzew zdrowych,
jak i chorych (ryc. 3). I tak, allele 116 i 118 pz byty obecne tylko w drzewach chorych, zas$ allele
122 1124 pz charakteryzowaly wylacznie drzewa zdrowe. Jedynie allel 120 pz wystepowat w obu
typach drzew dla tego locus z podobng czgstoscig (tab. 2). Locus ccmp4 prezentowal dwa
warianty haplotypéw (118 i 120 pz). Wsréd drzew zdrowych dla locus ccmp4 dominowat allel
120 pz, zas wsréd drzew chorych —allel 118 pz. Allel 120 pz byt w ogéle nieobecny w drzewach
chorych w locus ccmp4. W przeciwiedstwie do pozostatych loci, locus ccmp?7 wykazal brak
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Tabela 1.
Organizmy izolowane z drobnych korzeni i rakowatych zmian na pniach chorych bukéw
Organisms isolated from fine roots and bleeding cankers of trunks of diseased beeches

oGl . Liczba Llczb‘a uzyékanych
analizowanych drzew izolat6w
Borytis cinerea Pers. 3 7
Chaetomium globosum Kunze 7 15
Cladosporium herbarum Pers. Link 2 5
Fusarium equiseti (Cda) Sacc. 11 22
Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. 3 4
Mucor circinelloides van Tieghem 10 12
Mucor hiemalis Wehmer 14 32
Periconia pycnospora Freb. 6 13
Phytophthora cambivora (Petri). Buismen 7 26
Phytophthora citricola Sawada 8 28
Torula expansa Pers ex Fries. 8 21
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Rye. 3.
Profil amplifikacji dla locus ccmp10
Amplification profile of the locus ccmp10
A - obraz generowany w automatycznym sekwenatorze; B — elektroforegram na zelu akrylamidowym; Oznaczenia: 100, 300 pz — wyzna-
czniki wielkosci (referencja); cemp10 — chloroplastowy locus o zmiennej wielkosci alleli (ok. 120 pz)
A - picks observed after automatic sequencer analysis; B — electrophoresis on the acrylamide gel; Description: 100, 300 pz — size references;
cempl0 = chloroplast locus with variable allele size around 120 base pairs; zdrowe — healthy; chore — damaged

polimorfizmu w badanych prébach buka, poniewaz przedstawial obecnosé tylko jednego wari-
antu alleli — 147 pz (tab. 2).

Na podstawie frekwencji haplotypéw obliczonych dla poszczegélnych loci stwierdzono
wystgpowanie duzej réznorodnosci genetycznej w zaleznosci od typu analizowanych lisci z drzew
zdrowych bgdz chorych. Drzewa zdrowe charakteryzowala nieco wigcksza obserwowana liczba
alleli na locus (n,=2,000) niz u drzew chorych (n,=1,667). Efektywna liczba alleli w locus byta u
drzew zdrowych wigksza (n_=1,557) w poréwnaniu do drzew chorych (n =1,170). Indeks zmien-
nosci Shannona byt dwukrotnie wyzszy u drzew zdrowych (I=0,418) niz u chorych (I1=0,209).
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Parametry te znalazly odzwierciedlenie w dwukrotnie wigkszej heterozygotycznosci cpDNA u
drzew zdrowych (h=0,243) w poréwnaniu do drzew chorych (h=0,113).

Wszystkie drzewa wykazywaty razem $rednio 2,667 obserwowanych alleli w locus; 2,197
efektywnych alleli na locus; az 69,7% zmiennosci wedtug indeksu Shannona oraz 40,7% hete-
rozygotycznosci wedhug Nei [1987] dla p <0,01 (tab. 3).

Obie grupy badanych drzew, tzn. zdrowe i chore, dzielit duzy dystans genetyczny (Dy=0,803)
obliczony na podstawie algorytmu metody skupien srednich potaczeri (ang. UPGMA).

Dyskusja
Wykryta obecno$¢ patogenéw Phytophthora (P. citricola i P. cambivora) w analizowanych bukach
z Nadlesnictwa Siewierz nasuwa pytanie o to, czy porazone drzewa mogly by¢ predysponowane
genetycznie na wystgpowanie choroby. Przy zatozeniu, ze sq one powszechne w drzewostanie
(0 czym $wiadczg analizy gleby) oraz ze znana jest ich wysoka wirulencja w stosunku do buka
jako rosliny gospodarza [Jung i in. 2005; Orlikowski i in. 2004, 2006], to nalezy spodziewac si¢
wysokiego stopnia zachorowalnosci drzew w drzewostanie.

W wilgotnych okresach sezonu wegetacyjnego panujg idealne warunki do rozwoju lggniow-
c6w Phytophthora i Pythium, ktérych cykl biologiczny zwigzany jest z wodg. Wedtug Junga i in.
[2005] w tym czasie, dzicki masowej produkcji zarodnikéw (ruchliwych zoospor) w zoosporan-
giach, patogeny te sg w stanic opanowa¢ caly drzewostan i spowodowaé zniszczenia nawet do
90% wszystkich korzeni drobnych u drzew. Jezeli tak si¢ nie statlo w lesnictwie Trzebyczka,

Tabela 2.

Frekwencje haplotypéw cpDNA wystepujacych w badanych drzewach zdrowych i chorych buka z Nadl.
Siewierz

Frequencies of the cpDNA haplotypes occurring in studied beech trees from Siewierz Forest District

L Wielkos¢ alleli Typ drzewa
ocus
w parach zasad (pz) zdrowe chore
cempd 118 pz 0,067 1,000
120 pz 0,933 -
ccmp? 147 pz 1,000 1,000
116 pz - 0,067
118 pz - 0,800
120 pz 0,200 0,133
ccmpl0 122 pz 0,533 -
124 pz. 0,267 =
Tabela 3.

Genetyczna charakterystyka haplotypéw cpDNA w badanych drzewach buka zdrowych i chorych z Nadl.
Siewierz

Genetic characterization of cpDNA haplotypes found in both variants of studied trees in Siewierz Forest
District

n, n, 1 h
drzewa zdrowe 2,000 1,557 0,418 0,243*
drzewa chore 1,667 1,170 0,209 0,113*
razem 2,667 2,197 0,697 0,407*

n, — obserwowana liczba alleli; n_ - efektywna liczba alleli; h — heterozygotycznos¢ wedtug Nei [1987]; 1 - indeks polimorfizmu
Shannona; * - istotne na poziomie 0,01

n - observed number of alleles; n, - effective number of alleles; h — heterozygosity of Nei [1987]; I — Shannon polymorphism index;
* — significant at 0,01
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to zapewne dzigki indywidualnej odpornosci bukéw na infekcje, mimo powszechnej obecnosci
patogenéw w drzewostanie.

Odpornos¢ ta moze by¢ ukierunkowana na danego patogena (jest to silna odpornos¢ piono-
wa) lub na wiele czynnikéw szkodotwdrezych (czyli mniejsza odporno$¢ pozioma). Ta ostatnia
ma duze znaczenie, gdy nastgpi pogorszenie warunkéw bytowania drzew w drzewostanie, np.
na skutek wystgpowania silnej suszy. Drzewa nicodporne szybko ulegaja ostabieniu i stajg si¢
podatne na atak patogenéw lub szkodnikéw owadzich. Drzieje si¢ tak dlatego, ze ostabione
zostajg aktywne procesy odpornosciowe, bazujgce na syntezie zwigzkéw fenolowych, ktére sg
silnymi utleniaczami organicznymi limitujacymi rozwdéj infekcji w roslinie. Ten ostabiony stan
spowodowany suszg, chetnie wykorzystuja owady, np. czerwiec bukowiec (Cryprococus fagi),
grzyby (Nectria galigena, N. cinnabarina, N. coccinea, N. ditissima oraz opienki Armillaria spp.),
a takze nalezace do krélestwa Chromista organizmy grzybopodobne, zwane czasami ,,glonopo-
dobnymi” z grupy lg¢gniowcéw Qomycetes (Phytophthora i Pythium).

Poznanie stopnia zréznicowania genetycznego danego gatunku ma szczegdlne znaczenie
wobec zmieniajgcych si¢ warunkéw srodowiska. W przesziosci zasigg wielu gatunkéw drzew
lesnych ulegal zmianom pod wptywem dziatania mechanizmu naturalnej selekcji. Odpowiedzig
drzew na fluktuacje zmian Srodowiska sg czg¢sto zmiany we frekwencji wystgpowania genéw,
ktére determinujg warto$¢ cech fenotypowych [Oleksiak i in. 2002]. Dodatkowo, aktywna
ingerencja czlowieka w srodowisko naturalne w ciggu ostatnich stuleci, w znaczacy sposéb
wplyneta na strukture i zdrowotnosé wielu gatunkéw drzew lesnych, w tym réwniez drze-
wostanéw bukowych. Przypuszceza si¢, ze wraz z postgpujacym ocieplaniem klimatu obecny
zasi¢g buka i dgbu obejmie réwniez péinocng Europe. Badania paleontologiczne potwierdzaja,
iz w przesztosci gatunki drzew lesnych potrafity zaadaptowac si¢ do nowych warunkéw klimatu
i siedliska, ktére wywieraly silng presje selekcyjng [Kremer 2007].

Jak dotad, badania zmiennosci genetycznej buka na podstawie DNA chloroplastowego
przeprowadzono gléwnie we Wioszech. Analizy Vettori i in. [2004] dotyczyly wigkszej liczby
(67) populacji bukowych, potozonych na Pétwyspie Apeniriskim i byty w gléwnej mierze oparte
o loci ccmp4, ccmp6, cemp? oraz cempl0. Badania te wykazaly geograficzng réznorodnosé
rozmieszczenia haplotypéw jedynie dla loci ccmp4 i cemp7. Pozostate loci (ccmp6 i ccmp10) nie
wykazaty polimorfizmu we wiloskich populacjach buka. Catkowite zréznicowanie populacji byto
dos¢ wysokie G¢;=0,855, co $wiadezy o tym, ze badane populacje bardzo réznity si¢ od siebie
pod wzgledem struktury cpDNA [Vettori i in. 2004]. Badania Magri i in. [2006], przeprowa-
dzone na podstawie trzech loci ccmp4, ccmp?7 i cempl0, réwniez wykazalty wysoki procent
zréznicowania genetycznego (Gg=0,810) dla ok. 400 europejskich populacji buka. Podobne
wyniki otrzymano na podstawie badari izoenzymatycznych loci u buka w Europie, gdzie boga-
ctwo alleli (allelic richness) i heterozygotycznosé drzewostanéw bukowych utrzymuje si¢ na
wysokim poziomie, mimo znacznej redukcji populacji w okresie ostatniego zlodowacenia
[Comps i in. 2001].

Niniejsze wyniki analiz dwéch grup drzew (zdrowych i chorych) z Nadl. Siewierz wpisujg
si¢ w cytowane powyzej badania, przedstawiajgc stopien zréznicowania genetycznego na mniej-
szym niz europejski poziomie G¢;=0,563. Liczba ta wskazuje na ponad 50% réznicg w struk-
turze genetycznej migdzy analizowanymi 25 zdrowymi i 25 chorymi drzewami F sylatica.

Stosowane w badaniach markery cpDNA sg markerami neutralnymi, czyli niepowigzany-
mi z zadng cechg morfologiczng lub odpornosciows, stad mozna jedynie przypuszczaé, ze wick-
sze bogactwo form genéw na podstawie badanych loci moze si¢ przektadac na ogélnie wigkszg
zmienno$¢ genetyczng u osobnikéw zdrowych, w poréwnaniu do drzew chorych, mniej zmien-
nych genetycznie.



18 Justyna A. Nowakowska, Tomasz Oszako

Istnieje wiele danych literaturowych na temat zmiennosci genetycznej na poziomie osob-
niczym. Na podstawie wynikéw badai izoenzymatycznych stwierdzono, ze drzewostany
starszych klas wieku wykazujg wickszg heterozygotycznosé (czyli wigkszg liczbe roznych form
genéw) niz drzewostany mtode. Prawdopodobnie wynika to z przystosowania puli genowej do
okreslonych warunkéw srodowiska na drodze naturalnej selekeji [Kremer 2007]. Koricowym
efektem takiej selekcji zachodzgcej we wezesnych fazach wzrostu jest zwigkszona réznorodnosé
genetyczna drzewostanéw dojrzatych. Zaklada si¢, ze populacje o bardziej zréznicowanym
genotypie majg wigksze mozliwosci adaptacyjne wobec zmian zachodzgcych w ekosystemach
lesnych [Mitton 1997]. Miiller-Starck [1988] udowodnit pozytywng korelacje pomigdzy
poziomem heterozygotycznosci u drzew a ich odpornoscig na zanieczyszczenia przemystowe.
W analizach tych, drzewa odporne byly bardziej zréznicowane, czyli posiadaly duzg heterozy-
gotycznosé, niz drzewa wrazliwe, przy czym stopien odpornosci rést wraz ze stopniem zanieczy-
szczenia Srodowiska.

By¢é moze podobna tendencja istnieje w przypadku heterozygotycznosci drzew i ich odpor-
nosci na patogeny grzybowe i lggniowce, chociaz mechanizmy odpornosci nie sg jeszcze do
korica poznane. Wiadomo, ze bierze w nich udziat szereg proceséw fizjologicznych uwarunko-
wanych regulowang ekspresja wiclu genéw [Nowakowska 2006b]. Na ekspresje genéw majg
wplyw czynniki zaréwno biotyczne, jak i abiotyczne, ktére w dalszej konsekwencji wplywaja
na powstanie cech fenotypowych i odpornosciowych, gwarantujgcych adaptacj¢ osobnikéw do
okreslonego srodowiska [Kremer 2007].

Zréznicowanie genetyczne drzew moze mied szczegdlne znaczenie w obserwowanych zmia-
nach klimatycznych (globalne ocieplenie) i towarzyszacych im ekstremalnym warunkom meteo-
rologicznym, m.in. wysoka/niska temperatura, susze/powodzie. Oczekiwaé mozna, ze drzewa
o wysokim poziomie heterozygotycznosci lepiej przetrwaja zachodzace zmiany i to wlasnie one
dadzg poczatek nowemu pokoleniu lasu.

Whioski

# Gléwnymi sprawcami zmian chorobowych bukéw w Nadlesnictwie Siewierz sa Phytophthora
citricola i P. cambivora, powodujgce uszkodzenia drobnych korzeni oraz rakowate zmiany i wy-
sigki sokéw na korze pni.

# Jedynie dwa z trzech z badanych loci chloroplastowego DNA u buka wykazujg polimorfizm
w strukturze i czestosci wystepujgeych alleli u buka w Nadl. Siewierz. Sg to loci ccmp4
i ccmp10. Locus ccmp? jest monomorficzny, gdyz nie wykazat zadnych réznic w strukturze
i czgstosci alleli migdzy drzewami zdrowymi i chorymi.

# Drzewa zdrowe posiadajg odmienng w poréwnaniu do drzew chorych czg¢stos¢ wystgpowania
alleli loci ccmp4 i ccmp10. Niektdre allele wystepujg wylgeznie u drzew zdrowych, a niektére
charakteryzujg wylgcznie drzewa chore.

# Drzewa zdrowe charakteryzuje dwukrotnie wigkszy (h=0,243) polimorfizm badanych loci
chloroplastowych w poréwnaniu do drzew chorych (h=0,113). Zatem drzewa zdrowe posia-
dajg wigkszg game alleli cpDNA w poréwnaniu do drzew chorych.

4 Obie grupy badanych drzew dzieli duzy dystans genetyczny (Dy=0,803) wyznaczony na pod-
stawie analiz UPGMA.

# Badana grupa 25 zdrowych bukéw jest az w 56,3% bardziej zréznicowana od grupy 25 drzew
chorych. W zwigzku z tym, podatno$¢ drzew na chorob¢ ma silne uwarunkowanie genety-
czne.
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SUMMARY

Health condition and genetic differentiation level of beech
in the Siewierz Forest District assessed with cpDNA markers

Genetic diversity ensures the survival of forest tree species, which can adapt and evolve under
changing environmental conditions. Global warming also favours species of pathogens genus
Phytophthora. Two species P. cambivora and P. citricola were identified causing fine root damage
and necroses of stem tissues followed by exudates on the bark. The hypothesis that less diverse
trees are more vulnerable to the attack of those pathogens was proposed. In order to check that,
three loci of chloroplast microsatellites ccmp4, ccmp?7 and ccmpl0 have been investigated
in the genetic differentiation study among 25 healthy and 25 damaged beech trees from the
Siewierz Forest District (southern Poland).

Among studied microsatellite sequences only two loci, ccmp4 and ccmp10, have shown
66.6% of polymorphism, whilst the third one (ccmp?7) has been monomorphic.

The healthy trees have harboured different frequencies of ccmp4 and cemp10 alleles, and
some of the alleles have been exclusively found in the healthy or the damaged beech trees.
The healthy trees were twice as heterozygous (h=0.243) as the damaged ones (h=0.113).
According to the UPGMA clustering, analysed beech trees groups have been separated by high
genetic distance Dy=0,303.

More than 50% of gene diversity have differentiated the healthy trees from those sharing
some disease symptoms. We can then presume that higher gene diversity at the level of a single
tree is likely to be correlated with tree resistance against pathogens. This portioning of the
heterozygosity level between healthy and damaged beech trees might be correlated to adaptation
to environmental changes i.e. pathogen infections occurring in the stand.



