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MALGORZATA SULKOWSKA

Analiza izoenzymatyczna wybranych
proweniencji buka zwyczajnego (Fagus
sylvatica L.) na powierzchni do§wiadczalnej
w Bystrzycy Klodzkiej*

Isoenzyme analysis chosen proveriances of beech (Fagus sylvatica L.)
on the provenance trial in Bystrzyca Ktodzka

Abstract: Aim of the study was estimation of genetic variation of beech (Fagus sylvatica L.) on the beech
provenance trial representing chosen Polish provenances of selected seed stands of beech. Variation of seven
enzyme systems was analysed, using two buffer solutions: Ashton pH 8.1 — Lithium-Borate electrode buffer, gel
buffer Tris-Citric for enzyme systems: LAP, GOT and MNR and Tris-Citric pH 7.3 for enzyme systems: MDH,
SKDH, PGM and PGI.
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Cel pracy

Celem przeprowadzonych badar jest ocena zmiennosci genetycznej buka zwyczajne-
g0 (Fagus sylvatica L.), na powierzchni proweniencyjnej reprezentujacej wybrane
P01§kie pochodzenia. Badane proweniencje reprezentuja gléwnie wylaczone drzewostany
nasienne naturalnego zasiggu wystgpowania tego gatunku w Polsce.

Wykonane analizy przyczynia si¢ do oceny poprawnosci zebrania materiatu do zatozenia

proweniencyjnych powierzchni do§wiadczalnych.

*Praca zostata sfinansowana ze §rodkéw grantu Nr 5660594 C/2234 Komitetu Badan Naukowych i Dyrekcji
Generalnej Laséw Panstwowych.

Wyniki referowano na konferencji "Zmienno$¢ buka zwyczajnego (Fagus sylvatica L.)", Poznan-Siemianice,

8-10 czerwca 1999 .
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Metodyka

Na podstawie analiz izoenzymatycznych siedmiu ukladéw enzymatycznych okreslono
zmienno$¢ genetyczna 23 pochodzen buka (gléwnie wytaczonych drzewostanéw nasien-
nych), w naturalnym zasiggu wystgpowania tego gatunku w Polsce (tab. 1). Analizy
prowadzono na pakach wegetatywnych pozyskanych z sadzonek buka, znajdujacychsi¢V
stanie spoczynku zimowego. Materiat do analiz zebrano na powierzchni doswiadczalne]
Bystrzycy Ktodzkiej (RDLP Wroctaw). Powierzchnia do§wiadczalna w Bystrzycy Klodz
kiej stanowi jedna z szesciu powierzchni dos§wiadczalnych zatozonych w ramach doswiad-
czenia proweniencyjnego buka serii GC 2234 1993/1995 (AR Poznari). Sadzonki buka,Z
ktérych pozyskano paki do analiz wyhodowane zostaly z nasion zebranych w 1992r.

TABELA 1
Lokalizacja badanych proweniencji buka zwyczajnego (Fagus sylvatica L.)

Nadles$nictwo Lesnictwo Oddziat Wysokos¢  Potozenie geograficzne
n.p.m.
Gryfino Glinna 213b 80 14°43° 53°18’
Bierzwnik Radochowo 405 193 1554’ 53°05°
Drawieriski PN 402a 193 16°55° 53°05°
Karnieszewice Kamionka 37f 20 1622’ 54°1'7
Wejherowo Rybno 216b 60 1706 5410
Wejherowo Gniewino 201h 115 18°18° 5437
Szczecinek Jelenino 222n 130 16°40° 53°40°
Gdarisk Marianowo 112a 70 18°31° 54°2%’
Kwidzyn Polno 228a 30 19°%6" 53739
Kwidzyn Mikotajki 81c 40 19°10° 53°51’
Mtynary Struzyna 44a 148 19°56’ 54°01"
Swiebodzin Lagéw 300f 100 1530 52°30
Grodzisk Chraplewo 57b 95 16°16’ 52°23'
Milicz Dziewigtlin 161ab 230 17°16 S1°27
Lipinki Zielony Las 306f 200 15°18’ 51937
Brzeziny Janinéw 18122 200250  19°36" SISO
Lagéw Jeleni6w 44a.c 350 20°5’9 5050’
Tomaszéw Werechanie 239g 180300  23°0° 5050’
Zdroje Zdrj 296b,297a 740-840  16°30°  S0IT
Ustron Bukowa 65b 550 18754’ 4939’
Lesko Tarnawa 81c 520 22°16° 49°28'
Bieszczadzki PN Moczarne 159Aa 700-920 22729’ 49°07°
Bieszczadzki PN Moczarne 160a 740-980 2229’ 49°07
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Biatka ekstrahowano przy pomocy buforu 0,15M Tris-HCL,0pH 7.3, 2 nastgpnie rozdzie-
lano metoda elektroforezy na zelu skrobiowym. W rozdziale wykorzystano dwa uktady
buforowe:

(3 Ashton o pH = 8.1 — bufor zelowy litowo-boranowy (0,191M kwas borny, 0,050M
wodorotlenek litowy) i bufor elektrodowy tris-cytrynowy (0,051M tris-HCL,
0,008M kwas cytrynowy), dlaenzyméw: L-leucyloaminipeptydazy (LAP1), trans-
aminazy glutaminianowo-szczawiooctanowej (GOT2) i reduktazy menadionu

(MNR),

(3 Tris-cytrynowy o pH = 7,0 — bufor zelowy to 10-krotnie rozcienczony bufor
elektrodowy (0,135M tris-HCL, 0,043M kwas cytrynowy), dla enzymoOw: dehy-
drogenazy jablczanowej (MDH1, MDH2, MDH3), dehydrogenazy szikimianowe]j
(SKDH), fosfoglukomutazy (PGM) i fosfoglukoizomerazy (PGI2).

Podczas rozdziatu biatek stosowano nastgpujace parametry pradu: Ashton 280V, 90 mA 1
bufor tris-cytrynowy 150V, 90 mA. Po zakonczeniu rozdziatu biatek poszczegolne uktady
enzymatyczne wybarwiano, a nastepnie interpretowano uzyskane obrazy zymogramow
zgodnie z procedurami (5, 7, 12). Czgstosci alleli i heterozygotycznos¢ obserwowana
wyliczone zostaty na podstawie diploidalnych genotypow, poszczeg6lnych analizowanych
osobnikéw dla kazdej populacji. Wartosci heterozygotycznosci oczekiwanej wyliczono
zgodnie z Nei 1974 (11). Zréznicowanie genetyczne badanych proweniencji oceniono na
pOC!stawie analizy skupieri (cluster analysis). Do opracowania otrzymanych wynik6w
zmiennosci genetycznej buka uzywano programu komputerowego BIOSYS 1 (11).

Wyniki

NajWY?SZa Srednia liczbe alleli dla lokus zaobserwowano dla proweniencji Miynary (18)1
wynosita ona Srednio 2, najnizsza zas dla proweniencji Eagow (34) — srednio 1.2 allela na
lokus (srednia dla badanych proweniencji wynosi 1,57) — tabela 2.

Najwigkszy procent loci polimorficznych zaobserwowano dla proweniencji Tomaszow

(35) - 77,8% lokus (srednia dla badanych proweniencji wynosi 48,79%) — tabela 2. Czgs¢
Proweniencji (Milicz, Lipinki i Lagéw) wykazala niezwykle niski stopien polimorﬁczngécx
- 22% (tab. 2). Przyczyna tego zjawiska moze by¢ zebranie nasion do zatozenia do§W1aQ—
Czenia ze zbyt matej liczby drzew w drzewostanie matecznym lub sztuczne pochodzenie

Proweniencji — drzewostan mateczny sadzony, a liczba drzew, zktérych pozyskano nasiona
niewielka.

to jest liczone) bezposrednio na
o (7) — 0,253 (heterozygotycz-
6w (34) —0,056 (heterozygoty-
ocze$nie najnizszymi war-
rficznych. Srednia wartos¢
nosi 0,166. Duze rézni-
zekiwanej $§wiadcza o

Najwicksza wartos¢ heterozygotycznosci obserwowanej,
P0d§tawie proby stwierdzono dla proweniencji Wejherow
nos¢ ?erkiwana 0,142), za$ najnizsza dla proweniencji £.ag
cz“(?SC (_)czekiwana 0,088). Proweniencja ta wyrdznia sie rown
toSciami sredniej liczby alleli na lokus i procentem loci polimo
heter9zyg0t)/czn0§ci obserwowanej dla badanych proweniencji Wy
€€ migdzy wartosciami heterozygotycznosci obserwowanej 1 0C
Procesach selekcji zachodzacych w tych drzewostanach (tab. 2).
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Farris (1972) "f'=  .894
Prager and Wilson (1976) "F" = 15.479
Procent odchylenia standardowego (Fitch and Margoliash,1967) = 35.235
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RYC. Diagram zré6znicowania genetycznego badanych proweniencji na podstawie dystans6w
genetycznychFarris (1972) "f" = 894, Prager and Wilson (1976) "F" = 15,479
Procent odchylenia stndardowego (Fitch and Margoliash 1967) = 35,235
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Dendrogram sporzadzony na podstawie dystanséw genetycznych Srednich czestosci alleli
dzieli analizowane populacje na kilka grup. W jednej grupie znajduja si¢ zarGwno prowe-
niencje goérskie jak i pomorskie i zachodnie. Znajdujemy tez dwie proweniencje z tego
samego regionu w dwéch réznych grupach — Wejherowo (6) i Wejherowo (7). Najwigksze
zréznicowanie genetyczne (dystans genetyczny wystepuje miedzy populacjami Grodzisk
(26) i Gdarsk (11) — przedstawiono na rycinie. Wyraznie inna wsréd nich w stosunku do
pozostatych populacji jest populacja Grodzisk. Przyczyna tego zjawiska moze byc¢ sztuczne
pochodzenie tej populacji i/lub wystgpowanie jej na granicy zasiggu buka w Polsce.

Uzyskany obraz zmiennosci analizowanych proweniencji na podstawie dystansow genety-
cznych nie umozliwia rozréznienia proweniencji na podstawie tej cechy. Procent loci
polimorficznych oraz $rednia heterozygotycznos$¢ réwniez nie pozwalaja wyréznic regio-
now o podobnym poziomie zmiennosci genetycznej.

Wykonane analizy wskazuja na istnienie duzego zréznicowania genetycznego prowenie-
ncji. Na poziom tego zréznicowania ma nie maty wplyw potozenie geograficzne i klima-
tyczne oraz historia migracji buka na terenie Polski (9, 10).

Dyskusja

Zmiennos¢ badanych cech charakteryzujaca proweniencje buka na podstawie analiz izoen-
zymatycznych wskazuje na istnienie wigkszej zmiennosci wewnatrzpopulacyjnej niZ miej
dzypopulacyjnej proweniencji, co potwierdza istnienie duzej plastycznosci ekologiczne]
tego gatunku (4). Okazuje sig, ze trudno jest znalez¢é specyficzne markery dla tego gatunkUq

ze wzgledu na obserwowang mata zmiennos¢é genetyczna, przy poréwnaniach nawet bardzo
odlegtych od siebie proweniencji.

Jedne z pierwszych badan nad zmiennoscia genetyczna izoenzyméw buka zwyczajnego-
Fagus sylvatica L. wykonano we Francji. Znaleziono znaczaca korelacj¢ polimorficzﬂb’Ch
loci peroksydaz oraz dehydrogenazy jablczanowej, odnosnie warunkéw klimatchﬂYCh‘

Zguwaiono inne charakterystyki izoenzymatyczne dla populacji §rédziemnomorskich or2
klimatu kontynentalnego (2).

Préb'znalezienia specyficznych markeréw enzymatycznych dla tego gatunku podejmow#
no wigcej. Analizowano zmienno$¢ genetyczna buka w obrebie 6 loci enzymatyczrl)’Ch' dl
!3-0 populacji Europy poludniowej i zachodniej. Zauwazono zalezno$¢é pomigdzy czgsto
Sc1a wystepowania alleli genéw kodujacych peroksydazy (co potwierdza wyniki wezes
niejszych analiz), a potozeniem geograficznym analizowanej populacji i klimatem (1)-

Na szersza skalg badania wykonano dla 110 populacji buka reprezentujacych naturalny
zasigg buka w Europie i 12 loci enzymatycznych. Nie stwierdzono zasadniczych r62nIe
g?netycznych analizowanych populacji, zauwazono zdecydowane zréznicowanie POPu]a‘
cji bulgg_rskich W stosunku do pozostatych, co ttumaczy si¢ mozliwoscia mieszania si¢
populacji buka wschodniego i zwyczajnego (8). Badania wskazuja na podobieﬁStWO
genetyczne proweniencji buka polskiego i stowackiego oraz czeskiego.

W)’Forz)/stujac bgdania izqenzymatyczne prébowano szukac réznic pozwalajacych odréz-
nia¢ buka zwyczajnego od innego gatunku, buka wschodnioeuropejskiego (Fagus orientd
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lis Lypsky), w strefie wsp6twystepowania obu gatunkéw. Analizy izoenzymatyczne umo-
zliwily rozréznienie tych gatunkéw na podstawie zymograméw 6 loci genowych (3).

Dziedziczenie 16 enzym6w buka zwyczajnego (Fagus sylvatica L.), analizowano w Nie-
mczech (7). Analizy prowadzono na materiale scharakteryzowanym uprzednio pod wzgle-
dem zmiennosci genetycznej, a kwiaty zeriskie poddawano sztucznemu zaptodnieniu.
Badano takze ekspresje genéw dla réznych typéw tkanek: lisci, pak6w i pyiku. Niektore z
genéw odznaczaly si¢ rézng aktywnoscia, zaleznie od typu tkanki.

Badania (6) nad zmiennoscia genetyczng drzew buka, bardziej lub mniej odpornych na
skazenia przemystowe. Wyniki wskazuja na wigksza odpornos¢ drzew o duzym udziale
heterozygot w populacji.

Whioski

B Zmiennos¢ genetyczna buka w Polsce jest bardzo $cisle zwiazana ze zré6znicowa-
niem Srodowiskowym. Stad trudno jest wyrézni¢ okreslone ekotypy buka, postu-
gujac si¢ niewielka iloscia genéw markerowych. Gatunek ten wykazuje duza
plastycznos¢ ekologiczna.

& Wyniki wskazuja na duze zréznicowanie genetyczne analizowanych prowenie-
ncji.
B Weelu uzyskania petniejszego obrazu zmiennosci buka w Polsce korzystne bytoby

przeanalizowanie wigkszej liczby populacji i zwigkszenie liczby analizowanych
loci.

Zaktad Genetyki i Fizjologii Drzew Lesnych

Instytut Badawczy Lesnictwa, Sekocin Las

05-973 Warszawa, ul. Bitwy Warszawskiej 1920 r. nr 3
Tel: (0-22) 846 46 60, w. 485,486, fax: (0-22)8462016
e-mail: sulkowsm@ibles.waw.pl
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Summary

Isoenzyme analysis chosen provenances of beech (Fagus sylvatica L.)
on the provenance trial in Bystrzyca Klodzka

Aim of the study was estimation of genetic variation of beech (Fagus sylvatica L.) on the
beech provenance trial representing chosen Polish provenances of selected seed stands of
beech. Enzymes were extracted from beech buds (buffer Tris-HCL pH 7.3), and né* :
separated during starch gel electrophoresis. Variation of seven enzyme systems was
analysed, using two buffer solutions: Ashton pH 8.1 — Lithium-Borate electrode buffer, gel
buffer Tris-Citric for enzyme systems: LAP, GOT and MNR and Tris-Citric pH 7.3 for
enzyme systems: MDH, SKDH, PGM and PGI.
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Parameters characterise genetic diversity and variation were computed using program
BIOSYS 1.

In Poland genetic variation of beech is rigorous related to ecological variation of stands. It

is difficult distinguish specified beech ecotypes, using small amount of gene markers. This
species shows high ecological plasticity.

Obtained results point at high genetic diversity. It was found, that for analysed provenances
intra-population diversity is higher then inter-population. For better recognition of genetic

diversity of beech in Poland more populations should be analysed and increased number of
analysed loci. '
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