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Zré6znicowanie genetyczne reakcji nasion rodéw sosny
zwyczajnej (Pinus sylvestris 1..) na test przyspieszonego
postarzania.

Genetic variation response of Scots Pine (Pinus sylvestris 1..) seeds
of different progenies to the accelerated ageing test

ABSTRACT

The aim of the study was estimation of reaction on the temperature and hudmitity stress factors of seeds
thirty progenies of Ramucka provenance Scots Pine plus trees. The seeds of Scots Pine were treated in
acceleration ageing test according to Machani¢ek method and germination test was performed for investi-
gated seeds. The analyses of genetic diversity and differentiation were performed for five enzyme sys-
tems: GOT, GDH, MDH, 6PGDH, SKDH.
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Wstep

Opracowanie odpowiednich metod wstepnego testowania stanu biochemicznego nasion i ich
zywotnosci, przed ztozeniem do dlugoterminowego przechowywania, moze mieé bardzo duze
znaczenie dla gospodarki lesnej. Duze nadzieje upatruje si¢ stagd migdzy innymi w okreslaniu
odpornosci nasion na stresowe warunki testéw przyspieszonego postarzania, ktéra ma swiadczy¢
o ich predyspozycji do przechowywania.

Jak wykazuja dotychczasowe doswiadczenia przeprowadzone w Zaktadzie Genetyki i Fiz-
jologii Drzew Lesnych Instytutu Badawczego Lesnictwa, odpornos$¢ nasion na test przyspie-
szonego postarzania zwigzana jest z wieloma réznorodnymi czynnikami jak: zawartosé biatek roz-
puszczalnych w wodzie [Gumnicka i in. 1999] zawartos¢ DNA, RNA i wolnych nukleotydéw
[Tomaszewski i in. 2000], metody pozyskania nasion [Zalgski i Musiela G. 1998; Zatgski 2001].

Celem badari byta ocena reakcji na warunki stresowe nasion 30 rodéw drzew doborowych
sosny zwyczajnej proweniencji ramuckiej i ustalenie zaleznosci miedzy odpornoscig nasion na
test przyspieszonego postarzania, a poziomem zréznicowania genetycznego drzew matecznych,
okreslonego na podstawie analiz izoenzymatycznych.

Materialy i metody

Prébki nasion 30 rodéw drzew doborowych sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris 1..) proweniencji
ramuckiej, do potrzeb badaii pozyskano z plantacji nasiennej w Kwidzyniu. Nasiona podzielono
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na dwie grupy, z ktérych jedng poddano warunkom stresowym, polegajagcym na przetrzymywa-
niu ich przez 95 godzin w temperaturze podwyzszonej do 40-41°C i wilgotnosci powietrza w gra-
nicach 90-100% [Machanié¢ek 1981]. Na podstawie energii i zdolnosci kietkowania okreslono
zywotno$¢ nasion poddanych testowi przyspieszonego postarzania i kontroli. Nasiona kietko-
wano na kietkownikach Jacobsena — w petnym oswicetleniu. Do okreslenia energii kietkowania
liczono prawidlowo skietkowane nasiona po 7 dniach, a ich zdolnosci kietkowania — po 14
dniach. Miarg odpornosci, na stresowe warunki testu przyspieszonego postarzania, byla réznica
w zdolnosci kietkowania nasion poddanych warunkom stresowym i niepostarzanych. Wedhug
kryteriéw podanych przez Machanicka [1981], jesli réznice te u nasion sg wigksze od 10%, to
nie nadajg si¢ one do dlugookresowego przechowywania.

Analizy zmiennosci genetycznej wykonano przy uzyciu techniki elektroforezy na zelu
skrobiowym, z wykorzystaniem haploidalnej tkanki makrogametofitéw nasion, po 6-10 sztuk
dla drzewa. Nasiona uzyte do analiz zostaty podkietkowane (przez 48 godzin), a nast¢pnie wy-
izolowano z nich biatka i rozdzielono na frakcje, charakteryzujgce si¢ jednakowym tadunkiem
elektrycznym czgsteczki. Badania prowadzono dla pigciu uktadéw enzymatycznych, zgodnie ze
standardowo stosowang metodyka opracowang przez: Poulik [1957] oraz Meizel i Markert
[1967] za Concle i inni [1982] i przez Gonzczarenko i Padutov [1988]:

e transaminazy glutaminianowo-szczawiooctanowej (GO'T- EC 2.6.1.1),

¢ dehydrogenazy glutaminianowej (GDH - EC 1.4.1.3),

¢ dehydrogenazy jabtczanowej (MDH - EC 1.1.1.37),

¢ dehydrogenazy 6-fosfoglukonianowej (6PGDH - EC 4.2.1.12),

¢ dehydrogenazy szikimianowej (SKDH - EC 1.1.1.25).

Wyniki analiz izoenzymatycznych opracowano z zastosowaniem programu Biosys 1 [Swofford
i Selander 1981] oraz standardowych testéw statystycznych stosowanych w badaniach korelacji
cech. Uzyskane wyniki badan zestawiono w tabeli.

Wyniki
Badania odpornosci nasion wybranych rodéw sosny na test przyspieszonego postarzania wyka-
zaly, 7e tylko cztery rody zareagowaly wysoce istotnym (z prawdopodobiedstwem 99%),
zmniejszeniem zdolno$ci kietkowania po tescie przyspieszonego postarzania. Przy tym dla
trzech z nich obnizenie zdolnosci kietkowania nie przekraczato 10%, a tylko u jednego osiggneto
bardzo duzy poziom —43%. Znacznie wigksze réznice pod wzgledem reakcji na stresowe warun-
ki testu przyspieszonego postarzania stwierdzono w przypadku energii kietkowania. Istotnos¢
réznic w obnizeniu energii kietkowania z prawdopodobieristwem 99% udowodniono bowiem
w prébkach nasion z 9 rodéw.

Ocena zmiennosci izoenzymatycznej wykazala znaczne zréznicowanie genetyczne
badanych rodéw. Wickszos¢ rodéw charakteryzowala si¢ wysokim poziomem zmiennosci gene-
tycznej badanych ukladéw enzymatycznych w granicach wartosci heterozygotycznosci od 0,273
do 0,455, zas srednia liczba alleli na locus wynosita zwykle od 1,3 do 1,5. Sposréd wszystkich
badanych rodéw tylko siedem osiggnglo wyraznie mniejsze wartosci tych parametréw.

Analizy statystycznych nie wykazaly istnienia zaleznosci pomiedzy poziomem zréznico-
wania genetycznego badanych rodéw i spadkiem energii oraz zdolnosci kietkowania ich nasion
w tescie przyspieszonego postarzania. W grupie rodéw, w ktérych wyrézniono nasiona charak-
teryzujgce sic wysokg zywotnoscig i odpornoscig na stresowe warunki testu znajdowaty si¢ jed-
noczesnie rody o wysokim, jak nizszym stopniu zréznicowania genetycznego, podobnie jak
i w grupie rodéw charakteryzujgcych si¢ niskg tolerancjg na test.
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Tabela

Charakterystyka zywotnosci oraz oceny zmiennosci genetycznej nasion sosny ramuckiej

Characteristics of the vitality and evaluation of the genetic variation of scots pine seeds provenance
Ramuki

. .. Zmniejszenie kietkowania , . Srednia
N iy Bt 0 tescie przyspieszonego el hetero-
d kietkowania kietkowania P Ostarzalfia Z r[z’)inica (7g) liczba alleli VOV CZNOSE
(%) (%) postarzan %) dlalocus “YBOWCA
w energii ~ w zdolnosci rzeczywista

2548/2 100 100 2 2 1,4 0,364
2548/3 98 98 11 ** 6 ** 1,1 0,091
2548/4 93 93 10 ** 3 1,3 0,273
2571/1 91 94 7 5 * 1,1 0,091
2571/2 99 100 0 1 1,5 0,455
2571/3 98 98 3 2 1,5 0,455
2264/2 96 98 0 2 1,3 0,273
2567/1 96 97 -1 0 1,3 0,273
2567/2 97 97 -2 -2 1,3 0,273
2547/1 98 99 0 1 1,4 0,364
22471 84 89 1 -3 1,1 0,091
224712 97 98 0 0 1,3 0,273
2554/1 96 97 45 HEE 43 HEE 1,5 0,455
2554/2 64 71 -3 -9 1,3 0,273
2253/1 94 97 0 2 1,5 0,455
2253/2 98 99 -1 0 1,5 0,455
2575/1 98 99 3 4 * 1,4 0,364
2575/2 98 99 1 2 1,1 0,091
2576/1 98 98 g HEX 3 % 1,5 0,545
2829/1 98 98 3 2 1,4 0,364
2241/1 92 93 12 *** 6 ** 1,1 0,091
2825/1 99 99 0 0 1,2 0,182
2560/1 98 99 5 ** 5 ** 1,2 0,182
2261/1 75 85 -8 -5 1,4 0,364
22731 99 99 1 1 1,3 0,273
2268/1 95 95 4 1 1,3 0,273
2572/1 99 99 0 0 1,3 0,273
2822/1 99 99 1 1 1,3 0,273
2238/1 97 97 8§ 2 1,3 0,273
2243/1 98 98 3 2 1,5 0,455

Réznice istotne na poziomie: * p =0,05; ** p_=0,01; *** p =0, 001

Dyskusja
Duze zréznicowanie odpornosci na stresowe warunki testu przyspieszonego postarzania nasion
wyksztatconych w tym samym okresie wegetacyjnym i tym samym drzewostanie, ale pocho-
dzacych z réznych drzew (rodéw) stwierdzono réwniez w przypadku swierka pospolitego
z Sudetéw [Kantorowicz 2002].

Badania zréznicowania genetycznego populacji sosny, w aspekcie ich tolerancji na nieko-
rzystne warunki wzrostu spowodowane zanieczyszczeniami przemystowymi metali cigzkich
[Prus-Glowacki i Nowak-Bzowy 1989, 1992] wykazaly, ze strategia adaptacyjna populaciji zwig-
zana jest ze wzrostem ich poziomu zréznicowania genetycznego — wickszg srednig liczbg alleli
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dla locus. Obserwowano przy tym w grupie drzew odpornych na skazenie wigkszy udzial
homozygot, wzgledem heterozygot. Podobne badania prowadzono takze nad zmiennoscig gene-
tyczng drzew buka, bardziej lub mniej odpornych na skazenia przemystowe [Miiller-Starck
1985]. Wyniki wskazujg na wigkszg odpornosé drzew o duzym udziale heterozygot w populacji.

Whioski

Nasiona sosny zwyczajnej wyksztalcone w tym samym okresie wegetacyjnym i w jednej plan-
tacji, ale na szczepach réznych klonéw réznig si¢ znacznie pod wzgledem odpornosci na stre-
sowe warunki testu przyspieszonego postarzania. Nie udato si¢ jednak udowodnié istotnej
réznicy pomiedzy nasionami odpornymi i nicodpornymi na stresowe warunki testu a poziomem
zréznicowania genetycznego, ocenionego na podstawie sredniej liczby alleli na locus oraz hete-
rozygotycznosci badanych uktadéw enzymatycznych. Uzyskane wyniki badari sklaniajg do
poszukiwania, nowych innych narzg¢dzi oceny zmiennosci genetycznej, umozliwiajacych
réwnocze$nie ocen¢ ich zywotnosci, np. z wykorzystaniem markeréw DNA.
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SUMMARY

Genetic variation response of Scots Pine (Pinus sylvestris 1..) seeds
of different progenies to the accelerated ageing test

The aim of the study was estimation of reaction on the temperature and hudmitity stress
factors of seeds thirty progenies of Ramucka provenance Scots Pine plus trees, collected in seed
orchard in Kwidzyn, in connection with the genetic variability. The samples of Scots Pine seeds
were treated in acceleration ageing test according to Machaniéek method and next germination
test was performed simultaneously for treated and not submitted to stress factors seeds. The
analyses of genetic diversity and differentiation were performed using starch gel electrophore-
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sis methods for following enzyme systems: Glutamate-oxaloacetate transaminase (GOT — EC
2.6.1.1), Glutamate dehydrogenase (GDH - EC 1.4.1.3), Malate dehydrogenase (MDH - EC
1.1.1.37), 6-Phosphogluconate dehydrogenase (6PGDH — EC 4.2.1.12) and Shikimate dehy-
drogenase (SKDH - EC 1.1.1.25). The progenies were characterised different level of genetic
diversity not correlated to differences in energies of seeds germination after the accelerated age-
ing test.



