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ABSTRACT

Wachowiak W. 2015. Relacje genetyczne pomi¢dzy polskimi i referencyjnymi populacjami sosny zwyczaj-
nej (Pinus sylvestris 1..) z Europy w analizie polimorfizmu sekwencji nukleotydowych loci nDNA. Sylwan
159 (1): 53-61.

Adaptation to local environmental gradients is one of main characteristics of living organisms.
Scots pine (Pinus sylvestris L..) is the most widely distributed conifer in the world and main forest
forming component in Europe. Based on genetic, morphological and growth performance traits,
several local ecotypes of the species were distinguished across the species distribution range.
The existence of local ecotypes differentiated at many adaptive and phenotypic traits provides
unique opportunity for addressing the questions about the genetic basis of local adaptation
across the species distribution range. However, information about the underlying population
structure between ecotypes is needed for efficient studies of adaptive variation at molecular
level. The presented study focused on the genetic variation analysis between nineteen popu-
lations of Scots pine from across geographical locations in Poland and eleven reference samples
from Northern, Western and Southern Europe. The pattern of nucleotide polymorphisms at 673
polymorphic nucleotide sites found across twenty nine nuclear loci was studied to determine
genetic relationship and population structure of different geographical locations. Genetic rela-
tionships between populations were conducted based on Baysian assignment and conventional
frequency based statistics at the within and between population level. The results indicate very
uniform genetic background of Polish populations of the species that despite high phenotypic
and ecological differentiation most likely share the same recolonization history. High genetic
similarity was found between Polish and North European range of the species. In contrast, dif-
ferentiation was found in relation to the reference populations from Scotland and Spain that in
previous studies were shown to deviate from simple recolonization model after last glaciations
and had unique mtDNA mitotypes not observed in continental continuous range of the species,
respectively. Considering high differentiation at quantitative traits between northern and central
part of the species range in Europe but very homogenous genetic background found in the
presented study, it seems that this part of Scots pine distribution is particularly suitable for
association genetic studies to find genomic regions that are involved in species adaptive and
phenotypic variation.

*Badania finansowane z grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 2975/B/P01/2010/39.
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Wstep

Adaptacja do lokalnych warunkéw srodowiska jest jedng z kluczowych i szeroko rozpowszech-
nionych cech organizméw roslinnych. Sosna zwyczajna jest gléwnym sktadnikiem lasotwérezym
Europy i gatunkiem drzewa o najwigkszym na swiecie zasiggu geograficznym. W Polsce sosna
zwyczajna jest kluczowym gatunkiem o znaczeniu ekologicznym i ekonomicznym, stanowigcym
ponad 70% drzewostanu lesnego [Boratyiiski 1993]. Doswiadczenia proweniencyjne i ekspery-
menty z hodowlg w kontrolowanych warunkach eksperymentalnych osobnikéw sosny zwyczaj-
nej wykazaly silne zréznicowanie adaptacyjne populacji pochodzacych z réznych stref zasiggu
gatunku. Silng zmienno$¢ klinalng obserwowano w zakresie wielu cech, m.in. w réznicy czasu
zawigzywania pakéw zimujacych i przerywania spoczynku, odpornosci na niskg temperature
i stres wodny, odpornosci na patogeny, a takze réznice w pokroju fenotypowym i jakosci drewna
[Hurme i in. 1997; Shutyaev, Giertych 1998]. Na podstawie analiz genotypowych i biometrycz-
nych oraz cech uzytkowych wyrézniono szereg ekotypéw sosny zwyczajnej zréznicowanych geogra-
ficznie [Boratyriski 1993], jednak genetyczne podstawy zréznicowania fenotypowego populaciji
gorskich, torfowiskowych i nizinnych, jak i wptyw proceséw demograficznych na ksztaltowanie
zmiennosci nukleotydowej kodujacych rejonéw genomowego DNA sosny zwyczajnej sg nieznane.

Na poziomie genomu procesy ewolucyjne, w tym mutacja, selekcja i dryf genetyczny, wpty-
wajg na wzér zmiennosci polimorfizmu nukleotydowego segregujacego w naturalnych populacjach
[Wright, Gaut 2005]. W skali zasiggu danego gatunku i gradiencie czynnikéw srodowiskowych
lokalna adaptacja wyst¢puje jako balans pomi¢dzy réznicujgcym wptywem naturalnej selekcji
w populacji a przeptywem genéw pomigdzy populacjami o odmiennym optimum adaptacyjnym
[Savolainen i in. 2007]. Genetyczne analizy cech ilosciowych wskazujg na silng odziedziczalnos¢
cech fenotypowych istotnych w aspekcie optymalnego dostosowania si¢ organizméw do lokal-
nych warunkéw srodowiskowych. W celu skutecznej identyfikacji rejonéw genomowych podda-
nych dziataniu naturalnej selekeji konieczna jest wiedza na temat struktury (tta genetycznego)
naturalnych populacji. Wynika to z faktu, ze czynniki demograficzne, takie jak ekspansja popu-
lacji, efekt zalozyciela czy tzw. bottleneck (waskie gardlo populacji wynikajgce z obnizenia
liczebnosci potaczonej z ekspansjg populacji), mogg mie¢ podobny efekt na poziom zmiennosci
genetyeznej jak czynniki selekeyjne. Procesy selekeyjne dziatajg punktowo na okreslone miejsca
w genomie, za$ procesy demograficzne (zwigzane np. ze zmiang wielkosci populacji) majg jed-
nakowy wplyw na wszystkie miejsca w genomie [Wright, Gaut 2005]. Istnienie szeregu ekotypéw
sosny zwyczajnej wystgpujacych w réznych strefach geograficznych o odmiennych warunkach
ekologicznych, nat¢zeniu czynnikéw selekeyjnych i zréznicowanych pod wzglgdem cech adap-
tacyjnych i fenotypowych stwarza doskonalg mozliwosé analiz genetycznych podstaw adaptacii.
Jednak w badaniach proceséw adaptacyjnych na poziomie molekularnym konieczne jest najpierw
okreslenie tta genetycznego populacji bedgcego wynikiem historii populacji zwigzanej m.in.
z postglacialng migracjg gatunku.
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Gléwnym celem pracy bylo okreslenie stopnia podobieristwa genetycznego oraz wptywu
proceséw demograficznych zwigzanych z historig populacji na ksztattowanie zmiennosci gene-
tycznej (polimorfizmu nukleotydowego) w rejonach genomowych znanych ekotypéw sosny zwy-
czajnej (populacje nizinne, wysokogdrskie, torfowiskowe), a takze referencyjnych populaciji
europejskich wystgpujacych w réznych strefach geograficznych o odmiennych warunkach eko-
logicznych i natgzeniu czynnikéw selekcyjnych. Badania przeprowadzono w oparciu o analizg
polimorfizmu nukleotydowego tacznie 29 rejondéw genomowych sosny zwyczajnej celem lepszego
poznania relatywnego wptywu proceséw ewolucyjnych i demograficznych na poziom zmien-
nosci sekwencji genomowych. Polimorfizm DNA wykorzystano do okreslenia wptywu czynni-
kéw demograficznych na obserwowang zmienno$¢ wewngtrzpopulacyjng i pomigdzy badanymi
populacjami sosny zwyczajnej.

Material i metody

MATERIAL ROSLINNY T 1ZOLACJA DNA. Badaniom molekularnym poddano tgcznie 19 populacii
gérskich, torfowiskowych i nizinnych sosny zwyczajnej z terenu Polski, w tym szereg populacji
znanych ekotypéw gatunku uznanych za reliktowe (tab. 1) [Boratyriski 1993]. Do poréwnari zmien-
nosci molekularnej wlgczono 11 referencyjnych populacji gatunku z Europy Pétnocnej (popu-
lacje szwedzkie i firiskie), pétnocno-zachodniego skraju zasiegu gatunku (populacje szkockie)
oraz z potudnia Europy (populacje hiszparskie). Badane stanowiska pochodzg z gradientu czyn-

Tabela 1.
Lokalizacja geograficzna badanych populacji sosny zwyczajnej i liczba badanych osobnikéw z kazdej popu-
lacji w nawiasie
Location of analysed Scots pine populations and number of investigated individuals in parentheses

Populacja E N Populacja E N

Polska, rejon potudniowo-zachodni Polska, rejon pétnocny

South-Western Poland [PL_SW] Northern Poland [PL_N]

Wegliniec (12) 1514 5117 Woziwoda (10) 17°55°  53°40°

Chojnik (10) 15°38’ 50°50 Pisz (10) 2146 53736

Szczeliniec (10) 1614’ 50726’ Tabérz (10) 20002° 5345’

Tarnowskie Géry (10) 18°56’° 50°30° Mitomtyn (10) 19°50" 5345’

Polska, rejon zachodni Europa Pétnocna

Western Poland [PL_W] Northern Europe [EU_N]

Gubin (10) 1443 5157 Finlandia, Punkaharju (10) 2923 6145

Barlinek (10) 1514 52°59’ Finlandia, Kolari (10) 2403 67°11°

Bolewice (10) 1607’ 52723 Szwecja, Tjirnbergsheden (7) 20°48" 6437

Sycéw (10) 17°43’ 51118 Szwecja, Vister MjGingenn (8) 1334’ 6245

Polska, rejon potudniowy Europa Pétnocno-Zachodnia

Southern Poland [PL_S] North-Western Europe [EU_NW]

Pusta Wielka (10) 2027 4928’ Szkocja, Shieldaig (10) =538 57°30°

Koryciska Wielkie (10) 1948’ 4916’ Szkocja Glen Tanar (10) =251 57200

Pieniriski PN (10) 20033’ 4942’ Szkocja, Rothiemurcys (10) 346> 5708

Tarnawa (10) 2249’ 49°06 Szkocja, Glen Affric (10) 455’ 5716
Szkocja, Black Wood (10) 419 5640

Polska, rejon wschodni Europa Potudniowa

Eastern Poland [PL_E] Southern Europe [EU_S]

Wyszkéw (10) 21°29° 52°40° Hiszpania, Trevenque (10) 332 37°05°

Hajnowka (10) 2357 5274 Hiszpania, Valsain (10) 402’ 40°51°

Rezerwat Liski (10) 2352 50°56°
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nikéw srodowiskowych zwigzanych m.in. z dtugoscig geograficzng, wysokoscig czy diugoscig
okresu wegetacyjnego. Do molekularnych analiz genetycznych wykorzystano DNA wyizolowany
z nasion zebranych z okoto 10 osobnikéw z kazdej z badanych populacji (tab. 1). Genomowy
DNA wyizolowano z haploidalnej tkanki nasiennej (makrogametofitu) otaczajacej zarodek z wy-
korzystaniem zestawu do izolacji DNA roslinnego (DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen).

[ZOLACJA, AMPLIFIKACJA I SEKWENCJONOWANIE DNA. Analizom polimorfizmu nukleotydowego
poddano facznie 29 loci genomowego DNA. Badane loci poddano amplifikacji z wykorzysta-
niem dostgpnych primeréw PCR (tab. 2), sckwencjonowaniu i analizie polimorfizmu nukleoty-
dowego w obrgbie badanych populacji oraz pomigdzy wyréznionymi rejonami geograficznymi
sosny zwyczajnej (tab. 1). Amplikacje DNA metodg PCR przeprowadzono dla kazdego z bada-
nych osobnikéw i locus w catkowitej objetosci 15 pl reakeji zawierajacej okoto 15 ng genomowego
DNA, 10 pM kazdego z dN'TP, 0,2 pM kazdego z primeréw, 0,15 jednostki (U) polimerazy
DNA, 1,5 pM MgCl,, 1xBSA oraz 1xstgzony bufor reakcyjny do PCR (BioLabs). Zastosowano

Tabela 2.
Primery do reakcji PCR wykorzystane w badaniach
PCR primers applied in the study

Locus Primer PCR (F/R) Locus Primer PCR (F/R)
Pr1 5 !'GATCATTCTAGGCACAGCACAAG Pr2 41 'GAAAAGGATCAAATTGTGGG
CCTGTACCGTGTTCATCAATTTAGCAAG GCTAACATTGGCTGTGG
Prl_11 'GACCAGGCAAGGAAACAAAAG Pr2_42 'GCATAGCCATCCATATC
’TTGGCAATCGGTTGATGGGGAG :GGGTGTGAATTTTTTTGGTG
Pr1_15 CATTATTATCCAAGGGCGAG Pr2 47 'TTCATAAAGCCCCCCATCC
GAGGCTTTGAGTCACCGTTAC YPCTGATTTCAAAGTCGCC
Pr1_18 'AAGCGACTCAAAAGGGG Pr2_48 'GCTATGCGTTACTTGG
’TCGGCTGTATTGTCTC ’TGAGTTGAGCTGCTTG
Pr1_22 'TGAAGGGAGAGGACTAC dhn2PP CTGCAGAGACTGTGCCTGAGC
2ACCCAGAAACACAAAGAGGAAAC CCAGGGAGCTTTTCCTTGATCT
Pr1 26 CCCATTTTAGCAAACCC PhytP  TGCAGGGCATAGACGAACTTAGC
GAAGTGAAGATGAGCATAAG GGCAATCTGCAAGAAACAAAACGAC
Pr1 28 'GCAACTTCCCCTTTTTC Prd-1  'CCGATGCTGACTCTTCTAAC
ACAGTGTGAGAGACGAG AGCGAATTTGGAGGATGA
Pr1_31 'TGTGAAGCAGAGGAAC Prd-4 '"TGTCACTGCCCAGAGCTATTC
GATGGTAAGGATGGTG 2ATCACAGCCGCTCCAAAAC
Pr1 36 GCGTTCATCATCTCAAGCC Prd-6  AATTCCTTTGGTCTTGGAG
CTAATCTCTCTTATTGTCATCTCCACC AGTTTGCCGTGTGAAAGTTTG
Pr1_ 43 'GGACATTGTACTGTTGG Prd-8 'GCCAGAAAATATGTGATTAGAAGCC
:GGGTAAATGGAAAGAGTATTGG AGTTTTCCACCATCATCAAG
Prl_46 'ATCCAGTCCCTTCTCCACCTATCC Pr49 'CATTTTGCAGAGGCAAG
AAGTGCTAAGCATCAAGCAGATAATCC ’TGCGTAAGGCAGAACAG
Pr2 5 !ATTCATCCACTTCCCCC Pr4-11 'CCTTCTATTTGAATCCCTTG
:GTGTATTTGGTGTTGCAG 2CATAGTAACAGCCTACAG
Pr2_16 '"TCACTTGGCAGAAGAC Prd-12 'CTGCTCAAGTGAAAGG
GAGAGATTCTTTGGAGAC 2CTGATTGTGGATTCTGTG
Pr2_30 CACTTGTCATCTGCTC Pr4-19 'CTCTACCACATCATCTCC
CTTGGAAGGATAGAATCTG 2TTTCACTCTCGTGTCTTTCACC
Pr2_35 'ACCCACAAATTGCCAG
GCCGTGATTATCGAAGAG

1,2 = cz¢$¢ wspdlna primeréw; common part of the primers 1=GTAAAACGACGGCCAGT; 2=CAGGAAACAGCTATGACC
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standardowe warunki reakcji amplifikacji DNA z poczatkowg denaturacjg préb w 94°C przez
3 min oraz 35 cyklami reakcji z 30-sekundowg denaturacjg matrycy DNA w 94°C, 30-sekundowym
annealingiem primeréw w 60°C, etapem wydtuzania primeréw przez 90 s w 72°C oraz etapem kori-
cowej inkubacji préb przez 5 min w 72°C. Fragmenty DNA po amplifikacji oczyszczono z wykorzy-
staniem systemu enzymatycznego Exol-Sap (egzonukleazy I oraz alkalicznej fosfatazy). Okoto
20 ng produktu PCR wykorzystano do reakcji sekwencyjnej w calkowitej objetosci 10 pl reakcji
7 zastosowaniem zestawu do sekwencjonowania DNA (Big Dye Terminator DNA Sequencing
Kit, Applied Biosystems). Poniewaz amplifikacji poddano DNA wyizolowany z haploidalnej
tkanki, uzyskane i oczyszczone produkty PCR sekwencjonowano bez koniecznosci ich weze-
$niejszego klonowania. Etap reakcji sekwencyjnych i rozdziatu préb wykonano przy uzyciu serwisu
seckwencyjnego Genomed S.A. (Warszawa). Badane fragmenty DNA zostaly zsekwencjonowane
w jednym kierunku. Do analiz danych chromatograficznych w tym oceny stopnia polimorfizmu
oraz zestawienia sekwencji dla poszczegdlnych badanych rejonéw genomowych i osobnikéw
wykorzystano pakiet komputerowy CodonCode Aligner ver. 3.7.1 (Codon Code Corporation,
Dedham, MA, USA).

ANALIZA DANYCH SEKWENYJNYCH. Analiz¢ struktury genetycznej préb przeprowadzono na po-
ziomie poszczegdlnych populacji oraz grup geograficznych wydzielonych dla badanego zasiggu
sosny w Polsce oraz w odniesieniu do trzech referencyjnych grup populacji gatunku z Europy
Pétnocnej, Pétnocno-Zachodniej oraz Potudniowej (tab. 1). Ocen¢ wzajemnych relacji genetycz-
nych pomigdzy badanymi populacjami przeprowadzono z wykorzystaniem grupowania populacji
metodg Bayesa, a takze analizy odchylenia czgstosci alleli i miejsc polimorficznych (markeréw
SNPs) w obre¢bie i pomigdzy populacjami wzglednej zmiennosci ksztattowanej w wyniku proce-
séw mutacji i rekombinacji oraz losowych zmian puli genowej (dryfu genetycznego). W analizie
grupowania klasteréw metodg Bayesa przy uzyciu pakietu komputerowego BAPS 6.0 [Corander,
Tang 2007] kazdy locus zostat wigczany do analiz w postaci osobnego pliku fasta z wykorzysta-
niem formatu danych MLST. Dziesi¢¢ niezaleznych analiz przeprowadzono dla kazdej z mozli-
wych liczb klasteréw K (1-30) réwnej liczbie badanych populacji, stosujagc model sprz¢zenia
kodonéw, a liczba iteracji uzyta do okreslenia stopnia admiksji populacji oraz liczba osobnikéw
z populacji referencyjnej w zastosowanym modelu wynosita 100. Analiz¢ polimorfizmu nukleo-
tydowego przeprowadzono dla wykrytych miejsc polimorfizcznych w grupie poszczegélnych
osobnikéw z wykorzystaniem pakietu Arlequin v. 3.5 [Excoffier i in. 2005]. Istotnos¢ statystyczng
zréznicowania genetycznego dla poszczegdlnych par populacji okreslono, wykorzystujgc metode
losowej permutacji préb (1000-krotnej) pomigdzy poszczegélnymi populacjami i wydzielonymi
grupami geograficznymi. Zréznicowanie genetyczne badano jako wspétczynnik wsobnosci
(FST) Wrighta [Weir, Cockerham 1984]. Wzajemne relacje genetyczne migdzy prébami na pod-
stawie wartosci FST okreslono z wykorzystaniem metod najblizszego sgsiedztwa przy uzyciu
pakietu komputerowego MEGA 5.2 [Tamura i in. 2011]. Okre$lono réwniez hierarchiczne roz-
mieszczenie molekularnej zmiennosci genetycznej w obrebie i pomigdzy badanymi grupami
populacji z wykorzystaniem metod analizy wariancji (ANOVA) z uzyciem pakietu Arlequin 3.5.

Wyniki
W grupie 29 badanych loci uzyskano sekwencje DNA o facznej dhugosci 13 153 pary zasad.
Analiza polimorfizmu w grupie tacznie 297 badanych osobnikéw pozwolita na identyfikacje 673
miejsc polimorficznych (SNPs). Wykryto bardzo bliskie pokrewieristwo genetyczne pomi¢dzy
polskimi, a takze polskimi i referencyjnymi populacjami gatunku zaklasyfikowanymi do jednej
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grupy w analizie grupowania klasteréw metodg Bayesa. W analizie zr6znicowania genetycznego
na podstawie wszystkich miejsc polimorficznych wykryto niewielkie zréznicowanie genetyczne
jedynie pomiedzy populacjami z Hajnéwki i Gubina. Nie wykryto zadnego istotnego statystycznie
zréznicowania genetycznego pomi¢dzy wydzielonymi rejonami geograficznymi sosny zwyczaj-
nej w Polsce. Polskie populacje nie wykazaly réwniez istotnego zréznicowania genetycznego
wzgledem populacji z Europy Pétnocnej. Wyrazne podobieristwo pomigdzy polskim i pétnocno-
europejskimi populacjami wzglgdem pozostatych populacji referencyjnych gatunku zobrazowano
w analizie najblizszego sasiedztwa na podstawie wartosci FST (ryc.). Z wyjatkiem populacji
z potudniowego zachodu o niewielkim stopniu zréznicowania genetycznego (<2%) w odréznieniu
do populacji z pétnocy Europy, wszystkie polskie populacje gatunku wykazaty istotne zréznico-
wanie wzgledem populacji z Europy Péinocno-Zachodniej oraz Europy Potudniowej. Hierachiczna
analiza wariancji AMOVA w grupie polskich populacji wykazata duze zréznicowanie genetyczne
w obrebie poszezegélnych populacji, a zmienno$¢ genetycznej pomiedzy populacjami i geogra-
ficznymi grupami osobnikéw byta znikoma (od 1,4 do 0,1%). Podobnie, w odniesieniu do referen-
cyjnych populacji gatunku z zasi¢gu europejskiego, od 92% (dla populaciji polskich vs. hiszpariskich)
do 98% (dla populacji polskich vs. pétnocnoeuropejskich) zmiennosci genetycznej byto obserwo-
wanych w obrebie poszczegélnych grup geograficznych (tab. 3).

Dyskusja
W pracy okreslono polimorfizm sekwencji tacznie 29 rejonéw genomowych w rodzimych popu-
lacjach sosny zwyczajnej, a polimorfizm nukleotydowy skontrastowano pomig¢dzy europejskimi
populacjami gatunku celem okreslenia stopnia podobieristwa i relacji filogeograficznych badanych
stanowisk. Wyniki badari wskazujg na bardzo jednorodng strukture polskich populacji gatunku,
ktdére pomimo silnego zréznicowania fenotypowego i ekologicznego (niewicelkie, reliktowe popu-
lacje gdrskie i torfowiskowe vs. populacje nizinne) odznaczajg si¢ jednorodnym tlem genetycz-
nym. Losowy rozktad zmiennosci nukleotydowej wskazuje, ze polimorfizm badanych rejonéw
jest w przewazajacej czesci wynikiem neutralnych proceséw ewolucyjnych. U sosen, podobnie
jak u innych wiatropylnych organizméw roslinnych, bardzo efektywny przeplyw genéw przez
pytek powoduje zacieranie selektywnie neutralnych réznic genetycznych pomigdzy odlegtymi
geograficznie populacjami. Wysokie podobiedstwo genetyczne polskich populacji jest zgodne
z modelem zmiennosci genetycznej dla populacji z ciagtego zasiggu gatunku o efektywnym prze-
ptywie genéw [Wachowiak i in. 2009]. W dotychczasowych badaniach niewielkie zréznicowanie
genetyczne dla markeréw izoenzymatycznych (okoto 2%) obserwowano pomiedzy populacjami
skandynawskimi i azjatyckimi [Karhu i in. 1996], a takze pomig¢dzy populacjami europejskimi
w analizie rejonéw mikrosatelitarnych chloroplastowego DNA [Provan i in. 1998]. Prezento-
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Tabela 3.
Wyniki AMOVA mig¢dzy badanymi rejonami geograficznymi
AMOVA results for investigated regions

Zr6dto zmiennosci Suma kwadrat6w ~ Skladowe zmiennosci  Procent zmiennosci

Source of variability Sum of squares  Variation components Variation share
PL vs. EU_N

Pomiedzy popula'CJaml $7.39 0.83 1,97

Between populations

W obrebie populacji 8661,16 41,04 98,03

Within population
Catkowita zmiennos¢

Togal 8748,55 41,87

PL vs. EU_NW
Pomigdzy popula.CJaml 185,57 1,95 4,62+
Between populations
\V.Ob.I‘QbIC pop%llacp 912137 40,32 95,39
Within population
Calkowita zmiennos¢ 9306,94 42,27
Total

PL vs. EU_S

Pomigdzy populaf:Jaml 168,70 3,64 8,30*
Between populations
W'ob.rgble popylacp 797407 40,22 91,70
Within population
Calkowita zmiennos¢ 8142,77 43,86

Total

* istotne p<0,01

* significant at p<0.01

wane badania wskazuja, ze zréznicowanie ekologiczne populacji nic ma wptywu na poziom
réznorodnosci genetycznej analizowanych fragmentéw genomowych. Uzyskane dane wskazuja,
ze badane populacje faczy wspdlna historia rekolonizacji obszaréw ich wyst¢powania w okresie
po ostatnim zlodowaceniu.

W odniesieniu do zasiggu europejskiego gatunku wyniki badaid wykazaty duze podobien-
stwo genetyczne pomi¢dzy polskimi i pétnocnoeuropejskimi populacjami sosny zwyczajnej.
Zblizone tlo genetyczne wskazuje na wspélng histori¢ rekolonizacyjng populacji w obu regionach
geograficznych. Znacznie bardziej zréznicowane genetycznie okazaly si¢ dwa pozostate rejony
geograficzne, na co wskazujg statystycznie istotne réznice czgstosci alleli w poréwnaniu do popu-
lacji z péinocnego zasiegu. Prezentowane wyniki wspierajg wezesniejsze obserwacje dotyczace
polimorfizmu genetycznego populacji szkockich wzgledem populacji z zasiggu kontynentalnego,
niezgodnego z prostym modelem ekspansji populacji i kolonizacji [Wachowiak i in. 2010]. Uzyskane
dane wskazujg réwniez na odmienny charakter populacji hiszpanskich, dla ktérych opisano
polimorfizm rejonéw mitochondrialnego DNA oraz alleli izoenzymowych odmienny wzglgdem
populacji z ciggtego zasiggu europejskiego, co moze swiadczy¢ o tym, ze populacje te nie braly
udziatu w rekolonizacji Europy [Soranzo i in. 2000; Prus-Glowacki i in. 2012].

Uzyskane dane z analiz AMOVA wskazujg na stosunkowo niewielkie zréznicowanie gene-
tyczne pomig¢dzy badanymi regionami geograficznymi z przewazajacg liczbg wielu wspélnych
miejsc polimorficznych w obrgbie kazdej populacji, co w konsekwencji wptyngto na brak po-
dziatu populacji na mniejsze jednostki geograficzne w analizie klasteréw. Prezentowane wyniki



60 Witold Wachowiak

badaid wskazuja, ze populacje drzew lesnych wykazujg tendencj¢ do utrzymywania duzego
poziomu zmiennosci genetycznej w obrebie populacji, ktéry przeciwstawia si¢ gwaltownym
zmianom poziomu réznorodnosci genetycznej w skali zasiegu gatunku spowodowanej zmianami
wielkosci populacji i przesunigciami ich zasiggu. Wynika to po czgsci z charakterystyki wielu
gatunkéw drzew lesnych, ktdre cechuje dtugowiecznosé, naktadajgce si¢ pokolenia i duza efek-
tywna wielko$¢ populacji, co w efekcie opdznia utrwalanie mutacji w rejonach genomowych i dy-
wergencj¢ na poziomie loci neutralnych genomu [Austerlitz i in. 2000; Ray i in. 2003; Excoffier
2004].

Dotychczasowe badania cech ilosciowych sosny zwyczajnej wskazujg na duze zréznicowa-
nie cech adaptacyjnych lokalnych populacji na tle innych populacji w obr¢bie gatunku, w tym
zmienno$¢ klinalng obserwowang we wzroscie, fenologii (okres zawigzywania pgkéw zimowych,
przerywania spoczynku), odpornosci na niskg temperature czy stres wodny i patogeny [Hurme
i in. 1997; Shutyaeyv, Giertych 1998]. Korelacja pomi¢dzy zmiennoscig wielu cech fenotypowych
a gradientem nasilenia czynnikéw stresowych wskazuje, ze obserwowane réznice pomi¢dzy popu-
lacjami w obrebie gatunku sg wynikiem proceséw naturalnej selekeji i adaptacji [Hurme i in.
2000]. Silne zréznicowanie fenotypowe i niewielkie zréznicowanie tla genetycznego dla loci
neutralnych swiadczy o istnieniu u sosny zwyczajnej rejonéw genomowych poddanych dziata-
niu naturalnej selekeji i odpowiedzialnych za istnienie wewnatrzgatunkowego zréznicowania
fenotypowego populacji w wyniku lokalnej adaptacji. Prezentowane wyniki badan wskazujg na
bliskie podobierstwo genetyczne nie tylko pomigdzy badanymi polskimi populacjami sosny
zwyczajnej, ale takze w odniesieniu do populacji z Europy Pétnocnej. Biorgc pod uwage silne
zréznicowanie adaptacyjne gatunku w gradiencie czynnikéw selekcyjnych, zaréwno polskie
populacje, jak i centralna i péinocna cz¢sé zasiegu sosny zwyczajnej stanowig doskonaly obiekt
badawczy w analizach korelacji genetycznych celem wykrycia rejonéw genomowych lezgcych
u podstaw obserwowanej zmiennosci adaptacyjnej i zréznicowania fenotypowego lokalnych
populaciji.

Literatura

Austerlitz F., Mariette S., Machon N., Gouyon P. H., Godelle B. 2000. Effects of colonization processes on genetic
diversity: Differences between annual plants and tree species. Genetics 154: 1309-1321.

Boratyriski A. 1993. Systematics and geographical distribution. W: Biatobok S., Boratyriski A., Bugata W. [red.]. Biology
of Scots pine. Sorus, Poznari — Kérnik.

Corander J., Tang J. 2007. Bayesian analysis of population structure based on linked molecular information. Mathematical
Biosciences 205: 19-31.

Excoffier L. 2004. Patterns of DNA sequence diversity and genetic structure after a range expansion: lessons from the
infinite-island model. Molecular Ecology 13: 853-864.

Excoffier L., Laval G., Schneider S. 2005. Arlequin ver. 3.0: An integrated software package for population genetics
data analysis. Evolutionary Bioinformatics Online 1: 47-50.

Hurme P, Repo T, Savolainen O., Paakkonen T. 1997. Climatic adaptation of bud set and frost hardiness in Scots
pine (Pinus sylvestris). Canadian Journal of Forest Research-Revue Canadienne De Recherche Forestiere 27: 716-
-723.

Hurme P, Sillanpaa M. J., Arjas E., Repo T., Savolainen O. 2000. Genetic basis of climatic adaptation in Scots
pine by Bayesian quantitative trait locus analysis. Genetics 156: 1309-1322.

Karhu A., Hurme P., Karjalainen M., Karvonen P.,, Kiirkkiinen K., Neale D., Savolainen O. 1996. Do molecular
markers reflect patterns of differentiation in adaptive traits of conifers? Theoretical and Applied Genetics 93:
215-221.

Provan J., Soranzo N., Wilson N. J., McNicol J. W., Cottrell J., Powell W. 1998. Gene-pool variationin in caledonian
and European Scots pine (Pinus sylvestris L.) revealed by chloroplast simple-sequence repeats. Proceedings of the
Rovyal Society of London, Series B-Biological Sciences 265: 1697-1705.

Prus-Glowacki W., Urbaniak L., Bujas E., Curtu A. L. 2012. Genetic variation of isolated and peripheral populations
of Pinus sylvestris (L..) from glacial refugia. Flora 207: 150-158.



Relacje genetyczne pomigdzy polskimi i referencyjnymi 61

Ray N., Currat M. Excoffier L. 2003. Intra-deme molecular diversity in spatially expanding populations. Molecular
Biology and Evolution 20: 76-86.

Savolainen O., Pyhéjirvi T., Kntirr T. 2007. Gene flow and local adaptation in trees. Annual Review of Ecology,
Evolution, and Systematics 38: 595-619.

Shutyaev A. M., Giertych M. 1998. Height growth variation in a comprehensive Eurasian provenance experiment
of (Pinus sykvestris 1..). Silvae Genetica 46: 332-349.

Soranzo N., Alia R., Provan J., Powell W. 2000. Patterns of variation at a mitochondrial sequence-tagged-site locus
provides new insights into the postglacial history of European Pinus sylvestris populations. Molecular Ecology 9:
1205-1211.

Tamura K., Peterson D., Peterson N., Stecher G., Nei M., Kumar S. 2011. MEGAS: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis Using Maximum Likelihood, Evolutionary Distance, and Maximum Parsimony Methods.
Molecular Biology and Evolution 28: 2731-2739.

Wachowiak W., Balk P., Savolainen O. 2009. Search for nucleotide diversity patterns of local adaptation in dehydrins
and other cold-related candidate genes in Scots pine (Pinus sylvestris L.). Tree Genetics & Genomes 5: 117-132.

Wachowiak W., Salmela M. J., Ennos R. A., lason G., Cavers S. 2010. High genetic diversity at the extreme range
edge: nucleotide variation at nuclear loci in Scots pine (Pinus sylvestris L.) in Scotland. Heredity 106: 775-787.

Weir B. S., Cockerham C. C. 1984. Estimating F-statistics for the analysis of population structure. Evolution 38:
1358-1370.

Wright S. L., Gaut B. S. 2005. Molecular population genetics and the search for adaptive evolution in plants. Molecular
Biology and Evolution 22: 506-519.



