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ABSTRACT
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Eight isozyme gene loci were used to compare genetic structure and variation of parental and offspring
populations of Scots pine (Pinus sylvestris L.) in the seed tree stand located in the Woziwoda Forest District
of the Tuchola Forest. Although, the estimated parameters indicate small reduction of heterozygosity
in offspring populations, the stand may be considered as a valuable seed source for reforestation.
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Wstep

Zmienno$¢ genetyczna jest podstawg réznorodnosci wszystkich organizméw [Ledig 1986].
Ma ona szczegélne znaczenie dla adaptacji gatunku do zmian klimatycznych zachodzacych
w Srodowisku, a jej znajomosé jest wazna dla zrozumienia wielu proceséw genetycznych
zachodzacych w populacjach. Réznorodnosé genetyczna populacji jest ponadto podstawowym
Zrédlem zmiennosci wykorzystywanej przez cztowieka w hodowli w celu zwigkszenia i uszla-
chetnienia produkcji rolniczej i lesnej [Hedrick 2001].

Sosna zwyczajna to typowy gatunck eurosyberyjski, charakteryzujacy si¢ rozlegtym
obszarem wystepowania, obejmujgcy swym zasi¢giem kilka réznych regionéw geograficznych
i kilka stref klimatycznych. W Polsce przewazajg drzewostany z sosng zwyczajng jako gatunkiem
panujgcym (fgcznie z modrzewiem — 68% powierzchni laséw), przy czym ich udziat waha si¢ od
25,6% w woj. malopolskim do 88,1% w woj. lubuskim [Dawidziuk 2001].

Wrylgczone drzewostany nasienne charakteryzujg si¢ najwyzszg jakoscig genetyczna, gwaran-
tujacg uzyskanie wartosciowego materialu nasiennego [Dawidziuk 2001]. Jednakze z uwagi na
bardzo intensywny przeplyw genéw u sosny przez pylek, s one narazone na imigracj¢ genéw
z otaczajacych drzewostandéw. Istnieje zatem duze prawdopodobieristwo, Ze nasiona pozyskiwane
z drzewostanéw nasiennych mogg by¢ efektem zapylania réwniez przez osobniki rosnace poza
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wyselekcjonowanym drzewostanem. Nasiona takie nie b¢da w pelni odzwierciedla¢ zmiennosci
genetycznej drzewostanu nasiennego. Szczegdlnie zagrozone bedg te populacje, w ktdrych
bezposrednim otoczeniu znajdujg si¢ intensywnie uprawiane monokultury sosnowe, ktére
mogg charakteryzowad si¢ mniejszg zmiennoscig genetyczng. W skrajnym przypadku, szczegél-
nie kiedy produkcja wlasnego pytku jest niewielka, moze to prowadzi¢ do erozji genetycznej
populacji i znacznego obnizenia oczekiwanego zysku genetycznego.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie, w jakim stopniu nasiona produkowane w wyla-
czonym drzewostanie nasiennym sosny zwyczajnej odzwierciedlajg poziom zmiennosci genety-
cznej populacji rodzicielskiej, wykorzystujac w tym celu izoenzymy, jako markery genetyczne.

Materialy i metody

Badania przeprowadzono w wylaczonym drzewostanie nasiennym sosny zwyczajnej (Pinus
sylvestris 1..) w Nadlesnictwie Woziwoda w Borach Tucholskich, liczacej okoto sto szesédziesigt
lat (stan na 1.01.1998). Nadlesnictwo gospodaruje na powierzchni ok. 15 tys. ha, na kt6rych prze-
wazajg ubogie siedliska borowe z blisko 98% udziatem sosny. Badany drzewostan otoczony jest
monokulturami Pinus sylvestris. W kierunku péinocnym przylega do niego drzewostan stuczter-
dziestoletni, na potudniu znajduje si¢ oddzial, tworzony przez drzewa stuszesédziesigcioletnie,
na zachodzie badana populacja sgsiaduje z drzewostanem czterdziestoletnim, a na wschodzie
z drzewostanem liczagcym okolo czterdziesci szesé lat (dane z Nadlesnictwa Woziwoda).

Na obszarze ok. 2 ha, z 321 drzew stanowigcych wyjsciows populacj¢ rodzicielskg (ryc.)
zebrano nasiona, a po analizie o§miu megagametofitéw nasion z kazdego drzewa ustalono geno-
typy drzew rodzicielskich. W nielicznych wypadkach, gdzie z uwagi na brak obradzania lub
niedost¢pnosé korony nie mozna bylo zebra¢ szyszek, pobrano gatazki z pgkami spoczynkowy-
mi i iglami, na podstawie ktérych okreslono genotypy.

Jako pokolenie potomne badanego drzewostanu postuzyly nasiona z wolnego obsiewu oraz
dodatkowo, z uwagi na powszechnie stosowane praktyki hodowlane, nasiona zebrane
bezposrednio z dziewigciu drzew matecznych (ryc.). Z drzew matecznych wytypowanych
w centralnej czesci drzewostanu, w marcu 1999 i 2001 roku zebrano co najmniej po sto szyszek.
7 uwagi na bardzo stabe obradzanie drzewa nr 84, w roku 2001 zamiast niego do analiz wlaczono
potomstwo drzewa nr 106. Lacznie poddano analizie 1921 nasion, starajgc si¢ zachowaé réwng
liczebnosé préb z poszezegdlnych drzew matecznych oraz lat (tab. 1).

W pigciu miejscach centralnej czesci badanego drzewostanu nasiennego rozstawiono takze
zestawy putapek, skladajace si¢ z pigciu putapek nasiennych, stuzace do zbioru nasion z wol-
nego obsiewu. Pulapki o wymiarach 65 x 45 c¢cm skfadaly si¢ z dwéch czgsci. Czgsé gérna
wyposazona byta w siatk¢ plastikowg o srednicy oczek 1,5 ¢cm, natomiast cz¢$¢ dolna — siatke
o oczkach 1 mm. Obie czesci po ztozeniu stanowily stabilng konstrukcje, w ktérej odlegltosé
pomigdzy siatkami wynosita ok. 6 cm. Konstrukcja pulapki umozliwiata wylapanie opadajacych
nasion, zapobiegajac jednoczesnie ich utracie na skutek zerowania zwierzat. Sumaryczna
powierzchnia pulapek w ramach zestawu wynosita 1,46 m?, a taczna powierzchnia wszystkich
pulapek na catej powierzchni badawczej wyniosta 7,31 m?. Putapki umieszczano w miejscach
pozbawionych odnowienia naturalnego, aby gale¢zie podrostu nie stanowily bariery dla
opadajgcych nasion. Srednia odleglos¢é pomiedzy zestawami putapek wyniosta 33,2 m. Zbiér
nasion z putapek nasiennych prowadzono w maju i czerweu 1999, 2000 oraz 2001 roku. Putapki
byty wystawione w drzewostanie w okresie od poczgtku kwictnia do korica czerwca, co roku
w tych samych miejscach. Inspekcje putapek i zbidr nasion odbywaty si¢ najpierw co 2 tygodnie,
a po rozpoczeciu intensywnego wysiewu co tydzier.
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Mapa rozmieszczenia drzew rodzicielskich (A), drzew matecznych (%) oraz putapek nasiennych (¥) na
powierzchni badawczej w wylaczonym drzewostanie nasiennym sosny zwyczajnej w Woziwodzie. Wartosci
skali w metrach

Map of parental trees (A), mother trees (%) and seed traps (M) in the Scots pine seed stand in Woziwoda.
Values of scales in meters

Tabela 1.

Liczba analizowanych nasion pokolenia potomnego wybranych drzew matecznych w latach 1999 oraz 2001
Number of analyzed seeds collected from selected mother trees in the years 1999 and 2001

Drzewo Rok

mateczne 1999 2001 i
84 68 nb 68
91 182 50 232
92 134 125 259
97 115 120 235
99 170 130 300
103 104 100 204
106 nb 117 117
112 134 125 259
124 124 123 247

Razem 1031 890 1921

Srednia 128,9 111,3 120,1




Zmiany struktury genetycznej pomigdzy populacjg rodzicielskg a potomng 33

Badania struktury genetycznej populacji rodzicielskiej przeprowadzono na podstawie ana-
lizy o$miu megagametofitéw z kazdego drzewa, natomiast w populacjach potomnych badano
zarodki nasion. Zbadano osiem polimorficznych loci izoenzymowych: Gdh, Aat-1, Aat-2, Mdh-1,
Mdh-3, Mdh-4, 6Pgd-2 i Skdh-1 wykorzystujac metode elektroforezy w zelach skrobiowych.
Wymienione loci wybrano z uwagi na ich polimorficzny charakter oraz sprawdzony — mendlow-
ski system dziedziczenia (segregacja alleli w proporcji 1:1) oraz generalnie brak wzajemnych
sprzezen [Niebling i in. 1987; Szmidt, Muona 1989]. Metody analiz elektroforetycznych wyko-
rzystane w niniejszej pracy sg analogiczne do opisanych przez Conkle i in. [1982]. Enzymy bar-
wiono wedlug procedur przedstawionych w pracach: Yeh i O’Malley [1980], Cheliak i Pitel
[1984], Szmidt i Yazdani [1984], Lewandowski i Mejnartowicz [1990]. Wykorzystanie techniki
Agar Overlay polegajacej na dodawaniu do buforéw barwigcych 2% agaru [Odrzykoski 2002]
pozwolilo na obnizenie kosztéw analiz biochemicznych.

Analize struktury genetycznej populacji rodzicielskiej oraz populacji potomnych
przeprowadzono przy uzyciu programu komputerowego PopGene, wersja 1.32, opracowanego
przez Yeh i wspétpracownikéw [1997].

Wyniki
ZMIENNOSC GENETYCZNA POPULAC]I RODZICIELSKIE]. Badania populacji rodzicielskiej wykazaty,
7e wszystkie loci byly polimorficzne. Srednia liczba alleli w locus (n,) wyniosta 3,63, natomiast
efektywna liczba alleli (z,) 1,73. Heterozygotycznos¢ obserwowana (H ) wyniosta 0,396. W popu-
lacji rodzicielskiej stwierdzono niewielki nadmiar heterozygot w poréwnaniu z teoretyczng popu-
lacjg znajdujacy si¢ w stanie réwnowagi Hardy-Weinberga (F=-0,052.). Tym niemniej badana
populacja rodzicielska znajduje si¢ w stanie réwnowagi genetycznej, obserwowane bowiem

czestosci genotypéw nie odbiegajg w sposdb statystycznie istotny od czgstosci oczekiwanych
(tab. 2).

ZMIENNOSC GENETYCZNA NASION Z DRZEW MATECZNYCH. Potomstwo badanych drzew matecz-
nych zebranych w roku 1999 charakteryzuje si¢ nieznacznie wigkszg srednig liczbg alleli w locus
(n,=2,88), efektywng liczbg alleli (#,=1,67) oraz heterozygotycznoscig obserwowang (H =0,339),
w poréwnaniu z populacja potomng z roku 2001 (tab. 2).

Na uzyskane wartosci parametréw genetycznych bez watpienia wptyw miata nielosowa
préba drzew matecznych, przy jednoczesnie duzej liczbie osobnikéw potomnych z kazdego

Tabela 2.
Poréwnanie podstawowych parametréw genetycznych populacji rodzicielskiej oraz populacji potomnych
Comparison of genetic parameters in parental and offspring populations

Populacja n, n, H, F
Populacja rodzicielska 3,63 1,73 0,397 -0,052
Populacja potomna drzew matecznych:

1999 rok 2,88 1,67 0,339 0,073
2001 rok 2,75 1,64 0,302 0,119
Populacja potomna z wolnego obsiewu:

1999 rok 2,88 1,62 0,304 0,104
2000 rok 3,00 1,63 0,302 0,105
2001 rok 2,75 1,62 0,210 0,110

Oznaczenia: 7, - $rednia liczba alleli w locus; #, - efektywna liczba alleli w locus; H, - heterozygotycznos¢ obserwowana; /¥ — wspétezyn-
nik wsobnosci Wright'a

Abbreviations: #, — mean number of alleles per locus; #, — effective number of alleles per locus; H, — observed heterozygosity;
F — Wright's fixation index
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drzewa. Potomstwo drzew matecznych to w zasadzie zestaw kilku rodéw z wolnego zapylenia,
co oznacza, ze potowa alleli obserwowana w potomstwie pochodzi od drzew matecznych. W tym
Swietle wartosci parametréw genetycznych, ktdre zostaly zebrane w tabeli 3, s3 w pewnym
stopniu nieporéwnywalne z populacjg rodzicielska. Tym niemniej, dla prakeyki lesnej, z uwagi
na wykorzystywanie wyselekcjonowanych drzew matecznych jako Zrédla nasion, informacja
o stopniu wsobnosci populacji potomnej jest bardzo istotna. Srednia wartos¢ wspétezynnika
wsobnosci w 1999 roku wyniosta 0,073, a w roku 2001 F=0,119 i jest wicksza niz w pokoleniu
rodzicielskim (tab. 2).

ZMIENNOSC GENETYCZNA NASION Z WOLNEGO OBSIEWU. Najwigcej nasion zebrano w roku 2000
(n=1235), a najmniej w roku 2001 (n=324). L.acznie najwi¢cej nasion petnych zebrano w putapce
nr 2 (293), a najmniej w putapce nr 1 (144). Z kolei najwiccej nasion pustych zaobserwowano
w putapce nr 4 (206), a najmniej w pulapce nr 1 (138). Nasiona petne, kt6rych genotypy ustalono,
stanowily Srednio 56,5% calej préby (1134 sztuk). Najwigcej nasion petnych (60%=741 sztuk)
stwierdzono w putapkach w roku 2000, ktéry byt jednoczesnie rokiem najwigkszego urodzaju.
W latach 1999 i 2001 nasiona pelne stanowity odpowiednio 46,4% oraz 57,1% (tab. 3). Na pod-
stawie obserwacji obliczono, ze intensywno$¢ opadania nasion w 1999 roku wyniosta ponad 620
tys. szt./ha, w 2000 ponad 1,7 mln sztuk/ha, a w 2001 ponad 440 tys. szt./ha.

W puli zarodkéw nasion z wolnego obsiewu nie zaobserwowano duzego zréznicowania
parametréw genetycznych pomig¢dzy trzema kolejnymi sezonami (tab. 2). Najwigkszg srednig
liczbg alleli zaobserwowano w 2000 roku (n =3,0), natomiast wartosci efektywnej liczby alleli
w locus oraz heterozygotycznos$ci obserwowanej i oczekiwanej przyjmowaty wartosci na poziomie
11,60, H ~0,30 a H ~0,34. W trzech badanych latach stwierdzono nadmiar homozygot w sto-
sunku do populacji znajdujacej si¢ w stanie réwnowagi Hardy-Weinberga, a czg¢stosci geno-
typéw niektdrych loci odbiegaty w sposéb statystycznie istotny od czgstosci oczekiwanych (test
G, dane nie zamieszczone). Wspétezynnik wsobnosci przyjgt wartosci dodatnie na poziomie
F~0,10, przy czym najwicksza warto$¢ stwierdzono w populacji nasion z 2001 roku (#=0,110).

Tabela 3.

Liczba nasion z wolnego obsiewu zebranych w putapkach nasiennych w Woziwodzie w latach 1999, 2000
oraz 2001

Number of seeds collected in seed traps in Woziwoda in years 1999, 2000 and 2001

Nibes Holk Razem  Srednia
putapki 1999 2000 2001
1 10 99 35 144 48,0
2 52 207 34 293 97,7
Nasiona petne 3 49 114 29 192 64,0
4 46 148 39 233 71,7
5 51 173 48 272 90,7
Razem 208 741 185 1134 -
Srednia 41,6 148,2 37,0 75,6 -
1 30 86 22 138 46,0
2 89 78 24 191 63,7
Nasiona puste 3 39 92 34 165 55,0
4 36 137 33 206 68,7
5 46 101 26 173 57,7
Razem 240 494 139 873 -
Srednio 48,0 98,8 278 174,6 =

Razem nasiona petne i puste 448 1235 324 2007
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Dyskusja
Badana populacja sosny zwyczajnej w Woziwodzie, traktowana w niniejszej pracy jako popula-
cja rodzicielska, prezentuje wysoki poziom zmiennosci genetycznej, poréwnywalny do poziomu
obserwowanego w innych drzewostanach naturalnych i na plantacjach nasiennych tego gatunku
[Cheliak 1985; Gulberg i in. 1985; Mejnartowicz, Bergmann 1985; Yazdani i in. 1985a, 1985b;
Miiller-Starck 1986; Muona i in. 1988; Muona, Harju 1989; Paule, Mrazikova 1990; Wang i in.
1991; Prus-Glowacki, Stephan 1994]. Nieco mniejszg zmienno$¢ odnotowano w populacjach
sosny zwyczajnej na skraju zasiggu w Hiszpanii, gdzie gatunek ten tworzy dwie, odmienne gene-
tycznie grupy [Prus-Gtowacki i in. 2003]. Duze zr6znicowanie migdzypopulacyjne na Pétwyspie
Iberyjskim moze by¢ jednak wynikiem zréznicowania srodowiska oraz ograniczonego przeptywu
genéw miedzy populacjami. Z kolei w centralnej i zachodniej Europie pule genowe sosny
zwyczajnej byly ksztaltowane w okresie polodowcowym podczas migracji gatunkéw z refugiéw
i intensywnej wymiany genéw pomi¢dzy populacjami, a ostatnio réwniez w wyniku dziatalnosci
cztowieka [Prus-Glowacki i in. 2003]. Mniejszy poziom zmiennosci genetycznej populacii
peryferyjnych w stosunku do populacji z centrum zasi¢gu obserwowano takze u innych gatun-
kéw drzew lesnych: Alunus algitosa [King, Ferris 1998), Picea abies [Lagercrantz, Ryman 1990],
Quercus alba i Q. suber [Dumolin-Lapegue i in. 1997; Jimenez i in. 1999].

Populacja rodzicielska charakteryzuje si¢ nadmiarem heterozygot w poréwnaniu do teore-
tycznej populacji kojarzacej si¢ losowo. Z kolei pokolenie potomne w poréwnaniu z populacjg
rodzicielskg charakteryzujg si¢ nizszym poziomem heterozygotycznosci, a co si¢ z tym wigze
wyzszym poziomem wsobnosci. Sugeruje to, ze w pokoleniu potomnym badanego drzewostanu
nasiennego istnicje tendencja do spadku heterozygotycznosci oraz wzrostu wsobnosci. Wzrost
wsobnosci jest naturalng konsekwencjg samozaptodnienia lub kojarzenia si¢ osobnikéw
spokrewnionych i notowany byt wezesniej w populacjach sosny zwyczajnej [Rudin i in. 1977,
Yazdani i in. 1985a]. Z kolei Muona i Harju [1989] obserwowaty bardzo niski poziom wspétczyn-
nika wsobnosci w populacjach naturalnych (od -0,006 do 0,060) i bliski zeru na plantacjach na-
siennych (od 0,000 do 0,006).

Nadmiar heterozygot w populacji dojrzalej, a z drugiej strony nadmiar homozygot i wzrost
wsobnosci w populacji potomnej jest zjawiskiem typowym, czesto obserwowanym w naturalnych
populacjach drzew iglastych [Muona 1989; Mitton 1998]. O ile wsobnos¢ potomstwa, jak
wezesniej wspomniano, moze wynika¢ z wiasciwosci systemu kojarzenia drzew iglastych,
u ktérych mozliwe jest samozaplodnienie, o tyle cickawe jest zjawisko utraty wsobnosci (ujemne
wartosci wspélezynnika F) wraz z wiekiem populacji. Nadmiar heterozygot stwierdzono m.in.
w dojrzalych drzewostanach Abies balsamea [Neale, Adams 1985], Larix decidua [Lewandowski
i in. 1991), Picea mariana [Boyle, Morgenstern 1986; Yeh i in. 1986], Pinus leucodermis [Morgante
iin. 1993], P ponderosa [Linhart i in 1981], P. radiata [Plessas, Straus 1987], P. sibirica i P. cembra
[Politov, Krutovskii 1994], P sylvestris [Muona, Szmidt 1985; Prus-Glowacki, Nowak-Bzowy
1992] oraz Pseudotsuga menziesii [Shaw, Allard 1982]. Zjawisko takie najczgsciej tumaczy si¢
postepujacg wraz z wickiem populacji, naturalng eliminacjg osobnikéw wsobnych [Brown 1979;
Shaw, Allard 1982; Muona i in. 1987; Burczyk 1991; Lewandowski, in. 1991; Morgante i in. 1993;
Mitton 1998]. Yazdani i in. [1985b] obserwowali w naturalnie odnawiajagcym si¢ drzewostanie
sosny zwyczajnej eliminacje homozygot do wieku 10 lat. Wezesng eliminacje homozygot
stwierdzono takze u Pinus ponderosa [Mitton i in. 1981; Farris, Mitton 1984]. Z drugiej jednak
strony Prus-Glowacki [1982] obserwowat eliminacj¢ heterozygot w kolejnych klasach wiekowych
naturalnie odnawiajgcej si¢ populacji sosny zwyczajnej. Wypada dodaé, ze wzrost wsobnosci
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w populacji potomnej nie jest regutg. Na klonalnych plantacjach nasiennych drzew iglastych
czesto odnotowuje sie ujemne wartosci wspétczynnika F $wiadczace o braku wsobnosci lub
wrgez o negatywnym kojarzeniu selektywnym (przewaga kojarzenia niekrewniaczego). Uwaza
sig, ze jest to efektem specyficznego rozmieszezenia klonéw na plantacji, ktére w powigzaniu
ze zmiennoscig fenologii kwitnienia moze prowadzi¢ do kojarzenia si¢ grup klonéw [Burczyk
1998].

Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze badane populacje potomne prezentujg stosunkowo
wysoki poziom polimorfizmu genetycznego, poréwnywalny z populacjg rodzicielska. Wydaje
sie, ze pewien nadmiar homozygot w populacjach potomnych nie stanowi problemu, wraz
z wiekiem populacji bowiem bedzie ulegat on stopniowej redukcji. Mozna zatem powiedzieé,
ze z punktu widzenia problematyki ochrony zasobéw genowych populacje potomne dobrze
odzwierciedlajg poziom zmiennosci genetycznej populacji rodzicielskiej drzewostanu nasien-
nego i jako materiat siewny mogg stanowi¢ podstawe gospodarczego wykorzystania w procesach
zalesiania.
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SUMMARY

Changes of genetic structure between parental and offspring populations
in a seed tree stand of Scots pine (Pinus sylvestris L..)

Genetic structure of Scots pine (Pinus sylvestris 1..) in a seed tree stand in the Woziwoda Forest
District of the Tuchola Forest was studied using eight isozyme gene loci (Gdh, Aat-1, Aat-2,
Mdh-1, Mdh-3, Mdh-4, 6Pgd-2 and Skdh-1). Mean numbers of alleles per locus, effective numbers
of alleles per locus, observed heterozygosities and Wright’s fixation indices were identified for
parental (321 mature trees) and offspring populations (seeds collected from mother trees in the
years 1999 and 2001 and seeds collected in seed traps in the years 1999-2001). We found a small
reduction of heterozygosity in offspring populations. The reasons and consequences of higher
level of Wright’s fixation indices for breeding programs are brefly discussed.



