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Rola genetycznych markerow terpenowych
w selekcji i taksonomii drzew leSnych

I. Chemizm i synteza — zakres zastosowan

The role of genetic terpene markers in selection and taxonomy
of forest tree species
Part I. Chemistry and synthesis. Scope of application

Abstract. The paper presents the role of terpene markers used to evaluate the coniferous tree species genetic
population structure. The paper provides data on chemistry of monoterpenes, sesquiterpenes and polytherpenes,
their biosynthesis, as well as principles of genetic control of these compounds. Chromatographic techniques used
in the scientific research and application of these techniques for genetic evaluation of pine, spruce and fir
populations were described.
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Wstep

Zwickszajacy sie handel nasionami i sadzonkami drzew lesnych wymaga zastosowania
odpowiednich metod ich identyfikacji pochodzeniowej, w tym rowniez poréwnania
whasciwosci genetycznych badanych populacji. Testowanie genetyczne opiera si¢ na tzw.
prawie wykluczenia Backmanna (1986). Ocena ta obejmuje jedna lub wiecej cech, ktorych
fenotypowa zmiennos¢ opiera si¢ na zréznicowaniu genotypowym. Zastosowanie prawa
wykluczenia do identyfikacji genetycznej populacji drzew przedstawia rycina 1.

Do oceny podobieristwa genetycznego populacji wykorzystuje si¢ zwykle genetyczne
markery biochemiczne, w tym takze markery terpenowe. Zwiazki te bedace oryginalnym
produktem metabolizmu drzew nosza nazwe tzw. markeréw fizjologicznych. Jesli terpeny
tworza okre$lona strukture biochemiczna, a ich budowa lub sktad sa kodowane przez
poszczegdlne loci genowe pozwalajace na identyfikacje pojedynczych drzew, ras lub
ekotypéw, uwaza sie je za tzw. markery genetyczne (Arbez 1988, Sabor 2000).

Substancje terpenowe odgrywaja istotna role w analizach struktury genetycznej populacji
czastkowych réznych gatunkéw drzew iglastych (Squillace 1976). Badanie zawartosci
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RYC. 1. Prawo wykluczenia. Frekwencje alleli sa reprezentowane przez sektory w kole. Jesli prébka nasion *
posiada allel nie wystepujacy w populacji yi (i=1,3,4,5) nalezy wykluczy¢ mozliwo$¢ przynaleinoéci do yi-
Prébka x moze pochodzié od y2 lecz nie ma wiarygodnej identyfikacji, czy jest to jedyna mozliwo$¢
(wedtug: Backmann, 1986).

monoterpenéw u drzew lesnych jest réwniez istotnym elementem badari taksonomiCZn)/Ch
1 ewolucyjnych.

Chemiczny charakter zwiazkéw terpenowych

Terpeny tworza odrgbna grupe weglowodorow spokrewnionych z izoprenem (ryc. 2) SZ;

podstawowymi sktadnikami lotnych zwiazkéw w olejkach eterycznych (zywiczny¢
produkowanych w igtach, drewnie oraz tkance korowej wigkszosci gatunkow iglastych.
grupy zwiazkéw terpenowych naleza réwniez ich pochodne tlenowe. Zwiazki te charak®
ryzuje wystepowanie podwdjnej liczby molekuty izoprenu (CsHg)2.

) h
Liczba jednostek izoprenu w zwiazkach terpenowych waha si¢ od 2 do 12. Przy d‘ééc)
jednostkach okresla si¢ je jako monoterpeny (Cio0), przy trzech — seskwitgrpeny ( lz '
czterech — dwuterpeny, a przy n jednostkach — politerpeny. Wiekszo$¢ sktadnikow lotny
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RYC. 2. Struktura izoprenu

w olejkach zywicznych zawiera monoterpeny weglowodorowe ze szkieletem weglowym,
sktadajacym si¢ zdwdéch potaczonych jednostek izoprenu, oraz tzw. seskwiterpeny. Stopien
cyklicznosci moze by¢ mniej lub bardziej kompletny: od struktur acyklicznych, takich jak
mircen, ocimen, geraniol, farnesen, do dwucyklicznych (a-, B-pinen, kariofylen) lub
tr6jcyklicznych (longifolen) (ryc. 3). Czgs$¢ tych sktadnikéw mozna znalez¢ w calym
drzewie, m.in. - i B-pinen, a w mniejszej ilosci kariofylen, longifolen i humulen, podczas
gdy inne zwiazki terpenowe wystepuja tylko wewnatrz specyficznych organéw lub tkanek.
Seskwiterpeny wystepuja gtéwnie w olejkach eterycznych igiet. Ich zawartos¢ wzrasta z

L 029

trans- -B-ocimen mircen limonen B-felandren terpinolen
a-pinen B-pinen A-karen kamfen
\
NS
fernesen y-kandinen kariofylen longifolen

RYC. 3. Struktura cykliczna wybranych zwiazkéw terpenowych (wedtug Bemard-Dagan, 1988)
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poziomu 0 — w okresie wiosennego rozwoju paczkéw — do 40% pod koniec wegetacjl.
Stosunek sktadnikéw tlenowych olejku do weglowodoréw zmniejsza si¢ W czasie rozwoju
igiet. Obserwowana jest tez duza zmiennosc tych zwiazk6w pomigdzy tkankami pojedyn-
czych drzew, wyjasniona m.in. przez nastgpstwo metabolizmu zwiazk6éw terpenowych.

Biosynteza i genetyczna kontrola weglowodorow

Wiekszos¢ proceséw biosyntezy zwiazkéw terpenowych (C10, C15, C20) odbywasi
w przewodach zywicznych réznicujacych si¢ zaleznie od rodzaju merystemu (merystemy
pierwotne i wtérne). Ten system wydzielniczy wystepuje W tkance parenchymatycznej
catej rosliny, m.in. w paczkach, igtach, tkankach chlorofilowych, w parenchymie ksylemu
1 floemu.
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RYC. 4. Lokalizacja réznych systeméw wydzielniczych na drzewie sosny; typ I (z merystemu pierwomego
pakéw), typ II (z merystemu pierwotnego igiet), typ III (z merystemu wt6rnego — kambium)
(wedtug Bernard-Dagan, 1988)
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Merystemy pierwotne sa ulokowane w paczku szczytowym oraz w podstawach rosnacych
igiet (Typ Ii Typ II), natomiast merystemy wtérne reprezentuja stref¢ kambialna pnia (Typ
ITI) (ryc. 4). W biosyntezie weglowodoréw monoterpenowych i prawdopodobnie 3-cykli-
cznych kwaséw zywicznych uczestnicza specyficzne organelle — leukoplasty. Aktywnosc
leukoplastéw zalezy od rodzaju komorek systemu wydzielniczego. Mechanizm tworzenia
si¢ i przeplywu terpenéw w komoérkach systeméw wydzielniczych przedstawia rycina 5.

Synteza i sklad terpenéw pozostaja pod silna kontrola genetyczna. Najczesciej badania nad
genetyczna kontrola monoterpenéw prowadzi si¢ przy uzyciu tkanki korowej (kora +
floem), pobranej z jednorocznych pedéw. Po ich wzroscie sktad terpenéw w pedach jest
praktycznie staty do nastepnego cyklu przyrostowego. Studia nad przekazywalnoscia
mechanizmu biosyntezy weglowodoréw terpenowych prowadzone sa na wyselekcjonowa-
nych klonach o znanym profilu terpenowym i potomstwem (full-sib) otrzymanym droga
kontrolowanego krzyzowania.

Uzywajac klon6w ze znanymi profilami terpenowymi mozna wykazac, ze mechanizmy
biosyntetyczne sa kontrolowane genetycznie. Poréwnanie spodziewanych 1 otrzymanych
frekwencji réznych fenotypéw przy odmiennych mechanizmach kojarzenia wykaza}o
monogeniczna kontrolg syntezy czterech monoterpenéw 1 dwéch seskwiterpenow: A® ka-
renu, terpinolenu, mircenu, limonenu, kariofellenu i longifolenu. Podobny system przekazu
stwierdza si¢ réwniez u 3- pmenu W przypadku sosen, Hanover (1996, 1971) udowodnit
m.in., ze u P. monticola A>-karen jest kontrolowany przez dwa allele w jednym locus.
Zblizony mechanizm kontroli okreslono dla mircenu i B-pinenu u P. ellioti, a dla limonenu
i B-felandrenu u P. taeda.
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RYC. 5. Schemat przemieszczania si¢ terpenéw w komérce wydzielniczej z aktywnego leukoplastu do kanatu
zywicznego (wedtug Bernard-Dagan, 1988)
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Zblizony mechanizm kontroli okreslono dla mircenu i B-pinenu u P. ellioti, a dla limonenu
i B-felandrenu u P. taeda.

Odziedziczalnos¢ seskwiterpenéw byta analizowana giéwnie u P. pinaster. Z wyjatkiem
kariofyllenu, allele, ktére okreslaja wysoka koncentracj¢ tych zwiazkow, sa dominujace
lub kodominujace, w poréwnaniu do alleli okreslajacych ich niski poziom w tkankach
drzew.

Biosynteza monoterpenéw (A3—karen, terpinolen, myrcen, limonen i prawdopodobnie
B-pinen) oraz seskwiterpenéw (kariofylen i longifolen) u sosny nadmorskiej (P. pinaster)
jest kontrolowana przez dwa allele tego samego locus. Ten system kontroli genowe]
szczegblnie uwidacznia si¢ w strukturach wydzielniczych typu I'i II, tj. w paczku, korze
oraz rozwijajacych si¢ pedach i igtach, natomiast w innych tkankach (typ III) odnajdywan¢
sa tylko o- i B-pinen oraz 3-cykliczne kwasy zywiczne.

Interesujaca konsekwencja odziedziczalnosci terpenéw jest nieuchwytnos$c ich biosyntety
cznych §ciezek. Przy pomocy prébek nasyconych C14 wigltach sosny P. pinaster, sekwencja
znacznikéw weglowodorowych ujawnita fizjologiczna rol¢ acyklicznych weglowodordw.
Jak pokazuje rycina 6, myrcen i trans-B-ocimen funkcjonuja jako przekaZniki metaboliczne
wywolujace biosynteze koricowych produktéw monoterpenowych, takich jak a- i B-pinen
Takze acykliczny trans-B-farnesen ukazuje si¢ krétkotrwale przed pézniejsza cyklizach
mono-, bi-, lub tricyklicznych weglowodoréw seskwiterpenowych.
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RYC. 6. Czas oznaczania gléwnych weglowodoréw monoterpenowych w igtach réznych fenotypéw sosnY
nadmorskiej po 15 minutach ekspozycji na '*CO2 (wedtug Bernard-Dagan, 1988)

yrcenem (m)

Mircen wystepuje jako czasowy sktadnik tylko w drzewach z tzw. ubogim m o

o genotypie M-/M-. Allele wywotujace zdolnosci (Iub niezdolnosci) do syntezy terp
oznaczamy przyktadowo dla mircenu M+ lub M-. U drzew bogatych w ten zwiazex (¥
wstepnie formowany jest trans-B-ocimen, a dopiero potem mircen oraz O~ i B-pinet
Og6lnie mozna stwierdzié, ze jakkolwiek genetyczna kontrola terpen6w przez enzyle]
zalezy od wielu czynnik6éw, to najwazniejszym z nich jest struktura komérek, W kt6rye
sktadniki te sa syntetyzowane (Bernard-Dagan, 1988).
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Whnioski

Oceniajac aktualny poziom rozwoju technik chromatograficznych mozna stwierdzic, ze
terpenowe znaczniki genetyczne moga odgrywac istotng role w ocenie poliformizmu
genetycznego populacji czastkowych iglastych gatunkéw drzew lesnych, pod warunkiem
zastosowania wlasciwej metodyki badawczej, uwzgledniajacej stabilnos¢ struktur terpeno-
wych w badanych tkankach, wyboru odpowiedniej techniki rozdziatlu chromatograficznego
tych zwiazk6éw oraz objg¢cia badaniami licznej, reprezentatywnej populacji drzew okresla-
jacej pelne zréznicowanie analizowanych populacji czastkowych.

Katedra Nasiennictwa, Szkotkarstwa i Selekcji Drzew Lesnych
Akademia Rolnicza w Krakowie
Al 29 Listopada 46, 31-425 Krakow
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Summary

The role of genetic terpene markers in selection and taxonomy of forest tree species
Part I. Chemistry and synthesis. Scope of application

The methods for the assessment of the population genetic similarity are based on the
variation in the contents of terpene compounds in the tissues being the product of tree
metabolic activity and coded by individual loci. Monoterpenes and sesquiterpenes of
varying cyclicity are regarded as genetic markers contained in volatile oils synthesised in
resin canals and differentiated in the primary and secondagy meristems. The synthesis is
under genetic control. The monogenic control revealed i.a. A”-karene, terpinolene, mircene,
limonene, caryophylene, and longifolene. The role of metabolic transmitters of mircene and
trans-B-ocimene that take place in the final synthesis of the terpene compounds described

e.g. o- and B-pinene an others used in the assessment of the genetic polymorphism of partia
populations of conifers.
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