
LEŒNE PRACE BADAWCZE, 2005, 2: 73–91.

Justyna NOWAKOWSKA*, Krzysztof RAKOWSKI*

CHARAKTERYSTYKA ZMIENNOŒCI GENETYCZNEJ
SOSNY NAPIWODZKO-RAMUCKIEJ I SPALSKIEJ
NA PODSTAWIE ANALIZ MITOCHONDRIALNEGO DNA

GENETICAL VARIATION OF POLISH NAPIWODZKO-RAMUCKA
AND SPALSKA SCOTS PINE PROVENANCES DETERMINED
BY MITOCHONDRIAL DNA ANALYSES

Abstract. One specific pair of STS primers amplifying the B/C intron of mito-

chondrial nad1 gene was used to determine the genetic diversity level in four-

teen different stands of Scots pine in Poland. The studied stands were situated in

seed region of napiwodzko-ramucka Scots pine provenance (no 205) and in seed

region of spalska Scots pine provenance (no 601). For each region, the genetic

diversity level and the genetic phylogeny were examined in order to check the

exactness of the border lines previously defined for 205 and 601 seed region. In

both regions, 205 and 601, four different alleles were detected, i.e. haplotypes

„a”, „b”, „c” and „d” with different frequencies across stands. The most fre-

quent haplotype „c” (mean frequency of 0.481) was uniformly distributed

among stands. Haplotypes „a” and „d” were present with mean frequencies

0.392 and 0.144 respectively. The presence of the rare haplotype „b” (mean

frequency of 0.017) was mainly observed in spalska pine region (601). Our re-

sults confirm the current rules of transfer of the forest reproductive material

from the regions 106, 205 and 401 to the region 451 and from the stands of the

region 601 to the stands of the region 651. Few changes in current directives

may be proposed concerning some stands in the seed regions 106, 205, 251,

401, 453, 601, 603 and 604. A relatively high degree of differentiation (overall

GST about 62.5%) characterized all studied pines suggesting large gene flow

among the studied stands. Our founding may be useful for the further verifica-

tion of Scots pine reproductive material transfer rules in Poland.
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1. WSTÊP

Wspó³czesna genetyka drzew leœnych zajmuje siê poznaniem struktury ge-
netycznej populacji, bada filogenezê oraz przep³yw genów miêdzy populacjami
(Neale i in. 1992, Cha³upka 2003, Kremer i Reviron 2004).

Swobodny w obrêbie populacji przep³yw genów miêdzy osobnikami ga-
tunków wiatropylnych, do których nale¿¹ drzewa leœne, przyczynia siê do two-
rzenia lokalnych pul genowych, pozostaj¹cych ze sob¹ w sta³ym kontakcie (Sabor
2003, Burczyk i in. 2004). W zale¿noœci od lokalizacji drzew danego gatunku w
drzewostanie, mog¹ one tworzyæ populacje centralne lub brze¿ne, o niejednorodnej
strukturze genetycznej i zró¿nicowanym poziomie przep³ywu genów z jednej
populacji do drugiej (Hamrick i in. 1992, Smouse i Sork 2004). Populacje brze¿ne,
zlokalizowane wokó³ populacji centralnych, mog¹ równie¿ wp³ywaæ na swobodne
mieszanie siê genów. W ocenie struktury genetycznej populacji na ogó³ przyjmuje
siê model kojarzenia losowego, w którym ka¿de drzewo ma jednakowe prawdo-
podobieñstwo udzia³u w procesie kojarzenia (Hamrick i in. 1992, Sabor 2003).
Dzia³alnoœæ cz³owieka spowodowa³a w ostatnich stuleciach znaczn¹ redukcjê i
fragmentacjê powierzchni leœnych, co w du¿ej mierze wp³ynê³o na ograniczenie
przep³ywu genów i zawê¿enie puli genowej wielu populacji drzew leœnych.

W Polsce w 2000 r. wyznaczono granice regionów pochodzenia podsta-
wowego materia³u rozmno¿eniowego dla dziesiêciu g³ównych gatunków drzew
leœnych. Obowi¹zuj¹ce w naszym kraju zasady leœnej regionalizacji nasiennej
zosta³y ustalone na podstawie danych o zró¿nicowaniu ekologicznym i gene-
tycznym gatunków oraz zró¿nicowaniu klimatycznym, geomorfologicznym i przy-
rodniczym Polski (Matras 1996, Kondracki 1998, Rozporz¹dzenie Ministra
Œrodowiska z dnia 9 marca 2004 r.). W rozporz¹dzeniu Ministra Œrodowiska z dnia
9 marca 2004 r., wydanym na podstawie ustawy o leœnym materiale rozmno-
¿eniowym z dnia 7 czerwca 2001 r., regiony pochodne zosta³y przekszta³cone w
regiony pochodzenia leœnego materia³u podstawowego. Granice istniej¹cych mi-
kroregionów nasiennych zmodyfikowano, dopasowuj¹c je do aktualnych granic
podzia³u administracyjnego kraju. Korekta ta tylko w niewielkim stopniu wp³ynê³a
na zmianê liczby regionów i ich po³o¿enie geograficzne.

Pierwotnie granice regionów pochodzeñ tworzono na podstawie fenotypo-
wych cech drzewostanów, tote¿ konieczne by³o zweryfikowanie granic istniej¹cej
regionalizacji nasiennej w oparciu o analizy genetyczne na podstawie markerów
DNA. W Polsce nie przeprowadzono dotychczas badañ weryfikuj¹cych unika-
towoœæ zasobów genetycznych w wyznaczonych w powy¿szy sposób regionach
nasiennych. Istnieje du¿e prawdopodobieñstwo, zw³aszcza u gatunków, które po-
dlega³y w ostatnich stuleciach sztucznemu odnowieniu, ¿e wyznaczone dotychcza-
sowymi metodami regiony pochodzenia nie s¹ genetycznie jednorodne. Ustalenie
granic wystêpowania populacji wy³¹cznie na podstawie cech fenotypowych mo¿e
byæ obarczone du¿ym b³êdem, przede wszystkim dlatego, ¿e ocena cech hodow-
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lanych, szczególnie jakoœciowych, jest subiektywna, gdy¿ w wiêkszoœci cechy te
podlegaj¹ wp³ywom œrodowiska (Giertych 1993, Cha³upka 2003).

Sosna zwyczajna jest jednym z gatunków o najwiêkszym zasiêgu naturalnym
w Azji i Europie. Svoboda (1953) wyró¿ni³ 29 klimatotypów sosny (12 pó³nocnych
i 17 górskich) w ramach jej naturalnego zasiêgu wystêpowania na podstawie
danych o zró¿nicowaniu morfologicznym i fizjologicznym. Polskie pochodzenia
sosny dziel¹ siê dodatkowo m.in. na rasê rysk¹ (pó³nocno-wschodnia Polska), rasê
borussica (pozosta³a czêœæ Polski) oraz rasê polonica. Wright i Bull (1963) na
podstawie badañ siewek wyró¿nili 14 ras (A–N) dla czêœci zasiêgu europejskiego i
Skandynawii. Wed³ug tego podzia³u sosna w naszym kraju nale¿y czêœciowo do
grupy F (pó³nocno-wschodnia Polska) i grupy G.

W ostatnich latach badanie struktury genetycznej oraz filogenezy (czyli po-
chodzenia genetycznego) populacji drzew leœnych przeprowadzane jest technikami
wykorzystuj¹cymi markery molekularne, m.in. izoenzymy i sekwencje DNA. Mar-
kery genetyczne DNA s¹ wybranymi fragmentami genomu, które ró¿nicuj¹ osob-
niki lub grupy osobników miêdzy sob¹, okreœlaj¹c tzw. genotyp. Obecnie istnieje
szereg metod umo¿liwiaj¹cych analizê zmiennoœci DNA, np.: RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Length Polymor-
phism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), STS (Sequence Tag-
ged Sites) oraz analiza DNA mikrosatelitarnego. Jak dot¹d, metody te stosowano z
powodzeniem przy badaniu zmiennoœci genetycznej wielu gatunków drzewias-
tych, np. dêbu (Moreau i in. 1994, Barreneche i in. 1998, Mariette i in. 2001, Coart i
in. 2002, Kremer i in. 2002, Petit i in. 2002, Dodd i Kashani 2003, Ainsworth i in.
2003), buka (Troggio i in. 1996, Tomaru i in. 1998, Sander i in. 2000), jesionu
(Jeandroz i in. 1996, Heuetrz 2003, Nowakowska i in. 2004), jarz¹bu (Oddou-
Muratorio i in. 2001), topoli (Bradshaw i in. 1994, Rajora i Rahman 2003), wi¹zu
(Coleman 2000), brzozy (Palmé i in. 2003), œwierka (Paglia i in. 1998, Perry i
Bousquet 1998, Perry i Bousquet 2001, Colignon i in. 2002, Jeandroz i in. 2002,
Burczyk i in. 2004), jod³y (Leibenguth i Shoghi 1998) i sosny (DeVerno i Mosseler
1997, Hick i in. 1998, Soranzo i in. 1998, Soranzo i in. 2000, Ribeiro i in. 2002,
Nowakowska 2003, 2004).

Przep³yw genów w populacjach drzew jest badany g³ównie na podstawie
markerów chloroplastowego i mitochodrialnego DNA. U drzew iglastych chlo-
roplasty przekazywane s¹ potomstwu przez py³ek drzewa ojcowskiego, mito-
chondria zaœ przez drzewo mateczne (Newton i in. 1999, Hamrick 2004). W
niniejszym opracowaniu przedstawiono analizê markerów miejsc znaczonych sek-
wencyjnie – STS (sequence-tagged-site) dla mitochondrialnej sekwencji genu
NADH dehydrogenazy (nad1) (Mitton i in. 2000).

W celu weryfikacji granic wyznaczonych regionów pochodzeñ, w badaniach
uwzglêdniono dwa regiony modelowe: region sosny napiwodzko-ramuckiej (205),
zlokalizowany w pó³nocnej Polsce na terenie RDLP Olsztyn, oraz region sosny
spalskiej (601), po³o¿ony w centralnej Polsce na terenie RDLP £ódŸ (Za³êski i in.
2000). Oba regiony sosny stanowi¹ odrêbne bazy nasienne i objête s¹ regu³ami
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transferu materia³u rozmno¿eniowego do innych regionów w Polsce (Matras 1996,
Rozporz¹dzenie Ministra Œrodowiska z dnia 9 marca 2004 r.).

Celem pracy* by³a ocena poprawnoœci wyznaczenia granic regionów wy-
branych pochodzeñ sosny zwyczajnej na podstawie informacji o strukturze ge-
netycznej na poziomie DNA mitochondrialnego oraz filogenetycznego pokrewieñ-
stwa badanych pochodzeñ.

2. MATERIA£ I METODY

2.1. Materia³ roœlinny

Do analiz zmiennoœci genetycznej zebrano m³ode ig³y z 3 drzewostanów
zlokalizowanych w obrêbie regionów pochodzenia 205 i 601 oraz z 4 drze-
wostanów po³o¿onych na zewn¹trz tych regionów (tab. 1). Spoœród trzech drze-
wostanów po³o¿onych w regionie pochodzenia sosny napiwodzko-ramuckiej (205)
wytypowano drzewostan z centrum regionu (Jedwabno) oraz dwa drzewostany
po³o¿one na jego obrze¿ach (Nowe Ramuki i Wielbark). Cztery drzewostany weryfi-
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Tabela 1. Charakterystyka badanych drzewostanów sosny zwyczajnej
Table 1. Description of studied Scots pine stands

Nadleœnictwo
Forest District

Po³o¿enie
geograficzne

Latitude/Longitude

Region
pochodzenia*

Seed region*

Iloœæ drzew
Number of

sampled trees

Œredni wiek (lata)
Mean age (years)

Jedwabno 21o 42’ N / 53o 32’ E 205 50 115

Nowe Ramuki 20o 31’ N / 53o 34’ E 205 50 105

Wielbark 21o 56’ N / 53o 32’ E 205 50 109

Kudypy 20o 15’ N / 53o 44’ E 106 50 105

Wipsowo 20o 47’ N / 53o 42’ E 251 50 96

Myszyniec 21o 13’ N / 53o 20’ E 401 50 95

Nidzica 20o 28’ N / 53o 15’ E 451 50 96

Przedbórz 19o 57’ N / 51o 09’ E 601 50 92

Smardzewice 19o 55’ N / 51o 09’ E 601 50 92

Spa³a 20o 08’ N / 51o 36’ E 601 50 100

Brzeziny 19o 51’ N / 51o 45’ E 453 50 101

W³oszczowa 19o 51’ N / 50o 54’ E 603 50 91

Barycz 20o 25’ N / 51o 11’ E 604 50 105

Be³chatów 19o 21’ N / 51o 28’ E 651 50 96
*wg Rozporz¹dzenia Ministra Œrodowiska z dnia 9 marca 2004 r. (Dz. U. 04, nr 67, poz. 621)
* according to the Directive of the Ministry of Environment (9th of March 2004, Dz. U. 04, no 67, item
621)



kuj¹ce zasadnoœæ wyznaczenia granic regionu 205 by³y zlokalizowane poza jego
granicami (Wipsowo – region 251, Myszyniec – 401, Nidzica – 451 i Kudypy –
106).

W regionie pochodzenia sosny spalskiej (601) wybrano jeden drzewostan
po³o¿ony centralnie (Smardzewice) oraz dwa drzewostany po³o¿one na obrze¿ach
(Spa³a i Przedbórz). Populacjami weryfikuj¹cymi zasadnoœæ granic regionu 601
by³y Brzeziny (region 453), Barycz (604), W³oszczowa (658) i Be³chatów (651).

Wyboru drzewostanów dokonano na podstawie Leœnej Regionalizacji Na-
siennej (Rozporz¹dzenie Ministra Œrodowiska z dnia 9 marca 2004 r.), kieruj¹c siê
takimi kryteriami, jak rodzimoœæ drzewostanów, optymalna lokalizacja siedlis-
kowa dla sosny (BMœw) oraz dobry stan zdrowotny (bez widocznych objawów
uszkodzeñ). Do analiz wybierano drzewostany z du¿ym udzia³em sosny (60–100%),
w pierwszej kolejnoœci wy³¹czone drzewostany nasienne lub gospodarcze drze-
wostany nasienne, w wieku od 80 do 120 lat.

2.2. Metody

Ca³kowite DNA ekstrahowano z igie³ za pomoc¹ zestawów do izolacji DNA
(DNeasy 250 Plant Mini Kit, QIAGEN). Wydajnoœæ ekstrakcji badano za pomoc¹
elektroforezy w 1% ¿elu agarozowym, a otrzymane wyniki analizowano za pomoc¹
programu Gel DocTM 2000 (BioRad).

W dalszym etapie badañ przeprowadzono analizy zmiennoœci genetycznej na
podstawie reakcji ³añcuchowej polimerazy (PCR) przy zastosowaniu techniki miejsc
znaczonych sekwencyjnie (STS). W analizach STS, przy u¿yciu specyficznych
starterów Hf i Ir, amplifikowano polimorficzny region DNA o d³ugoœci ok. 254 par
zasad (pz) intronu B/C genu NADH dehydrogenazy (nad1).

Uwzglêdniaj¹c zawartoœæ DNA genomowego, oszacowan¹ dla ka¿dego drze-
wa, przygotowywano ka¿dorazowo 25 µl nastêpuj¹cej mieszaniny reakcyjnej
(QIAGEN PCR Master Kit) dla ka¿dego badanego osobnika (w nawiasach podano
stê¿enia koñcowe): DNA genomowe (30 ng), bufor reakcyjny (pH=8,0), MgCl2

(1,5 mM), roztwór Q, dNTPs (200 µM), startery Hf i Ir (1 µM) oraz Taq polimeraza
(1 U).

Mieszaninê umieszczano w termocyklerze (Biometra), zaprogramowanym na
30 cykli amplifikacji DNA (Soranzo i in. 2000, zmodyfikowane). Ka¿dy cykl
amplifikacji obejmowa³ 4 etapy (1 etap: temp. 95 °C przez 3 min.; 2 etap: 92 °C, 30 s;
3 etap: 55 °C, 30 s; 4 etap: 72 °C, 1 min; 5 etap 72 °C, 5 min). Powielone fragmenty
DNA poddano elektroforezie w 1,8% ¿elu agarozowym i analizowano zmiennoœæ
profilów migracyjnych za pomoc¹ programu BIO-PROFIL Bio-Gene Windows
Application V99.05.

W analizie DNA przekazywanego matecznie, otrzymane warianty fragmen-
tów DNA mitochondrialnego okreœlano terminem „haplotyp”, w przeciwieñstwie
do genotypu, czyli ca³kowitej informacji genetycznej zawartej w DNA j¹drowym.
Powielone sekwencje DNA mitochondrialnego oznaczano dalej na podstawie na-
stêpuj¹cego kodu: fragmenty o d³ugoœci 189-222 par zasad – haplotyp „a”; 223-229
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pz – „c”; 230-236 pz – „d” i 237-250 pz – „b” (Soranzo i in. 2000, zmodyfikowane).
Zmiennoœæ wewn¹trzpopulacyjn¹ w danej populacji obliczano na podstawie

czêstoœci haplotypów oraz wspó³czynnika zmiennoœci genetycznej h Nei (1978),
zaœ pokrewieñstwo genetyczne – wyra¿ane za pomoc¹ dendrogramów – wed³ug
metody analizy skupieñ œrednich po³¹czeñ (UPGMA, Nei 1978), obliczanych w
programie PopGene wersja 1.32.

3. WYNIKI

3.1. Izolacja DNA

Œrednia zawartoœæ cz¹steczek genomowego DNA w ka¿dej próbie dla ba-
danych pochodzeñ sosny wynosi³a od 10 do 20 µg DNA/100 mg œwie¿ej masy igie³
dla pojedynczego drzewa. Dane te pos³u¿y³y do ustalenia sk³adu buforu reak-
cyjnego tak, aby w amplifikacji bra³o udzia³ 30 ng wyjœciowej iloœci DNA.

3.2. Analizy STS i frekwencje haplotypów

Powielone w reakcji PCR fragmenty STS prezentowa³y 4 ró¿ne haplotypy
genu nad1 sosny zwyczajnej (haplotyp „a”, „b”, „c” i „d”) wœród badanych
drzewostanów sosnowych z RDLP Olsztyn i £ódŸ.

Haplotyp „a” wystêpowa³ we wszystkich badanych drzewostanach w obu
regionach sosny napiwodzko-ramuckiej i spalskiej, ze szczególnie du¿¹ frekwencj¹
w populacji Wipsowo (77,5%, region 251) i W³oszczowa (91,8%, region 658) (tab. 2).
Najmniejszy udzia³ haplotypu „a” stwierdzono w drzewostanach: Barycz (12,0%,
region 604) i Wielbark (18,4%, region 205). Haplotyp „a” wystêpowa³ w regionach
pochodzenia sosny napiwodzko-ramuckiej oraz spalskiej z podobn¹ czêstoœci¹
(odpowiednio 39,8 i 38,6%) (tab. 2).

Nisk¹ dwuprocentow¹ frekwencjê wystêpowania odnotowano dla haplotypu
„b” w populacjach: Wipsowo (region 251), Myszyniec (401), Spa³a (601), Smar-
dzewice (601) i Barycz (604). Wzglêdnie du¿¹ czêstoœæ wystêpowania tego ha-
plotypu stwierdzono w populacji Brzeziny (6,0%, region 453) i Be³chatów (8,2%,
region 651) (tab. 2). Zaobserwowano, ¿e pochodzenia sosny spalskiej maj¹ wiêk-
szy udzia³ haplotypu „b” (2,9%) ni¿ pochodzenia sosny napiwodzko-ramuckiej
(0,6%).

Haplotypy „c” i „d” wystêpuj¹ we wszystkich badanych drzewostanach, je-
dynie w populacji W³oszczowa (658) nie wystêpuje haplotyp „d” (tab. 2). Haplotyp
„c” w regionie 205 wystêpuje ze œredni¹ czêstoœci¹ 48,1%. Najwiêksz¹ czêstoœæ ma
on w populacji Nidzica (66,0%), a najmniejsz¹ w populacji Wipsowo (18,4%).
Drzewostany z regionu 601 charakteryzuje mniejsza frekwencja haplotypu „c”
(41,2%) ni¿ drzewostany z regionu 205. Najwiêkszy udzia³ haplotypu „c” od-
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notowano w populacji Barycz (72,0%, region 604), zaœ najmniejszy – w populacji
W³oszczowa (8,2%, region 603) (tab. 2).

Pochodzenia sosny spalskiej maj¹ wiêkszy udzia³ haplotypu „d” (17,3%) ni¿
pochodzenia sosny napiwodzko-ramuckiej (11,5%). Populacja Spa³a ma najwiêcej
haplotypu „d” (42,9%), a populacja Przedbórz – najmniej (2%) (tab. 2).

Na rycinie 1 przedstawiono geograficzne rozmieszczenie frekwencji otrzy-
manych haplotypów w badanych drzewostanach sosny zwyczajnej obu regionów.
W regionie sosny napiwodzko-ramuckiej trzy drzewostany po³o¿one w obrêbie
regionu 205 oraz dwie populacje sosny z regionów obrze¿nych – Nidzica (451) i
Kudypy (106) maj¹ podobny rozk³ad wystêpowania haplotypów („a”, „c” i „d”), z
wyraŸnym brakiem haplotypu „b” (ryc. 1). Jedynie dwie populacje obrze¿ne:
Wipsowo (251) i Myszyniec (401) ró¿ni¹ siê od innych populacji tego regionu,
gdy¿ charakteryzuje je wystêpowanie haplotypu „b” i du¿y udzia³ haplotypu „a”
(ryc. 1).

Geograficzne rozmieszczenie haplotypów w pochodzeniach sosny spalskiej
wskazuje na du¿¹ frekwencjê rzadkiego haplotypu „b” w populacjach obrze¿nych:
Brzeziny (453) i Be³chatów (651), oraz nieco mniejsz¹ frekwencê haplotypu „b” w
populacji Barycz (604) i dwóch populacjach wewn¹trz regionu 601: Smardzewice i
Spa³a (ryc. 1). Pozosta³e populacje brze¿ne dla tego regionu, tj. Przedbórz (603) i
W³oszczow¹ (658), cechuje brak wystêpowania haplotypu „b”, a w przypadku
populacji W³oszczowa równie¿ brak haplotypu „c”.
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Tabela 2. Frekwencje haplotypów genu nad1 w badanych drzewostanach sosny zwyczajnej
Table 2. Haplotype-frequencies of nad1 gene in studied Scots pine stands

Region
pochodzenia
Seed region

Nadleœnictwo
Forest District

Frekwencje haplotypów
Haplotype-frequencies h Nei

a b c d

205 Jedwabno 0,360 – 0,480 0,160 0,614

205 Nowe Ramuki 0,300 – 0,640 0,060 0,497

205 Wielbark 0,184 – 0,653 0,163 0,513

106 Kudypy 0,520 – 0,300 0,180 0,607

251 Wipsowo 0,775 0,020 0,184 0,020 0,364

401 Myszyniec 0,449 0,020 0,449 0,082 0,590

451 Nidzica 0,200 – 0,660 0,140 0,505

Razem Total 0,398 0,006 0,481 0,115 HT = 0,597

601 Przedbórz 0,640 – 0,340 0,020 0,474

601 Smardzewice 0,160 0,020 0,580 0,240 0,580

601 Spa³a 0,286 0,020 0,265 0,429 0,664

453 Brzeziny 0,440 0,060 0,440 0,060 0,606

603 W³oszczowa 0,918 – 0,082 – 0,348

604 Barycz 0,120 0,020 0,720 0,140 0,447

651 Be³chatów 0,286 0,082 0,306 0,326 0,711

Razem Total 0,386 0,029 0,412 0,173 HT = 0,650

Razem Total 0,392 0,017 0,447 0,144 GST = 0,626



3.3. Zró¿nicowanie genetyczne badanych drzewostanów

Analiza wspó³czynnika zmiennoœci wewn¹trzpopulacyjnej h (Nei, 1978) wy-
kaza³a, ¿e najwy¿sze zró¿nicowanie wewn¹trzpopulacyjne charakteryzuje popu-
lacjê Be³chatów (h = 0,711), a najni¿sze – populacjê W³oszczowa (h = 0,348). Obie
te populacje nale¿¹ do regionu sosny spalskiej, którego œrednia ca³kowita zmien-
noœæ wewn¹trzpopulacyjna HT wynosi 0,650 i jest wiêksza od ca³kowitej œredniej
zmiennoœci wewn¹trzpopulacyjnej dla sosny napiwodzko-ramuckiej (HT = 0,597).
Spoœród badanych drzewostanów sosny napiwodzko-ramuckiej, najwiêksz¹ zmien-
noœæ wewn¹trzpopulacyjn¹ odnotowano dla populacji Jedwabno (h = 0,614), a
najmniejsz¹ dla populacji Wipsowo (h = 0,364). Wspó³czynnik relatywnego zró¿-
nicowania genetycznego miêdzy wszystkimi populacjami jest wysoki i wynosi
GST = 0,626 (tab. 2).
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Ryc. 1. Frekwencje haplotypów „a”, „b”, „c” i „d” genu nad1 w badanych drzewostanach
sosny zwyczajnej
Fig. 1. The „a”, „b”, „c”, „d” haplotype-frequencies of nad1 gene in Scots pine studied stands



3.4. Charakterystyka filogenetyczna

Na podstawie dystansu genetycznego DN, obliczonego technik¹ UPGMA,
skonstruowano dendrogramy dla drzewostanów z dwóch badanych regionów so-
sny: napiwodzko-ramuckiej i spalskiej (ryc. 2 i 3).

Wœród badanych drzewostanów z regionu 205 wyró¿niono dwie grupy po-
pulacji spokrewnionych genetycznie. Do pierwszej grupy zaliczono Jedwabno,
Myszyniec i Kudypy, a do drugiej – Nidzicê, Wielbark i Nowe Ramuki. Obie grupy
dzieli dystans genetyczny DN = 0,101. Drzewostan Wipsowo oddziela wiêkszy
dystans genetyczny od pozosta³ych populacji z tego regionu (DN = 0,139) (ryc. 2).

Na podstawie analizy dystansu genetycznego (Nei 1978) dla badanych drze-
wostanów z regionu 601 i okolic mo¿na stwierdziæ, ¿e populacje Barycz, Smar-
dzewice, Be³chatów i Spa³a tworz¹ jedn¹ grupê drzewostanów spokrewnionych
genetycznie, podczas gdy Brzeziny, Przedbórz i W³oszczowa nale¿¹ do innej grupy
filogenetycznej (ryc. 2).

3.5. Korelacje zmiennoœci genetycznej z czynnikami klimatycznymi

Bior¹c pod uwagê geograficzne po³o¿enie badanych drzewostanów i panuj¹ce
w nich warunki klimatyczne zgodnie z „Leœn¹ regionalizacj¹ nasienn¹ dla nasion i
sadzonek w Polsce” (Za³êski i in. 2000), zbadano korelacjê miêdzy genotypem
populacji a œrednimi opadami rocznymi i œrednim okresem wegetacyjnym. Dla
badanych populacji w regionie 205 nie wykazano istotnej korelacji miêdzy wspó³-
czynnikiem zmiennoœci genetycznej h Nei a œrednim okresem wegetacyjnym (R2 =
0,277; F = 1,922; p = 0,22), œrednimi opadami rocznymi (R2 = 0,018; F = 0,093; p =
0,77) ani œredni¹ wysokoœci¹ nad poziomem morza (R2 = 0,025; F = 0,129; p =
0,73). Ten ostatni parametr przedstawiono w zestawieniu ze wspó³czynnikiem
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1. Jedwabno (205)

7. Kudypy (106)
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3. Wie lbark (205)

6. Nowe Ramuki (205)

2. Myszyniec (401)

0,139 0,101 0,062 0

2. Wipsowo (251)

Ryc. 2. Dendrogram odleg³oœci genetycz-
nych wg Nei (1978) dla drzewostanów
sosny zwyczajnej z regionu pochodzenia
205 i okolic. Cyframi oznaczono po-
szczególne drzewostany, a numery re-
gionów podano w nawiasach jak na ryc. 1.
Fig. 2. Dendrogram of genetic distances
(Nei 1978) among Scots pine stands from
the seed region 205 and the neighborhood.
Stand number and seed region numbers (in
brackets), as presented in Fig. 1.



zmiennoœci h Nei na rycinie 4. Dwie populacje (Myszyniec i Nidzica) po³o¿one na
œredniej wysokoœci 200 m n.p.m. nie ró¿ni¹ siê istotnie pod wzglêdem wartoœci
wspó³czynnika h od pozosta³ych populacji z regionu 205, po³o¿onych na 175 m
n.p.m.

Drzewostany z regionu 601 charakteryzowa³y siê wiêksz¹ korelacj¹ miêdzy
wspó³czynnikiem zmiennoœci genetycznej h Nei a œrednim okresem wegetacyjnym
(R2 = 0,416; F = 3,563; p = 0,11), œrednimi opadami rocznymi (R2 = 0,561; F = 6,381;
p = 0,05) oraz œredni¹ wysokoœci¹ nad poziomem morza (R2 = 0,386; F = 3,151;
p = 0,13). Najni¿ej po³o¿ona populacja Brzeziny, le¿¹ca 150 m n.p.m., ma zmien-
noœæ genetyczn¹ h Nei = 0,606, porównywaln¹ do zmiennoœci w populacjach
Przedbórz, Smardzewice, Spa³a i Be³chatów, po³o¿onych na wysokoœci 200 m
n.p.m. (ryc. 5). Dwie najwy¿ej po³o¿one populacje z regionu sosny spalskiej, tj.
W³oszczowa (250 m n.p.m) i Barycz (300 m n.p.m.), wykazuj¹ najni¿sze wspó³-
czynniki zmiennoœci genetycznej (odpowiednio h Nei = 0,348 i h Nei = 0,447).

4. DYSKUSJA

Charakterystyka genetyczna gatunków drzew leœnych dostarcza podstawo-
wych danych do wypracowania w przysz³oœci nowych modeli hodowli lasu
(Cha³upka 2003, Hamrick 2004, Kremer i Reviron 2004). Dok³adne poznanie
poziomu zró¿nicowania genetycznego sosny zwyczajnej w Polsce bêdzie mia³o
kluczowe znaczenie przy identyfikacji cennych genotypów, ich ochronie oraz
reintrodukcji w regionach poddanych antropopresji.

Badane drzewostany z regionu sosny napiwodzko-ramuckiej i spalskiej cha-
rakteryzuje zmiennoœæ wystêpowania czterech haplotypów „a”, „b”, „c” i „d” genu
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Ryc. 3. Dendrogram odleg³oœci gene-
tycznych wg Nei (1978) dla drzewosta-
nów sosny zwyczajnej z regionu pocho-
dzenia 601 i okolic. Cyfry oznaczaj¹ce
drzewostany i numery regionów (w
nawiasach) jak na ryc. 1.
Fig. 3. Dendrogram of genetic distances
(Nei 1978) among Scots pine stands from
the seed region 601 and the neighborhood.
Stand number and seed region numbers (in
brackets) as presented in Fig. 1.



nad1. Najczêœciej wystêpuj¹cym haplotypem w obu regionach jest haplotyp „c”
(44,7%), najrzadziej zaœ – haplotyp „b” (1,7%) (tab. 2). Populacje sosny na-
piwodzko-ramuckiej cechuje mniejsze zró¿nicowanie haplotypów w porównaniu z
populacjami sosny spalskiej, m.in. mniejszy jest w nich udzia³ rzadkiego haplotypu
„b”, który wynosi 0,6% w porównaniu do 2,9% u sosny spalskiej (tab. 2).
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Ryc. 5. Zmiennoœæ genetyczna h (Nei 1978) badanych drzewostanów sosny spalskiej RDLP
£ódŸ (regiony pochodzenia w nawiasach) oraz œrednia wysokoœæ n.p.m.
Fig. 5. Genetic diversity h (Nei 1978) and mean altitude of spalska Scots pine stands (seed regions in
brackets).

Ryc. 4. Zmiennoœæ genetyczna h (Nei 1978) badanych drzewostanów sosny napiwodzko-
ramuckiej RDLP Olsztyn (w nawiasach podano regiony pochodzenia) oraz œrednia wysokoœæ
n.p.m.
Fig. 4. Genetic diversity h (Nei 1978) and mean altitude of napiwodzko-ramucka Scots pine stands
(seed regions in brackets).



Dotychczasowe badania haplotypowej zmiennoœci mitochondrialnego DNA u
sosny wykaza³y wystêpowanie haplotypu „a” g³ównie w po³udniowo-zachodniej
Hiszpanii, Niemczech, Czechach oraz Szkocji (Soranzo i in. 2000). Udzia³ rzad-
kiego haplotypu genu nad1 by³, jak dot¹d, charakterystyczny g³ównie dla hisz-
pañskich populacji sosny zwyczajnej (Pireneje i wschodnie wybrze¿e Hiszpanii).
Poza populacjami hiszpañskimi tylko w jednej spoœród badanych przez Soranzo i
in. (2000) polskich populacji (leœnictwo Kubryk, Nadl. Mi³om³yn) wystêpowa³
haplotyp „b”. Niniejsze badania potwierdzi³y wystêpowanie rzadkiego haplotypu
„b” w polskich populacjach sosny zwyczajnej i dodatkowo wskaza³y na wy-
stêpowanie dwóch dodatkowych haplotypów „c” i „d”.

Analiza zró¿nicowania genetycznego badanych populacji sosny zwyczajnej
wykaza³a, ¿e populacje z regionu sosny spalskiej zlokalizowane w centrum Polski
charakteryzuje wiêkszy stopieñ zmiennoœci wewn¹trzpopulacyjnej (HT = 0,650)
ni¿ populacje sosny napiwodzko-ramuckiej, wystêpuj¹ce na pó³nocy Polski (HT =
0,597). Wysoki stopieñ zró¿nicowania genetycznego GST = 0,626 stwierdzony na
podstawie analiz STS w badanych populacjach sosny kontrastuje ze wzglêdnie
niskimi wartoœciami GST = 0,215 i HT = 0,262 otrzymanymi dla polskich populacji
sosny przy u¿yciu markerów RAPD (Nowakowska 2003).

Ró¿nice obserwowanych wartoœci wspó³czynników genetycznych HT i GST

mog¹ wynikaæ z odmiennego mechanizmu dziedziczenia markerów organellowych
(mitochondrialnych) i markerów DNA genomowego (RAPD). Markery mito-
chondrialne cechuje wiêkszy procent mutacji punktowych i szybsze tempo ich
powstawania ni¿ markery j¹drowe (Latta i in. 2001). Poniewa¿ DNA mitochon-
drialne nie podlega procesom rekombinacji i jest przekazywane z jednej generacji
do nastêpnej w nielicznych kopiach, przy równoczesnym braku zmiennoœci ge-
netycznej miêdzy potomstwem a drzewem matecznym, ró¿nice w strukturze DNA
mitochondrialnego maj¹ charakter sta³y na prze³omie pokoleñ (Latta i in. 2001).
Czynniki te sprawiaj¹, ¿e markery przekazywane matecznie wykazuj¹ wiêkszy
stopieñ zró¿nicowania genetycznego ni¿ markery j¹drowe, dziedziczone od obojga
rodziców (Hamrick 2004).

Wyniki analiz STS mog¹ byæ przydatne w okreœlaniu granic pochodzeñ sosny
w regionach 205 i 601 na podstawie zmiennoœci wykrytych haplotypów. Badane
drzewostany sosnowe w regionie sosny napiwodzko-ramuckiej wykaza³y du¿¹
jednorodnoœæ haplotypow¹ w regionach 106, 205, 401 i 451. Jedynie drzewostan
Wipsowo (region 251) stanowi odrêbn¹ pulê genow¹, gdy¿ dzieli go od innych
populacji najwiêkszy dystans genetyczny. Wed³ug obowi¹zuj¹cych zasad transferu
leœnego materia³u rozmno¿eniowego w regionie sosny napiwodzko-ramuckiej,
regiony 106, 205 i 401 objête s¹ zakazem sprowadzania materia³u rozmno¿e-
niowego z innych regionów (Rozporz¹dzenie Ministra Œrodowiska z dnia 19
kwietnia 2004 r. w sprawie wykorzystania pochodzenia leœnego materia³u roz-
mno¿eniowego poza regionem jego pochodzenia, Dz. U. 04, nr 84, poz. 791).
Niniejsze analizy STS potwierdzi³y mo¿liwoœæ przenoszenia leœnego materia³u
rozmno¿eniowego z badanych drzewostanów z regionów 106, 205 i 401 do
drzewostanu Nidzica (451). Zakaz transferu nasion z drzewostanów Kudypy (106),
Jedwabno (205), Nowe Ramuki (205) i Wielbark (205) do drzewostanu Wipsowo
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(251) wydaje siê byæ uzasadniony. W zwi¹zku z tym, ¿e populacje sosny na-
piwodzko-ramuckiej wykazuj¹ du¿e podobieñstwo haplotypów miêdzy sob¹, gra-
nice regionu 205 mog¹ byæ poszerzone o badane drzewostany z regionów 106, 401
i 451.

W regionie sosny spalskiej stwierdzono, ¿e granice regionu 601 mog¹ byæ
rozszerzone o s¹siaduj¹ce populacje: Barycz (604) i Be³chatów (651), gdy¿ maj¹
one podobne haplotypy genu nad1. Drzewostan Przedbórz (region 601) nie jest
genetycznie spokrewniony z innymi badanymi drzewostanami regionu 601 ze
wzglêdu na du¿y udzia³ haplotypu „a”. Poprzez du¿e podobieñstwo filogenetyczne
z drzewostanem W³oszczowa (603), drzewostan Przedbórz mo¿e byæ w³¹czony z
regionu pochodzenia 603. Mimo ograniczeñ transferu leœnego materia³u rozmno-
¿eniowego z innych regionów do regionu 601 wg Rozporz¹dzenia Ministra Œro-
dowiska z dnia 19 kwietnia 2004 r., wydaje siê mo¿liwe uwzglêdnienie transferu
materia³u do tego regionu z drzewostanów Barycz (604) i Be³chatów (651). Objête
ustaw¹ pozwolenie na transfer materia³u rozmno¿eniowego z regionu 601 (drze-
wostan Spa³a) i 651 (drzewostan Be³chatów) do regionu 453 (drzewostan Brze-
ziny) wydaje siê nieuzasadnione, bior¹c pod uwagê odrêbnoœæ filogenetyczn¹
badanych drzewostanów. Wytyczne transferu nasion obowi¹zuj¹ce w regionie
sosny spalskiej wydaj¹ siê s³uszne dla regionu 651 (drzewostan Be³chatów), do
którego mo¿na sprowadzaæ materia³ z drzewostanów Smardzewice (601) i Spa³a
(601).

Poniewa¿ niniejsze badania przeprowadzono na podstawie danych sekwencji
jednego z dwóch aktualnie dostêpnych genów mitochondrialnego DNA – nad1, w
przysz³oœci warto równie¿ rozszerzyæ analizy o zmiennoœæ drugiego mitochon-
drialnego genu cox1 (Sinclair i in. 1999, Newton i in. 1999).

W obu badanych regionach sosny nie wykryto istotnych korelacji miêdzy
wspó³czynnikiem zmiennoœci wewn¹trzpopulacyjnej (h Nei) a œrednim okresem
wegetacyjnym, œrednimi opadami rocznymi oraz wysokoœci¹ nad poziomem mo-
rza. Korelacje te by³y wy¿sze dla pochodzeñ sosny spalskiej ni¿ napiwodzko-
ramuckiej. Brak znacz¹cych powi¹zañ miêdzy markerami genetycznymi a czyn-
nikami œrodowiskowymi wynika prawdopodobnie z dynamiki procesu adaptacji,
jak¹ przesz³y populacje drzew leœnych zasiedlaj¹ce tereny o podobnych warunkach
siedliskowych, tj. zbli¿onym sk³adzie gleby, wysokoœci i d³ugoœci okresu
wegetacyjnego (Chybicki i Burczyk 2002, Kremer i in. 2002).

Zale¿noœæ miêdzy zmiennoœci¹ genetyczn¹ a œrodowiskiem w znacznej mierze
wynika z procesów dyspersji i przep³ywu genów miêdzy osobnikami tego samego
gatunku. W zale¿noœci od lokalizacji populacji (centralnej lub brze¿nej), pule
genowe mog¹ mieæ charakter jedno- lub niejednorodny, wynikaj¹cy z pe³nej lub
czêœciowej izolacji przep³ywu genów z jednej populacji do drugiej. Spoœród ba-
danych drzewostanów w dwóch regionach, region 205 charakteryzuje mniejszy
przep³yw mitochondrialnego genu nad1 (GST = 0,597) w porównaniu z w regionem
601, w którym przep³yw tego genu jest wiêkszy (GST = 0,626). Zatem badane
drzewostany sosny napiwodzko-ramuckiej charakteryzuje wiêksza jednorodnoœæ
haplotypów ni¿ bardziej zró¿nicowan¹ pulê genow¹ populacji z regionu sosny
spalskiej.
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Polskie populacje sosny zwyczajnej charakteryzuje wiêksze zró¿nicowanie
wewn¹trzpopulacyjne ni¿ pomiêdzy populacjami, co wskazywa³oby na swobodny
przep³yw genów miêdzy drzewostanami tego gatunku (Nowakowska 2003). Dobór
naturalny w obrêbie populacji utrzymuje wzglêdnie sta³¹ jakoœæ puli genetycznej,
przystosowanej do warunków panuj¹cych w danym regionie, a geograficzna izo-
lacja pewnej grupy osobników mo¿e prowadziæ do zawê¿enia puli genowej i
wzrostu homozygotycznoœci, co jest jednym z czynników powoduj¹cych wzrost
zró¿nicowania miêdzypopulacyjnego (Loveless i Hamrick 1984). Z drugiej strony,
przep³yw genów na dalekie odleg³oœci (nasiona i ziarna py³ku) jest jedn¹ z przy-
czyn zmniejszenia ró¿nic miêdzy populacjami drzew leœnych (Hamrick i in. 1992).
A zatem, zasady wyboru drzewostanów i pojedynczych drzew w ramach regionów
leœnego materia³u podstawowego powinny opieraæ siê na badaniach genetycznych
DNA, tak aby w pe³ni zidentyfikowaæ pulê genow¹ danej populacji, w odró¿nieniu
do populacji s¹siednich. Poznanie struktury genetycznej populacji na podstawie
markerów DNA mo¿e mieæ decyduj¹ce znaczenie w regionalizacji nasiennej,
hodowli leœnej oraz ekologii (Newton i in. 1999, Ratkiewicz i Borkowska 2002,
Hamrick 2004). Wyró¿nienie regionów pochodzenia leœnego materia³u rozmno-
¿eniowego na podstawie analizy DNA mo¿e stanowiæ wartoœciow¹ informacjê o
sk³adzie genetycznym populacji, np. w celu stworzenia optymalnych warunków
wykorzystania cennych zasobów genowych oraz zahamowania dop³ywu materia³u
rozmno¿eniowego gorszej jakoœci.

5. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Przeprowadzone badania wskazuj¹ na przydatnoœæ techniki STS do okreœlenia
zmiennoœci genetycznej oraz powi¹zañ filogenetycznych polskich populacji sosny
zwyczajnej w obrêbie regionu sosny napiwodzko-ramuckiej i spalskiej.

Stwierdzono, ¿e sosna zwyczajna pochodzenia napiwodzko-ramuckiego i
spalskiego ma cztery haplotypy „a”, „b”, „c” i „d” mitochondrialnego genu nad1.
Haplotyp „a” jest obecny we wszystkich badanych drzewostanach, haplotyp „b”
cechuje g³ównie drzewostany sosny spalskiej, haplotypy „c” i „d”, po raz pierwszy
wykryte w Polsce, wystêpuj¹ w obu regionach pochodzeñ.

Badane drzewostany sosny napiwodzko-ramuckiej cechuje mniejsze zró¿-
nicowanie haplotypów ni¿ drzewostany sosny spalskiej, m.in. poprzez mniejszy
udzia³ rzadkiego haplotypu „b”, odpowiednio: 0,6 i 2,9%.

Sosna spalska ma wiêksz¹ zmiennoœæ wewn¹trzpopulacyjn¹ (HT = 0,650) ni¿
sosna napiwodzko-ramucka (HT = 0,597). Ogólny poziom zró¿nicowania miêdzy-
populacyjnego dla badanych drzewostanów sosny jest wysoki (GST = 0,626).

Wiêksze zró¿nicowanie haplotypów nad1 w drzewostanach sosny spalskiej
wskazuje prawdopodobnie na wiêkszy przep³yw genów miêdzy populacjami sosny
z mikroregionu 601 do regionów s¹siednich, ni¿ to ma miejsce w regionie 205.
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Na podstawie mitochondrialnych markerów genu nad1 stwierdzono, ¿e gra-
nice regionu 205 mog¹ byæ poszerzone o analizowane drzewostany: Kudypy (106),
Myszyniec (401) i Nidzica (451), gdy¿ stanowi¹ one tê sam¹ pulê genetyczn¹ co
region pochodzenia 205. Niniejsze badania potwierdzi³y mo¿liwoœæ przenoszenia
leœnego materia³u rozmno¿eniowego z drzewostanów Kudypy (106), Jedwabno
(205), Nowe Ramuki (205), Wielbark (205) i Myszyniec (401) do drzewostanu
Nidzica (451). Transfer materia³u rozmno¿eniowego z drzewostanu Kudypy (106)
i badanych drzewostanów z regionu 205 do drzewostanu Wipsowo (251) nie jest
wskazany.

Granice regionu sosny spalskiej mog¹ byæ rozszerzone o drzewostany Barycz
(604) i Be³chatów (651). Drzewostan Przedbórz (601) przynale¿y filogenetycznie
do badanych drzewostanów z regionu 603 a nie z regionu 601. W regionie sosny
spalskiej mo¿liwe jest przenoszenie materia³u rozmno¿eniowego z drzewostanów
Barycz (604) i Be³chatów (651) do drzewostanów Smardzewice (601) i Spa³a (601)
oraz z drzewostanu W³oszczowa (603) do drzewostanu Przedbórz (601). Nie
wydaje siê wskazane przenoszenie materia³u rozmno¿eniowego z drzewostanów
Be³chatów (651), Smardzewice (601) i Spa³a (601) do drzewostanu Brzeziny (453).

Brak istotnych korelacji miêdzy wspó³czynnikiem zmiennoœci wewn¹trzpo-
pulacyjnej (h Nei) a warunkami œrodowiskowymi (œredni okres wegetacyjny,
œrednie opady roczne oraz wysokoœæ n.p.m.) wskazuje na brak powi¹zañ tych
czynników z haplotypow¹ zmiennoœci¹ genetyczn¹.

Przedstawione powinowactwo genetyczne zosta³o okreœlone w wyniku analiz
dotycz¹cych jednego genu i na podstawie wzglêdnie ma³ej liczby drzewostanów.
W celu dok³adnej weryfikacji zasobów genetycznych nale¿y przeprowadziæ ba-
dania z zastosowaniem wiêkszej liczby genów dla wiêkszej liczby drzewostanów w
regionie.
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GENETICAL VARIATION OF POLISH NAPIWODZKO-RAMUCKA
AND SPALSKA SCOTS PINE PROVENANCES DETERMINED
BY MITOCHONDRIAL DNA ANALYSES

Summary

The genetic variation of napiwodzko-ramucka (seed region 205) and spalska (seed region
601) Scots pine provenances were determined with sequence-tagged-site (STS) markers. The
mitochondrial DNA markers were used in order to check the accurateness of the seed region bor-
der lines, previously established for the transfer of the reproductive seed material in two seed re-
gions. The mitochondrial B/C intron of NADH dehydrogenase gene (nad1) was analyzed in
order to determine the genetic diversity level within and among studied stands, in comparison to
the stands surrounding the regions 205 and 601.

Four different haplotypes of nad1 gene („a”, „b”, „c” and „d”) were detected. The haplo-
types „c” and „d” were reported for the first time in Polish Scots pine stands and the presence of
the rare haplotype „b” was confirmed. Two studied regions presented different profile of haplo-
type-frequencies. Especially the spalska Scots pine provenance was characterized by higher hap-
lotype „b” frequency of nad1 gene (2.9%) compared to napiwodzko-ramucka pine (0.6%).
Higher genetic differentiation (HT = 0.650) was observed in the region 601, compared to HT =
0.597 found in the region 205. A relatively high degree of variation (overall GST about 62.5%)
characterized all studied stands and suggests an important human impact performed on these
stands in the past.

According to the genetic similarities analysis, the stands from the 205 region were charac-
terized by lower gene flow than the stands from the 601 region. The analysis of mitochondrial
nad1 gene variation showed two main gene pools in the napiwodzko-ramucka Scots pine: one
gene pool concerned the stands Jedwabno (205), Wielbark (205), Nowe Ramuki (205),
Myszyniec (401), Nidzica (451) and Kudypy (106), and another gene pool was presented by one
stand – Wipsowo (251). The borderlines of the 205 region could be then enlarged then with
Myszyniec (401), Nidzica (451) and Kudypy (106) stands. As far as the current transfer rules of
the plant reproductive material are considered, the seed transfer from the studied stands of re-
gions 106, 205 and 401 to the Nidzica stand (451) is justified by STS marker analysis. Because
of differences in gene pool, the transfer of seed material from studied stands of 106 and 205 re-
gions to the stand Wipsowo (251) is not advised.

Spalska Scots pine has higher haplotype diversity assessed with nad1 gene because of a
large proportion of population-specific haplotypes scored in seed region 601. It can indicate pos-
sibility of changes in previously established borderlines for the 601 region. The region area may
be enlarged with two stands: Barycz (604) and Be³chatów (651) because they belong to the gene
pool of region 601. The Przedbórz stand of the 601seed region which has high similarities with
the neighbouring stand W³oszczowa (603), may by transferred to the seed region 603. The STS
analysis confirmed the distinctiveness of the Brzeziny (453) stand comparing to the other stands
in the region 601. The seed transfer from the region 601 to the stand Be³chatów (651) is in respect
with the seed transfer rules previously established but the transfer of the seed material from
stands of the regions 601 and 651 to the stand Brzeziny (453) should not be advised.

Based on STS data, no evidence of correlation between genetic diversity level and environ-
mental factors (i.e. mean vegetation period per year, mean precipitations and mean altitude) were
detected.

The large genetic diversity revealed with STS markers among studied pine stands in Poland
indicates a possible usefulness of mitochondrial markers to determine distinct gene pools of
P. sylvestris and may bring new information for conservation and breeding purposes.
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