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Markery izoenzymowe w badaniach
nad zroznicowaniem genetycznym
populacji drzew lesnych
Cze¢sé 1. Technika i zakres zastosowarn

Isoenzyme Markers in Investigations of Forest Tree Genetics Diversity.
Part I. Technics and Uses

Wstep

Izozymy s3 to r6zne formy molekularne enzyméw homologicznych, wywodzace si¢ z
genetycznie uwarunkowanych réznic w strukturze pierwszorzgdowej. Struktura ta
okreslona jest proporcja i kolejnoscia aminokwaséw w larficuchu polipeptydowym utrwa-
lona przez kowalencyjne wiazania peptydowe. Dla wigkszosci do tej pory przebadanych
gatunkéw drzew lesnych stwierdzono, ze izozymy skladaja si¢ z od 325 do 700 r_cszt
aminokwasowych (§rednio 425), a kodujacy je laricuch DNA osiaga dlugosé kilku tysiecy
zasad [1].

Réznice genetyczne polegaja na obecnosci na chromosomach homologicznych v‘v1elu loci
genowych oraz r6znych alleli dla danego enzymu. Allozymy sa r6znymi formami enzymu
w przypadku, kiedy sktad polipeptydéw jest determinowany przez rézne allele tego samego
locus, natomiast struktura izozyméw (izoenzyméw) jest determinowana przez wigcej niz
Jeden locus [3]. W wiegkszosci pozycji literatury oba typy enzymév.v okre§lane sa og6lnie
jako izozymy, czesto réwniez uzywany jest termin izoenzymy alleliczne [4].

Réznorodno$€ izozym6éw wynika zatem z istnienia polimorficznych loci 1 zmiennosci
genetycznej.

Poszczegdlne izozymy katalizuja te sama reakcje w m_‘gan%zmie, ale ré6znia sie funkcjonal-
nie pod wzgledem regulacji czynnosci enzymatycznej, to jest:

(0 powinowactwa do substratéw i kofaktoréw (czyli substancji wspétdziatajacych w
danej reakcji enzymatycznej);
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specyficznosci substratowej;

dziatania efektoréw allosterycznych (substancji modyfikujacych aktywnos¢ enzy-
mu przez zmiang konformacji biatka enzymatycznego w obrebie centrum aktyw-

nego);

QQ

(1 lokalizacji wewnatrzkomérkowej;
(J czasu syntezy w czasie réznicowania.

Rézne izozymy wykazuja optimum swojej aktywnosci katalitycznej w odmiennych warun-
kach; stad tez moga by¢ aktywowane przez rosline w réznych organach, w ré6znych stadiach
rozwoju, czy tez w réznych siedliskach. Polimorfizm enzym6w ujawnia si¢ czgsto na
poziomie wewnatrzgatunkowym, a W biologii populacyjnej izozymy wykorzystuje si¢ do
rozpoznawania pojedynczych klonéw oraz jako Zrédto informacji na temat genetycznych
réznic miedzypopulacyjnych. Badanie poliformizmu izoenzymow wnosi duzy wkiad w
srozumienie 1 mozliwo$é opisania genetycznej struktury populacji, szczeg6lnie drzew
iglastych, ktére posiadaja tatwe do izolacji tkanki haploidalne (makrogametofit, endosper-
ma czyli bielmo pierwotne) stanowiace niezbedny materiat do analiz genetycznych. Dla
doktadnosci wynikéw mozna uzywac kilku markerow izoenzymowych réwnoczesnie.
Istotne jest aby badac enzymy heterogeniczne, ktére kodowane sa przez poliformiczne loci,
co oznacza, ze w obrebie jednego gatunku przejawiaja si¢ w réznej liczbie i typach loci
genowych (np. esterazy, peroksydazy, fosfatazy, aminopeptydazy) [1]. Doskonatym mate-
rialem do analiz biochemicznych sa nasiona, gdyz zawieraja oprocz haploidalnej tkanki
megagaetofitu takze diploidalne zarodki bedace materialem dla badai poréwnawczych
pomigdzy pokoleniem rodzicielskim 1 potomnym. Analiza genetyczna potomstwa powsta-
lego z kontrolowanego zapylenia krzyzowego umozliwia okreslenie sposobu dziedziczenia
(odziedziczalnosci) izozymu

Uzyteczno$é izozyméw jako markeréw biochemiczno-genetycznych wynika z tego 1Z:
(3 saniezalezne od czynnikéw sSrodowiska zewnetrznego;
(0 s stabilne ontogenetycznie;

O obydwa allele w jednakowym stopniu decyduja 0 zdolnosci do wytwarzania
okreslonego izozymu to znaczy, ze w heterozygocie wystgpuja oba typy bialek

charakte}'yzuj acych formy rodzicielskie. Zjawisko to okre§la si¢ jako kodominacja
lub wspétdominowanie;

lr(ogdzialu izozyméw mozna dokonaé za pomoca technik elektroforetycznych,
tore sa l.)arqa_) \ngodne ze wzgledu na to, Ze mozna przeprowadzad serie analiz
dysponujac juz niewielka iloScig prébki.

Stosowane techniki

Powszechnie stosowana technika do rozdziatu czasteczek izozyméw jest elektroforeza.

P;ple(lratfdo elektroforezy na zelu skrobiowym (SGE) przedstawia ryc. 1 [5]. Zjawisko
elektroforezy polega na wedréwce w polu elektrycznym czasteczek obdarzonych tadun-
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RYC. 1. Schemat naczynia do elektroforezy slabowej; I — komora gérna wypetniona buforem, 2 — komora
dolna z buforem, 3 — uszczelka, 4 — ptytki szklane ze spolimeryzowanym zelem wcisnigte w uszczelke,
5, 6 — elektrody z drutu platynowego, 7 — miejsce nalozenia prébki [4]

kiem elektrycznym. Czasteczki te sa rozpuszczone lub zawieszone w roztworze elektrolitu.
Elektrolit, ktérym jest bufor o okreslonym pH, nasyca no$nik czyli zel.

W zaleznosci od wypadkowego tadunku powierzchniowego, naladowane czasteczki moga
si¢ poruszaé pod wptywem pola elektrycznego w kierunku elektrody o tadunku przeciwnym
niz tadunek czasteczki (anody lub katody). Wypadkowy tadunek danej czasteczki jest
zdeterminowany przede wszystkim przez stgzenie jonow H" w roztworze i moze byc
modyfikowany przez oddzialywaniaz drobnoczasteczkowymi jonami lub makromolekuta-
mi buforu.

Szybkos$é ruchu czgsteczek podczas elektroforezy zalezy od:

(3 réznicy potencjatéw migdzy elektrodami;
(3 oporu srodowiska (lepkosci);

(3 stezenia elektrolitéw §rodowiska, pH, temperatury.
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Najbardziej istotne dla analiz biochemicznych sa zaleznosci istniejace pomigdzy prcdk.o-
$cia ruchu czasteczki, a jej molekularnymi parametrami, to jest: tadunkiem czgsteczki i
wielkoscia czasteczki.

Réznice ruchliwosci sa bowiem podstawa analitycznych i preparatywnych rozdzialéw
substancji technikami elektroforetycznymi. W zaleznosci od rodzaju rozdzielanego 1zozy-
mu wybiera si¢ najbardziej optymalna sposréd trzech podstawowych technik elektrofore-
tycznych [6]. Najczesciej stosowana jest elektroforeza na zelu skrobiowym (SGE ang.
starch gel electrophoresis). Technika ta pozwala na rozdzial bialek nie tylko na skutek
réznic w ruchliwosci elektroforetycznej, ale réwniez réznic w wielkosci czasteczek na
zasadzie saczenia molekularnego. W tym celu przeprowadza si¢ cz¢sciowa hydrolizg skrobi

w taki sposdb, aby uzyskac stopien specznienia ziaren umozliwiajacy ich dziatanie jako
sita molekularnego.

Druga czesto stosowana w biochemii metoda jest elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
(PAGE ang poliacrylamid gel electrophoresis). Reakcja polimeryzacji akrylamidu z czyn-
nikiem sieciujacym daje w efekcie zel o porowatej strukturze. W zaleznosci od stezenia
sktadnikéw uzytych do polimeryzacji mozna osiagnaé rézne rozmiary poréw w zelu. Latwo

jesi;1 w‘ilzc uzyskac gradient zelu poliakrylamidowego, stad wysoka zdolnos¢ rozdzielcza tej
techniki.

Inna technika jest ogniskowanie izoelektryczne (IEF ang. isoelectric focusing). Elektrofo-
rez¢ prowadzi si¢ w srodowisku o trwalym gradiencie pH utworzonym pomigdzy anoda i
kaFoda. Czasteczki amfoteryczne poddane elektroforezie zatrzymuja si¢ w momencie gdy
0s1agna strefe¢ gradientu o pH réwnym wartosci punktu izoelektrycznego tych czasteczek,

Fj. gdy ich wypadkowy ladunek wyniesie 0. Zatem czasteczki o jednakowym punkcie
1zoelektrycznym gromadza sie razem.

Po zakc?ncz.emu rozdziatu zele utrwala sie, a nastepnie stosujac specjalne techniki barwne,
uzyskuje sie obraz elektroforetycznego r

- ozdzialu bialek i g
prazkéw na zelu tzw. elektroforogram ina ¥ postaci okreslonego ukladu

! ek czej zymogram. Techniki wizualizacii otrzyma-
nych zymograméw sg rézne dla 16znych izoenzyméw [6]. : ’

Interpretacja genetyczna

I“tefpretaCja genetyczna el
ektroforetyczne 3 !
parametréw genetycznych takich jakB:{ B0 0brazu prazi6w na zelu polega na okresleniu

D . .
Procent polimorficznych locj w Populacji i czestos¢ alleli
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bielma 15 drzew §wierka (Picea abies L.). Kazde drzewo reprezentowane jest

RYC. 2. Zymogram z
przez dwie prébki (7]

W zaleznosci od badanego locus obserwuje si¢ duze zréznicowanie czestosci alleli. Na

przyktad u Picea abies K. esterazy kodowane s3 przez cztery loci, co na zymogramie
uzyskanym z bielma widoczne jest w postaci czterech oddzielnych regionéw oznaczonych

jako A, B, C, D. Poszczeg6lne prazki w kazdym z regionéw odpowiadaja r6znym allelom
danego locus genowego (ryc. 2) [7].

Obecna na prawie wszystkich zymogramach kombinacja prazkéw Al A3 wskazuje na
§ciste polaczenie tego ukiadu alleli na chromosomie, O 0Znacza, 7e dziedziczone sa jako
jedna jednostka. Gdy potaczenie zostanie przypadkowo przerwane przez crossing OVer,
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wéwczas pojawia si¢ biatkowy produkt innego genu, a ilustruje to uklad prazkéw AlA4
(ryc. 2). Czestos¢ alleli obliczamy ze wzoru:

_1
P=L
gdzie:
p — czestosc allels;
1 — liczba loci poliformicznych;
L — liczba loci analizowanych.

Badajac kilka populacji oblicza si¢ §rednia czgstos¢ alleli w danym locus.

[ Heterozygotycznosé obserwowana w danym locus jest cecha populacji, ktéra
mozna obliczy¢ z czestosci alleli. Okresla ja formuta:

2
Hopp=1- Di
gdzie:
Hob — heterozygotycznos¢ obserwowana,;
Pi — czestosC i-tego allelu w danym locus.

Srednia heterozygotyczno$éé w locus jest suma Hop z wszystkich analizowanych loci,
wiacznie z loci monomorficznymi, gdzie Hop=0.

Wspéiczynnik hetero“zy gotycznosci jest to proporcja heterozygot w okreslonej populacji w
stosunku do proporcji przewidywanej przy zatozeniu réwnowagi Hardego-Weinberga [9].

Heter(?zygotycznoéc’ obserwowana w populacji poréwnuje sie z heterozygotycznoscia
oczekiwang. Parametry te nie r6znig si¢ istotnie, jezeli zgodnie z prawem Hardego-Wein-

berga w duzej, panmiktycznej populacji frekwencja genéw i genotypdw jest stala z
pokolenia na pokolenie.

Wedtug Nei’a heterozygotycznosc oczekiwana okresla sie wzorem:

He=1-3j-pf  [7,8)

Réinic.:f;e pomiedzy Hop i He $wiadcza o nielosowym kojarzeniu gamet, migracji, mutacii,
selekcji lub dryfie genetycznym [7].

Z hetero.z_ygotycgnoécia wiaze si¢ zjawisko obciazenia genetycznego genami letalnymi. W
populacji drzew iglastych wystepuje niewielka liczba (5-10) genéw letalnych dziatajacych

drastycznie [2]. Dzi i 5 2 . "
gotacil.zme[ ]. Dzialanie gen6éw letalnych jest niwelowane lub pomniejszone w heterozy-

(3 Indeks wsobnosci Wri i :
o ghta jest wzgledna miara zmia y )
sci w populacjach. 4 zmlan poziomu heterozygotyczno

Hop
F=1--—2
n, 89
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Wsp6iczynnik wsobnosci oznacza wzgledne zmniejszenie si¢ heterozygotycznosci w gru-
pie wybranych losowo osobnikéw okre$lonej populacji, wywotane kojarzeniem wsp6lnym

[10]. W przypadku petnej heterozygotycznosci F=0, natomiast gdy populacja jest w petni
homozygotyczna F=1.

(0 Réznice genetyczne, czyli: indeks podobieristwa genetycznego (1dentycznosé
genetyczna) okre§lamy wzorem:

D>, Pix-Pjy

I= 1 N > [7, 8]
E[ZPH +2. Py ]
gdzie:
Pjx — frekwencja fenotypu j w populaciji x;
Pjy — frekwencja fenotypu j w populaciji y.

Dystans genetyczny (odlegtos¢ genetyczna) opisujemy za pomocg réwnania:
D=N1-1 [8,9]

Dwie populacje osiagaja wspétczynnik podobieristwaréwny 1, adystans genetyczny réwny
0, gdy obie maja wszystkie allele i ich czestosci identyczne.

Aby okresli¢ sposéb dziedziczenia (odziedziczalnosci) izozymu, analizuje si¢ potomstwo
powstate z kontrolowanego zapylenia krzyzowego w obrebie badanych populacji. W
interpretacji wynikéw odrzuca si¢ zymogramy, na ktérych pojawiaja si¢ prazki nie wyste-
pujace u zadnego z rodzic6w, gdyz te osobniki potomne powstaly prawdopodobnie w
wyniku niekontrolowanego zapylenia.

Przy zastosowaniu kryterium x2 mozna stwierdzié czy izozymy dziedziczone sa zgodnie z
prawami Mendla [7].

Metoda rzadko wystepujacych alleli mozna oszacowaé przeplyw genéw ha plantacjach
nasiennych, wsobnos¢ pozyskiwanych nasion, a takze oceni¢ potomstwo drzew doboro-
wych. W poréwnaniu z drzewostanami naturalnymi na plantacjach nasiennych zwykle
obserwuje si¢ nadmiar heterozygot oraz duze zanieczyszczenia puli pytku pytkiem z poza
plantacji, procent drzew wsobnych ulega zmniejszeniu wraz z wiekiem drzewostanu [2].

W podsumowaniu raz jeszcze nalezy podkre§lié, iz izozymy (warianty er‘lzym.owg) sa
konsekwencja zmiennosci genowej, czyli istnieniu r6znych alleli, co w osobniku diploidal-
nym wyraza si¢ albo homozygota (jednolite allele), albo heterozygota (dwa rézne allele).
Niektére locie genowe sa polimorficzne, to znaczy, ze wigcej niz jeden allel przypada na
locus.

Ocena struktury genetycznej drzew leSnych

Polimorfizm genowy na poziomie populacji wyraza si¢ w istnieniu okreslonych Proporcji
réznych izozyméw. Proporcje te zmieniaja si¢ w zaleznosci od proceséw selekcyjnych.
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Na podstawie przeprowadzonych badan z zakresu genetyki populacyjnej wiadomo, ze
gatunki o szerokim zasiggu wystepowania (np. Picea abies K., Pinus sylvestris L., Fagus
sylvaticaL.) cechuje wigksze zré6znicowanie genetyczne wewnatrzgatunkowe i wewnatrz-
populacyjne, natomiast wykazuja mniej zmienno$ci pomigdzy populacjami [1]. Izoenzy-
mowa analiza populacji pozwala na wyselekcjonowanie najlepiej przystosowanych form
do danego regionu. Zmienno$¢ genetyczna jest niezbedna dla utrzymania dtugookresowej
stabilnosci ekosystemu lesnego. Stopien zréznicowania genetycznego determinuje zdol-
no§¢ populacji drzew do adaptacji do zmiennych warunkéw srodowiska. Wiasnosci przy-
stosowawcze okreslonych populacji przejawiaja si¢ w réznicach, jakie wykazuja w do-
$wiadczeniach proweniencyjnych. Polimorfizm genetyczny jest zjawiskiem przystoso-
wawczym przede wszystkim dlatego, ze wigksza réznorodno$é genetyczna umozliwia
lepsze wykorzystanie §rodowiska i utrzymanie homeostazy. Cecha ta nabiera istotnego
znaczenia w obliczu nasilajacej si¢ antropopresji, a wigc zanieczyszczenia srodowiska
przez emisje przemyslowe, wprowadzanie upraw monokulturowych, karczunek, fawory-
zowanie okreslonych proweniencji, wzglednie typéw hodowlanych.

Izoenzymowa analize drzewostanu wykorzystuje si¢ do badania zmian struktury genetycz-
nej w populacji roslin wystepujacych w srodowisku skazonym emisjami przemystowymi
fluorkéw i SO,. Stwierdzono, ze w badanych populacjach pula genéw i genotypéw ulega
zuboien.iu w poréwnaniu z populacjami tych samych gatunkéw wystgpujacych poza
terenami emisji.

W zwiaz}qg z postepujacym skazeniem srodowiska i zagrozeniem niektérych gatunkow
przez emisje przemystowe, konieczna jest ochrona ich puli genowej. Informacje uzyskane
z.badania polimorfizmu genetycznego populacji metodami izoenzymowymi wykorzystuje
si¢ w strategii zachowania zasobéw genetycznych gatunkéw oraz utrzymaniu zdolnosci
adaptacyjnej populacji drzew lesnych do wciaz zmieniajacych sie warunkéw srodowiska.

Ponadto posiadane dane dotyczace wielu polimorficznych loci umozliwiaja rozpoczgcie

sporz.adzgn.ia map chromosomowych, co otwiera nowe mozliwosci i perspektywy rozwoju
w dziedzinie genetyki drzew le$nych.

Z Zaktadu Nasiennictwa Szkétkarstwa i Selekcji Drzew Lesnych
Wydziatu Lesnego Akademii Rolniczej w Krakowie
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