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Czy na plantacjach nasiennych zawe¢zamy zmiennos¢ genetyczna? Proba odpowiedzi
na podstawie analiz mikrosatelitarnego DNA szczepow rosnacych na plantacji nasiennej sosny
zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) z NadleSnictwa Susz

Are we narrowing genetic variability in seed orchards? An attempt to answer,
based on the analysis of microsatellite DNA of grafts growing in Scots pine (Pinus sylvestris L.)
seed orchard in the Forest District Susz
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Abstract. Scots pine (Pinus sylvestris L.) is the most common species in Poland’s forest stands. The mode of pine stands renovation
requires that silviculture practitioners have continuous access to seed banks. Orchard-grown seeds are predicted to constitute an
increasingly larger part of the average demand for pine seeds in Poland. Seed orchards, due to a limited number of maternal trees as
well as the irregularity of their blooming and pollination, enhance the risk of genetic diversity reduction in planted forest stands. This
is of particular importance in the context of dynamic climate change. Markers based on microsatellite DNA fragments are effective
tools for monitoring genetic variability. In the present study, three different microsatellite DNA fragments were used: SPAC 12.5,
SPAG 7.14 and SPAC 11.4. The main objective of this research was to study genetic variability in one of the biggest seed orchards
in Poland, located in the Forest District Susz. The obtained results indicated heterozygosity loss within the orchard, proving the
existence of specimen selection effects on genetic variability. Hence, it seems quite important to take account of molecular genetic

variability of maternal trees in future breeding strategies.
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1. Wstep

Sosna zwyczajna (Pinus sylvestris L.) nalezy do podsta-
wowych gatunkow lasotworczych w Polsce. Wedtug ,,Ra-
portu o stanie lasow w Polsce na rok 20117 (CILP 2012)
zajmuje ona 59,9% powierzchni le$nej wszystkich form
wlasnosci. Zgodnie z wiedzg z zakresu ekologii i hodowli
sosny przypuszcza si¢, ze dla gatunku w najblizszych dzie-
siecioleciach material sadzeniowy bedzie gldwnie pocho-
dzit ze szkoétek lesnych. Dla gospodarki le$nej oznacza to
potrzebg stalego dostgpu do bazy nasiennej, ktora stanowia
obecnie w 88% drzewostany znanego pochodzenia (daw-
niej: gospodarcze drzewostany nasienne), w 6% drzewosta-
ny wyselekcjonowane (dawniej: wylaczone drzewostany
nasienne) i w 6% plantacje nasienne pochodzenia genera-
tywnego i wegetatywnego (Plantacje nasienne w Lasach
Panstwowych — stan obecny i perspektywy” dane niepubli-
kowane DGLP).

Rozwoj nasiennictwa w Polsce przewiduje zwigksze-
nie wykorzystania nasion z plantacji nasiennych. Z tego
zrodta planuje si¢ pozyskaé do 40% ogdlnego zapotrze-
bowania na nasiona (Chalupka et al. 2010). Tendencja ta
wynika m.in. z przestanek rynkowych zwiazanych z pro-
gnozowanym zwigkszeniem popytu na surowiec drzewny.
Omawiany wzrost zapotrzebowania jest jednak sprzeczny
z szeroko pojeta ekologizacja gospodarki leénej, uwzgled-
niajaca m.in. ochron¢ konserwatorska siedlisk lesnych.
Dlatego nalezy dazy¢ do uzyskania wzrostu intensywnosci
produkcji surowca drzewnego, na zmniejszonym obszarze
drzewostanow gospodarczych. Warunek wyzszej produkcji
na mniejszym terenie ma szans¢ zosta¢ spetniony, gdy po-
kolenie potomne drzewostanu bedzie poprzez proces selek-
cji w wigkszos$ci dziedziczyto cechy pozadane gospodarczo.
Ulepszone genetycznie nasiona pozyskuje si¢ z plantacji na-
siennych, a miarg opisujaca efektywnos¢ tego procesu jest
zysk genetyczny. Przyktadowo w Szwecji uzyskiwany zysk
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genetyczny w drzewostanach wyhodowanych z nasion po-
chodzacych z plantacji nasiennych trzeciej generacji wynosi
25% (Almqvist 2013).

Proces selekcji prowadzonej na plantacjach nasiennych,
poza pozytywnym z punktu widzenia hodowcy zyskiem ge-
netycznym, wprowadza i negatywne aspekty. Jako gltoéwny
nalezy wymieni¢ ograniczenie liczby osobnikéw pokole-
nia matecznego, co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do
erozji genetycznej w pokoleniu potomnym i obnizenia pla-
stycznosci drzewostanéw powstatych z nasion zebranych
z plantacji. Niektorzy autorzy, jak: Koski (1980, 1982),
Lindgren i Matheson (1986), Burczyk (1998), Kang (2001),
za mozliwa przyczyn¢ zmniejszania zmiennosci genetycz-
nej na plantacjach uwazaja zbyt mata liczbe genotypdow i ich
nierdwnomierny udzial w tworzeniu pokolenia potomnego.
Poza tym przy wyborze drzew stanowigcych pokolenie
mateczne decydujaca rolg odgrywaja obecnie cechy feno-
typowe. Nie ma natomiast informacji dotyczacych inten-
sywnosci kwitnienia i pylenia poszczegélnych osobnikdéw
oraz ich wartosci genetycznej (White et. al 1993; Gomory
et. al 2000). Brak powyzszych danych moze by¢ przyczyng
niespetnienia postulatu panmiksji na plantacjach, o czym
pisali m.in. Friedman i Adams (1981).

W celu zachowania zmienno$ci genetycznej plantacje
nasienne w Polsce zaktada si¢ z minimum 40 klonow dla
sosny i1 $wierka, a 30 klonéw dla pozostalych gatunkow.
Teoretycznie hodowcey przyjmuja, ze wszystkie posadzone
ro§liny uczestnicza w procesie rozmnazania generatywne-
go. Postulat ten jest jednak nierealny, dlatego tez na calym
Swiecie trwajg intensywne prace badawcze dotyczace okre-
$lenia minimalnej liczby osobnikéw na plantacjach w celu
zachowania zmiennos$ci genetycznej przysztych populacji.
Olsson i Lindgren (2001) rekomendujg zaktadanie nowych
plantacji nasiennych z 20-30 klonéw. McKeand i in. (2003)

wspominaja o plantacjach nasiennych zatozonych jedynie
z 5-10 klonéw. Zagadnienie to studiowano takze w Kolum-
bii Brytyjskiej (Stoehr, El-Kassaby 1997), gdzie obliczono,
ze uzycie wigkszej od siedmiu liczby klonow, mierzonej
miarg efektywnej liczby klondw, jest wystarczajaca wiel-
kosciag populacji do uzyskania akceptowanej zmiennosci
genetycznej.

Wedlug Stoehr i El-Kassaby (1997) prowadzone prace
przynosza zamierzony efekt i plantacje nasienne zmniejszaja
zmienno$¢ genetyczng w akceptowanym i kontrolowanym
zakresie. Przyktadowo El-Kassaby i Benowicz (2000) opisali
wyzsza efektywna liczbe alleli na plantacjach nasiennych niz
w populacjach naturalnych (tab. 1). Podobne wyniki otrzy-
mano dla sosny przy poréwnaniu zmienno$ci genetycznej
plantacji nasiennych z drzewostanami naturalnymi (Mathe-
son, Lindgren 1985; Kosinska et al. 2007).

Ponadto na plantacjach nasiennych, podobnie jak w doj-
rzatych drzewostanach sosnowych, czgsto obserwuje si¢
wzrost poziomu heterozygotycznosci. O tym zjawisku pi-
sali m.in. Prus-Glowacki i Nowak-Bzowy (1992). Tenden-
cje te thumaczy si¢ eliminacja, wraz z wiekiem populacji,
osobnikow homozygotycznych powstatych na skutek sa-
mozaptodnienia lub zaptodnienia blisko spokrewnionych
osobnikow. Burczyk (1998) stwierdzil ponadto ujemne
wartosci wspotczynnika wsobnosci w populacji potomne;j,
powstatej z nasion pozyskanych z plantacji nasiennych.
Wynik ten $wiadczy o przewadze krzyzowania nie krewnia-
czego, ktore Burczyk (1998) uwaza za efekt specyficznego
rozmieszczenia klondw na plantacji oraz zmiennosci w fe-
nologii kwitnienia.

W $wietle tych danych powstaje pytanie, czy zmienno$é
genetyczna na plantacjach nasiennych jest istotnie zawe¢zana.
Odpowiedz na postawiong hipoteze badawcza mozna uzy-
ska¢, wykorzystujac zmienno§¢ markeréw molekularnych.

Tabela 1. Poréwnanie parametréw zmiennosci genetycznej pomiedzy populacja: naturalna, hodowlana, hodowlana pierwszej i drugiej

generacji dla daglezji zielonej (El-Kassby, Ritland 1995)

Table 1. Comparison of genetic variability parameters between Douglas fir natural population and breeding population (1% and 2™ generation)

(El-Kassaby, Ritland 1995)

Populacja Procent polimorﬁczny-ch loFi Liczba alleli na locus Heterozyg.otycznoéc'
. Percent of polymorphic loci oczekiwana
Population Number of alleles per locus .
(%) Expected heterozygosity
D t tural
rzewostan naturalny 53 2,14 0.171
Natural stand
Populacja hodowl
opt e ocowtana 65 250 0,176
Breeding population
Populacja hodowlana
L .
seneracit 63 2.8 0,172
Breeding population
1% generation
Populacja hodowlana
2. .
generacji 56 2,25 0,163

Breeding population
2" generation
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Niestety niewiele jest opracowan na temat zmienno$ci ge-
netycznej polskich plantacji nasiennych na podstawie mar-
keréw DNA. Nieliczne znane autorowi badania to rozprawy
doktorskie Trojankiewicz (2006) i Cieslewicza (2009). Zatem
prezentowane wyniki sg cennym uzupelieniem wiedzy
dotyczacej potencjalnego zawezenia zmiennosci genetycznej
na skutek selekcji fenotypowe;.

Celem badan bylo okreslenie poziomu zmiennosci gene-
tycznej drzew matecznych sosny zwyczajnej, tworzacych
plantacj¢ nasienng w Nadles$nictwie Susz. Otrzymane wyniki
pozwolg m.in. da¢ odpowiedz na pytanie: jaki wptyw na pulg
gendw i parametry zmienno$ci genetycznej plantacji nasien-
nej ma wybor ograniczonej liczby roslin tworzacych pokole-
nie mateczne.

2. Materialy i metodyka
Material roslinny

Materiatem roslinnym wykorzystanym w badaniach byly
igly zebrane wczesng wiosng 2011 roku z plantacji nasien-
nej im. doc. S. Kocieckiego w Nadles$nictwie Susz, zlokali-
zowanej w Krainie Baltyckiej. Plantacja powstala w latach
1977-1985 na powierzchni 32,25 ha, w jej ramach zalozono
30 kwater, w ktorych rozmieszczono 175 klonow. Wybrany

Tabela 2. Wykaz badanych drzew matecznych
Table 2. List of examined maternal trees

do badan materiat roslinny pozwolil opisa¢ zmienno$¢ ge-
netyczng 117 klonéw drzew matecznych. Analizy genetycz-
ne przeprowadzono jedynie na genotypach, ktore zostaty
pozytywnie zweryfikowane z genotypem drzewa mateczne-
go rosngcego w terenie. Wybrane drzewa mateczne pocho-
dzily z pigciu nadlesnictw: Jagietek, Susz, Stare Jabtonki,
Mitomtyn, Kudypy (tab. 2).

Badane markery mikrosatelitarnego DNA

W badaniach wykorzystano trzy polimorficzne systemy
mikrosatelitarnego DNA: SPAC 12.5, SPAG 7.14 i SPAC
11.4 (Sorenzo et al. 1998). W celu przeprowadzenia ana-
liz wyekstrahowano catkowite DNA z zebranego materiatu
ros$linnego. Do wykonania ekstrakcji wykorzystano komer-
cyjny zestaw do izolacji A&A Biotechnology. Wydajnos¢
ekstrakcji weryfikowano w 1% zelu agarozowym za pomo-
ca skanera GelDoc™Xr+ z programem ImageLab 4.0 firmy
BioRad. Uzupetniajaca metoda weryfikacji jakosci materia-
tu genetycznego byta absorbcja fali §wietlnej 260 1 280 nm.
Pomiary wykonano, wykorzystujac urzadzenie NanoDrop
ND 1000.

W nast¢gpnym etapie, stosujac tancuchowa reakcje po-
limerazy (PCR), namnozono wybrane markery mikrosa-
telitarnego DNA. W reakcji PCR wykorzystano: 12,5ul

Nr drzewa IBL Rok uznania Nadlesnictwo Le$nictwo Oddzial
FRI Ref. No. Year of confirmation Forest district Forest division Compartment

335 1970 Mitomtyn Sarni Dot 96g
336 1970 Mitomtyn Sarni Dot 100b
337 1970 Mitomtyn Sarni D6t 100a
339 1970 Mitomtyn Sarni Dot 100b
341 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 57¢g
342 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 57¢g
344 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 57¢g
345 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 78¢c
347 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
348 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
349 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
350 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 101d
351 1970 Mitomtyn Taborz 94c
352 1970 Mitomtyn Przyladek 132b
353 1970 Mitomtyn Przyladek 132b
354 1970 Mitomtyn Przyladek 132b
359 1970 Mitomtyn Perskie 7d
360 1970 Mitomtyn Perskie 8b
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Nr drzewa IBL Rok uznania Nadles$nictwo Les$nictwo Oddzial
FRI Ref. No. Year of confirmation Forest district Forest division Compartment
361 1970 Mitomtyn Perskie 8b
362 1970 Mitomtyn Zakatek 105¢
364 1970 Mitomtyn Zakatek 106¢
365 1970 Mitomtyn Zakatek 106¢
366 1970 Mitomtyn Zakatek 106¢
367 1970 Stare Jabtonki Biale Blota 254b
1311 1970 Stare Jabtonki Biale Blota 254b
1316 1974 Mitomtyn Baginsko 132a
1317 1974 Mitomtyn Jeziory 85n
1318 1974 Mitomtyn Jeziory 85n
1319 1974 Mitomtyn Jeziory 85n
1320 1974 Mitomtyn Zakatek 146k
1321 1974 Mitomtyn Zakatek 146k
1322 1974 Mitomtyn Zakatek 146k
1323 1974 Mitomtyn Zakatek 106¢
1324 1974 Mitomtyn Sarni Dot 100b
1325 1974 Mitomtyn Taborz 94c
1326 1974 Mitomtyn Taboérz 94c
1695 1975 Mitomtyn Taborz 70d
1697 1975 Stare Jabtonki Perkunicha 101d
1698 1975 Stare Jabtonki Perkunicha 100f
1699 1975 Stare Jabtonki Perkunicha 801
1705 1975 Stare Jabtonki Gasiory 243a
1708 1975 Kudypy Stary Dwor 293¢
1713 1975 Kudypy Zelazowice 468d
1714 1975 Kudypy Zelazowice 468d
1715 1975 Kudypy Zelazowice 468g
1716 1975 Kudypy Zelazowice 468¢g
1717 1975 Kudypy Zelazowice 468¢g
1718 1975 Kudypy Zelazowice 480a
1719 1975 Kudypy Zelazowice 480a
1720 1975 Kudypy Zelazowice 488h
1721 1975 Kudypy Zelazowice 488h
1725 1975 Kudypy Zelazowice 468d
2118 1976 Susz Michatowo 18d
2127 1975 Kudypy Stara Gora 287h
2128 1976 Kudypy Stary Dwor 293¢
2130 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 78¢c
2131 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 78¢c

2133 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 78¢
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Nr drzewa IBL Rok uznania Nadle$nictwo Les$nictwo Oddzial
FRI Ref. No. Year of confirmation Forest district Forest division Compartment

2135 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
2136 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
2137 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 571
2138 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2139 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2140 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2141 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2142 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2143 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2144 1976 Stare Jabtonki Draby 150h
2145 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2147 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2148 1976 Stare Jabtonki Draby 159m
2149 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2151 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2152 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2153 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2154 1976 Stare Jabtonki Draby 160c
2155 1976 Stare Jabtonki Draby 160c
2156 1976 Stare Jabtonki Draby 160c
2157 1976 Stare Jabtonki Draby 187a
2158 1976 Kudypy Zelazowice 480c
2159 1976 Kudypy Stara Gora 310d
2161 1976 Mitomtyn Przemystawow 138f
2165 1976 Mitomtyn Zakatek 106h
2166 1976 Mitomtyn Zakatek 106h
2167 1976 Mitomtyn Zakatek 106h
2168 1976 Mitomtyn Zakatek 108d
2169 1976 Mitomtyn Perskie Ta
2170 1976 Mitomtyn Perskie 27¢c
2171 1976 Mitomtyn Perskie 7a
2172 1976 Mitomtyn Perskie 28a
2173 1976 Mitomtyn Perskie 28a
2174 1976 Mitomtyn Jeziory 85n
2201 1976 Kudypy Stary Dwor 360a
2202 1976 Kudypy Stary Dwor 346b
2204 1976 Stare Jabtonki Draby 150a
2205 1976 Stare Jabtonki Draby 150a
2207 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2208 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
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Nr drzewa IBL Rok uznania Nadle$nictwo Les$nictwo Oddzial
FRI Ref. No. Year of confirmation Forest district Forest division Compartment
2210 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2211 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2212 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2213 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2214 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2215 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2222 1976 Jagietek Jagietek 358¢
2223 1976 Jagietek Jagietek 358¢
2224 1976 Jagietek Jagietek 358¢
2225 1976 Jagietek Jagietek 358¢
2226 1976 Jagietek Jagietek 358¢
2227 1976 Stare Jabtonki Ostrowin 296¢g
2228 1976 Stare Jabtonki Gasiory 2811
2229 1976 Stare Jabtonki Gasiory 281f
2230 1976 Stare Jabtonki Gasiory 281f
2232 1976 Stare Jabtonki Gasiory 243a
2233 1976 Stare Jabtonki Gasiory 243a
2234 1976 Stare Jabtonki Gasiory 243a
2235 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 77d

mieszaniny 2xPCR MixPlus Hight GC (Taq DNA polime-
raza 0,1 U/ul, MgCl12 4mM, dNTPs 0,5mM, odczynniki
podwyzszajace specyficznos¢ reakeji) (A& A Biotechnolo-
gy), startery znakowane fluoroscencyjnie o stezeniu SpM
SPAG 7.14 (1 pl), SPAC 12.5 (1 pl), SPAC 11.4 (1 pl)
(SigmaAldricht) oraz DNA matrycowe o stezeniu konco-
wym 20 ng/ul (1 pl).

Mieszaning umieszczono w termocyklerze Eppendorf Ma-
stercykler eGradientS zaprogramowanym na 40 cykli (Soran-
zo et al. 1998). Cykl obejmowat trzy etapy: denaturacje 92°C
(60 s), anneling 56°C (60 s), elongacje 72°C (60 s). Wstepna
denaturacja odbywata si¢ w 94°C (5 min), a finatlowa clon-
gacja w 70°C (7 min). Wydajno$¢ PCR weryfikowano w 2%
zelu agarozowym za pomocg skanera GelDoc™Xr+ w progra-
mie ImageLab 4.0 firmy BioRad.

Proby rozdzielono na sekwenatorze kapilarnym Beckman
Coulter, a produkty reakcji archiwizowano za pomocg progra-
mu CEQ™B800. Elektroforezg kapilarng wykonano w polime-
rze LPA I, wykorzystujac standard dtugosci Frag I. Uzyskane
warto$ci pogrupowano w klasy alleli z doktadnoscig do jed-

nej pary zasad (pz.).
Analizy statystyczne

W celu obliczenia parametrow zmienno$ci genetycz-
nej plantacji nasiennej postuzono si¢ programami kom-

puterowymi ,,PopGen” 32 (Yeh et al. 2000) i GeneAlEx
6.1 (Peakall, Smouse 2006). Analiza danych pozwoli-
ta obliczy¢, m.in.: heterozygotycznos¢ obserwowanag
i oczekiwana, efektywna liczbe alleli, liczbe loci poli-
morficznych, stan réwnowagi Hardy’ego-Weiberga oraz
wspotczynniki wsobno$ci Wrighta (F). Przy ocenie wplywu
alleli zerowych (null) na parametry genetyczne wykorzysta-
no programy Cervus 3.0.7 (Marshal 2014) i Micro Checker
(van Oosterhout et al. 2005)

3. Wyniki

Plantacje nasienng badano pod katem wyst¢powania
alleli trzech loci. Dla locus SPAC 12.5 otrzymano 29 wa-
riantow dlugosci DNA od 117 do 205 pz., dla SPAG 7.14 —
26 alleli o dtugosci od 173 do 237 pz., natomiast dla SPAC
11.4 — 14 alleli o dtugosci od 132 do 159 pz.

Wsrdéd badanych osobnikéw najliczniejszym allelem dla
SPAC 12.5 byt allel o dtugosci 149 pz., dla SPAG 7.14 — allel
o dlugosci 207 pz., a dla SPAC 11.4 — allel o dlugosci 139 pz.
Dla wszystkich loci okre$lono allele najrzadziej wystepuja-
ce, tzn. z frekwencja ponizej 1%. I tak dla locus SPAC 12.5
opisano 5 alleli z frekwencja ponizej 1% o dtugosci: 117 pz.,
121 pz., 125 pz., 195 pz., 205 pz., dla locus SPAG 7.14 — 1
allel o dlugosci 178 pz. i dla SPAC 11.4 — 2 allele o dlugosci
132 pz. 1134 pz. (ryc. 1).
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Rycina 1. Frekwencja alleli na plantacji nasiennej w Nadlesnictwie Susz dla 3 badanych loci
Figure 1. The allele frequency in the Forest District Susz seed orchard at 3 loci examined

Wszystkie zastosowane w badaniach loci byty polimor-
ficzne, dzigki temu wartosci prawdopodobienstwa identycz-
nosci (P,,=6,59E-07) i prawdopodobiefistwa identycznosci
pomigdzy osobnikami spokrewnionymi (P, ,=0,024) po-
zwolily na przypisanie genotypu szczepu do genotypu drze-
wa matecznego.

Analizowane w pracy markery w dwoch loci (SPAC 12.5
1 SPAG 7.14), z trzech analizowanych, odbiegaly na podstawie
testu chi kwadrat (p<0,001) od rownowagi Hardy’ego-Weinber-
ga. Dlawymienionych loci wspoétczynnik wsobnosci byt dodatni
1 wyniost odpowiednio dla SPAC 12.5 — 0,054, natomiast dla
SPAC 7.14 — 0,196, przy czym S$rednio dla catej populacji
— F=0,097.

Dla analizowanych locus wykonano test istotnosci wpty-
wu alleli zerowych (null) na otrzymane wyniki. I tak dla loci
SPAC 12.5 1 SPAG 7.14 allele zerowe nie wptyngly istotnie
na otrzymany wynik, natomiast dla locus SPAC 11.4 zauwa-
zono ich istotny wptyw (P<0,001).

Na badanej plantacji nasiennej efektywna liczba alleli
wynosita $rednio 15,67, przy czym dla poszczegblnych loci
ksztattowata si¢ nastepujaco: SPAC 12.5 —20,15; SPAG 7.14
— 18,46; SPAC 11.4 — 8,41. Najwigksza r6znice procentowa
(0,4) pomiedzy obserwowang liczba alleli, a efektywng licz-
ba alleli wykazano dla locus SPAC 11.4.

Dla wszystkich loci odnotowano mniejsze wartosci hete-
rozygotyczno$ci obserwowanej (F) od oczekiwanej (H), tj.
dla locus SPAC 12.5 - H,= 0,95, H = 0,89; dla locus SPAG
7.14-H_ =0,94, H =0,76; a dla locus SPAC 11.4 - H = 0,88
H,=0,84.

4. Dyskusja

Wykorzystane w niniejszej pracy mikrosatelitarne DNA jest
jednym z najpowszechniejszych i najprecyzyjniejszych narze-
dzi badawczych wykorzystywanych przy ustalaniu genotypu
drzew lesnych (Nowakowska etal. 2014). W prezentowanej pu-
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blikacji zastosowano trzy zmienne loci dzigki czemu przypisa-
no genotyp szczepu do genotypu drzewa matecznego. Ten etap
zwany weryfikacyjnymjestniezbednym elementem zwigzanym
z opisaniem zmienno$ci genetycznej na takich obiektach jak
plantacje nasienne. Podobne badania przeprowadzone w Eu-
ropie wykazuja, ze na plantacjach nasiennych btedy sadze-
nia siegaja Srednio 27% (Gomory, Paule 1993; Gomory et al.
2000). Wielkos¢ ta prawdopodobnie jest zblizona do biedu
sadzenia na polskich plantacjach nasiennych (Burczyk et al.
2000; Cieslewicz 2009; Przybylski 2012). W konsekwencji
obce dla plantacji genotypy wnosza do niej obce allele, ktore
sztucznie zawyzaja poziom zmiennosci genetycznej, co unie-
mozliwia prawidlowe wnioskowanie. W prezentowanych
badaniach wykluczono obce genotypy, a analizie poddano
pozytywnie zweryfikowany zestaw klonow.

Badana plantacja nasienna nalezy do jednych z najwigk-
szych w Polsce, w jej ramach rozmieszczono klony 175
drzew matecznych. Jest to znacznie wigcej niz przewiduja
wytyczne dotyczace zaktadania plantacji nasiennych sosny
w Polsce. Przepisy wymagaja bowiem, aby plantacja nasien-
na sosny sktadala si¢ z genotypow minimum 40 roslin. Autor
publikacji opisat genotyp 117 drzew matecznych, co umozli-
wia ocen¢ wplywu selekeji fenotypowej na zmienno$¢ gene-
tyczng. Otrzymane wyniki potwierdzaja wysoki polimorfizm
badanych markeréw mikrosatelitarnego DNA. W badaniach
stwierdzono wystepowanie 29 alleli dla SPAC 12.51 26 alleli
dla SPAC 7.14, sa to liczby zblizone do wynikéw otrzyma-
nych przez Trojankiewicz (2006) i Cie$lewicza (2009). Dla
trzeciego z badanych locus — Spac 11.4 — wykazano mniejsza
liczbe alleli (14), jednakze jego polimorfizm wydaje si¢ by¢
wystarczajacy do rekomendacji locus Spac 11.4 w celach we-
ryfikacyji innych plantacji nasiennych. Aktualnie stosowane
w Polsce systemy weryfikacyjne wykorzystuja najczesciej
oprocz loci SPAC 12.5 1 SPAG 7.14 loci z grupy PtTx: 3025,
3107, 3116, 4001, sa to jednak fragmenty DNA wykazujace
mniejszg zmiennos$¢ niz rekomendowany w niniejszej publi-
kacji locus SPAC 11.4.

Przeprowadzone analizy statystyczne wykazaly na ba-
danej plantacji nasiennej brak rownowagi genetycznej dla
loci SPAC 12.5 i SPAG 7.14. Jest to zjawisko rzadkie
w populacjach drzew lesnych, bowiem swobodny prze-
ptyw pytku pomigdzy populacjami sprzyja utrzymaniu row-
nowagi Hardy’ego-Weinberga. Uwaza si¢, ze otrzymany
wynik potwierdza wptyw selekcji fenotypowej na strukture
genetyczng plantacji. Podobne wyniki otrzymano w bada-
niach przeprowadzonych na plantacji nasiennej w Zdrojowe;j
Gorze (Cieslewicz 2009), gdzie w przypadku dwoch loci
zaobserwowano istotne odchylenia od stanu rownowagi ge-
netycznej. W prezentowanych badaniach i badaniach Ciesle-
wicza (2009) opisano dodatkowo wysokie dodatnie wartosci
wspoélczynnika wsobnosci. Wynik ten $wiadczy o przewa-
dze w populacji homozygot. Cieslewicz (2009) uwazal, ze
przyczyna zaobserwowanego zjawiska jest obecno$¢ alleli
zerowych (null), ktére uniemozliwiaja odrdznienie homo-
zygoty od heterozygoty (Callen et al. 1993). Frekwencje
alleli null w populacjach drzew Scotti i in. (2000) szacuja
na 20%. W prezentowanych badaniach wykluczono jednak

ich wptyw, poniewaz wykonane testy istotnosci miaty war-
to$¢ ujemna, co w zasadzie wyklucza istotno$¢ alleli null na
otrzymany wynik. Z tego wzgledu autor uwaza, ze przyczyna
zwigkszonej frekwencji homozygot na badanej plantacji na-
siennej jest proces selekcji. Samo zjawisko wsobnosci jest
czesto spotykane w przyrodzie. W ten sposob faworyzowane
sa allele odpowiedzialne za genetycznie korzystne cechy ada-
ptacyjne (Whitlock 2002). Mozliwe jest natomiast, ze samo
zwigkszenie homozygotycznosci na plantacjach nie wplywa
na poziom zmienno$ci pokolenia potomnego, o czym §wiad-
cza wyniki Burczyka (1998).

Plantacje nasienne sosny, jako koncowe ogniwo pro-
wadzonej przez Lasy Panstwowe hodowli selekcyjnej
(Kowalczyk 2012), musza sktada¢ si¢ z minimum 40 nie-
spokrewnionych ro$lin. Wyniki dotychczasowych badan
potwierdzaja, ze liczba ta powinna by¢ wystarczajaca
w celu zachowania réznorodno$ci genetycznej (Gulberg et
al. 1985; Mejnartowicz, Bergmann 1985; Paule, Mrazikova
1990; Burczyk 1990; Burczyk et al. 2000). Nalezy jednak
pamigtac, ze sosna jest gatunkiem charakteryzujacym si¢
wysoka zmiennoscig genetyczng (Wang et al. 1991; Prus-
Glowacki, Bernard 1994; Dzialuk, Burczyk 2002; Kosinska
et al. 2007; Nowakowska 2010), na co znaczny wptyw ma
jej sposoéb rozmnazania, w ktorym dominuje zaptodnienie
krzyzowe (Dzialuk 2004; Wasilewska et al. 2005), oraz
przeptyw genoéw pomiedzy populacjami (Dzialuk, Burczyk
2005). Obostrzenia wynikajace z zasad zaktadania plantacji
nasiennych, np. izolacja od zrédet obcego pytku, sa przy-
czyna naukowej dyskusji dotyczacej potencjalnego zmniej-
szania zmiennosci genetycznej. Jest to duze zagrozenie przy
dynamicznie zmieniajacych si¢ warunkach klimatycznych.
Poréwnanie otrzymanych wynikow z drzewostanami wy-
selekcjonowanymi przez Nowakowska (2007) potwierdza
wyzsze wartosci wspolczynnika wsobnosci na badanej
plantacji nasiennej w poréwnaniu do drzewostanow wyse-
lekcjonowanych. W $wietle otrzymanych wynikéw sadzi
si¢, ze prowadzona selekcja fenotypowa wplywa na obnize-
nie zmiennos$ci genetycznej pokolenia matecznego, co jest
sprzeczne z wczesniej prowadzonymi badaniami (Paule,
Mrazikova 1990; El-Kassaby, Benowicz 2000). Za przyczyng
wykazanych réznic wnioskow badawczych autor podejrze-
wa nie wyeliminowanie w poprzednich badaniach bledow
sadzenia z obliczen zmienno$ci genetycznej. Zmniejszenie
wskaznikow zmienno$ci genetycznej na plantacjach na-
siennych jest bowiem zjawiskiem oczekiwanym i bezpo-
srednio wynikajacym z idei prac selekcyjnych. Wazne jest
natomiast, aby w kolejnych etapach prac hodowlanych stale
monitorowa¢ zmiennos¢ molekularng pokolen potomnych
w celu minimalizacji ryzyka hodowlanego.

5. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan sformulowano
nastepujace wnioski:

1. Zmienno$¢ genetyczna wyrazana poziomem heterozy-
gotycznosci obserwowanej jest zawezona na badanej plan-
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tacji nasiennej, co $wiadczy o efektywnosci prowadzonej
selekcji fenotypowe;.

2. W kolejnych etapach prac selekcyjnych nalezy uwzgled-
ni¢ zmienno$¢ na poziomie molekularnym w planowaniu
przestrzennym plantacji nasiennych.

3. Markery mikrosatelitarnego DNA (SPAC 12.5, SPAG
7.14, SPAC 11.4) sg przydatne w weryfikacji i okreslaniu
zmiennosci genetycznej plantacji nasiennych.

4. Btedy na plantacjach nasiennych sg elementem istotnie
wplywajacym na pulg alleli.
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