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Comparison of the species indicates that generally Q. petraea grows more slowly than
Q. robur in young age but the differences disappear around age 40. Q. robur has straighter
stems than Q. petraea. The latter flushes earlier in spring and therefore is more endangered
by late frosts, but it also terminates autumn growth and leaf fall earlier and is more resistant
to snow and winter colds. Q. petraea also has a greater tendency for Lamma’s growth and
more adventitious shoots on their stems.

Various progeny trials, almost exclusively based on half-sib seed collections from plus
trees, indicate that heritabilites (Table 7) are high for spring flushing date, survival, growth
traits, stem straightness, wood density and leaf traits, but low for crown shapes, wood tech-
nological traits, abundance of coppice and adventitious shoots and volume increments.
Where comparisons are available there are no differences in heritabilities between the two
species. It appears that tree improvement through individual and progeny selection is likely
to yield positive results more readily than through provenance comparisons.

LEON MEJNARTOWICZ

7.2. GENETYKA BIOCHEMICZNA

Wyniki badafi z zakresu genetyki biochemicznej w znacznym stopniu
wplynely na wyjasnienie statusu systematycznego i ekologicznego oraz struktury
genetycznej populacji dwoch najwazniejszych gatunkow debow europejskich,
debu szyputkowego (Quercus robur L. synonim Q. pedunculata EHRH.) i bezszy-
putkowego [Quercus petraca (MATT.) LIEBL.], a takze innych, potudniowoeuro-
pejskich gatunkéw — debu omszonego (Quercus pubescens WILLD.), wyste-
pujacego takze na jednym stanowisku w Polsce, hiszpafiskiego debu Quercus toza
BosC. i debu korkowego (Quercus suber L.) (JIMENEZ i in. 1999).

Nie znaleziono istotnych danych z wczesniejszych badan z zakresu genetyki
biochemicznej debow europejskich. Dopiero ostatnie dziesigciolecie dostarczyto
wiele nowych informacji w tym zakresie. Wiaze si¢ to z podjeciem komplekso-
wych migdzynarodowych badan genetycznych nad debami, o zasiggu ogdlnoeu-
ropejskim. Zamieranie drzewostanéw dgbowych w Europie zmusito liczne ze-
spoly genetykéw do podjecia prac dotyczacych ochrony ekosystemoéw z udziatem
debow, a takze do podjecia badan nad struktura genetyczng, zmiennoscia i roz-
norodnoscia genetyczna populacji dgbdéw. Deby odgrywaja bowiem bardzo
wazna role w niezwykle diugowiecznych ekosystemach leSnych. Dlugowieczno$é
debow wiaze si¢ z ich fenotypowa plastycznoscia i wielka zmiennoScia gene-
tyczna. Na podstawie badan markeréw izoenzymowych i DNA chloroplastowego
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DuUCOUSSO i wsp. (1997) sadza, ze zakres rozpoznanej zmienno$¢ genetycznej u
debow nalezy do najwickszej wsrdd dotychczas poznanej u drzew.

W aktualnie wykonywanych badaniach genetycznych debow stosuje si¢ szereg
najnowszych metod. Analizowane sa molekularne markery genetyczne — DNA
oraz markery izoenzymowe i biatka ogo6lnego. Istotng role odegralo tez przygoto-
wanie na wielkg skalg, specjalnie dla tych badan, kontrolowanych mieszafncow
wewnatrz- i migdzygatunkowych. Wyniki tych badan wpltynely w znacznym stop-
niu na aktualne poglady na taksonomi¢ rodzaju Quercus.

Dotychczasowa analiza zmiennoSci genetycznej krajowych debdw w znacznej
mierze reprezentowana jest przez doSwiadczenia porownawcze rdznych popula-
cji, czyli doSwiadczenia proweniencyjne. Dotycza one gtdwnie poznania zmien-
nosci morfologicznej i fizjologicznej cech majacych zwigzek z produktywnoscia
drzewostanéw debowych (patrz rozdz. 7.1). Wszystkie cechy analizowane w bada-
niach proweniencyjnych sa kodowane przez wiele gendw, czyli sa cechami polige-
nicznymi, jak na przyktad odporno$¢ na mroz, fazy fenologiczne, wrazliwos$¢ na
maczniaka i inne grzyby. Podlegaja one w znacznym stopniu oddziatywaniu §ro-
dowiska i tym zasadniczo rdznig si¢ od markeréw genowych i markerow DNA.

Zupelnie inne zalozenia lezg u podstaw analizy genéw markerowych — enzy-
mowych lub markeréw otrzymanych z bezpoSredniego trawienia DNA, czy tez in-
nych markeréw biochemicznych, odnoszacych si¢ zwykle do wtdérnych metaboli-
tow, jak terpeny czy fenole. Wiele ograniczen, jakie winny mie¢ dobre markery
molekularne, oméwiono w pracy MULLERA-STARCKA i ZIEHE'GO (1991). Geny
markerowe s3 z reguly cechami jednogenowymi, o charakterze dziedziczenia do-
minujacym, kodominujacym lub recesywnym. Analiza genetyczna takich cech w
materiale diploidalnym i poliploidalnym stwarza trudnosci w badaniach ro$lin
okrytozalgzkowych, do ktdrych zaliczamy deby. Aby pokonac te trudnosci, wyko-
nuje si¢ kontrolowane zapylenia wewnatrz- i mi¢dzygatunkowe w celu otrzyma-
nia mieszancOw rodzicow o znanych genotypach.

W genetyce biochemicznej stosuje si¢ wiele bardzo specyficznych terminow,
okreslen i skrotow, ktdrych liczba, wraz z rozwojem metod analitycznych, wciaz
ro$nie. Ponizej przedstawiamy niektdre podstawowe pojecia majace zwiazek z
genetyka biochemiczna.

7.2.1. PODSTAWOWE POJECIA GENETYCZNE

Obok badanh enzymoéw, genetyka biochemiczna zajmuje si¢ rdwniez analiza
biafek innego typu (np. strukturalnych) oraz zwiazkow fenolowych, cukrowcow, a
w genetyce debow szczegdlne zainteresowanie budza bezposrednie no$niki infor-
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macji genetycznej, jakimi sa DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy, i RNA — kwas
rybonukleinowy. Sa one zawarte w jadrze komdrkowym, chloroplastach i w mito-
chondriach. Markery DNA, podobnie jak markery genowe, aby mogly by¢ wyko-
rzystane w analizie genetycznej, musza wystepowaé w formie alleliczne;j.

Ogromne organizmy, jakimi sa drzewa, skladaja si¢ z bilionéw komorek, kto-
re pochodza od jednej zaptodnionej komoérki — zygoty. Oznacza to, ze zawiera
ona informacj¢ genetyczna ojcowska, przekazang przez pylek, i mateczna, za-
wartg w komorce jajowej, oraz ze ma zdolnos$¢ doktadnego przekazywania tej in-
formacji tysiacom komorek nastepnych generacji. W zaptodnionej komorce jajo-
wej — zygocie, znajduje si¢ informacja dotyczaca wzrostu, rozwoju, rozmnazania
si¢ i rowniez, jak si¢ ostatnio okazalo, Smierci organizmu. Jest to niezwykla
wlasciwo$¢ zywej komorki — zdolnos$¢ precyzyjnego przekazywania cech dzie-
dzicznych kolejnym pokoleniom komoérek. Wystepujace niekiedy zmiany w se-
kwencji nukleotydéw w DNA nazywamy mutacjami.

Material genetyczny u organizméw eukariotycznych, czyli takich, w ktérych
komorki zawieraja jadra komoérkowe otoczone bfonami, utozony jest liniowo w
skomplikowane struktury zwane chromosomami, zawierajacymi obok DNA i
RNA, kwasne i zasadowe biatka — histony. Wszystkie drzewa naleza do eukariota.
Ich chromosomy zawieraja tysiace razy wigcej DNA niz niezawierajace jadra ko-
morkowego organizmy prokariotyczne, do ktorych naleza wirusy i bakterie. Zwy-
kle, cho¢ nie zawsze, im wicksza komplikacja organizmu, tym wigcej DNA znaj-
duje si¢ w jadrze komorkowym. Cata informacja genetyczna organizmu znajduje
si¢ w genomie. Jest to haploidalny (pojedynczy) zespdt chromosoméw, ktory u
kazdego gatunku debu skiada si¢ z 12 chromosoméw (n=12). Komorki soma-
tyczne debow sa diploidalne, czyli wystepuja w nich dwa genomy, zawierajace
tacznie 24 chromosomy (2n=24). Dla poréwnania, genom cziowieka zawiera 23
chromosomy (tzn. w komorkach somatycznych cztowieka wystepuje 46chromo -
somow), a u slynnej muszki owocowej znajdujemy jedynie 4 chromosomy, co
przesadzilto o jej wielkim znaczeniu dla podstawowych badan genetycznych.

Z definicji zatem wynika, ze w komorkach somatycznych organizmu diplo-
idalnego znajduja si¢ zawsze dwa genomy — jeden zespol chromosoméw po-
chodzacy od ojca (u drzew przekazywany przez pytek) i drugi od matki (przekazy-
wany przez komorke jajowa).

Prawie wszystkie nasze drzewa lesne sa diploidami. U poliploidéw gamety za-
wieraja polowe liczby chromosoméw znajdujacych sie w komodrkach somatycz-
nych. Poliploidy wystepuja bardzo rzadko. Spotykamy je wylacznie wsrdd krajo-
wych drzew liSciastych: na przyklad niektore osiki sg triploidalne, brzoza omszo-
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na (4n = 56) i jawor (4n = 52) sa tetraploidami, a cz¢$¢ wierzb jest poliploidalna.
Poliploidy nie zawsze rdznia si¢ zewnetrznie od diploidow.

Zewnetrzny wyglad organizmu lub cechy (wysokos¢, grubosé, pokrdj, barwa,
itp.) nazywamy fenotypem. Organizmy o tym samym skiadzie genetycznym moga
roznié si¢ zewnetrznie, to znaczy mie€ rdzne fenotypy, bowiem fenotyp jest suma
wspoéldzialania czynnikéw Srodowiskowych i genetycznych. Réwniez osobniki o
jednakowych fenotypach moga mie¢ rézne genotypy. Cala selekcja i hodowla
drzew opierala si¢ dotychczas na ocenie wartosci fenotypowej. Pojecie genotypu,
jakkolwiek powszechnie uzywane w genetyce, jest niejednoznaczne. Ma ono
przynajmniej trzy znaczenia. Moze oznaczac:

— calkowity zespol gendw znajdujacych sie w organizmie;

— zbidr alleli danego locus lub kilku badanych loci;

— grupe organizméw posiadajacych identyczna budowe genetyczna.

W literaturze genetycznej mozemy tez spotkac okreslenie genotypu jako:
,,Opis genetycznej zawartosci organizmu”.

Genotyp moze by¢ okreslony na podstawie krzyzowania dwoch osobnikow,
czyli tak jak to robit tworca genetyki —- GRZEGORZ MENDEL. Metoda ta zostata
zastosowana rowniez, na wielka skale, w genetyce debow. Formy rodzicielskie i
potomstwo sa nastepnie poddawane bezposredniej analizie DNA lub jego pro-
duktéw w postaci izoenzymow.

Fundamentalnym pojeciem w genetyce, od ktérego pochodzi nazwa tej dzie-
dziny nauki, jest gen. Jest to jednostka dziedziczenia wyrazona liniowym
uktadem nukleotydéw w DNA lub RNA, okreSlajaca, dzigki zawartej informacji
genetycznej, kolejno$¢ aminokwaséw w polipeptydzie lub nukleotydéow w
czasteczkach RNA. Przyjmuje si¢, ze geny zajmuja okreSlona pozycje w chromo-
somie, nazywang locus genu. W wyniku dziatania czynnikéw zewnetrznych, lecz
takze i wewnetrznych, moze dochodzi¢ do zmian w strukturach DNA (mutacji),
w wyniku czego powstaja rézne formy danego genu nazywane allelami.

Bardzo wielka czg¢$¢, bo ponad 90%, DNA u eukariota jest ,,bezsensowna”, to
znaczy taki DNA nie niesie zadnej informacji. Odwrotnie u prokariota — zaledwie
10% stanowi DNA bezsensowny. Taki DNA nosi tez nazwe ,,Smieciowego” albo
»pasozytniczego, samolubnego DNA”. U czlowieka stanowi on az 97% calego
DNA. Bezsensowny DNA zawiera bledy w kodzie genetycznym, moze by¢ nie
przepisywany i moze mie¢ sekwencje zasad powtdrzone nawet setki i tysiace razy
w genomie. Ostatnio odkryto pewne funkcje DNA bezsensownego w komorce.
Niekodujace fragmenty DNA mimo wszystko s3 uzyteczne w badaniach zmien-
noSci wewnatrz- i miedzygatunkowej. Nie nalezy myli¢ wielu kopii jednego genu z
pojeciem poligenu.
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Zmienno$¢ genetyczna cech iloSciowych, wywotana réwnoczesna segregacja
wielu genéw, nazwana jest zmiennoscia poligeniczng, a powodujace ja geny nosza
wtedy nazwe poligenéw (lub gendéw kumulatywnych). Zmianom fenotypowym
wywolywanym przez mutacje zapobiegaja geny supresorowe.

Jezeli chromosomy homologiczne zawieraja w danym locus lub loci odmien-
ne allele, to organizm taki nazywamy heterozygotycznym. Heterozygota zawiera
dwa rdzne allele danego genu—jeden pochodzi od ojca, natomiast drugi od matki.
U homozygoty oba allele tego samego genu sa identyczne. W genetyce bioche-
micznej populacji terminu ,heterozygotycznos¢” uzywa si¢ powszechnie dla
okreSlenia czestoSci heterozygot. Heterozygotyczno$¢ obserwowana w danym
momencie w populacji oznaczana jest symbolem Ho (lub jako heterozygotycz-
no$¢ aktualna — Ha). Heterozygotyczno$¢ oczekiwang w badanej populacji z pra-
wa HARDY’EGO-WEINBERGA, oznaczamy symbolem He.

Geny letalne (nazywane niekiedy czynnikami letalnym) badane byly u wielu
organizmoéw, w tym takze u drzew. Powoduja one Smier¢ organizmu, gdy wystapia
w stanie homozygotycznym lub gdy maja charakter allelu dominujgcego. Oszaco-
wana liczba czynnikow letalnych u drzew wynosita okoto 7 gendw. Geny polletal-
ne (semiletalne) nie powoduja $mierci drzew, a jedynie obnizaja ich zywotnos¢.
Geny letalne i polletalne maja istotny wplyw na osobniczy sukces reprodukcyjny,
zmniejszaja bowiem liczebnos$¢ potomstwa powstalego z samozaptodnienia, czyli
zmniejszaja chdw wsobny.

U organizmdw heterozygotycznych w pierwszym pokoleniu juz MENDEL
(1865) zauwazyl, ze niektdre cechy (i odpowiadajace im allele) maja charakter
dominujacy, podczas gdy inne sa przez nie maskowane. Geny te nazywamy rece-
sywnymi. W analizie bezpoSredniej DNA u debow stwierdzono wystepowanie

Tabela 1.
Czestos¢ heterozygot i liczba alleli w loci izoenzymowych gendw markerowych u europej-
skich drzew nago- i okrytozalazkowych w poréwnaniu z innymi gatunkami jedno- i dwuli§-
ciennych ro§lin (MULLER-STARCK 1995, zmienione)

Liczba zbadanych ~ Srednia czestosé  Srednia liczba alle-

Rodzaje gatunkow heterozygot li w locus
Abies, Larix, Picea, Pinus 10 251% 2,23)
Castanea, Fagus, Quercus 5 23,4%% 2,79
Gatunki dwuliscienne* 749 3387 11,3%" 1,47
Gatunki jednoliscienne 289, 80? 16,5%" 1,47

* Gatunki drzewiaste wylaczono; 1) MITTON 1983; 2) HAMRICK i GODT 1989; 3) MUL-
LER-STARCK 1991
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obydwu typow tych genéw, a ponadto w badaniach nad dziedziczeniem enzymow,
okazalo si¢ tez, ze bardzo wiele gendw nie ma charakteru ani dominujacego, ani
recesywnego. Sa to tak zwane geny kodominujace. Enzymy moga mie¢ formy al-
leliczne, ktore nazywane sa izoenzymami (izozymami) albo allozymami. Termin
»izoenzym”, zalecany przez Migdzynarodowa Uni¢ Biochemiczna, zapropono-
wali MARKERT i M@LLER (1959) dla okreSlenia réznych form czasteczkowych
enzymu o tej samej specyficznosci substratowe;.

Mozna oczekiwad, ze allele roznych loci (geny niealleliczne) sa losowo taczo-
ne przy losowym kojarzeniu w populacji. Jednakze geny lezace na tym samym
chromosomie czgsto nie rozdzielaja si¢ w procesie mejozy, tylko przechodza do
tych samych gamet. Zjawisko to nazywamy sprz¢zeniem gendéw. Im blizej siebie
leza geny, tym wigksze jest ich sprze¢zenie i tym wigksze jest prawdopodobiefistwo
ich wspdlnego przechodzenia do powstajacych gamet. W populacji panmiktycz-
nej, w ktdrej kojarzenie zachodzi losowo (teoretycznie tak jest w wigkszoSci po-
pulacji drzew le$nych), przy sprzezeniu loci obserwowane cze¢stoSci dwdch lub
wigcej genotypéw maja inne czgstosci niz oczekiwane z czgstosci genoéw. Zjawi-
sko to nazywamy nieréwnowaga sprz¢zeniowa.

W czasie mejozy moze dochodzi¢ do peknigé chromatyd i wymiany odcinkow
miedzy homologicznymi chromosomami. Dzigki temu zjawisku, zwanemu ,,cros-
sing over”, dochodzi do rozerwania sprz¢zen mi¢dzy genami.

7.2.2. GENY MARKEROWE

Geny markerowe stosowane sg w analizie zmiennoSci miedzygatunkowe;j,
wewnatrzgatunkowej, wewnatrzosobniczej, a nawet wewnatrztkankowej i we-
wnatrzkomorkowej. Uwaza sig, ze geny takie powinny:

— mie¢ charakter alleliczny,

— wykazywac tatwy do okreSlenia charakter dziedziczenia,

— nie wykazywac¢ wrazliwosci na wplywy Srodowiska,

— nie zmieniac si¢ w trakcie rozwoju ontogenetycznego,
umozliwia¢ wykrywanie zmian w genomie,

— pozwala¢ na wykrywanie tak zwanych cichych zmian nukleotydowych, czyli

takich, ktdre nie przejawiaja efektu fenotypowego.

W genetyce biochemicznej dgbdw wykorzystywane sa giéwnie geny markero-
we oznaczane z bezpoSredniej analizy DNA oraz geny izoenzymowe i markery
otrzymane po elektroforezie tak zwanego biatka ogdlnego. Z czestosci alleli w
populacji obliczany jest dystans genetyczny migdzy populacjami (méwimy wtedy
o allelicznym dystansie) lub z czgstoci genotypow obliczany jest dystans genoty-
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powy. Najczesciej stosowana metoda obliczania dystansu genetycznego jest me-
toda NEIEGO (1972), ktéra umieszcza populacje na ciaglej skali, zawartej miedzy
zerem a jednoScia. Warto$¢ zerowa uzyskuje dystans wtedy, gdy populacje sa
identyczne genetycznie, a warto$¢ 1, gdy populacje nie maja wspodlnych alleli lub
genotypow. Nieco inaczej podchodzi do oceny dystansu genetycznego GREGO-
RIUS (1974). W metodzie tej dystans nie ma ograniczonej wartoSci.

7.2.3. REKOMBINACJA DNA IN VITRO U DEBOW

Informacja genetyczna u drzew zawarta jest nie tylko w DNA jadrowym, kto-
ry oznaczamy skrétem nDNA (od angielskiej nazwy ,,nuclear DNA”), lecz takze
w DNA znajdujacym si¢ w chloroplastach, oznaczanym jako ctDNA lub cpDNA,
oraz w DNA mitochondrialnym, okreS§lanym skrotem mtDNA. W ciggu ostatnich
15 lat zostaly znacznie ulepszone metody analizy i sekwencjonowania DNA, kto-
re umozliwily zbadanie calego genomu czlowieka, a dzigki rozwinietym w tym
celu technikom analitycznym i statystycznym, znacznie wzrosla wiedza o genomie
drzew. Pozwalajagca namnaza¢ DNA, metoda PCR, wynaleziona w 1983 roku
przez KARY MULLISA, uwazana jest za jedno z najwigkszych osiagnie¢ nauko-
wych minionego stulecia. Spirala, a doktadniej helisa DNA, sktada si¢ z dwdch
bardzo dtugich taficuchow polinukleotydowych. Helisa moze zosta¢ rozwinieta
pod wplywem czynnikow denaturujacych, na przyktad wysokiej temperatury,
kwasow czy zasad, lub rozcieta przez enzymy — endonukleazy, dla ktorych sub-
stratem jest dwuniciowy DNA. Ni¢ komplementarnego DNA oznaczana jest
skrétem cDNA. Moze ona zosta¢ ponownie potaczona w procesie renaturacji z
ze swoja nicig komplementarng lub dotaczy¢ do fragmentu DNA innego gatun-
ku. W ten sposéb uzyskuje sie¢ nowy, hybrydowy, rekombinacyjny DNA (rDNA).
Na przyktad DNA debdw, Swierka, sosny czy daglezji taczy si¢ z DNA petunii,
ktora jest czgsto uzywana w takich badaniach (NEALE i in. 1988; PETITiin. 1993).
Komplementarno$¢ nici DNA wynika z sekwencji potaczen miedzy parami zasad:
adenina — tymina (A-T) i guanina — cytozyna (G-C).

Z DNA zwigzane s3 polisacharydy, ktore petnia funkcje zwiazkéw ochron-
nych, utrudniajacych reakcje chemiczne z DNA. Szybka metode izolacji czystego
DNA z zawiesiny komorkowej i kalusa opracowali RETHER i wsp. (1993). Meto-
dy dotyczace bezposredniej analizy DNA mozna zgrupowac w kategorie:

— niewykorzystujace PCR,

— oparte na metodzie PCR.

Do metod niewykorzystujacych PCR (non-PCR) nalezy na przykfad RFLP —
najstarsza technika analizujaca polimorfizm miejsc restrykcyjnych (restriction
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fragment length polymorphism). Jak wspomniano wyzej, w DNA wyzszych orga-
nizmow znajduja si¢ liczne powtdrzenia sekwencji zasad. Podobnie RNA nie jest
wolny od powtdérzen. W najnowszej pracy ZOLDOS i wsp. (1999) ujawnili obec-
nos¢ 2200 powtdrzen pewnych gendw (18S-5,8 S-26S) w rRNA u Q. robur i Q. pe-
traea i az 4000 powtdrzen tych gendéw u Q. pubescens.

Regiony DNA z wyjatkowo duza liczba powtdrzen to tak zwane mikrosatelity
lub inaczej proste powtdrzenia tandemowe (STR — simple tandem repeats). Za-
wieraja one okoto 2-8 par nukleotydéw w liniowym powtorzeniu oraz minisateli-
ty, inaczej: zmienna liczba powt6rzen tandemowych (VNTR), zawierajaca dtuz-
sze fragmenty powtdrzen — od 16do 100 nukleotydéw. Mikrosatelity i minisateli -
ty s hiperzmiennymi regionami DNA. Analiza mikrosatelitow i minisatelitow
odgrywa szczegolnie duza role we wspodlczesnej genetyce deboéw, pozwalajac na
skonstruowanie map genoméw jadrowych i cytoplazmatycznych (BARRENECHE
i in. 1998; DUMOLIN-LAPEAGUE i in. 1997a). Analiza mikro- i minisatelitow
ujawnia réznice w liczbie powtdrzen par zasad (VNTR) juz na poziomie zmien-
noSci wewnatrzgatunkowej i wewnatrzpopulacyjnej. Mikrosatelity jako markery
DNA pozwolily na przyktad na wykrycie niepozadanych domieszek w zbiorach
nasion Q. robur oraz na okreSlenie genotypu matek na podstawie analizy potro-
dzenstw (LEXER i in. 1999).

Do tej pory nie ustalono, jaka jest funkcja mini- i mikrosatelitow. Znajdujemy
je gtownie w regionach centromerow, telomeréw oraz w petlach chromatyny,
ktore odgrywaja prawdopodobnie pewna role w czasie faczenia si¢ w pary homo-
logicznych chromosoméw. Fragment nici DNA mozna namnozy¢ w milionach
kopii i przenosi¢ (klonowac) za pomoca plazmidéw bakteryjnych znajdujacych
si¢ w bakteriach patogenicznych, takich jak Agrobacterium tumefaciens czy Agro-
bacterium rhizogenes. Plazmidy sa pozachromosomowymi, superzwinietymi, koli-
stymi czastkami dwuniciowego DNA. Maja one region zdolny do samopowiela-
nia i powielania potaczonych z nim genéw. Informacja genetyczna dotyczaca ko-
dowania bialek jest wysoce konserwatywna i podobna nawet u oddalonych grup
roSlin. Metoda RFLP pozwala na wykorzystanie okoto 150-200 genéw markero-
wych u drzew (u cztowieka okoto 2000 genéw), podczas gdy metoda izoenzymo-
wa okolfo 30-50 gendéw. RFLP jest tak czula metoda, ze pozwolita na wykrycie
znacznej zmiennoSci genetycznej nawet w liniach ro$lin otrzymanych z zapylenia
wsobnego.

Metoda PCR - reakcja tanicuchowa polimerazy (PCR - polimerase chain re-
action), pozwala powiela¢ przez polimeraze¢ dowolne sekwencje jednoniciowego
DNA (ang. ssDNA - single-stranded DNA), stuzacego jako matryca do syntezy
nici komplementarnej. Starterami sa oligonukleotydy hybrydyzujace specyficznie
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z okreslonym regionem jednoniciowego DNA (matrycy). Przeprowadza si¢ wiele
cykli syntezy DNA z wykorzystaniem starter6w (primeréw) flankujacych okreslo-
ny odcinek DNA. Starter umozliwia rozpoczecie reakcji, w wyniku ktorej tworzy
si¢ dwuniciowy fragment DNA, oraz wyznacza na matrycy sekwencjonowany re-
gion. Jedna z metod nalezacych do grupy PCR jest RAPD - analiza polimorfi-
zmu DNA amplifikowanego losowo (Randomly Amplified Polymorphic DNA).
Jest to metoda prosta, szybka i wydajna, w ktorej stosuje si¢ nieskomplikowana
aparature w postaci termocyklera.

Markery RAPD maja dominujacy charakter dziedziczenia. Genotypy homo-
zygot sa zatem odr6znialne tylko przez obecno$¢ lub brak prazka na zelu, na kto-
rym wykonuje si¢ elektroforeze. DoS¢ czestym biedem jest przyjmowanie obec-
nosci prazka o tym samym ciezarze czasteczkowym na zelu RAPD z jego iden-
tycznoS$cia u dwdch poréwnywanych organizméw. Jednakze prazki o tym samym
ciezarze czasteczkowym nie zawsze s3 identyczne.

W odréznieniu od drzew nagozalazkowych, drzewa okrytozalazkowe spra-
wiaja znaczne trudno$ci w badaniach przeplywu gendéw miedzy populacjami,
wewnatrz populacji, a takze miedzy generacjami drzew. Ostatnio problem ten
probuje si¢ rozwiazaé poprzez analize mikrosatelitarnego DNA. LEXER i wsp.
(2000) opracowali metodg Sledzenia dawcow gamet meskich w potrodzenstwach
(half-sib) debu szyputkowego, stosujac analiz¢ szeSciu kodominujacych, nie-
sprzezonych loci mikrosatelitarnych w gametach ojcéw, majacych wspdlne 3
sprzezenia. Wyniki sugeruja, ze wigkszo§¢ gamet pochodzita od jednego ojca.
Zdaniem autorOw metoda ta moze by¢ stosowana takze w badaniach innych ga-
tunkéw drzew. MUIR i wsp. (2000), stosujac analiz¢ poréwnawcza 20 odcinkow
mikrosatelitarnego DNA pochodzacego od Q. petraea i Q. robur, doszli do wnio-
sku, ze jest to bardzo dobry marker genetyczny, znacznie lepszy od chloroplasto-
wego DNA. Z analizy obydwu markeréw genetycznych MUIR i wsp. (l.c.)
wyciagaja wniosek, ze jakkolwiek pomigdzy Q. robur i Q. petraea zachodzi inten-
sywny przeplyw gendéw, to sa to odrebne jednostki taksonomiczne. Autorzy
stwierdzaja, ze w 78% dane molekularne i morfologiczne byly zbiezne przy usta-
leniu statusu taksonomicznego badanych dgbow. MOREAU i wsp. (1994), a takze
BODENS i wsp. (1997), zastosowali analize duzej liczby fragmentéw DNA debow
szyputkowego i bezszyputkowego, wytworzonych metoda PCR za pomoca loso-
wych starterow. Wsrdd wytworzonych fragmentéw DNA 7 miato profile, ktore
istotnie réznily obydwa gatunki debow, a 14 roznito si¢ istotnie czgstoScia wyste-
powania w populacji. Jednakze nie znaleziono ani jednego takiego fragmentu,
ktory bylby specyficzny tylko dla jednego gatunku dgbu. Autorzy interpretujg taki
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rezultat przeplywem gendw miedzy gatunkami w mieszanych drzewostanach de-
bowych, ktore byly obiektem badan.

7.2.4. GENOM CHLOROPLASTOWY (cpDNA, ctDNA) I JEGO
ZMIENNOSC W RODZAJU QUERCUS

W genetyce debdw wielka role odgrywaja badania DNA zawartego w jadrze
komorkowym, ale szczegbdlne znaczenie ma analiza chloroplastowego i mito-
chondrialnego DNA. Jakkolwiek ogromna wigkszo$¢ prac nad cpDNA dotyczy
chloroplastéw, to warto zauwazyC, ze ten sam DNA musi znajdowaé sie we
wszystkich plastydach, poniewaz fotosyntetyzujace, zawierajace chlorofil chloro-
plasty, sa tylko stanem rozwojowym plastydowych organelli. Wszystkie plastydy
maja nie tylko DNA, lecz takze RNA, (rRNA, mRNA) pozwalajacy odczytywac
chloroplastowy tRNA oraz mechanizmy powielajace kwasy nukleinowe i syntety-
zujace bialka. Co wigcej, uzalezniony od Swiatla rozwoj chloroplastow z etiopla-
stow nie zalezy od aktywacji (transkrypcji) nowych genéw (KRUPINSKA i APEL
1989). DNA zawarty w chloroplastach stanowi tylko mata czastke (1-15%)
catego DNA znajdujacego si¢ w komorkach roSliny. Cechg charakterystyczna
DNA chloroplastowego jest to, ze tworzy on koliste, dwuniciowe czasteczki, za-
wierajace duzg liczbe powtdrzonych sekwencji nukleotydowych o identycznej bu-
dowie. Informacja genetyczna w cpDNA jest bardzo ,,upakowana”.

Chloroplastowy DNA jest ewolucyjnie bardzo konserwatywny, z wyjatkiem
niektorych regionow, tak zwanych ,,hot spots”, gdzie zmiennos¢ jego jest duza.
Okazato si¢, ze ogromna wigkszo$¢ okrytozalazkowych dziedziczy cpDNA po
matce (matroklinalny sposob przekazywania cpDNA) chociaz na przykla wie-
siotki (Oenothera) i pelargonie (Pelargonium) dziedzicza cpDNA od obu rodzi-
cOw (SEARS 1980).

Analiza mutantéw chloroplastowych siewek szydlicy japonskiej (Cryptomeria
Japonica) wykonana przez OHBE i in. (1971) wskazywala na mozliwo$¢ przekazy-
wania cpDNA takze przez pylek, czyli na ojcowskie dziedziczenie. Stosujac cigcie
cpDNA enzymami restrykcyjnymi (np. Hind-III, w miejscu A/AGCTT), mozna
nastgpnie metoda elektroforetyczna rozdzieli¢ fragmenty pocigtego DNA.
Dlugos¢ fragmentdw restrykceyjnych okresla sig, oceniajac ich ruchliwos¢ elektro-
foretyczng (RFLP). Na tej podstawie stwierdzono, ze ojcowskie przekazywanie
cpDNA jest regula u Picea, Pinus, Larix, Pseudotsuga, a takze u Taxodiaceae
(HOWE i in. 1988; NEALE i in. 1986, NEALE i in. 1988; OWENS i SIMPSON 1988;
SIGURGEIRSSON i SZMIDT 1988). Metoda rownoczesnej analizy cpDNA i izoen-
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zymow, jaka zastosowala SABSCH (1992) w badaniach rodzaju Populus, umozli-
wia identyfikacje¢ klondw i opisanie struktury genetycznej populacji.

Pierwsze prace nad dziedziczeniem cpDNA u dgbdéw wykonane zostaly sto-
sunkowo niedawno. W 1995 roku DUMOLIN i wsp., wykorzystujac metode PCR,
zbadali dziedziczenie cpDNA w 143 rodach Q. robur z kontrolowanych zapylen.
Autorzy doszli do wniosku, ze cpDNA u debow dziedziczony jest matroklinalnie.
Znacznie obszerniejsze badania wykonali DUMOLIN-LAPEGUE i wsp. (1997a),
badajac zmienno$¢ cpDNA u o$miu europejskich gatunkdéw debow: Q. robur, Q.
petraea, Q. pubescens, Q. pyrenaica, Q. faginea, Q. frainetto, Q. macranthera i Q.
canariensis. Badania wykonane w 345 populacjach metoda PCR ujawnily znaczny
polimorfizm cpDNA. Stwierdzono istnienie 23 haplotypéw wskazujacych na ist-
nienie stalej hybrydyzacji i introgresji migdzygatunkowej. Umieszczajac poszcze-
gblne haplotypy na mapie, autorzy doszli do wniosku, ze obok znanych juz refu-
gi6w karpackich istnialy rowniez refugia na Pélwyspie Iberyjskim, we Wloszech i
na Balkanach. Markery chloroplastowego DNA odrdzniaja na tyle dobrze degby
wschodnioeuropejskie od zachodnioeuropejskich, ze moga by¢ pomocne w usta-
leniu obcych proweniencji i translokacji populacji dgbow (FERRIS i wsp. 1997;
TUTKOVA VAN LOO i BURG 2004).

Analiz¢ cpDNA kombinowana metoda PCR-RFLP wykorzystano do zbada-
nia drog migracji i refugiow debow szyputkowego i bezszyputkowego w ostatnim
postglacjale. FERRIS i wsp. (1998) sadza, ze obydwa gatunki deboéw mialy trzy od-
rebne refugia na potudniu Europy. Odkryli oni istnienie czterech polimorficz-
nych miejsc na cpDNA, pozwalajacych wyodrebnic cztery warianty chloroplasto-
wego DNA nazwane przez autoroéw ,,cytotypami”. Majg one charakterystyczny,
potudnikowy uktad geograficzny: (a) wschodnioeuropejski, (b) centralny i (c) za-
chodnioeuropejski. Wszystkie te cytotypy zajmuja obszar od potludniowej do
poinocnej Europy. Czwarty, marginalny cytotyp (d), wystepujacy we wschodniej
Anglii, powstal z zachodnioeuropejskiego cytotypu.

Skraj p6tnocnego zasiegu izolowanego stanowiska deboéw w potudniowej Fin-
landii (region Salpausselka) jest obszarem kontaktu dwu cytotypéw — wschodnie-
go i zachodniego, ktdre dotarly tu poprzez Battyk. Obecno$¢ co najmniej trzech
refugiow debu sugeruje rowniez FERRIS i wsp. (1993) na podstawie analizy chlo-
roplastowego tRNA metoda PCR. Stwierdzono istnienie u obydwu gatunkéw
debu — szyputkowego i bezszyputkowego, typu wschodniego — z przewaga cytozy-
ny w intronach, i typu zachodniego, z przewaga tyminy. Z analiz cpDNA wynika,
ze na terytorium Polski deby dotarly w holocenie z ostoi na Pétwyspie Apenin-
skim trzema szlakami — przez Alpy Zachodnie i Nizing Niemiecka, przez Alpy
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Wschodnie i péinocnym przedpolem Sudetéw, oraz przez Nizing Wegierska i
Karpaty (CSAIKL i in. 2002; PETIT i in. 2002a) (patrz podrozdz. 1.1).

7.2.5. GENOM MITOCHONDRIALNY

Genom mitochondrialny, jakkolwiek bardzo wazny dla organizmu ze wzgledu
na kodowane w nim enzymy oddychania tlenowego, jest bardzo maty. Okoto 95%
bialek, z jakich sktada si¢ mitochondrium, kodowane jest przez DNA jadrowy.
Mitochondrialny DNA (mtDNA) koduje rRNA i tRNA, potrzebne do translacji
mitochondrialnego mRNA. Mniej niz 1% catego DNA znajduje si¢ w mitochon-
driach. U wielu ro§lin, w tym u §wierka pospolitego, mtDNA dziedziczy si¢ prze-
waznie w sposob mateczny, chociaz u Sequoia sempervirens i by¢ moze u innych
Taxodiaceae wystepuje ojcowskie dziedziczenie mtDNA (NEALE i in. 1988).
U debu szyputkowego DNA mitochondrialny dziedziczony jest po matce, co wy-
kazali DUMOLIN i wsp. (1995). Autorzy ci potwierdzili mozliwo$¢ wykorzystania
mtDNA do okre$lenia pochodzenia nasion dgbow i do badan nad struktura gene-
tyczng populacji.

W mtDNA wystepuje, w odroznieniu od cpDNA, duza zmienno$¢ wyrazona
szeregiem punktowych mutacji, ktére mozna bada¢ za pomoca metody RFLP.
U debu szyputkowego, stosujac metod¢ PCR-RFLP i analize polimorfizmu
struktury pojedynczej nici DNA (metoda znana jako: SSCP - od angielskiej na-
zwy Single Strand Conformation Polymorphism), wykryto az 12 typéw zmienno-
§ci mtDNA (DUMOLIN-LAPEGUE i in. 1996).

Zdaniem cytowanych autoréw potaczenie metody SSCP z klasyczna metoda
PCR-RLPF pozwala na znaczne poszerzenie badaf zmienno$ci wewnatrzgatun-
kowej DNA u drzew, gdzie gtéwnym problemem jest wykrycie polimorfizmu
rzadkich sekwencji, zwykle obecnych w mitochondrialnym genomie. Do takich
rzadkich mutacji naleza wykryte u dgbu szyputkowego substytucje pojedynczych
zasad i inwersja czterech par zasad, powstala prawdopodobnie na drodze
wewnatrzczasteczkowej rekombinacji. Grupowanie populacji debu szyputkowe-
g0, z obszaru potudniowej Francji dalo wyniki o duzej zbieznosci przy zastosowa-
niu metod analizy cpDNA i mtDNA (DUMOLIN-LAPEGUE i in. 1998).

7.2.6. IZOENZYMOWE GENY MARKEROWE

Pierwsza obszerniejsza praca, w ktorej wykorzystano analiz¢ polimorfizmu
izoenzym6w w celu poznania zmienno$ci debow europejskich, wykonana zostata
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we Francji na Q. petraea (ZANETTO 1989). W podzniejszej pracy ZANETTO i wsp.
(1993) odkryli u Q. petraea znacznie wigksza heterozygotycznosé w populacjach z
zachodniej cz¢sci zasiegu niz w populacjach pochodzacych ze wschodniej czesci,
a szczeg6lnie duza w populacjach z potudniowej czgsci zasiggu. Na podstawie
analizy czegstosci gendw izoenzymowych oszacowano, ze okoto 95% zmiennoSci
genetycznej ulokowane jest wewnatrz populacji Q. petraea, a zaledwie 2-5% sta-
nowia roznice genetyczne miedzy populacjami (ZANETTO i in. 1993). Podane
wartoSci zmiennosci miedzypopulacyjnej sa podobne do tych, jakie opisano dla
sosny zwyczajnej i daglezji zielonej (MEINARTOWICZ 1976, MEINARTOWICZ i
BERGMANN 1985).

Badania izoenzymowe populacji w rejonach zamierania dgbdw ujawnily zwie-
kszenie homozygotycznosci wsrdd osobnikéw odporniejszych (HERTEL i ZASPEL
1996), co jest trendem zaskakujaco podobnym do opisanego wczesniej u sosny
zwyczajnej (MEIJNARTOWICZ 1983). FINKELDEY i MATYAS (2003), analizujac
genomy izoenzymowe i cpDNA w populacjach Q. petraea, Q. pubescens i Q. ro-
bur, doszli do wniosku, ze postglacjalna historia rekolonizacji nowych obszaréw
nie miafa wptywu na geny kodowane w loci jadrowych, jakimi sg izoenzymy.

Dziedziczenie gendw izoenzymowych u debu szyputkowego i bezszyputkowe-
go analizuje si¢ klasycznymi metodami genetycznymi, wykorzystujac kontrolowa-
ne mieszafnce wewnatrzgatunkowe i migdzygatunkowe (MULLER-STARCK i HAT-
TEMER 1990; ZANETTO i in. 1994, 1996). U mieszancow takich poszukuje si¢ izo-
enzymOw wykazujacych segregacje mendlowska (1:1,1:2:1lub1:1:1:1). Te-
stuje sie trzy mozliwe przypadki rekombinacji:

— oboje rodzice sa heterozygotami w obydwu loci,

— tylko jeden z rodzicow jest podwojna heterozygota, a drugi heterozygota w

jednym locus,

— jeden rodzic jest podwdjna heterozygota, a drugi podwdjng homozygota.

Rekombinacje u dgbow wystepuja dos¢ rzadko. Najczesciej potomstwo dzie-
dziczy morfologiczne, formy rodzicielskie (ZANETTO i in. 1996), chociaz mieszan-
ce, w stadium mtodocianym, sa zwykle podobne do drzew matecznych. W niekto-
rych badaniach wytacza si¢ z analiz genetycznych izoenzymy, na ktore moze od-
dzialywa¢ srodowisko (np. peroksydazy lub niektore esterazy), jak i enzymy mo-
nomorficzne. O ile zabieg taki moze mie¢ pewne uzasadnienie w odniesieniu do
pierwszej grupy enzymow, o tyle trudniej jest uzasadnic¢ wytaczanie z analiz izo-
enzyméw monomorficznych. Izoenzym monomorficzny zwykle nie ma takiego
charakteru we wszystkich populacjach catego badanego gatunku.

Dla pordwnania izoenzymowe]j zmiennosci dgbow szyputkowego i bezszy-
putkowego oraz Fagus sylvatica MULLER-STARCK i ZIEHE (1991) wykorzystali
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elektroforeze na zelu skrobiowym oraz ogniskowanie w punkcie izoelektrycznym
(IEF). Badania te, a takze pdzniejsze, wykazaly wielka zmienno$¢ wewnatrzpo-
pulacyjna i stosunkowo malg migdzypopulacyjna dgbéw. Obydwa typy zmienno-
$ci u debu szyputkowego i bezszypulkowego byly wigksze niz w populacjach buka
(GEHLE 1999).

7.2.7. IZOENZYMOWA ROZNORODNOSC GENETYCZNA

Przez réznorodnos¢ genetyczna rozumiemy Srednia liczbe alleli i genotypow
w locus. Prawie wszystkie allozymy sa wspolne dla Q. robur i Q. petraea. Srednia
liczba alleli w locus wynosi 3,2. Warto$¢ ta w badaniach MULLER-STARCKA i wsp.
(1993) jest identyczna u debu szyputkowego i bezszyputkowego i bardzo podobna
w pracy KLEINSCHMITA i wsp. (1995), wynoszac 2,9 dla Q. roburi3,1 dla Q. petra-
ea. By¢ moze, ze niektore rzadko wystepujace allele izoenzymowe, ktore wydaja
si¢ by¢ specyficznymi gatunkowo (GOMORY 2000; GOMORY i in. 2001), sa tylko
wyrazem niedostatecznie duzej proby osobnikdw wzietych z populacji do analiz.

Srednia heterozygotycznos¢ obserwowana (H,) u obydwu gatunkéw debow
jest bardzo podobna i wynosi 21,3% w populacjach Q. robur i 21,9% w popula-
cjach Q. petraea. U tego ostatniego gatunku heterozygotyczno$¢ w centrum zasie-
gu jest wicksza niz na jego obrzezach, pomimo tego, ze liczba alleli jest mniejsza
w centrum zasiegu. Wiekszos¢ (11) sposrdéd 13 badanych loci byta polimorficzna,
a czgsto$¢ wystepowania alleli wykazywata zmienno$¢ klinalna, korelujac z dtugo-
Scia geograficzna (ZANETTO i KREMER 1995).

Strukture genetyczng czystych i mieszanych drzewostanéw debowych w
Szwajcarii, za pomoca analizy loci izoenzymowych badal FINKELDEY (2001).
Mieszane drzewostany Q. petraea i Q. robur mialy oczekiwana heterozygotycz-
nos¢ (H,) wieksza niz drzewostany jednogatunkowe, jednak heterozygotyczno$¢
obserwowana miala wartosci H, poSrednie migdzy Q. petraea i Q. robur. FINKEL-
DEY (l.c.) sadzi, ze zjawisko to mozna wyjasni¢ czeSciowa izolacja reprodukcyjna
badanych gatunkéw debow, dajaca w rezultacie ,,efekt WAHLUNDA” lub inaczej
,efekt zatozyciela”.

Podobnie jak u innych gatunkéw, takze u dgbéw obserwuje si¢ duze réznice w
heterozygotycznosci poszczegdlnych loci. Najwigksza heterozygotycznos¢ stwier-
dzono w loci AP-A, DIA-A, IDH-A, PER-B i PGM-A (MULLER-STARCK i in.
1993). Pézniejsze badania wykonane przez FINKELDEY’A (2001) wykazaly rowniez
duza zmienno$¢ genetyczna populacji debow, na poziomie loci izoenzymowych.

W loci izoenzymowych, lecz takze rDNA i RAPD obserwuje si¢ zakidcenia w
segregacji. U okoto 60% markeréw molekularnych obserwowano nadmiar geno-
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typdw heterozygotycznych (BARRENECHE i in. 1998). Niektore loci mikrosateli-
tarne (np. AG16) u Q. robur posiadaja az 9 alleli (LEFORT i in. 1998). W przeci-
wienistwie do markerOw mikrosatelitarnych, w badaniach izoenzymowych hetero-
zygotyczno$¢ obydwu gatunkéw debow nie byta wielka (MULLER-STARCK i in.
1993). By¢ moze wiaze si¢ to z tym, ze material badawczy stanowily przewaznie
mtode siewki lub zotedzie. Nadmiar homozygot w niektorych loci izoenzymo-
wych, w stosunku do oczekiwanej liczby z prawa HARDY’EGO-WEINBERGA, ob-
serwowal rowniez FINKELDEY (2001). W badaniach LE CORRE i wsp. (1997) al-
lozymowa zmienno$¢ u debow szyputkowego i bezszyputkowego nie byta skorelo-
wana z lokalizacja geograficzng populacji. Korelacja taka natomiast wystepowata
w odniesieniu do zmienno$ci cpDNA.

7.2.8. SPRZEZENIA LOCI IZOENZYMOWYCH

KREMER i ZANETTO (1997), badajac 8 loci izoenzymowych w 81 populacjach
Q. petraea z calego europejskiego zasi¢gu, stwierdzili wystepowanie sprz¢zen
mig¢dzy locus Aap-A (alaninowa, mikrosomalna aminopeptydaza) i Lap-A (cyto-
zolowa aminopeptydaza) oraz sprzgzenie Mnr-A (menadionowa reduktaza) i
Dia-A (diaforaza). Podobne sprze¢zenia znaleziono wcze$niej rowniez w popula-
cjach Q. robur (ZANETTO i in. 1996). W wyniku testowania odchylen od losowej
segregacji 88 kombinacji loci izoenzymowych w potomstwie z kontrolowanych
zapylen odkryto 5 grup sprzezen:

— Lap-A/Pgi-B,

— Aap-A/Lap-A,

— Acp-C/Lap-A,

— AcpClAap-A,

— Idh-B/6pgd-B.

Sprzezenia te sa identyczne u dotychczas zbadanych gatunkéw debdw z sekcji
Lepidobalanus. Wskazuje to na duze podobiefistwo genetyczne dgbow. MU-
LLER-STARCK i wsp. (1996) sadza, ze cztery z wymienionych loci leza liniowo,
Scile ze soba potaczone w kolejnosci: Pgi-B, Lap-A, Aap-A, Acp-C, i ze w bliskiej
odlegtosci od nich leza loci Idh-B, 6pgd-B i Mdh-C, tworzac wspdlnie jedna grupe
sprzezeniowa o$miu loci. Procz wymienionych sprzezen ZANETTO wsp. (1996)
odkryli jeszcze wystepowanie Scislego sprzezenia migdzy loci: Dia-A / Mnr-A.
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7.2.9. ANALIZA BIALKA OGOLNEGO

Bardzo wielkie podobienstwo genetyczne obydwu gatunkéw debdw potwier-
dzaja rowniez wyniki dwukierunkowej elektroforezy biatka og6lnego, rozdzielo-
nego na kilkaset polipeptydéw. Badania takie wykonano w populacjach debow
pochodzacych z szeSciu krajow Europy, w tym w czterech populacjach z Polski.
Niektore jednak z wyodrebnionych polipeptyddéw wystepowaly znacznie czesciej
u jednego gatunku niz u drugiego (BARRENECHE i in. 1996).

7.2.10. OCENA PRZEPLYWU INFORMACJI GENETYCZNEJ
I POWSTAWANIA MIESZANCOW POMIEDZY
Q. ROBUR 1 Q. PETRAEA

Miegdzy genomami kazdego gatunku istnieje staly przeplyw informacji DNA
jadrowego w trakcie powstawania zygot w procesie zaplodnienia. Obserwuje si¢
réwniez przeplyw informacji genetycznej miedzy DNA znajdujacym si¢ w orga-
nellach — mitochondriach i chloroplastach, a takze mi¢dzy organellami i DNA
jadrowym.

Specyficzny przeptyw informacji odbywa si¢ dzigki istnieniu transpozonéw,
czyli ruchomych elementéw genetycznych. Transpozony (podobnie jak mini- i mi-
krosatelity) sa pozagenowymi odcinkami DNA. Poniewaz sg zaopatrzone w wew-
netrzne promotory, moga by¢ transkrybowane przez polimerazg, dzigki czemu
maja zdolno$¢ przemieszczania si¢ w DNA, czyli retrotranspozycji. Transpozony
zwigkszaja zmienno$¢ genetyczna gatunku przez inwersje, duplikacje i delecje
fragmentow DNA.

Znacznie tatwiej mozna zaobserwowac w naturze przeplyw informacji gene-
tycznej pomiedzy réznymi gatunkami debow, dzieki ktéremu powstaja mieszance
miedzygatunkowe. Od dawna sadzono, ze wsrod debow europejskich istnieja
mieszance mi¢dzygatunkowe. GIERTYCH (1967), na podstawie pomiardéw biome-
trycznych zotedzi zebranych w 5 drzewostanach Q. petraea i w 14 drzewostanach
Q. robur z terenu Polski, doszedl do wniosku, ze gtéwnym zZrédtem zmiennoSci
morfologicznej zolgdzi moze by¢ krzyzowanie si¢ obydwu gatunkow.

Jednak wielka zmienno$§¢ wewnatrzgatunkowa debow, wyrazajaca si¢ na
przyktad réznorodnoscia form wystepujacych w naturze i form ogrodniczych, na-
suwala watpliwosci co do poprawnosci oznaczen mieszancow na podstawie mor-
fologicznych cech iloSciowych i jakoSciowych. Takie podejrzenie wynika z faktu,
ze w warunkach kontrolowanych bardzo trudno uzyskac mieszance Q. robur X Q.
petraea, zar6wno miedzy- jak i wewnatrzgatunkowe.
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Quercus robur i Q. petraea sa prawie wylacznie gatunkami allogamicznymi.
Analiza przeplywu informacji genetycznej wykazala, ze ponad 96% nasion po-
wstaje z zapylenia krzyzowego (BACILIERI i in. 1996). Dlatego skrajnie trudno
jest uzyska¢ potomstwo z kontrolowanego, wsobnego zapylania debow. Otrzyma-
nie takiego potomstwa jest jednak niekiedy nieodzowne w analizie dziedziczenia
i segregacji niektérych markerow molekularnych oraz cech morfologicznych.
Otrzymano zaledwie 1,3% siewek wsobnych u Q. robur i jeszcze mniej, bo od 0 do
0,8% u Q. petraea (AAS 1991; ZANETTO i in. 1996; STEINHOFF 1998).

W kombinacji kontrolowanych zapylefi miedzygatunkowych, gdy dawca
pytku byto drzewo Q. petraea, a matka Q. robur, uzyskiwano 5,3-11,5% plodnych
nasion i zaledwie 0,8-1,8% plodnych nasion w odwrotnej kombinacji, gdy matka
byto drzewo Q. petraea, a ojcem Q. robur (DUCOUSSO i in. 1992; STEINHOFF
1993, 1998). Wskazuje to na jednokierunkowos¢ przeplywu informacji genetycz-
nej przy powstawaniu mieszancOw mie¢dzygatunkowych u debéw. SAMUEL
(1999) badat drzewa debow, bedacych morfologicznie posrednimi formami po-
migdzy Q. robur i Q. petraea. Domniemane mieszance miedzygatunkowe udato
si¢ odrdzni€ za pomoca analizy RAPD i izoenzyméw w locus GOT-B.

STEINHOEFF (1998), analizujac wyniki bardzo duzej liczby (40485) kontrolo-
wanych zapylen u Q. robur i Q. petraea, otrzymala zaledwie 1,3% wsobnych na-
sionu Q. roburi0% u Q. petraea. Nieco lepsze rezultaty otrzymano z kontrolowa-
nych zapylen wewnatrzgatunkowych. Krzyzowki wsobne maja rOwniez duze zna-
czenie w badaniach sposobow dziedziczenia izoenzymdw i innych genéw marke-
rowych u debow. Z zapylen Q. robur X Q. robur otrzymano 11,3% mieszancow
wewnatrzgatunkowych. Indywidualne bariery przed zaptodnieniem wsobnym lub
krewniaczym sa znacznie wigksze u Q. petraea, niz u Q. robur. Z zapylen
wewnatrzgatunkowych Q. petraea X Q. petraea STEINHOFF (1998) otrzymata za-
ledwie 5,8% mieszancow. Jest to warto$¢ identyczna jak dla wezesniej opisanych
krzyzéwek migdzygatunkowych Q. robur X Q. petraea.

W ostatnich latach oszacowano przeplyw genéw miedzy debami szypulkowy-
mi i bezszyputkowymi w jednym z modelowych, mieszanych drzewostanéw debo-
wych na terenie Francji, w ktorym wystepowaly obydwa gatunki: Q. robur i Q pe-
traea. W badaniach tych wykorzystano metody bezposredniej analizy DNA oraz
komputerowa analiz¢ danych dla rozszerzonego modelu mieszanego kojarzenia
(BACILIERI i in. 1996). Otrzymano zaskakujace wyniki. W czesci potwierdzaja
one bowiem, wczesniejsze dane o intensywnym przeplywie informacji genetycz-
nej miedzy obydwoma gatunkami, lecz okazato sie¢, ze strumien przeplywu tej in-
formacji w naturalnych populacjach debéw ma charakter zdecydowanie jedno-
kierunkowy — od Q. petraea do Q. robur. W pokoleniu F; wystepowato od 17% do
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48% mieszancow, lecz byly to wylacznie siewki Q. robur X petraea. Co wigcej, u
Q. petraea istniala tendencja do zaptadniania komoérek jajowych rzadko wyste-
pujacymi genotypami ojcowskimi. Ponadto w badanym drzewostanie, podobnie
jak w innych omoéwionych wezesniej badaniach, zaréwno dab szyputkowy jak i
bezszypulkowy okazaly si¢ prawie catkowicie pozbawione zdolnosci do samo-
zaplodnienia (ZANETTO i in. 1996).

Zastosowanie analizy genéw mikrosatelitarnych w badaniach nad przemiesz-
czaniem si¢ pytku u 300 drzew, w 120-letnim mieszanym drzewostanie dgbowym,
z naturalnym odnowieniem Q. robur i Q. petraea, ujawnilo zdecydowanie nierow-
nomierny sukces reprodukeyjny ojcow. U siedmiu z 13 badanych rodow stwier-
dzono zbyt duzy udzial pytku z drzew sgsiednich, w stosunku do oczekiwanego, z
preferencja zapylen z niektorych kierunkow. By¢é moze wiaze si¢ to z kierunkami
lokalnych wiatréw (np. zachodnich lub péinocnych) lub z lokalnymi warunkami
orograficznymi i siedliskowymi. W pozostalych rodach nie stwierdzono istotnych
odchylen udziatu gamet meskich od oczekiwanych. Badania licznych préb nasion
z 300 drzew matecznych, przeprowadzone za pomoca 6odcinkdéw mikrosatelitar-
nych, wykazaly rOwniez, ze pytek debu szyputkowego i bezszyputkowego moze
by¢ przenoszony na duze odlegtosci. W efekcie 65% potomstwa u Q. petraea i
69% u Q. robur pochodzito z zapylenia pytkiem spoza lokalnego drzewostanu.
Analiza genetyczna chmury pytku wykazata znaczng jego jednorodno$¢ gene-
tyczng — niezaleznie od pochodzenia lokalnego czy z dalekiego transportu
(LEXERiin. 1997; STREIFF i in. 1999).

Wyniki badan genetycznych z zastosowaniem molekularnych markeréw izo-
enzymowych i DNA pozwalajg na wyciagniecie kilku wnioskOw:

— Dab szyputkowy i bezszyputkowy s3a odrebnymi gatunkami, lub moze tylko

podgatunkami, o r6znych wymaganiach siedliskowych.

— Pomigdzy rodzimymi gatunkami dgbow istnieje znaczny przeplyw informa-
cji genetycznej, lecz strumien tej informacji skierowany jest gtéwnie od Q.
petraea do Q. robur, w wyniku czego w warunkach naturalnych znajdujemy
prawie wylacznie mieszance Q. robur X petraea.

— Dotychczas nie udalo sie wyjasni¢ w jaki sposdb utrzymywana jest odreb-
no$¢ taksonomiczna Q. robur i Q. petraea przy istnieniu znacznego
przeplywu gendw mi¢dzy obydwoma gatunkami.

— Chociaz zbadano kilka tysiecy fragmentéw DNA u Q. roburiQ. petraea, nie
znaleziono zadnego markeru molekularnego, charakterystycznego wy-
facznie dla jednego z gatunkéw debow; zaledwie 2% markerow istotnie
roznicuje gatunki.
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— Ze wzgledu na charakter zmiennosci i réznorodnosci genetycznej wyste-
pujacej u debow, nasiona do produkeji siewek w szkotkach lesnych powinny
by¢ pozyskiwane z lokalnych duzych drzewostanéw (ponad 15 ha) w wielu w
miejscach, z rozproszeniem zbioru na calej powierzchni drzewostanu.

Polska Akademia Nauk,
Instytut Dendrologii

ul. Parkowa 5

62-035 Kornik
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Summary

The chapter presents results of a review of literature in the field of biochemical genet-
ics of oaks populations: Quercus robur and Quercus petraea. The basic genetic terms are de-
fined. The role and significance of marker genes for description of population structure, ge-
netic diversity and variation are described. Results of studies of the different type of DNA
for analysis of oak populations are presented. In addition results of extensive research on
isoenzymes as marker genes in European oak populations are reviewed, with particular ref-
erence to investigation carried out on the hybridization between species. When discussing
natural hybrids, the literature was reviewed on variation of cpDNA and of isozymes in oak
populations with connection to the postglacial species history. Results of genetic investiga-
tion based on the molecular markers, isozymes and DNA allow drawing a several conclu-
sions:

Q. robur and Q. petraea are separate species or maybe only subspecies with different
ecological requirements.

— There is considerable movement of genetic information between endogenous oaks
species, however predominantly directed from the Q. petraea to the Q. robur, result-
ing almost exclusively Q. robur X petraea hybrids.

— Recent research findings offer no good explanation for maintaining oak species au-
tonomy in spite of intensive movement of genetic information between species.

— So far none of the molecular markers were exclusively typical for any of the oak spe-
cies.

Because of the genetic variation and diversity of oak populations, it is recommended

for the forest nursery production seeds to collect only from the large, above 15 hectares, lo-
cal stands.

WEADYSEAW BARZDAIN

7.3. MOZLIWOSCI I PERSPEKTYWY
ZASTOSOWANIA OSIAGNIEC GENETYKI

Podstawa wszelkich prac z zakresu hodowli uszlachetniajacej (pomijajac inzy-
nieri¢ genetyczna) jest genetyczna zmienno$¢ materiatu wyjSciowego. Hodowca
korzysta z naturalnej zmiennosci lub zwigksza jg sztucznie, droga krzyzowania i
mutagenezy. Dzigki istnieniu zmiennoSci mozliwa jest selekcja, a wigc wybor
wartoSciowych genotypdw, co oznacza zmniejszenie ogdlnej zmiennosci. Celami
prac hodowlanych nad drzewami leSnymi sa: zwigkszenie stabilnosci drzewosta-



