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1. WSTEP.'

Modrzew europejski <Larix decidua Mili.) jest wedtug
Rubnera <1952? jednym z najbardziej interesujgacych drzew w
Europie z punktu widzenia lesnictwa 1 geografii roslin.
Zainteresowanie modrzewiem jako cennym drzewem dla
gospodarki lesnej wzrosto wczesnie, bo juz w potowie XVIII
wieku, kiedy wycieto naturalne lasy zachodniej i 3$rodkowej
Europy (Baranski 1970). Jednym z gidwnych powodow dla
ktoérych wybrano modrzew jest jego szybki wzrost, dajgcy
juz w miodosci duzy przyrost masy oraz cenne drewno.

Pomimo réznych walorow o charakterze zarodwno gospodarczym

jak i estetycznym, znaczenie gospodarcze tego gatunku jest
jednak stosunkowo niewielkie. W Polsce drzewostany
modrzewia od I1l klasy wieku w 2zwyz na poczatku Ilat

piedziesigtych zajmowaty 127800 hektardow, co stanowito

okoto 1,8% powierzchni Lasow Panstwowych (Boratynski
1986).

W Europie modrzew europejski wystepuje w czterech
rejonach: Alpy, Sudety, Tatry 1 s$rodkowa Polska oraz na

kilku rozproszonych stanowiskach w potudniowo-wschodnich
Karpatach 1 Goérach Bihar w Rumunii. Modrzew alpejski
(Larix decidua subsp. decidua Mili) zajmuje obszar od
potudniowo-wschodnich granic Francji, poprzez centralne
Alpy, dochodzac na wschodzie az po Wieden. W Alpach rosnie

on w roznorodnych warunkach klimatycznych, dochodzgc do

wysokosci 2500 m.n.p.m. . Jednak najobficiej wystepuje w
dolinach Centralnych Alp, gdzie panuje klimat
kontynentalny. Z kolei na pograniczu poéinocnych Alp

modrzew rosnie w strefie wplywu klimatu oceanicznego.
Wystepowanie modrzewia sudeckiego (.Larix decidua subsp.
decidua var. sudetica (Domin) Svoboda) ograniczone jest do
potnocno-wschodnich Sudetow. Rosnie on tu na wysokosci od
300 do 800 m.n.p.m., na przejsciu klimatu oceanicznego i
kontynentalnego. W Tatrach wystepuje Ilokalna rasa tego

gatunku Larix decidua subsp. decidua var. adenocarpa
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Bobr. , gdzie rosnie do goérnej granicy lasu w formie
pojedynczych. drzew z Picea abies i Pinus cembra
Natomiast w nizszych partiach spotyka sie go gtownie z
.Pinus silvestris. Centrum wystepowania modrzewia polskiego
<La2~ix decidua subsp. polonica (Racib.) Domin) lezy w
rejonie GOr Swietokrzyskich. Spotyka sie go tu na obszarze
0 Wwzniesieniu od 150 do 600 m. n.p.m, gdzie panuje
umiarkowany klimat kontynentalny.

Wielka roznorodnosc warunkow klimatycznych i
ekologicznych, w jakich bytuje modrzew europejski,
sprzyjata wytworzeniu lokalnych ras oraz szeregu ekotypow
na terenie Europy. Znalazto to swe odbicie w powstaniu
roznic o charakterze morfologicznym jak i fizjologicznym.
Do dobrych metod poréwnywania skali zmiennosci cech, oraz
wartosci hodowlanej roéznych ekotypow drzew lesnych, nalezag
doswiadczenia proweniencyjne, dajgce moznos¢ obserwacji i
pomiaru osobnikéw réznych populacji w wybranych, warunkach
sSrodowiskowych. Badania te potwierdzaja istnienie
istotnych roznic morfologicznych 1 Tfizjologicznych miedzy
wydzielonymi rasami modrzewia europejskiego (przegladowe
prace na ten temat ogtosili McComb 1955 oraz Mejnartowicz
i Kosinski 1986).

Do konca lat szescdziesigtych pomiar cech morfo-
logicznych stanowit jedyny dostepny opis zmiennosci
genetycznej populacji. Wpyniki biometryczne uzyskane na tej
drodze sg jednak czesto niedogodnym zrodiem informacji w
badaniach populacyjnych, ze wzgledu na fakt, 2ze cechy
morfologiczne zazwyczaj znajduja sie pod kontrolg wielu
gendw. Sytuacja ulegta radykalnej zmianie na poczatku lat
siedemdziesiatych, kiedy to do opisu zmiennosci
genetycznej populacji drzew lesnych zastosowano markery
biochemiczne. Okazato sie, ze poszczegdlne formy biatek
enzymatycznych, zwane izoenzymami moga by¢ pod kontrolg
pojedynczych  genow (allozymy), co bardzo utatwito

przeprowadzanie formalnej analizy genetycznej.
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Prowadzone obecnie prace z zakresu genetyKkKi
biochemicznej drzew lesnych obejmuja badania nad

dziedziczeniem roznych systemdéw enzymatycznych, strukturg

oraz procesami dgenetycznymi zachodzgcymi w
drzew lesnych. Uwzglednia sie rowniez
mozliwosci wykorzystania markerow enzymatycznych w

praktyce hodowlanej . Bogaty przeglad prac dotyczgcych
zmiennosci enzymatycznej drzew lesSnych podaje Prus-
Glowacki <1982).

Mimo bardzo znacznego postepu prac z wykorzystaniem
izoenzymoéw oraz tego, ze modrzew europejski nalezy do
gatunkéw, ktore najwczesniej zaczeto badac¢ tymi metodami
(Mej nartowicz i1 Bergmann 1975), drzewo to pozostaje nadal
jednym z najmniej poznanych gatunkow drzew iglastych w
Europie. Jedng z przyczyn jest zapewne duza trudnosc
pozyskania nasion, ktdre ponadto w znacznym procencie sa
puste.

V zwigzku z powyzszym podjeto prace, ktorej celem
byto: 1.) poznanie dziedziczenia  wybranych systemow
enzymatycznych, 2.)oszacowanie proporcji zywych nasion
powstatych w wyniku samozapylenia, 3. )zbadanie poziomu i
organizacji zmiennosci genetycznej naturalnych populacji
modrzewia europejskiego Tego typu informacje moga
przyczyni¢ sie zarébwno do Ilepszego poznania procesow
mikroewolucyjnych zachodzgcych miedzy populacjami, jak i
racjonalnego wykorzystania zasobow genetycznych badanego
gatunku. W przysztosci zas$ mogag by¢ pomocne w rozwigzaniu
wcigz niejasnej i kontrowersyjnej sprawy pochodzenia

modrzewia polskiego.
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2. PRZEGLAD LITERATURY.

2.1. DZIEDZICZENIE SYSTEMOW ENZYMATYCZNYCH.

lzoenzymy okazaty sie bardzo cennymi markerami
genetycznymi w studiach nad strukturga genetyczng populacji
roslin. Jednak aby poszczegdlne izoenzymy moglty speinic
kryterium markera biochemicznego wymagane jest dokladne
poznanie sposobu ich dziedziczenia.
Drzewa iglaste sa szczegdlnie dogodnym obiektemm w tego

typu badaniach, ze wzgledu na istnienie w ich nasieniu

obok tkanki diploidalnej (zarodek), rowniez tkanki
haploidalnej (makrogametofit). Ustalajac wzory
dziedziczenia poszczegolnych izoenzymoéw w haploidalnej

tkance makrogametofitu mozna tatwo okreslic genotyp
matecznego drzewa, bez uciekania sie do wykonywania
uciazliwych krzyzowek.

Prace prowadzone u szeregu gatunkoéw drzew iglastych

wskazujag na dziedziczenie sie wielu systemow
enzymatycznych zgodne z prawami Mendla (Bergmann 1973,
Rudin 1977, Guries i Ledig 1978, El-Kassaby i inni 1982,

Cheliak i Pitel 1985, Miillar 1985).

Jak dotad, u modrzewia europejskiego, poznano sposob
dziedziczenia jedynie aminopeptydazy Ileucynowej, kwasnej
fosfatazy i esterazy (Mejnartowicz i Bergmann 1975 oraz
Kosinski 1 Szmidt 1984).

W dalszej czesci pracy, przy omawianiu genetycznej
kontroli  padanych u modrzewia europejskiego systemoéw
enzymatycznych, porownano sposob ich kodowania z  wyni ka-mi
dostepnymi w literaturze a otrzymanymi dla innych gatunkow

drzew iglastych.
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2.2. WIELKOSC SAMOZAPEODNIENIA.

Sugeruje sie, ze wystepowanie naturalnych populacji
modrzewia europejskiego w formie niewielkich grup
rozproszonych drzew oraz posiadanie przez ten gatunek
ciezkiego, pozbawionego workéw powietrznych pytku moze
sprzyjac¢ duzej wsobnosci (Mejnartowicz i Bergman 1975).
Jak dotad brak jest jednak informacji na temat rozmiarow
samozaptodnienia u modrzewia europejskiego.

Kosinski <1986) badajgc przyczyny powstawania pustych
nasion u tego gatunku stwierdzit, ze po samozapyleniu, z
powodow gtownie o podiozu genetycznym, ginie od 85 do 100%
zarodkow. Natomiast Knowles i1 inni <1987) stwierdzili, ze
u Larix laricina okoto 27% zywych nasion powstaje w
wyniku samozaptodnienia.

Prosta metoda pozwalajgca na oszacowanie stopnia
samozaptodnienia u drzew iglastych polega na sprawdzeniu
rozprzestrzenienia rzadkiego, matecznego allelu w puli
pytku wniesionego do potomstwa <Miuller 1976, Rudin i inni
1986). U drzewa homozygotycznego pod wzgledem rzadkiego
allelu, przy jednoczesnej analizie makrogametofitu i
zarodka, mozliwe do identyfikacji jest cate potomstwo,

ktore powstato w wyniku samozaptodnienia W przypadku za$s

gdy mateczne drzewo jest heterozygotsa, do ustalenia
mozliwa jest jedynie potowa tego potomstwa. Na tej
podstawie Kuller <1976) oszacowat wielkosé

samozaptodnienia u jednego klonu Picea abies z

nasiennej na 14.7 %. Wyliczona zas
samozaptodnienia dla Finus sylvestris i P. taeda <badano
po pie¢ klondw) wynosita odpowiednio 16% i 1.2 % <Rudin i
Ekberg 1982 oraz Adams i Joly 1980).

Tak obliczana wielkosS¢ samozaptodnienia jest jednak
obarczona pewnym  biedem, zwtaszcza gdy w populacji
znajduje sie Kkilka drzew z rzadkim allelem. Szczegodlnie
istotne jest to w przypadku prac nad naturalnymi
populacjami, gdzie z przyczyn technicznych i finansowych

Nni« mg mozliwosci prsebadania wszystkich osobnikéw, W
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zwigzku z powyzszym Rudin 1 inni <1986), przy obliczaniu
wielkosci samozaplodnienia obserwowang czestos¢ rzadkiego
allelu w puli pytku wniesionego do potomstwa matecznego
drzewa pomniejszajga o wielkos¢ sSredniej czestosci tego
allelu w puli pytku z catego badanego obszaru. Woyliczona
przez "tych autorow wartos¢ samozaptodnienia, na podstawie
analizy pieciu klonéw Pinus sylvestris, wynosita 11.9 % (w
naturalnym stanowisku) i 8.3 % (na plantacji nasiennej)
CRudin i inni 1986).

Inne metody oceny proporcji zywych nasion powstatych w

wyhniku samozaptodnienia (s) opieraja sie na wyliczeniu

wskaznikow kojarzenia niekrewniaczego - t (outcrossing
rate), wykorzystujac informacje o] oczekiwanej oraz
obserwowanej czestosci alleli u drzew matecznych 1 ich

potomstwa (analiza zarodkéw). Obliczone na tej podstawie

wartosci t byly zawsze bardzo wysokie, wskazujgc na niski

udziat samozaptodnienia <s = 1-t) i dla kilku gatunkoéw
wynosity: 0.90 u Pinus radiata 1 Pseudotsuga menziesii
(Koran i inni 1980 oraz El-Kassaby 1 inni 1981), 0.88 i
0.93 u Picea glauca (King i1 inni 1984), 0.93-0.98 u Pinus
contorta (Perry i1 Dancik 1986), 0.99 u P. taeda (Friedman
i Adams 1985), 0.92 i 0.93 u Picea mariana (Boyle i
Morgenstern 1986), 0.95 1 0.98 u Pinus monticola (EI-

Kassaby 1 inni 1987).

2.3. WIELKOSC | ROZKLAD ZMIENNOSCI GENETYCZNEJ

enzymatycznych (Yeh 1 El-Kassaby 1980, Yeh i O”Malley
1980, Guries i Ledig 1982, Yeh i inni 1986, Fins i Seeb
1986, Cheliak i inni 1988, Moran i inni 1988).

Dane literaturowe mowia o0 wysokiej wartosci zmiennosci

genetycznej wyrazonej za pomoca heterozygotycznosci oraz o
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jej znacznym zrdéznicowaniu miedzy badanymi gatunkami drzew

iglastych, Woyjatkiem sa tu niektére rzadkie gatunki jak

Pinus torreyana i Pifius resinosa charakteryzujace sie
matym zasiegiem, dla ktorych wyliczona wartosc
heterozygotycznosci wynosi zero (Ledig i Conkle 1983,

Fowler 1 Morris 1977).

Obserwowana u drzew iglastych wysoka wartos¢ zmiennosci
biochemicznej nie jest zaskakujgca zwazywszy na fTakt, ze
roznice pod wzglede
ewolucyjnych i strat
roslin znajduja swe

genetycznej mierzonej

inni 1979). Zdaniem rch  wyzej autorow gatunki
charakteryzujgce sie rasiegiemm o ditugim czasie
trwania pokolen, w] ptodnosci, niekrewniaczym
systemie rozmnazania, aylne - wykazujg ogdlnie
wyzszy poziom zmiennosc: genetycznej. Natomiast

obserwowane miedzy badanymi gatunkami drzew iglastych
dos¢ znaczne roznice w Srednich wartosciach
heterozygotycznosci moga byc¢ odbiciem, badz realnie
istniejacych roéoznic miedzygatunkowych, badz tez sa
wynikiem stosowania réznych technik laboratoryj nych,
anal izowania odmiennych loci i réznym sposobem
interpretacji  otrzymanych na zymogramach prazkéw. Przy
tym, czego nalezato oczekiwac, ze wzgledu na ograniczony
przeptyw genodw, populacje ze skraju zasiegu wykazujg

tendencje do zmniejszenia heterozygotycznosci w stosunku

do populacji centralnych (Bergmann i Gregorius 1979,
Guries i Ledig 1982). Brzezne populacje czesto swoje
pochodzenie zawdzieczaja matej liczbie osobnikéw (efekty
zatozyciela i "waskiego gardta'), co sprzyja obnizeniu

poziomu zmiennosci genetycznej.
Lewontin (1974) ocenia, ze dla prawidtowej oceny
stopnia heterozygotycznosci potrzebna jest analiza

conajmniej 100 loci. Narazie jednak, warunek ten speiniony
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zostat tylko w badaniach genetycznych cztowieka 1 muszki
OWOCOoWwej.

Jak dotad, w literaturze brak jest doniesien na temat
rozmiaru i organizacji zmiennosci genetycznej w
naturalnych populacjach modrzewia europejskiego. Natomiast
wartosc heterozygotycznosci oczekiwanych dla dwoch
amerykanskich gatunkéw z rodzaju Larix - L. laricina oraz
L. accidentalis wynoszg odpowiednio 0,22 i 0,082 (Cheliak
i Pitel 1988 oraz Fins i1 Seeb 1986)m

U drzew lesnych zdecydowana wiekszos¢ zmiennosci
genetycznej, obserwowanej na poziomie izoenzymowv,
realizowana jest wewnatrz populacji. Jedynie mata jej
czes¢ przypada na zmiennos¢ miedzypopulacyjnag. Poziom
zmiennosci genetycznej miedzy populacjami wyrazony za
pomoca wspotczynnika Gst (Nei 1975) Wynosi od 1%
(wskazujac, ze tylko 1% catkowitej zmiennosci gatunku
przypada na roznice miedzypopulacyjne) u Pinus ponderosa
(Woods 1 inni 1983) do 16% u Pinus radiata (Moran i inni
1988). Przy tym niska wartos¢ cs« wcale nie musi sSwiadczyc¢
0 braku istotnych réznic miedzy populacjami w czestosciach
poszczegdlnych alleli. Boyle i Morgenstern (1987) badajac
6 populacji Picea mariana, odlegtych miedzy sobg od 1,4 do
52,1 km, stwierdzili statystycznie istotne roéznice co do
czestosci alleli w dwoéch na dwanascie analizowanych loci,
przy wartosci wspotczynnika cst = 0.01. Mata wartos¢ cst
wskazuje natomiast, ze catkowita zmiennos¢ genetyczna
miedzy populacjami drzew iglastych jest niska w stosunku
do zmiennosci wewnatrzpopulacyjnej, Obliczona wartos¢ cs«
dla L. larina (badano zmiennos¢ 19 loci w 36 populacjach)
wynosi 0,05 (Cheliak i Pitel 1985). Natomiast Fins 1 Seeb
(1986) u L. occidentalis st oszacowali na 0,086 (badano

23 loci w 19 populacjach).
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Jak dotad nie znaleziono korelacji miedzy zmiennoscia
poszczegolnych, form allelicznych enzyméw ze zmiennoscia
cech. morfologicznych, Ogodlnie rzecz biorac jakosciowy
obraz zmiennosci biochemicznej jest dos¢ zgodny z obrazem
zmiennosci wynikajgcym 2z pomiaru cech morfologicznych w
badaniach proweniencyjnych i testowaniu potomstwa.
Gatunki takie jak Picea sitchensis czy Pinus contorta
charakteryzujgce sie duzag zmiennosciag cech morfologicznych
i Tfizjologicznych (Burley 1966, Critchfield 1957 cyt, za
Yeh 1988), posiadaja rowniez wysoki poziom poiimorficzmu
enzymatycznego (Yeh 1 El-Kassaby 1980, Wheeler i Guries
1982). Z kolei morfologicznie jednolite gatunki jak Pinus
resinosa 1 Thuja plicata (Wright i inni 1972, Minore 1969
cyt. za Yeh 1988), posiadajg rowniez bardzo niski poziom

polimorfizmu wykrytego metodg elektroforezy na zelu

skrobiowym (Flower i Morris 1977, Yeh 1988). Natomiast
rozmiar zréznicowania genetycznego obserwowanego na
poziomie izoenzymow jest jednak znacznie mniejszy od

tego jaki wynika z pomiarow cech morfologicznych w
doswiadczeniach proweniencyjnych. By¢ moze ma to zwigzek z
faktem, ze metodami elektroforezy na zelu skrobiowym udaje
sie wychwycic mniej niz 30% catkowitej zmiennosci
genetycznej (Lewontin 1974).

Wheeler i Guries (1982) porownujac, dla kilkunastu
populacji Pinus contorta, wyniki uzyskane z badan
izoenzymatycznych i pomiaru cech morfologicznych
stwierdzili, ze populacje te pod wzgledem podobienstwa
uktadajg sie w identyczne grupy, mimo  obserwowanych
wiekszych rdéznic miedzy populacjami pod wzgledem cech

morfologicznych,

Ostatnio z coraz wiekszym powodzeniem probuje sie
wykorzystywac obserwacje uzyskane na drodze
elektroforetycznych rozdziatow biatek enzymatycznych w
badaniach taksonomicznych. Sredni dystans genetyczny

wedtug Nei (1975) miedzy P. contorta ssp. latifolia a P,
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banksiana (Dancik i Yeh 1983) jest 20 razy wiekszy niz
dystans miedzy populacjami wewngatrz gatunkow. Natomiast
Millar 1 inni <1988) analizujgc trzy gatunki sosen z
Kaliforn! <P attenuata, P. muricata, P. radiata) ,
stwierdzili, ze genetyczne roznice miedzy populacjami

nalezgcymi do roznych gatunkéw bytly dwukrotnie wieksze niz

roznice miedzy populacjami wewnatrz poszczegolnych
gatunkowv.
Jak sie wydaje, poziom zmiennosci genetycznej

obserwowany u poszczegolnych gatunkédw drzew iglastych jest
prawdopodobnie odbiciem gtoéwnie nieselekcyjnych zdarzen z
niedawnej historii gatunku (Lewontin 1974) oraz ich

systemu kojarzenia (Brown 1979).
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3. MATERIAL 1 METODY.

3.1. Materiat roslinny.

Materiat badawczy stanowilty tkanki makrogametofitow i

zarodkow modrzewia europejskiego (Larix decidua Mili.).

3.1.1. Materiat do badan nad dziedziczeniem systemow
enzymatycznych.

Do tego typu badan niezbedne jest posiadanie nasion
pochodzacych z pojedynczych drzew. Szyszki zebrano z 95
drzew, pieciu populacji modrzewia europejskiego: Babki,
Ciechostowice, Mata Wies, Skarzysko, Zwolen oraz z 25
klonébw rosngcych w archiwum klonéw Instytutu Dendrologii
w  Korniku. Do czasu analiz, wytuszczone oddzielnie z

kazdego drzewa nasiona przechowywano w temp. -3'-'C.

3.1.2. Materiat do badan nad wielkoscia samozaptodnienia

Materiatem byty nasiona zebrane oddzielnie z 23 drzew
rosnacych na terenie oddziatu 133c LesSnictwa
Ciechostowice. Zbioru szyszek dokonano w roku 1987, ktory
byt dla modrzewia rokiem sSredniego urodzaju. Populacja
w sktad ktorej wchodza wyzej wymienione drzewa jest jednag
z najlepiej udokumentowanych naturalnych populacji
modrzewia polskiego na terenie naszego kraju (Kulesza
1927). Sposréd 23 drzew wybrano dwanascie posiadajacych
rzadkie allele w jednym z nastepujacych loci: gdh, mdhl,
mdh.2, mdh3, shdh, srdh. Wymienione loci okazaty sie
bardzo dobrymi markerami genetycznymi (patrz dyskusja,
rozdziat 5.1). Dla kazdego z -23 drzew analizowano
rownoczesnie makrogametofity i zarodki z 60 nasion

powstatych w wyniku wolnego zapylenia.
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3.1.3. Material do badan populacyjnych.

Stanowity go nasiona czterech populacji Larix decidua
subsp. decidua. Mill, z Alp (Wiochy), czterech populacji
Larix decidua subsp. decidua var. sudetica (Domin)
Svoboda z sudetéw (Czechostowacja) oraz trzech populacji
Larix decidua subsp, polonica (Racib.) Domin z rejonu Gor
Swietokrzyskich. Przynalezno$é systematyczna, oraz dane
geograficzne dotyczace potozenia badanych populacj i
zawiera tabela 1. a rozmieszczenie populacji obrazuje
rycina 1. Nasiona do czasu wykonania analiz byty
przechowywane w temp -3°C. Do tej porcji nasion odnosi
sie stasowany w dalszej czesci pracy zwrot,: "hlgczona

proba nasion".
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Tab. 1 Zestawienie analizowanych populacji.

' Potozenie gograficzne
Nazwa populacji szerokoS€  dtugos¢  wysokosé
(-N) -E) (m.n.p.m)

Larix decidua subsp. decidua var. sudetica (Domin) Svoboda:

Dubicko (1) 49-54, 16-52- 450
Mezina (I1) 50-00- 17-27- 500
Radim-Krasov (111) 50-05 17-44 450
Albrechtice (1V) 50-09 17-36 550

Larix decidua subsp. decidua Mili.:

Valli di Cavedine(V) 45-56 11-30 1000
Val Fersina (VI) 46-00 11-15 1300
Fiemme (\VII) 46-18 11-00 1200
Val Sozzine (VIII) 46-15 10-30 1400

Larix decidua subsp. polonica (Racib.) Domin:

Drzewica (I1X) 51-27 20-29 150

Jastrzebia (X) 51-08 20-44 300

Odrowazek (XI) 51-07 20-36 300
£ Biblioteka z
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Ryc:1 Rozmieszczenie badanych, populacji: 1-4
modrzewia sudeckiego, 5-8 populacje
alpejskiego, 9—11 populacje modrzewia

Zakreslone obszary oznaczaja zasiegi poszczegolnych ras

modrzewia europejskiego. I
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3.2. Metody biochemiczne

W przedstawionej pracy analizowana zmiennoscé
nastepujacych enzymow: aminopeptydazy leucynowej <E.C.
34.1.1), dehydrogenaz - glukozo-6-fosforanowej
(E.C.1.1.1.49), glutaminianowej (E.C. 1.4. 1.2)),
izocytrynianowej <E. C. 1.1.1.42), jabtczanowej (E.C.
1.1.1.37), mrdowczanowej (E.C. 1.2. 1.2), sorbitolowej
(E.C. 1.1.1.14), szikimianowej (E.C. 1.1.1.25) oraz
dysmutazy ponadtlenkowej (E.C. 1.15.1.1), esterazy (E.C.
3. 1.1.2) i reduktazy menadionowej (Tab,2).

W celu przeprowadzenia analizy genetycznej z kazdego
pojedynczego drzewa analizowano wstepnie po 6-9 nasion.
w badaniach populacyjnych dla kazdego systemu
enzymatycznego, w kazdej z 11 populacji, badano po 70-110
nasion. 4 nasion po przecieciu oddzielano tkanke
makrogametofitu od zarodka. Makrogametofit homogenizowano
w 35p.l, a zarodki w 15pl buforu homogenizacyjnego Tris-
HC1 pH 7,2. Do 50 ml buforu homogenizacyj hego dodawano
75pl 2-merkaptoetanolu jako antyutleniacza oraz 3 krople
Tritonu X-100.

Homogenatem nasgczano paski bibuty Whatmann 3MM o
wymiarach 32>}Xl8 mm 1 nanoszono na zel. Na kazdej ptycie z
zelem uktadano po okoto 50 skrawkow  z biatkowym
homogenatem.

Analize izoenzymoéw w ekstraktach z makrogametofitow i
zarodkéw prowadzono w 12% zelu skrobiowym. Do rozdziatu
poszczegdlnych Dbiatek enzymatycznych zastosowano trzy
systemy buforowe (Tab.2). System | wedlug Ridgewaya i
innych (1970). Bufor elektrodowy: 0,3M kwas borowy,
0,06M wodorotlenek litu, pH 8,2. Bufor zelowy: 0,03m
Tris, 1% buforu elektrodowego, odczyn wyréwnany kwasem
cytrynowym do wartosci pH 8,5. System 11 wedlug Siciliano
i Shaw (1976). Bufor elektrodowy: 0,13M Tris, 0,043M kwas
cytrynowy, pH 7,0. Bufor zelowy przygotowywano przez

rozcienczenie buforu elektrodowego woda destylowang w
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stosunku 1:10. + System Ila stanowit modyfikacje systemu
1 gdzie bufor zelowy uzyskano przez rozcienczenie
buforu elektrodowego wodg w stosunku 1:6.

Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przez 2,5
godziny, stosujgc prad o natezeniu ok.40 mA i napieciu
120 V na jedna ptyte zelu dla systemu buforowego |1 oraz
przez 2,5 godziny przy natezeniu pradu ok. 30 mA i
napieciu 90 V na jednag ptyte zelu dla systemu buforowego
11 i lla. Po rozdziale ptat zelu przecinano na 24

warstwy 1 kazdg z warstw barwiono na aktywnos¢ innego
enzymu.
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Tabela 2. Zestawienie analizowanych enzymow,

tycznych i alleli

buforowych.

Enzym

Aminopeptydaza leucynowa

Dehydrogenaza

glukozo-6-fosforanowa

Dehydrogenaza
Dehydrogenaza

Dehydrogenaza

Dehydrogenaza
Dehydrogenaza

Dehydrogenaza

Dysmutaza ponadtlenkowa

Esteraza

(EC
(EC
glutaminianowa (EC
izocytrynianowa(EC
jabtczanowa (EC
mréwczanowa (EC
sorbitolowa (EC
szikimianowa (EC
(EC
(EC

Reduktaza menadionowa

loci

enzyma-

oraz zastosowanych systemdéw

System

buforowy

3.4.1.1)

1. 1. 1.49)
1.4. 1.2)

1.1.1.42)
1. 1. 1.37)

1.2. 1.2)

1.1.1.14)
1. 1.1.25)
1. 15. 1. 1)

3.1.1.2)

Locus

Lapl
Lap2

Gépd
Gdh

Idh

Mdhl
Mdh2
Mdh3
Mdh4
Fdh

Srdh
Shdh
Sodl
Sod2
Estl
Est3
Mnr2
Mnr3
Mnr4

100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Allele
2 3
97 %03
86 104
85 105
85 107
75» %05
125
110
40 %30
85
70 115
75 %40
95 N
70 130
85 %20
110

* rzadkie allele obserwowane tylko w mieszanej prdébie nasion.
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Zastosowano, z pewnymi modyfikacjami, skifad mieszanin
barwigcych, podanych w zbiorczej pracy Cheliak 1 Pitel
<1984) oraz Tsay i Taylor <1978) dla FDH,

Aminopeptydaza leucynowa <LAP):

60 ml 0.2M buforu Tris-kwas maleinowy pH 5,5
50 mg L -leucylo-J3-naftyloamidu chlorowodorek
40 mg sol trwata K

inkubowa¢ w ciemnosci w temp, 37-'1C

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa <G6PD).
60 ml 0.2M buforu Tris-HCI pH 8.0
180 mg glukozo-6-fosforanu sodu

2 ml 10% MgCLa

16 mg NADP

12 mg NBT

4 mg MTT

mg PMS.

inkubowa¢ w ciemnosci w temp, 37'-'C.

Dehydrogenaza glutaminianowa <GDH):
60 ml 0,,2M buforu Tris-HCI pH 8.0
400 mg glutaminianu sodu

16 mg  NAD

16 mg  NET

2 mg PMS.

inkubowa¢ w ciemnosci w temp. 37~C.

Dehydrogenaza izocytrynianowa <I|DH)
60 ml O, 2M buforu Tris-HCI pH 8.0
60 mg DL -izocytrynianu sodu

2 ml 10% MgCL:;»

12 mg NADP

16 mg NBT

2 mg PMS

inkubowa¢ w ciemnosci w temp. 37
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Dehydrogenaza jablczanowa <MDH):
60 ml 0.2 M buforu Tris-HCI pH 8.0
90 mg DL -jabtczanu sodu

2 mi 10% MgCI™.

2 ml O,IM KCN

16 mg NAD

20 mg NBT

2 mg PMS

inkubowaé w ciemnosci w temp. 37 °C.

Dehydrogenaza mréwczanowa <FDH>
60 ml 0.2M buforu Tris-HCI pH 8.0
1 g8 mrowczanu sodu
16 mg NAD
16 mg NBT
2 mg PMS

inkubowad w ciemnosci w temp. 37 . C.

Dehydrogenaza sorbitolowa <SRDH>:
60 ml 0.2M buforu Tris-HCI pH 8.0
1.6 g D-sorbitolu

16 mg NAD

12 mg NBT

4 mg MTT

2 mg PMS

inkubowadé w ciemnosci w temp. 37

Dehydrogenaza szikimianowa <SHDH>
60 ml 0. 2M buforu Tris-HCI pH 8.0
100 mg kwasu szikimianowego

2 ml 10% MgClz

16 mg NADP

12 mg NBT

4 mg MTT

2 mg PMS

inkubowad w ciemnosci w temp. 37 °C.
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Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD):
60 ml 0.2M buforu Tris-HCI pH 8.0
4 mg ryboflawiny
130 mg EDTA-Nan®
6 mg NBT
inkubowa¢ w ciemnosci w temp. 37 °C przez 30 minut
a nastepnie naswietlac w sSwietle UV przez 20-30 minut.
Po tym okresie na ciemnym zelu, w miejscu aktywnosci

enzymu beda widoczne jasne prazki.

Esteraza (EST):
60 ml 0.2M buforu fosforanowego pH 6.0

3 mi 1% octanu ot-naftylu

1 ml 1% octanu J3-naftylu
100 mg fast blue RR salt
* roztwory octanu cc— i J3—naftylu otrzymano przez
rozpuszczenie tych substancji w mieszaninie acetonu i
wody w stosunku 1:1.

inkubowa¢ w ciemnosci w temp. 37 °C.

Reduktaza menadionowa (MNR):

60 ml 0.2M buforu Tris-HCI pH 7.2
40 mg menadionu

30 mg NADH

16 mg NBT

inkubowac¢ w ciemnosci w temp. 37 °C.

Po barwieniu zele utrwalano i odczytywano, pordédwnujac
otrzymane wyniki ze wzorcami. Do oznaczen enzymow, loci i
alleli przyjeto system, ktory zaproponowali Allendorf i
inni <1977) oraz Yeh i O'Malley (1980). Locus, dla
ktorego prazki charakteryzowaty sie najwiekszym tempem
migracji podczas trwania elektroforezy, w Kierunku anody
oznaczono jako 1, nastepny jako 2 itd. Najbardziej czesty

allel w locus oznaczono \yartoscia 100. Poszczegélnym
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allelom- w danym locus przypisywano liczbe wskazujacag
wzglednag szybkosc wedrowki okreslonej frakcji w
elektroforezie, w stosunku do frakcji najczesciej

wystepujacej (oznaczonej jako 100). Forme nieaktywng

enzymu, tzw. "nuli allel”™ oznaczano literga "lir". Jezeli
biatka w jakims systemie enzymatycznym kodowane byly w
Kilku loci, to okreslone allele oznaczano w nastepujacy
sposob. Najpierw zapisywano symbol locus w jakim kodowany
byt allel a nastepnie, po myslniku, oznaczenie liczbowe
tego allelu, np.. Lapl-96, co oznacza allel o symbolu 96
w locus 1. Uzywane skroty enzymdéw i1 loci enzymatycznych

utworzono od angielskich nazw analizowanych enzymoéw.

3.3 Metody matematyczne.

3.3.1. Dziedziczenie badanych enzymoéw.

Celem przeprowadzenia wstepnej analizy genetycznej,
dla kazdego systemu enzymatycznego, ze wszystkich poje-
dynczych drzew badano po 6-9 nasion. Przy zaktadanej
segregacji alleli w stosunku 1:1, prawdopodobienstwo
wadliwego sklasyfikowania heterozygoty jako homozygoty, w
poszczegodlnym locus, okreslone jest wzorem: gdzie
k jJjest liczbg analizowanych nasion. Analizujgc po 6
nasion z kazdego drzewa szansa znalezienia heterozygoty w
badanym locus wynosi wiec 97%. Zgodno$¢ obserwowanej
segregacji wykrytych form enzymatycznych z zakiadanym
mendlowskim dziedziczeniem w stosunku 1:1 sprawdzono
testem X2 u wybranych 25 drzew charakteryzujacych sie
naj wieksza zmiennosca w badanych systemach
enzymatycznych. Testu x2 uzywano takze do oszacowania
roznorodnosci rezultatow dla analizowanych drzew (Mather

1963).
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3.3,2, Wielkos¢ samozaptodnienia.

Liczebnosc¢ zywych. nasion (s) powstatych w  wyniku
samozaptodnienia oszacowano na podstawie analizy puli
wytacznie zywych nasion. Tak rozumiang wielkosc (s)
nazwano umownie samozaptodnieniem, zdajgc sobie sprawe,
ze Jjest to wartos¢ zanizona w stosunku do faktycznej
wielkosci samozaptodnienia. Nie uwzglednia ona miedzy
innymi puli pustych 1 martwych nasion powstatych w wyniku
tego procesu.

Do obliczenia wielkosci samozaptodnienia (s) postuzono
sie metoda wykorzystujaca rzadkie allele (Muller 1976,
Rudin 1 inni 1986), gdzie:

S 2 X (p-n Pr)

Pn - czestos¢ rzadkiego allelu wniesionego przez gamety
meskie (pytek) w zarodkach powstatych w wyniku
wolnego zapylenia matecznego drzewa (heterozygo-
tycznego pod wzgledem rzadkiego allelu).

Pi-. czestos¢ rzadkiego allelu w puli pyltku obserwowa-
nej na podstawie analizy zarodkdéw drzew
badanej populacji, wylaczajgc zarodki drzew mate-

cznych majacych rzadki allel.

V przypadku gdy p” » prl wartos¢ samozapylenia przyjmowano

za rowna zero. Wartos¢ odchylenia standardowego wielkosci
s obliczono wediug wzoru: "Vs(1-2s)/N (Adams i Joly

1980), gdzie N jest liczbg badanych nasion.
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3.3.3. Miary zmiennosci genetycznej populacji.
W pracy uzyto nastepujgcych miar zmiennosci genetycznej

badanych populacji.

1. Heterozygotycznos¢ oczekiwana <HL.):
Heterozygotycznos¢ oczekiwang w danym locus liczono

wedtug wzoru Nei <1975):
h« = 1-Zpi

gdzie pi - czestosc¢ i-tego allelu.
Srednia heterozygotycznos$é dla populacji <Het) stanowita
Srednia arytmetyczna wartosci h«, ze wszystkich badanych

loci ,

2. Srednia liczba alleli w locus <n«.):
Dla dan.ej populacji obliczana byta jako Srednia

arytmetyczna ze wszystkich badanych loci.

3. Efektywna liczba alleli w locus <n.,,):

Efektywna liczba alleli w locus jest bardziej przydatnag
miara zmiennosci genetycznej populacji niz srednia liczba
alleli w locus, gdyz Scisle skorelowana  jest z
heterozygotycznosciag oczekiwana. Wartos¢ ta okreslona

jest wzorem:

He = I/Epi2 (Crow 1 Kimura 1970)
gdzie pt - czestosc¢ i-tego allelu.
Efektywna liczba alleli osigga maksymalnag wartos¢ przy
jednakowej czestosci alleli w danym locus. Srednia
efektywnag liczbe alleli w locus dla danej populaciji

liczono jako srednia geometryczng z n wartosci dla

indywidualnych loci <Lundkvist 1979).
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4, Procent loci palimorficznych:

W literaturze czesto spotyka sie dwa Kkryteria oceny
poiimorficznosci danego locus (Ayala 1 inni 1971, Yeh i
O'Malley 1980).

Wedtug pierwszego kryterium za poiimorficzny uznaje sie
ten locus, w ktorym czestosc¢ allelu 100 jest mniejsza lub
réwna 0,95. Wedtug zas drugiego kryterium dla
poi imorficznego locus, czestos¢ allelu 100 jest nmi ej
lub réwna 0,99.

W celu porodwnania wynikdbw otrzymanych u modrzewia z
wynikami literaturowymi dla innych gatunkow drzew
iglastych, procent loci poiimorficznych liczono

uwzgledniajac oba kryteria.

3.3,4. Zroznicowanie genetyczne miedzy badanymi
populacj ami.
1. Istotnosc¢ roznic w czestosciach alleli miedzy badanymi

populacjami sprawdzano za pomoca  testu Chi-kwadrat
(Oktaba 1986),

2. W pracy wykorzystano miary genetycznego zrdznicowania
wedtug Nei (1975).

Na catkowita roéznorodnos¢ genowg populacji (Hr) sktadaja
sie - roznorodnos¢ genowa wewnatrzpopulacyjna (Hs) oraz
miedzypopulacyjna (bsx).

Hr = Hss+Dgrr

Poszczegolne wielkosci mozna wyliczy¢ ze wzordow:

Hr = 1-Exi2

gdzie xi - Srednia czestosc¢ i-tego allelu
Hs = 1-£1Xik2/S
gdzie Xiu - czestos¢ i-tego allelu w k-tej
populaciji
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S - liczba populacji
pDst = EEDjk/s2
gdzie Dji,, = Z(xik-xij)2/2
Wzgledng wielkosc¢ genetycznego zréznicowania mozna

wyrazi¢ za pomoca wspotczynnika cs<«

G o = Dsv/Hr

Gst Obrazuje jaka czes¢ catkowitej zmiennosci genetycznej

gatunku przypada na zmiennos¢ miedzypopulacyjna.

Jakkolwiek Gst jest dobrag miarg genetycznego
zréznicowania miedzy populacjami, to jednak jest ona
silnie zalezna od wartosci H=. Gdy mata

to Gest przyjmuje duzg wartos¢, nawet w przypadku gdy

absolutna zmiennos¢ genetyczna jest mata.

W zwigzku z tym Nei (1975) wprowadzit miare absolutnego
genetycznego zroznicowania Dm.

= sDsr/<S-I=
Dyv. pozwala oszacowac¢ minimalne roéznice w kodonie miedzy
badanymi populacjami. Miara ta jest niezalezna od
genetycznego zroznicowania wewnatrz badanych populacji i
moze byc¢ zastosowana przy porownywaniu stopnia

genetycznego zroznicowania roznych organizmow.

3. ROznice genetyczne miedzy badanymi populacjami mozna
wyrazi¢ za pomocag standardowego dystansu genetycznego

(D) :

D = -log <IxVv//jx3v) (Nei 1975), gdzie:
JIX, Js, Ixy - Sa sSrednimi arytmetycznymi wielkosci jx, jv
oraz jxv ze wszystkich badanych loci (witaczajac loci

monomorficzne), gdzie;

jx = SX12
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Jy = Syi

J = SXiyi

Xi oraz yt+ sa czestosciami i-tego allelu odpowiednio w

populacji X i Y,

Do obliczenia dystansu genetycznego uzyto programu
komputerowego (Sattler i Hilburn 1985).

Program ten pozwala obliczy¢ dystans genetyczny wg Nei z
kilkoma modyfikacjami:

1. z modyfikacja redukujaca btgd powstaty ze wzgledu na
matg wielkos¢ analizowanej proby <Nei 1978).

2. przedefiniowanie genetycznego podobienstwa pozwalajgce
zredukowac¢ blad powstatlty z niejednakowego, we wszystkich
loci, tempa podstawienia aminokwasow CHills 1984),

3. "jackknife™ przyblizenie redukujace btad powstaty ze
wzgledu na matg liczbe analizowanych loci (Mueller i
Ayala 1982).

Na podstawie obliczonych dystansdw genetycznych pomiedzy
parami populaciji, skonstruowano dendrogram metodag
sSrednich arytmetycznych niewazonych - UPGMA (Sneath i
Sokal 1973). W prezentowanej pracy zdecydowano sie na
wybor tej metody, gdyz jJjest ona jJjedna z najczesciej
stosowanych w literaturze co pozwala poréwna¢ otrzymane
wyniki z danymi z innych prac. Metode te =zalecaja Nei i
inni <1983) jako najlepsza dla prezentacji dendrogramow
konstruowanych na podstawie dystansow genetycznych

liczonych wediug metody tego autora <Nei 1972).
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4, YYNIKI

4.1. DZIEDZICZENIE BADANYCH ENZYMOW:

W badanym materiale analizowano 11 systemow
enzymatycznych kodowanych w 19 loci. Statystyczna analiza
czestosci wystepowania roznych fenotypdéw badanych loci, w
probkach nasion z pojedynczych, heterozygotycznych drzew,
wykazata we wszystkich przypadkach zgodnos¢ dziedziczenia
w oczekiwanym stosunku 1:1. Zestawienie analizowanych
drzew pod wzgledem liczby przebadanych makrogametofitow

oraz segregacje poszczegolnych form allelicznych enzymow

przedstawia tabela 3. w dalszej czesci tekstu
przedstawiono sposob dziedziczenia poszczegolnych
enzymow.

Aminopeptydaza leucynowa CLAP).

Dla tego enzymu stwierdzono istnienie dwoch,
niezaleznie dziedziczacych sie stref (oznaczonych jako 1
i 2> z 5 allelami: Lapl-97, Lapl-100, Lapl-N, Lap2-100
oraz Lap2-104 (Ryc.2 i 3). W 4+aczonej probie nasion
znaleziono dodatkowo trzy rzadkie allele: Lapl-103 oraz
Lap2-96 } Lap2-104d, ktorych nie odnotowano wczesniej w
probie nasion pochodzacej z pojedynczych drzew. ROznice w
tempie migracji pomiedzy prazkami, odpowiadajgcymi
poszczegolnym formom allelicznym enzymu sa niewielkie.
Mimo tej trudnosci, na zymogramach bedacych obrazem
rozdziatu ekstraktow biatkowych pochodzacych z
heterozygotycznych zarodkow, daje sie wyrdzni¢ dwa
prazki s$swiadczgce o monomerycznym charakterze badanego

enzymu.
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Tab.3

Locus

Estl

Est3

Gdh

G6pd

Lapl

Lap2

Mdhl

Mdh2

Obserwowana segregacja allozymoéw z tkanki makrogametofitu
heterozygotycznych drzew modrzewia europejskiego oraz
wyniki testu Chi-kwadrat na zgodnos¢ segregacji w stosunku

1:1 i réznorodnosci rezultatow dla analizowanych drzew.

Symbol

10-01
w7
ST |
MU 1S
ST 8
fazem

10-01
10-20

Cl 1
Cl 3
Cl 23
Ci 24
fazem

10-09
10-06
SK 5

ST 6
SK 5
K7
razem

K7
ST 6
razem

M3
M7
razem

10-01
Cl 9
Cl 13
razem

Uzor
segregacji

95/100

95/N
100N
100N
100/N
100/N

70/100
100/130

85/100
85/100
85/100
85/100
85/100

85/100
85/105
100/105

97/100
100/N
100/N
100/N

100/104
100/104
100/104

100/125
100/125
100/125

100/110
100/110
100/110
100/110

Obserwowana

segregacja

35; 47
31: 33
30; 39
28; 31
23. 23
81, 93

42; 40
30; 26

40; 38
34; 26
36; 24
32; 28
142:116

29; 25
24; 34
31; 28

22, A
32; 37
33; 27
65; 64

31 29
20; 23
51; 52

29; 28
36; 37
65; 65

24; 29
38; 28
A7; 37
109, %4

Odchlenie Roznorodnosé
X2(1) P X2(df)
1,756 .10 - 25 -
,063 75 - .90 -
1,174 .25 - 50 -
153 50 - |75 -
.000 > 99 -
828 25 - 50 .499(2) .75
,049 75 - 90 -
286 .50 - .75 -
051 75 - 90 -
1,067 25 - 50 -
2,400 .10 - .25 -
267 50 - .75 -
2,620 .10 - .25 1,164(3) ,50
296 50 - |75 -
1,724 10 - .25 -
153 50 - |75 -
023 .75 - ,90 -
362 50 - |75 -
,600 25 - 50 -
008 90 - 95 ,954(1) 25
067 75 - 90 -
209 50 - |75 -
,010 90 - ,95 ,266(1) ,50
,018 90 - ,95 -
014 90 - ,95 -
,000 >99 ,032(1) 75
472 .25 - 50 -
1515 .10 - 25 -
1,190 .25 - 50 -
1,108 .25 - 50 2,069(2) 25
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kontynuacja tabeli z poprzedniej strony:

Mdh3 w3 40/100 29; 28 018 90 - ,95 - .

w7 40/100 38: 35 12350 - |75 -

BA425 40/100 15; 15 ,000 >.99 -

razeni 40/100 82; 78 ,100 75 ,041(2) 97 99

15-63 100/N 26; 30 286,50 - |75 -

15-88 100/N 10; 14 667 25 - 50 -

razem 100/N 36; 44 800 .25 - 50 ,153(1) 50 75
Mnr3 W 5 100/130 36; 41 325 50 - |75 -

MU 8 100/130 46: 35 1494 10 - 25 -

razem 100/130 82: 76 228 50 - 75 1,591(1) 10 25
Mnrd MW 5 100/110 39; 38 013,90 - .95 -

MU- 8 100/110 50; 52 039 75 - 90 -

razem 100/110 89; 90 006 90 - 95 ,046(1) 75 90
*Shdh Cl 8 70/100 29: 31 067 75 - 90 -

Cl 24 70/115 34; 32 061,75 - 90 -

10-20 100/115 28; 26 074 75 - 90 -

Cl 2 100/115 37; 41 205 50 - 75 -

razem 100/115 65; 67 030 ,75 - .90 .249(1) 50 75

10-25 1007155 37, 41 205 50 - |75 -
Srdh Cl 2 85/100 69; 57 1,143 25 - 50 - )

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PD).

Enzym kodowany jest w jednym locus z trzema allelami:
85, 100 oraz 105. <Ryc. 4 i 5). Na zymogramach prazek
odpowiadajgcy allelowi 100 wybarwiat sie bardzo dobrze,
natomiast dwa pozostate prazki: 85 i 105 barwity sie
stabo, bedac jednak tatwymi do identyfikacji. Pomimo, ze
wszystkie obserwowane na zelach prazki byty tatwe do
identyfikaciji, to obraz otrzymany dla ekstraktow
pochodzgcych z heterozygotycznych zarodkow byt zawsze
rozmyty. W zwigzku z tym niemozliwe byto okreslenie

struktury czwartorzedowej tego enzymu.
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L1 1 ]
1 —
==
1 J
2 —
%6 104 104D
¢}
LAP
Ryc.2 Schemat obrazu rozdziatu elektroforetycznego
uzyskanego dla aminopeptydazy Ileucynowej (LAP). Liczbami
1 1 2 oznaczono odpowiednie loci, pozostate liczby
wskazujg odpowiednie allele. Literg N oznaczono forme

nieaktywna enzymu (nuli allel).

Ryc.3 Obraz elektroforetycznego rozdziatu LAP. 1 oraz 2
odpowiednie loci. Poszczegodlne allele oznaczono
wartosciami: 96, 97, 100, 103 oraz litera N. '
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0 e
G6PD

Ryc.4 Schemat obrazu rozdziatu elektroforetycznego

uzyskanego dla dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej

CGGPD). Liczbami oznaczono odpowiednie allele.

Ryc.5 Obraz rozdziatu elektroforetycznego G6PD.

Liczbami: 85, 100 oraz 105 oznaczono odpowiednie allele.
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Dehydrogenaza glutaminianowa <GDH):

Enzym kodowany jest w jednym locus. Obok allelu 100,
znaleziona dwa rzadkie allele 85 1 107. <Ryc5 i 7). V
materiale pochodzgcym z pojedynczych drzew natrafiono na
cztery heterozygotyczne drzewa 2z rzadkim allelem 85.
Zymogramy otrzymane podczas rozdziatow elektro-
foretycznych heterozygotycznych zarodkéw 85/100 dawaty
obraz charakterystyczny dla biatek bedacych multimerami
<Ryc.7).

Dehydrogenaza izocytrynianowa <IDH>.

Stwierdzono istnienie jednej strefy aktywnosci enzymu
z allelem 100 oraz dwoma rzadkimi allelami 75 i1 105
znalezionymi jedynie w tgczonej probie nasion. <Ryc.8>. W
zwigzku z tym, ze nie udato sie znalez¢ zmiennosci w
nasionach pochodzacych 2z pojedynczego drzewa, niemozliwe
byto przeprowadzenie analizy dziedziczenia alleli oraz
jednoznacznie okresli¢ strukturg czwartorzedowsag badanego

enzymu.

Dehydrogenaza jabtczanowa <MDH).

Na zelach, ktdore barwiono na aktywnos¢ dehydrogenazy
j abtczanowej obserwowano piec stref aktywnosci
enzymatycznej <Ryc.il). Cztery z tych stref kodowane sg
przez 4 loci i1 zostaty oznaczone odpowiednio: Mdhl, Mdh2

Mdh3, Mdh4. Natomiast prazki piatej strefy, lezgce miedzy

Mdh2 i Mdh3 sg heterodimerem - produktem tych dwoch
loci. Zmienno$¢é w tempie wedréwki prazkéw regionu Mdh2
lub Mdh3 wplywa na zmiane potozenia prazka
heterodimerowego, jednak w ten sposdb, ze jest on obecny
zawsze posrodku prazkéw regionu Mdh2 1 Mdh3 <Ryc.ll,
12A) . Stwierdzono, ze u modrzewia europejskiego locus

Mdh4 jest monomorficzny. Po dwa allele: Mdhl-100, Mdhl-
125 oraz Mdh2—100, Mdh2—110 odnotowano odpowiednio w
locus pierwszym i drugim. Natomiast w locus Mdh3
znaleziono cztery allele: Mdh3~40, Mdh3-100, Mdh3-130
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oraz fobmag nieaktywng enzymu tzw "nuli allel’™™ <N). Na
zymogramach homogenaty pochodzgce z heterozygotycznych w
loci Mdhl, Mdh2 oraz Mdh3 =zarodkéw daja obraz trzech
prazkow sSwiadczgcych o dimerycznej budowie dehydrogenazy

jabtczanowej u modrzewia (Ryc.12)

Dehydrogenaza mrowczanowa <FDH):

Prazki na zelach barwionych na aktywnos¢ dehydrogenazy
mrowczanowej wystepowalty w jednej strefie, W badanym
materiale nie natrafiono na jakakolwiek zmiennosc

badanego enzymu (Ryc.9).

Dehydrogenaza sorbitolowa CSRDH).

U modrzewia enzym ten kodowany jest przez jeden locus
(Ryc.13 i 14). W probie nasion pochodzacych z
pojedynczych drzew znaleziono jedno drzewo < o0znaczone
jako Cl 2) z rzadkim allelem  85. Obserwowane na
zymogramach czytelne obrazy homogenatow pochodzacych =z
heterozygotycznych zarodkéw pozwalajg na stwierdzenie, ze

dehydrogenaza ta jest u modrzewia multimerem (Ryc.14).

Dehydrogenaza szikimianowa (SHDH).

W  zelach barwionych na obecnosc dehydrogenazy

sz i kimianowej znaleziono jedna strefag aktywnosci
enzymatycznej . W badanym materiale stwierdzono istnienie
czterech alleli: 100, 115, 155 oraz rzadkiego allelu 70
(Ryc. 15 i 16) . Na zymogramach, homogenaty z

heterozygotycznych zarodkéow dawatly obraz dwoéch prazkow,
co Swiadczy o] monomerycznej budowie dehydrogenazy

szikimianowej u modrzewia europejskiego (Ryc.16).
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+
(6]
GDH
Ryc.6 Schemat- obrazu rozdziatu elektroforetycznego
uzyskanego dla dehydrogenazy glutaminianowej (GDH).
Liczbami oznaczono odpowiednie allele.
| SRDH
100
<l GDH
e? 85

Ryc. 7 Obraz

rozdziatu elektroforetycznego GDH.
100 oraz 85

oznaczono odpowiednie allele.

literg e oznaczono heterozygotyczne zarodKi
oraz ep -100/85. (SRDH

Liczbami
Natomiast

e, 85/100
dehydrogenaza sorbitolowa) .

http://rcin.org.pl



41

+
100 105
75
0]
IDH
Ryc. 8 Schemat obrazu rozdziatu elektroforetycznego

uzyskanego dla dehydrogenazy izocytrynianowej (IDH).
Liczbami: 75, 100 oraz 105 oznaczono odpowiednie allele.

100

Ryc. 9 Schemat obrazu rozdziatu elektroforetycznego
uzyskanego dla dehydrogenazy mréwczanowej (FDH).

100
2 — 140
75
0
SOD
Ryc. 10 Schemat obrazu rozdziatu elektroforetycznego
Liczbami 1

uzyskanego dla dysmutazy ponadtlenkowej (SOD).
oraz 2 oznaczono odpowiednie loci. Wartosci: 75, 100 oraz

140 odpowiadaja poszczegolnym allelom.
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1-125
100 2-110 3-40 3-130 3-N
H OETD
rim
0]
MDH
Ryc.ll Schemat rozdziatu elektroforetycznego uzyskanego

dla dehydrogenazy jabitczanowej (MDH), Liczbami od 1 do 4
oznaczono odpowiednie loci. Wartoscia: 40, 100, 110, 125,
130 odpowiadajg poszczegolne allele. Litera N oznacza
forme nieaktywng enzymu (nuli allel) a litera H -

heterodimer. Oznaczenie typu 1-125 wskazuje allel 125 w
locusl
A

Ryc, 12 Obrazy rozdziatdw elektroforetycznych uzyskanych
dla MDH. Liczbami od 1 do 4 oznaczono odpowiednie loci.
Wartoscia: 40, 100, 125 odpowiadaja allele. Litera H
oznacza heterodimer, Natomiast literami e oznaczono
heterozygotyczne zarodki: e, - Mdh3-40/Mdh3-100, ea -
Mdhl-100/Mdhl-125, es - Mdhl-125/Mdhl-100, Mdh3-100/Mdh3-

40, - Mdhl-125/Mdhl-100, Mdh3-40/Mdh3-100, - Mdh2-
110/Mdh2-100.
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wo 85

SRDH

Ryc.13 Schemat rozdziatu elektroforetycznego uzyskanego

dla dehydrogenazy sorbitolowej (SRDH). Liczbami oznaczono
odpowiednie allele.

Ryc. 14 Obraz elektroforetycznego rozdziatu SRDH.
Liczbami 100 oraz 85 oznaczono odpowiednie allele.

Litera e oznaczono heterozygotyczne zarodki: e-i - 85/100
oraz 22 - 100/85.
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+ 155

SHDH

Ryc. 15 Schemat rozdziatu elektroforetycznego uzyskanego
dla dehydrogenazy szikimianowej <SHDH>. Liczbami
oznaczono odpowiednie allele.

115

Ryc. 16 Obrazy rozdziatu elektroforetycznego SHDH.
Liczbami oznaczono odpowiednie allele. L.itera e oznaczono
heterozygotyczne =zarodki: ei - 100/115, es - 100/155.

http://rcin.org.pl



45

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD),

Na ciemnym tle zymogramoéw, w miejscu aktywnosci

dysmutazy ponadtlenkowej widoczne sg jJjasne prazki. U
modrzewia prazki rozlokowane sa w dwoch strefach
(Ryc.10).Prazki gornej strety, charakteryzujace sie

szybszym tempem wedrowki w polu elektrycznym, sa waskie i
bardziej widoczne od prazkow dolnej strefty, ktore sa
szersze i nieco rozmyte. Chociaz dla obu stref, nie
obserwowano niezaleznej segregaciji prazkow (strefa
oznaczona jako Sodl byta monomorficzna), to jednak obie
strefy wydajg sie by¢ kodowanymi przez dwa odrebne loci.
W locus Sod2, obok allelu 100, znaleziono jedynie dwa
rzadkie allele 75 i 140. Obydwa rzadkie allele znaleziono

jedynie w lgczonej probie nasion,

Esteraza (EST).

Stwierdzono istnienie conajmniej trzech stref
aktywnosci enzymu (Ryc.17). W badanym materiale prazkKi
odpowiadajgce allelom z loci Estl oraz Est3 wybarwiaty
sie bardzo wyraznie, natomiast prgzki w strefie Est2
barwity sie stabo, bedac niekiedy wrecz niewidocznymi. W
zwigzku z tym locus Est2 wytgczono =z dalszych analiz.
Trzy allele: 95, 100 i1 forme nieaktywng enzymu - allel N,
stwierdzono w locus Estl (Ryc.18) oraz cztery: 70, 100,
130 i 170 w Est3. Allel Est3-170 byt allelem rzadkim i
obserwowano go tylko w tgaczonej proébie nasion. Otrzymany
na zymogramach obraz homogenatéw pochodzacych z zarodkow
byt zawsze rozmyty, co nie pozwolito na jednoznaczne

okreslenie struktury czwartorzedowej esterazy.

Reduktaza menadionowa (MNR).

U modrzewia zele barwione na obecnos¢ reduktazy
menadionowej daja cztery strefy aktywnosci enzymatycznej.
(Ryc.19). Prazki w strefie Mnrl wybarwiaty sie dos¢ stabo

i bezbtedne odczytanie ich potozenia na zymogramienie nie
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zawsze byto mozliwe, V zwigzku 2z powyzszym strefe te
wytaczono z dalszych analiz. V badanym materiale locus
Mnr2 byt monomorficzny. W locus Mnr3 znaleziono cztery
allele. Dwa z nich - 100 i 130 wystepowaly w badanych
populacjach z duzymi czestosciami. Natomiast dwa dalsze -
85 i 120 byty allelami rzadko wystepujgcymi, znalezionymi
jedynie w tgaczonej probie nasion. Dwa allele 100 1 110

byty obecne w strefie Mnr4 (Ryc.20). Na zymogramach

obrazy uzyskane dla homogenatéw pochodzacych z
heterozygotycznych w locus Mnr3 i Mnr4d zarodkéw byty
rozmyte, co na razie uniemozliwito okreslenie struktury

czwartorzedowej tego enzymu.
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+100 100 g5 N
170
3 — 130
EST

Ryc. 17 Schemat obrazu elektroforetycznego uzyskanego dla
esterazy (EST). Liczbami od 1 do 3 oznaczono odpowiednie
loci. Pozostalmi liczbami oznaczono poszczegolne allele.
Litera N odpowiada formie nieaktywnej enzymu (nuli
allel).

Ryc.18 Obraz elektroforetycznego rozdziatu EST.

Liczbami: 1, 2, 3 oznaczono odpowiednie loci.
liczby -95 ilOO oraz
allelom w locus 1.

Pozostate
litera N odpowiadaja poszczegolnym
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Schemat rozdziatu elektroforetycznego uzyskanego

Ryc.19
dla reduktazy menadionowej <KNR> Cyframi od 1 do 4
oznaczono odpowiednie loci. Liczby: 85, 100, 110, 120,

130 odpowiadaja kolejnym allelom. Oznaczenie typu 3-85

wskazuje allel 85 w 3 locus.

Ryc.20 Obraz rozdziatu elektroforetycznego uzyskanego
dla JOfR, Cyfry 2, 3 1 4 wskazujg odpowiednie loci.
Liczby 100, 110, 120 oraz 130 oznaczajga poszczegolne

allele.
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4.2. WIELKOSC SAMOZAPLODNIENIA

W tabeli 4 zebrano obliczone wartosci samozaptodnienia (s)
wraz z 1liczebnosciami okreslonych typoéw genotypowych oraz
czestosciami rzadkiego allelu w puli pytkowej matecznego
drzewa <p«> i badanej populacji (pp.). Stwierdzona wielkosc¢
samozaptodnienia jest rézna w zaleznosci od badanego drzewa
wynoszagc od 0 dla drzew CIE 1, CIE 2 oraz CIE 23 do 50% dla
drzewa CIE 16 (oszacowane na podstawie rzadkiego allelu w
locus Mdhl). Trzy nastepujace drzewa: CIE 8, CIE 16 oraz CIE
24 posiadaty rzadkie allele jednoczesnie w  dwu loci,
odpowiednio: Mdh3, Shdh; Mdhl, Mdh3 oraz Gdh.Shdh. Dla tych
drzew mozliwym byto niezalezne obliczenie wartosci s z
czestosci rzadkich alleli dla dwoéch réznych loci. 0 ile dla
drzew CIE 8 i CIE 24 obliczone tak wartosci s sa dos¢ zgodne,
wynoszgc odpowiednio 14 i 13,4% oraz 8,8, i 16,8%, to
wartosci te u drzewa CIE 16 sga zdecydowanie rdézne, wynoszgc 0
i 50%. Obliczona Srednia wartosc samozaptodnienia na

podstawie 15 obserwacji u 12 drzew wynosi 11,5% (= 3,3%0).

4.3. ZMIENNOSC GENETYCZNA.
4.3.1. Czestosci alleli 1 heterozygotycznosci oczekiwane.

Zestawienie czestosci alleli wraz z obliczonymi wartosciami
oczekiwanej heterozygotycznosci dla 18 loci w 11 badanych
populacjach modrzewia europejskiego podano w tabeli 5.
Miedzy badanymi populacjami stwierdzono istnienie duzych
roznic pod wzgledem czestosci alleli w poszczegolnych loci
enzymatycznych. Roznice te byly statystycznie istotne dla
dziewieciu nastepujgcych loci: Est3, G6pd, Lapl, Lap2, Mdh2,
Mdh3, Mnr3, Shdh (przy poziomie istotnosci 0.01) oraz Mnr4
(przy poziomie istotnosci 0.05). Stanowi to 50% analizowanych
loci. Nie stwierdzono natomiast istotnych roznic w

czestosciach alleli pomiedzy badanymi trzema grupami
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populacji. Nie zidentyfikowano rowniez rzadkich alleli,

charakterystycznych wyltacznie dla jednej z badanych grup

populacji. Natomiast wartosci sSredniej heterozygotycznosci
oczekiwanej , mimo istnienia znacznych roznic miedzy
populacjami w poszczegdlnych Iloci, sa podobne u wszystkich

jedenastu badanych populacji, wynoszgc od 0,144 + 0,054 w
populacji alpejskiej Fiemme (Ul) do 0.166 <+ 0,054 w
populacji sudeckiej Radim-Krasov (111) (Tab.5). Brak jest
rowniez istotnych roéznic pod wzgledem sSredniej wartosci H,
miedzy grupami populacji. Wartosci te wynoszg 0,160 + 0,052
dla populacji sudeckich oraz 0,155 =+ 0,052 dla populacji
alpejskich i polskich.

Loci ze sSrednig heterozygotycznosciga ponad 45%,
Cztery loci: G6pd, Mnr3, Mnrd oraz shdh charakteryzuje sie

ponad 45% heterozygotycznoscia,

Allel 100 w locus G6pd we wszystkich, poza dwoma
populacjami (jedna sudeckag 1 i jedna alpejska VIII),
wystepowat z czestosciami powyzej 0,5, Czestosci te zawieraty
sig w granicach od 0,505 do 0,693, Z kolei allel 85 w
populacji sudeckiej Radim-Krasov (111) wystepowat z bardzo
wysokg czestoscia (0,565) w poréwnaniu do pozostatych
populacji, gdzie czestosci tego allelu przyjmowaly wartos¢ od
0,054 do (,203. Allel 105 wystepowal z czestosciag powyzej 0,4
w dwoch populacji alpejskich Fiemme (VII) oraz \wal Sazzine
(V1) Czestos¢ tego allelu Ww pozostatych populacj ach
wynosita od 0, 172 do 0,319, Wartosci oczekiwanej
heterozygotycznosci byty podobne we wszystkich badanych
populacjach, Heterozygotycznos¢ nizszg ood 0,5 stwierdzono
Jedynie w populacji sudeckiej Albrehtice (1v) a wyzsza od 0,6
w populacji polskiej Jastrzebia (X).
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Tab.4 Ocena liczby zywych nasion powstatych w wyniku samozaptodnienia

u modrzewia europejskiego.

!
!

Drzewol
locus |
1
1
| liczba analizowanych
| nasion z drzewa 60
| liczba makrogametofitow
| o okreSlonym genotypie
Gdh T f 0

ClEl/l| 085 0l00 30 30
| liczba zarodkow
| okreSlonego genotypu
l085/85/ ¢100/85/ 0 0
| £85/100 / £100/100 / 30 30
| liczba analizowanych
| nasion z drzewa 60
| liczba makrogametofitow
| 0 okreSlonym genotypie
CIE2/ |  £85 £100 3H 25
Srdh X2 1,66 NS
| liczba zarodkéw
| okres$lonego genotypu
1085/85 b 0100/85 / 0 0
| 085/1000 0olOO/I0O/ 35 25
It r
| liczba analizowanych
| nasion z drzewa 60
| liczba makrogametofitow
| o okreSlonym genotypie
CIE3/ | £ 85 ¢100 342
Gdh | X2 1,07 NS
| liczba zarodkow
| okresSlonego genotypu
lo85/85 / (100/85 /
| 085/1006 p100/100 d
It r
liczba analizowanych
nasion z drzewa 60
liczba makrogametofitow
0 okreSlonym genotypie
CIE8/ | 'y 40 7100 19
Mdh3 | X2 0,07 NS
| liczba zarodkéw
| okreslonego genotypu
17 40/40 / £100/40 / 5 3
\ 0 40/100 ox Q 100/100 / 26 26

!
!
I
!

matecznego drzewa

(Czesto$¢ rzadkiego allelu w puli pytkoweyj:

(na podstawie analizy zarodkéw)

(P~) (PP)

0,039

0,023

0,039

0,063
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badanej populaciji

Wielko$¢
samozapylenia
(odch, stand,)

0,000
(©.)

0,000
(©.)

0,140
(0,041)



kontynuacja tabeli z poprzedniej.strony;

CIE8/
Shdh

CIEY/
Mdh2

liczba analizowanych
nasion z drzewa
liczba makrogametofitdw
0 okreSlonym genotypie
070 0100
r 2r

1

1

1

1

1

!

| liczba zarodkow

| okre$lonego genotypu
l 0 70/70/ al00/70 /
| 070/100/ olOO/IOO/
| ®70/1150 {100/115/
1 970/155/ 9100/155/
L

| liczba analizowanych
nasion z drzewa

I liczba makrogarnetofitow

| 0 okreSlonym genotypie

1 110 el00

- X2
I liczba zarodkéw
| okre$lonego genotypu

£110/110/ ,100/110/
0110/100/ {100/100 /

liczba analizowanych
nasion z drzewa
liczba makrogametofitow

|
1
L
|
1
1
| 0 okreslonym genotypie

CIE13/1 0 110 7100

Mdh2

1 X2

| liczba zarodkéw

| okre$lonego genotypu

| £110/110/ »100/110 /

[ jlIO/100/ ¥l00/100c/

L

I liczba analizowanych
nasion z drzewa

| iliczba makrogametofitow

[ 0 okreslonym genotypie

CIE16/1  [125 £100

Mdhl

1 X2

| liczba zarodkow

| okre$lonego genotypu
I $>125/125/ £100/125 /
| £125/100/ JOO/I00O/

L

60

29 31
0,07 NS

5 l
w19
5 8
2 3

60

25 3
1,66 NS

4 2|

21 33

60

25 3H
1,66 NS

! 3
24 32

60

2% 34
1,07 NS

18 23

52

0,100

0,100

0,067

0,317
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0,033

0,008

0,008

0,067

0,134
(0,040)

0,184
(0,044)

0,118
(0,039)

0,500
(0,000)
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kontynuacja tabeli z poprzedniej strony;

| liczba analizowanych |
[ nasion z drzewa 60 !
| liczba makrogametofitow 1
! 0 okreSlonym genotypie 1
CIE16/l £ 40 <100 329 |
Hdh3 | X2 0,07 NS | 0,033 0,063 0,000
| liczba zarodkow | ©.)
| okreslonego genotypu 1
i £.40/40/ ¢100/40 / 0 2!
| 040/100/ £100/100/ 31 27 |
J 1
! liczba analizowanych
| nasion z drzewa 60 |
| liczba makrogametofitdw
| 0 okreSlonym genotypie
CIE18/I £125 £100 32 28
Mdhl 0,27 NS

X2 0,100 0,067 0,066
liczba zarodkow (0,031)
okreslonego genotypu

0 125/125/ aioorizss 2 4 |

({1250/100/ f,lOO/lOO/ 30 24 |

| liczba analizowanych

' nasion z drzewa 60

| liczba makrogametofitow

| 0 okre$lonym genotypie
CIE21/1 £ 125 £100 28 32
Mdhl | X2 0,27 NS

| liczba zarodkéw

| okreslonego genotypu

1 0125/125/ «100/125/ 4 4 |
?125/100/ (100/100 /7 94 98 |

0,133 0,067 0,132

!
!
!
!
!
|
|
! (0,040)
!

liczba analizowanych

nasion z drzewa 60
liczba makrogametofitow

0 okreslonym genotypie

CIE23/I 0 85 £100 36 24
Gdh 2,40 NS

!
L
1
!
!
!

X2 0,017 0,039 0,000
liczba zarodkow (0.)
okreslonego genotypu

« 85/85/ «i00/85 0Z l 0

1
1
1
l
| 085/100/ (100/100/ 35 24
L
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kontynuacja tabeli z poprzedniej

CIE24/

Shah

Shah/
CIE25

- e -

strony;

liczba analizowanych l
nasion z drzewa 60 |
liczba makrogametofitow 1
o okreslonym genotypie !
85 7100 2 28|

X2 0,27 NS |

liczba zarodkow |
okreslonego genotypu !
085/85/ «100/85 / 4 I
~85/100/ ~100/100/ 28 27 %
\

\

liczba analizowanych
nasion z drzewa 60
liczba laakrogametofitow |
0 okreSlonym genotypie I
0 70 0115 30 30 |
f X2 O3l
liczba zarodkow |
okre$lonego genotypu \

070/70/ «115/70 / 2
070/100/ J115/100/* 15

5
7
'70/115/ «115/115/ 1 16
2

¢ 70/155/ 0115/155/
r I

54

0,083

°-117

|
|
\
|
\
liczba analizowanych |
nasion z drzewa 60 |
liczba makrogametofitow \
o okreslonym genotypie \
homozygota 70/70 |
liczba zarodkdéw \
okreslonego genotypu |
0 70/70 / ¢ 70/100 T 24
1 70/115/ n701125/ 23 6|
i* r i

0,117
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0,039

0,033

0,033

Srednia
btad stand,

0,088
(0,035)

0,168
(0,043)

0,084

(0,034)

0,115
0,033



Tab.5 Czestosci alleli

Locus

Est3

Fdh

Gdh

Gé6pd

Idh

Lapl

Lap2

Mdhl

Mdh2

u 11 badanych populacji modrzewia europejskiego.

Allele

70
100
130
170

He

100
He

85
100
107

He

85
100
105

He

75
100
105

He

97
100
100N
103

He

96
100
104
104D

He

100
125
He

100
110
He

.000
.962
. 038
. 000
.073

.000
.000

. 000
. 000
. 000
.000

.203
.574
.223
.580

. 000
.000
. 000
.000

. 000
.958
.028
. 014
.081

. 007
.944
. 042
. 007
. 107

.857
. 143
.245

.989
.011
.022

.000
.884
.013
. 103
.208

.000
.000

. 000
.000
. 000
. 000

. 185
.609
.206
.552

. 000
.000
. 000
.000

. 007
.979
. 000
. 014
.041

. 000
.882
. 076
. 042
.215

.978
. 022
.043

.989
.011
.022

. 000
974
. 026
. 000
.051

. 000
.000

. 000
. 000
. 000
.000

.565
.250
. 185
.584

. 000
.990
. 010
.020

. 000
. 000
. 000
. 000
.000

. 000
.962
. 038
. 000
.073

.756
.244
.369

.989
. 011
.022

.000
.962
. 038
.000
.073

. 000
.000

.000
. 000
. 000
.000

. 130
.698
172
.466

. 000
.000
. 000
.000

. 072
914
.000
. 014
.159

. 000
.950
. 043
. 007
.096

. 000
.000
.000

.979

.021
.041

http://rcin.org.pl

Populacje

v VI VIl
.016 .000 .011
929 973 956
.055 .027 .022
.000 .000 .o011
. 134 .053 .085
1.000 1.000 1.000
.000 .000 .000
.000 .000 .000
1.000 1.000 .978
1000 .000 1022
.000 .000 .043
. 138 .192 . 054
543 585 511
319 223 435
.584 571 547
.000 . 000 .000
1. 000 1.000 1.000
.000 . 000 000
.000 .000 .000
.054 013 .015
912 936 .985
.027 .051 . 000
.007 .000 000
.165 .121 .030
.000 . 000 .000
.845 782 .896
. 155 218 . 104
.000 .000 .000
.262  .341 186
1.000 1.000 1.000
.000 .000 .000
.000 .000 .000
1. 000 1.000 1.000
.000 .000 .000
.000 .000 .000

VI

.000
.920
. 067
.013
.149

1.000
.000

. 000
.978
. 022
.043

. 063
.453
484
.557

. 000
1. 000
.000
.000

.043
.957
. 000
. 000
.082

. 000
.848
. 152
.000
.258

1.000
. 000
.000

1.000
. 000
.000

.000
.987
. 000
. 013
.026

.000
. 000

. 011
. 989
. 000
.022

172
.596
.232
.561

. 012
.988
. 000
. 024

. 000

.987
. 013
. 000
. 026

. 000
.869

. 131

. 000
.228

.967

. 033

. 064

. 000
. 000

.000

. 000
.850
. 050
. 100
.265

1.000
.000

. 000
.978
. 022
.043

. 190
.505
.305
.616

. 000
1.000
. 000
.000

. 013
. 987
. 000
. 000
.026

. 013
.961
. 026
.000
. 076

.967
033
.064

1.000
. 000
. 000

oraz heterozygotycznosci oczekiwane (He) dla 18 loci

Xl

. 000
.952
.000
. 048
. 091

1.000
. 000

, 010
. 990
. 000
.020

. 198
.549
.253
.595

.000
1.000
. 000
. 000

. 000
.952
. 012
. 036
.092

. 024
.916
. 036
. 024
. 158

.958
042

.080

1.000
. 000
.000
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kontynuacja tabeli z poprzedniej strony:

| 11 1l v v VI VIl VI IX X Xl

Mdh3 40 .022 .044 178 .073 .000 .000 ,000 .011 .044 033 . 105
100 934 900 .800 .863 .933 900 .980 .889 .912 .867 .875

100N .033 .056 .000 .053 .067 .100 .020 .100 044 .100 .O010

130 .011 .000 .022 .011 .000 .000 .000O .000 .000 .000 .010

He .126 . 185 .328 .247 .125 .180 .039 .200 .164 .237 .223

Mdh4 100 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
He .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .O0O00

Mnr2 100 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
He .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .00OO .00O0

Mnr3 85 ,027 .000 .000 .000 .014 .000 .000 .000 .023 .000 .O0O76
100 575 432 .337 .618 573 520 .419 .671 .404 .416 .506

120 .014 000 .000 .000 .000 .027 .025 .000 .000 .00O0 .0O13

130 384 568 .663 .382 .413 453 556 .329 .573 .584 .405

He 521 491 447 472 501 524 515 442 508 .486 .574

Mnr4d 100 .705 .624 ,647 .588 .649 554 538 585 516 .538 .713
110 295 376 .353 412 351 446 462 415 484 462 .287

He 416 469 457 485 456 .494 497 486 499 497 .409

Shdh 70 .053 000 .018 .000 .000 .00OO .00O .000 .000 .000 .029
100 .263 454 464 512 533 .650 .455 514 .645 .600 .614

115 .175 205 161 .244 178 100 .250 . 143 .161 .243 .200

155 509 341 .357 .244 289 .250 .295 .343 194 .157 . 157

He .638 .636 .631 .619 .601 .505 .643 .598 .520 .556 .558

Sodl 100 1. 000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
He .000 .000 .000 .000 .000 .000O .000 .000 ,000 .000 00O

Sod2 75 .030 .010 .000 .025 .000 .000 ,000 .000 .025 .010 .O0O00
100 970 .990 1.000 .975 1.000 .980 1.000 .992 .967 .990 1.000

140 .000 .000 000 .000 .000 .020 .000 .008 .008 .000 .O000

He .058 .020 .000 .049 .000 .039 .000 .016 .064 .020 .000

Srdh 85 .024 .000 .000 .009 .017 .000 .000 .000 .000 .000 000
100 976 1.000 1.000 .991 .983 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

He .047 000 .000 .018 .033 .000 .000 .000 .000 .000 .00O

He 162 .160 .166 .151 .159 .157 .144 158 .150 .160 . 156

(SE) =£.052 +. 052 +.054 =* 050 +.052 +. 052 +,054 +, 051 +. 050 +.053 =+. 052

* -odhylenie standardowe
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Sposrod czterech alleli locus Mnr3, dwa: 100 i 130
wystepowaty z podobnie wysokimi czestosciami, odpowiednio od
0,337 do 0,671 i od 0,329 do 0,663. Natomiast aliele 85 i 120
byty allelami rzadko wystepujacymi. Allel 85 znaleziono w
populacji sudeckiej Dubicko (1), alpejskiej Yalli di Cavedine
(V) oraz dwoch populacjach modrzewia polskiego - Drzewica
(IX) 1 Odrowagzek (XI) - z czestosciami od 0,014 do 0,076.
Natomiast allel 120 zidentyfikowano tylko w populacji Dubicko
(1), dwoéch populacjach alpejskich - Val Fersina (VI) oraz
Fiemme (VVII) a takze polskiej Odrowagzek (XIl) - z czestosciami
od 0,014 do 0,027. Heterozygotycznos¢ oczekiwana zawvierata

sie w granicach od 0,442 do 0,574.

Obydwa aliele; 100 i 110 znalezione w locus Mnr4
wystepowaty z wysokimi czestosciami. Jedynie w populacji
sudeckiej Dubicko (1) 1 polskiej Odrowazek (XI) allel 100

wystepowat z czestoscia powyzej 0,7. Rowniez w tym locus
heterozygotycznosci oczekiwane byty bardzo podobne dla

wszystkich badanych populacji wynoszac od 0,409 do 0,499.

W locus Shdh allel 100 posiadat czestos¢ od 0,454 do
0,650. Jedynie w populacji sudeckiej Dubicko (1) czestosc¢
allelu 100 byta bardzo niska (0,263). Z kolei populacja ta.
charakteryzowata sie bardzo wysoka czestoscig allelu 155
(0,509). Czestos¢ allelu 155 w pozostyltych populacjach
wynosita od 0,157 do 0,357. Natomiast allel 115 wystepowat we
wszystkich 11 badanych populacjach 2z podobnymi czestosciami
od 0,100 w populacji Val Fersina (VI) do 0,250 w populacji
Fiemme (VII). Allel 70 byt allelem rzadkim. Stwierdzono go
jedynie w populacji polskiej Odrowazek  (XI) i w dwodch
populacjach sudeckich Dubicko ) i Radim-Krasov (rnn).
Ponadto wszystkie populacje sudeckie charakteryzowatly sie w
tym locus wyzszym poziomem heterozygotycznosci oczekiwanej.
Srednia heterozygotycznos$é populacji sudeckich wynosita H =
0.631 = 0.003 przy srednich dla populacji alpejskich H =
0.587 = 0.029 i polskich H = 0.545 + 0.012.

http://rcin.org.pl
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Loci ze sSrednig heterozygotycznoscia od 10% do 25%.
Heterozygotycznos¢ na tym poziomie posiadaja trzy loci:

Est3, Lap2, Mdh3 V kazdym z tych loci allel 100 wystepowat z

wysoka czestoscig (=0,80) we wszystkich badanych populacjach.

W locus Est3 obok allelu 100 zidentyfikowano dalsze trzy
aliele: 70, 130 i 170. Allel 70 znaleziono tylko w
populacjach alpejskich Yalli di Cavedine (V) i Fiemme (VII).
Mimo, ze allelu tego nie stwierdzono w zadnej =z trzech
badanych populacji modrzewia polskiego, to jednak udato sie
go znalez¢ w klonie K-10-01 rosngcym na plantacji na
Zwierzyncu a pochodzagcym 2z rejonu naturalnego wystepowania
modrzewia polskiego w rejonieBlizyna (Tab. 3). Tak wiec
allel ten nie jest allelem charakterystycznym jedynie dla
modrzewia alpejskiego. Allelu 130 nie znaleziono u dwadch
populacjipolskich Drzewica (x) i Odrowazek X1n). W
pozostatych populacjach wystepowal on z czestosciamiod 0,013
do 0,067. Z kolei allel 170 wystepowal dos¢ czesto w
populacji sudeckiej Mezina (I1) - 0,103 i polskiej Jastrzebia

(X) - 0,100, przy jego zupelnym braku w pieciu populacjach
(1= i, v, V i1 VI). W pozostatych populacjach (dwobch
alpejskich i dwaoch polskich) allel ten wystepowat z

czestosciami od 0,011 do 0,048. W locus tym dato sie zauwazyc
znaczne zréznicowanie miedzy badanymi populacjami pod
wzgledem stopnia heterozygotycznosci (od 0,026 dla populacji
Drzewica do 0.265 dla populacji Jastrzebia).

Wszystkie cztery populacje alpejskie oraz populacja
modrzewia polskiego Drzewica (1X) posiadaty stosunkowo
wysoka czestos¢ allelu Lap2-104 (od 0,104 do 0,218). W

pozostatych szesciu populacjach allel ten wystepowalt rzadko

(od 0,026 do 0,076). w populacjach alpejskich nie
stwierdzono dwoéch innych rzadkich alleli: Lap2-96 i Lap2-
104d. Miedzy badanymi populacjami istnieje duze
zréznicowanie heterozygotycznosci oczekiwanej w locus Lap2

(od 0,073 do 0,341). Srednia heterozygotycznosé populaciji
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alpejskich (H = 0,262 + 0,032) byta wyzsza od sSredniej
heterozygotycznosci populacji sudeckich (H = 0,123 = 0,032) i
polskich (H = 0,154 =+ 0,076). Srednia heterozygotycznosé
oczekiwana dla wszystkich  jedenastu badanych populacji

wynosita 0,182 = 0.026.

W trzech populacjach alpejskich: Yalli di Cavedine (V),
Val Fersina (VI) i Fiemme (V1) nie znaleziono allelu Mdh3-
40. Natomiast w populacji sudeckiej Radim-Krasov (I11) i
polskiej Odrowazek X czestos¢ tego allelu osiagneta
wartosci, odpowiednio 0,178 i 0,105. W szesciu pozostatych
populacjach wystepowat on z czestoscig od 0,011 do 0,073.
Allelu 100N nie stwierdzono w populacji Radim-Krasov (I111) a
w trzech populacjach; Val Fersina (\VI1), Val Sozzine (VIII)
oraz Jastrzebia (X) czestos¢ jego wynosita 0,100; u reszty
populacji czestos¢ tego allelu zawierata sie w granicach od

0,010 do 0,067. Allel 130 zostat zidentyfikowany tylko w

czterech populacjach: -trzech sudeckich Dubicko (1), Radim-
Krasov (111) i Albrechtice (I\VV) oraz polskiej Odrowazek
(X0 z czestoscig od 0,010 do 0,022. W omawianym locus
zaobserwowano duze zréznicowanie w heterozygotycznosci
oczekiwanej miedzy badanymi populacjami, ktdéra wynosita od

0,039 w populacji alpejskiej Fiemme QY41)) do 0,328 w

populacji sudeckiej Radim -Krasov (I11). Ogodlnie sSrednia

heterozygotycznos¢ badanych populacji alpejskich (H - 0.132 =+

0.034) byta nizsza od sSredniej heterozygotycznosci populacji

sudeckich (H = 0.222 = 0.043) i polskich (H= 0.208 += 0.022).

Srednia heterozygotycznos$é dla wszystkich 11 populacji w
+

locus Mdh3 wynosita 0.185 0.023.

Loci ze sSrednig heterozygotycznoscig od 5% do 10%.
Srednia heterozygotycznos$é na tym poziomie posiadajga dwa
loci: Lapl i Mdhl. W kazdym z tych loci allel 100 wystepowat

z bardzo wysoka czestoscia we wszystkich analizowanych

http://rcin.org.pl
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populacjach. W locus Lapl czestosc allelu 100 byla wieksza

od wartosci 0,900, natomiast w locus Mdhl wieksza od 0,850.

Trzy rzadko wystepujgce aliele: Lapl-97, Lapl-10011 oraz
Lapl-103 wystepowatlty we wszystkich trzech grupach populacji
(alpejskie, polskie i sudeckie). Populacja sudecka Radim-
Krasov (111), jako jedyna nie posiadata zmiennosci w locus
Lapl. Heterozygotycznos¢ pozostaltych populacji wynosita od
0,026 do 0,165.

W locus Mdhl allelu Mdhl-125 nie stwierdzona w zadnej z

czterech populacji alpejskich, a jego czestos¢ w populacjach

sudeckich Dubicko ) i Radim-Krasov (aamn wynosita
odpowiednio 0,143 i az 0,245. W omawianym locus wszystkie
populacje alpejskie 1 jedna sudecka Albrechtice (IV) byty
monomorficzne Natomiast heterozygotycznosc¢ dwoch
wymienionych wczesniej populacji sudeckich 1 i1 111 wynosita

odpowiednio 0,244 i 0,369. W pozostatych czterech populacjach
( jednej sudeckiej Mezina i trzech polskich)

heterozygotycznos¢ wynosita od 0,043 do 0,080.

Loci ze sSredniga heterozygotycznoscia ponizej 5%.
Sredniag heterozygotyczno$é na tym poziomie posiada pieé
loci: Gdh, Idh, Mdh2, Sod2 1 Srdh. We wszystkich badanych 11

populacjach czestos¢ allelu 100 przybierata wartos¢ ) 0.960.
W kazdym locus, obok allelu 100, wystepowatly jedynie rzadkie
aliele, identyfikowane niekiedy tylko w pojedynczych

populacj ach.

V locus Gdh allel 85 znaleziono w dwobéch polskich
populacjach Drzewica (IX) i1 Odrowazek (XlI), zas allel 107 - w
dwoch populacjach alpejskich Fiemme (VID i Val Sozzine

(V/11l) oraz jednej polskiej z .Jastrzebiej (X).
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Z dwoch rzadkich alleli w locus Idh, jeden (75) znaleziono
w populacji polskiej Drzewica ((1X), drugi zas (105) - jedynie

w populacji sudeckiej Radim-Krasov (111).

Allel Mdh2-110 wykryto we wszystkich czterech badanych
populacjach sudeckich. Allel ten znaleziono takze u klonu K-
10-01 rosngcego na Zwierzyncu a pochodzgcego =z rejonu
wystepowania modrzewia polskiego oraz u dwoéch drzew w

populacji Ciechostowice (Tab.3).

V locus Sod2 allel 75 zidentyfikowano w populacjach

sudeckich Dubicko (1), Mezina ((11) i Albrechtice (IV) oraz
polskich Drzewica (IX) i Jastrzebia (X). Drugi rzadki allel
tego locus - allel 140 znaleziono w populacjach alpejskich
Val Fersina (VI) 1 Val Sozzine (VIIl) oraz polskiej Drzewica
x) .

Jedynym i to rzadka wystepujacym allelem w locus Srdh byt
allel 85. Stwierdzono go w dwodch populacjach sudeckich
Dubicko ) i Albrechtice awv) oraz wiloskiej \Valli  di
Cavedine (V). Allel ten znaleziono takze u jednego drzewa w

populacji modrzewia polskiego z Ciechostowic (Tab. 3).

Loci monomorficzne
Sposrod 18 zbadanych loci, cztery loci: Fdh, Mdh4, Mnr2
oraz Sodl byty monomorficzne we wszystkich 11 badanych

populacj ach.
4.3,2 Srednia liczba alleli w locus.

Miedzy populacjami nie ma wiekszych rdéznic pod wzgledem
sredniej liczby alleli w locus (Tab.6). Wynosi ona od 1,72 =+

0.19 w populacji alpejskiej Val Fersina (Ul) do 2,22 + 0,32 w
populacji sudeckiej Dubicko (1), przy sredniej 1.90 + 0.22
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dla jedenastu badanych populacji. Rowniez miedzy grupami
populacji nie stwierdzono istotnych roznic w sSredniej liczbie
alleli w locus, Wielkos¢ ta wynosita 1,98 + 0,23 dla
populacji modrzewia polskiego, 1,97 = 0,24 dla populacji
modrzewia sudeckiego i 1,78 = 0,21 dla populacji modrzewia

alpej skiego.
4.3,3 Efektywna liczba alleli w locus.

Wartosci efektywnej liczby alleli dla wszystkich loci
jedenastu badanych populacji zestawiono w tabeli 7. Wpynoszg
one od 1 dla loci monomorficznych do 2,80 dla Shdh w
populacji alpejskiej Fiemme Vi), Tabela 6 przedstawia
sSrednie geometryczne efektywnej Iliczby alleli w locus dla
poszczegdlnych populacji. Wartosci te sa bardzo podobne dla
wszystkich jedenastu badanych populacji i wynoszg od 1,17 w
populacji alpejskiej Fiemme Vi do 1,20 w populacji
sudeckiej Radim-Krasov (I11).

4,3.4 Procent loci polimorficznych,

W zaleznosci od przyjetego kryterium oceny, procent loci
polimorficznych przybiera rézne wvartosci (Tab.6). Wedtug
pierwszego kryterium, gdzie za poiimorficzny uznano ten locus
dla ktérego czestos¢ allela 100 posiada wartos¢ (0,95,
procent loci poiimorficznych wynosi od 27,78 do 44,44 przy
Sredniej dla 11 badanych populacji = 35,36 = 1,37. Wedlug
drugiego kryterium (poiimorficznym jest ten locus dla ktorego
czestosc allela 100 ( 0,99) - od 50,00 do 66,67 przy sredniej
rownej 56,57 + 1,96. Przyjecie odpowiedniego kryterium oceny
stopnia polimorfizmu, znajduje takze swe odbicie w relacjach
miedzy sSrednim procentem loci poiimorficznych dla trzech
badanych grup populacji: alpejskich, polskich i sudeckich.
Stosujac pierwsze kryterium, Sredni procent loci

polimorficznych dla populacji polskich réwny 33,33 odbiega
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Tab.6 Zestawienie miar zmiennosci genetycznej modrzewia europejskiego.

Procent loci polimorficznych Efektywna
(ocena wwedtug:) Srednia liczba liczba
Populacje alleli/locus alleli/locus

Kryterium 1 Kryterium 2

Dubicko (1) 38,89 66,67 2,22 + 0,32 1,19
Mezina (11) 38,89 61, 11 1,94 + 0,21 1, 19
Radi m-Krasov(Illl) 33,33 55,56 1,78 + 0,21 1,20
Albrechtice (1V) 38,89 55,56 1,94 + 0,22 1, 18
V. di Cavedine(U) 44,44 50, 00 1,83 + 0,23 1,19
Val Fersina (VI) 38,89 50,00 1,72 + 0,19 1, 19
Fiemme (VII) 27,78 50, 00 1,78 + 0,22 1,17
Val Sozzine(VIIIl) 38,89 50, 00 1,79 + 0,19 1,19
Drzewica (1X) 33.33 66,67 1,94 + 0,19 1,18
Jastrzebia (X) 33,33 61, 11 1,89 + 0,20 1, 19
Odrowazek (XI) 33,33 55,56 2,11 + 0,29 1, 18
Srednie: 36,36 1,37 56,57 + 1,96 1,90 £ 0,22 1,19

* - Kryterium 1: czestos¢ aliela 100 ( .95

Kryterium 2: czestos¢ aliela 100 i .99
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Tab.7 Efektywna liczba alleli dla poszczegdlnych loci w 11 badanych

Est3
Fdh

Gdh

G6pd
Idh

Lapl
Lap2
Mdhl
Mdh2
Mdh3
Mdh4
Mnr2
Mnr3
Mnr4
Shdh
Sod'1
Sod2
Srdh

populacjach.

1.08
1.00
. 1. 00
2.38
1.00
1. 09
1. 12
1.32
1. 02
1.14
1. 00
1.00
2. 09
1.71
2.76
1.00
1. 06
1. 05

1.26
1. 00
1. 00
2. 47
1. 00
1. 04
1.27
1. 04
1. 02
1.23
1. 00
1. 00
1.96
1.88
2.74
1.00
1. 02
1.00

1. 05
1.00
1.00
2.40
1. 02
1.00
1. 08
1.58
1. 02
1.49
1.00
1.00
1.81
1.84
2,71
1.00
1. 00
1. 00

1. 08
1.00
1.00
1.87
1. 00
1.19
1.11
1. 00
1.04
1.33
1.00
1. 00
1,89
1.94
2.62
1. 00
1.05
1. 02
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1.15
1.00
1.00
2.41
1. 00
1.20
1.35
1. 00
1.00
1. 14
1.00
1.00
2. 00
1.84
2.50
1.00
1. 00
1. 03

VI

1. 06
1. 00
1. 00
2.33
1. 00
1. 14
1.52
1. 00
1. 00
1.22
1.00
1.00
2.10
1.98
2.02
1. 00
1. 04
1. 00

VilI

1.09
1.00
1.04
2.21
1.00
1.03
1.23
1.00
1.00
1.04
1.00
1.00
2.06
1.99
2.80
1.00
1.00
1.00

VI

1.18
1.00
1.04
2.26
1.00
1.09
1.35
1. 00
1.00
1.25
1.00
1. 00
1.79
1.94
2. 49
1.00
1.02
1. 00

1. 03
1.00
1.09
2.28
1.02
1. 03
1.29
1.07
1. 00
1.20
1. 00
1.00
2. 03
2. 00
2.09
1.00
1.07
1. 00

1,36
1. 00
1. 04
2.60
1. 00
1.03
1.08
1. 07
1.00
1.31
1.00
1. 00
1.94
1.99
2.25
1. 00
1.02
1.00

X1

1.10
1.00
1.02
2. 47
1.00
1. 10
1. 19
1.09
1. 00
1.28
1. 00
1. 00
2.35
1.69
2.26
1. 00
1. 00
1. 00



nieco od dwdéch pozostatych grup. Srednie dla populacji
alpejskich 1 sudeckich wynoszg odpowiednio: 37,5 + 3,49 i
37,5 = 1,39. Natomiast przyjmujac drugie kryterium oceny,
Sredni procent loci poiimorficznych dla populacji alpejskich
rowny 50,00 odbiega z kolei dos¢ znacznie od sredniej dla

populacji sudeckich (59,73 * 2,66) i polskich <61,11 + 3,21).

4.3.5. Wspotczynniki genetycznego zroznicowania badanego
gatunku wedtug Nei.

Obliczone wartosci catkowitej roéznorodnosci genowej (Hw),
wewnatrzpopulacyjnej roznorodnosci genowej (Hs),
miedzypopu lacyj nej roéznorodnosci genowej (bsst), absolutnego
genetycznego zroznicowania (Dy.) oraz wspolczynnika wzglednej
wielkosci genetycznego zrdéznicowania (cst+) dla kazdego locus
zebrano w tabeli 8. W zaleznosci od badanego locus wielkosc¢
catkowitej roznorodnosci genowej (Hr) jest bardzo zmienna,
przyj mujac wartosci od zera dla loci monomorficznych (Fdh,
Mdh4, Mnr2, Sodl) do 0.6147 dla dehydrogenazy szikimianowej.
Srednia wartosé He dla 18 badanych loci wynosi 0. 1632 +
0.0589. Podobny jest rozkiad wartosci Hss dla poszczegdlnych
loci z tym, ze wartos¢ ta, dla kolejnych loci, byta zawsze
mniejsza od Hx, osiggajac sSrednig = 0,1565 + 0.0508.
Ro6znorodnos¢ genowa miedzy populacjami (Dss-r) w poszczegdolnych
loci wynosita od zera dla loci monomorficznych do okoto 4%
dla G6p, sSrednio wynoszagc okoto 1%. Minimalne rdéznice w

kodonie miedzy badanymi populacjami oszacowano na okoto 1%

(srednie Dm = 0.0074 + 0.0027). Wpyliczona dla Larix decidua
zmiennosc¢ miedzypopulacyjna stanowi tylko 4% catkowitej
zmiennosci genetycznej gatunku (st = 0.0411).
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Tab.8 Ocena genetycznego zrdznicowania wg Nei dla 18 loci

11 populacji modrzewia europejskiego.

Locus He H® D®r Dm ' Gst
Est3 0.1132 0.1097 0.0035 0.0038 0.0308
Fdh 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 —
Gdh 0.0157 0.0155 0.0002 0.0002 0.0129
G6pd 0.6026 0.5649 0.0377 0.0415 0.0626
Idh. 0.0040 0.0040 0.0000 0.0000 0.0096
Lapl 0.0766 0.0748 0.0018 0.0020 0.0232
Lap2 0.1887 0.1817 0.0069 0.0076 0.0367
Mdhl 0.0896 0.0787 0.0109 0.0120 0.1220
Mdh2 0.0098 0.0097 0.0001 0.0001 0.0100
Mdh3 0.1927 0.1867 0.0059 0.0065 0.0308
Mdh4 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 —
Mnr2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 —
Mnr3 0.5194 0.4981 0.0213 0.0234 0. 0410
Mnr4 0.4779 0.4695 0.0083 0.0092 0.0175
Shdh. 0.6147 0.5913 0.0233 0.0257 0.0380
Sodl 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 —
Sod2 0.0245 0.0242 0.0003 0.0003 0.0128
Srdh 0.0090 0.0089 0.0001 0.0001 0.0144

Srednie 0.1632 0.1565 0.0067 0.0074 0. 0411
*SE> +0.0589 *0.0508 +0.0025 =+0.0027

* odhylenie standardowe

http://rcin.org.pl



4.3,6, Wartosci dystansu genetycznego.
Dystans genetyczny (D) przybiera wartosci od 0,0008,
miedzy populacjami modrzewi polskich Drzewica (1X) a
Jastrzebia (X), do 0,0402, miedzy populacja sudeckag Radim-
Krasov  (I11) a alpejska Val Sozzine VI, Obliczone
wartosci dystansdw genetycznych miedzy badanymi populacjami
wraz z odchyleniem standardowym podano w tabeli 10. Dajgca sie
zauwazyC¢ bardzo duza wartos¢ odhylenia standardowego ( nawet
ponad 100% obliczonej wartosci D) wynika z faktu wilgczenia do
obliczen monomorficznych loci, dla ktorych dystans genetyczny
miedzy populacjami wynosi zero. ROznice w wielkosci dystansow
genetycznych w poszczegdlnych grupach populacji sa
najmniejsze w zbiorze populacji modrzewi polskich (od 0,0008
do 0,0056). Sredni dystans genetyczny miedzy populacjami tej
grupy wynosi 0,0035. Nieco wieksze roznice wystepuja wewnatrz
grupy populacji modrzewi alpejskich (od 0,0018 do 0,0088),
przy sredniej wartosci D = 0,0055. Natomiast miedzy
populacjami modrzewi sudeckich daja sie zauwazy¢ znaczne
roznice genetyczne. Wartosci dystansdw genetycznych zawieraja
sie w granicach od 0,0044 do 0,0350. Sredni dystans
genetyczny miedzy populacjami sudeckimi wynosi 0,0183. Jest
on ponad trzykrotnie wyzszy od sSrednich dystanséw wewnagtrz
grup populacji modrzewi alpejskich i polskich. Sredni dystans
genetyczny miedzy grupa populaciji polskich a alpejskich
wynosi 0,0070. Natomiast sSrednie dystanse genetyczne miedzy
populacjami polskimi 1 alpejskimi a sudeckimi sa dwukrotnie
wieksze przyjmujac wartosci odpowiednio 0,0142 i 0,0152. Na
sporzadzonym dendrogramie (Ryc.21) zadna 2z trzech badanych
grup populacji nie tworzy odrebnej, jednolitej catosci. W

skiad poszczegdlnych podgrup wchodzg zarébwno populacje

polskie, alpejskie oraz sudeckie (I, VII, IX, X oraz 1V, V,
VI, X1). Natomiast od catosci odbiegaja dwie populacje
sudeckie Dubicko (1) i Radim—Krasov (11l1) oraz populacja

alpejska Val-Sozzine (VII1). 0 ile roznice wyrazone dystansem

genetycznym miedzy populacjg alpejska Val Sozzine (VIIl) a
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pozostatymi populacjami alpejskimi nie sg tak duze jakby to
wynikato z dendrogramu, to dla populacji sudeckich Dubicko
(1) 1 Radim—Krasov (I1l) roéznice te sa znaczne zardbwno Ww
odniesieniu do pozostatych dwoéch populacji sudeckich Mezina
(1) i Albrechtice (I\VV) jak i1 catej reszty badanych populacji
(Tab.10).

Nie stwierdzono istotnosci korelacj i miedzy dystansem

genetycznym (D) a dystansem geograficznym (r=0.058).
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Tab.10

VI

\Al!

VI

Xl

69

Wartosci dystansOw miedzy 11 badanymi populacjami Larix decidua.
Dystans genetyczny wraz z (odchyleniem standardowym)- ponizej przekatnej.

Przyblizona wartos¢ dystansu geograficznego w km- powyzej przekatnej

| I i Y, v VI VII VI IX X X
- 30 60 60 580 590 570 610 300 300 280
, 0085 - 30 30 610 630 610 640 260 260 250
(,0054) -
,0286 0209 - 10 640 650 630 660 240 240 220
(,0171) (,0175) -
0123 ,0044 ,0350 - 650 660 640 670 240 240 220
(.0101) (,0035)(,0237) -
,0102 ,0036 ,0296 ,0025 - 30 70 90 880 870 850
(,0086) (.0023) (, 0197) (.0020) -
0177 ,0048 ,0288 ,0041 ,0018 - 50 60 890 880 860
(,0139) (,0029)(,0167)(.0021)( ,0010) -
,0170 ,0050 ,0309 ,0096 ,0047 0084 - 40 870 870 850
(,0081)(.0046)(.0251)(,0066)(,0025)(,0049) -
0153 ,0131 ,0402 ,0100 ,0026 ,0088 0067 - 910 910 890
(,0086) (. 0087)(,0269)(,0088) (,0023) (,0063) (, 0058) -
,0229 0038 ,0259 ,0062 ,0056 ,0013 0058 0147 - 40 40
(,0162) (,0032) (, 0179) (,0043) (.0031) (,0014) (, 0044)(,0086) -
,0234 0042 ,0237 ,0075 ,0057 ,0047 ,0039 ,0130 ,0008 - 10

(,0167)(.0033)(,0153)(.0046)(,0030)(,0023)(, 0027) (,0073)(,0008) -
,0167 ,0057 ,0264 ,0038 ,0026 ,0048 ,0108 ,0115 ,0056 , 0049 -
(.0169)(,0038) (,0161)(,0017) (,0013) (,0026)(,0047) (,0055)(,0040)(,0034) -

poszczegllne cyfry rzymskie odpowiadajg nastepujacym populacjom:

I -
1
Il
v
vV -
VI -
VIl -
VII-

Xl -

Dubicko
Mezina
Radim-Krasov
Albrechtice
Valli di Cavedine
Val Fersina
Fiemme

Val Sozzine
Drzewica
Jastrzebia
Odrowazek
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Rye. 21 Dendrogram <UPGMA> obrazujgacy podobienstwa miedzy

badanymi populacjami modrzewia europejskiego.
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5. DYSKUSJA

5.1. DZIEDZICZENIE ENZYMOW.

W prezentowanej pracy sprawdzono zgodnos¢ segregacji
poszczegolnych form elektroforetycznych biatek enzymatycznych
z mendlowskim modelem dziedziczenia dla cech jednogenowych u
trzynastu loci enzymatycznych: Estl, Est3, Gdh, G6p, Lapl,
Lap2, M™Mdhl, Mdh2, M™Mdh3, Mnr3, Mnr4, Shdh, Srdh. Dla szesciu
pozostatych loci przeprowadzenie takich analiz byto
niemozliwe. Cztery z tych loci: Fdh, Mdh4, Mnr2 oraz Sodl
byty monomorficzne. Natomiast u dwu dalszych - Idh oraz Sod2
stwierdzono rzadkie allele jedynie w puli nasion pochodzacych
od nieznanej liczby osobnikéw. Stwierdzona dla trzynastu
loci modrzewia europejskiego zgodnos¢ dziedziczenia form
elektroforetycznych biatek enzymatycznych w stosunku 1:1 jest
typowym zjawiskiem dla drzew nagozalgzkowych (Bergmann 1973,
Rudin 1977, Guries 1 Ledig 1978, El-Kassaby i inni 1982,
Cheliak i Pitel 1985). Chociaz niekiedy obserwuje sie drzewa
czy grupy drzew ze statystycznie istotnymi odchyleniami od
tej reguty. Obszerne wyliczenie gatunkow oraz loci
enzymatycznych, dla ktdérych odnotowano sporadyczne odstepstwa
od powyzszego modelu podaje Millar <1985).

Liczba doniesien na temat sposobu dziedziczenia systemow
enzymatycznych u modrzewia europejskiego jest niewielka. W
dalszej czesci dyskusji omowiono sposob dziedziczenia
poszczegdlnych enzyméw u tego gatunku na tle wynikéw =z
literatury, ktore wczesniej uzyskano dla modrzewia

europejskiego oraz innych gatunkéw drzew iglastych.

Aminopeptydaza leucynowa <LAP).

LAP byta jednym 2z pierwszych systeméw enzymatycznych
badanych u drzew iglastych (Bergmann 1973, Tigersted 1973)
Otrzymany w prezentowanej pracy obraz rozdziatu

elektroforetycznego dla LAP jest zgodny z tym jaki wczesniej
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przedstawvili u modrzewia europejskiego Mejnartowicz i

Bergmann (1975) oraz Lewandowski i Mejnartowicz (1986),
chociaz w obszerniej badanym materiale udato sie znalezc¢
trzy, dotad nienotowane rzadkie allele.

Genetyczng kontrole tego enzymu przez dwa niezalezne loci

opisywato wielu autorow u szeregu gatunkow drzew iglastych

(Bergmann 1973, Nicoli¢ i Bergmann 1974, Mejnartowicz 1976,
Rudin 1977, Guries 1 Ledig 1978, Cheliak 1 Pitel 1985),
Natomiast u trzech gatunkéw z rodzaju Pinus, a mianowicie u
P. attenuata (Conkle 1971), P. strobus (Eckert 1 inni 1981)
oraz u P. tarreyana (Ledig i Conkle 1983), znaleziono trzy
niezaleznie dziedziczgce sie strefty aminopeptydazy
leucynowej.

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PD)

Kodowanie G6PD u modrzewia europejskiego w jednym locus

jest zgodne z obserwacjami poczynionymi dla dwoch
amerykanskich gatunkéw z rodzaju Larix: L. laricina (Cheliak
i Pitel 1985), oraz L. ocidentalis (Fins 1 Seeb 1986),

Enzym ten kodowany jest w jednym locus takze u Pinus
banksiana (Cheliak 1 inni 1984) i Picea abies (Muona i Iinni
1987). Natomiast u niektdrych innych gatunkéw drzew iglastych
znaleziono dwie niezaleznie dziedziczagce sie strefy
aktywnosci tego enzymu (O'Malley i inni 1979, Ledig 1 Conkle
1983, Strauss i1 Conkle 1986),

Dehydrogenaza glutaminianowa (GDH)
Dotychczas, podobnie jak u modrzewia europejskiego, takze
i u wielu innych gatunkéw drzew iglastych stwierdzono

kodowanie GDH w jednym locus. Jako przykitad mozna podac:

Pseudotsuga menziesii (Yeh i O'Malley 1980), Picea glauca
(King i Dancik 1983), Pinus muricata (Millar 1985), Larix
occidentalis (Fins i Seeb 1986) czy Picea abies (Muona 1 inni

1987). Natomiast Krzakowa (1982) opisata trzy loci GDH u
Pinus sylvestris. Wydaje sie jednak, ze taki stan rzeczy moze

by¢ wynikiem btednej interpretacji otrzymanych zymogramow.
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Jak zauwazyli wczesniegj Mejnartowicz i Bergmann (1964),
stosujac przy rozdziale bufor TRIS-kwas cytrynowy, faktycznie
na zymogramach otrzymuje sie trzy strefy aktywnosci
enzymatycznej. Jednak dwie z nich mozna otrzymac¢ bez dodatku
jakiegokolwiek substratu do mieszaniny barwiagcej. Powyzsze

dwie strefy mozna wiec przypisa¢ innym dehydrogenazom, jak

np. dehydrogenazie izocytrynianowej (IDH), ktdéra u sosny
kodowana jest w 2 loci (Mejnartowicz 1 Bergmann 1984). IDH
moze prawdopodobnie wykorzystywac, jako substrat kwas

cytrynowy uzyty do sporzadzenia buforu zelowego. Stwierdzona
u modrzewia europejskiego budowa czwartorzedowa

dehydrogenazy glutaminianowej jest zgodna 2z obserwacjami

przeprowadzonymi u innych gatunkéw drzew iglastych, jak:
Finus taeda (Adams i Joly 1980) i Fseudotsuga menziesii (EI-
Kassaby i inni 1982).

Dehydrogenaza izocytrynianowa (IDH).

Podobnie jak u modrzewia europejskiego IDH jest kodowana w
jednym locus takze u Larix occidentalis (Fins i1 Seeb 1986)
oraz wielu innych gatunkéw drzew iglastych, jak: Finus rigida
(Guries 1 Ledig 1978), Finus ponderosa (O'Malley i iInni
1979), Pseudotsuga menziesii (Yeh i O'Malley 1980). Natomiast
Mejnartowicz i1 Bergmann (1984) u Finus sylvestris, Cheliak i
Pitel (1984) u Picea glauca oraz Muona i1 inni (1987) u Picea

abies donoszg o kodowaniu IDH przez dwa loci.

Dehydrogenaza j abtczanowa (MDH).
Zymogramy MDH, wedilug ktérych enzym ten kodowany jest w

czterech loci, interpretuja podobnie u innych gatunkoéw
drzew iglastych O'Malley i inni (1979), EL-Kassaby (1981),
Cheliak i1 Pitel (1985). Prawidtowos¢ takiej a nie innej
iNnterpretacji pieciu stref aktywnosci dehydrogenazy
jabtczanowej na zymogramach u modrzewia europej skiego

potwierdzajg nastepujgce fakty:
a) niezalezna segregacja prazkow w strefach Mdhl, Mdh2 oraz

Mdh3,
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b> zmiennos¢ w tempie wedrowki prazkéw strefy Mdh2 lub Mdh3
wplywa na zmiane potozenia prazka heterodimerowego, jednak w
ten sposdb, ze jest on obecny zawsze posrodku prazkow strefy
Mdh2 i1 Mdh3,

c) heterozygotyczne w locus Mdh.2 lub Mdh3 zarodki, dajga na
zymogramach obraz dwadch prazkObw  heterodimerowych. Gdyby
domniemany heterodimer kodowany byt przez odrebny locus, w
takim przypadku, uwzgledniajgagc fakt ze MDH jest dimerem,
powinny by¢ obecne nie dwa a trzy prazki. Bardzo dobrze
uwidacznia sie to zwilaszcza w materiale z heterozygotycznych
zarodkéw Mdh2-100/Mdh2-110 <Ryc.I12B).

Okreslenie budowy czwartorzedowej MDH u modrzewia

europejskiego jako dimerycznej jest zgodne z obserwacjami dla

innych gatunkéw drzew iglastych, jak: Pinus ponderosa
(O'Malley i iInni 1979), Pseudotsuga menzlesil <El-Kassaby i
inNi 1982), Pinus rigida (Guries i Ledig 1978), Pinus

muricata (Millar 1985).

Dehydrogenaza mrowczanowa <FDH)

Enzym ten jest bardzo rzadko wykorzystywanym w badaniach
nad zmiennoscia genetyczng w populacjach drzew lesnych. U
modrzewia FDH jest enzymem monomorficznym, kodowanym w jednym
locus. Aktywnosci tego enzymu w jednej strefie obserwowali
takze Mejnartowicz 1 Bergmann (1984) u Pinus sylvestris. W
zwigzku z brakiem jakiejkolwiek zmiennosci, nic nie mozna

powiedzie¢ o strukturze czwartorzedowej tego enzymu.

Dehydrogenaza sorbitolowa <SRDH).

Dehydrogenaza sorbitolowa, podobnie jak FDH, jest rzadko
wykorzystywana w pracach nad zmiennoscig genetycznag populaciji
drzew lesnych. Podobnie jak u modrzewia europejskiego
jedna, monomorficzng strefe SRDH opisali O'Malley i1 inni

<1979) u Pinus ponderosa oraz Millar <1985) u Pinus muricata.
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Dehydrogenaza szikimianowa (SHDH).

Stwierdzenie, ze dehydrogenaza szikimianowa u modrzewia
europejskiego kodowana jest w jednym locus znajduje
potwierdzenie we wczesniejszych obserwacjach Bergmanna i
Ruetza <1987). Jednak autorzy ci ze wzgledu na niewielkag
liczbe analizowanych drzew nie stwierdzili zadnej zmiennosci
dla tego enzymu. W rzeczywistosci zas dehydrogenaza ta u

badanego gatunku okazata sie by¢ bardzo zmienng, znaleziono

cztery aliele, a wyliczona sSrednia wartosc
heterozygotycznosci oczekiwanej wynosita powyzej 60%.
ldentycznag budowe czwartorzedowsg jak u modrzewia

europejskiego stwierdzono dla SHDH u Pinus ponderosa! (Linhart
i inni, 1981), P. sylvestris (Szmidt i Yazdani, 1984) i F.
muricata (Millar, 1985).

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD).

Prace dotyczace sposobu dziedziczenia dysmutazy
ponadtlenkowej u poszczegolnych gatunkéw drzew iglastych,
podaja rézne liczby loci. Podobnie jak w prezentowanej pracy
dwa loci SOD znalezli Schiller i inni (1986) u Pinus

halepensis. Natomiast o kodowaniu SOD w jednym locus donoszag

Cheliak i Pitel (1985) u Larix laricina, EL-Kassaby i inni
(1982) u Pseudotsuga nenziesii, King i Dancik (1983) u Picea
glauca, Millar (1985) u Pinus muricata, Strauss i Conkle
(1986) u Pinus attenuata. Natomiast az cztery Iloci SOD
opisali Ledig i Conkle (1983) u Pinus torreyana. Wpydaje sie,
ze az tak znaczne roznice dotyczace liczby Iloci kodujacych

dysmutaze ponadtlenkowag u réznych gatunkéw drzew iglastych,
wynikaja gtdwnie ze stosowania odmiennych technik rozdziatdow
elektroforetycznych i barwienia omawianych biatek

enzymatycznych.

Esteraza (EST).

Zgodnie z wczesniejszymi obserwacjami u modrzewia
europejskiego (Lewandowski i Mejnartowicz 1986) stwierdzono
istnienie conaj mniej trzech stref aktywnosci enzymu.
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Katomiast wczesniej u tego gatunku Kosinski i1 Szmidt (1984)
stwierdzili istnienie conajmniej czterech stref aktywnosci
enzymatycznej, chociaz analizie poddawali tylko trzy z tych
stref. Otrzymanie na zymogramach innego obrazu jest w tym
wypadku dos¢ oczywiste zwazywszy na fakt zastosowania przez
autorow odmiennej techniki rozdziatu. Natomiast ciekawym jest
stwierdzenie, ze drzewo K-10-01 analizowane zaréwno przy
uzyciu rozdziatu elektroforetycznego na zelu skrobiowym
(prezentowana praca) jak i przy metodzie ogniskowania w
punkcie izoelektrycznym na zelu poliakrylamidowym (Kasinski i

Szmidt 1984) jest w obu przypadkach podwodjng heterozygota - w

strefach o] najwyzszej i najnizszej ruchlivwosci
elektroforetycznej. U innych gatunkow drzew iglastych
opisywano od 1 do 5 loci esterazy. U Pinus attenuata
obserwowano jeden Ilocus (Strauss i1 Conkle 1986), dwa loci
znaleziono u Pseudotsuga menziesili, Picea glauca i Pinus
nigra (EL-Kassaby i inni 1982, King i Dancik 1983, Nicoli¢ i

Tuci¢ 1983). Trzy loci analizowat Bergmann (1973) u Picea
abies. Natomiast Lundkvist (1977) opisat dla tego gatunku 4

loci esterazy = Piec¢ loci wystepuje u Pinus torreyana (Ledig
i Conkle 1983).

Reduktaza menadionowa (MNR).
Mimo, ze biatka enzymatyczne wybarwione =z uzyciem jako
substratu menadionu przypisano reduktazie menadionowej, to

nalezy jednak zaznaczyc¢, ze identyczny wzor

aktywnosci otrzymuje sie takze na zelach stosujgc 2,6-
dwuchlorofenol indofenol, bedacy substratem dla diaforazy

obu tych substratow (
menadionu i 2,6-dwuchlorofenol indofenolu) takie same

zymogramy otrzymuje sie u niektdrych innych gatunkow drzew
iglastych (Lewandowski niepublikowane). Na rownowaznos¢ loci
Dia3 1 Mnr3 juz wczesniej zwrocili uwage Strauss i Conkle
(1986) u Pinus attenuata. Wydaje sie jednak, ze jest to
zjawisko szersze i1 o wiele bardziej ztozone. Enzymy z grupy

EC.1.6.99. sa enzymami o0 matej specyficznosci substratowvej,
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dlatego z menadionem jak i 2,6-dwuchlorofenolem indofenolu, w
obecnosci  NADPH, moze reagowac Kkilka roéznych, enzymow. W
zwigzku z tym niezbedne jest przeprowadzenie szczegdtowych
badan z uzyciem specyficznych inhibitorow, ktore pozwolg na
jednoznaczne przypisanie odpowiednich stref, obserwowanych na
zymogramach, odpowiednim enzymom. Do czasu petnego
wyjasnienia zagadnienia, dla wszystkich czterech
obserwowanych u modrzewia stref aktywnosci enzymatycznej,

pozostawiono umowng nazwe “‘reduktazy menadionowej'.

Podsumowujac otrzymane wyniki nalezy stwierdzic¢, ze dla
kilku systemow enzymatycznych, takich jak: GDH, G6P, LAP, MDH
stwierdzone liczby loci kodujgcych poszczegolne enzymy u
modrzewia europejskiego sa identyczne =z tymi jakie podaja
Cheliak i Pitel (1985) dla amerykanskiego gatunku modrzewia
L. laricina. Z dajacych sie porownac¢ enzymoéw, jedynie dla SOD
istnieja roznice. U L. decidua dysmutaza ponadtlenkowa
kodowana jest w dwu loci, natomiast u L. laricina stwierdzono
tylkojeden locus. Jak sie wydaje rozbieznosci te wynikajg
wyltgcznie z zastosowania roznych metod barwienia. Spotykane w
literaturze opisy rozdziatdw elektroforetycznych
poszczegdlnych systemow enzymatycznych w nasionach réznych
gatunkow drzew iglastych sg czesto zasadniczo odmienne.
Dotyczy to gtdéwnie liczby loci, w ktorych kodowany jest dany
enzym. Prawdopodobnie rozbieznosci te wynikajg bardzo czesto
ze stosowania przez réznych autorow  odmiennych metod
rozdziatu i barwienia biatek enzymatycznych. Nie jest jednak
wykluczone, ze obserwowane niezgodnosci sa wynikiem realnie
istniejacych miedzyrodzajowych i miedzygatunkowych rdéznic.
Prowadzenie wiec gtebszych poréwnan miedzy rodzajami czy
gatunkami co do liczby loci w jakich kodowany jest dany locus
jest niemozliwe do czasu ujednolicenia metod, badz
analizowania identycznych systemow enzymatycznych
rownoczesnie dla Kkilku gatunkéw przez grupe tych samych

badaczy.
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Czytelne i jednoznaczne obrazy elektroforetyczne uzyskane
zarowno w materiale z makrogametofitow jak i1 zarodkdw czynig
cztery systemy enzymatyczne: GDH, MDH, SRDH oraz  SHDH
szczegolnie cennymi genetycznymi markerami w dalszych pracach
nad zmiennosciag genetyczna oraz systemem kojarzenia u

prezentowanego gatunku.

5.2. WIELKOSC SAMOZAPLODNIENIA.

W celu peilniejszego poznania i zrozumienia mechanizmow
zachodzgcych w naturalnych populacj ach modrzewia
europejskiego, obok obliczenia wielkosci oraz rozktadu
zmiennosci genetycznej, zajeto sie rowniez ocena proporcj i

zywych nasion powstatych w wyniku samozaptodnienia w stosunku
do catej puli 2zywych nasion. Jak dotad w literaturze brak
jest doniesien na ten temat u prezentowanego gatunku.
Sugeruje sie, ze wystepowanie naturalnych populacji modrzewia

europejskiego w formie niewielkich grup rozproszonych drzew

oraz posiadanie ciezkiego, bez workéw powietrznych pyiku,
moze sprzyjac¢ duzej wsobnosci <Mejnartowicz 1 Bergmann 1975).
Jezeli powyzsze zatozenia sg zgodne z rzeczywistosciga to w

badanych populacjach nalezatoby oczekiwac¢ stosunkowo matego

poziomu zmiennosci genetycznej oraz istnienia znacznych
roznic genetycznych miedzy tymi populacjami. Woyliczona, w
pracy, na podstawie rzadkich alleli, sSrednia wartosc

samozaptodnienia <s) dla dwunastu drzew jest stosunkowo niska
Wynoszac okoto 12%. Oszacowane s dla poszczegolnych
analizowanych drzew byto bardzo zrdéznicowane wynoszgc od 0 do
0,25 <Tab.4). Chociaz wydaje sie, ze podana dla drzewa
Ciechostowice 16 wartos¢ s = 0,25 jest zapewne znacznie
zawyzona. Jest ona sSrednia z wartosci 0,5 oraz 0 wyliczonych
niezaleznie dla dwoéch loci, odpowiednio Mdhl oraz Mdh3. Tak
znaczne roOznice w ocenie wynikajg zapewne z faktu iz w
sasiedztwie badanego drzewa prawdopodobnie rosnie

nieanalizowane drzewo z rzadkim allelem Mdhl-125, powodujac
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znaczne zawyzenie obliczanej wartosci samozaplodnienia na
podstawie analizy locus Mdhl. Natomiast zaobserwowane roéznice
pod wzgledem ilosci przezywajgcych nasion, ktdre powstaty w
wyniku samozaplodnienia sa zgodne z wczesniejszymi
obserwacj ami.

Modrzew europejski uwazany jest przez wiekszos¢ autorow za
gatunek prawie samosterylny, dajgc bardzo mato petnych nasion
po samozapyleniu, chociaz wskazuje sie jednoczesnie na duze
indywidualne zréznicowanie pod wzgledem tej cechy (Langner
1951, Gothe 1952, Kosinski 1986). Kosinski (1986) badajac
przyczyny powstawania pustych nasion stwierdzit, ze wsrod
modrzewi rosngcych na plantacji nasiennej w Korniku, liczba
petnych nasion po samozapyleniu nie przekraczata w wiekszosci
przypadkow 10%. Bardzo dobrze zgadza sie to z oszacowang w
tej pracy sSrednia wielkoscia samozaplodnienia dla naturalnej
populacji modrzewia z Ciechostowici W przypadku
samozapylenia, szczegolny wyraz znajduja przyczyny
genetyczne, wywotujac degeneracje nawet 100% zarodkow, jako
efekt homozygotyzacji genow letalnych. Pomimo, ze oszacowana
dla modrzewia europejskiego Srednia liczba czynnikow
letalnych na 4,8 (Kosinski 1986) jest nizsza niz dla innych
gatunkow naszych drzew iglastych, to i1 tak jest ona znacznie
wyzsza niz u np. roslin zielnych. Duza liczba czynnikow
letalnych w warunkach naturalnych prowadzi do eliminacji
nasion powstatych w wyniku samozapylenia. Biologicznym sensem
tego zjawiska jest eliminacja niekorzystnego pod wieloma
wzgledami wsobnego potomstwa. ROznice miedzy poszczegolnymi
drzewami, w  wyliczonej wartosci samozapylenia moga byc¢
rowniez wynikiem braku synchronizacji dla danych drzew miedzy
poczatkiemm pylenia a receptywnosciag kwiatow zenskich. By¢
moze niektdre drzewa , ze wzgledu na roéznice miedzy czasem
kwitnienia meskiego i zenskiego, nie majg praktycznie szans
na samozaptodnienie co jest przeciez dla gatunku zjawiskiem
niezmiernie korzystnym. Niestety w prezentowanej pracy ze
wzgleddw na trudnosci obserwacji, wysokos¢ badanych drzew

ponad 30 m oraz ostoniecie koron badanych drzew przed
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obserwatorem 2z ziemi przez znacznie nizsze jodty, obserwacje
fenologiczne nie byty prowadzone. Natomiast Kosinski <1986)
prowadzac obserwacje fenologiczne w archiwum klonéw modrzewia
europejskiego na Zwierzyncu, stwierdzit tylko u dwoch
szczepow na 29 analizowanych aby poczatek pylenia i
receptywnosci kwiatow zenskich miaty miejsce tego samego
dnia.

Jak sie wydaje podana w pracy wielkos¢ samozapylenia
dobrze oddaje rzeczywisty rozmiar tego zjawiska u modrzewia,
gdyz analizowana populacja z Ciechostowic jest populacja
reprezentatywna dla badanego gatunku. Na obszarze ok 4 ha
znajduje sie kilkadziesiat okazatych, rosnacych w
rozproszeniu modrzewi w wieku 200 do 300 Ilat. Odlegtosc
miedzy drzewami z Kktorych zbierano szyszki wynosita od 10 do
300 metrow. Badana populacja jest szczatkowg pozostatosciag
wiekszej populacji. Jeszcze w roku 1927 mozna byto w tym
rejonie naliczy¢ do 1000 sztuk modrzewi o obwodzie pnia ok.

trzech metrow (Kulesza 1927).

W tabeli 11 podano za Muong (1989) zestawienie
oszacowanych wartosci wspotczynnika kojarzenia
niekrewniaczego - t (gdzie t=Il-s) dla kilkunastu gatunkéw
drzew iglastych. Jak wynika z powyzszej tabeli poszczegolne
gatunki charakteryzuja sie niekrewniaczym sposobem

rozmnazania a t przyjmuje wartos¢ od 0,73 u Larix laricina do
0,99 u Pinus cantorta. Wyliczona wysoka Srednia wartosc
wspotczynnika kojarzenia niekrewniaczego t = 0,885 <1 -
0,115) dla modrzewia europejskiego nie odbiega od wartosci t
dla innych gatunkéw drzew iglastych tym bardziej, ze
wielkos¢ ta dla poszczegolnych gatunkéw oscyluje niekiedy w
dos¢ szerokim zakresie (Tab.11l). Waielkos¢ t obliczona dla
pieciu populacji Larix laricina waha sie od 0,537 do 0,908
przy czym populacje o wiekszym zageszczeniu charakteryzuja
sie mniejszym samozaptodnieniem (Knowles i inni 1987).
RoOznice w oszacowaniu wartosci t dla poszczegolnych gatunkoéw

wynikaja takze z rodzaju zastosowanej metody obliczen.
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Tab.ll Zestawienie obliczonych wartosci wspotczynnikow kojarzenia
niekrewniaczego (t) dla naturalnych populacji kilu gat drzew
iglastych, t obliczono
allelami, S - "metoda |pojedynczych loci”, M - "metodg jednoczesnej

analizy wielu

Gatunek

Abies balsamea
Abies lasiocarpa

Pseudotsuga menziesii

Picea abies

Picea glauca

Picea engelmanii
Larix laricina
Pinus monticola

Pinus sylvestris

Pinus ponderosa

Pinus jeffreyi
Pinus rigida

Pinus banksiana

Pinus contorta

Pinus radiata

loci™.

t

0,89
0,89
0,90
0,90
0,98
0,95
0,88
0,88
0,83

0,98
0,91

0,87
0,73
0,98
0,94
0,81
0,89
0,94
0,95

0,96
0,96

0,93
0,95

0,88
0,88

0,99
0,95

0,74

nastepujagcymi metodami: R - rzadkimi

Cyt, za Muona (1989) - zmienione.

Liczba Metoda Zrodto

populacj i
4 M Neale i Adams 1985b
1 M Shea 1987
8 M Shaw i Allard 1982
3 El-Kassaby i inni 1982
2 M Neale 1 Adams 1985
2 M Neale i Adams 1985
1 R Muller 1977
R Lundkvist 1977
1 M Muona i inni (nie pub, )
1 Cheliak i inni 1985
1 King i inni 1984
1 M Shea 1987
5 M Knowles i inni 1987
1 M El-Kassaby i inni 1987
1 R Muller 1977
1 R Rudin i inni 1977
1 R Rudin i inni 1986
1 S Muona i1 inni 1987
3 M Muona i Harju (w druku)
1 S Mitton i inni 1977
1 S Mitton i inni 1981
5 M Furnier i Adams 1986
Guries i Ledig 1982
1 M Cheliak i inni 1985
1 M Snyder i inni 1985
2 M Epperson i Allard 1984
3 M Perry i1 Dancik 1986
18 M Moran i inni (nie pub. )
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Wykorzystana w pracy metoda rzadkich alleli powoduje
niekiedy dos¢ znaczne zawyzenie oceny samozaptodnienia.
Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze u omawianego gatunku

moze wystepowa¢ duza wartos¢ rzeczywistego samozapylenia

spowodowana obecnoscig ciezkiego, pozbawionego workow
powietrznych pyiku. Jednak z powodu braku
mechanizmowizolacyj nych o] charakterze morfologicznym,

redukujgcych wielkos¢ samozapylenia, wystgpienie czynnikow
izolacyjnych o charakterze genetycznym (znaczna liczba
czynnikdéw letalnych), powoduje duzg 3Smiertelnos¢ zarodkow
powstatych po samozaptodnieniu. Wpynikiem tego procesu jest
obserwowana duza liczba pustych nasion. Pomimo duzej
Smiertelnosci zarodkoéw powstatych w wyniku samozaptodnienia
czesc¢ z nich przezywa, stanowigc sSrednic ok. 12% <w populacji

Ciechostowice) catej puli zywych nasion.

5.3. WIELKOSC ORAZ ROZKtAD ZMIENNOSCI GENETYCZNEJ.

Szacuje sie, ze metodami elektroforetycznymi mozliwym jest
do wykrycia tylko 25 do 30% catkowitej zmiennosci genomu
(Lewontin 1974>. Wpynika z tego, ze uzyskane w prezentowanej
pracy rezultaty (Tab. 5 i 6) wskazuja na bardzo duzy poziom
zmiennosci genetycznej modrzewia europejskiego. Skala
zmiennosci genetycznej Jakg rozporzadza ten gatunek jest
olbrzymia w zwigzku z czym obserwowana duza zmiennosc¢
morfologiczna miedzy populacjami a takze miedzy drzewami
wewnatrz populacji (przeglgdowa praca Mejnartowicz i Kosinski
1986).

Zmierzony u Larix decidua poziom zmiennosci genetycznej
jest podobny do tego jaki podaje sie w literaturze- dla innych
gatunkdéw drzew iglastych o szerokim zasiegu wystepowania, dla
ktorych analizowano wiekszg liczbe loci enzymatycznych. W
tabeli 12 zebrano wyniki uzyskane dla kilku wybranych
gatunkéw drzew iglastych, dla ktérych analizowano conajmniej

19 loci enzymatycznych. I
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Tab.12 Zestawienie wybranych miar zmiennosci genetycznej u Kkilku gatunkow

drzew iglastych.

ilos¢ procent loci
Gatunek badanych hl.  politnorficznych
loci [ kryt, 2 Kryt
Larix laricina 19 1,80 62,0
Larix occidentalis 23 1,50 - 30,4
Picea mariana 23 1,44 - 38,0
Picea sitchensis 24 - - 51,0
Pinus banksiana 20 2,00 533 -
Pinus contorta 42 1,86 - 69,0
Pinus halepensis 30 1,10 150 -
Pinus muricata 26 1,42 - 30,8
Pinus ponderosa 23 1,99 - 56,5
Pinus radiata 3l [ ,46 - 35,5
Pinus rigida 21 3,10 76,2 -
Pseudotsuga menziessi 21 2,19 515 68,8
Larix decidua 18 1,90 364 56,6

i | kryt - czesto$¢ aliela 100 < ,99
2 kryt, - czesto$¢ aliela 100 < ,95

He

220
,082
107
,154
,207
,188
,054

126
,089
,146
155
157

Ht

250

159

125

.085
126
135
,152
,159
,163
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Hs

,240

147

121

124
113
147
,155
157

Gst

.050
.086
.059
,079

,032

141
,014
162
.023
,026
041

Autor, rok publikacii

Cheliak i inni
Fins i Seeb,

Yeh i inni,

Yeh i EL Kassaby,
Ros i Hawkins,
Wheeler i Guries,
Shiller i inni,
Millar,

Moods i inni
Moran i inni
Guries 1 Ledig
Yeh i O'Malley,
prezentowana praca

1988
1986
1986
1980
1986
1982
1985
1983
1983
1988
1982
1980
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Jak wynika z przytoczonej tabeli Cheliak i inni (1988) u
amerykanskiego gatunku modrzewia L, laricina stwierdzili 62%
loci poiimorficznych, przy sredniej liczbie alleli w locus
<n«> rownej 1,8. Wyniki te sg podobne do obserwacji

uzyskanych dla L. decidua, u ktodrego srednia liczba alleli w
locus wynosi 1,9 przy 57% loci polimorficznych, mimo ze dla
obu gatunkéw nie wszystkieanalizowane systemy enzymatyczne
byty takie same. Obliczona  wartosc¢ heterozygotycznosci
oczekiwanej dla badanych populacji modrzewia europejskiego
zawierata sie w granicach od 0,144 do 0,166 przy sredniej dla
11 populacji = 0,157. Podany poziom heterozygotycznosci jest
bardzo zblizony do tego jaki stwierdzono u innych gatunkéw
drzew iglastych, gdy analizie poddano wiekszg liczbe Iloci

(Tab. 12). W pordéwnaniu do gatunkéw z rodzaju Larix jest on

nieco nizszy od tego jaki padajg Cheliak i inni (1988) dla L.
laricina, gdzie H, = 0,220 oraz prawie dwukrotnie wyzszy od
heterozygotycznosci u L. occidentalis, gdzie H. = 0, 082 (Fins
i Seeb 1986). W chwili obecnej trudno powiedzie¢ czy roznice

w poziomie heterozygotycznosci miedzy trzema wymienionymi
gatunkami z rodzaju Larix sa wynikiem analizowania nie tych
samych systemoéw enzymatycznych, czy tez oddaja realnie
istniejace roéznice wynikajace z innej biologii oraz odmiennej
historii gatunkow.

Srednia warto$¢ heterozygotycznosci oczekiwanej obliczonej

wczesniej przez Lewandowskiego i Mejnartowicza (1986), na
podstawie analizy 6 loci, dla polskich populacji modrzewia
europejskiego byta wyzsza i zawierata sie w granicach od
0,260 do 0,360. Znaczna roznica w wartosci sredniego poziomu
heterozygotycznosci oszacowanej w  prezentowanej pracy a
wczesniejszymi obserwacjami, wynikata gtownie =z faktu, ze
obecnie analizowano wiekszg liczbe loci. W dodatku we

wczesniejszej pracy analizowano loci bardzo zmienne, jak
kwasng fosfataze i esteraze. Takze Yeh i1 O'Malley (1980)
zauwazaja, ze nizszy paziom oszacowanej przez nich
heterozygotycznosci u daglezji zielonej niz to podawano we

wczesniejszych opracowaniach wynika gltéwnie z analizowania
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wiekszej" liczby loci enzymatycznych. Nasuwa to wniosek, ze w
celu solidnej oceny poziomu oraz obrazu zmiennosci
genetycznej niezbednym jest analizowanie duzej liczby loci a

porownywanie roznych gatunkéw powinno by¢ prowadzone z tym
wiekszg ostroznoscia.

V badanych populacjach modrzewia europejskiego obserwuje

sie znaczne zréoznicowanie pod wzgledem stopnia
heterozygotycznosci miedzy poszczegolnymi loci. Niektore =z
badanych loci sa poiimorficzne w kazdej z badanych
populacji. Inne jak, Fdh, Mdh4, Mnr2, Sodl sg catkowicie

monomorficzne, jeszcze u innych stwierdzono zmiennos¢ tylko w

niektdrych populacjach (Ryc. 22). Tak duze rdéznice w poziomie

zmiennosci genetycznej miedzy poszczegolnymi loci mogg byc
wywotane miedzy innymi rdéznicami w tempie mutacji badz
selekcji. Wiaczenie loci monomorficznych oraz loci o matej
zmiennosci do obliczenia Sredniej wartosci

heterozygotycznosci oczekiwanej dla poszczegolnych populacji
wpineto na wysoki poziom btedu standardowego (nhawet powyzej
30% obliczonej wartosci H).

Rowniez, wyliczone dla modrzewia europejskiego, dwie inne
miary zroznicowania denetycznego, jak catkowita réznorodnosc
genowa (Hr) réwna 0,163 oraz wewnagtrzpopulacyjna réznorodnosc¢
genowa (Hs) rowna 0,157 sa bardzo podobne do tych jakie
podaje sie dla innych gatunkéw drzew iglastych, gdy analizie
poddano wiekszg ilos¢ loci enzymatycznych (Tab.12). Wartosc¢
Ht waha sie od 0,085 dla Finus muricata (Millar 1983) do
0,250 dla Lariz laricina (Cheliak 1 inni 1988). Natomiast
wartos¢ Hs zawiera sie w granicach od 0,113 dla Finus radiata
(Moran i inni 1988) do 0,240 dla Larix laricina (Cheliak i
inni 1988 >.

Miedzy 11 badanymi populacjami modrzewia europejskiego

istnieja duze roznice co do czestosci alleli w poszczegdlnych

loci. RoOznice te byly statystycznie istotne u potowy
analizowanych loci. Ro6éznorodnos¢ warunkow srodowiskowych w
jakich bytuje modrzew europejski moze sprzyjac¢ takiemu

zroznicowaniu.
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Ryc.22 Rozkiad loci pod wzgledem sredniej wartosci hetero-
zygotycznosci oczekiwanej dla 11 badanych populacji
modrzewia europejskiego.
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By¢ moze, ze obserwowane roéznice w czestosciach alleli sa
obrazem dopasowania populacji do lokalnych warunkéw, wobec
ktorych identyczne allele moga posiadac rozng wartosc
adaptacyjnag. Statystycznie istotne roznice w czestosciach
alleli miedzy poszczegolnymi populacjami znajduje sie juz
miedzy populacjami lezacymi w Dbliskim sasiedztwie. Boyle i
Morgenstern <1987) stwierdzili istnienie takich roznic W
dwu na jedenascie badanych loci miedzy szescioma populacjami

Picea mariana potozonymi w odlegtosci do 50 km. Natomiast

Yeh 1 inni (1986) analizujac 21 populacji tego samego gatunku
z Nowej Funlandii stwierdzili statystycznie istotne roéznice
juz w siedmiu na trzynascie poiimorficznych loci, 2z czego

pie¢ byto istotnie skorelowanych z potozeniem geograficznym,

Podobne obserwacje poczyniono i dla innych
poinocnoamerykanskich gatunkéw  drzew iglastych <Yeh i
O'Malley 1980, Guries 1 Ledig 1982, Cheliak i inni 1988).

Autorzy ci sugeruja, ze za taki a nie inny rozkiad alleli
miedzy badanymi populacjami, chociaz po czesci, moga byc¢
odpowiedzialne réznice sSrodowiskowe.

W prezentowanej pracy, na 14 analizowanych poiimorficznych
loci stwierdzono statystycznie istotna korelacje miedzy

czestoscig allelu 100 a potozeniem geograficznym jedynie dla

Lap2 <r 642, P <=0,05), chociaz stwierdzenie takiej
korelacji jeszcze wecale nie przesadza o istotnym wptywie
selekcji na rozkiad alleli w tym locus. Nie mozna rowniez
zapominac, ze decydujacy wplyw na uktad alleli w
poszczegdlnych loci mogg mieé¢ takze zdarzenia 2z niedawnej
historii gatunku, jak: zmiany w wielkosci populacji 1 tempie
kolonizacji wyrazajgce sie efektem "waskiego gardta™ i

efektem zatozyciela (Lewontin 1974).

Zbadany rozktad zmiennosci genetycznej u modrzewia
europejskiego jest zgodny z tym jaki obserwuje sie u
wiekszosci gatunkéw drzew iglastych <Loveles i1 Hamrick 1984).
Dziewiecdziesiat siedem procent catkowvitej zmiennosci

genetycznej gatunku realizowana jest wewnatrz populacji a

tylko 4% (Gest = 0,041) przypada na zmiennoscé
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miedzypopulacyjna. Jest kilka przyczyn dla ktéorych nalezy
oczekiwacd matego genetycznego zréznicowania miedzy
populacjami drzew iglastych. Niektdére z nich to: obszerny
zasieg wystepowania, duze zageszczenie osobnikdw w populacii,
potencjalne zdolnosci do dalekiego transportu pytku i nasion
czy niekrewniaczy system rozmnazania. Majgc na uwadze obraz
obecnego rozprzestrzenienia modrzewia europejskiego na
terenie Europy, nie wszystkie powyzej wymienione warunki,
sprzyjajace swobodnemu przeptywowi gendéw miedzy populacjami,
sa spetnione. Woystepowanie naturalnych populacji modrzewia
europejskiego w formie niewielkich grup rozproszonych drzew
oraz posiadanie przez ten gatunek ciezkiego pytku powinno
sprzyjac¢ pogtebianiu zrdéznicowania miedzypopulacyjnego, czemu
jednak zaprzeczaja otrzymane wyniki. Mozliwosci wyjasnienia
tej sprzecznosci jest kilka, By¢ moze przeptyw gendéw miedzy
poszczegOlinymi populacjami jest wiekszy niz sadzimy.
Dyakowska <1936) stwierdzita, ze choc¢ pytek modrzewia
polskiego w deszczu pytkowym opada dwa razy szybciej niz
pytek sSwierka to 1 tak moze przemieszcza¢ sie na odlegtosc
Srednio 6,7 km. Natomiast Tichomirov <1950 cyt. za Kosinskim

1986) dla L. sibirica podaje odlegtosci przenoszenia pytku

siegajgce nawet kilkuset Kkilometrow. Wydaje sie rowniez
wysoce prawdopodobnym, ze obecnie obserwowane mate
zroéznicowanie miedzy populacjami jest odbiciem dawnego

obrazu wystepowania gatunku w populacjach o ciggtym zasiegu
i o duzym zageszczeniu osobnikéw. Po czesci przypuszczenia te
potwierdzajg badania paleontologiczne. W Karpatach i na ich
potnocnym przedpolu w lesnych interstadiatach Vistulianu
(pézny pleistocen) wystepowaty bory limbowo-modrzewiowe z
domieszka sosny i Swierka. W czasie trwania schytkowej czesci
poéznego Vistulianu modrzew spontanicznie rozprzestrzenit sie
z potudnia, obejmujac swym zasiegiem cate terytorium Polski
(Srodon 1986). Nalezy przypuszcza¢, ze refugia w ktorych
modrzew przetrwat okres zlodowacen musiaty by¢ dos¢ rozlegte,
zapewniajac utrzymanie wysokiego poziomu zmiennosci

genetycznej, co po ustgpieniu ladolodu pozwolito na szybkag
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rekolonizacje rozlegtych, obszarow. W podézniejszym okresie az
do czasow dzisiejszych, wraz z dokonujgcag sie zmiang klimatu,
jego udziat w zbiorowiskach lesnych stopniowo malat (Srodon
1986). Mozna sadzid, ze na zaistnienie wiekszych rdéznic
genetycznych miedzy  powstatymi w  pozniejszych okresach,
izolowanymi populacjami mogto "zabrakngc¢ czasu" ze wzgledu na
stosunkowo niskg liczbe pokolen od okresu besposrednio po
ostatnim zlodowaceniu po dzien dzisiejszy, Natomiast
pogtebianiu sie tych réznic nie sprzyjata miedzy innymi mata
wsobnos¢ oraz ewentualna mozliwos¢ dalekiego transportu
pyiku. Potwierdzeniem niskiej wsobnosci w populacj ach
modrzewia europejskiego jest stwierdzony w tej pracy niski
poziom samozaptodnienia oraz utrzymujacy sie wysoki poziom

polimorfizmu enzymatycznego.

Porédwnanie dystansdw genetycznych, stwierdzonych miedzy
badanymi populacjami modrzewia europejskiego, powinno by¢
prowadzone z ostroznoscig poniewaz na ogolng wartos¢ dystansu
znaczny wpltyw wywiera liczba analizowanych monomorficznych
loci. W dodatku jak zaznacza Nei (1972), metoda obliczania
dystansu nie jest w pelni wiarygodna dla wartosci bliskich
zeru a wysoka wartos¢ bltedu standardowego wskazuj e, ze wiele
dystanséw nie jest statystycznie istotnie rézne od zera. Na
obecny obraz zréznicowania genetycznego modrzewia
europejskiego znaczny wpltyw moze mie¢ dziatalnos¢ cztowieka.
Wczesnie, bo juz na poczatku XIX w na terenie Kirolestwa
Polskiego, na szeroka skale zorganizowano akcje wprowadzania
modrzewia do upraw lesnych. Powstatle w ten sposdb drzewostany
modrzewiowe lub 2z udzialem modrzewia osiggnety obecnie wiek
130 140 lat 1 o ile istniejg, sa bardzo trudne do
odréznienia od drzewostanow powstatych w naturalny sposob

(Baranski 1970, 1974). Mimo tych =zastrzezen, na podstawie
pewnych uogodlnien.

Sredni dystans genetyczny (D) wyznaczony miedzy wszystkimi

parami populacji modrzewia europejskiego dla 18 loci jest
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stosunkowa niski, wynoszgc 0,012, co Swiadczy o bardzo matych

roznicach genetycznych miedzy badanymi populacjami oraz
rasami modrzewia europejskiego. Jest to w  zgodzie z
obserwowang niska wartoscia wspoiczynnika 6se = 0,041 oraz

.0oszacowana niska wartos¢ minimalnych réznic w kodonie miedzy
badanymi populacjami (Dm = 0,007). Potwierdzeniem istnienia

stosunkowo stabo ugruntowanych rdéznic genetycznych pomiedzy

poszczegolnymi rasami badanego gatunku jest rowniez
stwierdzony w tej pracy brak rzadkich alleli, ktore bytyby
charakterystyczne wytacznie dla jednej z trzech badanych grup
populacji. Szimak (1962) porownujagc budowe morfologiczng
chromosomow, nie stwierdzit zadnych roéznic pod wzgledem

dtugosci chromosomodéw, potozeniem centromerdw oraz obecnosci
przewezen wtornych u osobnikdéw reprezentujgcych osiem réznych
pochodzen modrzewia europejskiego (od zachodnich Alp, poprzez
Sudety, Karpaty, Polske po Rumunie). Obliczona Srednia
wartos¢ dystansu genetycznego miedzy badanymi populacjami

modrzewia europejskiego jest podobna do tej jaka podaje sie

dla innych gatunkéw drzew iglastych o szerokim 1 ciagtym
zasiegu (Guries 1 Ledig 1982, Wheeler i Guries 1982, Yeh 1
inni 1986, Moran i inni 1988). Jezeli przyrowna¢ go do innych

gatunkoéw z rodzaju Larix, to jest on podobny do tego jaki
stwierdzono miedzy populacjami L. Occidentalis, gdzie D =
0,009 (Fins i Seeb 1986) lecz prawie trzykrotnie mniejszy niz
u L. laricina, gdzie D = 0,032 (Cheliak i inni 1988). Dla 11
badanych populacji modrzewia europejskiego nie stwierdzono,
aby wraz ze wzrostem dystansu geograficznego wzrastat dystans
genetyczny. Bliski zeru wspodiczynnik korelacji (r = 0,058)
miedzy dystansem geograficznym a genetycznym wskazuje, ze
izolacja geograficzna nie jest odpowiedzialna za aktualny
obraz zrdéznicowania genetycznego miedzy populacjami badanego
gatunku. Moze to by¢ dodatkowym potwierdzeniem hipotezy, ze
obserwowane obecnie mate zréznicowanie miedzy populacjami
modrzewia europejskiego jest gtownie odbiciemm dawnego obrazu
wystepowania gatunku w populacjach o ciagtym =zasiegu 1 duzym

zageszczeniu osobnikdw. Rowniez Cheliak i inni (1988)
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badajac 36 populacji Larix larlcina z niemal catego zasiegu
wystepowania stwierdzili brak korelacji miedzy dystansem
genetycznym a geograficznym. Silng korelacje miedzy tymi
dystansami stwierdzili natomiast miedzy innymi Yeh i O'Malley
<1980) u daglezji zielonej.

Dla badanych populacji modrzewia europejskiego nie
stwierdzono istotnych roéznic regionalnych. Wylaczajgc dwie
populacje sudeckie Dubicko <I) i Radim-Krasow (I111), mozna
powiedziec, ze dana populacja wewnatrz regionu, Srednio
podobna jest do dowolnie wybranej populacji z innego regionu.
Brak istotnych roznic pomiedzy poszczegolnymi rasami
modrzewia europejskiego decyduje, w  chwili obecnej, o]
nieprzydatnosci prezentowanych w pracy metod do ewentualnej
identyfikacji nasion nieznanego pochodzenia.

Sredni dystans genetyczny miedzy populacjami sudeckimi a
polskimi oraz alpejskimi jest od trzech do pieciu razy
wiekszy niz dystans wewnatrz populacji polskich i1 alpejskich.
(Tab. 13). ROznice te sg podobne do tych, ktore stwierdzili
Wheeler i Gu.ries (1982) pomiedzy poszczegdlnymi podgatunkami
Pinus contorta, gdzie Sredni dystans genetyczny miedzy
poszczegdlnymi podgatunkami byt od dwu do pieciu razy wiekszy

niz dystans pomiedzy populacjami wewnatrz podgatunku.

Tab. 13 Sredni dystans genetyczny miedzy oraz wewnatrz

badanych grup populaciji.

poréwnywane

populacj e: sudeckie alpej skie polskie
sudeckie 0,0183

alpej skie 0,0152 0,0055 -
polskie 0,0142 0,0070 0,0038
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Trzeba tu jednak zaznaczy¢, ze badana grupa populacji
sudeckich jest bardzo niejednorodna a sSredni dystans
genetyczny miedzy tymi populacjami jest duzy i1 wynosi 0,0183,

to jest wiecej niz sSredni dystans miedzy sudeckimi a polskimi

oraz alpejskimi <D = odpowiednio 0,0142 oraz 0,0152 -
Tab.13>.

Jezeli z poroéwnan wylaczyc, znacznie odbiegajgce od
catosci, dwie populacje sudeckie Dubicko <I) oraz Radim-

Krasov CIIl), to obraz srednich dystansdw genetycznych miedzy
poszczegolnymi grupami populacjami przedstawia sie jak w
tabeli 14.

Tab.14 Sredni dystans genetyczny miedzy oraz wewnatrz

badanych grup populacji <z porownan wytgczono dwie

populacje sudeckie | i 111).
poréwnywane
populacj e: sudeckie alpej skie polskie
sudeckie 0,0044
alpejskie 00,0066 00,0055 -
polskie 0,0052 0,0070 0,0038

Jak wynika z danych zebranych w tabeli 14 rdéznice miedzy
poszczegolnymi grupami populacji sa jeszcze mniejsze,
nieznacznie tylko przewyzszajgc roznice istniejgce miedzy
populacjami wewnatrz grup. Bardzo dobrze relacje te oddaje
dendrogram CRyc. 21), gdzie zadna =z badanych trzech grup
populacji nie tworzy odrebnej catosci.

Przytoczone rezultaty pozostajg w zgodzie 2z obserwacjami
morfologicznymi, odréznienie poszczegodlnych taksonow

modrzewia europejskiego przysparza wiele trudnosci a Jezeli
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do dyspozycji ma sie jedynie pojedyncze drzewa - jest wrecz
niemozliwe,

Na uwage zastuguje stwierdzenie matej roznicy genetycznej

miedzy modrzewiem polskim a modrzewiem sudeckim i alpejskim,
w Swietle przytoczonych badan, wydzielenie modrzewia
polskiego jako nowego taksonu i to w randze gatunku, co miato

miejsce w przesztosci, zwlaszcza w literaturze polskiej byto
raczej nieuzasadnione. Zbyt mata liczba badanych populacji
nie pozwala na wyciagniecie daleko idacych wnioskéw, lecz na
podstawie przeprowadzonych badan mozna przypuszczac¢, ze nawet
ranga podgatunku jest zbyt wysoka dla okreslenia statusu
systematycznego modrzewia polskiego,

Wymagajacym wyjasnienia jest rowniez fakt znacznej
odmiennosci genetycznej dwoéch populacji sudeckich Dubicko <I>
i Radim-Krasov ((I1Il), W prezentowanej pracy nasiona, ktorych
uzywano do analiz, 2z poszczegolnych populacji pochodzity =z
duzej lecz dokftadnie nieznanej liczby drzew. By¢ moze
stwierdzone rdéznice wewnatrz grupy populacji sudeckich

wynikaty z tej przyczyny. Wpydaje sie jednak, ze =zaistnienia

az tak duzych roznic, nie mozna przypisac jedynie
niejednakowej liczbie drzew analizowanych w poszczegdlnych
populacjach, Mozliwym jest natomiast, ze stwierdzone tu

znaczne zroznicowanie genetyczne w grupie populacji modrzewi
sudeckich jest wynikiem niejednorodnego pochodzenia tej rasy,
W czasie ustepowania zlodowacenia, modrzew mogt na regiony
dzisiejszego wystepowania modrzewia sudeckiego powracac¢ z
réoznych refugiow. Niejednorodne pochodzenie modrzewia
sudeckiego dobrze ttumaczytoby, obserwowany w  wielu
doswiadczeniach proweniencyjnych CGenys 1960, Giertych 1979,
Mejnartowicz 1 Kosinski 1986) jego szybki, lepszy niz innych
pokrewnych modrzewi wzrost. W tym wzgledzie wydaje sie byc¢
celowym podjecie szczegotowych badan nad modrzewiem sudeckim,
przy uzyciu nasiona zebranych z pojedynczych drzew,

reprezentujacych wiekszg liczbe naturalnych populaciji.

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



95

6. STRESZCZENIE

Przedstawione w pracy badania miaty na celu poznanie
sposobu dziedziczenia jedenastu wybranych systemow
enzymatycznych u modrzewia europejskiego, oszacowanie
wielkosci naturalnego samozaptodnienia oraz zbadanie poziomu
oraz organizacji zmiennosci genetycznej w naturalnych
populacjach tego gatunku.

Badania nad sposobem dziedziczenia systemoOw enzymatycznych
wykonano na nasionach zebranych z 95 pojedynczych drzew,
pieciu nastepujacych populacjach: Babki, Ciechostowice, Maila
Wies, Skarzysko, Zwolen oraz 25 klondw rosnacych w archiwum
klonobw na Zwierzyncu koto Kornika. Wielkosc samozaptodnienia
okreslono dla naturalnej populacji modrzewia polskiego z
Ciechostowic Poziom i organizacje zmiennosci genetycznej
poznano na podstawie analizy nasion pochodzgcych z czterech
populacji modrzewia alpejskiego 2z Wiloch, czterech populacji
modrzewia sudeckiego z Czechostowacji oraz trzech populacji

modrzewia polskiego z rejonu Go6r Swietokrzyskich.

Uzyskane wyniki mozna uja¢ w nastepujacych punktach:

1. Poznano sposob dziedziczenia 11 systemow enzymatycznych. W
jednym locus kodowane byty: FDH, GDH, G6P, IDH, SHDH, SRDH.
Dwa loci stwierdzono dla LAP oraz SOD. EST kodowana byta
conajmniej w trzech loci a MDH oraz MNR w czterech.

2. Segregacja poszczegolnych alleli w heterozygotycznych loci,
badana w probach nasion 2z pojedynczych drzew, przebiegata w
oczekiwanym stosunku 1:1.

3. Stwierdzono duze zrdéznicowanie miedzy poszczegOlnymi loci
enzymatycznymi co do wielkosci sSredniej heterozygotycznosci
oczekiwanej Cztery loci : Fdh, Mdh4, Mnr2, Sodl byty
monomorficzne. Heterozygotycznos¢ na poziomie do 10% posiadato
siedem loci: Gdh, Idh, Lapl, Mdhl, Mdh2, Sod2, Srdh. H, na
poziomie od 10 do 20% posiadaty Est3, Lap2, Mdh3 a od 40 do
50% Mnr4. Natomiast sSrednia heterozygotycznos¢ powyzej 50%
posiadaty: G6p, Shdh oraz Mnr3.
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4. Ustalono strukture czwartorzedowg dla pieciu biatek enzyma-
tycznych. LAP oraz SHDH sga monomerami, dimerem jest MDH a
multimerem GDH i SRDH.

5. Czytelne i jednoznaczne obrazy rozdziatow
elektroforetycznych uzyskanych zaréwno dla makrogametofitow i
zarodkow czynig cztery systemy enzymatyczne: GDH, MDH, SRDH
oraz SHDH szczegodlnie cennymi markerami genetycznymi w
dalszych pracach nad zmiennoscia genetyczng oraz systemem
kojarzenia u badanego gatunku.

6. Wielkos¢ naturalnego samozaptodnienia oszacowano na 11,5 +
3%. Wyliczona dla poszczegolnych drzew wartosc
samozaptodnienia byta bardzo zrdéznicowana, wynoszac od 0 do
25%.

7. u modrzewia europejskiego stwierdzono  wysoki poziom
zmiennosci genetycznej, porownywalny do tego jaki obserwowano
u innych gatunkéw drzew iglastych, dla ktéorych analizowano
wieksza liczbe loci. Srednia heterozygotycznos$é oczekiwana
wyliczona na podstawie analizy 18 loci wynosi 0,157. Efektywna
liczba alleli w locus wynosi 1,19, natomiast Srednia liczbe
alleli w locus wustalono na 1,90 * 0,22 a 5% loci byto
polimorficzne (przyjmujac za poiimorficzny ten locus, dla

ktorego czestosc¢ allelu 100 ( 0,99).

8. Miedzy populacjami stwierdzono statystycznie istotne
réznice co do czestosci alleli w  50% badanych loci
enzymatycznych.

9. Zmiennos¢ miedzy populacyjna stanowi tylko 4% (Gs« = 0,041)
catkowitej zmiennosci genetycznej gatunku.

10. Miedzy badanymi grupami populacji (alpejskie, sudeckie,
polskie) nie stwierdzono istotnych réznic co do wartosci

sSredniegj heterozygotycznosci oczekiwanej oraz efektywnej i

sredniej liczby alleli w locus.
11. Sredni dystans genetyczny, obliczony wedtug Nei, miedzy
badanym populacjami jest stosunkowo niski, wynoszgc 0,0118.

Swiadczy to o istnieniu matlych réznic genetycznych pomiedzy

badanymi populacjami oraz rasami modrzewia europejskiego. Nie

http://rcin.org.pl



97

stwierdzona korelacji pomiedzy dystansami genetycznym a
geograficznym,
13. Dystans genetyczny miedzy populacjami modrzewia polskiego

a pozostatymi populacjami jest nieznaczny.
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