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The rychtal pine is one of the most valuable ecotypes of Scots pine (Pinus sylvestris 1..) approved
for the breeding purposes in Poland. However, it occupies stands typical for oaks and beeches
as shown by the compatibility analysis of species composition in relation to the habitat type in
which they occur. Such result raises some doubts in terms of the naturalness of the rychtal pine
and calls its history and origin into question. In the present study, we used the set of nuclear
microsatellite markers to characterize and compare the gene pool composition of the selected
seed tree stands of the rychtal pine with 200-year-old pine trees which grow at the Sycéw Forest
District (SW Poland). We aimed to know to what extent the set of alleles specified for the group
of the oldest trees from natural habitats is represented in the younger forest tree stands of the
rychtal pine. The analysis of molecular variance (AMOVA) and clustering analysis showed that the
gene pool of the studied pine populations was homogenous (F¢=0,02%, K=1). The parameters
of genetic variation were similar for all populations except for the mean number of alleles. On aver-
age, 25 new alleles were found in two rychtal pine seed tree stands as compared to the set of
alleles found in the group of old pine trees. However, all alleles defined for old pines were also
present in the gene pool of younger rychtal pine forest stands. The differences in the gene pool
richness result most likely from quite high differences in the number of individuals analyzed
from each population. In conclusion, our results indicate the common origin of the studied Scots
pine populations.
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Wstep

Program zachowania lesnych zasobéw genowych i hodowli selekeyjnej drzew w Polsce zaktada
ochrong oraz poprawe wartosci hodowlanej populacji drzew lesnych poprzez wykorzystywanie
nasion pochodzgcych z wyselekcjonowanej bazy nasiennej. Szczegélng rolg w programie odgry-
wajg wylaczone drzewostany nasienne (WDN), wyrézniajace si¢ sposréd innych drzewostanéw
rosngcych w takich samych warunkach siedliskowych swojg jakoscig, zdrowotnoscig i zdolnosciami
adaptacyjnymi. Obecnie Lasy Paristwowe majg okoto 17 000 ha wyselekcjonowanych i zarejestro-
wanych drzewostanéw nasiennych [Chatupka i in. 2011].

Przewaga jakosciowa dojrzatego drzewostanu wyrézniajgcego si¢ na tle innych gospodar-
czych drzewostanéw nie moze by¢ jednak traktowana jako gwarancja jego rodzimosci. Dotyczy
to gléwnie sosny, Swierka i modrzewia, ktérych nasiona wykorzystywane do zalesieri w XIX i na po-
czgtku XX wieku byly w sposéb niekontrolowany rozprzestrzeniane po catej Europie [Bradshaw
2004; Lewandowski i in. 2012; Jensen i in. 2017]. Jak podajg Zrédta historyczne, administracja
Laséw Paristwowych wydala zakaz zakupu nasion drzew iglastych z zagranicy w Polsce dopiero
w 1925 roku. Jednoczesnie natozono na administracj¢ lesng obowiazek zaspokajania zapotrze-
bowania na nasiona we wlasnym zakresie. W ostatecznosci mozna byto korzysta¢ z prywatnych
wyluszezarni krajowych, jednak przy kontroli pochodzenia kazdej partii nasion [Kostyrko 1925].

Najbardziej wiarygodnych informacji o rodzimosci drzewostanéw dostarcza dokumentacja
dotyczaca pochodzenia uzytego materiatu odnowieniowego lub sposobu jego odnowienia. Nie-
stety, ze wzgledu na burzliwg histori¢ Polski tego typu dokumentacja w wigkszosci nie przetrwata
do naszych czaséw. W swietle braku danych historycznych duze nadzieje wiagze si¢ z wykorzy-
staniem markeréw molekularnych, ktére doskonale sprawdzity si¢ w analizach historii demogra-
ficznej populacji wielu gatunkéw drzew lesnych [Petit i in. 1998, 2002; Cheddadi i in. 2006
Litkowiec i in. 2016; Wéjkiewicz i in. 2016a; Zukowska, Wachowiak 2017]. Dla przyktadu analizy
genetyczne wykonane w ramach badari nad historig swierka w Polsce wskazujg na duzy udziat
w drzewostanach tego gatunku sztucznie wprowadzonego $wierka pochodzenia alpejskiego
[Lewandowski i in. 2014]. Niestety, mimo wielu zakorficzonych juz projektéw badawczych znacz-
nie mniej wiadomo na temat historii i pochodzenia drzewostanéw sosny zwyczajnej, najwaz-
niejszego lasotwérezego gatunku w Polsce.

Wieloletnie badania proweniencyjne dostarczyly szeregu informacji na temat przystoso-
wania i wartosci hodowlanej poszczegélnych populacji sosny zwyczajnej w Polsce. W oparciu
o uzyskane wyniki za jeden z najcenniejszych ekotypéw sosny uznana zostata sosna rychtalska
z obrgbu Rychtal Nadlesnictwa Sycéw [Giertych 1980; Matras 1989]. Analiza zgodnosci sktadu
gatunkowego z siedliskiem wskazuje jednak, Ze drzewostany sosny rychtalskiej zajmujg siedli-
ska, gdzie gatunkami panujgcymi sg gtéwnie dab, buk oraz jesion. Taka informacja rodzi pewne
obawy co do rodzimosci tych drzewostanéw, stawiajac pytanie o pochodzenie tego ekotypu sosny.

W niniejszej pracy przeprowadzono analiz¢ poréwnawczg puli genowej dwéch wytaczo-
nych drzewostanéw nasiennych sosny rychtalskiej oraz grupy 200-letnich osobnikéw tego gatunku
rosngeych na terenie Nadlesnictwa Sycéw. Grupa starych drzew, z uwagi na swéj wiek, stanowi
populacje referencyjng reprezentujgcs, jak si¢ przepuszcza, lokalng pulg genowg drzewostanéw
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sosnowych. Hipoteze t¢ wspiera fake, Ze na poczatku XIX wieku infrastruktura zwigzana zaréwno
z produkcija, jak i z przemieszczaniem leSnego materiatu rozmnozeniowego, byta w Europie stabo
rozwinigta. Dlatego tez nalezy zatozy¢, ze w tym okresie sztuczne nasadzenia wykonywano
gléwnie z wykorzystaniem nasion pochodzgcych ze Zrédet lokalnych.

Celem pracy bylo zbadanie poziomu zmiennos$ci dwéch wylgczonych drzewostanéw nasien-
nych sosny rychtalskiej oraz préba odpowiedzi na pytanie, na ile pula genowa najstarszych osob-
nikéw jest reprezentowana w wytgczonych drzewostanach sosny rychtalskiej. Uzyskane wyniki
zostaty przedyskutowane w aspekcie lokalnego pochodzenia analizowanych drzewostanéw
sosny rychtalskiej, stanowigcych bazg nasienng tego ekotypu sosny w Polsce.

Materiat i metody

Badaniami objeto 210 osobnikéw sosny zwyczajnej z obszaru Nadlesnictwa Sycéw. Materiat do
badad pochodzit z dwéch wylaczonych drzewostanéw nasiennych sosny w wieku okoto 130
(WDN) i 160 lat (WDNS) oraz pojedynczych starych drzew (S) z lesnictw: Drottowice, Czermin
oraz Batdowice (tab. 1). Izolacj¢ catkowitego DNA z igict przeprowadzono wedtug protokotu
z pracy Dumolin i in. [1995]. Otrzymane izolaty DNA zostaly ocenione pod wzgledem jakoscio-
wym i iloSciowym z wykorzystaniem spektrofotometru BioPhotometer firmy Eppendorf.

Do analiz wykorzystano zestaw czterech loci mikrosatelitarnych jadrowego DNA:
SSrPtctg4363 [Chagné i in. 2004], PtTx8446, PtTx4001 [Elsik i in. 2000] i Spag7.14 [Soranzo
i in. 1998]. Amplifikacj¢ fluoroscencyjnie wyznakowanych starteréw przeprowadzono z zastoso-
waniem metody PCR multipleks i zestawu Multiplex Master Mix (Qiagen, Niemcy), wedtug
zalecen producenta. Profil temperaturowy reakcji PCR obejmowal: denaturacj¢ — 15 min w 95°C,
amplifikacj¢ — 8 cykli ,,touchdown”: 30 sek. w 94°C, 1 min 30 sek. w 63°C (-1°C/cykl), 1 min
w 72°C oraz 28 cykli: 30 sek. w 94°C, 1 min 30 sek. w 55°C, 1 min w 72°C, a takze koricowe wydtu-
zanie — 10 min w 72°C. Rozdzial amplifikowanych produktéw wykonano przy uzyciu automatycz-
nego sckwenatora ABI PRISM 3130 (Thermo Fisher Scientific, USA) z wewngtrznym markerem
wielkosci GENESCAN-LIZ600 (Thermo Fisher Scientific, USA), wedtug procedury dostar-
czonej przez producenta. Wielkos¢ otrzymanych w reakeji PCR fragmentéw DNA analizowano
z wykorzystaniem programu GeneMapper® Software Version 4.0 (Thermo Fisher Scientific,
USA).

Poziom polimorfizmu loci mikrosatelitarnych wykorzystanych w badaniu okreslony zostat
w oparciu o ogdlng liczbg wykrytych alleli (A, ). Dla kazdego z loci obliczona zostata réwniez
heterozygotycznos¢ obserwowana (Ho) i oczekiwana (He) przy uzyciu programu GenAlEx
[Peakall, Smouse 2006]. Czestos¢ wystepowania alleli zerowych (NAF) w badanych loci oszaco-
wana zostata za pomocg pogramu FreeNA [Chapuis, Estoup 2007].

Tabela 1.
Potozenie i wiek (W [lata]) badanych populacji sosny zwyczajnej oraz liczba analizowanych osobnikéw (N)
Location and age (W [years]) of the studied Scots pine populations with number of analysed specimen (N)

Lesnictwo Oddziat Lokalizacja W N
WDN Smardze 68a, 68b, 69a N 51,1961 E 17,9310 128-133 104
WDNS Smardze 81b, 81j N 51,1841 E 17,9573 163 77

Drottowice 153a N 51,3134 E 17,5552 200 22
S Czermin 158g N 51,3215 E 17,8306 200 3

Batdowice 2111 N 51,3104 E 17,7676 200 4
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Dla kazdej z analizowanych populacji obliczono: srednig (A) i Srednig efektywng (Ae) liczbe
alleli, liczbe alleli prywatnych (Pa) oraz heterozygotycznosé obserwowang (Ho) i oczekiwang (He).
Wszystkie wyzej wymienione parametry zostaty oszacowane z wykorzystaniem programu GenAlEx.
Program FSTAT 2.9.3 [Goudet 2001] zostat uzyty w celu okreslenia wielkosci wspélezynnika
wsobnosci (F¢) oraz bogactwa allelicznego (Ag) dla wielkosci préby — 29 osobnikéw (ARZL)).
Istotnos¢ odchylenia populacji od stanu réwnowagi Hardy’ego-Weinberga (HWE - Hardy-
-Weinberg Equilibrium) zostala okreslona z wykorzystaniem programu GENEPOP 4.0.10
[Raymond, Rousset 1995]. Wartos¢ wspétczynnika wsobnosci (Fg) zostata réwniez obliczona
z uwzglednieniem korekty na obecnos¢ alleli zerowych (F gy 1), Przy wykorzystaniu programu
INEST 2.2 [Chybicki, Burczyk 2009]. Efektywna wielkos¢ analizowanych populacji (Ne)
zostata oszacowana w oparciu o metodg analizy nieréwnowagi sprz¢zeri badanych loci (LD - link-
age disequilibrium) za pomocg programu NeEstimator_V2.1 [Waples, Do 2010]. W zwigzku z obec-
noscig rzadkich alleli uwzglgdniono w obliczeniach (zgodnie z zaleceniami autoréw programu)
wylacznie allele o czgstosci wigkszej niz 2% (P, =0,02) [Waples 2005].

Stopieri zréznicowania genetycznego badanych populacji okreslono z wykorzystaniem
analizy wariancji molekularnej (AMOVA) przy uzyciu programu ARLEQUIN 3.11 [Excoffier,
Lischer 2010]. Grupowanie populacji wykonano w programie BAPS [Corander, Tang 2007].
Powigzania filogenetyczne migdzy populacjami zostaty okreslone w oparciu o dystans genetyczny
Dy [Nei 1972] 7 zastosowaniem metody przytaczania sasiadéw NJ (ang. neighbor-joining method),
przy uzyciu programu POPTREEW [Takezaki i in. 2014].

Test na zawezenie puli genowej populacji w wyniku efektu ,,waskiego gardta” (bottleneck
effect) wykonano, wykorzystujge program INEST 2.2, poprzez oszacowanie wspélczynnika M.
Analizy przeprowadzono w oparciu o model mutacji TPM (Two Phase Mutation Model), sto-
sujgc parametry rekomendowane w pracy Peery i in. [2012]. Istotnos¢ analizowano testem permu-
tacyjnym Wilcoxona (1 000 000 permutacji) [Cornuet, Luikart 1996].

Wyniki
Wykorzystane do analiz loci mikrosatelitarne pozwolity na wykrycie 73 alleli (tab. 2). Podsta-
wowe parametry zmiennosci genetycznej analizowanych populacji zestawiono w tabeli 3.
Srednia liczba alleli (A) miescita si¢ w zakresie od 10,2 dla populacji S do 17,0 dla populacji
WDN, ze $rednig 14,2. Srednia efektywna liczba alleli i wspélczynnik bogactwa allelicznego
ksztattowaty si¢ na podobnym poziomie, ze Srednig wartoscig Ae=7,8 oraz Ag,,=11,5. W popu-
lacji WDN wykryto 10 alleli prywatnych, o czestosci mieszezgcej si¢ w zakresie od 0,015 do

Tabela 2
Liczba alleli w locus (Ap), liczba alleli dla poszczegdlnych populacji (A/WDN, A/WDNS, A/S), heterozy-
gotycznosé obserwowana (Ho) i oczekiwana (He) oraz srednia czgstos¢ alleli zerowych (NAF) loci
mikrosatelitarnych wykorzystanych w badaniu
Number of alleles in locus (A, ), number of alleles found in given population (A/WDN, A/WDNS, A/S),
observed (Ho) and expected (lHe) heterozygosity and mean null allele frequency (NAF) of the loci used
in the investigation

Locus A A/WDN A/WDNS A/S Ho He NAF
SSrPtctg4363 15 14 10 5 0,59 0,71 0,08
PtTx4001 14 14 10 5 0,40 0,71 0,17
PtTx8446 11 11 11 10 0,77 0,83 0,05
Spag7.14 33 29 31 20 0,55 0,95 0,21
Srednia

18,25 17 15,5 10 0,58 0,80 0,13
Mean
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Tabela 3.

Srednia (A) i srednia efektywna (Ae) liczba alleli, bogactwo alleliczne okreslone dla 29 osobnikéw (Agzg),
liczba alleli prywatnych (Pa), heterozygotycznosé obserwowana (Ho) i oczekiwana (He), wspétczynnik
wsobnosci (Fig), wspélezynnik wsobnosci obliczony z korektg na obecnosé alleli zerowych (Fignupp),
bayesowski 95-procentowy przedzial ufnosci dla parametru Fignurr, (CI 95%), wspétezynnik M oraz jego
warto$¢ oczekiwana (Meq), istotnos¢ wspélczynnika M (Pyy), efektywna wielkos¢ populacji (Ne)
(okreslona po odrzuceniu alleli o czgstosci nizszej niz P;=0,02) oraz 95-procentowy przedziat ufnosci dla
oszacowanej Ne (CI 95%) dla analizowanych populacji

Mean (A) and mean effective (Ae) number of alleles, allelic richness estimated for 29 individuals (Aryo),
number of private alleles (Pa), observed (Ho) and expected (He) heterozygosity, inbreeding coefficient
(F1g), inbreeding coefficient with the correction for the presence of null alleles (Fignurr), Bayesian 95%
confidence intervals (CI 95%), M ratio and its expected value (Meq), p-value of M ratio (Pyy), effective
population size (Ne) (allele frequency used P;=0.02) as well as Bayesian 95% confidence intervals (CI 95%)
for the analyzed populations

WDN WDNS S Sﬁd“‘a
can
A 17 15,5 10,2 14,2
Ae 8,1 8,2 7,1 7,8
ARz 12,3 12 10,3 11,5
Pa 10 5 0 5
Ho 0,57 0,62 0,54 0,58
He 0,81 0,81 0,78 0,8
Fig 0,30 0,24 0,32 0,29
FrisnuL 0,15 0,04 0,12 0,1
CI95% 0,00-0,27 0,00-0,11 0,00-0,29
M 0,83 0,76 0,73 0,77
Meq 0,83 0,81 0,77 0,8
Py 0,5 0,23 0,3
Ne (Pog=0,02) 2415 76,1 59,2 1256
CI95% 111,2-5208,3 47,3-148,8 23,3-123,5

0,025. Z kolei w populacji WDNS wykryto 5 takich alleli, o czgstosci w zakresie od 0,007 do
0,015. W referencyjnej grupie starych drzew nie zidentyfikowano alleli prywatnych.

Srednia oszacowana heterozygotycznos¢ obserwowana (Ho=0,58) dla populacji byta nizsza
niz Srednia heterozygotycznosé oczekiwana (He=0,80), co wskazuje na niedobdr heterozygot we
wszystkich badanych populacjach. Odchylenie od stanu réwnowagi Hardy’ego-Weinberga anali-
zowanych populacji sosny potwierdzita istotna statystycznie wartos¢ wspétczynnika wsobnosci
(srednia Fg=29%, p<0,05). Niemniej jednak dodatkowe analizy wykazaty, ze warto$¢ wspdt-
czynnika I (¢ zostata przeszacowana, a nadmiar homozygot w badanych populacjach byt zawyzony
z uwagi na obecnos¢ alleli zerowych. Srednia wartos¢ wspétczynnika wsobnosci po korekcie
(Fignun) wyniosta 10%. W zadnej z analizowanych populacji nie stwierdzono zawgzenia puli
genowej na skutek efektu ,,waskiego gardta”. Wartosci wspétczynnika M byly wysokie i poréw-
nywalne mi¢dzy populacjami, nie odbiegajgc istotnie od wartosci oczekiwanej Meq. Efektywna
wielko$¢ populacji najmlodszego w zestawie drzewostanu (WDN) wyniosta Ne=241,5 i byl
srednio 4 razy wyzsza od oszacowanej efektywnej wielkosci pozostatych analizowanych popu-
lacji (tab. 3).

Pula genowa badanych populacji byta jednorodna: F¢.=0,02%, P=1,000, K=1. Migdzy ba-
danymi populacjami stwierdzono réwniez niskie wartosci dystanséw genetycznych (ryc. 1). Naj-
wickszy dystans genetyczny dzieli populacie WDN i S (Dy;=0,042), podczas gdy najmniejszy
populacje WDN i WDNS (D¢, =0,024). Niemniej jednak analiza sktadu puli genowej badanych
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Rye.
Relacje migdzy analizowanymi populacji sosny w oparciu o dystans genetyczny Dy Neia
Relationships among the analyzed pine populations based on the Nei’s genetic distance

populacji wskazata na obecnos¢ alleli prywatnych w wylgczonych drzewostanach sosny rychtal-
skiej (tab. 3).

Dyskusja
Analizowane populacje sosny rychtalskiej charakteryzowat wysoki poziom zmiennosci genetycz-
nej, poréwnywalny do poziomu obserwowanego w innych drzewostanach tego gatunku w Europie.
Nieco wyzszy sredni poziom heterozygotycznosci obserwowanej (Ho=0,77) zostat oszacowany dla
populacji sosny zwyczajnej z Polski pétnocno-wschodniej [Nowakowska 2016]. Niemniej jed-
nak Wéjkiewicz i in. [2016b] przy wykorzystaniu wigkszej liczby markeréw oszacowali sredni
poziom heterozygotycznosci dla populacji sosny z calego zasiegu europejskiego na Ho=0,45.
Podobny wynik (Ho=0,42) uzyskano dla 16 pochodzeri sosny z Polski w pracy Hebdy i in. [2017].
Stwierdzone réznice poziomu heterozygotycznosci wynikajg najprawdopodobniej z faktu, ze na
warto$¢ tego parametru ma wplyw ilo§¢ analizowanych osobnikéw, jak i poziom polimorfizmu
wykorzystanych markeréw. Zukowska i in. [2017] wskazuja jednoznacznie, Ze poziom heterozygo-
tycznosci poszezegolnych loci mikrosatelitarnych spada wraz z ich zmiennoscia, co w przypadku
zastosowania w analizach markeréw o niskim polimorfizmie skutkuje obnizeniem sredniego po-
ziomu heterozygotycznosci badanej populacji. Wartos¢ wspélczynnika wsobnosci po korekcie
na obecnos¢ alleli zerowych miescita si¢ w zakresie od kilku do kilkunastu procent, co wskazuje
na jedynie nieznaczne odchylenie badanych populacji od stanu réwnowagi Hardy’ego-
-Weinberga. Analizowane wylgczone drzewostany sosny rychtalskicj charakteryzowato réwniez
wysokie bogactwo alleliczne, jak i wysoka efektywna wielkos¢ populacji (Srednia Ne=158,8).
Odnoszgc te wartosci do reguty 50/500 [Franklin 1980], wedtug ktérej Ne=50 jest wystarczajaca,
aby zapobiegaé depresji wsobnej w perspektywie kilku generacji, mozna uznad, ze analizowane
WDN sosny rychtalskiej sg bez watpienia populacjami stabilnymi genetycznie, ktére mogg byé
wykorzystywane w hodowli.

Przeprowadzona analiza zréznicowania genetycznego wskazata, ze struktura genetyczna
wylgczonych drzewostanéw sosny rychtalskiej, jak i grupy 200-letnich osobnikéw sosny jest jed-
norodna (F¢=0,02%, P=1,000; K=1). Potwierdzaja to réwniez niskie wartosci dystanséw gene-
tycznych obliczone pomi¢dzy parami badanych populacji. Jednakze, co nalezy podkresli¢, niski
poziom zréznicowania genetycznego obserwuje si¢ w catym zasi¢gu wystgpowania sosny w Euro-
pie Srodkowcj [Sinclair i in. 1998; Wachowiak i in. 2014; Wjkiewicz i in. 2016a, b]. Dlatego tez
wynik ten nie moze by¢ traktowany jako bezsprzeczne potwierdzenie lokalnego pochodzenia
badanych wylgczonych drzewostanéw sosny rychtalskiej. Dodatkowe watpliwosci budzi obec-
no$¢ nowych alleli w badanych WDN, w stosunku do referencyjnej grupy 200-letnich drzew.
Niemniej jednak warto$¢ parametru okreslajaca bogactwo alleliczne (AR,g) byta poréwnywalna
mig¢dzy analizowanymi populacjami. Wyniki te potwierdzajg wige silng zaleznosé migdzy wy-
krytg liczbg alleli a liczbg badanych osobnikéw [Petit i in. 1998]. Dlatego nie mozna wykluczyd,
ze czg$¢ wspominanych alleli moze byé pochodzenia lokalnego, jednak nie zostata wykryta
w grupie starych drzew ze wzgledu na matg liczbg analizowanych osobnikéw. Nowe allele mogty
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zostaé przeniesione takze z innych regionéw wystepowania gatunku. Szereg badani przeprowa-
dzonych na drzewach lesnych potwierdza efektywny przeptyw genéw za posrednictwem pytku
na duze odlegtosci [Lindgren i in. 1995; Williams 2017]. Na wspélng histori¢ analizowanych
populacji wskazuje ich homogenna struktura genetyczna oraz obecnosé wszystkich alleli z grupy
starych drzew w puli genowej wylgczonych drzewostanéw nasiennych.

Uzyskane wyniki nie dostarczyly jednoznacznych dowodéw na naturalne pochodzenie ba-
danych drzewostanéw sosny rychtalskiej, jednak nie wykluczajg ich lokalnego pochodzenia.
Gléwnym ograniczeniem dla precyzyjnego wnioskowania wydaje si¢ by¢ sita rozdzielcza wyko-
rzystanych w badaniu markeréw mikrosatelitarnych. Obiecujgcg alternatywe dla przysztych badar
nad pochodzeniem populacji sosny zwyczajnej stanowi mozliwo$¢ rozszerzenia analiz o nowo
opracowane dla tego gatunku markery mitochondrialnego DNA [Donnelly i in. 2017]. Mimo to
zaprezentowana koncepcja badawcza, ktéra opiera si¢ na wlaczeniu do badani populacji referen-
cyjnej, ztozonej z punktowo wystgpujgcych w niektdrych rejonach starych osobnikéw reprezen-
tujgcych pozostatosci naturalnych populacji, moze by¢ uzyteczna w ustalaniu relacji genetycz-
nych i rodzimosci populacji sosny zwyczajnej w Polsce.
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