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1. WSTEP

Modrzew polski (Larix decidua subsp. polonica (Racib. Domin) bedacy, jak si¢ dzisiaj
uwaza, podgatunkiem modrzewia europejskiego, jest jednym z cenniejszych drzew
lasotworczych w Polsce. Leénicy z rejonu Goér Swietokrzyskich od dawna znali i doceniali
wartosci uprawowe modrzewia rodzimego pochodzenia, wprowadzajac go do upraw juz na
poczatku XIX wieku (Batlut 1962, Baranski 1970). Jednak na jego odrgbno$¢ morfologiczng
zwrocono uwage stosunkowo pozno, bo dopiero na przetomie XIX i XX wieku (Raciborski
1890).

Juz w 1920 roku na Chelmowej Gorze utworzono rezerwat W celu ochrony naturalnego
stanowiska modrzewia polskiego. Obecnie ta unikalna populacja modrzewia zagrozona jest
stopniowym procesem wymierania. Stare drzewa stopniowo wypadaja, jednoczesnie brak jest
naturalnego odnowienia. Pewnym problemem jest wystgpowanie W pobliskich lasach
sztucznych nasadzen modrzewiem nieznanego pochodzenia, prawdopodobnie spoza Gory
Chetmowej. W najblizszym czasie planuje si¢, w odpowiednich ku temu miejscach, podjac
dziatania stymulujace powstanie naturalnego odnowienia, a w dalszej perspektywie stuzace
zabezpieczeniu 1 utrzymaniu powstatych odnowien. Jednak, aby mozna bylo racjonalnie
zarzadza¢ pula genowa 1 monitorowac poziom zmiennosci i strukture genetyczng naturalnych
odnowien niezb¢dne sg informacje dotyczace poziomu zmienno$ci i Struktury genetycznej
populacji modrzewia rosngcych na Chetmowej Gorze.

Badania takie przeprowadzono w roku ubiegtym na zlecenie Swigtokrzyskiego Parku
Narodowego (Burczyk i in. 2017; Litkowiec i in. 2018). Badania wykazaty, ze ponad 150-letnie
populacje rosnace w centralnej czgsci rezerwatu posiadajg znaczng zmienno$¢ genetyczna,
jednak sag stosunkowo jednorodne prezentujac pule genowa charakterystyczng dla populacji
modrzewia wystgpujacych w Polsce Centralnej. Badania wykazaty istnienie przestrzennej
struktury genetycznej w tych populacjach potwierdzajac tym samym ich naturalny charakter
pochodzenia. Natomiast trzecia z badanych populacji, mlodsza wiekowo, wykazywata
symptomy nienaturalnego pochodzenia, znaczng odmienno$¢ genetyczng oraz duza
niejednorodnos¢, co potwierdzitlo wczesniejsze przypuszczenia oparte na analizie struktury

wiekowej i charakteru fenotypowego tej populaciji.



Kazde dziatanie podjete w celu ochrony puli genowych zagrozonych gatunkéw powinno
by¢ poprzedzone doktadna analiza genetyczna, ktorej wyniki pozwola nie tylko oceni¢ poziom
i rozklad zmiennosci genetycznej, ale rowniez mechanizmy decydujgce o zmiennosci
genetycznej populacji. Kompleksowa wiedza z zakresu ekologii i genetyki populacyjnej
stwarza ogromne mozliwosci dla prawidtowej odbudowy populacji cennych, czy wrecz
zagrozonych gatunkéw. Wiedza na temat zmienno$ci genetycznej i mechanizmach ja
ksztaltujacych ma duze znaczenie w tworzeniu programow ochrony gatunkéw zagrozonych
oraz opracowaniu optymalnej strategii hodowli gatunkow o znaczeniu gospodarczym,
pozwalajac jednoczes$nie chroni¢ pule genowa i uszlachetnia¢ odmiany, a tym samym
zwigkszaé zysk ekonomiczny, zwigzany z ich hodowla.

Ochrona i wzbogacanie istniejacej] w lasach réznorodno$ci genetycznej jest jednym
Z celow strategicznych w ,,Programie zachowania lesnych zasoboéw genowych i hodowli
selekcyjnej drzew w Polsce na lata 2011 — 2035”. Jest ona rowniez troska instytucji petnigcych
piecz¢ nad obszarami objetymi ochrong. Z uwagi na odrgbno$¢ genetyczng populacji
modrzewia polskiego na Chetmowej Gorze stwierdzong w wyniku przeprowadzonych badan,
powstaje pytanie, czy zmienno$¢ genetyczna reprezentowana przez badane populacje moze by¢
zachowana w dlugim horyzoncie czasowym i czy nie ulegnie ona deprecjacji na skutek
oddziatywania innych otaczajacych populacji (przeptyw gendw z innych populacji za pomocag
dyspersji nasion i pytku), co mogtoby prowadzi¢ do utraty unikalnego charakteru badanych
populacji. Informacje te sa niezbedne w celu podjgcia stosownych dziatan zmierzajacych do

ochrony puli genowej modrzewia na Chetmowej Gorze.

Cele badan

Celem badan byla ocena przebiegu procesow reprodukcyjnych zachodzacych
W populacjach modrzewia polskiego w rezerwacie Chetmowa Gora oraz proba odpowiedzi na
pytanie, w jakim stopniu badane populacje znajduja si¢ pod wptywem przeptywu gendéw od

okolicznych populacji. Szczegotowe cele obejmowaty:

1. Analiz¢ zmiennosci genetycznej populacji potomnych (siewki powstate w wyniku
naturalnego obsiewu nasion oraz zarodki nasion pozyskanych z wybranych drzew).
2. Oceng poziomu samozapylenia, poziomu imigracji pylku spoza badanej populacji oraz

krzywych dyspersji pytku w ramach lokalnej populacji.



3. Okreslenie udzialu osobnikoéw lokalnej populacji w zapylaniu badanych drzew
matecznych na podstawie znajomosci genotypow zarodkow nasion oraz genotypow
I lokalizacji potencjalnych drzew rodzicielskich.

4. Ocene poziomu imigracji nasion spoza lokalnej populacji, krzywej dyspersji nasion
w ramach lokalnej populacji.

5. Okreslenie udzialu poszczegdlnych osobnikéw w tworzeniu lokalnej populacji na
podstawie genotypow i danych lokalizacyjnych siewek powstalych z naturalnego
odnowienia oraz genotypow i lokalizacji drzew dorostych.

6. Okreslenie w jakim stopniu badane populacje mogg by¢ pod wptywem oddziatywania

otaczajacych populacji, na skutek przeplywu gendw poprzez nasiona i pyltek.

2. METODY

2.1.0pis powierzchni badawczych.

Subpopulacja M1 zostala wybrana w wydzieleniach h i i oddzialu 1A. Wystepuje tu
modrzew w wieku 190 lat w udziale 30 - 40%, w zmieszaniu z dgbem i bukiem. Subpopulacj¢
M2 wyznaczono w wydzieleniu ¢ oddziatu 3A. Udzial modrzewia w tym wydzieleniu jest
podobny (40%). Jednak jest to drzewostan nieco mtodszy, ok. 170-letni z 60% udziatlem buka.
Te dwie subpopulacje zostaty wybrane w miejscach, w ktorych planuje si¢ w najblizszych
latach zainicjowa¢ odnowienie naturalne modrzewia (Tabela 1). W ramach kazdej
Z subpopulacji w roku 2017 wyznaczono po 126 osobnikow, dla ktérych okreslono genotypy
w oparciu o 11 loci mikrosatelitarne (Burczyk i in. 2017).

Tabela 1. Wykaz badanych populacji oraz liczba osobnikéw zbadana w 2017 roku.

. . . . . . . Srednia Sredni

Populacja Liczebnos$¢ | Oddzial Powierzchnia | zageszczenie wysokosé Obwéd

Populacia ML | 1pg | AL 1453930 m2 | 00012 | 2950m | 2829
(doroste) Al-i cm

Populacja M2 | ;¢ A3c | 77783m2 | 00016 | 3343m | 2329
(doroste) cm




2.2. Zbior materialu

Materiat do badan w postaci igiet osobnikow miodocianych (siewki) oraz szyszek zostat
pozyskany przez zleceniodawce i1 dostarczony do Katedry Genetyki zgodnie z umowa, do dnia
10.09.2018. Wraz z materiatlem przekazano informacje o drzewach, z ktérych pozyskano
szyszki, oraz dokumentacj¢ zbioru materiatu z osobnikow mtodocianych. Ponadto dostarczono
dane geodezyjne okreSlajagce wspotrzedne wszystkich osobnikéw miodocianych (Siewki),
zZ ktorych pozyskano materiat (plik shape).

Materiat badawczy stanowily lacznie 81 osobnikéw mtodocianych z populacji M.
W ramach badanej populacji nie udato si¢ pozyska¢ materiatu z wickszej liczby osobnikow
mtodocianych. W populacji M2 nie odnotowano osobnikow mtodocianych, z ktorych mozliwe
byto pobranie materiatu do badan.

W kazdej subpopulacji pozyskano szyszki z 10 drzew. Nastepnie w laboratorium Katedry
Genetyki UKW dokonano wyluszczenia nasion. Nasiona poddano kietkowaniu, a nastepnie dla
kazdego drzewa wybrano po 30 siewek, z ktorych wyizolowano DNA. Lacznie wyizolowano

DNA z 600 siewek pochodzacych ze skietkowanych nasion.

2.3. Analizy laboratoryjne

Do izolacji DNA z dostarczonego materiatu (igly modrzewia) wykorzystano zestawy
odczynnikow firmy Eurx. Nastgpnie sprawdzono warto$¢ stezenia DNA w kazdej probie
i wykonano rozcienczenia matrycowego DNA do okoto 10 ng/ul dla potrzeby reakcji PCR
(kalkulator DNA Bio-Photometer marki Eppendorf). Reakcja PCR (dwa rozne multipleksy)
zostata przeprowadzona z zastosowaniem termocyklera MJ Research PTC 200 i zestawu
odczynnikow Qiagen Multiplex PCR firmy Qiagen. Analiz¢ otrzymanych produktow
przeprowadzono na analizatorze genetycznym Applied Biosystems 3130xl. Interpretacje
wynikow wykonano z uzyciem programow komputerowych GeneScan 3.7 oraz Genotyper 3.7,
dostarczonych przez producenta analizatora genetycznego. Charakterystyke loci
mikrosatelitarnych wytypowanych do badan, warunki przebiegu reakcji PCR oraz sktady

mieszanin reakcyjnych dla badanego gatunku przedstawiono ponizej (Tabele 2-5).



Tabela 2. Charakterystyka loci mikrosatelitarnych wybranych do analiz.

Znacznik
Locus Sekwencja primerow (5’ — 3°) fluoresc. Zrédlo
F: GAAGGCGACTTTACATGCCC
LD50 R: TCCATCTTTATGTCTCTTCCATGC PET Wagner 2012
F: AGCCATCGTGGTTCTTCTTTG
LD56 R: CTTGTAACTGTGCACCCACC PET Wagner 2012
beLK189 F: ACCATACGCATACCCAATAGA NED Isoda &
R: AGTTTTCCTTTCCCACACAAT Watanabe 2006
Dol K211 F: CCATTCTCCATAGGTTCATTG NED Isoda &
R:ATGCTCCTTACTAAGTCAGATACAC Watanabe 2006
F: TTGAACTAGGGAGATCCGGC
LDsl R: AATAAAATAGCATTCCATGTGTAGC | FAM Wagner 2012
F: TGTGGGAGGTATAGCTTGGC
LD45 R: AGTAGGATGGAATGATGGAAACAC | FAM Wagner 2012
boLK229 F: ATGCCCAAAAACGAAAAAGT oET Isoda &
R: TTTGCACTGCCAGATTCAGA Watanabe 2006
oL K223 F: CCCTAACCCTAGAATCCAATAA oET Isoda &
R: GAGGAAGGCGACAAGTCATT Watanabe 2006
F: ACACCAAGGACTCTCTGACTAC
LD101 R: GGTGATTCCAGAAGCAGGTG vic Wagner 2012
boLK263 F: CGATTGGTATAGTGGTCATTGT NED Isoda &
R: CCATCATACCTTCTTGAAGAG Watanabe 2006
F: TCGTATGCATTGTCCAAATTTCC
LD 42 R: TCCAAGTGAGGTCACACGAG FAM Wagner 2012

Tabela 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej Multipleks].

Ilos¢ w pl | Stezenie wyjsciowe | Stezenie w reakcji
MMM 5 2X 1x
BSA 0,5 10 mg/ml 0,5 mg/ml
LD 50 0,2 5uM 100 nM
LD 56 0,2 5uM 100 nM
bcLK189 | 0,25 5uM 125 nM
bcLK211 | 0,4 5uM 200 nM
LD 31 0,2 5uM 100 nM
LD 45 0,2 5uM 100 nM
DNA 1 10 ng/ ul 10 ng/ ul
H20 0,6 - -

Tabela 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej Multipleks2.

Ilos¢ w pl | Stezenie wyjsciowe | Stezenie w reakcji
MMM 5 2X 1X
BSA 0,5 10 mg/ml 0,5 mg/mi
bcLK 229 | 0,25 5uM 125 nM
bcLK 228 | 0,25 5uM 125 nM
bcLK 263 | 0,3 5uM 150 nM
LD 101 0,3 5uM 150 nM
LD 42 0,25 5uM 125 nM
DNA 1 10 ng/ ul 10 ng/ ul
H20 0,8 - -




Tabela 5. Warunki przebiegu reakcji PCR

1 95°C 15 min

2 94°C 30s

3 56°C 1 min

4 72°C 1 min

5 Go to step 2 X 32
6 60°C 30 min

7 4°C forever

2.4. Analizy statystyczne

Poziom zmienno$ci genetycznej badanych subpopulacji modrzewia okreslono
w oparciu o: $rednig (A) liczbg alleli w locus oraz heterozygotycznosci oczekiwang (He)
i obserwowang (Ho) za pomoca programu INEST v.2.0 (Chybicki i Burczyk 2009). Za pomoca
tego programu dokonano rowniez oceny czestosci alleli zerowych (null) oraz poziomu
wsobnosci w sposob tradycyjny (Fis) oraz uwzgledniajac przy tym mozliwo$¢ wystepowania
czestoscei alleli zerowych (Fisnull).

W celu oszacowania stopnia zroéznicowania genetycznego miedzy populacjami
0szacowano parametry Fstoraz Rst za pomocg programu SPAGEDI (Hardy i Vekemans 2002).
Oceng efektywnej wielkosci populacji przeprowadzono w oparciu o model nierdwnowagi
gametycznej, wykorzystujac oprogramowanie NeEsttimator v.2.0 (Do 1 in. 2014).

Na podstawie znajomos$ci genotypéw zarodkow nasion oraz genotypow i lokalizacji
potencjalnych drzew rodzicielskich oceniono poziom samozapylenia, poziom imigracji pytku
spoza badanej populacji oraz krzywe dyspersji pytku w ramach lokalnej populacji. Okreslono
rowniez udzial osobnikéw lokalnej populacji w zapylaniu badanych drzew matecznych. Na
podstawie genotypow 1 danych lokalizacyjnych siewek powstalych z naturalnego odnowienia
oraz genotypow i lokalizacji drzew dorostych, oceniono réwniez: poziom imigracji nasion
spoza lokalnej populacji, krzywa dyspersji nasion w ramach lokalnej populacji, udziat
poszczegoOlnych osobnikow w tworzeniu lokalnej populacji. Analizy przeprowadzono
W oparciu o tzw. model kojarzenia w sgsiedztwie (Burczyk 1 in. 2006), z wykorzystaniem

programu komputerowego NMn (Chybicki 2018).



3. WYNIKI

3.1. Zmienno$¢ genetyczna poszczegolnych subpopulacji

Dwie subpopulacje osobnikow rodzicielskich, jak wykazano poprzednio, miaty
podobny poziom zmiennosci. Srednia liczba alleli wyniosta odpowiednio: M1—9,5i M2 —9,6.
Tym niemniej populacja M2 wykazywala nieco wyzszy poziom heterozygotycznosSci
obserwowanej i oczekiwanej niz populacja M1. Srednia czestos¢ alleli null byta podobna dla
wszystkich badanych populacji, ale najnizsza w populacji siewek.

Populacje potomne byty zroznicowane pod wzglgdem $redniej liczby alleli. Najnizsza
wartos¢ odnotowano w populacji siewek S1 (8,73), natomiast zdecydowanie najwyzsza
w populacji nasion pozyskanych z osobnikéw dorostych z populacji M2. Wysokie warto$ci
liczby alleli w populacjach potomnych (nasiona), wyraznie wyzsze niz w populacjach
osobnikow rodzicielskich moga §wiadczy¢ o istnieniu doptywu gendéw za posrednictwem
pytku.

Populacje wykazywaly nieistotny poziom wsobnosci ocenionej za pomocg metody
INEst uwzgledniajacej mozliwos¢ wystepowania alleli zerowych, za wyjatkiem puli nasion
wywodzacych si¢ z populacji M1, gdzie odnotowano wsobno$¢ na poziomie 0,023, i byla to

warto$¢ istotna statystycznie.

Tabela 6. Parametry opisujgce poziom zmiennosci genetycznej w badanych subpopulacjach
modrzewia polskiego (N-liczba analizowanych osobnikow; A-$rednia liczba alleli w locus; Ho
- heterozygotyczno$¢ obserwowana; He - heterozygotycznos$¢ oczekiwana; Fis - wspotczynnik
wsobnosci; Fisnull - wspotczynnik wsobnosci po uwzglednieniu czestosci alleli zerowych;
Freq.Null - $rednia czgstos¢ alleli zerowych. Wyniki dla subpopulacji M1 i M2 pochodza
z raportu z 2017 roku (Burczyk i in. 2017).

Populacja N A Ho He Fis Fisnull ~ Freq. Null
M1 126 9,5 0,672 0,691 0,031 0,005 0,030
M2 126 9,6 0,709 0,722 0,021 0,005 0,030
S1 81 8,73 0,675 0,701 0,040 0,007 0,023
N1 300 10,82 0,663 0,703 0,062 0,023 0,028
N2 300 11,73 0,676 0,713 0,063 0,008 0,030




3.2. Zréznicowanie genetyczne miedzy subpopulacjami

Powyzsze wyniki znajdujg odzwierciedlenie w warto$ciach wspotczynnika
genetycznego zroznicowania pomiedzy subpopulacjami (Fs) (Tabela 10). Srednio,
wspotczynnik zréznicowania genetycznego pomigdzy badanymi subpopulacjami modrzewia
wyniost 0,0201 i byt statystycznie istotny (p=0,001). Genetyczne zroznicowanie (Fst=0,0153)
stwierdzono pomig¢dzy subpopulacjami M1 i M2. Natomiast nie odnotowano istotnego
zroznicowania miedzy populacja M1 1 S1, to znaczy mi¢dzy populacja osobnikow dorostych
a populacja siewek wystepujacych na tym samym obszarze. Migdzy populacja osobnikow
dorostych, a populacja nasion uzyskanych w danej populacji odnotowano niskie, aczkolwiek
istotne zréznicowanie w populacji MI1/N1, dla populacji M2/N2 brak bylo istotnego
zrdéznicowania genetycznego. Oceny zroznicowania genetycznego oszacowane za pomocd

parametru Rst wykazaty podobne trendy, jak dla Fst (Tabela 7).

Tabela 7. Wspoétczynniki genetycznego zréznicowania pomi¢dzy badanymi subpopulacjami
modrzewia polskiego (Fst - powyzej diagonalnej; Rst - ponizej diagonalnej). (pogrubiong
czcionka zaznaczono wartosci istotne statystycznie; p<0,05).

Populacja M1 M2 S1 N1 N2
M1 - 0,0153 0,0038 0,0072 0,0285
M2 0,0601 - 0,0130 0,0212 0,0030
S1 -0,0029  0,0896 - 0,0052 0,0272
N1 0,0056  0,0330 -0,0011 - 0,0334
N2 0,0149  -0,0023 0,0190 0,0275 -

3.3. Przestrzenna struktura genetyczna populacji

Analizy przestrzennej struktury genetycznej przeprowadzone w ubiegtym roku osobno
dla kazdej z badanych populacji wykazatly, ze obie subpopulacje osobnikow dorostych (M1
I M2) wykazujg istotng statystycznie przestrzenng strukture genetyczng (istotne statystycznie
warto$ci parametrOw Diog; Tabela 8). Oznacza to, ze istnieje tendencja wzrostu stopnia
pokrewienstwa migdzy osobnikami wraz ze zmniejszaniem si¢ odlegto$ci miedzy nimi. Wyniki

dla obu subpopulacji dorostych byty bardzo podobne (brak istotnych roéznic miedzy

10



populacjami). Jednak analizy przeprowadzone dla populacji siewek S1 nie wykazaty istnienia
przestrzennej struktury genetycznej tej grupy osobnikdéw, bowiem parametr biog byt w tym
wypadku nieistotnie r6ézny od zera. Ponadto, przesledzenie korelogramu dla subpopulacji
mtodocianej nie wykazuje istnienia wspotczynnikoéw Fij, ktore przyjmowatyby wartosci istotnie
wicksze od 0 w calym badanym zakresie dystansow. Brak istotnej przestrzennej struktury
genetycznej w wypadku siewek moze wynika¢ z niewielkiej liczebno$ci populacji siewek, lub

moze $wiadczy¢ o stosunkowo intensywnej dyspersji nasion w badanej populacji.

Tabela 8. Parametry przestrzennej struktury genetycznej dla badanych subpopulacji
modrzewia (Sp — intensywno$¢ struktury przestrzennej; Diog — wspotczynnik kierunkowy
linii regresji pomiedzy wspotczynnikiem pokrewienstwa a logarytmem odleglosci
migdzy osobnikami; F1 — §rednia warto$¢ wspotczynnika pokrewienstwa w pierwszej
klasie dystansu; Nb — efektywna liczebno$¢ sasiedztwa; o - Srednia odlegtos¢ dyspers;ji
gendéw). Wyniki dla subpopulacji M1 1 M2 pochodza z raportu z 2017 roku (Burczyk i in.

2017).
Subpopulacja | Liczebnos¢ Sp biog (SE) =
M1 (doroste) 126 0,0086 | -0,0083 (0,0014) | 0,0335
M2 (doroste) 126 0,0108 | -0,0105 (0,0024) | 0,0314
S1 (siewki) 81 0,0008 | -0,0007 (0,0009) | -0,0001

3.4.Efektywna wielkos$¢ populacji

Dla badanych subpopulacji oszacowano stosunkowo duze wartosci efektywnej
wielkosci populacji (Tabela 9). R6znice migdzy subpopulacjami osobnikow dorostych nie byty
istotne statystycznie. Oznacza to, ze populacje te powstaty przy udziale znacznej liczby
0sobnikow rodzicielskich (brak symptomoéw zawezenia puli genowej). Ocena Ne dla populacji
siewek pozyskanych z populacji rodzicielskiey M1, mimo niewielkiej liczebnosci proby
wykazata znaczng wartos$¢ efektywnej wielkosci populacji (Ne = 116,4; Tabela 12), co oznacza
znaczng liczebno$¢ populacji rodzicielskiej. Zwigzane to moze by¢ ze zjawiskiem zaréwno
doptywu gendéw na skutek dyspersji nasion, ale réwniez doptywu gendéw na skutek dyspers;i

pytku.

Oceny efektywnej wielkosci populacji dla potomstwa (zarodki nasion) drzew
traktowanych jako osobniki mateczne byty znaczne 1 wyniosty 40,8 oraz 55,0, odpowiednio dla
populacji M1 1 M2. Nalezy jednak pamigta¢, ze wynik ten jest zdeterminowany przez niewielkg

liczbe osobnikow matecznych (Ner = 10) tworzacych kazda z tych populacji. Przy zatozeniu
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teoretycznym, ze efektywna liczba osobnikdéw rodzicielskich tworzacych populacje potomng
nie moze by¢ wicksza niz 4Nef , 0raz biorgc pod uwagg faktyczng liczb¢ matek (10), nalezy
wnioskowaé, ze efektywna liczba osobnikow ojcowskich bioracych udziat w procesach
zapylania byta znaczna (wielokrotnie wigeksza od liczby matek), nie bgdac czynnikiem

ograniczajacym zmienno$¢ genetyczng populacji potomnej.

Tabela 9. Ocena efektywnej wielko$ci populacji oszacowana dla poszczegdlnych badanych

subpopulacji w oparciu o model nierownowagi gametycznej, wraz z 95% przedziatem

ufnosci/
Subpopulacja Liczebnos$¢ NeLp 95% C.I.
M1 (doroste) 126 94,6 73,6-126,4
M2 (doroste) 126 83,8 69,2-103,6
S1 (siewki) 81 116,4 87,3-166,8
N1 (nasiona M1) 300 40,8 36,3-45,8
N2 (nasiona M2) 300 55,0 48,4-62,5

3.5. Analizy rodzicielstwa

Analizy rodzicielstwa przeprowadzono osobno dla kohorty siewek oraz dla populacji
zarodkow skietkowanych nasion pozyskanych z drzew matecznych.

3.5.1. Siewki powstale z naturalnego odnowienia

Siewki wykorzystane do badan byly niejednorodnie rozmieszczone na badanej
powierzchni (rycina 1). Najwigksze skupisko siewek odnotowano w czesci zachodniej oraz
potnocno-wschodniej powierzchni badawczej. Na uwage zasluguje fakt, ze wiele siewek
znajduje si¢ wrecz na skraju wystepowania osobnikow dorostych traktowanych jako populacja

rodzicielska.
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Rycina 1. Schemat rozmieszczenia osobnikéw dorostych (zielone kotka) oraz siewek
(czerwone gwiazdki) na powierzchni badawczej M1.

Analizy przeprowadzone w oparciu o model sgsiedztwa wykazaty, ze dla 28% siewek
nie odnaleziono zadnego rodzica w lokalnej populacji osobnikow dorostych (tabela 10).
Oznacza to, ze badane siewki powstaly w oparciu o nasiona, z ktorych 28% pochodzito spoza
badanej populacji, stanowiac pule tzw. imigracji nasion. Parametry krzywej dyspersji nasion
zachodzacej w ramach lokalnej populacji wskazujg na krzywa typu platykurtycznego (bs =
2,067), czyli krzywa cienko-ogonowa. Oznacza to, ze wigkszo$¢ nasion podlega dyspersji na
niewielkie odlegtosci. Srednia odlegto$¢ dyspersji nasion zostata oceniona na 37,5 m, przy
czym przedzial ufnosci tego parametru jest stosunkowo waski (Tabela 11). Dyspersja nasion
miata charakter kierunkowy, bowiem istotny okazat si¢ parametr opisujacy skale anizotropii
dyspersji (ks). Parametr as = 0,1607 wskazuje, ze wigkszo$¢ nasion podlegata dyspersji z
kierunku o azymucie 57,6 stopni, czyli N-E. Tym niemniej, na ten wynik moglto mie¢ wptyw

nielosowe rozmieszczenie siewek w stosunku do osobnikoéw rodzicielskich.

Zbadano rowniez w jakim stopniu indywidualne cechy fenotypowe, takie jak wysokos¢
lub piersnica drzewa, maja wplyw na zenski sukces reprodukcyjny obserwowany w stadium
siewek. Okazalo si¢, ze jedynie w przypadku piersnicy odnotowano istotny statystycznie
dodatni liniowy wptyw wartos$ci tej cechy na zenski sukces reprodukcyjny (istotna warto$¢ tzw.
gradientu selekcji). Oznacza to, Ze osobniki o wigkszych rozmiarach maja wigksze

prawdopodobienstwo sukcesu reprodukcyjnego.
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Tabela 10. Parametry dyspersji nasion i pytku u Larix decidua subsp. polonica oszacowane na
podstawie modelu kojarzenia w sagsiedztwie. Wyniki otrzymano dla dwoch zestawow danych:
siewek powstalych w drodze naturalnego obsiewu oraz nasion pozyskanych z wybranych
drzew traktowanych jako drzewa mateczne. Parametry zapisane pogrubiong czcionka sg istotne
statystycznie (p < 0,05); w nawiasach podano wartosci btedu standardowego.

Parametry . . . .
systemu Siewki Nasiona (dyspersja pylku)
kojarzeniai | Dyspersja | Dyspersja | Populacja | Populacja Razem
dyspersji | nasion pylku M1 M2
Samozaptodnienie ) 0.00 0,0434 0,0099 0,0268
(s) ! (0,0121) (0,0063) | (0,0068)
i i 0,2804 0,5473 0,3731 0,4239 0,4056
Imigracja (Ms, Mo) | '0508) | (0,0759) | (0.0308) | (0.0318) | (0.0221)
Odwrotnosé
$redniej odlegtosci 0,0267 0,0270 0,0066 0,0011 0,0053
dyspersji | (0,0035) | (0,0115) | (0,0040) (0,0034) | (0,0033)
(ds, dp)
Ksztalt krzywej 2,0670 0,6651 0,3155 0,1837 0,2970
dyspersji (bs, bp) | (0,7564) | (0,3444) | (0,1090) (0,1600) | (0,0944)
Int?;f;’;:fg’;ﬁ 12804 | 04712 1,4122 1,5316 1,4528
dyspersi (ke, ko) (0,3311) | (0,5321) | (0,1620) (0,1707) | (0,1162)
(gionv]\ijrgl (lj“esr‘:;gkl 0,1607 0,9501 0,0573 0,0677 0,0611
y y(: aJ) (0,0350) | (0,2079) | (0,0149) (0,0146) | (0,0105)
Sy Ap
Determinanty sukcesu reprodukcyjnego (gradienty selekcji)
DBH 0,7791 i 0,6812 0,6961 0,6930
(0,1774) (0,1115) (0,1527) (0,0903)
-0,2348 -0,1055 -0,2222
N\ _ _ y y )
DBH"2 (0,0609) | (0.1151) | (0,0528)

Wsrod siewek dla ktorych odnotowano co najmniej jednego osobnika rodzicielskiego
(0,7196=1-ms), az 54% to osobniki ktore powstaty przy udziale pytku pochodzacego spoza
lokalnej populacji. Warto$¢ t¢ nalezy traktowac jako poziom imigracji pytku spoza lokalnej
populacji. Oznacza to, ze w sumie tylko okoto 26 siewek (31,62%) powstato przy udziale obu
osobnikow rodzicielskich [(1-ms)*(1-mp)]. Tak niewielka liczba osobnikéw potomnych byta
podstawg oceny parametrow S$wiadczacych o przebiegu procesOw zapylania miedzy
osobnikami lokalnej populacji, co mialo swoje konsekwencje w niewielkiej precyzji
otrzymanych wynikéw. Oceniona w ten sposob krzywa dyspersji pylku okazala sie¢
leptukurtyczna (bs=0,665), czyli tzw. grubo-ogonowa. Srednia odleglo$¢ dyspersji zostata
0szacowana na poziomie podobnym jak w przypadku nasion (36,98 m), jednak przedziat
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ufnosci tej oceny byt w tym przypadku znacznie szerszy (Tabela 11). Nalezy zwroci¢ uwagg,
ze parametr bs nie byl istotny statystycznie biorac pod uwage warto$¢ oceny bledu
standardowego. Jednak usunigcie tego parametru z modelu powodowato istotne zmiany
prawdopodobienstwa wiarygodnosci catego modelu statystycznego. W zwiazku z tym nalezy
stwierdzi¢, ze dyspersja pytku w ramach lokalnej populacji nie miata charakteru losowego.
Podobnie, chociaz wskazano dominujacy kierunek z ktérego dochodzito do dyspersji pytku
(as=0,95; prawie N - poinoc), parametr intensywnosci kierunkowos$ci dyspersji byt nieistotny
statystycznie. Brak istotnos$ci statystycznej wspomnianych parametrow mogt w tym wypadku
wynika¢ z niewielkiej liczby siewek, dla ktorych odnotowano oba osobniki rodzicielskie
w badanej populacji.

Tabela 11. Srednia odleglosé dyspersji nasion i pytku w populacjach Larix decidua
subsp. polonica oraz 95% przedziat ufnosci oszacowane na podstawie petnego modelu
kojarzenia.

Material DySperSja Srednia Odleg10§é Q[2 5%] Q[97 5%]
badawczy nasion/pylku dyspersji [m]
.. Dyspersja nasion 37,489 28,418 55,065
Siewki
Dyspersja pytku 36,984 20,382 199,388
Dyspersja pytku
Populacja M1 151,692 62,749 Inf.
Nasiona Populacja M2 903,487 106,507 Inf,
Razem 190,629 76,382 Inf.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze chociaz dla danych pochodzacych z siewek oszacowano
podobne wartosci $redniej odleglo$ci dyspersji nasion i pytku, t0 rézny ksztatt krzywej
dyspersji pokazuje, ze o ile w przypadku nasion prawdopodobienstwo dyspersji maleje
stopniowo wraz z odlegtoscia dyspersji, t0 w przypadku pytku prawdopodobienstwo to szybko
maleje w pierwszych klasach dystansu by nastepnie utrzymywac si¢ na niskim poziomie,
zmieniajac si¢ nieznacznie wraz z odlegltoscia (rycina 2-4). Oznacza to, ze w przypadku nasion
istnieje niewielka szansa na daleka dyspersje nasion, natomiast w przypadku pytku istnieje
niewielkie, jednak realne prawdopodobienstwo rzadkich zdarzen dalekiej dyspersji pytku.

Oznacza to, ze dyspersja pytku ma charakter bardziej losowy niz dyspersja nasion.
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Rycina 2. Rozktad

0 100 200 300 400 500
Odlegtosc dyspersji [m]

prawdopodobienstwa dyspersji nasion (linia ciggta) oraz dyspersji pytku

(linia przerywana) okreslony na podstawie parametrow oszacowanych dla populacji siewek
(logarytmiczna skala prawdopodobienstwa).
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Rycina 3. Rozktad

Qdlegtosé dyspersji [m]

prawdopodobienstwa dyspersji nasion (linia ciaggta) oraz dyspersji pytku

(linia przerywana) okreslony na podstawie parametrow oszacowanych dla populacji siewek
(liniowa skala prawdopodobienstwa).
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Rycina 4. Rozktad

(o] 50 100 150 200
Odlegtosé dyspersji [m]

prawdopodobienstwa dyspersji nasion (linia ciggta) oraz dyspersji pytku

(linia przerywana) okreslony na podstawie parametréw oszacowanych dla populacji siewek
(liniowa skala prawdopodobienstwa, skala dystansu ograniczona do 200 metrow).

16



Udzial osobnikow rodzicielskich lokalnej populacji w tworzeniu pokolenia siewek,
rozpatrywano osobno z perspektywy zenskiego 1 meskiego sukcesu reprodukcyjnego. Nalezy
zaznaczy¢, ze zastosowany model kojarzenia zaktada, ze jesli mamy do czynienia tylko
z jednym rodzicem lokalnej populacji, to jest to osobnik zenski. Pula 56 siewek, dla ktorych
zidentyfikowano co najmniej jednego rodzica powstala przy udziale 28 osobnikow
funkcjonalnie zenskich (osobniki mateczne). Ich sukces reprodukcyjny wahat si¢ w zakresie od
1 do 7 osobnikow potomnych (rycina 5). Natomiast pula 24 siewek dla ktorych
zidentyfikowano oba osobniki rodzicielskie w lokalnej populacji powstala przy udziale 22
osobnikéw funkcjonalnie meskich. Oznacza to, ze w tym wypadku poszczegolne osobniki byty
zazwyczaj ojcem tylko jednej siewki. Wynik ten pokazuje, ze chociaz liczba siewek generalnie
jest niewielka, i znaczna ich cze$¢ jest wynikiem imigracji nasion lub kojarzenia si¢
Z osobnikami spoza lokalnej populacji, to pula siewek powstalych w drodze kojarzen
osobnikow lokalnych posiada stosunkowo szeroka reprezentacje osobnikdéw rodzicielskich. Nie
odnotowano sytuacji nadmiernej dominacji jakichkolwiek osobnikow, jako osobnikow meskich

lub zenskich.

Liczba osobnikéw matecznych

1 2 3 4 5 6 7

Liczba osobnikéw potomnych (siewek)

Rycina 5. Liczba osobnikow matecznych biorgcych udzial w tworzeniu pokolenia

potomnego w oparciu o probe siewek pozyskanych w subpopulacji M1.
3.5.2. Nasiona pozyskane z wybranych drzew matecznych

W kazdej z badanych subpopulacji wyznaczono po 10 drzew, z ktorych pozyskano
nasiona w celu oceny systemu kojarzenia, przepltywu gendéw 1 przebiegu procesow
reprodukcyjnych zachodzacych w lokalnej populacji. Badania przeprowadzono osobno dla

kazdej subpopulacji i dla obu populacji tacznie. Wyniki analiz przedstawiono w tabeli 101 11.
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Chociaz w przypadku siewek nie odnotowano osobnikow, ktore mogly powsta¢ w drodze
samozapylenia, w przypadku nasion pozyskanych z drzew matecznych odnotowano niski,
jednak istotny statystycznie poziom samozaplodnienia. Wynidst on srednio 2,68%, ale r6éznit
si¢ miedzy badanymi subpopulacjami, i o ile w subpopulacji M2 byt nieistotny statystycznie,

0 tyle w populacji M2 byt znaczny i wynidst 4,43%, bedac parametrem istotnym statystycznie.

Poziom migracji pytku od osobnikow zlokalizowanych poza badanymi populacjami byt
nizszy, niz ten notowany w stadium siewek. Wyniost on $rednio 40,56%, roznigc si¢
nieznacznie miedzy subpopulacja M1 (37,31%), a subpopulacja M2 (42,39%). Odwrotnos¢
sredniej odlegtosci dyspersji pytku okazata si¢ nieistotna statystycznie. Swiadczy to o tym,
ze dyspersja pytku w lokalnej populacji ma charakter stosunkowo losowy. Rzeczywiscie
oceniona $rednia odlegtos¢ dyspersji pytku dla kazdej z subpopulacji oraz facznych danych
zostata oszacowana na wysokim poziomie (ponad 150 m; tabela 11). Nalezy jednak zwrdcic¢
uwage, ze przedzial ufno$ci tego parametru jest prawostronnie otwarty swiadczac nie tylko
0 ograniczonej precyzji oceny tego parametru, ale réwniez o znacznej skali dyspersji pytku.
Ksztalt krzywej dyspersji pytku byt nizszy niz dla danych pochodzacych z siewek (tabela 10).
Wartos$ci istotne statystycznie dla subpopulacji M1 i potaczonych danych wskazuja wyraznie
na krzywa grubo-ogonowa (leptokurtyczng), co oznacza, ze chociaz prawdopodobienstwo
kojarzenia szybko maleje w pierwszych klasach dystansu to pdzniej utrzymuje si¢ na
wyréwnanym poziomie. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze do kojarzenia si¢ w lokalnej populacji
dochodzi najczes$ciej migdzy bliskimi sgsiadami, natomiast dla osobnikéw bardziej oddalonych

od siebie odlegto$¢ miedzy nimi nie jest dobrym predyktorem prawdopodobienstwa kojarzenia.

Dla obu subpopulacji odnotowano istotng kierunkowos$¢ dyspersji pytku (istotne
parametry Kp). Warto$¢ parametru ap bliska 0,06 oznacza, ze pytek docieral do drzew

matecznych z kierunku okoto 21 stopni, czyli generalnie N-NE (Tabela 10).

Mgski sukces reprodukcyjny okazat si¢ zalezny jedynie od pier$nicy drzewa. Byla to
jednak zalezno$¢ nieliniowa, bowiem istotny okazat si¢ komponent liniowy 1 kwadratowy
funkcji sukcesu reprodukcyjnego (DBH oraz DBH”2). Analiza przebiegu funkcji sukcesu
reprodukcyjnego (rycina 6) wskazuje, ze najwigkszy sukces odnosity osobniki
0 standaryzowanej warto$ci piersnicy rownej ok 1,5, co odpowiada pier$nicy 100 cm, przy
sredniej dla populacji ok 72 cm. Powyzej tej wartosci piersnicy sukces nieznacznie malat.
Wynik ten podkresla, ze osobniki o ponad przeci¢tnych rozmiarach majg wigksza szanse na

przekazanie swoich gendow pokoleniu potomnemu.
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Rycina 6. Zalezno$¢ meskiego sukcesu reprodukcyjnego od rozmiarow piersnicy drzewa
(wartosci standaryzowane).

Interesujacym wydaje si¢ szczegotowe przesledzenie udziatu poszczegdlnych drzew jako
osobnikéw funkcjonalnie meskich. W subpopulacji M1 poziom imigracji pytku byt zmienny
dla réznych drzew matecznych. Udzial nasion powstatych przy udziale obcego pytku
pochodzacych od osobnikow spoza lokalnej populacji wynidst od 23,33% (drzewa nr 42 1 61)
do 70% (drzewo nr 33). W populacji M1 odnotowano az 12 nasion, ktére mogly by¢ wynikiem
samozaplodnienia, 1 byly to nasiona zebrane z drzew oznaczonych jako 25 (2); 51 (1), 61 (3),
66 (1), 84 (2), 92 (3); (w nawiasach podano liczbe nasion bedacych efektem samozapylenia).
Na uwage zwracajg drzewa 66 1 92, u ktorych odnotowano po 3 nasiona powstate po

samozaptodnieniu, co stanowi 10% nasion zbadanych z tych drzew.

W subpopulacji M1 lokalnymi ojcami bylo 70 osobnikéw, ktore przyczynity sie do
ojcostwa od 1 do 22 osobnikéw potomnych. Az 33 osobniki byly ojcem pojedynczych nasion.
Najwiekszy meski sukces reprodukcyjny odnotowat osobnik o numerze 43 bedacy ojcem az 22
osobnikdw potomnych (nasion), przy czym wszystkie te nasiona byly nasionami osobnika
matecznego o numerze 42. Obok tych 22 nasion drzewa matecznego 42, jedno nasiennie
powstalo przy udziale pytku pochodzacego od osobnika nr 41, a pozostate 7 powstato przy
udziale obcego pytku pochodzacego spoza lokalnej populacji. Wynik ten jest o tyle ciekawy,
7ze oba drzewa znajdowaly si¢ na potudniowo-zachodnim skraju powierzchni badawczej.
W sumie odnotowano kilka par osobnikdéw posiadajacych wspdlne potomstwo, 1 z reguly byly
to osobniki sgsiadujace: 25/28 (4), 42/43 (22), 51/52 (7); 65/66 (9), 113/114 (8), (w nawiasach
podano liczb¢ nasion bedacych efektem wzajemnego zapylenia). Frekwencj¢ osobnikow

ojcowskich w zaleznosci od liczby potomstwa przedstawia rycina 7.
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Rycina 7. Liczba osobnikéw ojcowskich biorgcych udziat w tworzeniu pokolenia potomnego

W oparciu o probe nasion pozyskanych z 10 drzew matecznych subpopulacji M1.

W subpopulacji M2 poziom imigracji pytku byl réwniez zmienny dla ré6znych drzew
matecznych. Udziat nasion powstatych przy udziale obcego pyltku pochodzacych od osobnikéw
spoza lokalnej populacji wynidst od 26,67% (drzewo 227) do 63,33% (drzewa 201 i 210).
W populacji M2 odnotowano 3 nasiona, ktore mogly by¢ wynikiem samozaptodnienia, i byty
to pojedyncze nasiona zebrane z drzew oznaczonych jako 173, 193, 222. Lokalnymi ojcami
bylo 76 osobnikow, ktore przyczynily si¢ do ojcostwa od 1 do 11 osobnikéw potomnych.
Najwiekszy meski sukces reprodukcyjny odnotowal osobnik o numerze 216 bedacy ojcem 11
osobnikoéw potomnych (nasion), przy czym az 7 byly to nasiona osobnika 216. Frekwencje

osobnikow ojcowskich w zaleznosci od liczby potomstwa przedstawia rycina 8.
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Rycina 8. Liczba osobnikéw ojcowskich biorgcych udziat w tworzeniu pokolenia potomnego

W oparciu o probe¢ nasion pozyskanych z 10 drzew matecznych subpopulacji M2.
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4. WNIOSKI KONCOWE

Szczegotowa dyskusja otrzymanych wynikow zostanie przedstawiona w przygotowywanej
publikacji. Ponizej prezentujemy najwazniejsze wyniki 1 wnioski bg¢dace wynikiem

przeprowadzonych badan.

1. Przeprowadzone badania wykazaly wysoki poziom zmienno$ci genetycznej
modrzewia rosngcego na Chetmowej Gorze, podobny do tego jaki podaje si¢
w literaturze dla populacji modrzewia europejskiego w Europie.

2. Poziom zmiennosci populacji potomnych jest porownywalny, lub nawet wigkszy niz
populacji rodzicielskich rosnacych w centralnej czesci rezerwatu. Moze si¢ to wigzac
ze zjawiskiem doptywu genéw do badanych populacji.

3. W populacji potomnej nasion pozyskanych z drzewostanu M1 odnotowano istotny
statystycznie poziom wsobnosci, ktory miat zwigzek ze zdarzeniami samozaptodnienia
obserwowanymi w tej puli nasion.

4. Stopien zréznicowania genetycznego mi¢dzy badanymi populacjami byl niewielki,

a w przypadku poréwnan mi¢dzy populacja osobnikéw dorostych i potomnych
wywodzacych si¢ z tego samego obszaru, z reguly nieistotny statystycznie.

5. Wszystkie badane populacje potomne charakteryzowatly si¢ wysokimi warto§ciami
efektywnej wielkosci populacji.

6. W populacji siewek nie odnotowano przestrzennej struktury genetycznej.

7. Samozaptodnienie odnotowano jedynie w populacji nasion pozyskanych z wybranych
drzew matecznych. Szczegotowe analizy wykazaly, ze cecha ta (poziom
samozaptodnienia) byla zmienna dla poszczegélnych drzew matecznych i wahala si¢
w zakresie 0 do ok 10%. Obie subpopulacje roznity si¢ pod wzglgdem $redniego
poziomu samozaptodnienia tak, ze w subpopulacji M1 poziom samozaptodnienia
wyniost ok. 4%, a w populacji M2 nie stwierdzono istotnego poziomu
samozaptodnienia.

8. W populacji siewek (S1) nie odnotowano przypadkow osobnikow powstatych
W wyniku samozaptodnienia (dotyczy to jedynie grupy osobnikéw, dla ktorych
zidentyfikowano co najmniej jednego osobnika rodzicielskiego w lokalnej populacji).

9. Populacja siewek powstata przy udziale ok 28% nasion pochodzacych spoza badane;j
populacji. Jednocze$nie poziom imigracji pytku prowadzacy do powstania badane;j

populacji siewek wyniost blisko 55%.
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10. Poziom imigracji pytku obserwowany w stadium nasion pozyskanych z wybranych
drzew matecznych byt umiarkowany i wahat si¢ w granicach ok 40%.

11. Udziat osobnikéw rodzicielskich w tworzeniu pokolenia siewek byl zroznicowany
W zaleznosci tego, czy rozpatrywano zenski, czy meski sukces reprodukcyjny. Zenski
sukces reprodukcyjny byt bardziej zroznicowany, natomiast me¢ski sukces
reprodukcyjny miatl charakter zrownowazony.

12. Megski sukces reprodukcyjny byt umiarkowanie zréznicowany, bowiem zaleznie od
badanej populacji najbardziej efektywny osobnik ojcowski byt rodzicem 11
(subpopulacja M2), badz nawet 22 (subpopulacja M1) osobnikow potomnych.

13. Odnotowano, iz zaréwno meski, jak i zenski sukces reprodukcyjny poszczegdlnych
osobnikow zwigzany byt z wielkos$cig piersnicy drzewa.

14. Odnotowany w niniejszych badaniach poziom imigracji pytku jest poréwnywalny do
innych populacji drzew iglastych. Stwierdzony poziom imigracji nalezy jednak
rozpatrywac¢ w kontekscie ograniczen eksperymentalnych przeprowadzonych badan,
tzn. wyznaczenia do badan w sumie niewielkich poletek badawczych. Krzywe
dyspersji nasion i pytku (wyznaczone przez odpowiednie parametry) pokazuja, ze
imigracja nasion spoza rezerwatu jest bardzo ograniczona i nie stanowi zagrozenia dla
integralnosci i odrebnosci genetycznej populacji modrzewia wstgpujacej w rezerwacie.
Z drugiej strony, lepokurtyczna krzywa dyspersji pytku sugeruje, ze poziom imigracji
pyltku jest w duzym stopniu niezalezny od wielko$ci powierzchni badawczych i moze
stanowi¢ czynnik majacy realny ujemny wptyw na integralnos¢ puli genowej

rezerwatu.
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