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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(El-Kassaby, Ritland 1995)

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

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

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

2. Materialy i metodyka
Material roslinny

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

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

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

Badane markery mikrosatelitarnego DNA

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

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

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

335 1970 Mitomtyn Sarni Dot 96g
336 1970 Mitomtyn Sarni Dot 100b
337 1970 Mitomtyn Sarni D6t 100a
339 1970 Mitomtyn Sarni Dot 100b
341 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 57¢g
342 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 57¢g
344 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 57¢g
345 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 78¢c
347 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
348 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
349 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
350 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 101d
351 1970 Mitomtyn Taborz 94c
352 1970 Mitomtyn Przyladek 132b
353 1970 Mitomtyn Przyladek 132b
354 1970 Mitomtyn Przyladek 132b
359 1970 Mitomtyn Perskie 7d
360 1970 Mitomtyn Perskie 8b




P. Przybylski / Lesne Prace Badawcze, 2015, Vol. 76 (3): 240-249 243

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

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

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

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

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

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

nej pary zasad (pz.).
Analizy statystyczne

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

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

3. Wyniki

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

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

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

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

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

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

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

4. Dyskusja

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

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

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

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

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

5. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan sformulowano
nastepujace wnioski:

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

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

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

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

Konflikt interesow

Autor deklaruje brak potencjalnych konfliktow.

Podziekowania i Zrédla finansowania

Autor dzickuje Jerzemu Przyborowskiemu, Jolancie Bie-
niek i Malgorzacie Borys za pomoc przy realizacji niniej-
szych badan a Janowi Matrasowi, Janowi Kowalczykowi,
Ireneuszowi Odrzykoskiemu za wsparcie merytoryczne. Ba-
dania zostaty wykonane w ramach grantu statutowego Insty-
tutu Badawczego Les$nictwa (temat statutowy 240201)

Literatura

Almgqvist C. 2013. Basic principles of developing forest tree seed
orchards in Sweden, in: Improving seed production from forest
seed orchards in the Baltic Sea region countries — establishment,
management, flowering stimulation and protection. Mat. konfe-
rencyjne. Riga.

Burczyk J. 1990. Struktura genetyczna plantacji nasiennej sosny
zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) w Nadleénictwie Gniewkowo.
Arboretum Kornickie 35: 91-101.

Burczyk J. 1998. Mating system variation in a Scots pine clonal seed
orchard. Silvae Genetica 47: 155-158.

Burczyk J., Dzialuk A., Lewandowski A. 2000. Zmiennos$¢ gene-
tyczna sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) na klonowej plan-
tacji nasiennej w Gniewkowie. Sylwan 4: 65-47.

Callen D.F., Thompson A.D., Phillips H.A., Richards R.I., Mulley
J.C., Southerland G.R. 1993. Incidence and orgin of “null” al-
leles in the (AC)n microsatellites markers. The American Jour-
nal of Human Genetics 52: 922-927.

Chatupka W., Matras J., Barzdajn W., Burczyk J., Tarasiuk S., Sabor
S., Kawalczyk J., Fonder W., T. Gradzki, P. Kacprzak, Cz. Ko-
ziol, Z. Rzonca, T. Pytko, Z. Szelag, Z. Gryzo, S. Blonkowski
2010. Program zachowania lesnych zasobow genowych i ho-
dowli selekcyjnej drzew lesnych w Polsce na lata 2010-2035.
CILP, Warszawa, 142 s. ISBN: 978-83-61633-60-0.

Cieslewicz A. 2009. Charakterystyka wybranych loci mikrosateli-
tarnych u sosny zwyczajnej 1 ich wykorzystanie do identyfikacji
szczepdw drzew matecznych. Rozprawa doktorska. manuskrypt.
UAM, Poznan.

Gomory D., L Paule 1993. Inferences on mating system and genetic
composition of a seed crop in the European larch (Larix deci-
dua Mill.). Journal of Animal Breeding and Genetics 46: 309-314.

Dzialuk A, Burczyk J. 2005. Intensywnos$¢ przeptywu genow
u drzew lesnych. Wiadomosci Botaniczne 49(3/4): 15-27.

Dzialuk A. 2004. Przepltyw gendéw w drzewostanie nasiennym sosny
zwyczajnej Pinus sylvestris (L.). Rozprawa doktorska. Uniwer-
sytet Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Dzialuk J., Burczyk J. 2002. Comparison of genetic diversity of
Scots pine (Pinus sylvestris L.) from qualified seed tree stand
and clonal seed orchard. Ecological Questions 2: 89—94.

El-Kassaby Y.A., Benowicz 1. 2000. Effects of commercial thin-
ning on genetic, plant species and structural diversity in second
growth Daglas fir stands. Forest Genetics 7(3): 133-203.

Friedman S. T., Adams W.T. 1981. Genetic efficiency in loblolly
pine seed orchards. Proceedings of 16th Southern Forest Tree
Improvement Conference, Blackburg, VA, s. 213-224.

Gomory D., Bruchanik, R., Paule, L 2000. Effective population
number estimation of three Scots pine (Pinus sylvestris L.) seed
orchards based on an integrated assessment of flowering, floral
phenology, and seed. Forest Genetics 7: 65-75.

Gulberg U., Yazdani R., Rudin D., Ryman N. 1985. Allozyme varia-
tion in Scots pine (Pinus sylvestris L.) in Sweden. Sivae Genet-
ica 34(6): 193-201.

Kalinowski S.T., Taper M.L., Creel S. 2006. Using DNA from
non-invasive samples to identifi individuals and census popu-
lations: an evidential approach tolerant of genotyping errors.
Conservation Genetics Resources 7: 319—-129.

Kang K.S. 2001. Genetic gain and gene diversity of seed orchard
crops. Swedish University of Agricultural Sciences, Umea.
Kosinska J., Lewandowski A., Chatupka W. 2007. Genetic variabili-
ty of Scots pine maternal populations and their progenies. Silva

Fennica 41(1): 5-12.

Koski V. 1982. Quantifyied standards for regional clonal seed or-
chards. Forest Genetic Resources 11: 11-19.

Koski V. 1980. Minimum requirements for seed orchards of Scots
pine in Finland. Silva Fennica 14: 136-149.

Kowalczyk J., Markiewicz P, Matras J. 2012. Zabiegi hodowlane
w plantacjach nasiennych i uprawach plantacyjnych. Bibliotecz-
ka Lesniczego, 354.

Lindgren D., Matheson A.C. 1986. An algorithm for increasing the
genetic quality of seed from seed orchards by using the better
clones in higher proportions. Silvae Genetica 35: 173-177.

Marshall T 2014. http://www.fieldgenetics.com/pages/about-
Cervus_Overview.jsp. [10.08.2013].

Matheson A.C., Lindgren D. 1985. Gains from the clonal and the
clonal seed orchard options compared for tree breeding pro-
grams. Theoretical and Applied Genetics 71: 242-249.

McKeand S., Mulin T., Byram T., White T. 2003. Deployment of ge-
netically improved loblolly and slash pines in the South. Journal
of Forestry 101(3): 32-37.

Mejnartowicz L., Bergmann F. 1985. Genetic differentiation among
Scots pine population from the lowlands and the mountains in
Poland, in: Population Genetics in Forestry (red. H.R. Grego-
rius), Lecture Notes in Biomathematics 60, 253-266. DOI
10.1007/978-3-642-48125-3 _17.

Nowakowska J. 2007. Zmienno$¢ genetyczna polskich wybranych po-
pulacji sosny zwyczajnej na podstawie analiz polimorfizmu DNA.
Rozprawa hab. Manuskrypt Instytutu Badawczego Lesnictwa.

Nowakowska J. 2010. Zmienno$¢ genetyczna sosny zwyczajnej
i $wierka pospolitego na podstawie markerow DNA jadrowego
i mitochondrialnego. Prace Komisji Nauk Rolniczych, Le$nych
i Weterynaryjnych PAU 13.

Nowakowska J., Zachara T., Konecka A. 2014. Zmienno$¢ gene-
tyczna naturalnego odnowienia i drzewostanu macierzystego
sosny i $wierka. Lesne Prace Badawcze 75(1): 47-54.



P. Przybylski / Lesne Prace Badawcze, 2015, Vol. 76 (3): 240-249 249

Olsson T., Lindgren D. 2001. Blancing genetic gain and relatedness
in seed orchards. Silvae Genetica 50: 222-227.

Oosterhout C., Hutchinson W.F., Wills D.P.M., Shipley P.F. 2005.
Micro Checker: software for identifying and correcting genoty-
ping errors in microsatellite data. http://www.microchecker.hull.
ac.uk/[10.08.2013].

Paule L., Mrazikova M. 1990. Genetic analysis of the Sots pine (Pinus
sylvestris L) progeny of the seed orchard. Lesnictvi 36(10).

Peakall R., Smouse P. 2006. Genealex 6: Genetic Analysis in Excel.
Population genetic software for teaching and research. Molecu-
lar Ecology Notes 6: 288-295.

Prus-Gtowacki W., Bernard E. 1994. Allozyme variation in popula-
tion of Pinus sylvestris L. from a 1912 provenance trial in Pu-
lawy (Poland) populations. Si/vae Genetica 43: 132—138.

Prus-Glowacki W., Nowak-Bzowy R. 1992. Genetic structure of
a naturally regenerating scots pine population tolerant for high
pollution near a zink smelter. Water, Air and Soil Pollution 62:
249-259.

Przybylski P. 2012. Analiza zmienno$ci genetycznej drzew matecz-
nych sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.), oraz utworzenie
z uzyskanych informacji relacyjnej bazy danych. Spr. Kon. Ma-
nuskrypt. Instytut Badawczy Lesnictwa, Sekocin Stary.

Scotii I., Magni F., Fink R., Powell W., Binelli G., Hedley P.E. 2000.
Microsatellite repeats are not randomly distributed within Nor-
way spruce expressed sequences. Genome 43: 41-46.

Soranzo N., Provan J., Powell W. 1998. Characterization of mi-
crosatellite loci in Pinus sylvestris L. Molecular Ecology 7:
1260-1261.

Stoehr M.W., El-Kassaby Y.A. 1997. Levels of genetic diversity ot
different stages of the domestication cycle of interior spruce in
British Columbia. Theoretical and Applied Genetics 94: 83-90.

Trojankiewicz M. 2006. Efektywna wielko$¢ populacji na planta-
cji nasiennej sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) w Nadle-
$nictwie Gniewkowo. Rozprawa Doktorska UKW, Bydgoszcz.
Manuskrypt.

Wang X. R., Szmidt A. E., Lindgren D. 1991. Allozyme differentia-
tion among populations of Pinus sylvestris L. from Sweden and
China. Hereditas 114: 219-226.

Wasilewska M., Klemm M., Burczyk J. 2005. Genetic diversity
and mating system of Scots pine plus trees. Dendrobiology 53:
57-62.

White T.L., Hodge G.R., Powell G.L. 1993. An advanced-genera-
tion tree improvement plan for slash pine in the southeastern
united states. Silvae Genetica 43: 359-371.

Whitlock M.C. 2002. Selection, load and inbreeding depression in
a large metapopulation. Genetics 160: 1191-1202.

Yeh F.C., Boyle T., Yang R., Ye Z., Xiyan J.M. 2000. PopGene32,
Microsoft Windows-Based Freeware for Population Genetic
Analysis, version 1.32. Molecular Biology and Biotechnology
Centre, University of Alberta. Edmonton, Alberta, Canada.



DOI: 10.1515/frp-2015-0023
Available online: www.lesne-prace-badawcze.pl

ORIGINAL RESEARCH ARTICLE

Lesne Prace Badawcze / Forest Research Papers
September 2015, Vol. 76 (3): 240-249

e-ISSN 2082-8926

Are we narrowing genetic variability in seed orchards? An attempt to answer,
based on the analysis of microsatellite DNA of grafts growing in Scots pine (Pinus sylvestris L.)
seed orchard in the Forest District Susz

Pawel Przybylski
Forest Research Institute, Department of Silviculture and Genetics of Forest Trees, S¢kocin Stary, ul. Braci Lesnej 3, 05-090 Raszyn, Poland
Tel. +48 22 71 50 460, fax +48 22 72 00 397, e-mail: p.przybylski@ibles.waw.pl

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

molecular genetic variability of maternal trees in future breeding strategies.

Keywords: microsatellite DNA, tree breeding, seed orchard

1. Introduction

Scots pine (Pinus sylvestris L.) is one of the essential
forest-forming species in Poland and occupies 59.9% of
Poland’s total forest area, regardless of the ownership type
(Forests in Poland 2011; CILP 2012). Based on up to date
knowledge on pine ecology and breeding, it is predicted that
in the coming decades, Scots pine will be planted using se-
edlings from forest nurseries. In view of forest management
practice, there will have to be ensured regular access to seed
collecting areas, which now include in Poland: source-iden-
tified tree stands (previously: managed seed stands) - 88%,
selected tree stands (previously: excluded seed stands) - 6%
and seed orchards with generative or vegetative origin - 6%
(DGLP unpublished data).Advanced seed production in
Poland will involve greater than before utilization of seed
orchard production, i.e. up to 40% of overall seed demand
(Chatupka et al. 2010). Among others, this tendency results

from market indicators forecasting the growth of demand
for wood raw materials. However, the latter can be contra-
ry to ecological forest management aspects, including the
protection of forest habitats. Hence, it is vital to achieve gre-
ater wood production efficiency on the reduced forest areas
under management. The requirement for greater stand pro-
duction on smaller areas can only be fulfilled if, through se-
lection, stand progeny inherits economically desirable traits.
Genetically improved seeds are produced in seed orchards,
and genetic gain is the measure of selection process success.
For example, in Sweden, 25% genetic gain was achieved
in forest stands derived from third generation seed orchards
(Almgqvist 2013).

In addition to the achievement of genetic gain (a positi-
ve effect from the silviculturist’s perspective), the selection
process carried out in seed orchards also brings about ne-
gative silvicultural effects. The main important problem
in this context is narrowing down the number of maternal
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generation specimens, which may in turn result in lead to
decreasing genetic variability genetic erosion in the next
generation. The authors such as Koski (1980, 1982), Lind-
gre and, Matheson (1986), Burczyk (1998) as well as Kang
(2001) believe that the insufficient number of genotypes and
their unequal participation in forming progeny generation
are the main reasons behind decreasing genetic variability
in seed orchards. Besides, phenotypic traits have so far been
key criteria used in the selection of maternal generation spe-
cimens. On the other hand, there has been available no data
on individual intensity of Scots pine flowering and pollina-
tion as well as on individual tree genetic value (White et al.
1993, Gomory et al. 2000). Lack of this data may ultimately
lead to failure in obtaining seed orchard panmixia described,
among others, by Friedman and Adams (1981).

In order to preserve genetic diversity, seed orchards in
Poland are established with at least 40 clones of pine or fir
each, or else 30 clones of other species. The growers theo-
retically, presume that all planted trees take part in genera-
tive reproduction. This postulate, however, is not realistic,
therefore, all over the world, wide-ranging studies are car-
ried out on determination of the minimum number of seed
orchard specimens allowing for retention of genetic variabi-
lity in future generations. The University of North Carolina
(2001) recommends establishing new seed orchards based
on 20-30 clones. McKeand et al. (2003) refer to orchards
made of no more than 5-10 clones. The issue was also stu-
died in British Columbia (Canada), where it was evaluated
by means of the effective clone number method that the
clone number higher 7 was sufficient to retain acceptable
genetic diversity (Stoehr, El-Kassaby 1997). El-Kassaby
and Benowicz (2000) showed that the effective number of
alleles in Douglas fir seed orchards was higher than that in
natural populations (Table 1). Similar results were obtained
for Scots pine, when comparing genetic variability in seed
orchards with that in natural stands (Matheson, Lindgren
1985, Kosinska et al. 2007).

In addition, in pine seed orchards, similarly to mature
forest stands, there is often observed an increase of hetero-

zygosity. This tendency is explained by gradual elimination
of homozygous specimens derived from self-pollination or
pollination by closely related specimens. Burczyk (1998)
found that the progeny population grown from seeds pro-
duced in the seed orchard indicated negative values of the
inbreeding coefficient. These results suggest the advan-
tage of crossbreeding over inbreeding, which is perceived
by Burczyk (1998) as the effect of specific distribution of
clones within the seed orchard area as well as variability in
flowering phenology.

Given the aforesaid, the question arises as to whether ge-
netic variability is indeed being narrowed in seed orchards.
The answer to this research hypothesis can be obtained
using molecular marker data. However, in subject literature,
there is available only scarce information on genetic diver-
sity in Poland’s seed orchards with reference to DNA mar-
kers. There have been accessible, to the author’s knowledge,
no more than the results of PhD dissertations by Trojankie-
wicz (2006) and Cieslewicz (2009). Thus, the present study
can constitute value added to the knowledge on the poten-
tial reduction of genetic diversity as a result of phenotypic
selection.

The goal of the present study was to determine a level of
genetic variability change in Scots pine maternal trees gro-
wing in the Forest District Susz seed orchard The results
obtained will, among others, allow answering the question:
what is the effect of the selection of limited number of ma-
ternal specimens on seed orchard gene pool and genetic
variability?

2. Materials and methodology

Plant material

The plant material used in the study consisted of Scots
pine needles collected in the early spring of 2011, in the
seed orchard located in the Forest District Susz (the Baltic
Forest and Nature Region), The orchard (32.25 ha) was es-
tablished in 1977-1985 and named after Prof. S. Kociecki.

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

(El-Kassaby, Ritland 1995)

Population Percent of polymorphic loci Number of alleles per locus Expected heterozygosity
Natural stand 53% 2.14 0.171
Breeding population 65% 2.50 0.176
Breeding population 63% )98 0.172
1% generation
Breeding population 56% )25 0.163

2" generation




242 P. Przybylski / Lesne Prace Badawcze, 2015, Vol. 76 (3): 240-249

It encompasses in total 30 quarters with 175 clones. The
examined plant material allowed to depict genetic variabi-
lity in 117 clones of maternal trees. Genetic analyses were
carried out only on the genotypes positively verified with
those of maternal trees growing in the field. The maternal
trees originated from five Forest Districts: Jagietek, Susz,
Stare Jabtonki, Mitomtyn and Kudypy (Table 2).

Microsatellite DNA markers

Three polymorphic systems of microsatellite DNA:
SPAC 12.5, SPAG 7.14 and SPAC 11.4 were used in the
analyses (Sorenzo et al. 1998). Total DNA was extracted
from the collected plant material. The extraction was per-
formed using A&A Biotechnology commercial isolation kit.
The extraction efficiency was checked in 1% agarose gel
using the GelDoc"™Xr+ scanner and ImageLab 4.0 software
(BioRad). To confirm genetic material quality, 260 and 280
nm light wavelength absorbance was measured using the
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer.

In the next stage, the chosen microsatellite DNA markers
were amplified using the polymerase chain reaction (PCR).

Table 2. List of examined maternal trees

PCR procedure was performed with the use of 12.5ul of
ready-to-use mixture 2xPCR MixPlus High GC (Tag DNA
polymerase 0.1 U/ul, MgCl12 4mM, dNTPs 0,5mM, reagents
increasing reaction specificity) (A&A Biotechnology) along
with fluorescently labeled primers at the concentration of
5uM: SPAG 7.14 (1 pl), SPAC 12.5 (1 ul), SPAC 11.4 (1
ul) (SigmaAldricht), and template DNA at the final con-
centration of 20 ng/ul (1 pl). The mixture was transferred
to the Eppendorf Mastercykler eGradientS thermocycler,
programmed for 40 cycles (Soranzo et al. 1998, modified).
Each cycle comprised three steps: denaturation at 92°C (60
s), anneling at 56°C (60 s), and elongation at 72°C (60 s).
Initial denaturation was observed at 94°C (5 min), and final
elongation - at 70°C (7 min). PCR efficiency was checked in
2% agarose gel, using the GelDoc™Xr+ scanner with Image-
Lab 4.0 software (BioRad).

The samples were separated using the Beckman Coulter
capillary sequencer, and the reaction products were archived
using CEQ™B800 software. Capillary electrophoresis was
performed using LPA I polymer and Frag I length standard.
The values obtained were grouped into allele classes with an
accuracy of a single base pair (bp).

FRI Ref. No. Year of confirmation Forest District Forest Division Compartment
335 1970 Mitomtyn Sarni Dot 96g
336 1970 Mitomtyn Sarni Dot 100b
337 1970 Mitomtyn Sarni Dot 100a
339 1970 Mitomtyn Sarni Dot 100b
341 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 57¢g
342 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 57¢g
344 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 57g
345 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 78¢c
347 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
348 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
349 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
350 1970 Stare Jabtonki Perkunicha 101d
351 1970 Mitomtyn Taborz 94c
352 1970 Mitomtyn Przyladek 132b
353 1970 Mitomtyn Przyladek 132b
354 1970 Mitomtyn Przyladek 132b
359 1970 Mitomtyn Perskie 7d
360 1970 Mitomtyn Perskie 8b
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FRI Ref. No. Year of confirmation Forest District Forest Division Compartment
361 1970 Mitomtyn Perskie 8b
362 1970 Mitomtyn Zakatek 105¢
364 1970 Mitomtyn Zakatek 106¢
365 1970 Mitomtyn Zakatek 106¢
366 1970 Mitomtyn Zakatek 106¢
367 1970 Stare Jabtonki Biale Blota 254b
1311 1970 Stare Jabtonki Biale Blota 254b
1316 1974 Mitomtyn Baginsko 132a
1317 1974 Mitomtyn Jeziory 85n

1318 1974 Mitomtyn Jeziory 85n

1319 1974 Milomtyn Jeziory 85n

1320 1974 Mitomtyn Zakatek 146k
1321 1974 Mitomtyn Zakatek 146k
1322 1974 Mitomtyn Zakatek 146k
1323 1974 Mitomtyn Zakatek 106¢
1324 1974 Mitomtyn Sarni D6t 100b
1325 1974 Mitomtyn Taborz 94c

1326 1974 Mitomtyn Taborz 9%4c

1695 1975 Mitomtyn Taborz 70d

1697 1975 Stare Jabtonki Perkunicha 101d
1698 1975 Stare Jabtonki Perkunicha 100f
1699 1975 Stare Jabtonki Perkunicha 80i

1705 1975 Stare Jabtonki Gasiory 243a
1708 1975 Kudypy Stary Dwor 293¢
1713 1975 Kudypy Zelazowice 468d
1714 1975 Kudypy Zelazowice 468d
1715 1975 Kudypy Zelazowice 468g
1716 1975 Kudypy Zelazowice 468¢g
1717 1975 Kudypy Zelazowice 468g
1718 1975 Kudypy Zelazowice 480a
1719 1975 Kudypy Zelazowice 480a
1720 1975 Kudypy Zelazowice 488h
1721 1975 Kudypy Zelazowice 488h
1725 1975 Kudypy Zelazowice 468d
2118 1976 Susz Michatowo 18d

2127 1975 Kudypy Stara Gora 287h
2128 1976 Kudypy Stary Dwor 293¢

2130 1976 Stare Jabtonki Perkunicha T8¢
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FRI Ref. No. Year of confirmation Forest District Forest Division Compartment
2131 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 78¢
2133 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 78c
2135 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
2136 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 77d
2137 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 571
2138 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2139 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2140 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2141 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2142 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2143 1976 Stare Jabtonki Draby 196a
2144 1976 Stare Jabtonki Draby 150h
2145 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2147 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2148 1976 Stare Jabtonki Draby 159m
2149 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2151 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2152 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2153 1976 Stare Jabtonki Draby 159¢
2154 1976 Stare Jabtonki Draby 160c
2155 1976 Stare Jabtonki Draby 160c
2156 1976 Stare Jabtonki Draby 160c
2157 1976 Stare Jabtonki Draby 187a
2158 1976 Kudypy Zelazowice 480c
2159 1976 Kudypy Stara Gora 310d
2161 1976 Mitomtyn Przemystawow 138f
2165 1976 Mitomtyn Zakatek 106h
2166 1976 Mitomtyn Zakatek 106h
2167 1976 Mitomtyn Zakatek 106h
2168 1976 Mitomtyn Zakatek 108d
2169 1976 Mitomtyn Perskie 7a
2170 1976 Mitomtyn Perskie 27¢c
2171 1976 Mitomtyn Perskie 7a
2172 1976 Mitomtyn Perskie 28a
2173 1976 Mitomtyn Perskie 28a
2174 1976 Mitomtyn Jeziory 85n
2201 1976 Kudypy Stary Dwor 360a
2202 1976 Kudypy Stary Dwor 346b
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FRI Ref. No. Year of confirmation Forest District Forest Division Compartment
2204 1976 Stare Jabtonki Draby 150a
2205 1976 Stare Jabtonki Draby 150a
2207 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2208 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2210 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2211 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2212 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2213 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2214 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2215 1976 Stare Jabtonki Laski 140d
2222 1976 Jagietek Jagielek 358¢
2223 1976 Jagietek Jagietek 358c
2224 1976 Jagietek Jagietek 358¢
2225 1976 Jagietek Jagietek 358¢
2226 1976 Jagietek Jagietek 358¢
2227 1976 Stare Jabtonki Ostrowin 296¢g
2228 1976 Stare Jabtonki Gasiory 2811
2229 1976 Stare Jabtonki Gasiory 281f
2230 1976 Stare Jabtonki Gasiory 281f
2232 1976 Stare Jabtonki Gasiory 243a
2233 1976 Stare Jabtonki Gasiory 243a
2234 1976 Stare Jabtonki Gasiory 243a
2235 1976 Stare Jabtonki Perkunicha 77d

Statistical analysis

PopGen 32 (Yeh et al. 2000) and GeneAlEx 6.1 (Peakall &
Smouse 2006) software products were used for calculations
concerning genetic variability parameters in the seed orchard
tested. Data analysis allowed for computing such parameters
as: observed and expected heterozygosity, the effective num-
ber of alleles, the number of polymorphic loci,, the Hardy—
Weinberg equilibrium and the Wright’s Inbreeding Coefficient
(F). The effect of null alleles on genetic parameters was evalu-
ated by means Cervus 3.0.7 (Marshal 2014) and Micro Chec-
ker (van Oosterhout et. al 2005) software products.

3. Results

The seed orchard was examined in consideration of the
presence of alleles located at the three studied loci. There

were obtained 29 alleles (DNA length from 117 bp to 205
bp) at SPAC 12.5 locus, 26 alleles (DNA length from 173 bp
to 237 bp) at SPAG 7.14 and 14 alleles (DNA length from
132 bp to 159 bp) at SPAC 11.4.

Among all the examined specimens, the most numerous al-
leles were: at SPAC 12.5 —an allele with DNA length 149 bp, at
SPAG 7.14 — an allele with DNA length 207 bp, and at SPAC
11.4. — an allele with DNA length 139 bp, .There were also
determined the least frequent (less than 1% frequency) alleles
at the three loci: 5 alleles at SPAC 12.5 locus, i.e. 117 bp, 121
bp, 125 bp, 195 bp and 205 bp; 1 allele at SPAG 7.14, i.e. 178
bp, and 2 alleles at SPAC 11.4, i.e. 132 bp and 134 bp.(Fig. 1).

All the loci studied were polymorphic, therefore, the va-
lues of probability of identicality (P ,= 6.59E-07) as well as
those obtained for related specimens (P . = 0.024) allowed
to associate a given graft genotype with the genotype of the
mother tree.
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Figure 1. The allele frequency in the Forest District Susz seed orchard at 3 loci examined

Based on the chi square test results (P < 0.001), it was
found that the markers in 2 of 3 analyzed loci (SPAC 12.5
and SPAG 7.14) showed a deviation from the Hardy-We-
inberg equilibrium. In these loci, inbreeding coefficient
values (F) were positive, (0.054 and 0.196 for SPAC 12.5
and SPAC 7.14, respectively). At the same time, average, F
value for the whole population, was 0.097.

The effect of null alleles on the results obtained was te-
sted for all the loci analyzed. Null alleles had no significant
effects on SPAC 12.5 and SPAG 7.14 loci, however, they
showed a significant effect (P < 0.001) on SPAC 11.4

The mean effective number of alleles in the examined
seed orchard was 15.67, with the following values obta-
ined for the loci observed: SPAC 12.5 — 20.15, SPAG 7.14

— 18.46, and SPAC 11.4 - 8.41.The highest percentage dif-
ference (0.4) between obtained and effective allele numbers
was observed at SPAC 11.4.

All the loci examined, showed lower values of observed
heterozygosity (H ) when compared to expected heterozy-
gosity (H), i.e.: for SPAC 12.5 - H = 0.89 and H = 0.95;
for SPAG 7.14 —H_ = 0.76 and H = 0.94; for SPAC 11.4, H_
=0.84 and H = 0.88.

4. Discussion

Microsatellite DNA examined in the present study is one
of the most common and precise research tools used to de-
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termine forest tree genotypes (Nowakowska et al. 2014).
Three variable loci were included in the study, hence it was
possible to associate a given graft genotype with that of the
maternal tree. This stage is an indispensable element of exa-
mination of genetic variability at the sites such as seed or-
chards. Indeed, relevant studies conducted in other European
seed orchards showed average planting error that amounted
to 27% (Gomory and Paule 1993, Gomory et al. 2000). This
value is probably fairly close to that observed in Poland’s
seed orchards (Burczyk et al. 2000, Cieslewicz 2009, Przy-
bylski 2012). Accordingly, alien genotypes are introduced
into seed orchards and artificially boost a genetic variability
level, thereby — negatively affect appropriate decision-ma-
king. In the present study, alien genotypes were excluded,
and only a set of verified clones was analyzed.

The seed orchard examined is one of the largest in Poland
and hosts 175 clones of maternal trees. This is much more
than the number of clones recommended in regulations on
seed orchards in Poland, which require minimum 40 diffe-
rent Scots pine genotypes in a given seed orchard. In the
present paper, there are described genotypes of 117 maternal
trees, and this allowed for evaluation of phenotypic selec-
tion effects on genetic variability. The obtained results con-
firmed a high level of polymorphism in examined satellite
DNA markers. There were observed 29 alleles at SPAC 12.5
and 26 alleles at SPAC 7.14, and the results obtained were
similar to those reported by Trojankiewicz (2006) and Cie-
slewicz (2009). Lower genetic variability was shown for the
third of examined loci — SPAC 11.4 (14 alleles), neverthe-
less, polymorphism at this level seems sufficient enough for
recommendation to use in verification procedures in other
seed orchards. In Poland, currently applied verification sys-
tems most often use SPAC 12.5 and SPAG 7.14 as well as
loci PtTx 3025, 3107, 3116 and 4001. The latter are DNA
fragments with lower variability than SPAC 11.4 proposed
in the present paper.

Statistical test results showed the lack of genetic equili-
brium in the examined orchard for SPAC 12.5 and SPAG
7.14 loci. This phenomenon is rarely observed in forest tree
populations, since the Hardy-Weinberg equilibrium is usu-
ally sustained as a result of open pollen transfer in between
populations. The results obtained in this study apparently
confirm the effect of phenotypic selection on population ge-
netic structure. Comparable results were obtained by Cie-
Slewicz (2009) in the Zdrojowa Gora seed orchard, where 2
loci showed significant deviations from the genetic equili-
brium. In the present study, similarly to that of Cie§lewicz
(2009), high positive values of inbreeding coefficient were
observed. Such result proves the domination of homozy-
gotes in the population. Cieslewicz (2009) stated that this
observable fact could be attributable to the presence of null

alleles which prevented the distinction of homozygotes
from heterozygotes (Callen et al. 1993). Null allele frequ-
ency in tree populations assessed by Scotti et al. (2000) was
approximately 20%. Nonetheless, in the present study, null
allele effects on the results obtained were excluded, based
on negative values obtained in statistical tests. Therefore, it
can be accepted as true that the reason behind increased ho-
mozygote frequency within the seed orchard examined is the
selection process itself. In general, inbreeding is regularly
observed in natural world, as this is how alleles with desira-
ble genetic traits of adaptation are promoted within the po-
pulation (Whitlock 2002). It is possible, however, that only
and only increasing homozygote occurrence within seed or-
chards will have no effect on progeny generation variability,
as evidenced by Burczyk’s results (1998).

In Poland, Scots pine seed orchards, as the final link of
selective breeding conducted by the State Forests National
Forest Holding (Kowalczyk 2012) must comprise at least
40 unrelated plants. Up to date study results indicate that
that this number should be sufficient to sustain genetic va-
riability (Gulberg et al. 1985; Mejnartowicz, Bergmann
1985; Paule, Mrazikowa M 1990; Burczyk 1990; Burczyk
et al. 2000). However, it must be borne in mind that Scots
pine is characteristic of considerably high genetic varia-
bility (Wang et al. 1991; Prus-Glowacki, Bernard 1994;
Dzialuk, Burczyk 2002; Kosinska et al. 2007; Nowakow-
ska 2010), which comes in large part from its reproducti-
ve cycle with prevailing cross-pollination (Dzialuk 2004,
Wasilewska et al. 2005) and gene flow between popula-
tions (Dzialuk, Burczyk 2005). The restrictions resulting
from the rules on establishing seed orchards, e.g. separa-
tion from foreign pollen sources, stimulate scientific deba-
tes on a potential decrease in genetic variability. Genetic
diversity loss is a serious threat in the context of current
dynamic changes in climate conditions. The comparison of
the results on the seed orchard studied with those obtained
by Nowakowska (2007) in selected tree stands confirms
increased inbreeding coefficient values observed in this
study. In view of the presented results, it is supposed that
phenotypic selection adds to a decrease of genetic varia-
bility in maternal generation, which is contrary to earlier
studies (Paule, Mrazikova 1990). The differences between
the conclusions drawn by the abovementioned authors and
the author of the present study, are probably due including
planting errors into genetic variability calculations in pre-
vious studies. In fact, a decrease of inbreeding coefficient
values is expected in the seed orchard, as this directly re-
sults from the concept of selection works. In any case, it is
vital to monitor molecular variability in progeny genera-
tions in subsequent breeding, stages in order to minimize
the risk associated with breeding programs.
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5. Conclusions

1. Genetic variability, expressed with observed hetero-
zygosity, is narrowed in the seed orchard examined, which
demonstrates the effectiveness of phenotypic selection.

2.With regard to planning and design of seed orchards it
is essential to consider molecular variability in subsequent
selection stages

3. Microsatellite DNA markers (SPAC 12.5, SPAG 7.14,
SPAC 11.4) are useful tools for determination of genetic va-
riability in seed orchards.

4. Planting errors significantly affect seed orchard allele
pools.

Acknowledgements and financial support

The author would like to express his gratitude to Jerzy
Przyborowski, Jolanta Bieniek and Matgorzata Borys for their
help in conducting the research. He would also like to thank
Jan Matras, Jan Kowalczyk and Ireneusz Odrzykoski for their
expert support. Research was financially supported by Forest
Research Institute (FRI) statute grant (MNiSW 24.02.01).

Conflict of interests

The author declares no competing interests.

References

Almgqvist C. 2013. Basic principles of developing forest tree seed
orchards in Sweden, in: Improving seed production from forest
seed orchards in the Baltic Sea region countries — establish-
ment, management, flowering stimulation and protection. Mat.
konferencyjne. Riga.

Burczyk J. 1990. Struktura genetyczna plantacji nasiennej sosny
zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) w Nadlesnictwie Gniewkowo.
Arboretum Kornickie 35: 91-101.

Burczyk J. 1998. Mating system variation in a Scots pine clonal
seed orchard. Silvae Genetica 47: 155-158.

Burczyk J., Dzialuk A., Lewandowski A. 2000. Zmienno$¢ ge-
netyczna sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) na klonowej
plantacji nasiennej w Gniewkowie. Sylwan 4: 65-47.

Callen D.F., Thompson A.D., Phillips H.A., Richards R.1., Mulley
J.C., Southerland G.R. 1993. Incidence and orgin of “null” al-
leles in the (AC)n microsatellites markers. The American Jour-
nal of Human Genetics 52: 922-927.

Chatupka W., Matras J., Barzdajn W., Burczyk J., Tarasiuk S., Sabor
S., Kawalczyk J., Fonder W., T. Gradzki, P. Kacprzak, Cz. Ko-
ziot, Z. Rzonca, T. Pytko, Z. Szelag, Z. Gryzo, S. Blonkowski
2010. Program zachowania lesnych zasobow genowych i ho-
dowli selekcyjnej drzew lesnych w Polsce na lata 2010-2035.
CILP, Warszawa, 142 p. ISBN: 978-83-61633-60-0.

Cieslewicz A. 2009. Charakterystyka wybranych loci mikrosate-
litarnych u sosny zwyczajnej i ich wykorzystanie do identy-
fikacji szczepdéw drzew matecznych. Rozprawa doktorska.
manuskrypt. UAM, Poznan.

GOmory D., L Paule 1993. Inferences on mating system and ge-
netic composition of a seed crop in the European larch (Larix
decidua Mill.). Journal of Animal Breeding and Genetics 46:
309-314.

Dzialuk A, Burczyk J. 2005. Intensywnos$¢ przeptywu gendow u
drzew lesnych. Wiadomosci Botaniczne 49(3/4): 15-27.

Dzialuk A. 2004. Przeptyw genéow w drzewostanie nasiennym
sosny zwyczajnej Pinus sylvestris (L.). Rozprawa doktorska.
Uniwersytet Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Dzialuk J., Burczyk J. 2002. Comparison of genetic diversity of
Scots pine (Pinus sylvestris L.) from qualified seed tree stand
and clonal seed orchard. Ecological Questions 2: 89—94.

El-Kassaby Y.A., Benowicz 1. 2000. Effects of commercial thin-
ning on genetic, plant species and structural diversity in second
growth Daglas fir stands. Forest Genetics 7(3): 133-203.

Friedman S. T., Adams W.T. 1981. Genetic efficiency in loblolly
pine seed orchards. Proceedings of 16th Southern Forest Tree
Improvement Conference, Blackburg, VA, p. 213-224.

Gomory D., Bruchanik, R., Paule, L 2000. Effective population
number estimation of three Scots pine (Pinus sylvestris L.)
seed orchards based on an integrated assessment of flowering,
floral phenology, and seed. Forest Genetics 7: 65-75.

Gulberg U., Yazdani R., Rudin D., Ryman N. 1985. Allozyme va-
riation in Scots pine (Pinus sylvestris L.) in Sweden. Sivae Ge-
netica 34(6): 193-201.

Kalinowski S.T., Taper M.L., Creel S. 2006. Using DNA from
non-invasive samples to identifi individuals and census popu-
lations: an evidential approach tolerant of genotyping errors.
Conservation Genetics Resources 7: 319—-129.

Kang K.S. 2001. Genetic gain and gene diversity of seed orchard
crops. Swedish University of Agricultural Sciences, Umea.
Kosinska J., Lewandowski A., Chatupka W. 2007. Genetic varia-
bility of Scots pine maternal populations and their progenies.

Silva Fennica 41(1): 5-12.

Koski V. 1982. Quantifyied standards for regional clonal seed or-
chards. Forest Genetic Resources 11: 11-19.

Koski V. 1980. Minimum requirements for seed orchards of Scots
pine in Finland. Silva Fennica 14: 136-149.

Kowalczyk J., Markiewicz P, Matras J. 2012. Zabiegi hodowlane w
plantacjach nasiennych i uprawach plantacyjnych. Biblioteczka
Lesniczego, 354.

Lindgren D., Matheson A.C. 1986. An algorithm for increasing the
genetic quality of seed from seed orchards by using the better
clones in higher proportions. Silvae Genetica 35: 173-177.

Marshall T 2014. http://www.fieldgenetics.com/pages/about-
Cervus_Overview.jsp. [10.08.2013].

Matheson A.C., Lindgren D. 1985. Gains from the clonal and the
clonal seed orchard options compared for tree breeding pro-
grams. Theoretical and Applied Genetics 71: 242-249.

McKeand S., Mulin T., Byram T., White T. 2003. Deployment of
genetically improved loblolly and slash pines in the South. Jo-
urnal of Forestry 101(3): 32-37.



P. Przybylski / Lesne Prace Badawcze, 2015, Vol. 76 (3): 240-249 249

Mejnartowicz L., Bergmann F. 1985. Genetic differentiation
among Scots pine population from the lowlands and the moun-
tains in Poland, in: Population Genetics in Forestry (red. H.R.
Gregorius), Lecture Notes in Biomathematics 60, 253-266.
DOI 10.1007/978-3-642-48125-3 17.

Nowakowska J. 2007. Zmiennos¢ genetyczna polskich wybranych
populacji sosny zwyczajnej na podstawie analiz polimorfizmu
DNA. Rozprawa hab. Manuskrypt Instytutu Badawczego
Le$nictwa.

Nowakowska J. 2010. Zmienno$¢ genetyczna sosny zwyczajnej i
$wierka pospolitego na podstawie markeréw DNA jadrowego i
mitochondrialnego. Prace Komisji Nauk Rolniczych, Le$nych
i Weterynaryjnych PAU 13.

Nowakowska J., Zachara T., Konecka A. 2014. Zmienno$¢ gene-
tyczna naturalnego odnowienia i drzewostanu macierzystego
sosny i $wierka. Lesne Prace Badawcze 75(1): 47-54.

Olsson T., Lindgren D. 2001. Blancing genetic gain and relatedness
in seed orchards. Silvae Genetica 50: 222-227.

Oosterhout C., Hutchinson W.F., Wills D.P.M., Shipley P.F. 2005.
Micro Checker: software for identifying and correcting geno-
typing errors in microsatellite data. http://www.microchecker.
hull.ac.uk/ [10.08.2013].

Paule L., Mrazikova M. 1990. Genetic analysis of the Sots pine
(Pinus sylvestris L) progeny of the seed orchard. Lesnictvi
36(10).

Peakall R., Smouse P. 2006. Genealex 6: Genetic Analysis in
Excel. Population genetic software for teaching and research.
Molecular Ecology Notes 6: 288-295.

Prus-Glowacki W., Bernard E. 1994. Allozyme variation in pop-
ulation of Pinus sylvestris L. from a 1912 provenance trial in
Pulawy (Poland) populations. Silvae Genetica 43: 132—138.

Prus-Glowacki W., Nowak-Bzowy R. 1992. Genetic structure of a
naturally regenerating scots pine population tolerant for high
pollution near a zink smelter. Water, Air and Soil Pollution 62:
249-259.

Translated by: Bozena Kornatowska

Przybylski P. 2012. Analiza zmienno$ci genetycznej drzew ma-
tecznych sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.), oraz utworze-
nie z uzyskanych informacji relacyjnej bazy danych. Spr. Kon.
Manuskrypt. Instytut Badawczy Lesnictwa, Sekocin Stary.

Raport o stanie lasow w Polsce 2012. CILP. http://www.lasy.gov.
pl/informacje/publikacje/informacje-statystyczne-i-raporty/
raport-o-stanie-lasow

Scotii 1., Magni F., Fink R., Powell W., Binelli G., Hedley P.E.
2000. Microsatellite repeats are not randomly distributed with-
in Norway spruce expressed sequences. Genome 43: 41-46.

Soranzo N., Provan J., Powell W. 1998. Characterization of mi-
crosatellite loci in Pinus sylvestris L. Molecular Ecology 7:
1260-1261.

Stoehr M.W., El-Kassaby Y.A. 1997. Levels of genetic diversity ot
different stages of the domestication cycle of interior spruce in
British Columbia. Theoretical and Applied Genetics 94: 83-90.

Trojankiewicz M. 2006. Efektywna wielkos¢ populacji na planta-
cji nasiennej sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) w Nadle-
$nictwie Gniewkowo. Rozprawa Doktorska UKW, Bydgoszcz.
Manuskrypt.

Wang X. R., Szmidt A. E., Lindgren D. 1991. Allozyme differentia-
tion among populations of Pinus sylvestris L. from Sweden and
China. Hereditas 114: 219-226.

Wasilewska M., Klemm M., Burczyk J. 2005. Genetic diversity
and mating system of Scots pine plus trees. Dendrobiology 53:
57-62.

White T.L., Hodge G.R., Powell G.L. 1993. An advanced-genera-
tion tree improvement plan for slash pine in the southeastern
united states. Silvae Genetica 43: 359-371.

Whitlock M.C. 2002. Selection, load and inbreeding depression in
a large metapopulation. Genetics 160: 1191-1202.

Yeh F.C., Boyle T., Yang R., Ye Z., Xiyan J.M. 2000. PopGene32,
Microsoft Windows-Based Freeware for Population Genetic
Analysis, version 1.32. Molecular Biology and Biotechnology
Centre, University of Alberta. Edmonton, Alberta, Canada.



	DOI-10.1515-frp-2015-0023
	DOI-10.1515-frp-2015-0023-e



