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Metody badania przeptywu genow
u drzew lesnych
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Gene flow is an important force for maintaining genetic diversity in plant populations. Exten-
sive gene flow may reduce inbreeding or affect progeny fitness, it may also erode the efforts
of plant breeders since gene immigration through pollen to isolated plantations from unknown
sources may reduce expected genetic gains. It can also provide a conduit for the escape of
engineered genes from a transgenic crop into natural, sexually compatible populations. Gene
flow is sufficient to counteract genetic drift and moderate directional selection. On the other
hand, if gene flow is highly restricted, microgeographic differentiation is readily established.
Several methods have been developed to trace gene flow through pollen and seeds. Some of
these methods focus on potential gene flow estimating dispersal of seeds and pollen grains.
However, effective gene flow can be studied with the aid of genetic markers and sophisticated
statistical methods that are based on parentage analyses. In this paper we review state of the
art of traditional and current ecological and genetic approaches for studying gene flow. We
describe how genetic methods (markers and statistical models) are used to investigate ecological
processes (seed and pollen dispersal) which in turn have important genetic consequences.
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WSTEP

Rozmnazanie generatywne jest wazng czg$cia
systemu genetycznego gatunku, bowiem umoz-
liwia zachowanie i przekazywanie informacji
genetycznej, a zarazem tworzenie i testowanie
zmiennosci genetycznej o charakterze rekom-
binacyjnym (Geburek 2001). Drzewa lesne,
stanowiace glowny element wigkszosci ekosys-
temow ladowych, wytworzyty wiele naturalnych
mechanizmow zapewniajacych utrzymanie wy-
sokiego poziomu zmiennosci wewnatrzgatunko-
wej (Palmberg-Lerche 1999). Mechanizmy te,
w polaczeniu ze zmiennymi warunkami $rodo-

wiska, spowodowaly, ze drzewa lesne naleza do
organizmdéw najbardziej zmiennych genetycznie
(Libby 1987).

Istnieje szereg mechanizméw sprzyjajacych
wysokiej zmiennosci genetycznej wewnatrz
populacji. Wiele gatunkow drzew lesnych,
zajmujac duze obszary, ma mniej lub bardziej
ciagly zasigg wystepowania. Duza liczebnos$¢ re-
dukuje wrazliwos¢ populacji na dryf genetyczny,
ktéry w matych populacjach prowadzi do utraty
zmiennosci genetycznej i powoduje wzrost zrdz-
nicowania genetycznego pomi¢dzy populacjami.
Drzewa zajmujq $rodowiska, ktére sa zmienne
zardwno w czasie, jak i przestrzeni. Konieczno$é¢
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przystosowania si¢ do réznych siedlisk oraz wa-
runkéw klimatycznych sprzyja wzrostowi zroz-
nicowania pomigdzy populacjami. Podobnie,
stosunkowo dtugi okres trwania pokolen powo-
duje, ze drzewa sa mniej podatne na tzw. efekt
szyjki butelki (ang. bottle neck), czyli znaczne
fluktuacje liczebnosci populacji 1 zwiazane
z tym w konsekwencji ograniczenia zmienno-
$ci genetycznej, niz gatunki charakteryzujace si¢
krotkim cyklem zyciowym. Poniewaz drzewa sa
organizmami dlugowiecznymi, w sktad populacji
mogg jednoczesnie wchodzi¢ osobniki nalezace
do réznych, czgsto odmiennych genetycznie klas
wiekowych. Zréznicowana wrazliwos¢ tych klas
na selekcj¢ moze powodowac wzrost zmienno-
$ci genetycznej. Dhugi cykl zyciowy i pokazne
rozmiary drzew sprzyjaja kumulowaniu mutacji,
czego przyktadem moze by¢ stosunkowo wysoka
liczba genéw letalnych (Savolainen et al. 1992,
Williams, Savolainen 1996) oraz stosunkowo
wysoki polimorfizm markeréw genetycznych
u drzew lesnych. Wysoka czesto$é zaptodnien
krzyzowych ma duze znaczenie dla zachowa-
nia zmiennosci genetycznej wewnatrz populacji.
Sprzyja heterozygotycznos$ci, ukrywajac allele
recesywne, ktore w przeciwnym razie moga
podlega¢ selekcji. Kojarzenie migdzy osobni-
kami heterozygotycznymi lub homozygotami
o odmiennych genotypach prowadzi do rekom-
binacji i tworzenia nowych kombinacji alleli
w pokoleniu potomnym. Generalnie u wigkszosci
gatunkow drzew lesnych zaplodnienia krzyzowe
stanowia ponad 75% wszystkich kojarzen, przy
czym u gatunkow iglastych, wiatropylnych, czg-
sto przekraczaja 90% (Burczyk 1998, Hamrick
et al. 1992).

Jednym z czynnikow, ktéry w najwigkszym
stopniu wplywa na zmiennos$¢ genetyczng jest
przeptyw genow (Hedrick 2000). Z powodu
istnienia termindéw bardziej ogdlnych, jak np.
migracja i dyspersja, termin ten czgsto bywa sto-
sowany nieprecyzyjnie. W sensie ogdlnym, mi-
gracj¢ mozna definiowa¢ jako przemieszczanie
si¢ organizmow (Baker 1978). Z kolei dyspersja
jest terminem bardziej precyzyjnym i dotyczy
przemieszczania, ktére powoduje wzrost od-
leglosci pomigdzy organizmami, gametami

lub propagulami (Baker 1978). Sam przeptyw
gendéw rozumiany jest jako przemieszczanie
genow w populacji i obejmuje wszelkie spo-
soby przemieszczania gamet, propagul i osob-
nikow, ktore efektywnie przyczyniaja si¢ do
zmiany przestrzennego rozmieszczenia genow
(Slatkin 1987). U roslin, ktére s organizmami
stacjonarnymi, przeptyw genéw odbywa si¢ za-
sadniczo w trakcie dwoch niezaleznych stadiow
cyklu zyciowego: dyspersji pytku, ktora zacho-
dzi przed zaplodnieniem oraz dyspersji nasion
(owocow) po zapltodnieniu. W tym sensie, prze-
plyw genéw mozna definiowaé jako efektywne
przemieszczanie gendw migdzy populacjami lub
ich fragmentami, zaptodnienie komorki jajowej
przez imigrujace ziarno pytku, a nastgpnie po-
wstanie siewki (Hamrick, Nason 2000). Przeptyw
genow mozna zatem rozumie¢ jako udziat osob-
nikéw jednej populacji w tworzeniu pokolenia
potomnego innej populacji, czgsto charaktery-
zujacej si¢ odmienna czestoscia alleli (Eriksson,
Ekberg 2001). Dwoisto$¢ przeptywu gendw, choc
nie jest cechg unikalng roslin, stanowi istotng roz-
nicg pomiedzy roslinami a wigkszoscia zwierzat.
Mozliwo$¢ rozroznienia tych dwodch etapow
dyspersji genow oraz ich niezaleznego badania
ma zasadnicze znaczenie dla poznania rozktadu
zmiennosci genetycznej wewnatrz i migdzy po-
pulacjami roslin (Levin 1981).

LeviniKerster (1974) wyro6zniaja potencjalny
oraz faktyczny przeplyw genow. Potencjalny
przeptyw genoéw rozumiany jest jako funkcja
odlegtosci, jaka fizycznie pokonuje ziarno pytku
lub nasienie od zrédta wysiewu do punktu sedy-
mentacji. Z kolei faktyczny przeptyw genow, to
réwniez funkcja odleglosci od zrodta wysiewu,
tym niemniej w przypadku pytku dotyczy od-
legtosci do kwiatu zenskiego, gdzie nastgpuje
zaptodnienie, a w przypadku nasion odlegtosci
do miejsca, w ktorym nasienie kietkuje i daje
poczatek siewce zdolnej w dalszych etapach
cyklu zyciowego do reprodukcji. Poniewaz nie
kazde ziarno pytku powoduje zaptodnienie i nie
z kazdego nasiona rozwija si¢ zdolna do repro-
dukcji roslina, to faktyczny przeptyw informacji
genetycznej moze znacznie rdznié si¢ od poten-
cjalnego (Pemberton et al. 1995). Biorac pod
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uwage duze mozliwosci oddziatywania selekcji
na kietkujace nasiona, a nast¢pnie powstajace
siewki, badanie przeptywu genéw na poziomie
odnowienia naturalnego, dostarcza z kolei infor-
macji o tzw. zrealizowanym przeplywie genow
(Meagher, Thompson 1987).

ZNACZENIE PRZEPLYWU GENOW

Pomimo ogromnego znaczenia przeptywu
genow zaréwno w teorii biologii ewolucyjnej, jak
i hodowli roslin, wiedza na temat skali dyspersji
pytku i nasion u drzew lesnych jest w znacznym
stopniu ograniczona. Pierwsze proby szacowa-
nia intensywnosci dyspersji pytku u gatunkow
wiatropylnych, miaty miejsce juz na poczatku
XX wieku. Wskazywaly one na duzy potencjat
przeptywu informacji genetycznej. Pozniejsze
obserwacje sugerowaly jednak znacznie niz-
szy poziom dyspersji (Levin, Kerster 1974).
Niewystarczajaca liczba danych empirycznych
wywotywala rdwniez spory dotyczace znacze-
nia procesu przeplywu gendw. Niektorzy auto-
rzy (np. Levin, Kerster 1974) uwazali, ze ma
on niewielki wptyw na ksztattowanie struktury
genetycznej populacji. Obecnie panuje jednak
przekonanie, ze przeplyw gendéw pomiedzy
populacjami drzew le$nych, w poréwnaniu do
innych grup roslin, jest bardzo intensywny i od-
grywa znaczaca rolg w ksztattowaniu przestrzen-
nego rozmieszczenia zmiennosci genetycznej
(Hamrick, Nason 2000). Przeptyw genéw mig-
dzy populacjami hamuje wzrost zréznicowania
genetycznego, powodowanego naturalng selek-
cja, dryfem genetycznym i mutacjami, a przez
to hamuje procesy ewolucyjne, w tym specjacje.
Z kolei wewnatrz populacji mutacje i przeptyw
gendw powoduja zwigkszenie zmiennosci gene-
tycznej, podczas gdy selekcja naturalna i dryf
genetyczny ja redukuja (Eriksson, Ekberg 2001,
Slatkin 1987). W matlych populacjach przeptyw
gendw, nawet o niewielkim natgzeniu, moze
niwelowa¢ efekty dziatania selekcji oraz dryfu
genetycznego (Hartl, Clark 1989).

Przeptyw genow, oprécz wpltywu na roz-
ktad zmiennosci genetycznej wewnatrz popu-
lacji i migdzy populacjami, determinuje sposob

przestrzennego rozmieszczenia genotypow,
poziom heterozygotycznosci poszczegdlnych
osobnikow i calych populacji oraz efektywna
wielkos¢ populacji (Adams 1992). Jesli imi-
grujace geny nie maja ujemnego wpltywu na
zdolnosci adaptacyjne organizméw do lokalnych
warunkow srodowiska, to ich doptyw do lokalnej
populacji moze by¢ korzystny, poniewaz moga
by¢ zrodtem nowych genoéw lub gendw, ktore
zostaty utracone na skutek dryfu genetycznego
lub dziatania selekcji (Ellstrand 1992). Badania
przeptywu genow wnosza wiele informacji
dotyczacych biologii gatunkéw, pozwalaja
oszacowa¢ wpltyw czynnikoéw ekologicznych
na intensywno$¢ tego procesu, wreszcie umoz-
liwiaja identyfikacj¢ czynnikow wplywajacych
na sukces reprodukcyjny (Adams, Birkes 1991,
Burczyk et al. 1996, Godt, Hamrick 1993).
Informacje o poziomie imigracji i odlegtosci
na jakie geny moga by¢ przenoszone migdzy po-
pulacjami ro$lin, maja réwniez duze znaczenie
praktyczne w rolnictwie i lesnictwie. Zakres dys-
persji pytku i nasion okresla stopien, w jakim
lokalne drzewostany sa genetycznie izolowane
od otaczajacych laséw. Takie informacje s nie-
zwykle istotne dla ochrony zasobow genowych
populacji naturalnych, w tym szczegoélnie dla
zachowania integralnosci rezerwatow i parkow
narodowych (Adams, Burczyk 2000). Jesli np.
populacje naturalne beda otoczone intensywnie
uprawianymi populacjami sztucznymi, charak-
teryzujacymi si¢ niska zmiennoscia genetyczna,
to imigracja genow z populacji otaczajacych
spowoduje w kolejnych pokoleniach obnizenie
zmiennosci genetycznej populacji naturalnych
(Ellstrand, Elam 1993). W skrajnych przy-
padkach, kiedy sztuczne populacje sa stabiej
przystosowane do aktualnych badz zmiennych
warunkow srodowiska, naptyw ,,niekorzystnych
gendéw” moze ograniczy¢ zdolnosci adaptacyjne
populacji naturalnych (Ellstrand 1992). Podobnie
hybrydyzacja i introgresja z gatunkami pokrew-
nymi moze prowadzi¢ nawet do zaniku gatun-
kow chronionych (Lewandowski et al. 2005).
Szczegdlnie pilne wydaje si¢ poznanie in-
tensywnosci przeptywu genéw w populacjach
drzew lesnych, gdzie intensywny wyrab pro-
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wadzi czgsto do fragmentacji lasu. Uwaza sig,
ze gatunki drzew tworzace lasy tropikalne sa
W Najwyzszym stopniu zagrozone tym procesem
(Dayanandan et al. 1999).

Dane dotyczace skali przeptywu informacji
genetycznej s rowniez niezb¢dne do wyznacze-
nia stopnia izolacji lesnych plantacji nasiennych,
potrzebnej do zminimalizowania zanieczyszcze-
nia obcym pytkiem (Burczyk 1998). Stanowi
to obecnie najwigkszy problem obnizajacy
wydajnos¢ genetyczng plantacji nasiennych
(Savolainen 1991), bowiem znacznie redu-
kuje oczekiwany zysk genetyczny (Squillace,
Long 1981). Jesli pylek pochodzi z drzew nie-
przystosowanych do wzrostu w $rodowisku
planowanego wysiewu nasion, to zdolno$é
adaptacyjna nowego pokolenia moze by¢ do-
datkowo obnizona (Burczyk 1998). Informacje
o intensywnosci dyspersji pytku powinny by¢
brane pod uwage przy okreslaniu minimalnej,
akceptowalnej odlegtosci pomigdzy drzewami
nasiennymi wykorzystywanymi do zbioru nasion
uzywanych do zalesien oraz zaktadania plantacji
i drzewostanow nasiennych. W populacjach tych
kojarzy¢ si¢ powinny jedynie tworzace je osobni-
ki, a zanieczyszczenie obcym pytkiem powinno
by¢ minimalizowane (Adams 1992). Poznanie
poziomu przeptywu genéw w populacjach drzew
lesnych umozliwia réwniez szacowanie ryzyka
niekontrolowanego rozprzestrzeniania genow
zmodyfikowanych metodami inzynierii gene-
tycznej (Difazio et al. 2004).

Badania dyspersji nasion sg zrodtem cennych
informacji, ktéore moga by¢ wykorzystywane
w praktyce les$nej. Intensywnos$¢ i skala roz-
siewania nasion powinny by¢ brane pod uwage
przy podejmowaniu decyzji o ewentualnym za-
stosowaniu odnowienia naturalnego. Zdolnosé
poszczegolnych gatunkéw drzew do dyspersji
nasion musi by¢ uwzglgdniana przy planowa-
niu metod cig¢ regeneracyjnych, rozmieszczenia
1 czasu ci¢¢ oraz przygotowania podtoza pod
odnowienia (McCaughey et al. 1986).

Badania intensywnosci dyspersji genow u ro-
slin sa szczegolnie trudne z uwagi na fakt, ze
proces ten zachodzi przy udziale zarébwno gamet
(pytek), jak i zygot (nasiona). Istnieja dwie grupy

metod stuzacych do oceny intensywnosci prze-
ptywu informacji genetycznej: metody posrednie
i bezposrednie.

METODY POSREDNIE BADANIA
PRZEPLYWU GENOW

Przeptyw genéw mozna bada¢ posrednio
w oparciu o analizy czestosci alleli w popula-
cjach. Jednakze sam ich przestrzenny rozktad
nie dostarcza informacji o intensywnosci tego
procesu (Slatkin 1987). W tym celu, konieczne
jest oszacowanie parametru statystycznego,
opisujacego rozmieszczenie markerow genetycz-
nych (czgstosci alleli) w badanych populacjach,
a nastgpnie wykorzystanie modelu genetycznego
w celu odpowiedzi na pytanie: jak intensywny
musial by¢ przeptyw gendéw pomigdzy popula-
cjami, aby spowodowaé obserwowany rozktad
czestosei alleli (Neigel 1997). Idealna metoda
posrednia bylaby taka, ktéra umozliwiataby ba-
danie przestrzennego rozktadu czestosci alleli
bedacego efektem dziatania jedynie przeptywu
gendw, wylaczajac naturalng selekcje, dryf ge-
netyczny oraz mutacje. Taka sytuacja w prak-
tyce nie istnieje, konieczne jest wigc stosowanie
uproszczonych modeli, zaktadajacych, ze zréz-
nicowanie genetyczne migdzy populacjami jest
efektem wytacznie przeplywu gendw poprzez
migracj¢ osobnikow. Wigkszos¢ metod posred-
nich oparta jest na tzw. modelu wyspowym (ang.
infinite island model; Wright 1969) lub modelu
kolejnych krokow (ang. stepping stone model,
Kimura 1953). Pierwszy model zaktada istnie-
nie nieskonczenie wielkiej populacji zrédlowe;j,
ktora zasila migrantami, ze stata czgstoscia,
jedna lub wigcej skonczonych subpopulacji
(wysp). Mozemy tu mie¢ do czynienia zar6wno
z pojedyncza, nieskonczenie wielka populacja
(,,kontynent”) lub tez z nieskoniczong liczba
skonczonych subpopulacji (catkowita popula-
cja), ktére zarowno produkuja, jak i sa zasilane
migrantami (,,nieskonczone wyspy”).

W przeciwienstwie do modelu wyspowego,
gdzie kazda subpopulacja moze by¢ zrodlem
migrantéw, model kolejnych krokow zaktada,
ze migracja zachodzi jedynie pomigdzy sub-
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populacjami sasiadujacymi ze soba. Przeptyw
gendow pomigdzy populacjami oddalonymi
moze odbywac si¢ wylacznie poprzez taczace
je subpopulacje (Neigel 1997).

Stopien zréznicowania genetycznego mig-
dzy populacjami najczgsciej opisywany jest
za pomoca parametru Fy, (Wright 1951), ktory
wyraza prawdopodobienstwo, ze dwa losowo
wybrane allele z subpopulacji charakteryzuja
si¢ identycznym pochodzeniem. W populacjach
znajdujacych si¢ w rownowadze Hardy-Wein-
berga, F, jest miarg redukcji heterozygotycz-
nosci spowodowanej rdznicami genetycznymi
pomigdzy populacjami (Berg, Hamrick 1997,
Sork et al. 1998):

HT_HS
H

F

st ?

s

gdzie: Hy— catkowita r6znorodnos¢ gene-
tyczna, Hg— réznorodnosé genetyczna wewnatrz
populacji.

Parametr F,, wykorzystuje si¢ do oceny
przeptywu gendéw wyrazonego jako efektywna
liczba migrantéw na pokolenie (N.,m) (Hamrick,
Nason 2000):

1 7th

Nem =75,

gdzie: N, — efektywna liczba osobnikow
w populacji, m — tempo imigracji.

Uwaza sig, ze przeptyw gendéw na pozio-
mie jednego migranta na pokolenie jest juz
wystarczajacy by zapobiec utracie zmiennos$ci
genetycznej powodowanej przez dryf gene-
tyczny (Wright 1969). Miarg zréznicowania
migdzypopulacyjnego jest rdwniez parametr
G, (Nei 1973):

D

= ST s
" H,
gdzie: Dgr — $rednia réznorodnos¢ gene-
tyczna wsrdd populacji, H; — catkowita zmien-
nos¢ genetyczna.
Wartosci parametrow Fy, i G, moga wahaé
si¢ w granicach od 0 do 1, a poziom nizszy
niz 0,05 $wiadczy o niewielkim zréznicowaniu

genetycznym, tzn. 95% catkowitej zmiennosci
genetycznej znajduje si¢ wewnatrz, a jedynie 5%
pomigdzy populacjami. Poziom pomigdzy 0,05
a 0,15 wskazuje na $redni, 0,11-0,25 wysoki,
apowyzej 0,25 bardzo wysoki poziom zréznico-
wania genetycznego mi¢dzy populacjami (Berg,
Hamrick 1997).

Glowna wada posrednich metod badania
przeptywu genow jest fakt, ze stanowia one
usredniony pomiar przeptywu gendw, obej-
mujacy duzy przedziat czasowy, czyli wiele
pokolen. Stad wyniki uzyskane w ten sposdb
trudno odnie$¢ do pojedynczego pokolenia
i aktualnego poziomu przeptywu gendw, co
umozliwitloby wnikliwa charakterystyke po-
pulacji oraz gatunku. Dodatkowo, stosujac
te metody, nie sposdb rozdzieli¢ przeptywu
gendw zachodzacego poprzez pylek i poprzez
nasiona, bowiem uzyskane szacunki stanowig
niejako srednia obu procesow (Ellstrand 1992,
Sork et al. 1998). Metody posrednie wymagaja
stosowania modeli genetycznych, a co za tym
idzie, speinienia wielu zatozen. Zatozenia
te sg czegsto nierealne lub rzadko spelniane
w populacjach naturalnych, np.: stan rowno-
wagi genetycznej oraz demograficznej w bada-
nych populacjach, rownowaga migdzy dryfem
genetycznym a migracja, nieistotno$¢ mutacji
i selekcji, rowny udziat imigracji i emigracji
pomigdzy badanymi populacjami (Bossard, Pa-
shley Prowell 1998, Slavov et al. 2002). Metody
posrednie nie uwzgledniaja ponadto dynamiki
przeptywu gendéw i dlatego bardziej przydatne
sa do badan ewolucyjnych.

METODY BEZPOSREDNIE BADANIA
PRZEPLYWU GENOW

Badania aktualnego przeptywu genéw w po-
pulacjach roslin prowadzi si¢ w oparciu o me-
tody bezposrednie. Istota tych metod jest proba
okreslenia fizycznej odleglosci, jaka pokonuja
pylek i nasiona. Szacowanie intensywnosci
tego procesu odbywa si¢ na podstawie pomiaru
odlegtosci dyspersji od punktu wysiewu pytku
i nasion, do miejsca ich sedymentacji (poten-
cjalny przeplyw gendw), badz wykorzystujac
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markery genetyczne do oceny sukcesu kojarze-
nia i sukcesu reprodukcyjnego osobnikdéw roz-
siewajacych pylek i nasiona (faktyczny przeptyw
gen6ow) (Levin et al. 1999).

SLEDZENIE LOTU PYLKU I NASION

Pierwsze metody badania przeptywu gendéw
opieraty si¢ na obserwacji fizycznych mozliwo-
$ci rozprzestrzeniania pytku i nasion (Slavov
et al. 2002). Polegaty one na ,,$ledzeniu” lotu
ziaren pytku lub nasion, badz organizméw je
przenoszacych, i lokalizowaniu ich w réznych
odlegtosciach oraz kierunkach od punktowego
zrédta dyspersji, ktorym mogt by¢ pojedynczy
osobnik lub wzglednie mata populacja. Recep-
torami pytku moga by¢ ptytki (np. szkietka mi-
kroskopowe) pokryte wazelina, a w przypadku
nasion proste putapki nasienne. Dyspersje
pytku i nasion zachodzaca w ramach drzewo-
stanu mozna réowniez bada¢ stosujac barwniki,
znakowanie radioaktywne badz fluorescencyjne,
pod warunkiem jednak, ze stosowane znaczniki
nie wpltywaja na zdolno$¢ dyspersji (Wang,
Smith 2002).

Niewatpliwg zaletg takich metod badania
przeptywu genéw jest ich prostota oraz niskie
koszty. Dodatkowo, wykorzystujac dane doty-
czace wysokosci, z jakiej pytek i nasiona sg
uwalniane, predkos¢ i kierunek wiatru, turbu-
lencje oraz predkos¢ opadania, tatwo stworzy¢
mechanistyczny model przemieszczania pytku
i nasion. Uzyskane dane mozna wykorzystaé
do modelowania przeptywu genéw w wigkszej
skali przestrzennej. W przypadku drzew lesnych,
bezposrednie obserwacje lotu pytku i nasion,
jak 1 organizméw przenoszacych je z drzewa
na drzewo, badz z jednej populacji do innej,
sa raczej trudne do przeprowadzenia (Ham-
rick, Nason 2000). Drzewa charakteryzuja si¢
pokaznymi rozmiarami, sg czg¢sto wysokie oraz
wystepuja w znacznym zageszczeniu. W tych
warunkach ocena dhugosci lotéw na duza skalg
i na duze odleglosci jest w znacznym stopniu
utrudniona (Adams 1992). Odpowiedni wybor
izolowanych zrodet pytku lub nasion jest szcze-
g6lnie trudny podczas badania przeptywu genow

na duze odlegtosci. Pomiar rozprzestrzeniania
ze zrodta punktowego uniemozliwia obserwa-
cj¢ przemieszczania czasteczek na odleglosci
wigksze niz te, wyznaczone przez najdalsze
putapki, nie uwzglednia takze mozliwosci po-
wtornego ich rozprzestrzeniania przez zwierzeta
(Ellstrand 1992). Dodatkowo, populacje drzew
lesnych trudno jest uzna¢ za zrédto punktowe.
Wykorzystanie tej metody jest zatem praktycznie
ograniczone do specyficznych uktadow ekspery-
mentalnych, rzadko spotykanych w populacjach
drzew le$nych (Hamrick, Nason 2000).
Bezposrednie obserwacje dyspersji pytku
i nasion w przestrzeni umozliwiaja jedynie
oceng potencjalnego przeplywu genow, bowiem
faktyczny przeptyw zalezy nie tylko od zdolnosci
pytku i nasion do rozprzestrzeniania, ale takze
od wielu czynnikdéw decydujacych o mozliwosci
zaplodnienia przez pytek lub mozliwosci wy-
kietkowania nasiona i dalszego wzrostu siewki
(Slatkin 1987). Adams (1992) uwaza, ze takie
czynniki, jak konkurencja pomigdzy pytkiem
pochodzacym z réznych zrédet, synchroniza-
cja kwitnienia oraz zerowanie zwierzat, moga
powodowac, ze faktyczny przeptyw genow jest
inny niz wynikaloby to z fizycznych zdolnosci
rozprzestrzeniania pytku i nasion.

ANALIZA RODZICIELSTWA

W badaniach faktycznego przeptywu genow
zachodzacego w danym cyklu reprodukcyj-
nym znacznie bardziej przydatne sa metody
genetyczne oparte na analizie rodzicielstwa.
W przypadku drzew, najczgsciej bada si¢ w ten
sposob przepltyw gendw poprzez pylek (analiza
ojcostwa). Nasiona zbiera si¢ zazwyczaj z drzew
matecznych o znanym genotypie, a analiza oj-
costwa polega na okresleniu genotypow gamet
pytkowych poprzez pordwnanie genotypow
zarodkow nasion z genotypem drzewa matecz-
nego, a nastgpnie porownanie ich z genotypami
wszystkich potencjalnych osobnikdéw ojcowskich
w ramach badanej populacji. Szczegolnie do-
godnym obiektem badan w tego typu analizach
sa drzewa iglaste, bowiem w ich nasionach
wystepuje diploidalny zarodek oraz haploidalna
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tkanka megagametofitu o genotypie (haplotypie)
identycznym z genotypem komorki jajowej two-
rzacej zarodek. Porownanie genotypu zarodka
z haplotypem megagametofitu tego samego
nasienia pozwala na jednoznaczne okreslenie
haplotypu gamety meskiej tworzacej zarodek,
a dostarczonej przez pytek (Guries, Ledig 1978,
Miiller 1977). Z kolei haplotyp megagametofitu
nasiona zebranego po wysiewie do putapek na-
siennych, moze by¢ wykorzystany do badania
przeptywu genoéw poprzez nasiona.

Do okreslenia genotypoéw rodzicow, jak
1 potomstwa, wykorzystywane sa markery ge-
netyczne, czyli cechy jakosciowe organizmu,
ktére podlegaja prostym regutom dziedziczenia,
zgodnym z prawami Mendla. Mozna je podzieli¢
na trzy gtowne klasy: (i) markery morfologiczne
(np. brak chlorofilu, specyficzny ksztatt tusek
nasiennych, charakterystyczny kolor lisci), (ii)
biochemiczne (izoenzymy, terpeny, antygeny)
oraz (iii) markery DNA. Wprowadzenie izoenzy-
mow do badan przeptywu informacji genetycz-
nej w populacjach drzew lesnych w znacznym
stopniu przyczynito si¢ do rozszerzenia zakresu
badan oraz poznania intensywnosci tego procesu.
W ostatnim czasie obserwuje si¢ znaczny wzrost
zainteresowania wykorzystaniem markerow
DNA, w tym szczegolnie mikrosatelitow oraz
markerow wystgpujacych w DNA chloroplasto-
wym lub mitochondrialnym (Dzialuk, Burczyk
2001).

W najprostszym uktadzie analiza rodzi-
cielstwa polega na tym, ze osobniki doroste,
ktére z uwagi na niedopasowanie genotypowe
nie mogly uczestniczy¢ w produkcji badanych
osobnikdw potomnych, sg kolejno wykluczane
z dalszych analiz (metoda wykluczania genoty-
pow). Jesli prawdopodobienstwo wykluczenia
genotypow, ktore zalezy od liczby uzytych mar-
kerow genetycznych i ich polimorfizmu, jest wy-
starczajaco wysokie, nie wykluczony pozostaje
jedynie prawdziwy rodzic lub para rodzicielska.
W przypadku, kiedy dla danego osobnika potom-
nego nie zidentyfikowano zadnych potencjalnych
rodzicow, traktuje si¢ go jako imigranta. Nie-
stety, z uwagi na niedoskonalos¢ stosowanych
obecnie markerow oraz czg¢sto nielosowy rozktad

zmiennosci genetycznej w populacjach, sytuacja
taka w praktyce jest zazwyczaj niemozliwa do
osiagnigcia. Metoda wykluczania rodzicielstwa
moze by¢ zatem efektywna jedynie w przypadku
oceny poziomu imigracji pytku spoza lokalnej
populacji. Doktadnos$¢ tej metody zalezy jednak
réwniez od jakosci uzytych markerow. Zdarzy¢
si¢ moze, ze imigrujace nasiona lub pylek beda
mialy genotypy, ktore moga by¢ utworzone przy-
najmniej przez jednego z osobnikéw lokalnej
populacji. Taki ukryty przeptyw genéw mozna
nadal ocenia¢ — jednak wymaga to zastosowania
zaawansowanych metod statystycznych (Bur-
czyk, Chybicki 2004). W badaniach dyspersji
gendw wewnatrz populacji, z powodu niemoz-
nosci jednoznacznego przypisania rodzicielstwa
jej przydatnos¢ jest niewielka.

Alternatywa moze by¢ wykorzystanie me-
tody najbardziej prawdopodobnego rodzicielstwa
(ang. most likely method; Meagher 1986), ktora
zaktada, ze osobnikiem ojcowskim jest ten, dla
ktérego odnotowano najwyzsza warto$¢ praw-
dopodobienstwa tranzycji (prawdopodobienstwa
segregacji mendlowskiej) (Meagher 1986).
Mozna je definiowaé jako prawdopodobien-
stwo utworzenia genotypu danego osobnika
potomnego przez okreslonego rodzica lub
parg rodzicow (Neff et al. 2001), ktére wynika
z prostych segregacji mendlowskich. Prawdo-
podobienstwo takie, okreslone na podstawie
wielu loci, pozwala na stosunkowo wierne opi-
sanie struktury kojarzenia w ramach populacji.
Prawdopodobienstwo tranzycji jest rowne zero,
kiedy zaro6wno matka, jak i ojciec sa wykluczeni
jako potencjalni rodzice. W tej procedurze, jesli
dla jakiego$ potomka odnaleziono wigcej niz
jednego osobnika ojcowskiego o jednakowym
prawdopodobienstwie, wowczas takiego osob-
nika potomnego odrzuca si¢ z dalszych analiz.
Metoda ta moze jednak prowadzi¢ do btednych
szacunkow, bowiem faworyzuje ojcow posiada-
jacych rzadkie allele oraz uktad homozygotyczny
alleli odpowiadajacych potomstwu (Brown 1979,
Devlin, Ellstrand 1990). Prawdopodobienstwo
ojcostwa mozna jednak podzieli¢ pomigdzy
wszystkie niewykluczone osobniki, odpo-
wiednio do ich prawdopodobienstwa tranzycji
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(Adams 1992, Devlin, Ellstrand 1990). Metoda
czesciowego ojcostwa (ang. fractional paternity;
Devlin, Ellstrand 1990), umozliwia w ten sposob
badanie wszystkich osobnikow potomnych, przy
czym niektore z nich maja ojcostwo przypisane
do wigcej niz jednego potencjalnego osobnika
ojcowskiego. Z biologicznego punktu widzenia
wydaje sig¢, ze uzyteczno$é tej metody jest nie-
wielka, bowiem w naturze potomstwo moze mie¢
tylko jednego ojca oraz jedng matke, natomiast
czgsciowe rodzicielstwo w ogole nie istnieje
(Jones, Arden 2003). Badania wskazujg jednak
na to, ze uzyskiwane wyniki charakteryzuja si¢
duza efektywnoscia statystyczna, szczegolnie
gdy do badan wykorzystuje si¢ pul¢ potom-
stwa znacznie liczniejsza od puli potencjalnych
osobnikdw rodzicielskich (Devlin, Ellstrand
1990, Smouse, Maegher 1994). Wykorzystanie
dodatkowych informacji dotyczacych czynnikow
wplywajacych na sukces kojarzenia, takich jak
odlegtos¢ i lokalizacja potencjalnych rodzicow
1 nasion, zgodnos$¢ fenologiczna czy intensyw-
nos¢ pylenia, moga dodatkowo zwigkszy¢ do-
ktadnos¢ oceny prawdopodobienstwa ojcostwa
(Adams 1992, Neff et al. 2001).

Analiza rodzicielstwa jest stosunkowo prosta
metoda, bowiem z reguty nie wymaga informa-
cji o czynnikach wptywajacych na dyspersje¢
gendw. Precyzja uzyskanych wynikow jest tym
wigksza, im wyzsze jest prawdopodobienstwo
wykluczenia oraz mniejsza liczba potencjalnych
osobnikdw rodzicielskich. Wykorzystanie tej
metody do badania przeptywu genéw w natu-
ralnych populacjach drzew lesnych jest jednak
Ww znacznym stopniu ograniczone koniecznoscia
zbadania genotypow duzej liczby potencjalnych
osobnikow rodzicielskich, a co za tym idzie, wy-
sokimi kosztami prac laboratoryjnych. Znacznie
czesciej metode t¢ wykorzystuje si¢ do badania
przeplywu genéw w populacjach sztucznych.
Glowna wada metod analizy rodzicielstwa jest
konieczno$¢ stosowania markeréw genetycz-
nych o wysokiej sile wykluczania, ktora jest
zdeterminowana przez liczbg loci oraz poziom
polimorfizmu (Chakraborty et al. 1998). Jak
dotad, gtéwnym typem markeréw genetycznych
wykorzystywanych w tym celu byly izoenzy-

my. Wykorzystanie markeréw o wyzszej sile
dyskryminacji, jak np. mikrosatelity, znacznie
zwigksza mozliwosci badawcze, a nawet umoz-
liwia rownoczesne badanie przeptywu gendw
poprzez pytek i nasiona w oparciu o genotypy
siewek (Dow, Ashley 1996, Isagi et al. 2000,
Konuma et al. 2000). Szacunki przeptywu genow
z wykorzystaniem analizy rodzicielstwa moga
by¢ jednak zanizone z powodu tzw. ukrytego
przeplywu genow, gdy rozréznienie pomig¢dzy
gametq imigrujaca a ta powstata w lokalnej po-
pulacji jest niemozliwe (Devlin, Ellstrand 1990,
Savolainen 1991). Podobnie, btedy genotypowa-
nia wynikajace z wystgpowania alleli typu null,
mutacje i bledy w odczytywaniu wynikow moga
prowadzi¢ do wykluczania rzeczywistych rodzi-
cow. Problemy te moga by¢ szczegolnie istotne
przy wykorzystaniu wysoce polimorficznych
markerdw, jak np. mikrosatelity czy AFLP (Ewen
et al. 2000, Pemberton et al. 1995).

METODA RZADKICH ALLELI

Metoda rzadkich alleli jest stosunkowo
prostym sposobem badania dyspersji genow,
wymaga jednak identyfikacji w badanej popu-
lacji osobnikow posiadajacych rzadkie markery
genetyczne. Analiza polega na probie identyfi-
kacji rzadkich alleli w pokoleniu potomnym.
Efektywna dyspersj¢ pytku szacuje si¢ poprzez
zebranie nasion z drzew matecznych rosnacych
w réznych odleglosciach od drzewa ojcowskiego
posiadajacego rzadki allel. Z kolei oceng dysper-
sji nasion mozna prowadzi¢ w oparciu o analizg
nasion lub siewek odnajdywanych w réznych
odleglosciach od drzewa matecznego, u ktérego
stwierdzono wystgpowanie takiego allelu. Za-
zwyczaj w populacji wystgpuje zaledwie kilka
drzew posiadajacych rzadkie markery, stad
trudno na tej podstawie wnioskowaé o inten-
sywnosci dyspersji genéw dla catego gatunku
(Miiller-Starck 1982, Yazdani et al. 1989).

METODY MODELU KOJARZENIA

W badaniach przepltywu genoéw coraz szerzej
wykorzystywane sg metody, ktore polegaja na
modelowaniu struktury prawdopodobienstwa
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calej proby genotypow potomstwa i szacowa-
niu parametrow opisujacych przeptyw gendéw
(Adams et al. 1996, Elle, Meagher 2000, Morgan,
Conner 2001, Smouse et al. 1999). Parametry
dyspersji gen6w szacowane sg za pomoca metod
najwigkszej wiarygodnosci badz innych procedur
estymacji, na podstawie czgstosci wystegpowania
genotypow w potomstwie, a nie, jak w analizie
rodzicielstwa, w oparciu o zidentyfikowane pary
rodzic—potomstwo (Adams 1992). Przyktadem
tego typu oceny przeptywu gendéw jest model
kojarzenia w sasiedztwie, ktory zaktada, ze po-
tomstwo danego drzewa matecznego powstaje
na podstawie trzech procesoéw:

e samozaplodnienia, kiedy pytek pochodzi od
tego samego drzewa matecznego,

e zaptodnienia krzyzowego z osobnikami mg-
skimi znajdujacymi si¢ w bliskim, dowolnie
zdefiniowanym sasiedztwie,

e zaplodnienia krzyzowego z osobnikami mg-
skimi spoza okreslonego obszaru sasiedztwa.
Model kojarzenia umozliwia okreslenie prze-

ptywu gendéw za posrednictwem pytku i nasion

w obrebie sasiedztwa i doptywu spoza lokalnej

populacji, okreslenie poziomu samozaptodnie-

nia, zbadanie zwiazkéw pomigdzy sukcesem
kojarzenia osobnikoéw z obszaru sgsiedztwa

a czynnikami wplywajacymi na ten sukces,

zbadanie najbardziej prawdopodobnego kierunku

naptywu pytku i nasion oraz oceng efektywnej
wielkosci populacji (Adams et al. 2002, Bur-

czyk et al. 2004).

Ostatnio Smouse i wspolautorzy (2001) za-
proponowali nowa metodg, okreslang mianem
TwoGener, ktora w przeciwienstwie do analizy
ojcostwa nie wymaga okreslenia genotypow
wszystkich potencjalnych ojcow. Metoda ta
polega na poréwnaniu zrdznicowania genetycz-
nego wewnatrz i migdzy pulami gamet pytko-
wych tworzacych potomstwo wybranych drzew
matecznych. Duze zréznicowanie swiadczy tu
o ograniczonej dyspersji. Metoda ma wiele za-
tozen, np. brak przestrzennej struktury genetycz-
nej, nie bierze rowniez pod uwage zréznicowania
intensywnosci pylenia osobnikow meskich oraz
probleméw zgodnosci fenologii kwitnienia itd.
Jest to jednak metoda stosunkowo nowa i stale

udoskonalana. Obecnie prowadzi si¢ wiele prac
zmierzajacych do zbadania jej efektywnosci
1 wlasciwosci statystycznych (Austerlitz et al.
2004, Dyer et al. 2004).

Zadna z oméwionych metod badania prze-
ptywu gendéw nie jest metodaq uniwersalna.
Kazda prezentuje unikalny zestaw wad i zalet.
Przyjmuje sig, ze jesli jest to tylko mozliwe,
metody posrednie oraz bezposrednie powinny
by¢ wykorzystywane jednoczesnie, poniewaz
charakteryzuja rézne aspekty przeplywu gendéw
(Raybould et al. 1987), a ich wnikliwa analiza
pozwala na dogl¢bne poznanie przeptywu genow
u roslin.

PODSUMOWANIE

Dyspersja pytku oraz nasion jest przedmio-
tem badan ekologdéw. Zagadnieniem rozprze-
strzeniania pytku zajmuje si¢ takze palinologia.
Literatura w tym zakresie jest niezwykle bogata
(Cain et al. 2000, Farmer 1997, Lanner 1998).
Informacje uzyskane droga bezposrednich
obserwacji dtugosci lotow pytku i nasion nie
sg jednak wystarczajace dla pelnego poznania
strategii reprodukcyjnych poszczegdlnych gatun-
kéw. Metody genetyczne umozliwiaja badanie
faktycznego przeptywu gendw zardwno poprzez
pytek (na etapie nasion zebranych z osobnikow
matecznych), jak i poprzez nasiona (na etapie
nasion po naturalnym wysiewie). Dodatkowym
atutem takich badan jest takze mozliwo$¢ bada-
nia intensywnosci przeptywu gendw w warun-
kach naturalnych, tzn. w drzewostanach, gdzie
zrédlem pytku i nasion moga byé teoretycznie
wszystkie zdolne do reprodukcji osobniki two-
rzace dang populacj¢. Badania dyspersji meto-
dami bezposrednimi czgsto ograniczaja si¢ do
okreslenia sredniej odlegtosci przebytej przez
pytek lub nasiona ze zrédta punktowego (np.
balonu lub wiezy), a znacznie rzadziej z izo-
lowanej populacji badz skraju lasu. Uzyskane
w ten sposob wyniki sg obarczone znacznym
btedem, poniewaz zakladaja, ze drzewostan jest
zbiorem zrodet punktowych, a dyspersja w takiej
populacji jest wynikiem prostego naktadania si¢
dyspersji z wielu drzew. Takie podejscie stanowi
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znaczne uproszczenie, bowiem catkowicie
ignoruje mozliwo$¢ zroznicowanego udziatu
poszczegdlnych osobnikow danej populacji
w procesach reprodukcyjnych. Z kolei wyniki
uzyskane w populacjach izolowanych i na skra-
jach lasu wydaja si¢ by¢ stuszne wylacznie dla
badanych uktadéw eksperymentalnych, w kto-
rych panuja specyficzne warunki klimatyczne,
w znacznym stopniu odbiegajace od tych, ktore
spotykamy w naturalnych zwartych drzewosta-
nach. Metody bezposrednie pomijaja mozliwosé
zmiennosci dyspersji genow w czasie lub tez
uzyskane wyniki podawane sa z zastrzezeniem,
ze odnosza si¢ do lat dobrego badz stabego uro-
dzaju. Wykorzystanie markerow genetycznych
pozwala badac nie tylko dyspersj¢ pytku i nasion,
ale takze identyfikowac¢ czynniki wptywajace na
meski oraz zenski sukces reprodukcyjny (Bur-
czyk et al. 2004, Burczyk et al. 1996, Dow,
Ashley 1996, Dow, Ashley 1998).

Pomimo duzego znaczenia teoretycznego
oraz praktycznego, wiedza na temat przeplywu
gendw w populacjach drzew lesnych jest w duzej
mierze ograniczona. Znaczna czgs¢ literatury
w tym zakresie dotyczy w zasadzie jedynie
fizycznej dyspersji pytku i nasion. Metody ge-
netyczne umozliwiaja poszerzenie naszej wiedzy
w tym zakresie. W ostatnim dziesigcioleciu ob-
serwuje si¢ bardzo intensywny rozwoj nowych
technik laboratoryjnych umozliwiajacych bada-
nie zmiennosci genetycznej na poziomie DNA
oraz rozwdj nowych metod statystycznych
(Austerlitz et al. 2004, Burczyk et al. 2002,
Burczyk, Chybicki 2004, Smouse et al. 2001).
W badaniach przeplywu genow najbardziej
przydatnymi markerami sg sekwencje mikro-
satelitarne DNA. W potaczeniu z mozliwoscia
badania u drzew trzech genoméw (jadrowego,
chloroplastowego oraz mitochondrialnego), ktore
czesto nawet w obrebie poszezegolnych gatun-
kéw charakteryzuja si¢ odmiennym sposobem
dziedziczenia, metody genetyczne daja zupetnie
nowe mozliwosci badawcze. Nalezy si¢ spodzie-
wac, ze w najblizszych latach narzedzia te beda
niezwykle intensywnie wykorzystywane w bada-
niach przeptywu gendéw wewnatrz- i pomigdzy
populacjami (Burczyk et al. 2004).
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