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Zastosowanie markerow genetycznych w identyfikacji gatunkowej modrzewia
europejskiego (Larix decidua Mill.) i japonskiego (Larix kaempferi Sorg.)

oraz ich mieszancow

Application of genetic markers in species identification of European and Japanese larch

and their hybrids

Abstract. The mitochondrial marker /73 occurring in the Japanese larch only and chloroplast marker //-Taq I exhibiting
different restriction pattern in relation to the species were used to identify European, and Japanese species of larch
(Larix decidua Mill. and Larix kaempferi Sorg. respectively) as well as their hybrids. Plant material of known origin
was obtained from nursery managed by INRA (Institute de la Recherche Agronomique): 10 individuals of L. decidua,
13 individuals of L. kaempferi and 10 hybrid of generation F1. Additionally 34 hybrid individual of generation F1/F2
were collected in the Direction Régionale de I’ Agriculture et de la Forét du Limousin. Applied markers enabled species
identification of all pure-bred individual, as well as 99% of hybrids of the generation F1.

Key words: Larix, hybrids, species-specific isoenzyme and markers.

1. Wstep

Do rodzaju modrzew nalezy 10-24 (wg réznych auto-
réow) gatunkow rosngcych na pétkuli potnocnej (Hrynkie-
wicz-Sudnik i in. 1999). Wedlug Bugaly (2000) istnieje
okoto 10 gatunkow i tyle samo mieszancow. Duza zmiennos¢
modrzewia powoduje od dawna liczne problemy taksono-
miczne, gdyz gatunki rodzaju Larix dos¢ tatwo si¢ krzyzuja
miedzy soba. W wielu przypadkach jedyna bariera dla
miedzygatunkowej hybrydyzacji jest izolacja geograficzna.
Istnieja doniesienia na temat powstania spontanicznych hy-
bryd, badz tez o udanym uzyskaniu mieszancow po sztucz-
nym zapyleniu migdzy réznymi gatunkami modrzewi. Przyj-
muje si¢ nawet, ze niektdre gatunki modrzewi moga byc¢
hybrydami powstatymi na styku zasi¢gu gatunkow rodziciel-
skich (Bobrov 1972). W taki wtasnie sposéb mogt powstac
modrzew polski, jako takson mieszancowy na granicy zasig-
gu modrzewia europejskiego i syberyjskiego (Bobrov 1972).
Z ekonomicznego punktu widzenia, najbardziej korzystnym
mieszancem w rodzaju Larix jest mieszaniec modrzewia
europejskiego i japonskiego (Paques 1989).

W Polsce wystepuje jeden rodzimy gatunek mo-
drzewia Larix decidua Mill., obejmujacy nastepujace
podgatunki: modrzew europejski (L. decidua sensu
stricto), w obrebie ktérego wydzielono osobno od-
miang z Sudetdéw [var. sudetica (Cies.) Domin.], oraz
modrzew polski [L. decidua subsp. polonica (Racib.)
Domin.]. Sposréd obeych gatunkow modrzewia naj-
czesciej spotykany w naszym kraju jest modrzew
japonski (Larix kaempferi Sorg.). W wyniku krzy-
zowania si¢ obu gatunkow (L. decidua i L. kaempferi)
powstaje mieszaniec, tzw. modrzew eurojaponski
(Larixxeurolepis Henry).

Ojczyzna modrzewia japonskiego (L. kaempferi
Sorg.) sa regiony gorskie wyspy Hondo. Gatunek ten
ma charakter drzewa pionierskiego, zwlaszcza na
obszarach z o duzej aktywnosci wulkanicznej
(Chylarecki 2000). Na teren Polski zostat
wprowadzony ze wzgledu na wytrzymatosé na niska
temperaturg, suszg, choroby (przede wszystkim na
raka modrzewiowego) oraz tatwos¢ przystosowania
si¢ do réznych gleb (Bialobok 1986). Jest on sto-
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sunkowo licznie reprezentowany w Polsce, przede
wszystkim w pdétnocno — zachodniej czesci kraju, na
terenach znajdujacych si¢ w I Krainie przyrodniczo-
lesnej (Baltyckiej), ale mozna go spotka¢ we wszystkich
czesciach kraju (Filipiak 1993). W okresie powojennym
L. kaempferi trafil do drzewostandw w naszym kraju za
sprawa zbioru jego nasion jako nasion modrzewia euro-
pejskiego. Drzewostany powstale w tym okresie po-
siadaja zazwyczaj w swoim sktadzie zarowno modrzew
europejski, jak i modrzew japonski, oraz znaczng liczbg
osobnikéw o cechach mieszanych. Mieszaniec wyka-
zuje cechy posrednie miedzy gatunkami rodzicielskimi,
skala zmiennosci jego cech morfologicznych naktada si¢
czesciowo na skalg zmiennosci gatunkdéw rodzicielskich
(Filipiak 1993), co utrudnia prawidtowe ustalenie przy-
naleznosci gatunkowe;.

Do rozrézniania podgatunkéw modrzewi najczesciej
stosowana jest ocena na podstawie budowy morfolo-
gicznej. Problem pojawia si¢, gdy na miejscu drzewo-
stanow ztozonych z modrzewia europejskiego lub mo-
drzewia japonskiego znajdujemy populacje mieszanca,
majace zazwyczaj cechy posrednie migdzy gatunkami
rodzicielskimi, np. ksztatt szyszek, grubos¢ ugatezienia
czy dynamike wzrostu (Chylarecki 2000). W naszym
kraju nalezy si¢ spodziewac istnienia licznych form mie-
szancowych modrzewia europejskiego i japonskiego ja-
ko nastgpstwo wprowadzania do upraw lesnych tego
ostatniego gatunku.

Ogromne trudnosci w ustaleniu przynaleznosci ga-
tunkowej nasion modrzewia wykorzystywanych do za-
ktadania upraw leSnych sprawiaja, iz czg¢sto uzywa si¢
nieswiadomie materialu sadzeniowego modrzewia ja-
ponskiego lub jego mieszancow.

W Lasach Panstwowych opracowano ,,Program och-
rony lesnych zasobow genowych i hodowli selekcyjnej
drzew lesnych w Polsce na lata 2011-2035”, w ktorym
przewiduje si¢ zatozenie bazy obiektéw zachowawczych
(WDN) dla 19 gatunkéw lasotworczych, w tym mo-
drzewia, z ktérych pozyskiwany begdzie materiat roz-
mnozeniowy, tak, aby byta zachowana wysoka rézno-
rodno$¢ genetyczna w odnawianych drzewostanach oraz
petna kontrola przed naplywem lesnego materiatu roz-
mnozeniowego obcego pochodzenia (Matras 2005).

Ostatnio opracowano skuteczne i szybkie metody
identyfikacji gatunkowej oparte na analizie struktury
DNA: jadrowego (DNA mikrosatelitarne) i organello-
wego (DNA chloroplastowe i mitochondrialne). Istnieje
kilka metod, w wigkszosci opartych na tancuchowej
reakcji polimerazy (PCR), umozliwiajacych identyfi-
kacj¢ gatunkowa, np: markery RAPD (Random Ampli-
fied Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism), AFLP (Amplifield Fragment

Lenght Polymorphism) oraz SSR (Simple Sequence
Repeats), czyli analiza sekwencji mikrosatelitarnych.

Do identyfikacji gatunkowej modrzewi (Larix de-
cidua i Larix kaempferi) oraz ich mieszancéw moga
zosta¢ uzyte m.in. markery RAPD (Arcade i in. 1996).
Analiza losowo amplikowanego polimorficznego DNA
(RAPD) jest metoda, ktéra umozliwia precyzyjng de-
tekcje polimorfizmu w genomie. Scheepers i in. (2000)
opisali zastosowanie markerow RAPD do przeprowa-
dzenia charakterystyki gatunkowej modrzewia europej-
skiego oraz japonskiego. Wada metody RAPD moze by¢
mala powtarzalno$¢, wynikajaca z wrazliwosci tej me-
tody na zmiany warunkow amplifikacji (Malewski
2005); w zwiazku z tym powtarzalno$¢ analiz RAPD
pomigdzy laboratoriami jest roznie oceniania. Jednak
fatwosc¢ techniki, wymagana mata ilos¢ DNA wyjscio-
wego oraz stosunkowo niski koszt sprawiaja, ze technika
ta jest stosowana w okresleniu przynaleznosci gatun-
kowej drzew lesnych.

Markery PCR - RFLP umozliwiaja takze identyfi-
kacje taksonomiczna, gdyz ukazuja one réznice w bu-
dowie DNA powstale na skutek punktowych mutacji.
Technika detekcji jest oparta na amplifikacji (powie-
leniu) w reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) spe-
cyficznych fragmentéw tancucha DNA, ktore nastgpnie
sg trawione enzymami restrykcyjnymi, rozdzielane na
zelu agarozowym i wizualizowane w $wietle UV (No-
wakowska 2006).

2. Material i metody

W celu dokonania identyfikacji gatunkowej modrze-
wia japonskiego i europejskiego oraz ich mieszancow
przeanalizowano w 2006 r. w Instytut National de la
Recherche Agronomique (INRA) we Francji probg skta-
dajaca si¢ z 67 osobnikéw. Material roslinny o znanym
pochodzeniu zostal pobrany ze szkétki prowadzonej
przez INRA: 10 osobnikdw L. decidua, 13 osobnikow L.
kaempferi oraz 10 mieszancow pokolenia F1, przy czym
osobniki mieszancowe F1/F2 zostaty zebrane w Direc-
tion Regionale de I’Agriculture et de la Forét du Li-
mousin (34 osobniki).

DNA wyizolowano przy uzyciu zestawu do eks-
trakcji DNA (DNeasy Plant Mini Kit-Qiagen). Wy-
dajnosé¢ ekstrakcji DNA zostata zbadana elektrofore-
tycznie w 1% zelu agarozowym, po barwieniu brom-
kiem etydyny oraz sprawdzona spektrofotometrycznie
za pomoca Nanodrop 3.1.0.

W dalszym etapic badan wykonano reakcj¢ tancu-
chowa polimerazy (PCR), z zastosowaniem markeréw
chloroplastowego i mitochondrialnego DNA. Dla kaz-
dego osobnika przygotowano 25 pl nastgpujacej mie-
szaniny reakcyjnej (dla markera chloroplastowego i mi-
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tochondrialnego): 20—40 ng DNA genomowego, bufor
reakcyjny, MgCl, (2 mM), dNTPs (0,3 mM), startery
(0,3 mM), polimeraze Taq (1,5 U)".

Amplifikacja zostala wykonana przy uzyciu termo-
cyklera MJ Research PTC — 100 i obejmowata 4 etapy
(1 etap: temp. 94°C przez 4 min., 2 etap: 3 cykle przy
temp. 94°C 1min. 30 s., 45 s. 55°C, 3 min. 30 s. przy
temp. 70°C, 3 etap: 30 cykli przy 92°C przez | min. 30s.,
45 s. przy temp. 55°C, 3 min. 30 s. przy temp. 70°C,
4 etap 10 min. przy temp. 72°C). Powielone fragmenty
DNA byly rozdzielane nastgpnie podczas elektroforezy
w 1,5 % zelu agarozowym i wizualizowane za pomoca
Swiatla UV.

W przypadku chloroplastowego markera 1l przepro-
wadzono dodatkowo trawienie enzymem restrykcyjnym
Taq I przez 4 godz. w temp. 65°C . Trawione fragmenty
DNA byly nastepnie rozdzielane podczas elektroforezy
w 1,5% zelu agarozowym i wizualizowane, po uprzed-
nim barwieniu bromkiem etydyny (0,5 mg/ml).

Dla kazdego osobnika wykonano po dwie reakcje
PCR, z mitochondrialnym i chloroplastowym markerem.

3. Wyniki i dyskusja

W pracy zastosowano markery opisane przez Acheré
iin. (2004), umozliwiajace identyfikacj¢ gatunkowa mo-
drzewia europejskiego i japonskiego oraz ich mieszan-
coéw: mitochondrialny marker /73, wystepujacy wyltacz-
nie w modrzewiu japonskim oraz chloroplastowy mar-
ker 11-Taq I, pokazujacy inny wzor restrykcyjny w za-
leznosci od gatunku.

Na podstawie otrzymanych wynikow dla badanych
prob modrzewia stwierdzono, ze markery f73 oraz 1l-
Taq I moga zosta¢ wykorzystane do identyfikacji takso-
nomicznej modrzewia japonskiego i europejskiego oraz
ich mieszancoéw. Marker /73 wystepuje jedynie w mo-
drzewiu japonskim. Dzigki niemu, na podstawie obec-
nosci lub braku prazka mozna dokona¢ identyfikacji ga-
tunkowej (ryc. 1). Marker 1I-Taq I rozroznit wszystkie
badane osobniki modrzewia europejskiego i modrzewia
japonskiego. Okazato si¢, ze fragment restrykcyjny 601
par zasad (pz) wystgpuje w modrzewiu japonskim, pod-
czas gdy fragment wielkosci 481 pz jest charaktery-
styczny dla modrzewia europejskiego (ryc. 2). Polimor-
fizm ten jest wynikiem pojedynczych nukleotydowych
substytucji w miejscu restrykcyjnym, rozpoznawanym
przez enzym restrykcyjny Taq I: TCGA w modrzewiu
europejskim i TCAA w modrzewiu japonskim.

U rodziny Pinaceae genom mitochondrialny jest dzie-
dziczony matecznie, podczas gdy chloroplastowy po

podano st¢zenia konicowe

Rycina 1. Obraz uzyskany po reakeji PCR z
mitochondrialnym markerem f'13; strzalka J wskazano
prazek obecny w modrzewiu japonskim, a strzalka E jego
brak w modrzewiu europejskim

Figure 1. Picture obtained after the PCR reaction

with mitochondrial marker f13; J indicates one band

in Japanese larch, while E indicates the lack of it in European
larch

Rycina 2. Obraz po reakcji PCR i trawieniu enzymem
restrykcyjnym chloroplastowego markera 1. Niebieska
strzalka wskazuje obraz charakterystyczny dla
modrzewia europejskiego, czerwona — obraz
charakterystyczny dla modrzewia japonskiego, a czarna
strzalka — obraz charakterystyczny dla mieszancow
miedzygatunkowych

Figure 2. Picture obtained after the PCR reaction

and restricted enzyme digestion of chloroplast marker 11.
Blue arrows point the picture characteristic for European
larch, red — for Japanese larch and black ones — for hybrids
of the two species

L. decidua

L. kampferi Hybrydy
I D N O . ——
I I

Rycina 3. Identyfikacja gatunkowa L. decidua i L.
kaempferi dokonana przez Bergmann i Ruetz (1987) przy
wykorzystaniu systemu enzymatycznego dehydrogenazy
szikimowej SKDH. Oba gatunki charakteryzuje
wystepowanie 2 réznych form alleli (prazkéw), podczas
gdy mieszance zawieraja 2 formy alleli jednoczesnie
Figure 3. Species identification of L. decidua and L. kaempferi
made by Bergmann and Ruetz (1987) with the use of shikim
dehydrogenase enzym system SKDH. Each species was
characterized by different forms of alleles, while the hybrids
showed both of them at the same time
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ojcu. W zwiazku z tym specyficzne markery DNA chlo-
roplastowego i mitochondrialnego sg idealnym narze-
dziem, umozliwiajacym identyfikacj¢ miedzygatunko-
wych mieszancéw oraz ich gatunkéw rodzicielskich.
Mieszance moga by¢ identyfikowane na podstawie obe-
cnosci mitochondrialnych sekwencji odziedziczonych z
jednego gatunku rodzicielskiego i chloroplastowych sek-
wencji, odziedziczonych z drugiego gatunku (Eriksson i
Ekberg 2001).

Dotychczasowa identyfikacja gatunkow modrzewia
oraz mieszancdw opierala si¢ przede wszystkim na ce-
chach morfologicznych lub analizie markeréw izoen-
zymowych, jednak w poréownaniu z innymi gatunkami
drzew iglastych ilos¢ dostepnych markerow izoenzy-
mowych dla modrzewia jest niewielka (Lewandowski
1994). Bergmann i Ruetz (1987) dokonali identyfikacji
gatunkowej L. decidua i L. kaempferi oraz ich mie-
szancOw przy wykorzystaniu systemu enzymatycznego
dehydrogenazy szikimowej (SKDH) (ryc. 3).

W 1991 r. Hécker i Bergmann wykorzystali do iden-
tyfikacji gatunkowej modrzewia europejskiego i japon-
skiego systemy enzymatyczne SKDH i NDH (dehy-
drogenaza). Dla modrzewia japonskiego zaobserwowali
oni tylko najszybciej migrujace allele: NDH-A2, SKDH-
A3, natomiast u modrzewia europejskiego w locus
SKDH zanotowali 3 allele, zas§ w locus NDH zaob-
serwowali 2 allele.

Dla modrzewi, w przeciwienstwie do innych ga-
tunkéw drzew iglastych, takich jak: sosna, jodla czy
swierk (dla ktorych sekwencje SSR sg szeroko dostep-
ne), niewielka jest liczba znanych sekwencji mikrosa-
telitarnych umozliwiajacych identyfikacje gatunkows.
Jak dotad, specyficzne gatunkowo markery mikrosa-
telitarne pozwolily na identyfikacj¢ gatunkowa modrze-
wia alpejskiego (L. lyallii Parl.) i modrzewia zachod-
niego (L. occidentalis Nutt.) (Khasa 2000), jednak nadal
brak markeréw umozliwiajacych identyfikacje takso-
nomiczna modrzewia japonskiego i europejskiego.

Problem rozpoznawania mieszancow ma duze zna-
czenie w lesnictwie, nalezy wigc rozwinaé oraz udo-
skonali¢ techniki wykorzystujace metody oparte na mar-
kerach genetycznych, jak np: wykorzystanie izoenzy-
mow, czy markerow DNA. Umozliwi to wyjasnienie
wielu nierozwigzanych kwestii z zakresu hodowli i ge-
netyki tych drzew, ktore sg konieczne dla prawidlowej
gospodarki lesnej. Identyfikacja na podstawie markerow
genetycznych jest jedna z najskuteczniejszych i naj-
szybszych metod ustalenia przynaleznosci gatunkowe;j
dla wielu innych gatunkéw drzew lesnych, takich jak:
topola, jesion i dab (Nowakowska 2006).

4. Whnioski

Uzyte markery w 100% potwierdzity przynaleznos¢
gatunkowa osobnikdw pochodzacych z czystych linii,

markery f13 i 11-Taq I pozwolity prawidtowo rozroznié
mieszance pokolenia F1 w 99%.

Markery polimorfizmu DNA umozliwiaja szybka i
pewna identyfikacj¢ taksonomiczna modrzewia euro-
pejskiego i japonskiego oraz ich mieszancéw. Zasto-
sowanie markeréw genetycznych DNA chloroplasto-
wego 1 mitochondrialnego stanowi jedna z najskutecz-
niejszych i najszybszych metod ustalenia przynalezno-
$ci gatunkowej modrzewia.

Okreslenie réznic migdzygatunkowych modrzewia na
poziomie struktury DNA moze pomoc w ustaleniu przy-
naleznosci taksonomicznej osobnikéw o nieokreslonej
czy niepewnej pozycji taksonomicznej, co moze byc
wykorzystane przy wyborze (weryfikacji) drzewosta-
néw wykorzystywanych jako baza nasienna. Identyfi-
kacja przy pomocy markeréw genetycznych moze by¢
wykonana niezaleznie od stadium rozwoju rosliny, co
nabiera duzego znaczenia praktycznego w szkolkach i
przy testowaniu czystosci gatunkowej nasion. Z uwagi
na doktadno$¢ i powtarzalnos¢ wynikéw markery te
stanowig alternatywe dla najczesciej jeszcze stosowa-
nych metod opartych na cechach morfologicznych.
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