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Zastosowanie markerów genetycznych w identyfikacji gatunkowej modrzewia

europejskiego (Larix decidua Mill.) i japoñskiego (Larix kaempferi Sorg.)

oraz ich mieszañców

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

and their hybrids

Abstract. The mitochondrial marker f13 occurring in the Japanese larch only and chloroplast marker ll-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 l’Agriculture et de la Forêt du Limousin. Applied markers enabled species

identification of all pure-bred individual, as well as 99% of hybrids of the generation F1.
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1. Wstêp

Do rodzaju modrzew nale¿y 10–24 (wg ró¿nych auto-

rów) gatunków rosn¹cych na pó³kuli pó³nocnej (Hrynkie-

wicz-Sudnik i in. 1999). Wed³ug Buga³y (2000) istnieje

oko³o 10 gatunków i tyle samo mieszañców. Du¿a zmiennoœæ

modrzewia powoduje od dawna liczne problemy taksono-

miczne, gdy¿ gatunki rodzaju Larix doœæ ³atwo siê krzy¿uj¹

miêdzy sob¹. W wielu przypadkach jedyn¹ barier¹ dla

miêdzygatunkowej hybrydyzacji jest izolacja geograficzna.

Istniej¹ doniesienia na temat powstania spontanicznych hy-

bryd, b¹dŸ te¿ o udanym uzyskaniu mieszañców po sztucz-

nym zapyleniu miêdzy ró¿nymi gatunkami modrzewi. Przyj-

muje siê nawet, ¿e niektóre gatunki modrzewi mog¹ byæ

hybrydami powsta³ymi na styku zasiêgu gatunków rodziciel-

skich (Bobrov 1972). W taki w³aœnie sposób móg³ powstaæ

modrzew polski, jako takson mieszañcowy na granicy zasiê-

gu modrzewia europejskiego i syberyjskiego (Bobrov 1972).

Z ekonomicznego punktu widzenia, najbardziej korzystnym

mieszañcem w rodzaju Larix jest mieszaniec modrzewia

europejskiego i japoñskiego (Pâques 1989).

W Polsce wystêpuje jeden rodzimy gatunek mo-

drzewia Larix decidua Mill., obejmuj¹cy nastêpuj¹ce

podgatunki: modrzew europejski (L. decidua sensu

stricto), w obrêbie którego wydzielono osobno od-

mianê z Sudetów [var. sudetica (Cies.) Domin.], oraz

modrzew polski [L. decidua subsp. polonica (Racib.)

Domin.]. Spoœród obcych gatunków modrzewia naj-

czêœciej spotykany w naszym kraju jest modrzew

japoñski (Larix kaempferi Sorg.). W wyniku krzy-

¿owania siê obu gatunków (L. decidua i L. kaempferi)

powstaje mieszaniec, tzw. modrzew eurojapoñski

(Larix×eurolepis Henry).

Ojczyzn¹ modrzewia japoñskiego (L. kaempferi

Sorg.) s¹ regiony górskie wyspy Hondo. Gatunek ten

ma charakter drzewa pionierskiego, zw³aszcza na

obszarach z o du¿ej aktywnoœci wulkanicznej

(Chylarecki 2000). Na teren Polski zosta³

wprowadzony ze wzglêdu na wytrzyma³oœæ na nisk¹

temperaturê, suszê, choroby (przede wszystkim na

raka modrzewiowego) oraz ³atwoœæ przystosowania

siê do ró¿nych gleb (Bia³obok 1986). Jest on sto-
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sunkowo licznie reprezentowany w Polsce, przede

wszystkim w pó³nocno – zachodniej czêœci kraju, na

terenach znajduj¹cych siê w I Krainie przyrodniczo-

leœnej (Ba³tyckiej), ale mo¿na go spotkaæ we wszystkich

czêœciach kraju (Filipiak 1993). W okresie powojennym

L. kaempferi trafi³ do drzewostanów w naszym kraju za

spraw¹ zbioru jego nasion jako nasion modrzewia euro-

pejskiego. Drzewostany powsta³e w tym okresie po-

siadaj¹ zazwyczaj w swoim sk³adzie zarówno modrzew

europejski, jak i modrzew japoñski, oraz znaczn¹ liczbê

osobników o cechach mieszanych. Mieszaniec wyka-

zuje cechy poœrednie miêdzy gatunkami rodzicielskimi,

skala zmiennoœci jego cech morfologicznych nak³ada siê

czêœciowo na skalê zmiennoœci gatunków rodzicielskich

(Filipiak 1993), co utrudnia prawid³owe ustalenie przy-

nale¿noœci gatunkowej.

Do rozró¿niania podgatunków modrzewi najczêœciej

stosowana jest ocena na podstawie budowy morfolo-

gicznej. Problem pojawia siê, gdy na miejscu drzewo-

stanów z³o¿onych z modrzewia europejskiego lub mo-

drzewia japoñskiego znajdujemy populacje mieszañca,

maj¹ce zazwyczaj cechy poœrednie miêdzy gatunkami

rodzicielskimi, np. kszta³t szyszek, gruboœæ uga³êzienia

czy dynamikê wzrostu (Chylarecki 2000). W naszym

kraju nale¿y siê spodziewaæ istnienia licznych form mie-

szañcowych modrzewia europejskiego i japoñskiego ja-

ko nastêpstwo wprowadzania do upraw leœnych tego

ostatniego gatunku.

Ogromne trudnoœci w ustaleniu przynale¿noœci ga-

tunkowej nasion modrzewia wykorzystywanych do za-

k³adania upraw leœnych sprawiaj¹, i¿ czêsto u¿ywa siê

nieœwiadomie materia³u sadzeniowego modrzewia ja-

poñskiego lub jego mieszañców.

W Lasach Pañstwowych opracowano „Program och-

rony leœnych zasobów genowych i hodowli selekcyjnej

drzew leœnych w Polsce na lata 2011–2035”, w którym

przewiduje siê za³o¿enie bazy obiektów zachowawczych

(WDN) dla 19 gatunków lasotwórczych, w tym mo-

drzewia, z których pozyskiwany bêdzie materia³ roz-

mno¿eniowy, tak, aby by³a zachowana wysoka ró¿no-

rodnoœæ genetyczna w odnawianych drzewostanach oraz

pe³na kontrola przed nap³ywem leœnego materia³u roz-

mno¿eniowego obcego pochodzenia (Matras 2005).

Ostatnio opracowano skuteczne i szybkie metody

identyfikacji gatunkowej oparte na analizie struktury

DNA: j¹drowego (DNA mikrosatelitarne) i organello-

wego (DNA chloroplastowe i mitochondrialne). Istnieje

kilka metod, w wiêkszoœci opartych na ³añcuchowej

reakcji polimerazy (PCR), umo¿liwiaj¹cych identyfi-

kacjê gatunkow¹, 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 mieszañców mog¹

zostaæ u¿yte m.in. markery RAPD (Arcade i in. 1996).

Analiza losowo amplikowanego polimorficznego DNA

(RAPD) jest metod¹, która umo¿liwia precyzyjn¹ de-

tekcjê polimorfizmu w genomie. Scheepers i in. (2000)

opisali zastosowanie markerów RAPD do przeprowa-

dzenia charakterystyki gatunkowej modrzewia europej-

skiego oraz japoñskiego. Wad¹ metody RAPD mo¿e byæ

ma³a powtarzalnoœæ, wynikaj¹ca z wra¿liwoœci tej me-

tody na zmiany warunków amplifikacji (Malewski

2005); w zwi¹zku z tym powtarzalnoœæ analiz RAPD

pomiêdzy laboratoriami jest ró¿nie oceniania. Jednak

³atwoœæ techniki, wymagana ma³a iloœæ DNA wyjœcio-

wego oraz stosunkowo niski koszt sprawiaj¹, ¿e technika

ta jest stosowana w okreœleniu przynale¿noœci gatun-

kowej drzew leœnych.

Markery PCR - RFLP umo¿liwiaj¹ tak¿e identyfi-

kacjê taksonomiczn¹, gdy¿ ukazuj¹ one ró¿nice w bu-

dowie DNA powsta³e na skutek punktowych mutacji.

Technika detekcji jest oparta na amplifikacji (powie-

leniu) w reakcji ³añcuchowej polimerazy (PCR) spe-

cyficznych fragmentów ³añcucha DNA, które nastêpnie

s¹ trawione enzymami restrykcyjnymi, rozdzielane na

¿elu agarozowym i wizualizowane w œwietle UV (No-

wakowska 2006).

2. Materia³ i metody

W celu dokonania identyfikacji gatunkowej modrze-

wia japoñskiego i europejskiego oraz ich mieszañców

przeanalizowano w 2006 r. w Instytut National de la

Recherche Agronomique (INRA) we Francji próbê sk³a-

daj¹c¹ siê z 67 osobników. Materia³ roœlinny o znanym

pochodzeniu zosta³ pobrany ze szkó³ki prowadzonej

przez INRA: 10 osobników L. decidua, 13 osobników L.

kaempferi oraz 10 mieszañców pokolenia F1, przy czym

osobniki mieszañcowe F1/F2 zosta³y zebrane w Direc-

tion Regionale de l’Agriculture et de la Forêt du Li-

mousin (34 osobniki).

DNA wyizolowano przy u¿yciu zestawu do eks-

trakcji DNA (DNeasy Plant Mini Kit–Qiagen). Wy-

dajnoœæ ekstrakcji DNA zosta³a zbadana elektrofore-

tycznie w 1% ¿elu agarozowym, po barwieniu brom-

kiem etydyny oraz sprawdzona spektrofotometrycznie

za pomoc¹ Nanodrop 3.1.0.

W dalszym etapie badañ wykonano reakcjê ³añcu-

chow¹ polimerazy (PCR), z zastosowaniem markerów

chloroplastowego i mitochondrialnego DNA. Dla ka¿-

dego osobnika przygotowano 25 μl nastêpuj¹cej mie-

szaniny reakcyjnej (dla markera chloroplastowego i mi-
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tochondrialnego): 20–40 ng DNA genomowego, bufor

reakcyjny, MgCl2 (2 mM), dNTPs (0,3 mM), startery

(0,3 mM), polimerazê Taq (1,5 U)*.

Amplifikacja zosta³a wykonana przy u¿yciu termo-

cyklera MJ Research PTC – 100 i obejmowa³a 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 1 min. 30 s.,

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 by³y rozdzielane nastêpnie podczas elektroforezy

w 1,5 % ¿elu agarozowym i wizualizowane za pomoc¹

œwiat³a UV.

W przypadku chloroplastowego markera ll przepro-

wadzono dodatkowo trawienie enzymem restrykcyjnym

Taq I przez 4 godz. w temp. 65°C . Trawione fragmenty

DNA by³y nastêpnie rozdzielane podczas elektroforezy

w 1,5% ¿elu agarozowym i wizualizowane, po uprzed-

nim barwieniu bromkiem etydyny (0,5 mg/ml).

Dla ka¿dego osobnika wykonano po dwie reakcje

PCR, z mitochondrialnym i chloroplastowym markerem.

3. Wyniki i dyskusja

W pracy zastosowano markery opisane przez Acheré

i in. (2004), umo¿liwiaj¹ce identyfikacjê gatunkow¹ mo-

drzewia europejskiego i japoñskiego oraz ich mieszañ-

ców: mitochondrialny marker f13, wystêpuj¹cy wy³¹cz-

nie w modrzewiu japoñskim oraz chloroplastowy mar-

ker ll-Taq I, pokazuj¹cy inny wzór restrykcyjny w za-

le¿noœci od gatunku.

Na podstawie otrzymanych wyników dla badanych

prób modrzewia stwierdzono, ¿e markery f13 oraz ll-

Taq I mog¹ zostaæ wykorzystane do identyfikacji takso-

nomicznej modrzewia japoñskiego i europejskiego oraz

ich mieszañców. Marker f13 wystêpuje jedynie w mo-

drzewiu japoñskim. Dziêki niemu, na podstawie obec-

noœci lub braku pr¹¿ka mo¿na dokonaæ identyfikacji ga-

tunkowej (ryc. 1). Marker ll-Taq I rozró¿ni³ wszystkie

badane osobniki modrzewia europejskiego i modrzewia

japoñskiego. Okaza³o siê, ¿e fragment restrykcyjny 601

par zasad (pz) wystêpuje w modrzewiu japoñskim, pod-

czas gdy fragment wielkoœci 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 japoñskim.

U rodziny Pinaceae genom mitochondrialny jest dzie-

dziczony matecznie, podczas gdy chloroplastowy po
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Rycina 1. Obraz uzyskany po reakcji PCR z

mitochondrialnym markerem f 13; strza³k¹ J wskazano

pr¹¿ek obecny w modrzewiu japoñskim, a strza³k¹ 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 ll. Niebieska

strza³ka wskazuje obraz charakterystyczny dla

modrzewia europejskiego, czerwona – obraz

charakterystyczny dla modrzewia japoñskiego, a czarna

strza³ka – obraz charakterystyczny dla mieszañców

miêdzygatunkowych

Figure 2. Picture obtained after the PCR reaction

and restricted enzyme digestion of chloroplast marker ll.

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

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

wystêpowanie 2 ró¿nych form alleli (pr¹¿ków), podczas

gdy mieszañce zawieraj¹ 2 formy alleli jednoczeœnie

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

* podano stê¿enia koñcowe



ojcu. W zwi¹zku z tym specyficzne markery DNA chlo-

roplastowego i mitochondrialnego s¹ idealnym narzê-

dziem, umo¿liwiaj¹cym identyfikacjê miêdzygatunko-

wych mieszañców oraz ich gatunków rodzicielskich.

Mieszañce mog¹ byæ identyfikowane na podstawie obe-

cnoœci mitochondrialnych sekwencji odziedziczonych z

jednego gatunku rodzicielskiego i chloroplastowych sek-

wencji, odziedziczonych z drugiego gatunku (Eriksson i

Ekberg 2001).
Dotychczasowa identyfikacja gatunków modrzewia

oraz mieszañców opiera³a siê przede wszystkim na ce-
chach morfologicznych lub analizie markerów izoen-
zymowych, jednak w porównaniu z innymi gatunkami
drzew iglastych iloœæ dostêpnych markerów izoenzy-
mowych dla modrzewia jest niewielka (Lewandowski
1994). Bergmann i Ruetz (1987) dokonali identyfikacji
gatunkowej L. decidua i L. kaempferi oraz ich mie-
szañców przy wykorzystaniu systemu enzymatycznego
dehydrogenazy szikimowej (SKDH) (ryc. 3).

W 1991 r. Häcker i Bergmann wykorzystali do iden-

tyfikacji gatunkowej modrzewia europejskiego i japoñ-

skiego systemy enzymatyczne SKDH i NDH (dehy-

drogenaza). Dla modrzewia japoñskiego zaobserwowali

oni tylko najszybciej migruj¹ce allele: NDH-A2, SKDH-

A3, natomiast u modrzewia europejskiego w locus

SKDH zanotowali 3 allele, zaœ w locus NDH zaob-

serwowali 2 allele.

Dla modrzewi, w przeciwieñstwie do innych ga-

tunków drzew iglastych, takich jak: sosna, jod³a czy

œwierk (dla których sekwencje SSR s¹ szeroko dostêp-

ne), niewielka jest liczba znanych sekwencji mikrosa-

telitarnych umo¿liwiaj¹cych identyfikacjê gatunkow¹.

Jak dot¹d, specyficzne gatunkowo markery mikrosa-

telitarne pozwoli³y na identyfikacjê gatunkow¹ modrze-

wia alpejskiego (L. lyallii Parl.) i modrzewia zachod-

niego (L. occidentalis Nutt.) (Khasa 2000), jednak nadal

brak markerów umo¿liwiaj¹cych identyfikacjê takso-

nomiczn¹ modrzewia japoñskiego i europejskiego.

Problem rozpoznawania mieszañców ma du¿e zna-

czenie w leœnictwie, nale¿y wiêc rozwin¹æ oraz udo-

skonaliæ techniki wykorzystuj¹ce metody oparte na mar-

kerach genetycznych, jak np: wykorzystanie izoenzy-

mów, czy markerów DNA. Umo¿liwi to wyjaœnienie

wielu nierozwi¹zanych kwestii z zakresu hodowli i ge-

netyki tych drzew, które s¹ konieczne dla prawid³owej

gospodarki leœnej. Identyfikacja na podstawie markerów

genetycznych jest jedn¹ z najskuteczniejszych i naj-

szybszych metod ustalenia przynale¿noœci gatunkowej

dla wielu innych gatunków drzew leœnych, takich jak:

topola, jesion i d¹b (Nowakowska 2006).

4. Wnioski

U¿yte markery w 100% potwierdzi³y przynale¿noœæ

gatunkow¹ osobników pochodz¹cych z czystych linii,

markery f13 i ll-Taq I pozwoli³y prawid³owo rozró¿niæ

mieszañce pokolenia F1 w 99%.

Markery polimorfizmu DNA umo¿liwiaj¹ szybk¹ i

pewn¹ identyfikacjê taksonomiczn¹ modrzewia euro-

pejskiego i japoñskiego oraz ich mieszañców. Zasto-

sowanie markerów genetycznych DNA chloroplasto-

wego i mitochondrialnego stanowi jedn¹ z najskutecz-

niejszych i najszybszych metod ustalenia przynale¿no-

œci gatunkowej modrzewia.

Okreœlenie ró¿nic miêdzygatunkowych modrzewia na

poziomie struktury DNA mo¿e pomóc w ustaleniu przy-

nale¿noœci taksonomicznej osobników o nieokreœlonej

czy niepewnej pozycji taksonomicznej, co mo¿e byæ

wykorzystane przy wyborze (weryfikacji) drzewosta-

nów wykorzystywanych jako baza nasienna. Identyfi-

kacja przy pomocy markerów genetycznych mo¿e byæ

wykonana niezale¿nie od stadium rozwoju roœliny, co

nabiera du¿ego znaczenia praktycznego w szkó³kach i

przy testowaniu czystoœci gatunkowej nasion. Z uwagi

na dok³adnoœæ i powtarzalnoœæ wyników markery te

stanowi¹ alternatywê dla najczêœciej jeszcze stosowa-

nych metod opartych na cechach morfologicznych.
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