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/miennosc genetyczna

* W naturalnych zbiorowiskach, zréznicowanie genetyczne
jest wynikiem doboru naturalnego i historii
demograficznej populacji, a wysoki stopien zmiennosci
genetycznej umozliwia adaptacje do zmieniajgcych sie
warunkow srodowiska.

* Poziom i rozktad zmiennosci genetycznej w obrebie
gatunku na obszarze naturalnego zasiegu wystepowania
sg uksztattowane poprzez interakcje wielu czynnikow
mikroewolucyjnych.

* Wiedza na temat zmiennosci genetycznej moze byc
wykorzystana w programach ochrony zasobow genowych
oraz hodowli selekcyjnej drzew lesnych.



Jesion wyniosty (Fraxinus excelsior L.)
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Jesion wyniosty (Fraxinus excelsior L.)

* Rozpoznanie zmiennosci genetycznej jesionu
w Polsce ma fundamentalne znaczenie
w kontekscie porazenia populacji jesionu
patogenem Hymenoscyphus fraxineus.



v Niewielki poziom zmiennosci genetycznej
v" Duze zréznicowanie genetyczne miedzy populacjami — G¢;=0,89
v 5 gtéwnych haplotypow pokrywa sie z istnieniem
4-5 domniemanych refugiow glacjalnych
v Znaczna jednorodnos$¢ genetyczna populacji
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Zmiennosc¢ cpDNA na terenie
Czech i Stowacji

e Zidentyfikowano granice
migdzy dwoma liniami
migracyjnymi, ktore
odpowiadajg roznym
refugiom

* Rzadkie haplotypy spotykane
sg tylko na granicy styku
pomiedzy dwoma pulami
genowymi

* Sugeruje to wystepowanie
dwoch subpopulacji w Polsce
(brak danych)

Gomory et al. 2012 Silvae Genetica



Zmiennos¢ genomu jgdrowego
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Fig. 2. Proportions of ancestry of each population in each of six gene pools defined with the model-based clustering method fron
Pritchard et al. (2000).
Heuertz et al. 2004 Evolution



Zmiennos¢ genomu jgdrowego
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Fig. 1. Geographical distribution of the demes obtained with the Bayesian Analysis of Populaton Structure (BAPS) (Corander et a
2003).

Heuertz et al. 2004 Evolution



Zmiennos¢ genomu jadrowego

" Jednorodnos¢ puli genowej w pasie od Wysp Brytyjskich
po Litwe (duze bogactwo alleliczne i réznorodnos¢
genetyczna).

" Duze zréznicowanie genetyczne miedzy populacjami w
Szwecji (??) oraz Europie Pd-Wschodniej (mate bogactwo
alleliczne i roznorodnosc genetyczna).

" Jednorodnosc¢ puli genowej na terenach
rekolonizowanych moze by¢ wynikiem efektywnego
przeptywu genow.



Zmiennos¢ genomu jadrowego
jesionu wyniostego w Europie

In(d)

Korelacja miedzy dystansem genetycznym
i geograficznym miedzy populacjami z
zachodniej i centralnej Europy.

Istotna statystycznie korelacja miedzy
dystansem genetycznym i geograficznym

a) odzwierciedla historie polodowcowej
migracji jesionu

b) Swiadczy o niewielkim biezgcym
przeptywie gendw w skali zasiegu
naturalnego wystepowania gatunku
(Europa)

Heuertz et al. 2004 Evolution



Zmiennos¢ nDNA na terenie
Czech i Stowacji
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Gomory et al. 2012 Silvae Genetica



Zmiennosc genetyczna jesionu w Polsce

* Wysoki poziom zmiennosci
(H,=0.222)

* Wysoki poziom
zroznicowania miedzy
populacjami (G,=0.198)

Elblag

Zloty Potok

Szczecinek

Choszczno

Bartoszyce

Nowakowska et al. 2004 Baltic Forestry



1)
2)
3)

4)
5)

Cele badan

Ocena zmiennosci genetycznej jesionu
wyniostego w Polsce.

Ocena zroznicowania genetycznego miedzy
populacjami.

Ocena zmiennosci genetycznej i jej rozktad
przestrzenny w ramach populacji.

Ocena efektywnej wielkosci populac;ji.

Porownanie poziomu zmiennosci genetycznej
osobnikow zdrowych i porazonych.



1)

2)
3)
4)

5)

Hipotezy badawcze

Zmiennosc genetyczna w Polsce jest porownywalna
ze zmiennoscig innych meta-populacji Europy
Srodkowe;j.

Zroznicowanie genetyczne miedzy populacjami jest
niewielkie.

Rozktad przestrzenny zmiennosci genetycznej w
ramach populacji ma charakter losowy (H:=0).

Efektywna wielkos¢ populacji jest znaczna
i porownywalna miedzy roznymi populacjami.

Zmiennosc genetyczna osobnikow zdrowych
i porazonych jest podobna.



Materiaty i metody

100 0 100 200 km

Materiaty:

* Materiat roslinny w postaci lisci zebrano
od 771 drzew z 16 populacji
zlokalizowanych na obszarach NATURA
2000 w Polsce

* Okreslono wspétrzedne geograficzne
wszystkich osobnikow

Metody:

* Do badan wykorzystano 10
mikrosatelitarnych markerdw jgdrowych i
5 mikrosatelitarnych markeréw
chloroplastowych

* Biorgc pod uwage niezaleznos$¢
dziedziczenia mikrosatelitarnych
markeréw jadrowych, uzyskano 7 710
punkow danych do dalszych analiz




Efektywnosc¢ procedury okreslania genotypow

Marker

nSSR
FE4
FE8
FE11
FE12
FE16
FE19
ASH7867
ASH53476
3,15
M2,30
CpSSR
Ccmp2
Ccmp5
Ccmpb6
Ccmp10
Ukk2

Brak
danych

38
13
18

65
72

w W w w w

Liczba
genotypow

152
177
144
256
27
222
33
41
174
381

= NN W W

Liczba

oznaczonych

osobnikow

766 (99,35)
733 (95,07)
758 (98,31)
753 (97,66)
762 (98,83)
765 (99,22)
766 (99,35)
706 (91,57)
699 (90,66)
758 (98,31)

768 (99,61)
768 (99,61)
768 (99,61)
768 (99,61)
768 (99,61)

Genom jadrowy:

* Wszystkie loci sg polimorficzne

* Liczba okreslonych genotypow
wyniosta od 27 (FE16) do 381
(M2.30)

e Skutecznos$¢ procedury
genotypowania miescita sie w
zakresie od 90,66% dla locus 3.15 do
99,35% dla locus FE4 i ASH7867

Genom chloroplastowy:

* Loci Ccmp2 i Ukk2 sg
monomorficzne

e Skutecznos$¢ procedury
genotypowania wyniosta 99,61%



Zmiennosc¢ genetyczna jesionu na podstawie
markerow genomu chloroplastowego

Locus A AR

Ccmpl0 2 1,67
Ccmp5 3 1,61
Ccmpb 3 1,74

Srednia 2,67 1,67

SE 0,33 0,04

Analizy polimorficznych markerow mikrosatelitarnych

Hs

0,157
0,149
0,179

0,162
0,009

Ht

0,459
0,418
0,468

0,448
0,015

Gst

0,657
0,643
0,618

0,639
0,011

(1-Gst)
*100%

32,9
34,2
36,7
34,6
1,12

genomu chloroplastowego wykazaty obecnos¢ od 2 do 3
alleli w locus, ktérych wzajemna kombinacja data 6 réznych

haplotypéw cpDNA.

Najnizsze zréznicowanie wykazat locus Ccmp6, najwyzsze —
locus Ccmp10. Zatem srednio jedynie ok. 34,6% catkowitej
zmiennosci znajduje sie w pojedynczej populacji.

Parametry:

A — liczba alleli,

AR — bogactwo alleliczne,

Hs — réznorodnos$¢ genetyczna
wewnatrz populacji,

Ht — réznorodnos¢ genetyczna
metapopulacji,

Gst — zrdéznicowanie
genetyczne miedzy
populacjami,

(1-Gst)*100% - procentowy
udziat catkowitej zmiennosci
metapopulacji w pojedynczej
populacji



Population
Browsk
Gotdap

Jamy
Lubsko
Niepotomice
Pinczéw
Ptock
Ptonsk
Pniewy
Przytok
Spychowo
Strzyzow
Sulecin
Tomaszow
Wejherowo
Wista
Srednia

/miennos¢ genetyczna genomu
chloroplastowego

A
4
2
2
1
2
2
2
4
P
3
1
3
2
3
3
1
3

2,31

Ae
2,66
1,30
1,16
1,00
1,37
1,92
1,22
2,14
1,04
1,23
1,00
1,13
1,85
1,65
1,18
1,00
1,43

He
0,637
0,239
0,139
0,000
0,274
0,490
0,184
0,544
0,040
0,189
0,000
0,117
0,470
0,401
0,156
0,000
0,243

* W pojedynczych populacjach liczba haplotypow
miescifa sie w zakresie od 1 (Lubsko, Spychowo,
Wista) do 4 (Browsk, Plonsk), ze srednig 2,31.

* Zkolei pod wzgledem efektywnej liczby
haplotypow, najwyzszy poziom zmiennosci coDNA
wykazata populacja Browsk (Ae=2,66).

* Roznorodnosc genetyczna miescita sie w zakresie
od 0 do 0,637.

Parametry:

A —liczba haplotypodw,

Ae — efektywna liczba haplotypdw,
He — réznorodnos¢ genetyczna



Rozmieszczenie geograficzne haplotypdw cpDNA
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/wigzek miedzy dystansem genetycznym
a odlegtosciag geograficzng miedzy populacjami

Genom chloroplastowy

Fst/(1-Fst)
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r=0,221; p=0,029



Struktura genetyczna jesionu na podstawie cpDNA

100 0 100 200 km

Zidentyfikowano 2 pule genowe,
z ktorych pierwsza zlokalizowana
jest gtownie w potudniowo-
zachodniej Polsce i
prawdopodobnie nalezy do
refugium alpejskiego. Natomiast,
Plonsk druga pula genowa obejmuje
obszar wschodniej Polski i
wywodzi sie z ewolucyjnej linii
batkanskiej.

Legenda




Zmiennos¢ genomu chloroplastowego
jesionu wyniostego w Europi

—
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Zmiennos$¢ genetyczna jesionu na
podstawie markerdw genomu jagdrowego

Locus A Ae AR HO He FiS NUII HW Parametry:

FE4 15 587 12,52 0,515 0,814 0,366 0,154 *** A- srednia liczba alleli,

o Ae- efektywna liczba alleli,
FE8 16 9,16 14,54 0,484 0,897 0,455 0,233 AR- bogactwo alleliczne,

FE11 13 6,72 11,55 0,803 0,842 0,021 0,007 ns Ho- heterozygotycznosc

FE12 19 10,30 16,11 0,728 0,891 0,224 0,076 *** obserwowana, 5
He- heterozygotyczno$é

FE16 5 2,26 4,44 0,223 0,548 0,534 0,204 *** oczekiwana,

FE19 18 9,75 14,83 0,737 0,881 0,143 0,065 ns Fis- wspdtczynnik wsobnosci,
Null- czestosc alleli null,
aSH3 6 283 569 0,583 0649 0,041 0026 ns H-W- réwnowaga Hardy'ego-

aSH 53 6 160 530 0,149 0,404 0,552 0,258 ***  Weinberga: (ns):nie istotna
tatyst i (p>0.05); (***):
315 18 815 1542 0,375 0,852 0,566 0,319 **+  Statystyezni (p>0.05); (**%)
istotne dla p<0.001.
M2_30 24 14,94 19,85 0,782 0,920 0,239 0,060 ***  SE- biad standardowy.
Ogétem 14 7,16 12,03 0,538 0,769 0,304 0,140

SE 2,03 1,32 1,66 007 0,06 0,07 0,03



Zmiennos¢ genetyczna wewnatrz populac

Populacja A
Browsk 12,7
Gotdap 137

Jamy 15,0
Lubsko 18,8
Niepotomice 14,4
Pinczow 11,6
Ptock 19,0
Ptorisk 16,1
Pniewy 188
Przytok 18,1

Spychowo 11,7

Strzyzow 17,9
Sulecin 14,4

Tomaszow 15,1

Wejherowo 14,4
Wista 12,2
Srednia 14,1

A —srednia liczba alleli, Ae — efektywna liczba alleli, AR —bogactwo

Ae
3,616

4,479
4,162
4,997
5,059
3,723
6,006
4,994
4,770
5,310
4,350
3,848
3,654
4,063
3,791
3,569

7,15

Ho
0,519

0,545
0,538
0,566
0,513
0,610
0,634
0,605
0,592
0,519
0,589
0,531
0,489
0,496
0,483
0,501

0,537

He
0,723

0,777
0,760
0,800
0,802
0,731
0,834
0,800
0,790
0,812
0,770
0,740
0,726
0,754
0,729
0,720

0,761

Fis
0,311
0,339
0,285
0,308
0,390
0,195
0,259
0,249
0,302
0,413
0,266
0,316
0,383
0,365
0,349
0,373
0,319

alleliczne, Ho — heterozygotycznos¢ obserwowana, He —

heterozygotycznos¢ oczekiwana, Fis —wspotczynnik wsobnosci.

e Ogdtem we wszystkich 10 loci

genomu jgdrowego
stwierdzono 315 alleli
(Srednio 31,5/locus).
Najwyzszy poziom
polimorfizmu stwierdzono w
populacji Ptock (190 alleli)
oraz Lubsko, Pniewy (188
alleli).

Najnizszym poziomem
polimorfizmu
charakteryzowata sie
populacja Spychowo (117
alleli) oraz Pinczéw (116
alleli).



Wsobnosé
(z uwzglednieniem alleli null)

Populacja F HPDI(95%) HPDh(95%)
Browsk 0,0277 0 0,0783
Gotdap 0,1239 0 0,2268

Jamy 0,1039 0 0,2163
Lubsko 0,0606 0 0,1492
Niepotomice 0,0614 0 0,1586
Pinczéw 0,0361 0 0,0759
Ptock 0,0517 0,0221 0,1195
Ptonsk 0,0162 0 0,0525
Pniewy 0,0585 0 0,1266
Przytok 0,1025 0,028 0,1954

Spychowo 0,0416 0,0143 0,082

Strzyzow 0,0762 0 0,1732
Sulecin 0,0731 0 0,1908

Tomaszow 0,0579 0,0269 0,0905

Wejherowo 0,0561 0 0,1621
Wista 0,0481 0 0,1215

Razem 0,0384 0,0229 0,0572



Rdznice w poziomie zmiennosci genetyczne;

miedzy populacjami

Liczba alleli

Niepoto

Chi%= 26,38, df=15, p-wartos¢= 0,0342

s Ci

e CN[0.05%]
e CN[0.5%]
e CN[2.5% |
e CN[97.5%]
e CN[99.5%]
e CN[99.95%)]



Efektywna liczba alleli

6
4
G
5 e C1[0.05%]
e CN[0.5%]
0 - ——Cn[2.5%]
S 2 532522 €% 2
o «c © » © 'z e CN[97.5%
g S EE2EEES B B
2 1O 52— @ o5 ——Cn[99.5%]
S ——(Cn[99.95%]
4
6

Chi%= 21,06, df=15, p-wartos¢ = 0,1348



Heterozygotycznosc oczekiwana

s Ci
= CN[0.05%]

e CN[0.5%)]
e CN [2.5%]
e CN[97.5%]

e CN[99.5%]
e CN[99.95%)

Chi%= 26,07, df=15, p-wartos¢= 0,0373



/wigzek miedzy dystansem genetycznym
a odlegtosciag geograficzng miedzy populacjami

Genom jagdrowy

Fst/(1-Fst)
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Struktura genetyczna jesionu wyniostego
na podstawie nDNA (STRUCTURE)

12

Legenda Delta K jako funkcja liczby

M1 klastrow (K)
B«



Logit(K1)

2,5

1,5

0,5

-0,5

-1,5

Geograficzne zrdznicowanie miedzy metapopulacjami

14

y=-0,2731x + 6,1943

2,5 y =-0,0638x + 4,1986
R2=0,4269 R2 =0,0065
2
1,5
1
< 05
=
¥ 0
)
16 18 20 22 24 26 05 49 50 51 52 53 54 55
-1
-1,5

Dtugo$é geograficzna Szerokosc¢ geograficzna

Dtugosc geograficzna Szerokos¢ geograficzna
Korelacja p-wartosé Korelacja p-wartosé

Logit (K1) -0.62 0,03 -0.19 0.49



Efektywna wielkos¢ populac

r?f

LDNe CiI2.5
Sample

Populacja r?

Browsk  0,0404 0,0232 17,1 15,0
Gotdap  0,0452 0,0381 41,8 31,3
Jamy 0,0313 0,0278 92,9 66,0

Lubsko  0,0227 0,0218 356,1 187,8

Niepotomice 0,0252 0,0222 106,4 79,1
Pinczow  0,0287 0,0217 45,6 37,2

Ptock 0,0247 0,0229 182,6 121,3

Ptonsk  0,0262 0,0221 786 62,0
Pniewy 0,0265 0,0238 121,6 88,7
Przytok  0,0255 0,0230 129,5 924
Spychowo 0,0363 0,0222 21,4 18,7

Strzyzéw 0,0233 0,0231 2634,6 319,6

Sulecin  0,0316 0,0224 34 29,1
Tomaszow 0,0310 0,0241 46,5 38,4
Wejherowo 0,0251 0,0228 146,1 94,4

Wista 0,0311 0,0227 37,3 30,8

Srednia  0,0297 0,0239 255,8 82,0

Cl97.5

19,5
60,0
148,6
2240,8
156,7
57,3
346,7
104,7
186,2
207,0
24,7
oo
40,2
57,8
293,7
46,1
266

Efektywna wielko$¢ populacji (LDNe)
miescita sie w zakresie od 17,1
(Browsk) do 2634,6 (Strzyzéw), ze
Srednig rowng 266,

r2 — wartoéé érednia

nierdwnowagi sprzezen,
r?|Prébka warto$¢ $rednia
nierdwnowagi sprzezen
wynikajgca z wielkosci probki,
LDNe — efektywna wielkos¢
populacji,

CI2.5i CI97.5 — granice 95%
przedziatu ufnosci dla LDNe.
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Efektywna wielkos¢ populacji
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Przestrzenna struktura genetyczna
w ramach populacji
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Populacja

Gotdap
Jamy
Lubsko
Niepotomice
Pinczow
Ptock
Ptonsk
Pniewy
Przytok
Spychowo
Strzyzow
Sulecin
Tomaszéw
Wejherowo
Wista

Srednia

blog

-0,013 (0,004)
-0,015 (0,005)
-0,007 (0,003)
-0,002 (0,002)

Przestrzenna struktura genetyczna

w ramach populacji

fl1)

0,040 (0,016
0,016 (0,011
0,016 (0,011

)
)
)
0,003 (0,008)

0,0003 (0,005) -0,010 (0,009)
-0,007 (0,002) 0,0168 (0,009)

-0,010 (0,003)
-0,007 (0,001)
-0,005 (0,003)
-0,010 (0,004)
-0,006 (0,003)
-0,013 (0,004)
-0,017 (0,004)
-0,001 (0,000)
-0,007 (0,003)

-0,008 (0,001)

0,030 (0,011)
0,023 (0,006)
0,009 (0,011)
0,021 (0,013)
0,016 (0,008)
0,035 (0,012)
0,024 (0,105)
0,017 (0,005)
0,014 (0,007)

0,018 (0,003)

Sp

0,013
0,015
0,007
0,002
0,000
0,007
0,010
0,007
0,005
0,010
0,006
0,014
0,017

0,001

0,007
0,008

(0,001)

Nb

75,2
64,9
135,4
578,5
+ oo
148,9
96,7
146,1
185,2
99,4
159,7
72,4
58,36
787,4
139,9

212,17

Parametry:

b — wspotczynnik nachylenia funkgji
regresiji,

f(1) — srednie pokrewienstwo miedzy
najblizszymi sgsiadami,

Sp — indeks Vekemansa-Hardy’ego,
Nb — efektywna wielkos¢ sgsiedztwa
Wrighta



Rdznice w poziomie zmiennosci
genetycznej miedzy drzewami
o dobrym i ztym stanie zdrowotnym



Liczebnosc¢ drzew sklasyfikowanych jako wykazujace dobry i zty
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Brak danych



Pordwnanie poziomu zmiennosci genetycznej
miedzy drzewami o dobrym i ztym stanie

zdrowotnym (nDNA)
s | s | i | s i e s
Parametr | Zdrowotny | Zdrowotny E[RAznica|HO] Q97.5|HO

168 520

29,3 39,7 -10,4 -9,08 -10,9 -7,2
5,018 5,321 -0,303 -0,004 -0,399 0,373

31 135 -104 -90,5 -110 -71
0,020 0,060 -0,040* -0,023 -0,032 -0,015
0,565 0,547 0,018 0,000 -0,026 0,025
0,801 0,812 -0,011 0,000 -0,016 0,014

A - Srednia liczba allel

Ae - $rednia efektywna liczba alleli

Au - liczba alleli unikalnych

Pu - sumaryczna czestosc¢ alleli unikalnych

Ho - $rednia heterozygotyczno$¢ obserwowana
He - $rednia heterozygotycznos$¢ oczekiwana

Brak symptomow zawezenia puli genowej



1)

2)

3)

5)

Podsumowanie

Zmiennosc genetyczna w Polsce jest porownywalna
ze zmiennoscig innych meta-populacji Europy
Srodkowe;j.

Zroznicowanie genetyczne migdzy populacjami jest
niewielkie.

Rozktad przestrzenny zmiennosci genetycznej nie jest
losowy (trendy zmiennosci w ramach meta-populacji,
istotna przestrzenna struktura w ramach populacji).

Efektywna wielkos¢ populacji jest znaczna, jednak
zroznicowana miedzy populacjami.

Zmiennosc ﬁenetyczna osobnikow zdrowych
| porazonych jest podobna.



Podsumowanie

* Otrzymalismy bardzo szczegétowe
informacje nt. kazdej badanej populacji
(waloryzacja populacji), co moze by¢
efektywnie wykorzystane w planach
ochrony zasobow genowych jesionu
wyniostego.
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