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Wstepne badania nad zréznicowaniem allozymowym
Juniperus sabina L. (Cupressaceae) na reliktowym
stanowisku w Pieninach Centralnych

A preliminary study of allozyme variation in Juniperus sabina L. (Cupressaceae)
on a relict site in the Central Pieniny Mts.
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Abstract. Ten individuals from a geographically isolated Savin population
were tested for differentiation of nine enzyme systems, providing data for nine
putative allozyme loci. Although the diversity indices were rather low (55.6%
of polymorphic loci, 1.66 alleles per locus, observed and expected heterozy-
gosity 0.18 and 0.2 respectively), given the small sample size they still reveal
relatively high genetic differentiation in this population. Nevertheless, a small
population size may gradually lead to further loss of its genetic variation. It is
also possible that the current genetic diversity of the population is the result of
gene flow from widely grown ornamental representatives of this species, which
would lead to a gradual vanishing of the original gene pool.
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WSTEP

Jatowiec sabinski jest dwupiennym, niskim
krzewem (w typowej odmianie ponizej 1 m), rza-
dziej skartowaciatym, kilkumetrowym drzewkiem.
Ma pedy wyprostowane lub podnoszace sig, z kon-
cowymi odgal¢zieniami o grubosci okoto 1 mm,
pokryte przylegajacymi, naprzeciwleglymi, tusko-
watymi lis¢mi o dhugosei 1-2,5 mm; juwenilne
liscie maja posta¢ 4-5 mm igiet (Farjon 2005).
Okraglawe, niebieskoczarne szyszkojagody (gal-
buli) o srednicy 5—6 mm zlozone sa z 4—6 tusek

i zawieraja na ogot dwa (1-4) nasiona (Adams
2008, Farjon 2005). Gatunek ten wystepuje
w rozproszeniu od potudniowo-zachodniej Europy
(Hiszpania) i potnocnej Afryki (Algieria) do cen-
tralnej Azji (Kazachstan, Mongolia i zachodnie
Chiny), na suchych i nastonecznionych zboczach
gor (przede wszystkim w gorskich i subalpejskich
borach i na pastwiskach), zwykle w pasie wyso-
kosci 1500-2500 m n.p.m. (od 600 m na pdtnocy
do 3000 m w Alpach). W Europie wystgpuje naj-
czesciej w gorskich obszarach strefy $rdédziem-
nomorskiej.
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Rye. 1. Lokalizacja badanej populacji jatowca sabinskiego Juniperus sabina na tle europejskiego zasiggu gatunku.
The European range of Savin juniper and location of the studied population.

Pieniny sa najdalej wysunigtym na pdinoc
i silnie izolowanym stanowiskiem tego gatunku
w Europie Zachodniej i Srodkowej (Ryc. 1). Przyj-
muje si¢, ze jest on tu reliktem trzeciorzgdowym
(Smolski 1937; Biatobok i in. 1968; Zarzycki,
Wrébel 2001), chociaz Pieniny sa tez uwazne za
jego plejstocenska lub interglacjalng ostoje¢ (Kne-
blova 1960). Mimo Ze jest to jatowiec powszechnie
uprawiany i wytrzymaty na trudne warunki $ro-
dowiska, w Polsce wystgpuje naturalnie na tym
tylko stanowisku, a w Polskiej Czerwonej Ksigdze
Roslin uznany jest za gatunek narazony na wygi-
nigcie (Zarzycki, Wrobel 2001). Po stronie polskiej
jatowiec sabinski wystepuje w 27 kegpach skupio-
nych na trzech stanowiskach: Facimiech — 23 kepy
w 9 grupach, Piecki — trzy ke¢py tworzace jedna
grupg, oraz Gtowa Cukru — jedna ke¢pa (Wrobel
1998). Po stronie stowackiej zostat stwierdzony
w szesciu miejscach na Mnichach (Kunstarova i in.
2007). W Pieninach ro$nie w szczelinach wapien-
nych $cianek skalnych o ekspozycji potudniowo-
wschodniej, na wysokosci 510-740 m n.p.m.
(Zarzycki, Wrobel 2001).

Dotychczas brak jest publikacji na temat elek-
troforetycznej analizy biatek enzymatycznych tego
gatunku. Ukazato si¢ jednak kilka prac poswigco-
nych innym przedstawicielom sekcji Sabina. Kelley
i Adams (1978) okreslili wskazniki podobienstwa
genetycznego polnocnoamerykanskiego J. ashei

na podstawie trzech systemow enzymatycznych.
Lewandowski i in. (2000) przedstawili fenotypy
14 loci enzymatycznych oraz przestudiowali ich
dziedziczenie w trzech iberyjskich populacjach
J. phoenicea (makrogametofity i zarodki). Poli-
morfizmem biatek enzymatycznych tego samego
gatunku w regionie srédziemnomorskim zajeli si¢
Boratynski i in. (2009). W pracy tej przebadano
zroéznicowanie 17 loci enzymatycznych w 14
populacjach jalowca fenickiego (materiat stano-
wity makrogametofity nasion z 391 osobnikow),
a uzyskane wyniki zinterpretowano w kontekscie
taksonomicznym i fitogeograficznym.

Gléwnym celem badan nad jalowcem sabin-
skim w Pieninach byta wstgpna charakterystyka
polimorfizmu wybranych biatek izoenzyma-
tycznych tego gatunku i wnioskowanie na tej
podstawie o zréznicowaniu genetycznym tej relik-
towej populacji, co powinno stanowi¢ przyczynek
do mozliwosci jej zachowania i przetrwania
w przysztoscei.

MATERIAL I METODY

Ze wzgledu na utrudniony dostgp do miejsc
wystepowania jalowca sabinskiego udalo sig¢
zebra¢ materiat z zaledwie dziesigciu osobnikow
rosnacych w oddzielnych grupach (dziewigé
na Facimiechu i jedna na Mnichach po stronie
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stowackiej). Pozyskane 4-8 cm konce pedow
zostaly ukorzenienie i posadzone. Utworzona
plantacja klonow w trakcie badan stanowita rezer-
wuar materiatu, a po ich zakonczeniu postuzyla
do stworzenia dwoch upraw zachowawczych
(PPN i Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu).

Do ekstrakcji biatek wykorzystano zielone
konce peddw. Biatka enzymatyczne homogenizo-
wano buforem ekstrakcyjnym 0,05 M Tris-HCI
o pH 7,5, z dodatkiem EDTA, KCI, MgCl,, PVP
K25 i Tritonu. Nasaczone homogenatem bibutki
przechowywano w temperaturze —80°C. Elektro-
forez¢ horyzontalng prowadzono na 10% zelu
skrobiowym w dwoéch systemach buforowych:
I — o pH 8,3 (bufor zelowy: Tris, kwas cytry-
nowy, kwas borowy, LiOH; bufor elektrodowy:
kwas borowy i LiOH) stosowany byl dla naste-
pujacych systemow enzymatycznych: diaforazy
(DIA, E.C. 1.6.4.3), esterazy fluorescencyjnej
(FEST, E.C. 3.1.1.1) i transaminazy glutaminia-
nowo-szczawiooctanowej (GOT, E.C. 2.6.1.1);
IT - o pH 7,0 (bufor zelowy: Tris i chlorowodorek
histydyny; bufor elektrodowy: Tris i kwas cytry-
nowy) uzywany byt dla nastgpujacych systemow
enzymatycznych: fosfoglukomutazy (PGM, E.C.
2.7.5.1.), dehydrogenazy jabtczanowej (MDH,
E.C. 1.1.1.37), dehydrogenazy izocytrynianowej
(IDH, E.C. 1.1.1.42), dehydrogenazy szikimia-
nowej (SHDH, E.C. 1.1.1.25), dehydrogenazy
fosfoglukonianowej (6PGD, E.C. 1.1.1.44) i dehy-
drogenazy glukozo-fosforanowej (G6PD, E.C.
1.1.1.49). Barwienie przeprowadzono zgodnie
z procedurg Cheliaka i Pitela (1984). Numeracja
alleli oparta zostata na ich frekwencji — numerem
,1”7 oznaczano najczestszy allel w danym locus.

Réznorodno$é genetyczna populacji zostata
opisana za pomoca: udziatlu loci polimorficznych
(P), sredniej liczby alleli na locus (A), heterozy-
gotycznosci oczekiwanej (Hg) i obserwowane;j
(Hp), indeksu wsobnosci Wrighta (F) i polimor-
fizmu genotypowego (Pg), ktére wyliczone zostaty
w programie PopGene (Yeh i in. 1999).

WYNIKI I DYSKUSJA

Badania przeprowadzono na dziewigciu syste-
mach enzymatycznych, uzyskujac dane dla dzie-
wigciu loci izoenzymatycznych. W przypadku

J. phoenicea niektére systemy enzymatyczne
miaty wigcej stref aktywnos$ci: GOT trzy loci,
pozostate po dwa (FEST, MDH, PGM i SHDH)
(Lewandowski i in. 2000; Boratynski i in. 2009).
Moze to wynika¢ z rdznic taksonomicznych (dwa
rézne gatunki), materiatu uzytego do badan (wege-
tatywna tkanka pedéw vs haploidalne makrogame-
tofity), mniejszej liczby przebadanych osobnikéw
czy w koncu odmiennych warunkow reakcji.

W badanej populacji 55,6% loci byto poli-
morficznych (Tab. I): 6PGD, FEST, G6PD, IDH
1 PGM (monomorficzne byty pozostale cztery loci:
DIA, GOT, MDH i SHDH). W $wietle danych
dotyczacych jalowca fenickiego (Boratynski i in.
2009), w ktorych udziat loci polimorficznych
wahat si¢ migdzy 41% a 100% (przy S$redniej
72%) na populacje, uzyskany rezultat lokowalby
pieninska populacj¢ jalowca sabinskiego wsrod
mniej zmiennych pod tym wzgledem (wciaz
jest to jednak warto$¢ przecigtna wsrod roslin
nagozalazkowych). Mozna jednak przypuszczaé,
ze uwzglednienie w badaniach wigkszej liczby
osobnikéw pozwolitoby wykry¢ pewne rzadsze

Tabela I. Czgstos¢ alleli.
Allele frequencies.

Numery alleli Frekwencja

Locus The numbers of Frequency

alleles [%]
6PGD 1 0,85
6PGD 2 0,15
DIA 1 1,00
FEST 1 0,75
FEST 2 0,25
G6PD 1 0,85
G6PD 2 0,15
GOT 1 1,00
IDH 1 0,35
IDH 2 0,65
MDH 1 1,00
PGM 1 0,70
PGM 2 0,25
PGM 3 0,05
SHDH 1 1,00
Liczba alleli 15
Number of alleles
Liczba alleli na locus (A) 1,66

Number of alleles per locus




42 P. Kosinski & A. Wojnicka-Pottorak — Juniperus sabina L. na reliktowym stanowisku

allele, co mogloby zwiekszy¢ odsetek loci poli-
morficznych.

Najwigkszym polimorfizmem cechowat si¢
locus PGM (3 allele), podczas gdy pozostate loci
polimorficzne reprezentowane byly przez formy
dwulalleliczne (Tab. I). Srednia liczba alleli na
locus byta niska (1,66) i miescita si¢ w dolnym
zakresie wartos$ci J. phoenicea (1,64-2,82, srednia
2,11; Boratynski i in. 2009). Podobnie jak w przy-
padku udziatu loci polimorficznych takze na war-
to$¢ tego wskaznika ma wpltyw wielko$¢ proby.

Wartosci heterozygotycznosci obserwowane;j
i oczekiwanej wyniosty odpowiednio 0,18 i 0,2,
co wskazuje na niewielki nadmiar homozygot
(F=0,1). W przypadku populacji jatlowca fenic-
kiego heterozygotycznos¢ oczekiwana przyj-
mowata wartosci od 0,128 do 0,248, ze $redniag
0,187 (Boratynski i in. 2009), a wigc w populacji
pieninskiej J. sabina byta ona relatywnie wysoka.
Najwigksza liczb¢ kombinacji alleli stwierdzono
w locus PGM — cztery genotypy, i IDH — trzy geno-
typy (w pozostatych loci polimorficznych wyste-
powaly dwa genotypy; Srednia 1,9), przy czym
czestsze byly formy homozygotyczne (Tab. II).

Niewielka liczba przeanalizowanych okazéw
nie pozwala na wyciaganie daleko idacych wnio-
skow. Biorac jednak pod uwage uzyskane wyniki,
mozna stwierdzi¢, ze populacja ta cechuje si¢
nadal stosunkowo wysokim zréznicowaniem gene-
tycznym. Z jednej strony moze ono by¢ w jakim$
stopniu odzwierciedleniem dlugiej historii tej
populacji, siggajacej wg niektoérych autordéw
okresu poprzedzajacego plejstocenskie zlodowa-
cenia lub ktéregos z interglacjatéw. W ostatnim
interglacjale eemskim (132-115 tysigcy lat p.n.e.)
temperatury byly wyzsze od obecnych o 2-3°C,
co moglo sprzyja¢ migracji wielu gatunkow
poludniowych. Istnieja wiarygodne informacje,
ze jeszcze do niedawna jalowiec sabinski wyste-
powal w Pieninach obficie, a do jego znacznego
przetrzebienia przyczyni¢ si¢ mogto intensywne
pozyskiwanie tego gatunku jako surowca zielar-
skiego znajdujacego zastosowanie w medycynie
ludowej (Smolski 1937). Z drugiej strony nie
mozna wykluczy¢, ze obecne zréznicowanie gene-
tyczne populacji jest efektem wzbogacania jej puli
genowej dokonujace si¢ badz to za posrednictwem
pytku z okazéw uprawianych w sasiedztwie, badz

Tabela II. Frekwencja genotypow.
Genotype frequencies.

Frekwencja
Genotyp

Locus Genotype Frequency

[%]
6PGD 11 0,70
6PGD 12 0,30
DIA 11 1,00
FEST 11 0,50
FEST 12 0,50
G6PD 11 0,70
G6PD 12 0,30
GOT 11 1,00
IDH 11 0,20
IDH 12 0,30
IDH 22 0,50
MDH 11 1,00
PGM 11 0,60
PGM 12 0,10
PGM 13 0,10
PGM 22 0,20
SHDH 11 1,00
Liczba genotypow 17
Number of genotypes
Liczba genotypow na locus (Pg) 1.9

Number of genotypes per locus

w wyniku epizodéw kolonizacji tego stanowiska
wskutek roznoszenia nasion przez ptaki. Zjawiska
te prowadzityby to do stopniowego ,rozcien-
czania” pierwotnej puli genowej. Dodatkowym
zagrozeniem jest niewielka wielkos$¢ tej popu-
lacji, ktorej efektem moze by¢ dalsza stopniowa
utrata jej zmiennosci genetycznej. Weryfikacja
tych hipotez wymagataby jednak bardziej szcze-
gétowych badan obejmujacych wigksza liczbe
osobnikow z tej populacji (oraz ich potomstwa
W postaci nasion), a takze okazy uprawiane w naj-
blizszym sasiedztwie.
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SUMMARY

The Savin population of Pieniny (Fig. 1) con-
sists of 27 clumps growing on inaccessible and
steep calcareous cliffs (Wrobel 1998). It is widely
assumed that Savin is a tertiary relict (Smolski
1937; Biatobok et al. 1968; Zarzycki and Wrobel
2001), although sometimes the Pieniny Mts. are
considered to be its interglacial or Pleistocene

refugium (Kneblova 1960). To date there has been
a lack of publications related to electrophoretic
analysis of allozymes in Savin, and only a few
refer to other juniper species from the section
Sabina. Among them the most extensive is the
work of Boratynski et al. (2009), who examined
the variation at 17 enzymatic loci in 14 popula-
tions (391 individuals) of the Phoenician juniper
in the Mediterranean region.

We managed to collect material, in the form
of 4-8 cm-long shoots, from just ten individuals.
Homogenization was performed in 0.05 M Tris-
HCI extraction buffer (pH 7.5), with the addition
of EDTA, KCI, MgCl,, PVP, K25 and Triton.
Separation of nine enzymatic systems was per-
formed using electrophoresis on 10% starch gel
in two buffer systems. System I at pH 8.3 (gel
buffer: Tris, citric acid, boric acid, LiOH; elec-
trode buffer: boric acid and LiOH) was used
for DIA, FEST and GOT. System II at pH 7.0
(Tris-histidine gel buffer and Tris-citrate electrode
buffer) was used for: PGM, MDH, IDH, SHDH,
6PGD and G6PD. Standard staining procedures
with some minor modifications were applied
(Cheliak and Pitel 1984).

The investigation of nine enzymatic systems
provided data for nine allozyme loci. Five loci
of the Savin population were polymorphic (56%),
whereas the remaining four were monomorphic
(Tab. I). The share of polymorphic loci in popu-
lations of the Phoenician juniper (Boratynski et
al. 2009) ranged from 41% to 100% (average
72%). The PGM locus with three alleles displayed
the highest polymorphism, while the remaining
polymorphic loci were represented by two-allelic
forms. In general, the average number of alleles
per locus was low (1.66), lying in the lower range
of values found in J. phoenicea (1.64-2.82 per
population, mean 2.11). The average observed and
expected heterozygosity was 0.18 and 0.20 respec-
tively, indicating a small, statistically insignificant
excess of homozygotes (F=0.1). The expected
heterozygosity in populations of the Phoenician
juniper ranged from 0.128 to 0.248 (mean 0.187).
The greatest number of combinations of alleles
were found at the locus PGM — four genotypes,
and IDH — three genotypes (mean 1.9) (Tab. II).

The small number of individuals examined
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does not allow us to draw any far-reaching con-
clusions. However, the genetic diversity within
population appears to be relatively high. On the
one hand this may reflect the long history of
this population (as a remnant of a larger popula-
tion it may still reflect its former genetic rich-
ness). “According to reliable sources, it is known
that the Savin Juniper was found in abundance
in the Pieniny Mts. until recently; the intensive
harvesting of this species as a raw herb for use
as a natural remedy probably exacerbated its
decline” (Smolski 1937).

On the other hand, it is possible that the cur-
rent genetic diversity within the population is

the result of the enrichment of the gene pool by
pollen-mediated gene flow from outside (J. sabina
is a widely grown ornamental), as well as epi-
sodes of colonization of this area by means of
seeds dispersed by birds. Such a situation would
cause the gradual “dilution” of the original, local
gene pool. An additional risk is the limited popu-
lation size, which may gradually lead to further
loss of its primeval genetic variation. Verification
of these hypotheses, however, would require more
detailed study involving a larger number of indi-
viduals and their progeny, as well as comparative
material from specimens cultivated in the direct
neighbourhood.



