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ABSTRACT: Genetic diversity and population genetic structure of Carlina onopordifolia Szafer
ex Besser, one of the rarest species of the Polish flora, were studied using AFLPs. All natural and
introduced populations (altogether 13) occurring in Poland were analyzed. The obtained results
show that all populations are characterized by a very even (and generally low) level of genetic
diversity. There was no evidence of any genetic difference between natural and introduced popula-
tions. On the other hand, significant genetic differentiation between populations group from the
Wyzyna Matopolska upland and populations group from (together) the Wyzyna Lubelska upland,
the Polesie Wotynskie lowland and the Wyzyna Zachodniowotyniska upland was revealed.
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WSTEP

Carlina onopordifolia Szafer ex Besser (dziewigcsit poptocholistny) (przez MEUSELA i KAST-
NERA (1994) wtaczony do Carlina acanthifolia L. subsp. utzka (Hacq.) Meusel & Kistner)
nalezy do grupy najrzadszych gatunkéw w Polsce. W przyjetym w pracy ujeciu (MIREK
i in. 2002; CIESLAK & PAUL 2011) jest gatunkiem endemicznym dla Europy Srodkowo-
Wschodniej i subendemitem Polski. We florze Polski nalezy do podelementu pontyjskiego
(PawrowskA 1972). Charakteryzuje go niewielki, mocno porozrywany zasieg, rozciaga-
jacy si¢ od Wyzyny Matopolskiej (Polska) po potudniowo-wschodnie Podole (Ukraina,
Motdawia) (SZAFER 1923a; ZAVERUHA 1981). Rosnie zwykle na rgdzinach weglanowych,
wytworzonych z wapieni, w cieptych i suchych murawach kserotermicznych ze zwiazku
Cirsio-Brachypodion pinnati, na stokach i zboczach o ekspozycji potudniowo-zachod-
niej 1 potudniowej. Jest gatunkiem charakterystycznym dla zespolu Inuletum ensifoliae
(MATuszkiEwICcz 2005). Na stanowiskach naturalnych w Polsce C. onopordifolia wystgpuje
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w luZnych skupieniach, a liczebno$¢ populacji waha si¢ od kilkunastu (rezerwat ,,Rogéw’)
az do kilkunastu tysigcy osobnikéw (rezerwat ,,Waty” i jego okolica) (JASIEWICZ 1972;
PozNANSKA & KAZMIERCZAKOWA 2001; DENISIUK 1 in. 2008, 2009).

W Polsce Carlina onopordifolia wystgpuje tylko na kilku stanowiskach, ktore sa zgru-
powane w jej potudniowej czg¢sci. Pierwszego odkrycia tego gatunku (ujgtego jako Carlina
acanthifolia All. var. spathulata Y.apcz.) na terenach obecnej Polski dokonano w XIX w. na
Stawskiej Gorze (L.apczyNskr 1881, 1882; Karo 1883; obecnie rezerwat ,,Stawska Gora”,
Polesie Wotynskie). Kolejne stanowiska byly odnotowywane juz w nastgpnym stuleciu
i pochodzity z okolic wsi Skowronno (SzZAFER 1923b; rezerwat ,,.Skowronno”, Wyzyna
Matopolska), ze wzgdrza w pasie pomigdzy Pificzowem i Skowronnem (Kaznowsk1 1929),
ze wzgbdrza Waty koto Ractawic (JasiEwicz & Pawrowskr 1956; rezerwat ,,Waly” i jego
najblizsze sasiedztwo, Wyzyna Malopolska) oraz z okolic Rogowa (Fuarkowskr 1959;
rezerwat ,,Rogéw”, Wyzyna Lubelska). W pdzniejszym czasie na Wyzynie Malopolskiej
odkryto jeszcze stanowiska w okolicach Pasturki i Bogucic (PELKA 1997) oraz Rzezu-
$ni (BINkIEWICZ & BINkiEwICZ 2011). W potudniowo-wschodniej czedci Polski, w ostat-
nich latach rowniez odnotowano nowe stanowiska, jedno w okolicach 7Zmudzi na Polesiu
Wolyniskim (CIeSLAK i in. 2009), a drugie w rezerwacie ,,Machnowska Géra” na Wyzynie
Zachodniowotynskiej (CWENER 1 in. 2012).

O ile w przypadku najstarszych stanowisk nie poddaje si¢ w watpliwos¢ ich natural-
nego pochodzenia, to w przypadku ostatnio opisanych (z wyjatkiem Pasturki 1 Bogucic),
niejednokrotnie sami autorzy prac (CIESLAK i in. 2009; CWENER 1 in. 2012) sa sklonni
uznad, ze populacje te mogty by¢ utworzone przez §wiadome dziatanie cztowieka i pocho-
dzi¢ z wysiewu nasion badZ nawet przesadzania dorostych roslin pobranych ze stanowisk
naturalnych. Wskazywac¢ na to moga wyrazne $§lady prowadzonych w tych miejscach lub
najblizszej okolicy prac gospodarskich, zwigzanych np. z nasadzeniami drzew, jak na sta-
nowisku Zmudz (CIESLAK i in. 2009). Ze wzgledu jednak na brak wyraznych dowodéw,
Ze ostatnio opisane miejsca wystgpowania zatozone zostaty przez cztowieka, wszystkie 10
wyzej wymienionych populacji uznano roboczo za naturalne (Ryc. 1).

Oprécz tych miejsc, Carlina onopordifolia wystgpuje w Polsce rowniez na trzech intro-
dukowanych, udokumentowanych w literaturze stanowiskach: dwéch na Wyzynie Mie-
chowskiej — koto Ractawic i w rezerwacie ,,Dabie” koto Klonowa (PoznaNska 1988a,
1991a; KAZMIERCZAKOWA 2003) oraz na Wyzynie Slqsko-Krakowskiej w okolicy Mstowa
(WENDA 2003) (Ryc. 1). Podawane bylo jeszcze jedno introdukowane stanowisko na Garbie
Pinczowskim (POzZNANSKA 1991a), ktérego obecnie nie udato si¢ zlokalizowaé w terenie.
Biorac pod uwage fakt, ze dziewigésit roSnie z natury na Garbie Pinczowskim w wielu
miejscach, zabieg podsiewania przeprowadzony przez POzZNANSKA (1991a), wedtug KAz-
MIERCZAKOWEJ (2003) nalezatoby raczej uzna¢ za wzbogacenie populacji naturalnej, a nie
za utworzenie nowego stanowiska.

Prace zwiazane z introdukcja Carlina onopordifolia na nowe stanowiska w Polsce,
zostaty zapoczatkowane przez Poznariska, ktéra na podstawie wtasnych badar i obserwacji
uznata ten gatunek za zagrozony i ginacy (PoznaNska 1978, 1988a). Wedlug tej autorki,
najwigkszym zagrozeniem dla omawianego gatunku jest niewielka liczba stanowisk i mata
liczebno$¢ populacji oraz procesy sukcesyjne zachodzace w siedliskach tego gatunku



E. Cieslak & M. Szczepaniak: Struktura genetyczna Carlina onopordifolia

16°E 20°E 2
q
~ V)74
74 - -
v ———— - ~
.
J'y'." ’ QQ . - 54°N
F = \
\ v
74 \
\ Warszawa I
MCH ]
in ®
MST . Lublin sTwiED
- o Kielce n
N . . ZMU o
~
~ Czestochowa F ROG L
v -
- "
\\ Vi : Va /s’
(N ! 50°N
. Krakéw A
/
- .
ANZAN [N Nt N \
(.3 AN
\ =3
20‘“0'0“E 20';15'0"E

461

20“‘45'0"E

20 km
|

Broniszéw

Senistawice,

1a-AAAA

populacji w tabeli 1

AA

1b-BHBE D

2-000

Ryc. 1. Rozmieszczenie Carlina onopordifolia w Polsce. 1 — populacje naturalne: la — Wyzyna Matopolska,
1b — Wyzyna Lubelska, Polesie Wotynskie, Wyzyna Zachodniowotysiska; 2 — populacje introdukowane. Skréty nazw

Fig. 1. Distribution of Carlina onopordifolia in Poland. 1 — natural populations: la — Wyzyna Matopolska upland,
1b — Wyzyna Lubelska upland, Polesie Wotynskie lowland, Wyzyna Zachodniowotynska upland; 2 — introduced popula-
tions. Abbreviations of population names as in Table 1
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(PoznaNskA 1978, 1988b, 1989, 1991c). W wyniku zarastania przez krzewy i drzewa
dochodzi do zacieniania stanowisk, co niekorzystnie wptywa na wzrost i rozwdj siewek
dziewigésitu (PozNANskA 1988c, 1991a). Na obnizenie zdolnosci konkurencji i przezycia
C. onopordifolia wg réznych badaczy maja rowniez wptyw niektore cechy biologiczne
gatunku, tj. niska zdolno$¢ do rozsiewania (wbrew temu, co mozna by wnosi¢ z budowy
nietupek, wyposazonych w lotny puch kielichowy — wysiewaja si¢ one gtéwnie blisko okazu
macierzystego; PozNANska 1978, 1986, 1988b), cyklicznie pojawiajace si¢ okresy zakwi-
tania w odstepach nawet kilkunastu lat (FUALKOWSKI 1970), péZzno dojrzewajace nasiona
(X-XI), wysiewajace si¢ 1 kietkujace dopiero w nastgpnym roku (DENISIUK i in. 2008), duza
specjalizacja w stosunku do siedliska (PoznaNska 1989, 1990, 1991a, b, ¢), oraz przy-
puszczalny apomiktyczny sposéb rozmnazania (PozZNANSKA & Spiss 1985). Ze wzgledu na
skalg zagrozenia, C. onopordifolia jako jeden z pierwszych gatunkéw zostat objgty monito-
ringiem w Polsce. Obecnie monitorowane sa populacje zaréwno ze stanowisk naturalnych
(rezerwaty ,,Waty” i,,Skowronno” oraz ,,Stawska Géra” i ,,Rogéw”), jak i introdukowanych
(Ractawice i rezerwat ,,Dabie”) (KAZMIERCZAKOWA 2003; PERZANOWSKA 2010).

Wszystkie populacje Carlina onopordifolia zatozone przez Poznaniska w latach 1987-
1990 na Wyzynie Miechowskiej oraz populacja z Mstowa powstaly z materialu nasiennego
pochodzacego z osobnikéw z rezerwatu ,,Waly” (POZNANSKA 1988a; KAZMIERCZAKOWA
2003; WENDA 2003). Populacja w Ractawicach, w kolejnych trzech latach od wysiania, byta
wzbogacana przez dosiewanie, natomiast w rezerwacie Dabie najprawdopodobniej takiego
zabiegu nie prowadzono (KAZMIERCZAKOWA 2003). Po trzech latach od pierwszego wysia-
nia, na stanowiskach introdukowanych na Wyzynie Miechowskiej, niezaleznie od prowa-
dzonych zabiegdéw, odnotowano zaledwie po ok. 30 okazéw (z wysianych kilkuset nasion;
PoznaNska 1988a, 1991a). Kolejne badania wykazaty, ze w populacjach tych bardzo stabo
lub wcale nie wyksztalcita si¢ struktura skupiskowa, charakterystyczna dla tego gatunku
na stanowiskach naturalnych oraz nie zanotowano w nich osobnikéw rozmnazajacych si¢
generatywnie (KAZMIERCZAKOWA 2003). Natomiast w populacji z Mstowa byly odnoto-
wane osobniki kwitnace, ale nie stwierdzono ani obecnosci siewek, ani osobnikéw juwe-
nilnych tego gatunku (WENDA 2003). W sytuacji, kiedy na stanowiskach introdukowanych
nie dochodzi do wytworzenia ustabilizowanej populacji tego rzadkiego gatunku powstaje
pytanie, w jakim stopniu stanowig one zabezpieczenie struktury genetycznej gatunku.

W ramach prac prowadzonych nad strukturg genetyczng gatunkéw rzadkich i zagrozonych
w Polsce (Cochlearia polonica i C. tatrae — CIESLAK & RONIKIER 2006; CIESLAK i in. 2007a,
b, 2010; Galium cracoviense — CIESLAK & SzELAG 2009, 2010; Melica ciliata i M. transsi-
Ivanica — SzczEPANIAK & CIESLAK 2011) badaniami objg¢to réwniez Carlina onopordifolia.
Gatunek ten w ,,Polskiej czerwonej ksiedze roslin” (POZNANSKA & KAZMIERCZAKOWA 2001)
ma status gatunku narazonego na wyginigcie (VU). Jest on objety Scista ochrong w Polsce.
Réwnoczesnie na podstawie prawa migdzynarodowego, na mocy Konwencji Berneriskiej
i Dyrektywy Siedliskowej gatunek zostat dodany do Zatacznika II Dyrektywy Siedliskowej
w ramach Traktatu Akcesyjnego z 2003 r. (KAZMIERCZAKOWA 2004).

Gtéwnym celem podjetych badan bylto ustalenie poziomu zmiennoSci genetycznej Car-
lina onopordifolia na wszystkich stanowiskach w Polsce i na tej podstawie poréwnanie
zmienno$ci w populacjach naturalnych i introdukowanych. Szczegétowe cele to: (1) ustalenie
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poziomu zmiennoSci genetycznej wewnatrz- i migdzypopulacyjnej, (2) ustalenie struktury
genetycznej w populacjach naturalnych i introdukowanych oraz (3) poréwnanie struktury
genetycznej pomigdzy tymi grupami populacji.

MATERIAL I METODY

Badaniami objeto wszystkie populacje Carlina onopordifolia, ktére udato si¢ zlokalizowaé w Polsce.
W sumie uwzgledniono 13 populacji, w tym 10 naturalnych i 3 introdukowane (Ryc. 1, Tab. 1). Za popu-
lacje introdukowane uznano te, ktérych powstanie jest udokumentowane w literaturze. Liczba zbadanych
osobnikéw z populacji wynosita od 6 do 10, w sumie przeanalizowano 111 préb.

Materiat do analiz molekularnych stanowit fragment liscia, ktéry bezpoSrednio po zebraniu suszono,
umieszczajac w plastikowym pojemniku z Zelem krzemionkowym. Tak zabezpieczony material przetrzy-
mywano w pojemnikach w temperaturze pokojowej do czasu rozpoczecia analiz.

Analizy molekularne

Catkowite komérkowe DNA wyizolowano przy uzyciu zestawu firmy QIAGEN wedtug procedury podanej
przez producenta. Jako$¢ wyizolowanego DNA sprawdzono na 1,5% zelu agarozowym. Analize mole-
kularng przeprowadzono metoda AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) wedtug protokotu
podanego przez VOs’A iin. (1995), z modyfikacjami (RONIKIER i in. 2008). Z grupy 10 par primeréw przete-
stowanych we wstepnych badaniach, do dalszej analizy wybrano trzy pary, przy uzyciu ktérych otrzymano
wyraznie rozdzielone i powtarzalne profile prazkowe. Byly to: Eco AGT-Mse CAC, Eco AGC-Mse CTA
i Eco ATC-Mse CGC.

W celu ustalenia poziomu powtarzalno$ci metody w analizie uwzgledniono duplikaty, stanowiace 5%
wszystkich analizowanych préb (BONIN i in. 2007). Ostatecznym efektem analizy AFLP byt profile kilku-
dziesigciu fragmentéw DNA w zakresie wielkosci 50-500 bp, ktére przeanalizowano programem GENO-
GRAPHER 3.1 i zapisano w postaci zero-jedynkowej matrycy danych (brak fragmentu/fragment obecny),
bedacej nastepnie podstawa analiz statystycznych.

Statystyczna analiza wynikéw AFLP

Analiz¢ zmienno$ci genetycznej przeprowadzono na poziomie wewnatrz- i mi¢dzypopulacyjnym. Poziom
polimorfizmu w populacjach zostal okreslony na podstawie liczby fragmentéw polimorficznych (P%),
prazkéw prywatnych i charakterystycznych (P, P,) zdefiniowanych wedlug CIESLAK i in. (2007b) oraz
warto$ci wspétczynnika zréznicowania genetycznego Nei’a (H) (NEr 1978), obliczonego przy uzyciu
programu POPGENE ver. 1.32 (YEH i in. 1997). Podobiefistwo genetyczne pomig¢dzy parami populacji
ustalono na podstawie wspétczynnika podobieristwa genetycznego Nei’a (NEI 1972). Istotnos$¢ réznic war-
toSci parametréw zmienno$ci genetycznej pomigdzy grupami populacji naturalnych i introdukowanych
zostata oceniona za pomoca nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya, przy wykorzystaniu pakietu
STATISTICA 5.1 (StatSoft, Inc. 1997).

Oszacowanie stopnia zmiennosci genetycznej wewnatrz- i migdzypopulacyjnej przeprowadzono na
poziomie populacyjnym oraz w grupach populacji (naturalnych i introdukowanych) i oparto na wynikach
analizy wariancji molekularnej (AMOVA), przy zastosowaniu programu ARLEQUIN 3.5.1.2 (EXCOFFIER
& LISCHER 2010).

Wzajemne relacje i przestrzenny rozktad badanych okazéw przeanalizowano w oparciu o metod¢ Neigh-
bourNet (przy uzyciu programu SplitsTree4; HusoN 1998; HusoN & BRYANT 2006) i analize gtéwnych
wspotrzednych (PCoA — Principal Coordinate Analysis, z wykorzystaniem programu FAMD 1.108 beta;
SCHLUTER & HARRIS 2006), w ktérych uwzgledniono matrycg odlegtosci genetycznych NEI & Li (1979).
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WYNIKI

W badaniach przeanalizowano 111 osobnikéw Carlina onopordifolia. W analizie AFLP
odnotowano tacznie 253 markery DNA, z czego fragmentéw polimorficznych byto 13, co
stanowi 5,13% wszystkich uzyskanych fragmentéw. Warto$¢ wspétczynnika Nei’a dla tego
gatunku na badanym areale byta bardzo niska i wynosita H=0,02 (SD=0,08).

Analiza polimorfizmu w populacjach wykazata bardzo wyréwnang i niska zmienno$¢
genetyczng wewnatrz populacji. Liczba prazkéw polimorficznych wynosita od jednego
(MCH, RZE, ROG, ZMU) do trzech (MST, SKO, WAL). W pozostatych populacjach
(BOG, DAB, PAS, PIN, RAC, STW) odnotowano po dwa prazki polimorficzne (skréty
populacji patrz tabela 1). W zadnej populacji nie stwierdzono prazkéw charakterystycz-
nych. Natomiast liczba prazkéw prywatnych wahata si¢ od 1 do 3 (Tab. 1). WartoS$¢ wspét-
czynnika Nei’a dla populacji wahata si¢ od 0,002 do 0,007 ze §redniag H=0,004 (SD=0,01)
(Tab. 1).

O wyréwnanym poziomie zmiennos$ci wewnatrzpopulacyjnej i wysokim podobienstwie
pomigdzy wszystkimi populacjami Carlina onopordifolia, zardwno ze stanowisk introdu-
kowanych, jak i naturalnych, §wiadcza wysokie warto$ci wspéiczynnika podobieristwa
genetycznego Nei’a, obliczonego pomiedzy parami badanych populacji. Warto$¢ tego
wspotczynnika dla par populacji wahata si¢ od 0,95 do 0,99 (Tab. 2). Przy poréwnaniu
poziomu polimorfizmu grup populacji ze stanowisk introdukowanych i naturalnych, wyka-
zano brak istotnych réznic (p>0,05) wartosci parametrow zmiennoSci genetycznej pomi¢-
dzy nimi (P%: U=13, p=0,73; P,: U=9, p=0,31; Py: U=15, p=1; H: U=10, p=0,40).
Dla Zadnej z tych grup nie odnotowano prazkéw prywatnych ani charakterystycznych.
W przypadku poréwnania parametréw zmienno$ci genetycznej grup populacji z uwzgled-
nieniem ich potozenia geograficznego, w grupie populacji z Wyzyny Matopolskiej (tacz-
nie z populacja z Mstowa) odnotowano dwa prazki prywatne, co istotnie odréznia ja od

Tabela 2. Podobienistwa genetyczne (indeks Nei’a; NEI 1972) pomigdzy parami populacji Carlina onopordifolia, osza-
cowane na podstawie wynikéw analizy AFLP, * — populacje introdukowane

Table 2. Parwise genetic similarities (Nei’s index; NEI 1972) for populations of Carlina onopordifolia from Poland
based on the AFLP markers, * — introduced populations

BOG DAB® MST" PAS PIN RAC" ROG RZE STW SKO WAL ZMU MCH

BOG - 099 098 099 099 099 098 097 098 099 098 097 097
DAB" - 098 099 099 09 098 097 098 099 098 098 0,97
MST" - 098 09 098 09 099 09 098 099 096 097
PAS - 099 099 098 097 098 099 097 097 097
PIN - 099 098 097 098 099 098 097 097
RAC” - 097 098 097 099 098 097 097
ROG - 095 099 098 09 098 098
RZE - 096 098 099 097 097
STW - 098 09 099 099
SKO - 098 099 0,97
WAL - 0,97 097
ZMU - 0,98

MCH —
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Ryec. 2. Analiza gtéwnych wspétrzednych (PCoA) oparta na matrycy odlegtosci genetycznych (wspétczynnik Nei-Li)
— diagram rozrzutu 111 osobnikéw Carlina onopordifolia wzglgdem 1 i 2 osi (2A). Dendrogram odlegtosci genetycz-
nych (wspétczynnik Nei-Li) 111 osobnikéw C. onopordifolia, utworzony z zastosowaniem metody NeighbourNet (2B).
Skréty nazw populacji w tabeli 1

Fig. 2. Principal Coordinate Analysis (PCoA) based on the genetic distance matrix (Nei-Li coefficient) — scatter diagram
of 111 individuals of Carlina onopordifolia with respect to the 1 and 2 axis (2A); NeighbourNet for the AFLP data using
Nei & Li distances for 111 individuals of C. onopordifolia (2B). Abbreviations of population names as in Table 1



E. Cieslak & M. Szczepaniak: Struktura genetyczna Carlina onopordifolia 467

grupy populacji z potudniowo-wschodniej Polski (P,: U=5, p < 0,05). Pozostate parametry
zmiennoSci genetycznej nie roznity si¢ istotnie pomigdzy geograficznymi grupami C. ono-
pordifolia (P%: U=9,5, p=0,19; P: U=18, p=1; H: U=16,5, p=0,82).

Na podstawie analizy PCoA (Ryc. 2A) w uktadzie 1. i 2. osi (odpowiednio wyjasniaja-
cych 58,49% i 27,18% catkowitej zmiennoSci genetycznej) wyrdzniono dwie grupy: jedng
stanowity osobniki z Wyzyny Matopolskiej i z Mstowa, druga z Wyzyny Lubelskiej, Pole-
sia Wolynskiego i Wyzyny Zachodniowotynskiej. Jednoczesnie stwierdzono, ze osobniki
z populacji naturalnych i introdukowanych, w grupie z Wyzyny Matopolskiej, sa podobne
genetycznie. Dwie grupy, odpowiadajace potozeniu geograficznemu populacji, otrzymano
rowniez w analizie NeighbourNet (Ryc. 2B). Natomiast dalsze podziaty wewnatrz grup
wsparte byty bardzo niskimi wartoSciami bootstrapu, maksymalnie osiggajacymi 20%. Taki
rozktad osobnikéw wskazuje, ze zréznicowanie Carlina onopordifolia w Polsce jest skore-
lowane z potozeniem geograficznym populacji.

Analiza wariancji molekularnej (AMOVA), przeprowadzona dla wszystkich badanych
populacji, wykazata znaczaco wyzsza warto$¢ migdzypopulacyjnej (88,38%), w stosunku
do wewnatrzpopulacyjnej (11,62%) sktadowej catkowitego zréznicowania genetycznego,
przy Fs1=0,88 (p<0,001). Natomiast w wyniku hierarchicznej AMOVA, z uwzgled-
nieniem podziatu na grupy: populacje ze stanowisk introdukowanych vs. z naturalnych,
otrzymano ujemng warto$¢ wariancji (- 1,08%), co Swiadczy o braku réznic w strukturze
genetycznej pomigdzy tymi grupami (Fer= —0,01, p>0,4). W tym przypadku zmienno§¢
wewnatrzpopulacyjna wynosita 18,44%, a migdzy populacjami — 82,60% (p <0,001). Przy
podziale na grupy z uwzglednieniem potozenia geograficznego populacji, zmienno$¢ mig-
dzy grupami wynosita 56,86%, wewnatrz grup — 35,13% i wewnatrz populacji — 8,01%,
(p<0,001). AMOVA potwierdzita réwniez, ze grupy populacji, niezaleznie od poto-
zenia geograficznego, charakteryzuje poréwnywalny poziom zmiennoSci wewnatrzpo-
pulacyjnej (Tab. 3).

Dyskusia

Badania genetyczne Carlina onopordifolia wykazaty, ze wszystkie populacje z Polski
charakteryzuje wyréwnany i bardzo niski poziom zmiennoSci wewnatrzpopulacyjnej. Nie
stwierdzono zadnych réznic w poziomie zmiennoSci genetycznej mig¢dzy grupa popula-
cji naturalnych a grupa populacji introdukowanych. Odrgbno$¢ genetyczng odnotowano
natomiast miedzy grupa populacji z Wyzyny Matopolskiej i grupa traktowanych wspdlnie
populacji z Wyzyny Lubelskiej, Polesia Wotyriskiego i Wyzyny Zachodniowotyiiskiej, co
potwierdza wyniki innych badan (CieSLAk msk.). Zréznicowanie to przejawia si¢ w obec-
nosci prazkéw prywatnych w populacjach z Wyzyny Matopolskiej, natomiast nie dotyczy
poziomu zmienno$ci wewnatrzpopulacyjnej (brak réznic istotnych statystycznie). A zatem,
przeprowadzona analiza wykazata, ze C. onopordifolia w Polsce jest gatunkiem, ktérego
zréznicowanie genetyczne jest skorelowane z potozeniem geograficznym.

Poziom zmiennoSci genetycznej odnotowany u Carlina onopordifolia Kkorespon-
duje z danymi, ktére najczesciej charakteryzuja gatunki samopylne, apomiktyczne lub



468 Fragm. Florist. Geobot. Polon. 19(2), 2012

Tabela 3. Wyniki analizy wariancji molekularnej (AMOVA) na podstawie markeréw AFLP, dla wszystkich populacji
Tacznie i grup populacji Carlina onopordifolia, ™ — p < 0,001

Table 3. Results of the analysis of molecular variance (AMOVA) based on the AFLP markers for all populations
together and for groups of populations of Carlina onopordifolia, ™ — p < 0.001

Zrédto zmienno$ci df Suma kwadratéw ~ Poziom wariancji Procent wariancji
Source of variability o Sum of squares Level of variance % of total variance

Wszystkie populacje
All populations

Migdzy populacjami

: 12 231,59 2,23 88,38
Among populations
Wewnatrz populacji 98 28,77 0,29 11,62
Within populations
Suma .
Total 110 260,36 2,53 Fsr=0,88

Populacje naturalne versus introdukowane
Natural versus introduced populations

Migdzy grupami

1 16,85 ~0,03 ~1,08
Among groups

Migdzy populacjami 11 214,73 2,24 82,60
Among populations

Wewnauz populacii 08 28,77 0,29 18,44
Within populations

Suma «
Toul 110 260,36 2,51 Fer=0,81

Wyzyna Matopolska (i Mstow) versus Wyzyna Lubelska, Polesie Wotyriskie, Wyzyna Zachodniowotyriska
Wyzyna Matopolska upland (and Mstow) versus Wyzyna Lubelska upland, Polesie Wotyniskie lowland,
Wyzyna Zachodniowotynska upland

Migdzy grupami

1 108,18 2,08 56,86
Among groups
Miedzy populacjami 11 123,41 1,28 35,13
Among populations
Wewnatrz populacji 98 28,77 0,29 8,01
Within populations
Suma «
Total 110 260,36 3,66 Fygr=0,91

Wyzyna Lubelska, Polesie Wotyriskie, Wyzyna Zachodniowotyriska
Wyzyna Lubelska upland, Polesie Wotyriskie lowland, Wyzyna Zachodniowotyriska upland

Migdzy populacjami

: 3 33,64 1,36 88,56
Among populations
Wewnatrz populacji
Within populations 29 3,09 0.17 1144
Suma *
Total 32 38,73 1,53 Fs1=0,88

Wyzyna Matopolska (populacje naturalne i introdukowane)
Wyzyna Matopolska upland (natural and introduced populations)

Migdzy populacjami

; 8 89,76 1,26 78,61
Among populations
Wewnauz populacii 69 23,67 0,34 21,39
Within populations
Suma 77 113 44 1,61 Fg1=0,79"

Total
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rozmnazajace si¢ wegetatywnie (NYBoM 2004). Dotychczasowe badania nad biologia
C. onopordifolia dowiodty, ze rozmnaza si¢ tylko przez nasiona i prawdopodobnie jest
gatunkiem apomiktycznym (PozNnaNska & Spiss 1985). Niski poziom wewnatrzpopula-
cyjnej zmiennosci genetycznej, stwierdzony u C. onopordifolia, moze by¢ konsekwencja
wystgpowania u tego gatunku apomiksji. Wykazane zréznicowanie mi¢dzy grupami popula-
cji z r6znych obszaréw geograficznych i brak zréznicowania mi¢dzy populacjami z danego
obszaru geograficznego wskazuja na wystepowanie u C. onopordifolia lokalnie ograniczo-
nych ,,apomiktycznych klonéw”. Brak réznic w poziomie zmienno$ci genetycznej pomig-
dzy populacjami naturalnymi i introdukowanymi dowodzi, ze powstanie nowych populacji
tego gatunku sprowadzito si¢ do ,,powielenia” danego genotypu, co nie wywarto wptywu na
poziom wewnatrzpopulacyjnej zmiennosci genetycznej w populacjach introdukowanych.

W przypadku niedawno odkrytych populacji (z Rzezu$ni, ze Zmudzi i z Machnowskiej
Gory), co do ktérych sa watpliwosci, czy sa pochodzenia naturalnego, uzyskane wyniki
analiz genetycznych nie daty podstaw do ustalenia czy sg one naturalne, czy introdukowane.
Niemniej jednak, na podstawie wykazanego zréznicowania genetycznego, skorelowanego
z polozeniem geograficznym danej populacji, mozna posrednio wnioskowaé, ze jesli nawet
populacje te nie s3 pochodzenia naturalnego, to materiat pobrano z ktérej$ z populacji z tej
samej czeSci zasiggu, przez co nie zostata zaburzona struktura geograficzno-genetyczna
Carlina onopordifolia.

Niewielki zasigg i wyspowe rozmieszczenie populacji Carlina onopordifolia, wskazy-
wane byty jako jedno ze Zrédet mogacych wptywac niekorzystnie na poziom zmiennosci
genetycznej gatunku (PozNANSKA 1978). Konsekwencja wyspowego rozmieszczenia jest
najcze¢sciej drastyczne zmniejszenie genetycznej zmiennosci wewnatrzpopulacyjnej i zwigk-
szenie zréznicowania mi¢dzypopulacyjnego gatunkéw na skutek utrudnionego przeptywu
gendw czy wzmocnienia dzialania proceséw wewnatrzpopulacyjnych, np. dryfu genetycz-
nego lub chowu wsobnego (CHARLESWORTH & CHARLESWORTH 1987; ELLSTRAND & ELAM
1993; YOUNG i in. 1996; SORK i in. 1999; LIENERT 2004; AGUILAR R. i in. 2008). W przy-
padku C. onopordifolia, stwierdzony bardzo niski poziom zmienno$ci genetycznej i brak
zréznicowania w obrebie grup populacji, jest konsekwencja apomiktycznego (prawdopo-
dobnego) systemu rozmnazania si¢ tego gatunku, a nie wyzej wspomnianych genetycznych
proceséw wewnatrzpopulacyjnych.

Populacje gatunkéw o niskim poziomie zmienno$ci genetycznej, czgsto charakteryzu-
jace si¢ wysokim stopniem wsobnosci (inbredu), sa uwazane za szczeg6lnie narazone na
wygini¢gcie (BYERS & WALLER 1999; KELLER & WALLER 2002; GONG i in. 2010). Jednym
z efektywnych sposob6éw zapobiegania depresji inbredowej, t.j. zmniejszenia dostosowania
potomstwa powstalego w wyniku krzyzowania blisko spokrewnionych osobnikéw na skutek
np. zmniejszenia liczebnoSci populacji, jest introdukcja obcych osobnikéw w celu wzmoc-
nienia ostabionych genetycznie populacji. Juz poprzednio zwracano uwage, ze Carlina ono-
pordifolia jest zagrozona réwniez od strony genetycznej, ze wzgledu na duza specjalizacje
gatunku w stosunku do siedliska (POZNANSKA & Spiss 1985). Wyniki przeprowadzonych
przez nas poréwnawczych badan genetycznych populacji Zrédtowych i introdukowanych
wskazuja, ze nie doszto do wystapienia niepozadanych efektow genetycznych, obnizaja-
cych mozliwosci adaptacyjne gatunku.
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Dotychczasowe prace dotyczace ochrony gatunku ex situ, przez tworzenie nowych
jego populacji, nie daly w petni zadowalajacych rezultatéw. Wieloletnie obserwacje
introdukowanych populacji Carlina onopordifolia wykazaty brak w nich osobnikéw
osiagajacych faz¢ generatywna, co wskazuje na fakt, ze nie dochodzi w nich do wytwo-
rzenia pelnej struktury populacyjnej, obserwowanej w populacjach naturalnych. Dla-
tego dla ochrony C. onopordifolia wazne jest przede wszystkim utrzymanie siedlisk,
w ktérych gatunek ten wystgpuje naturalnie. Zmiany wynikajace z procesu sukcesji
krzewéw i drzew w murawach, uniemozliwiaja kietkowanie i wzrost siewek C. ono-
pordifolia oraz powoduja, ze gatunek ten nie osiaga stadium generatywnego w tych
populacjach.

W przypadku kontynuacji prac zwigzanych z ochrong Carlina onopordifolia in situ jak
1 ex situ, wazne jest, w celu zachowania struktury genetycznej gatunku, aby materiat siewny
pochodzil z tego samego regionu geograficznego, w ktérym bedzie zaktadana populacja.
Natomiast wybor populacji, z ktérej pozyskiwany miatby by¢ materiat, uwarunkowany jest
odpowiednig jej liczebno$cia. Dziatanie takie minimalizuje prawdopodobieristwo wysta-
pienia zaréwno depresji outbredowej, czyli redukcji dostosowania w wyniku hybrydyzacji
pomigdzy osobnikami pochodzacymi z genetycznie odrgbnych populacji, jak i zanikania
geograficznych genotypow, dzigki ktérym powstajg lokalne adaptacje (KELLER i in. 2000;
QUILICHINI i in. 2001).

W przypadku badanego gatunku wazne moga okazaé si¢ wyniki prowadzonych badar
taksonomicznych i filogeograficznych kompleksu Carlina acanthifolia (E. CIESLAK, mat.
niepublikowane), do ktérego, opierajac si¢ na ostatnio przeprowadzonych badaniach, wta-
czono C. onopordifolia (MEUSEL & KASTNER 1994). Ustalenie statusu taksonomicznego
C. onopordifolia moze rdwniez wpltyna¢ na okreslenie dodatkowych warunkéw zwiazanych
z pracami ochroniarskimi tego taksonu.

Podzigkowania. Autorki sktadaja podzigkowania doc. dr hab. Rézy Kazmierczakowej i dr. Wojcie-
chowi Paulowi za twércze dyskusje oraz cenne uwagi dotyczace manuskryptu. Badania wykonano w ramach
grantu Narodowego Centrum Nauki nr NN 304 300 940 oraz dziatalno$ci statutowej Instytutu Botaniki
PAN. Pozwolenia na zbiér materiatu roslinnego wydaty Regionalne Dyrekcje Ochrony Srodowiska.
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SUMMARY

The analysis of genetic variation of Carlina onopordifolia showed that all Polish populations were char-
acterized by a very evenly distributed and low level of genetic diversity. There was no difference in
the level of genetic variation between introduced and natural populations. Demonstrated very low level
of genetic variability of species and lack of diversity within populations may be a consequence of the
breeding system (apomixis) rather than genetic processes. However, fundamental distinction was found
between the Wyzyna Matopolska upland populations and those from the Wyzyna Lubelska upland, the
Polesie Wotyniskie lowland and the Wyzyna Zachodniowotyniska upland. In this case, reported differences
between groups of populations from separate geographical areas and parallel lack of differences between
populations within these areas, indicate presence of locally restricted “apomictic clones™ of this species.
Because C. onopordifolia occurs only at a few natural locations and in the introduced ones the regular
demographic structure has not established itself, the key role in the protection of this species plays con-
tinuity of work on the in situ (and only if necessary ex situ) conservation. However, in order to preserve
the genetic structure of the species, in the case of activities aimed at an introduction of C. onopordifolia
into new places, it is important that the seed came from the same geographical region in which the new
population is to be established.
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