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Postglacjalna migracja jodly pospolitej (Abies alba Mill.)
do Polski — analiza na podstawie polimorfizmu
mitochondrialnego DNA

Postglacial migration of silver fir (Abies alba Mill.) to Poland — analysis
on the basis of mitochondrial DNA polymorphism

ABSTRACT

Pawlaczyk E. M., Kroplewska I., Bobowicz M. A. 2013. Postglacjalna migracja jodty pospolitej (Abies alba
Mill.) do Polski — analiza na podstawie polimorfizmu mitochondrialnego DNA. Sylwan 157 (6): 458-463.
Mitochondrial DNA marker was applied to 10 populations of silver fir from Poland and one from Belarusia.
These populations were located within and beyond the natural range of silver fir. The marker exhibited
two highly conserved alleles (first — 230 bp and second — 150 bp) based on an insertion-deletion of 80 bp
in the fourth intron of the mitochondrial nad5 gene. The geographical distribution of the maternally inherited
mitochondrial variation is known to support the existence of at least two refugia with two recolonizing
maternal lineages remaining largely separated throughout the range. Our results provide that in all studied
populations the first allele was discovered. Therefore we postulate that the silver fir migrate to Poland
from the refugium in western Europe (probably from central Italy).
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Wstep

Obserwowana dzi§ zmienno$¢ jodty pospolitej (Adies alba Mill.) jest wynikiem proceséw ewolu-
cyjnych, takich jak mutacje, dryf i selekcja, ktére miaty miejsce w cieptych refugiach w Europie
Potudniowej, gdzie jodta przetrwala ostatnie zlodowacenie, oraz podczas postglacjalnej wedréwki
tego gatunku na péinoc kontynentu. Ta historyczna wedréwka stanowi jeden z gléwnych powo-
déw obecnego geograficznego zréznicowania genetycznego i uwaza si¢, ze rézne populacje jodty
bedg wykazywaty geograficzny model genetycznej zmiennosci [Konnert, Bergmann 1995].
Jodta pospolita rozpoczeta rekolonizacj¢ okoto 13 tysigcy lat temu i osiggngta granice obec-
nego zasiggu mniej wigcej 6 tysigey lat temu. Obszar wystgpowania tego gatunku uksztattowat
si¢ okoto 2 tysiecy lat temu i pokrywa si¢ z rozmieszczeniem pasm i masywéw gorskich. Najbar-
dziej na pétnoc wysuniete, odizolowane stanowisko A. a/ba lezy na terenie Nizu Srodkowoeuro-
pejskiego, w rezerwacie Tisovik na Bialorusi (Puszcza Bialowieska). Najdalej na poludniu gatunek
ten ro$nie w gérach Aspromonte na potudniu Pétwyspu Apeniriskiego. Na zachodzie wystgpuje
w Pirenejach, a na wschodzie w Starej Planinie w Bulgarii oraz w Karpatach Potudniowych
w Rumunii. W Polsce jodta osigga péinocng granice zasi¢gu, ktéra przebiega wzdtuz pétnocnego
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krarica Niziny Slaskiej, nastepnie péinocng krawedzia Pasa Wyzyn Srodkowych oraz przecina
Nizing Mazowiecko-Podlaska. Obecnie obserwowane geograficzne rozmieszczenie jodly pospo-
litej w Europie jest rezultatem postglacjalnej rekolonizacji.

Hipotezy na temat rozmieszczenia refugiéw glacjalnych oparte sg na danych izopolowych
[Kral 1980; Liepelt i in. 2009], badaniach izoenzymatycznych [Konnert, Bergmann 1995;
Breitenbach-Dorfer i in. 1997; Liepelt i in. 2009], badaniach chloroplastowego mikrosatelitar-
nego DNA [Vendramin i in. 1999; Liepelt i in. 2009] oraz mitochondrialnego DNA [Liepelt i in.
2002, 2009; Gomory i in. 2004; Ziegenhagen i in. 2005]. Na podstawie tych markeréw badacze
postulujg istnienie pigciu refugiéw glacjalnych w srodkowej i/lub wschodniej Francji, srod-
kowych Wioszech, potudniowych Wtoszech (Kalabria), potudniowej i potudniowo-wschodniej
czgsci Pétwyspu Batkariskiego oraz w Pirenejach. Jako najbardziej prawdopodobne Zrédta post-
galcjalnej rekolonizacji podaje si¢ potudniowg cz¢s$¢ Pétwyspu Batkariskiego, srodkowe Whochy
i srodkowo-wschodnig cz¢sé Francji. Na podstawie wynikéw analizy enzymatycznej postulowano
istnienie dwdch stref introgresji. Obszary natozenia si¢ drég migracji z kilku refugiéw miatyby
wystepowaé w Beskidach, Tatrach Wysokich, Karpatach Stowackich, czeskich Rudawach oraz
stowenskiej czesci Alp, gdzie natozyly si¢ drogi migracji z refugiéw z Batkanéw i Whoch, oraz
w Masywie Centralnym, Wogezach i Gérach Jura, gdzie spotkaty si¢ jodty z refugiow we Whoszech
i Francji.

Badania molekularne prowadzono na mitochondrialnym i chloroplastowym DNA [Vendramin
i in. 1999; Liepelt i in. 2002, 2009, 2010; Gomory i in. 2004]. Na podstawie analiz mitochondrial-
nego DNA wykryto dwa allele o dtugosci 230 (allel 1) i 150 (allel 2) par zasad. Stwierdzono wyste-
powanie w Europie trzech grup jodly pospolitej. Pierwsza grupa (z allelem 1) obejmuje kraje
zachodniej Europy. Do grupy drugiej (z allelem 2) nalezg kraje potudniowo-wschodniej Europy
(gléwnie kraje batkariskie). Trzecia grupa, zawierajagca obydwa allele, obejmuje Chorwacje,
Stowenig i pétnocno-wschodnie Wtochy.

Polskie populacje jodly pospolitej w powyzszych badaniach byly stabo reprezentowane,
dlatego celem niniejszej pracy byto zweryfikowanie hipotez na temat migracji jodly pospolitej
do Polski po ostatnim zlodowaceniu.

Material i metody

Materiat badawczy stanowily paki wegetatywne i igly z 319 drzew z 10 polskich i jednej biatoru-
skiej populacji jodly pospolitej (ryc. 1). Populacje oznaczone na rycinie 1 numerami 1-9 znajduja
si¢ w zwartym zasiegu jodly pospolitej, populacja 10 zlokalizowana jest na skraju zasi¢gu, a popu-
lacja biatoruska — 120 km poza zasi¢giem wystgpowania gatunku. Populacje 1-10 reprezentowane
byty przez 30 osobnikéw kazda, a populacja z Tisovika (Biatorus) przez wszystkic 19 wystgpu-
jace na tym stanowisku osobniki.

7 pakéw i igiet izolowano DNA metodg Doyle i Doyle [1990] na buforze ATMAB (bromek
alkilo-3-metylo-amonu). Reakcje PCR wykonano w termocyklerze MultiGene™ Gradient
Thermal Cycler firmy LabNet dla markera mitochondrialnego czwartego intronu mitochondrial-
nego genu dehydrogenazy NAD w podjednostce 5 (nad5-4). Do amplifikacji uzyto nast¢pu-
jacych sekwencji startera: 5’-GGACAATGACGATCCGAGATA-3’ oraz 5’-CATCCCTCCCA-
TTGCATTAT-3’ [Liepelt i in. 2002]. Do reakcji wzigto 20 ng matrycy DNA, 0,5 jednostki Taq
polimerazy (Novazym), 0,1 mM kazdego nukleotydu dN'TP, 0,2 pM kazdego startera, buforu do
reakcji PCR oraz 1,6 mM MgCl,. Reakcje wykonano w objgtosci 10 ul. Wst¢pna denaturacja
trwata 3 minuty i odbywala si¢ w temperaturze 94°C. Nastgpnie wykonano 30 cykli: 1 min w 92°C
(denaturacja), 1 min w temperaturze 54°C (przytaczanie starteréw) oraz 1 min i 20 s w 72°C (wydtu-
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Rye. 1.
Rozmieszczenie badanych populacji jodty pospolitej
Location of studied populations of silver fir

zanie taricucha). Koricowe wydluzanie odbywalo si¢ w temperaturze 72°C przez 8 minut.
Nastepnie wynik reakcji PCR zostat sprawdzony elektroforetycznie na 2% zelu agarozowym
z bromkiem etydyny. Elektroforeze poziomg prowadzono przez 1h w 6V/cm.

Wyniki i dyskusja
We wszystkich badanych populacjach wykryto tylko allel o dtugosci 230 pz (ryc. 2). Wynik ten
$wiadczy o mozliwej migracji jodly pospolitej do Polski z refugium z zachodniej Europy (praw-
dopodobnie z refugium wiloskiego). Przykltadowe wyniki dla populacji z rezerwatu t.abowiec
zamieszczono na rycinie 3.

Na podstawie badari izopolowych wykryto trzy/cztery refugia jodly pospolitej, gdzie
gatunek ten przetrwat ostatnie zlodowacenie w potudniowej Europie. Zlokalizowane sg one na
Pétwyspie Iberyjskim (w Pirenejach), w Apeninach, na Pétwyspie Batkadskim oraz ewentual-
nie w potudniowej Francji [Bertsch 1935; Langer 1963; Scheifele 1970; Kral 1980; Korpel i in.
1982; Larsen 1986]. Starano si¢ réwniez okresli¢ drogi migracji jodly z refugiéw do centralnej
Europy [Kral 1980]. Jodta ze srodkowej czesci Whoch migrowata trzema drogami. Pierwsza, tzw.
,droga jurajska”, prowadzita przez Doling Rodanu oraz szwajcarskie i francuskie Géry Jura do
Wogezéw i Schwarzwaldu. Druga, czyli ,,droga alpejsko-algawska”, wiodla z rejonu potozonego
w Alpach w Tessin do Doliny Renu, Jeziora Bodenskiego i Gér Algawskich w potudniowych
Niemczech. Z kolei ,,droga wschodnioalpejska” okrgzata Alpy od wschodu i prowadzita do
Bawarii, Czech, Laséw Turyngii i Rudaw. Jodia z refugium na Pdétwyspie Batkarskim
(potudniowa Bosnia i Macedonia) wedrowata na péinoc szlakiem ,,wschodnim” przez Karpaty
do Tatr w péinocnej Stowacji oraz ,,zachodnim” przez Géry Dynarskie do Chorwacji i potud-
niowych Alp [Horwat-Marolt, Kramer 1982].
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Rye. 2.

Wynik reakcji PCR dla markera mitochondrialnego nad5-4 na zelu agarozowym z bromkiem etydyny dla
wszystkich badanych populacji

The result of PCR reaction for nad5-4 mitochondrial marker on agarose gel with ethidium bromide for all
studied populations
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Rye. 3.

Wynik reakeji PCR dla populacji z rezerwatu Labowiec
Result of PCR reaction for population from the FL.abowiec Reserve

Badania enzymatyczne prowadzone byly w 8 systemach, w ktérych przebadano 48 prowe-
niencji z 15 krajéw europejskich [Konnert, Bergmann 1995]. Stwierdzono, ze przyjmujgc za kry-
terium obecno$¢ lub brak alleli o niskiej frekwencji, badane proweniencje mozna podzieli¢ na
4 grupy. Niektdre z tych alleli pojawialy si¢ tylko w okreslonych rejonach zasiggu jodly i zostaty
nazwane allelemi specyficznymi. Pierwszy region stanowity potudniowe Wtochy i Pirencje.
Allele stwierdzone w populacjach z tego regionu réznity nie tylko te proweniencje od innych,
ale réwniez od siebie nawzajem. Drugi region obejmowal populacje z zachodniej i srodkowej
Europy na zach6d od Slaska. Trzeci region to wschodnia i srodkowa Europa, a czwarty — stano-
wiska ze wschodniej czgsci Europy. Na podstawie przeprowadzonych badan wykryto, ze refugia
z Batkanéw i z Wloch spotkalty si¢ i stworzyly tzw. strefe introgresji. Ten wniosek zostat oparty
na znalezieniu populacji, ktére zawierajg zaréwno allele charakterystyczne dla Batkanéw z jed-
nej strony i Europy Srodkowej z drugiej. Analogiczna strefa wystepuje w Alpach Stowerskich,
gdzie jodta z potudniowych Batkanéw spotkata si¢ z migrujaca drogg wschodnioalpejskg jodlg ze
srodkowych Wioch. Dodatkowo kilka populacji jodty z najbardziej na potudnie wysunigtych
stanowisk na Pétwyspie Batkariskim (Bulgaria, Macedonia) zawieralo unikalne allele nicobser-
wowane w zadnych innych populacjach. Te szczegdlne allele zostaly znalezione takze u jodty
bulgarskiej (Adies borisii-regis), co dowodzi, ze przeptyw genéw miedzy tymi dwoma gatunkami
byt efektywny w strefach naktadania si¢ zasiggéw.

Na podstawie badani enzymatycznych wykryto pi¢é refugiéw, ale tylko z trzech nastapita
rekolonizacja do §rodkowej i wschodniej Europy. Refugia z Pirenejéw i potudniowych Wtoch
(Kalabria) sg izolowanymi stanowiskami jodty. Ze srodkowych Wioch do srodkowej i wschodniej
Europy prowadzity dwie drogi: ,,zachodnioalpejska” (dzielaca si¢ na ,,droge jurajska” i ,,droge
alpejsko-algawskg”) oraz ,,wschodnioalpejska”. Refugium ze Srodkowej i wschodniej Francji
(Masyw Centralny) wprowadzito jodfe na zachodnie stanowiska Europy Srodkowej (Wogezy,
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Schwarzwald, Jura), a z refugium potudniowego i potudniowo-wschodniego regionu Pétwyspu
Batkaniskiego (Macedonia, Butgaria, Rumunia) ekspansja prowadzita wzdtuz Gér Dynarskich do
Stowenii i wzdtuz Rumunskich Karpat do wschodniej czgsci Beskidéw. Postulowano istnienie
dwdch stref introgresji, a mianowicie strefe w Beskidach, Tatrach Wysokich, Karpatach Stowac-
kich i Rudawach oraz Alpach Stoweriskich, a takze stref¢ w Masywie Centralnym, Wogezach
i Gérach Jura.

Podsumowanie

Niniejsze badania potwierdzity wnioski ptyngce ze wezesniejszych analiz. Prawdopodobnie jodta
pospolita przywedrowata do Polski z zachodniego refugium w srodkowej czesci Whoch. Nie po-
twierdzita si¢ natomiast oparta na badaniach izoenzymatycznych hipoteza, ze gatunek ten tworzy
w naszym kraju stref¢ introgresji refugiéw batkanskiego i whoskiego.
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SUMMARY

Postglacial migration of silver fir (Abies alba Mill.) to Poland — analysis
on the basis of mitochondrial DNA polymorphism

Observed intraspecies variability of silver fir (Adies alba Mill.) is the result of postglacial
recolonisation, which began about 13 000 years ago in southern Europe in warm refugia, where
species survived the last glaciation and reached the ends of the current range around 6000 BC.

Early hypotheses on the distribution of glacial refugia were based on pollen data and
isozyme research. On the basis of these markers the existence of five glacial refugia was postulated
and the most likely routes of postglacial recolonization were identified. This migration began
from three refugia (the southern part of the Balkan Peninsula, central Italy and central-eastern
part of France). We hypothesized that firs from two refugia in the Balkans and from central Italy
met and formed introgression zone between them.

Recent studies using molecular mitochondrial DNA marker nad5-4 revealed the existence
of three groups of European silver fir. The first group with first allele of 230 bp in length includes
the countries of Western Europe, the other group of second allele at 150 bp long, which includes
the countries of southeastern Europe (mainly the Balkans), and a third group that contains
a mixture of alleles which includes Croatia, Slovenia and north-eastern Italy.

"The aim of this study was to describe the migration routes of silver fir after the last glaciation
in Poland, where investigated species reaches its north-eastern border of range. The study was
based on analysis of mitochondrial nad5-4 marker. 10 Polish fir populations as well as one
Belarusian (Tisovik) were selected. Analysis showed that all studied populations include the
230 bp allele. This result indicates that in all studied populations the first allele was discovered.
"The fir on the Polish territory migrated from one refugium in western Europe.



