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ABSTRACT

Nawrocka-Grzeskowiak U., Skuza L., Szuc¢ko 1. 2015. Zmiennos¢ genetyczna cisa w wybranych rezerwatach
Polski. Sylwan 159 (6): 491-497.

Genetic variability of yew (1axus baccata 1..) trees in seven nature reserves (Jasieri, Czarne Cztu-
chowskie, Choczewo, Wierzchlas, Wirty, Rokita and Mogilno/Stary Sgcz) in Poland was investigated
by RAPD methods. The results showed high genetic differences between populations ranging
from 22.7% among the population of Stary Sacz and hedge (+) to 86.1% between Wierzchlas and
Rokita (+). Based on the results of RAPD analyses, the studied populations were divided into
three groups of similarity. The first include Jasieri and Choczewo the populations, the second
Rokita (+), hedge (-) and Stary Sacz, and the third remaining populations. High level of genetic
diversity was showed among the studied populations, is essential to the adaptability of the population
of yew. This theoretically increases the chances of survival species thanks to the possibility of
passing to preferred combinations of genes to the future generations.
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Wstep

Rodzaj Taxus obejmuje 8 blisko spokrewnionych gatunkéw [Seneta, Dolatowski 2012], choé
wedltug niektdrych autoréw jest ich tylko 7 [ Thomas, Polwart 2003]. Cis pospolity (Tzxus baccata L..)
podlega ochronie gatunkowej [Rozporzadzenie... 2004], zostal réwniez wpisany do Polskiej
Czerwonej Ksiggi Roslin [Kruszelnicki 2001] jako gatunek narazony na wyginiecie. Wystepuje
w umiarkowanej strefie catej pétkuli pétnocnej. W Polsce osigga swojg wschodnig granice
zasiggu [Namvar, Spethmann 1986]. Najwiccej stanowisk tego gatunku znajduje si¢ na Poje-
zierzu Pomorskim, w Matopolsce, na Slasku, Podkarpaciu i w Gérach Swigtokrzyskich. Rozwdj
cisa ogranicza gléwnie swiatto [Iszkuto, Boratyriski 2006], ale takze gleba. Cis moze rosngé prawie
na kazdym podtozu [Krél 1975], ale preferuje gleby wapienne, dostatecznie wilgotne i glebokie.
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Jak pokazujg doswiadczenia, rosnie takze na glebach suchych i ubogich siedliskach borowych,
ale w okolicy zbiornik6éw wodnych [Nawrocka-Grzeskowiak, Frydel 2009].

Celem pracy bylo poznanie zmiennosci i genetycznego zréznicowania wsréd wybranych
populacji cisa pospolitego rosngcego w réznych regionach Polski (nie tylko w rezerwatach) z zasto-
sowaniem markeréw RAPD. Badanie to pozwala okresli¢, jak duza jest zmiennosé w tych kilku
rezerwatach, z ktérych sg i bedg pobierane nasiona do dalszej produkcji siewek. Zréznicowanie
genetyczne jest korzystne dla realizacji programu ochrony i restytucji cisa [Zarzadzenie... 2006],
ktéry zaktada m.in. czynng ochrong istniejacych populacji oraz zaktadanie zachowawczych planta-
cji, a takze wigkszego udziatu cisa w lasach, do czego przyczyni si¢ zakfadanie plantacji nasiennych.
Plantacje, z ktérych w przysztosci bedzie mozna zbieraé nasiona, sg juz zaktadane w Nadlesnictwie
Kaliska w programie restytucji cisa w tym terenie [Nawrocka-Grzeskowiak, Frydel 2009].

Materiatl i metody

Materiat do badan zebrano w rezerwatach Jasien, Czarne Cztuchowskie, Choczewo, Wierzchlas,
Wirty, Rokita i Mogilno. Rezerwat ,,Choczewskie Cisy” (Nadlesnictwo Choczewo) o powierzchni
9 ha lezy w pétnocno-zachodniej czgsci nadlesnictwa (lesnictwo Sasino) i jest jednym z bogat-
szych stanowisk pomorskich. Wiek najstarszych egzemplarzy szacuje si¢ na 115 lat. Siewki cisa
wystepuja pojedynczo (wick 1-3 lata) i widaé, ze populacja tego gatunku jest w wyraznej
regresji. Rezerwat ,,Cisy w Czarnem” (Nadlesnictwo Czarne Cztuchowskie, lesnictwo Dzikéw)
o powierzchni okoto 25-26 ha (podaje si¢ ré6zne wielkosci) lezy migdzy gérnym biegiem rzeki
Gwdy a jej doptywem Czernicg. Jednoroczne siewki cisa sg nicliczne, starsze cisy (4-8-letnie)
ostaniania si¢ metalowymi kotpakami. W rezerwacie ,,Cisy Staropolskie im. Leona Wyczétkow-
skiego” (Nadlesnictwo Zamrzenica, lesnictwo Wierzchlas) rosng najstarsze okazy w Polsce
(okoto 400 lat). Naloty cisowe pojawiajg si¢ wiosng corocznie, ale w péZniejszym okresie zamie-
raja. Rezerwat ,,Jasien” (Nadlesnictwo Gidle, lesnictwo Zytno) o powierzchni 19,71 ha jest jed-
nym z najbardziej wilgotnych boréw. Cisy na tym terenie rosng w grupach lub pojedynczo i majg
dwie formy: drzewiastg oraz krzewiasta. Mlode siewki (roczne) rosng gtéwnie w miejscach wyzej
potozonych w poblizu pni drzew, tworzgc skupienia, a starsze (3-5-letnie) s3 w duzym stopniu
uszkadzane przez zwierzyng. Rezerwat ,,Cisy Rokickie im. Profesora Stanistawa Kréla” o po-
wierzchni 17,41 ha potozony jest na Pomorzu Szczecinskim w lasach Nadlesnictwa Rokita.
Najstarsze egzemplarze drzew cisowych rosng w szpalerze wysadzonym obok oplotowania.
Pierwsze wzmianki o cisach na tym terenie pochodzg od Miillera [1911]. Miode siewki mozna
zauwazy¢ tylko na obrzezu i na odstonigtych lesnych polanach potozonych w sgsiedztwie.
Rezerwat ,,Cisy w Mogilnie” o powierzchni 35,67 ha potozony jest w Beskidzie Zachodnim, na
zboczu Jodtowej Géry (651 m n.p.m.) i nalezy do Nadlesnictwa Stary Sgcz (lesnictwo Mogilno).
Na terenie mozna spotkaé drzewa cisa, ale takze okazy rosnace krzewiasto. Siewki pojawiaja si¢
wiosna, wiele z nich ginie.

W celu scharakteryzowania populacji cisa stosowano szereg markeréw, m.in. markery mor-
fologiczne, cytologiczne, biochemiczne oraz markery DNA. O jakosci markera decyduje jego
sposéb dziedziczenia oraz ujawniany, dzigki jego zastosowaniu, poziom polimorfizmu. Markery
DNA sg niezalezne od warunkéw srodowiska, ujawniajg wysoki poziom polimorfizmu i dlatego
s uwazane za bezcenne narz¢dzia do okreslania relacji genetycznych. Technika RAPD umo-
zliwia precyzyjng identyfikacjg relacji filogenetycznych mi¢dzy genotypami roslin.

Materialem do badan byly igly z jednorocznych pedéw cisa pospolitego. Badaniami objeto
cis pospolity rosngcy na terenie siedmiu wybranych rezerwatéw. Oprécz ciséw z rezerwatéw
przebadano rosliny charakterystyczne dla gatunku Zaxus baccata rosngce w Arboretum w Wirtach



Zmienno$¢ genetyczna cisa 493

oraz na terenie rezerwatu Rokita w starym zywoplocie otaczajacym dawng lesniczéwke: meski
egzemplarz — oznaczony jako zywoplot (-) i Zeriski — zywoplot (+). Cisy z rezerwatu w Rokicie ozna-
czono dodatkowo jako Rokita (+) (egzemplarze zenskie) i Rokita (=) (mgskie). Drzewa, z ktérych
pobierano materiat do badan, charakteryzowaty si¢ dobrym stanem zdrowotnym, za wyjgtkiem
ciséw z rezerwatu w Rokicie. Cisy te rosng w duzym zaggszczeniu z matym dostgpem Swiatla,
co nie wptywa dobrze na ich rozwd;j.

Genomowy DNA byt ekstrahowany z 2 g swiezych igiet za pomoca zestawu Plant&Fungi
DNA Purification Kit (EURx). Amplifikacji dokonano przy udziale 15 starteréw RAPD. W mie-
szaninie reakcyjnej o catkowitej objetosci 25 pl znajdowaly si¢ odpowiednio: 1x bufor do PCR
(750 mM Tris-HCI, pH 8,8; 200 mM (NH4)ZSO4, 0,1% 'Tween 20) (Fermentas), od 1,5 do 4,0 mM
MgCl, (w zaleznosci od zastosowanego startera); 200 pM kazdego z AN'TP, 0,2 pM startera
(Genomed), Taq DNA polimeraza (Fermentas), 10 ng genomowego DNA. Reakcje przeprowa-
dzono w termocyklerze MJ Bio-Rad, stosujac nast¢pujacy profil termiczny: denaturacja wstgpna
przez 3 min w temperaturze 94°C, nast¢pnie 45 cykli wedtug profilu: 94°C — 1 min (denaturacja),
37°C - 1 min (przylgczanie starteréw), 72°C — 2 min (elongacja) oraz koricowa inkubacja w 72°C
przez 10 min. Po reakcji PCR do kazdej z préb dodano (5 pl) buforu obciazajacego: 10 mM Tris-
-HCl (pH 7,6), 0,03% bi¢kitu bromofenolowego, 0,03% xylenecyjanolu FE, 60% glicerolu i 60 mM
EDTA. Produkty amplifikacji rozdzielano w 2-procentowym Zelu agarozowym (Prona) zawiera-
jacym 0,01% bromku etydyny (Sigma), w buforze 1x TBE (kwas borowy, EDTA). Rozdziat
prowadzono przez 5 h, stosujac napigcie 85 V. Reakcje PCR-RAPD powtarzano dwukrotnie dla
kazdego startera. Analizowano jedynie powtarzalne produkty.

Obrazy produktéw reakcji analizowano przy uzyciu programu Quantity One® 1-D (BioRad).
Wielkos¢ produktéw amplifikacji okreslano poprzez poréwnanie ich z markerem wielkosci
MasRuller DNA Ladder, Fermentas. Obecnos¢ lub brak prazka traktowano jako pojedynczg
cechg, ktdrg zapisywano odpowiednio jako wartosé 1 lub 0. Otrzymang w ten sposéb macierz
podobieristwa opracowano z zastosowaniem wspétczynnika Dice’a:

WD = (xy) = 2P(x, y) | (P(x) + P(y))
gdzie:
P(x), P(y) - prawdopodobieristwo zdarzen x lub y zachodzgcych razem.

Skonstruowano takze dendrogram podobieristwa genetycznego z uzyciem metody najblizszego
sgsiedztwa (N], ang. Neighbour Joining) (Diversity Database, BioRad, USA).

Wyniki
Sposréd zastosowanych w pracy 15 starteréw 10-nukleotydowych o losowych sekwencjach 6 nie
generowato zadnych produktéw amplifikacji, dlatego w badaniach zastosowano 9 starteréw
(tab.). Analizie poddano powtarzalne, intensywne i réznigce si¢ dtugoscig od fragmentéw sgsied-
nich produkty amplifikacji. Liczba analizowanych prazkéw to 163 — obejmowata loci polimor-
ficzne, ktére mialy dtugosé od 146 do 2623 par zasad. Liczba fragmentéw amplifikowanych
przez jeden starter wahata si¢ od 5 w OPA 02 do 28 w OPA 19, ze Srednig 18 produktéw na
starter. Procent polimorficznych prazkéw oscylowat od 76,9% dla startera OPA 10 do 100% dla
starteréw OPA 04, OPA 09, OPA 11 i OPA 15, z 0ogélng Srednig 94,5% polimorficznych pragzkéw.
Wyniki te wskazujg na wysokie zréznicowanie genetyczne badanych populacji.

Wyniki otrzymane po analizie RAPD (ryc.) pozwolity na uzyskanie podobieristwa genety-
cznego migdzy analizowanymi populacjami cisa, wahajgcego si¢ od 22,7% pomigdzy populacja-
mi Stary Sgcz i zywoplot (+) do 86,1% pomig¢dzy populacjami Wierzchlas i Rokita (+). Dendro-
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Tabela.
Zastosowane startery RAPD wraz z sekwencjg 5°—3° (sekwencja), liczba produktéw otrzymanych
poszczegdlnym starterem (N), procent polimorficznosci (%) oraz dtugos¢ otrzymanych produktéw (L [pz])

Primers used in the RAPD and their 5’—3’ sequence (sekwencja) as well as products number (N), poly-
morphism fraction (%) and size (L [bp])

}S)t'flrter Sekwencja N % L
rimer
OPA 02 TGCCGAGCTG 5 80,0 146-1135
OPA 04 AATCGGGCTG 25 100,0 619-1775
OPA 09 GGGTAACGCC 20 100,0 566-1898
OPA 10 GTGATCGCAG 13 76,9 725-1931
OPA 11 CAATCGCCGT 16 100,0 437-2195
OPA 12 TCGGCGATAG 12 91,7 213-1695
OPA 15 TTCCGAACCC 17 100,0 358-2060
OPA 18 AGGTGACCGT 27 88,9 334-1954
OPA 19 CAAACGTCGG 28 92,9 625-2623
Sy 18 94,5 146-2623
Average
920 1o
174 Jasierd
I& Choczewo
&i Rokita (+)
1,57 10,99 zywoptot (-)
10,04 Stary Sgcz
5,33 Wierzchlas
12,83 Gzarne Ry,c PR
0,73 2,10 Crzhuchowskie Podobieristwo genetyczne Dice’a bada-
049 1871 4 voplot (4) nych popu_lac'j.i Taxus ba'cmm wyznaczone
metodg najblizszego sgsiedztwa NJ
36,74 Lz Wirty Dice genetic similarity of analysed Taxus

baccata L. populations determined basing
Rokita () on the NJ method

gram NJ przedstawia podzial badanych populacji na 3 grupy podobieristwa: do pierwszej nalezg
populacje Jasieri i Choczewo, do drugiej Rokita (+), zywoplot (-) i Stary Sgcz, a do trzeciej pozo-
stale analizowane populacje. W drugiej grupie podobieristwa mozna wyrézni¢ dwie podgrupy.
Osobng podgrupe tworzy populacja Stary Sacz. Podobnie w trzeciej grupie mozna wyrdéznic
podgrupe¢ pierwsza, ktdrg tworzy jedynie populacja Wierzchlas, i drugg, do ktérej naleza pozo-
stale populacje. Na podstawie analizy podobieristwa populacji cisa rosngcego w rezerwacie
Rokita i w zywoptocie mozna stwierdzié, ze cisy te pochodzg od tych, ktére rosng w zywoptocie
obok rezerwatu. Podobieristwo populacji cisa Rokita (+) i Zzywoptot (=) wynosi 82%, a Rokita (-)
i zywoptot (+) 59,4%.

Odnowa cisa pospolitego w badanych rezerwatach jest na ogét bardzo zta, a przyczyng sg
gléwnie warunki siedliskowe: duze ocienienie (rezerwat Wierzchlas, Rokita, Jasien i cz¢sciowo
Choczewo), wilgotnos¢ podtoza i podtapianie terenu (Jasied) oraz zgryzanie przez zwierzyng
(Jasient i Choczewo). Cisy w badanych rezerwatach na og6t maja dobrg Zywotnos¢ i pokréj drzewa,
ale przyjmujg takze forme¢ krzewiastg (rezerwat Jasieri i Stary Sacz).
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Dyskusja
Zmienno$¢ genetyczna 1. baccata byta analizowana do tej pory m.in. przy pomocy izoenzyméw
[Lewandowski i in. 1995; Rajewski i in. 2000]. Nowsze badania Taxus canadensis i 1. brevifolia
wykorzystujg izoenzymy, RAPD, polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykeyjnych (RFLP) lub
polimorfizm dtugosci amplifikowanych fragmentéw (AFLP) w celu wyjasnienia klonalnej zmien-
nosci w populacjach, dynamiki populacji oraz struktury metapopulacji [Scher 1996; Corradini
i in. 2002]. Markery RAPD stosowane w doswiadczeniu zostaly réwniez wykorzystane do analizy
zréznicowania regionalnego w szwajcarskich populacjach T baccata L. [Hilfiker i in. 2004] oraz
do oceny genomowego zréznicowania poszczegdlnych roslin w populacji T cuspidata [Li i in.
2006]. Rozwdj technik molekularnych oraz zastosowanie odpowiednich typéw markeréw mole-
kularnych umozliwiaja obecnie precyzyjne okreslenie poziomu zmiennosci i zréznicowania
genetycznego badanych populacji oraz rekonstrukeje tras rekolonizacji gatunkéw z obszaréw
refugialnych [Petit, Hampe 2006].

Poziom zmiennosci i zréznicowania genetycznego majg wazne znaczenie dla zdolnosci adap-
tacyjnych populacji i gatunkéw, co nabiera w ostatnim czasie szczegdlnego znaczenia w obliczu
zachodzgcych globalnie zmian Srodowiskowych, w tym przede wszystkim zmian klimatu. Wiedza
na ten temat, jak i mechanizméw je ksztattujacych moze by¢ niezmiernie przydatna w tworze-
niu programéw ochrony gatunkéw zagrozonych, opracowaniu optymalnej strategii hodowli ga-
tunk6éw o znaczeniu gospodarczym, pozwalajac chroni¢ pule genowg i uszlachetnia¢ odmiany.
Populacje charakteryzujgce si¢ wysokim poziomem réznorodnosci genetycznej maja teorety-
cznie wigksze szanse na przetrwanie dzigki mozliwosci przekazywania kolejnym pokoleniom
korzystnej kombinacji genGw.

Analizy genetyczne w oparciu o markery izoenzymatyczne oraz markery DNA wskazuja,
ze cis pospolity, w przeciwieristwie do pozostatych jego gatunkéw, charakteryzuje si¢ wysokim
poziomem zmienno$ci genetycznej wewngtrz populacji i znaczgcym zréZnicowaniem genety-
cznym miedzy populacjami [Lewandowski i in. 1995; Chung i in. 1999]. Ten wysoki poziom
zmiennosci zabezpiecza przed zjawiskiem dryfu genetycznego, ktéry prowadzi do zmniejszenia
zmiennos$ci wewngtrz populacji — populacje cisa pospolitego w duzym stopniu podatne sg na to
dziatanie, co wynika z niewielkich rozmiaréw populacji i izolacji przestrzennej stanowisk
[Gonzdlez-Martinez i in. 2010], ujemnie wptywajacych na strukturg genetyczng u tego gatunku.

Poziom zmiennosci genetycznej cisa pospolitego jest podobny do tego, jaki posiadajg inne
drzewa iglaste, charakteryzujace si¢ wysokim poziomem zmiennosci na tle badanych gatunkéw
roslin, jak np. sosna zwyczajna [Hamrick i in. 1992]. Dodatkowo populacje cisa potozone w cen-
trum zasi¢gu charakteryzujg si¢ wyzszym poziomem zmiennosci genetycznej w poréwnaniu
z populacjami rosngcymi na granicach zasiggu [Gonzédlez-Martinez i in. 2010].

Doniesienia literaturowe dotyczace struktury genetycznej cisa pospolitego w Polsce, w opar-
ciu o markery izoenzymatyczne [Lewandowski i in. 1995], markery RAPD [Zarek 2009] oraz
markery SSR [Chybicki i in. 2011], potwierdzaja, ze gatunek ten posiada wysoki poziom zmien-
nosci genetycznej. Badania Zarka [2009] przeprowadzone w czterech potudniowych populacjach
cisa pospolitego w Polsce z zastosowaniem markeréw RAPD wykazaly, Ze zréznicowanie gene-
tyczne mi¢dzy nimi wynosi 26%, natomiast wewngtrz populacji 74%. Z kolei badania w oparciu
o markery SSR przeprowadzone na szesciu populacjach cisa pospolitego (trzech z potudnia i trzech
7 pétnocy Polski) wykazaty, ze ogélny poziom zréznicowania genetycznego migdzy populacjami
wynidst zaledwie 5,54%.
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W niniejszych badaniach do okreslenia zmiennosci cisa w wybranych rezerwatach Polski
wykorzystano metod¢ RAPD, a do analizy wykorzystano 9 starteréw OPA. Wybrane oligonukleo-
tydy amplifikowaly tacznie 163 odcinki DNA, z czego 154 (94,5%) byty fragmentami polimor-
ficznymi, co jest zgodne z badaniami Zarka [2009], gdzie do analiz RAPD réwniez wykorzystano
9 starteréw, ktére amplifikowaty 185 produktéw — srednio 21 produktéw na starter. Podobne
wyniki otrzymali Corradinni i in. [2002], ktérzy analizie poddali Taxus canadensis. Catkowita liczba
prazkéw generowanych przez 7 wybranych starteréw wyniosta 125 — srednio 18 produktéw na
starter. Collins i in. [2003] analizowali 7. baccata, T. canadensis i T. cuspidata, réwniez wykorzy-
stujgc markery RAPD. Do swoich badai wykorzystali 10 starteréw, keére amplifikowaty tacznie
201 prazkéw, z czego 185 byto fragmentami polimorficznymi (92%).

Whioski

# Wykazano wysokie zréznicowanie genetyczne miedzy badanymi populacjami, co ma wazne
znaczenie dla zdolnosci adaptacyjnych populacji. Zwigksza to teoretycznie szanse na prze-
trwanie cisa dzigki mozliwosci przekazywania kolejnym pokoleniom korzystnej kombinacji
genow.

# Wykazane podobiedstwo genetyczne populacii cisa z rezerwatu Rokita i populacii rosnacej
w starym zywoplocie otaczajgcym dawng lesniczéwke wskazuje na wspélne pochodzenie tych
egzemplarzy.

# Odnowa cisa w badanych rezerwatach wskazuje na jego zanikanie (zamieranie mtodych i brak
starszych siewek). Warunki siedliskowe majg wpltyw na rozwdéj i odnowe cisa w rezerwatach.
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