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ABSTRACT

Polok K., Zwijacz-Kozica T, Zielinski R. 2016. Weryfikacja pochodzenia drzewiastych form kosodrzewiny
na terenie Tatrzariskiego Parku Narodowego na podstawie polimorfizmu miejsc insercji transpozonGw.
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Closely related Pinus species, mountain pine (Pinus mugo Turra) and Scots pine (Pinus sylvestris 1.),
belong to native woody species in the Tatra National Park (TPN, southern Poland). Their occurrence
in close proximity can lead to the formation of natural hybrids known as Pinus x rhaetica, which
is a woody, often polycormic form. Pinus x rhaetica is described in the TPN, but there has been
a great deal of disagreement over its origin. The goal of the studies was to verify the taxonomic
status of individuals identified as Pinus x rhaetica that grew in the eight stands together with
P, mugo and P. sylvestris by SSAP (Sequence Specific Amplification Polymorphism) analysis of
transposon insertional polymorphism. In total, 34 Pinus x rhaetica, 25 P. mugo and 27 P. sykvestris
individuals were tested in addition to 20 individuals of P w#/iginosa from “Torfowisko pod
Weglincem’ and ‘Wielkie Torfowisko Batorowskie’ as well as 25 individuals of P. uncinata from
the Austrian Alps as the control groups. Four transposon sequences were employed: a DNA
transposon from the CACTA family, 7po and retrotransposons — two gypsy (Ogre, [FG7) and one
copia like (Bare). All species belonging to the Pinus mugo complex are highly variable with 49-
-81% polymorphic loci and genetic diversity, H.. equals 0.228-0.307 with the highest values in
Pinus x rhaetica. Surprisingly, P. syfvestris proves to be the least variable species, likely because of
a narrow gene pool in small, scattered stands in the Tatras. Very low Nei’s genetic similarities
between P, sylvestris and Pinus mugo complex, especially in comparison with P. #/iginosa (1=0.548)
and P, mugo (I=0.558) exclude unequivocally the possibility of spontaneous hybridization among
these taxa. Thus, it undermines the hypothesis about hybrid origin of Pinus x rhaetica in the
Tatras. It proves to be a morphological form of P. mugo as assessed from the Nei’s coefficient,
[=0.985 which is well within a range of conspecific populations. Finally, none of the studied
individuals of Pinus x rhaetica are derived from seeds of Alpine P. uncinata.
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Wstep

Blisko spokrewnione sosny dwuigiclne: kosodrzewina (Pinus mugo Turra) oraz sosna zwyczajna
(Pinus sylvestris 1..) nalezg do rodzimych gatunkéw drzewiastych wystgpujacych na terenie
Tatrzaniskiego Parku Narodowego (TPN). Kosodrzewina tworzy wlasne pigtro roslinne powyzej
gérnej granicy lasu, na wysokosci 1550-1800 m n.p.m. [Pigkos-Mirkowa, Mirek 1996]. Pojawia
si¢ takze w obu lesnych pigtrach reglowych, w formie azonalnych skupieri przywigzanych do
miejsc skalistych i torfowisk, takze tych potozonych w podtatrzariskich kotlinach. Sosna zwyczajna
w Tatrach znana jest przede wszystkim ze stanowisk reliktowych na dolomitowych skatkach
w reglu dolnym, rzadziej w reglu gérnym [Zwijacz-Kozica 1998a]. Znane sg takze jej pojedyncze
stanowiska ponad gérng granicg lasu, az po 1720 m n.p.m. [Zwijacz-Kozica 2012].

Wystepowanie blisko spokrewnionych gatunkéw w obrebie tych samych stanowisk moze
prowadzi¢ do ich hybrydyzacji. Mozliwos¢ powstawania naturalnych mieszaficéw sosny zwyczaj-
nej i kosodrzewiny, okreslanych faciriskg nazwa Pinus x rhaetica Brigger, wskazywana jest od
kilkudziesi¢ciu lat [Christensen 1987]. W polskiej literaturze naukowej takson ten pod nazwg
sosna drzewokosa pojawit si¢ po raz pierwszy w 1993 roku [Staszkiewicz 1993]. W 2001 roku
Pinus x rhaetica, pod polskg nazwg sosna blotna, wystgpita na liscie roslin objetych ochrong gatun-
kowg [Rozporzadzenie... 2001], zastgpujac wezesniej uzywane nazwy lacidskie Pinus uliginosa
[Rozporzadzenie... 1983] i Pinus uliginosa=Pinus mugo ssp. rotundata [Rozporzadzenie... 1995].
Pinus x rhaetica wykazywana jest takze w Tatrzariskim Parku Narodowym [Staszkiewicz 1996, 2001;
Zwijacz-Kozica 1998b], jednak jej pochodzenie jest przedmiotem kontrowersji. Pod tg nazwg
opisane zostaly bowiem takze osobniki rosngce na zboczu Sarniej Skaty, w Dolinie Biatego, znane
wezesniej jako pochodzgca z alpejskich nasion sosna hakowata (P, wacinata) [Stecki 1952; Pawlowski
1956; Radwariska-Paryska 1975; Horvath i in. 1980].

Rozstrzygniecie kwestii, czy rosngce w Tatrach drzewiaste, czesto polikormiczne formy
kosodrzewiny sg taksonem obcym, pochodzgcym z Alp, czy tez naturalnym, obj¢tym ochrong
gatunkowg mieszaficem sosny zwyczajnej i kosodrzewiny, jest istotne ze wzgledu na ich skraj-
nie odmienny status ochronny. Stosowane do tej pory metody morfologiczne, enzymatyczne oraz
analiza wybranych sekwencji DNA organellowego i jadrowego nie réznicowaty jednoznacznie
gatunkéw sosen i tym samym uniemozliwialy ustalenie pochodzenia osobnikéw podejrzewa-
nych o mieszaficowy charakter [Bobowicz i in. 2000; Heuertz i in. 2010]. Najnowsze badania
przeprowadzone na wielu gatunkach roslin i zwierzat wykazaly, ze jednymi z najefektywniej-
szych systeméw markerowych sg systemy oparte o ruchome elementy genetyczne — transpozony
[Polok 2007]. Wyste¢puja one powszechnie w genomach roslin i charakteryzujg si¢ zmiennoscig
pod wzgledem liczby kopii i lokalizacji miejsc insercji u blisko spokrewnionych gatunkéw. Odgry-
wajg réwniez istotng rol¢ w réznicowaniu si¢ gatunkéw [Vershinin i in. 2003; Polok 2007], zwlaszcza
w odpowiedzi na stresowe warunki srodowiska [Kalendar i in. 2000], w tym wynikajgce z dzia-
tania mutagenéw [Polok, Zielinski 2011], a takze sg gléwnym czynnikiem odpowiedzialnym za
zmienno$¢ rozmiaréw genomu, m.in. w rodzaju Pinus [Morse i in. 2009]. Jedng z najbardziej
czutych metod analizy transpozondéw jest metoda SSAP (ang. Sequence Specific Amplification
Polymorphism), w ktérej produkty amplifikacji s4 komplementarne do fragmentu DNA pomigdzy
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sekwencjami powtarzalnymi znajdujgcymi si¢ na koricach transpozonéw a miejscem restryk-
cyjnym w sekwencji flankujacej. Dzigki temu technika SSAP umozliwia identyfikacje miejsc
insercji (loci) elementéw ruchomych. Obecnos¢ transpozonu w danym miejscu insercji jest cechg
dominujgca, widoczng jako prazek na zelu.

Celem badari byta weryfikacja przynaleznosci gatunkowej osobnikéw o fenotypie sosny
drzewokosej (Pinus x rhaetica) wystgpujacych na stanowiskach tatrzariskich wraz z kosodrzewing
i sosng zwyczajng w oparciu o analiz¢ miejsc insercji transpozonéw metodg SSAP. Ponadto pod-
jeto prébe oceny, czy niektdére z badanych form mogg pochodzi¢ z alpejskich nasion sosny
hakowatej (Pinus uncinata).

Materiat i metody

L.gcznie analizowano 86 préb sosen z 8 stanowisk na terenie Tatrzafskiego Parku Narodowego.
Weryfikacji poddano 34 osobniki sosny drzewokosej podejrzewane o mieszaricowy charakter.
Najwigcej préb pochodzito z Doliny Biatego, z populacji opisanej jako pochodzaca z alpejskich
nasion i zidentyfikowanej jako Pinusx rhaetica przez Staszkiewicza [1996]. Ponadto zebrano
osobniki pochodzenia naturalnego rozproszone na skatkach srédreglowych od Doliny Chocho-
towskiej po Doling Rybiego Potoku oraz z populacji powstatych z nasadzen dokonanych w drugic;j
potowie XX wiecku w Dolinie Jaworzynki [Zwijacz-Kozica 1998b]. Kosodrzewina (P mugo) byta
reprezentowana przez 25, a sosna zwyczajna (P, sylvestris) przez 27 préb zebranych w bezposred-
nim otoczeniu sosny drzewokosej. Dodatkowo, jako kontrolg w badaniach, wykorzystano inne
taksony nalezace do kompleksu Pinus mugo — po 10 préb sosny blotnej (P, #/iginosa Neumann ex
Wimmer) z Torfowiska pod Wegliicem i Wielkiego Torfowiska Batorowskiego oraz 25 préb
sosny hakowatej — P. uncinata (Ramond ex DC.) Domin. z 5 stanowisk w Alpach austriackich.

DNA izolowano z 2 g igiet metodg C'TAB z modyfikacjami dla sosen [Androsiuk i in. 2011].
W analizie SSAP wykorzystano cztery startery komplementarne do sekwencji transpozonéw
w kombinacji z dwoma enzymami restrykcyjnymi, Pssl oraz Msel — Tpo/PstAT, Bare/PstAT,
Ogre[PstAT i IFG7/MseC. Starter Tpo jest komplementarny do transpozonéw DNA z grupy
CACTA, ktére wystgpujg w genomach roslin w duzej liczbie kopii, startery Bare i Ogre sg specy-
ficzne dla roslinnych retrotranspozonéw, odpowiednio typu copia i gypsy. Starter IFG7 jest kom-
plementarny do retrotranspozonu gypsy pochodzacego z Pinus taeda. Analiz¢ SSAP prowadzono
wedhug standardowej metodyki z modyfikacjami dla roslin o duzych genomach [Polok 2007;
Polok, Zielinski 2011]. W celu oceny zmiennosci genetycznej dla kazdego gatunku i stano-
wiska obliczono procent loci polimorficznych (P), Srednig liczbe alleli w locus (A), efektywng
liczbg alleli w locus (E), heterozygotycznos¢ oczekiwang w populacji (H) i dla gatunku (H.)
oraz wsp6tezynnik wsobnosci dla populacji (F ;) i gatunku (Fg.). Pochodzenie préb sosny drze-
wokosej okreslono na podstawie podobieristwa genetycznego Nei'a (1), ktére postuzyto takze do
wykreslenia dendrograméw metodg UPGMA. Wszystkie parametry obliczono, wykorzystujac
wzory podane przez Nei’a [1987]. Istotnos¢ réznic pomigdzy parametrami oceniono na pod-
stawie analizy wariancji (ANOVA) w programie Statistica.

Wyniki
U badanych sosen zidentyfikowano 172 loci SSAP bgdace miejscami insercji transpozonéw. Naj-
wiecej miejsc insercji wykryto dla transpozonu DNA z grupy CACTA, Tpo (109 loci). Retro-
transpozony Bare (copia) i Ogre (gypsy) wystgpowaly w nizszej liczbie kopii, odpowiednio 32
i 21, natomiast najmniej miejsc insercji (10 loci) obserwowano dla retrotranspozonu typu gypsy,
IFGT.
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Wysoki polimorfizm mierzony wszystkimi parametrami, a wi¢e procentem loci polimor-
ficznych (P), srednig liczbg alleli (A) oraz efektywng liczbg alleli w locus (E), cechowal taksony
z kompleksu Pinus mugo (tab. 1). Wartosci powyzszych parametréw dla tej grupy gatunkéw byly
nawet dwukrotnie wyzsze niz dla sosny zwyczajnej. Przykladowo srednio 64% miejsc insercji
transpozonéw byto polimorficznych w kompleksie Pinus mugo, podczas gdy sosna zwyczajna
miata ich tylko 34%. Podobnie wartosci zréznicowania genetycznego (H ) dla gatunkéw kom-
pleksu Pinus mugo miescily si¢ w zakresie 0,228-0,307 i byly blisko dwukrotnie wyzsze w poréw-
naniu z sosng zwyczajng (H,=0,151). W obrebie kompleksu Pinus mugo, najbardziej zmienna
byta sosna drzewokosa, u ktérej az 81% miejsc insercji byto polimorficznych, co znalazto
odzwierciedlenie w najwyzszej Sredniej liczbie alleli (1,81) oraz efektywnej liczbie alleli w locus
(1,56), a takze w zréznicowaniu genetycznym (H,=0,307). Sosna btotna oraz kosodrzewina cha-
rakteryzowaly si¢ podobnym poziomem zmiennosci (P=65 i 64% oraz H.=0,281 i 0,272), nato-
miast najnizszy polimorfizm obserwowano u sosny hakowatej (P=49%, H.=0,228). U wszystkich
gatunk6éw osobniki zebrane z poszczegdlnych stanowisk reprezentowaty wigkszos¢é zmiennosci
obserwowanej dla gatunku, od 87,2% u sosny hakowatej (Fg=0,128) do 94,2% u sosny btotnej
(Fg=0,058).

Zmiennos¢ genetyczna w obrebie poszczegdlnych stanowisk odpowiadata wartosciom obser-
wowanym na poziomic gatunkéw. I tak najwyzsze wartosci parametréw stwierdzono dla stano-
wisk sosny drzewokosej, a najnizsze — sosny zwyczajnej (tab. 1). Najwiecej polimorficznych miejsc
insercji (P=69-74%) i najwyzsze zréznicowanie (H=0,282-0,304) stwierdzono u Pinus x rhaetica
z Sarniej Skaty (R5), Kazalnicy w Dolinie Biatego (R6n i R6s) oraz z okolic Polany Olczyskiej,
Boczania i Jaworzynki (R10n i R10s). Stanowiska te reprezentowaty niemal 100% zmiennosci
gatunku (F;=0,012-0,080). Warto zaznaczy¢, ze réwniez kosodrzewina z rejonu Sarniej Skaty
(M5) i Doliny Bialego (M6 i M7) charakteryzowata si¢ stosunkowo wysokim poziomem zmien-
nosci (P=60-62%, H=0,253-0,269). Natomiast analiza wariancji (ANOVA) potwierdzita brak istot-
nych r6znic w wartosciach parametréw zmiennos$ci genetycznej u osobnikéw sosny drzewokosej
pochodzacych z prawdopodobnych nasadzeri i natywnych (stanowiska R6n i R6s oraz R10n
i R10s).

Badane taksony charakteryzowaly si¢ podobieristwem genetycznym wyrazonym wspétczyn-
nikiem Nei’a w zakresie 0,548-0,985 (tab. 2). Najwyzsze podobieristwo genetyczne stwierdzono
pomigdzy Pinus x rhaetica i P. mugo (0,985) oraz P. uliginosa (0,953), a takze pomiedzy P mugo
i P uliginosa (0,945), co klasyfikuje te trzy taksony jako jeden gatunek biologiczny. Taksony te
utworzyly na dendrogramie jedng grup¢ wyraznie oddzielong od P wncinata (ryc.). Podobiern-
stwo genetyczne Nei’a pomigdzy sosng hakowatg a sosnami: drzewokosa, kosodrzewing i sosng
blotng miescito si¢ w zakresie 0,796-0,815 (tab. 2).

Sosna zwyczajna stanowila grupg zewnetrzng wzgledem kompleksu Pinus mugo, przy czym
najblizsza tej sosnie byla sosna hakowata (I=0,673). Wartosci wspétczynnika Nei'a pomigdzy
P, sylvestris a pozostatymi taksonami byty typowe dla dobrze wyodr¢bnionych gatunkéw i wy-
nosity 0,548 dla sosny blotnej i 0,558 dla kosodrzewiny (tab. 2). Sosna drzewokosa byta wyraznie
oddzielona od sosny zwyczajnej (I=0,605), jak réwniez od sosny hakowatej (I1=0,815), a jej sta-
nowiska na dendrogramic wystgpowaly lacznie z kosodrzewing, czgsto z tego samego miejsca
(ryc.). Przyktadowo wszystkic stanowiska Pinus x rhaetica z okolic Sarniej Skaty (R5) i Doliny
Biatego (R6, R7) grupowaty si¢ z P. mugo z tych stanowisk (M5, M6, M7). Podobnie sosna drze-
wokosa z Polany Olczyskiej, Boczania i Jaworzynki (R10) byta najbardziej zblizona do koso-
drzewiny z tego regionu (M10). Osobniki sosny drzewokosej pochodzgce z nasadzen (R6s i R10s)
grupowaly si¢ z formami natywnymi z tych samych stanowisk (R6n i R10n) z wysokim podo-
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Tabela 1.

Zréznicowanie genetyczne badanych gatunkéw sosen na podstawie miejsc insercji transpozonéw: P — procent
loci polimorficznych [%], A - srednia liczba alleli w locus, E — efektywna liczba alleli w locus, H — hetero-
zygotycznos$é oczekiwana w populacji, Hy — heterozygotycznosé oczekiwana dla gatunku; Fyp — wspét-

czynnik wsobnosci dla populacji; Fgt — wspétezynnik wsobnosci dla gatunku

Genetic diversity of Pinus species based on transposon insertion sites: P — percent of polymorphic loci [%],
A - mean number of alleles in a locus, E — effective number of alleles in a locus, H — gene diversity in a population;
Hr - gene diversity in a species; Fyp — fixation index in a population; Fgp — fixation index in a species

P A E H Fip
Pinus uncinata (Alpy)
UNI1 Seespitze 47,67 1,48 1,35 0,194 0,149
UN2 Ammerwald 43,02 1,43 1,37 0,196 0,141
UN3 Kleiner Plansee 48,26 1,48 1,38 0,209 0,081
UN4 Ehrenberg 47,09 1,47 1,39 0,208 0,089
UN5 Fernpass 41,28 1,41 1,35 0,187 0,179
L.acznie
Tocal 49,42 1,49 1,43 H,=0,228  F¢=0,128
Pinus uliginosa (Sudety)
UL1 Torfowisko pod Wegliricem 63,95 1,64 1,51 0,279 0,009
UL2 Wielkie Torfowisko Batorowskie 59,88 1,60 1,45 0,252 0,106
Lacznie
Total 64,53 1,65 1,51 H,=0,281  F¢=0,058
Pinus sylvestris (Tatry)
S1 Wielkie Koryciska 31,40 1,31 1,26 0,137 0,089
S2 Siwiariskie Turnie 29,65 1,30 1,23 0,126 0,163
S6* Kazalnica, Dolina Bialego 34,30 1,34 1,25 0,138 0,086
S7* Siwarowe Gazdowskie 34,88 1,35 1,26 0,143 0,050
S8* Siwarowe Pariskie 34,88 1,35 1,23 0,131 0,129
S10 Olczyska, Boczari, Jaworzynka 28,49 1,28 1,23 0,124 0,179
Lacznie .
Total 34,47 1,35 1,27 H=0,151  F¢=0,116
Pinus mugo (Tatry)
M1 Wielkie Koryciska 56,40 1,56 1,43 0,236 0,134
M5 Sarnia Skata 60,47 1,60 1,46 0,253 0,071
Mo6* Kazalnica, Dolina Biatego 61,63 1,62 1,49 0,269 0,012
M7* Siwarowe Gazdowskie 57,56 1,58 1,48 0,256 0,061
M10  Olczyska, Boczan, Jaworzynka 61,05 1,61 1,42 0,240 0,120
Lacznie
Total 63,95 1,64 1,50 H.=0,272  F=0,080
Pinus x rhaetica ('Tatry)

R1 Wielkie Koryciska 60,47 1,60 1,43 0,251 0,185
R3 Rapasiowa Turnia 65,70 1,66 1,31 0,278 0,094
RS Sarnia Skata 70,35 1,70 1,53 0,291 0,052
Ré6n* Kazalnica, Dolina Biatego 70,93 1,71 1,56 0,303 0,013
Rés* Kazalnica, Dolina Bialego 68,60 1,69 1,57 0,304 0,012
R7* Siwarowe Gazdowskie 63,95 1,64 1,50 0,272 0,116
R10n  Olczyska, Boczan, Jaworzynka 65,70 1,66 1,47 0,265 0,138
R10s  Olczyska, Boczan, Jaworzynka 73,84 1,74 1,50 0,282 0,080
Lacznie
Total 80,81 1,81 1,56 H=0,307  F¢=0,086

*stanowiska w Dolinie Biatego; n — grupa osobnikéw natywnych na stanowisku, s — grupa osobnikéw prawdopodobnie z nasadzer

*stands in Dolina Biatego; n — native individuals in a stand, s — introduced individuals in a stand



578 Kornelia Polok, Tomasz Zwijacz-Kozica, Roman Zielinski

Tabela 2.
Podobieristwo genetyczne Nei’a (I, prawa gérna cz¢sé) i odleglosé genetyczna Nei'a (D, lewa dolna cz¢sé)
badanych gatunkéw sosen wyznaczone na podstawie miejsc insercji transpozonéw
Nei’s genetic similarity (I, top right) and distance (D, bottom left) based on transposon insertion sites

ms) P, uliginosa
= P unicinata

R3 Dolina Biatego

® R7T*
® R5
® R6n*
® R6s*

P, uncinata P uliginosa P sylvestris P mugo  Pinus x rhaetica
P uncinata 1,000 0,802 0,673 0,796 0,815
P, uliginosa 0,221 1,000 0,548 0,945 0,953
P, sylvestris 0,396 0,601 1,000 0,558 0,605
P mugo 0,228 0,056 0,584 1,000 0,985
Pinus x rhaetica 0,205 0,048 0,502 0,015 1,000
@ s10 @ P sykestris
”L—E- s7 ® Pinus x rhaetica
ns: O P mug
Lo *
A

S
s Y
|
&
M 2 Ryc.
M10 [5) .
rion | &  Grupowanie badanych sosen metoda
i rios | £ UPGMA na podstawie podobieristwa
—#ut | < genetycznego Nei'a (I) obliczonego
A w oparciu o polimorfizm miejsc insercji

UN2 1
—L_:E i transpozonéw
UN4

‘ UPGMA grouping of Pinus species
qgﬁ; based on Nei’s genetic similarity (I)
revealed by polymorphism of trans-

poson insertion sites

0,58 062 068 072 076 080 084 088 092 09 1,00

bieristwem genetycznym 0,99 dla Kazalnicy w Dolinie Biatego (R6) i 0,98 dla Polany Olczyskiej,
Boczania i Jaworzynki (R10).

Dyskusja
Ocena przynaleznosci taksonomicznej jest podstawg ochrony gatunkowej, gdyz zaréwno rozporzg-
dzenie w sprawie ochrony gatunkowej roslin [Rozporzadzenie... 2014], jak i akty migdzynarodowe
(Konwencja berneniska, Konwencja waszyngtoriska) operujg pojgciem gatunku. Jednoczesnie, wraz
z rozwojem zaawansowanych technik molekularnych, okazato si¢, ze wiele chronionych gatun-
kéw roslin (np. kukutka laporiska Dactylorhiza lapponica, kaktus Echinocereus Hoydii) i zwierzat
(np. wilk rudy Canis rufus, lampart plamisty Panthera pardus) nie spetnia kryterium gatunku bio-
logicznego, co istotnie wptywa na status ochrony [Geffen i in. 2007; Morrison i in. 2009]. W Polsce
sytuacja taka wystgpuje w odniesieniu do sosny drzewokosej Pinus x rhaetica. W zaleznosci od
tego, czy uznaje si¢ t¢ form¢ za mieszarica migdzygatunkowego pomigdzy sosng zwyczajng
i kosodrzewing [Christensen 1987; Staszkiewicz 1993], czy tez za formg kosodrzewiny [Filppula
i in. 1992; Polok i in. 2006; Polok 2010], zmienia si¢ jej status ochrony — z ochrony Scistej na
czesciows [Rozporzadzenie... 2014]. Problem identyfikacji gatunkowej poglebia klasyfikowa-
nie osobnik6w jako Pinus x rhaetica jedynie na podstawie morfologii i brak weryfikacji mieszan-
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cowego charakteru na poziomie molekularnym. Zwigzane jest to z trudno$ciami w rozréznianiu
potencjalnych gatunkéw rodzicielskich za pomocg markeréw enzymatycznych czy powszechnie
stosowanych w taksonomii unikalnych sekwencji DNA [Bobowicz i in. 2000; Heuertz i in. 2010].
Niewgtpliwie trudnosci te sg zwigzane z ewolucjg genomu sosen, gtéwnie poprzez rozprzestrze-
nianie sekwencji transpozonowych i ich réznicowanie [Morse i in. 2009]. Stosunkowo wysoki
polimorfizm miejsc insercji wszystkich typéw transpozonéw (CACTA, copia, gypsy) u analizo-
wanych w pracy taksonéw potwierdza istotng rol¢ ruchomych elementéw genetycznych w ewo-
lucji sosen oraz ich przydatnosé¢ w rozréznianiu blisko spokrewnionych gatunkéw.

Gatunki z rodzaju Pinus nalezg do najbardziej polimorficznych [Polok i in. 2005; Monteleone
i in. 2006; Nowakowska 2007]. Wigkszos¢ badanych w pracy sosen nie odbiegata od tej zasady.
Zmienno$¢ analizowanych gatunkéw z kompleksu Pinus mugo na podstawie miejsc insercji tran-
spozonéw jest poréwnywalna ze zmiennoscig RAPD (ang. Random Amplified Polymorphic
DNA) obserwowang u P, mugo z Alp przez Monteleone i in. [2006]. Przyktadowo tatrzariska koso-
drzewina miata okoto 1,6 alleli w locus, podczas gdy alpejska 1,4-1,7. Odpowiednic wartosci H
miescily siec w zakresie 0,236-0,269 w Tatrach i 0,228-0,381 w Alpach. Podobnie jak w Alpach,
osobniki zebrane z poszczegdlnych stanowisk w Tatrach reprezentowaly okoto 85-95% zmien-
nosci gatunkéw. Zaskakujgce jest natomiast mate zréznicowanie miejsc insercji transpozonGw
u sosny zwyczajnej. Wezesniejsze badania z wykorzystaniem markeréw RAPD wykazaty dwu-
krotnie wyzszy polimorfizm P. sy/vestris niz w niniejszej pracy [Polok i in. 2005]. Przyczyng moze
by¢ zawgzenie puli genowej w Tatrach. Osobniki zebrane byty z ograniczonego obszaru, gdzie
sosna zwyczajna jest reliktem polodowcowym rosngcym w niewielkich skupiskach na najbardzic;j
niedostepnych terenach. Taki rozerwany zasigg, a takze niska liczebnos¢ populacji, sprzyjajg
chowowi wsobnemu. Podobne zjawisko obserwowano w tatrzariskich populacjach limby, u ktérej
stwierdzono zaledwie 14,5% loci polimorficznych [Chmiel i in. 2008].

Analiza miejsc insercji transpozonéw wykazata odrebnos¢ genetyczng sosny zwyczajnej
w stosunku do wszystkich gatunkéw kompleksu Pinus mugo, szczegdlnie w odniesieniu do sosny
btotnej (I=0,548) i kosodrzewiny (I=0,558). Wyniki te potwierdzily wezesniejsze dane uzyskane
za pomocy kilku kategorii marker6w DNA, wskazujgce na niskie podobieristwo genetyczne
P syloestris (1=0,47-0,61) w poréwnaniu z P uliginosa i P. mugo [Zielinski, Polok 2005; Polok
2010]. Z obszernych danych enzymatycznych, sekwencji organellowego i jagdrowego DNA, a takze
réznorodnych markeréw opartych o reakcje PCR (w tym markeréw transpozonowych) zgroma-
dzonych w ciggu ostatnich kilkudziesigciu lat dla wielu gatunkéw roslin i zwierzat wynika, ze
dobrze wyodre¢bnione gatunki biologiczne z petng barierg reprodukeyjng charakteryzujg si¢
wsp6lezynnikiem Nei’a od 0,517 do 0,795 [Avise 2004; Polok 2007, 2010]. Tym samym niskie
podobieristwo genetyczne sosny zwyczajnej i kosodrzewiny (a takze sosny zwyczajnej i sosny
blotnej) wyklucza swobodne krzyzowanie si¢ tych taksonéw i tworzenie ptodnych mieszancéw
pomigdzy nimi. Liczne zaburzenia procesu embriogenezy wraz z wystgpujacg aborcjg zarodkéw
u potencjalnych mieszaricéw potwierdzajg powyzszy poglad [Kormutak i in. 2008].

Silna bariera reprodukcyjna pomiedzy P, sylvestris i P mugo podwaza tez¢ o mieszaricowym
pochodzeniu Pinus x rhaetica w Tatrach. Niskie podobieristwo genetyczne sosny drzewokosej do
sosny zwyczajnej (I=0,605) i bardzo wysoka, typowa dla populacji jednego gatunku wartosé tego
parametru pomi¢dzy Pinus x rhaetica a P. mugo (1=0,985) sugeruje, ze Pinus x rhaetica jest formg
morfologiczng kosodrzewiny. W przypadku mieszaricowego pochodzenia sosny drzewokosej na-
lezatoby si¢ spodziewaé wyzszego podobieristwa genetycznego i grupowania P, syloestris razem
z Pinus x rhaetica i P. mugo. 'Tymczasem sosna drzewokosa wyraznie grupuje si¢ z kosodrzewing.
Co wigcej, oba te gatunki pochodzgce z jednego stanowiska majg tendencj¢ do tworzenia jed-
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nego skupienia, np. sosna drzewokosa z okolic Doliny Bialego grupuje si¢ z kosodrzewing z tego
terenu (stanowiska R5, R6, R7 i M5, M6, M7). Podobnie jest w przypadku stanowisk z Polany
Olczyskiej, Boczania i Jaworzynki (R10 i M10). Uzyskane w niniejszej pracy wyniki potwier-
dzaja wezesniejsze doniesienia, ktére zakwestionowaty wystgpowanie hybrydyzacji pomig¢dzy
P sylvestris i P mugo w oparciu o analiz¢ enzymatyczng i cpDNA [Filppula i in. 1992].

W obr¢bie kompleksu Pinus mugo alpejska sosna hakowata tworzyta wyraznie odrgbng
grupe od tatrzaiiskiej kosodrzewiny oraz sosny drzewokosej. Niskie podobieristwo genetyczne
sosny drzewokosej wzgledem P, uncinata (1=0,815) wyklucza pochodzenie osobnikéw z Doliny
Biatego z alpejskich nasion sosny hakowatej, jak to sugerowano wczesniej [Stecki 1952; Pawlow-
ski 1956; Radwariska-Paryska 1975; Horvath i in. 1980]. Osobniki pochodzace ze sztucznych
nasadzeri (stanowiska R6n i R10n) nie réznity si¢ od natywnych, tatrzariskich form sosny drzewo-
kosej. Nalezy wigc podejrzewaé, ze nasadzenia przeprowadzono przy wykorzystaniu materiatu
pochodzgcego z Tatr, lub, jesli byt to materiat alpejskiej proweniencji, reprezentowat on P, mugo,
a nie P, uncinata.

Podsumowanie

Markery transpozonowe okazaty si¢ efektywnym narz¢dziem do rozrézniania blisko spokrew-
nionych gatunkéw z rodzaju Pinus. Pozwolity one zweryfikowaé pochodzenie osobnikéw sosny
drzewokosej, ktére okazaty si¢ formg morfologiczng kosodrzewiny P. mugo. Nie potwierdzita si¢
wigc hipoteza o mieszaricowym pochodzeniu sosny drzewokosej (P, sylvestris x P mugo) w 'Tatrzaii-
skim Parku Narodowym, a takze hipoteza o obecnosci P. uncinata w Dolinie Bialego.
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