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ABSTRACT

Pawlaczyk E. M., Staniak ]., Maliriski 'T., Bobowicz M. A. 2015. Molekularna identyfikacja gatunkéw
z rodzaju Abies na podstawie polimorfizmu DNA mitochondrialnego. Sylwan 159 (8): 675-683.

The plant material was collected on 34 individuals growing in the Dendrological Garden of Poznari
University of Life Sciences (52°25'32,95"N 16°53'39,83"E) and Botanical Garden of Adam Mickie-
wicz University in Poznan (52°25'11,70"N 16°52’55,07"E). The species for this study originated
from Europe, Asia Minor, central and eastern Asia and North America and included: Abies alba, Abies
cephalonica, Abies cilicica, Abies equi-trojani, Abies sibirica, Abies koreana, Abies pinsapo, Abies xinsignis,
Abies bornmulleriana, Abies homolepsis, Abies holophylla, Abies grandis, Abies concolor, Abies concolor
var. violacea, Abies concolor var. lowiana, Abies nordmanniana, Abies xarnoldiana, Abies nephrolepis
and Abies balsamea. The aim of this study was to define the species haplotypes (the length of allele)
on the basis of #ad5-4 mitochondrial DNA marker detected by capillary electrophoresis. This
marker has been suggested as an easy-to-use tool to distinguish species of the Adies genus and
it could be species-specific. Seven different haplotypes were identified. The first one appears
in the species from Europe, Asia and North America. The second one was detected in firs from
Europe and Asia Minor. A. cephalonica and A. sibirica were identified by the third haplotype, which
occurs also in A. a/ba from the Balkan region. The fourth haplotype is characteristic for species
from Asia and North America. The fifth and sixth haplotypes were identified in A. pinsapo and
A. numidica. The seventh haplotype was detected only in A. holophylla. Applied marker is a very
useful for verification of fir species especially allopatric species, less for parapatric ones. This
marker is more helpful to exclude the species than to precisely identify them.
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Wstep

Czasami trudno jest odrézni¢ gatunki blisko spokrewnione morfologicznie. Dotyczy to réwniez
gatunkéw drzew lesnych nalezacych do tego samego rodzaju. Przyktadem mogg byé euroazja-
tyckie gatunki z rodzaju Adies. W warunkach naturalnych ich zasiggi wystepowania rzadko si¢ po-
krywaja (gatunki allopatryczne), z wyjatkiem A. alba i A. cephalonica (gatunki parapatryczne),
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co sprawia, Ze ich identyfikacja, oparta mi¢dzy innymi na wielkosci i budowie igiet, wielkosci,
kolorze i ksztalcie szyszek oraz pokroju i wielkosci drzewa, jest prosta. Natomiast gdy gatunki
jodetl rosng na tym samym terytorium, w tych samych warunkach klimatycznych i siedlisko-
wych, identyfikacja gatunku moze by¢ problematyczna. Jeszcze trudniej jest okresli¢ gatunek
na podstawie struktury pytku, nasion, a przede wszystkim tkanek, ktére zostaty pofragmento-
wane, zdegradowane lub zmienione (fragmenty igiet lub drewna). Dlatego w celu identyfikacji
taksonomicznej gatunku wazne jest stosowanie szybkiej, taniej i wiarygodnej techniki identy-
fikacji gatunkéw, jakg jest np. analiza DNA pochodzacego z organelli komérkowych. Geny
i obszary niekodujace organellowego DNA s3 uwazane za konserwatywne oraz wolno ewoluujace
i dlatego sg czgsto uzywane jako markery do badania zaleznosci filogenetycznych pomigdzy
gatunkami. Ziegenhagen i in. [2005] zaproponowali jako marker diagnostyczny dla gatunkéw
z rodzaju Abies czwarty intron mitochondrialnego genu dehydrogenazy NAD w podjednostce
5 (nad5-4). Zbadali oni haplotypows specyficznosé tego genu dla 8 gatunkéw jodet rosngcych
w Basenie Morza Srédziemnego (A. alba, A. bornmulleriana, A. cephalonica, A. cilicica, A. nordmanniana,
A. equi-trojani, A. numidica, A. pinsapo) oraz jednego gatunku z Ameryki Pétnocnej (A. concolor).
Wykryli 6 r6znych haplotypéw: 1 u A. concolor, a 5 pozostatych u jodet z Basenu Morza Sréd-
ziemnego — 2 r6zne haplotypy u A. alba i A. cephalonica, oraz 1 haplotyp wspélny dla tych dwdch
gatunkéw. Wykryli réwniez osobny haplotyp dla A. cificica oraz 1 wspdlny haplotyp dla A. pinsapo
i A. numidica. Pigty haplotyp byt wspdlny dla A. cephalonica, A. bornmuelleriana, A. equi-troiani
oraz A. nordmanniana. Réznice w sekwencji haplotypéw u gatunkéw jodet z Basenu Morza
Srédziemnego wynikaly gléwnie ze wstawienia lub usuniecia duzego fragmentu genu, a nie ze
wstawienia lub usuni¢cia pojedynczego nukleotydu (za wyjatkiem A. pinsapo i A. numidica).

Do rodzaju Abies nalezy od 48 do 55 gatunkéw zimozielonych drzew. Jodty mozna spotkaé
w gorach Pétnocnej i Srodkowej Ameryki, Europy i Azji, a takze w péinocnej Afryce. Sa to drzewa
dtugowieczne, zyjace do 700-800 lat, silnie zréznicowane wysokoscig: od 10 m (A. £oreana) do na-
wet 100 m (A. grandis). Znaczne zréznicowanie wykazujg réwniez piersnice: od 50 cm (A. oreana),
przez 3 m (A. spectabilis), do nawet 5 m (A. grandis). Pomimo duzej zmiennosci wigkszos¢ gatun-
kéw miesci si¢ w granicach od 30 do 50 m wysokosci i od 1 do 1,5 m piersnicy [Boratyriski 1983].

Jodly sg cenne ze wzglgdéw uzytkowych (ich drewno stanowi cenny surowiec), jak i deko-
racyjnych — niektére gatunki uprawiane sg na choinki ze wzgledu na bardzo regularng budowg¢
koron, a rosngc swobodnie, dtugo utrzymujg najnizsze gal¢zie.

Rodzaj Abies nalezy do rodziny Pinaceae, klasy Coniferae. Po sosnach najwigcej gatunkéw
liczg jodly — zaréwno w obrebie rodziny, jak i catej klasy iglastych [Boratyriski 1983]. Pierwsze
proby klasyfikacji jodet byty prowadzone pod koniec XIX wieku. Na uwage wedtug Boratyri-
skiego [1983] zastuguja monografie systematyczne rodzaju Abies sporzgdzone migdzy innymi
przez Franco, Matzenko oraz Liu. Ponizej przedstawiony jest podzial zaproponowany przez
Farjon i Rushforth [1989] oraz Farjon [2010] wraz z miejscem wystgpowania gatunkéw rodzaju
Abies Mill.:

— sekcja: Abies Miller (Abies alba — jodta pospolita, Abies cephalonica — jodta grecka, Abies cilicica

— jodta syryjska, Abies nebrodensis — jodta sycylijska, Abies nordmanniana - jodta
kaukaska, A. xborisii-regis — jodta kréla Borysa) — srodkowa, potudniowa i wschod-
nia Europa, Azja Mniejsza;

— sekeja: Piceaster Spach em. Farjon et Rushforth (Adies numidica — jodta numidyjska, jodta

algierska, Abies pinsapo — jodta hiszpaiiska) — potudniowa Hiszpania, pétnocna
Afryka;
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Bracteata Engelm em. Sargent (Abies bracteata - jodta nadobna) — potudniowa Kali-

fornia, Ameryka Péinocna;

Momi Franco — wschodnia i srodkowa Azja, Himalaje na nizszych wysokosciach

n.p.m.:

podsekcja: Homolepoides (Franco) Farjon et Rushforth (Adies homolepis - jodta
nikko, jodta nikkoriska, Abies recurvata, A. kawakamii),

podsekcja: Firmae (Franco) Farjon et Rushforth (Abies beshanzuensis, Abies firma
— jodla japoriska),

podsekcja: Halophyllae Farjon et Rushforth (Adies chensiennsis, Abies holophylla
— jodta mandzurska, Abies pindrow, Abies ziyuanensis);

Amabilis (Matzenko) Farjon et Rushforth (Abies amabilis — jodta wonna, Abies

mariesii) — géry wybrzeza Oceanu Spokojnego, Ameryka Pétnocna, Japonia;

Pseudopicea Hockel em. Farjon et Rushforth — Chiny, Himalaje, na wyzszych

wysokosciach n.p.m.:

podsekcja: Delavayianae Farjon et Rushforth (Adies delavayi — jodta Delaveya,
Abies densa, Abies fabri, Abies fargesii, Abies fanjingsbanensis, Abies forrestii,
Abies spectabilis, Abies yuanbaoshanensis),

podsekcja: Squamatae E. Murray (Abies squamata);

Balsamea Engelm. em. Farjon et Rushforth — tajga i borealna Azja, Ameryka

Pétnocna, wysokie géry dalej na potudnie:

podsekcja: Laterales Patschke em. Farjon et Rushforth (Abies balsamea — jodta balsa-
miczna, Abies lasiocarpa — jodta gérska, Abies sibirica — jodta syberyjska,

podsekcja: Medianae Patschke em. Farjon et Rushforth (Abies fraseri — jodta
Frasera, Abies koreana — jodta koreariska, Abies nephrolepis — jodta wiotka,
jodta biatokora, Abies sachalinensis — jodta sachaliriska, Abies veitchii
— jodla Veitcha);

Grandis Engelm. em. Farjon et Rushforth (Adies concolor — jodta kalifornijska,

jodta jednobarwna, Abies durangensis, Abies grandis — jodta olbrzymia, Abies guatalensis,

Abies lowiana — jodta Lowa) — zachodnia Ameryka Pétnocna do Meksyku i Gwa-

temali, na pétnocy niziny, Srednie wysokosci n.p.m. na potudniu;

Oiamel Franco — Srodkowy Meksyk na wyzszych wysokosciach n.p.m.:

podsekcja: Religiosae (Matzenko) Farjon et Rushforth (Abies religiosa, Abies vejarii),

podsekcja: Hickelianae Farjon et Rushforth (Abies hickelii, A. hidalgensis);

Nobilis Engelm. (Abies magnifica — jodta wspaniata, Abies procera — jodta szlachetna)

- zachodnia Ameryka Péinocna, gtéwnie Oregon, Kalifornia i Waszyngton.

Celem niniejszej pracy jest przetestowanie oraz wykrycie mozliwych haplotypéw dla 20 gatun-
kéw jodel wystepujacych w Europie, Azji oraz Ameryce Péinocnej na podstawie markera mito-

chondrialnego

nad5-4. Zbadano okazy rosngce w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu im. Adama

Mickiewicza oraz Ogrodzie Dendrologicznym Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

Materiat i metody

Materiatem roslinnym byty igly zebrane z 20 gatunkéw jodet rosngcych w Ogrodzie Botanicznym

Uniwersytetu

im. Adama Mickiewicza (52°25'11,70"N 16°52'55,07"E) oraz Ogrodzie Dendrolo-

gicznym Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (52°25'32,95"N 16°53'39,83"E). W sumie
przebadano 34 drzewa (tab.). Wykonano réwniez zdjgcia dtugopedéw zbadanych gatunkéw, dla
ukazania moggcych si¢ pojawic¢ trudnosci w identyfikacji gatunku (ryc. 1-3).
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7 igiet izolowano DNA metodg Doyle i Doyle [1990] na buforze ATMAB (akryltrimethylo-
amonnium bromide). Reakcje PCR wykonano dla markera mitochondrialnego — czwartego intronu
mitochondrialnego genu dehydrogenazy NAD w podjednostce 5 (#ad5-4) w termocyklerze
MultiGene™ Gradient Thermal Cycler firmy LabNet. Do amplifikacji uzyto nast¢pujgcych sek-
wencji starteréw: 5-GGACAATGACGATCCGAGATA-3 i 5-CATCCCTCCCATTGCATTAT=3

Tabela
Haplotyp markera mitochondrialnego #ad5-4, dtugosc allela i pochodzenie (EA — Europa i Azja Mniejsza,
A - srodkowa i wschodnia Azja, NA — Ameryka Pétnocna) przebadanych drzew z rodzaju Abies

Haplotype of #ad5-4 mitochondrial marker, allele length and origin (EA — Europe and Asia Minor, A — central
and eastern Asia, NA — North America of studied trees from Abies genus

Lp. Gatunek Haplotyp Dthugosé allela [pz] Pochodzenie
Species Haplotype Allele length [bp] Origin

Ogréd Dendrologiczny Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
Dendrological Garden of Poznari University of Life Sciences

1 Abies alba 1 232 EA
2 Abies cephalonica 2 339 EA
3 Abies cilicica 2 339 EA
4 Abies equi-trojani 2 339 EA
S Abies sibirica 4 337 A
6 Abies koreana 1 232 A
7 Abies pinsapo 5 218 EA
8  Abies xinsignis 2 339 EA
9 Abies bornmulleriana 2 339 EA
10 Abies homolepsis 4 337 A
11 Abies holophylla 7 4 A
12 Abies grandis 1 232 NA
13 Abies concolor 4 337 NA
14 Abies procera 4 337 NA
Ogréd Botaniczny Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
Botanical Garden of Adam Mickiewicz University in Poznari
15 Abies alba 1 232 EA
16 Abies cephalonica 3 157 EA
17 Abies nordmanniana 2 339 EA
18  Abies nordmanniana 2 339 EA
19 Abies cilicica 2 339 EA
20 Abies sibirica 4 337 A
21 Abies sibirica 3 157 A
22 Abies koreana 4 337 A
23 Abies pinsapo 6 220 EA
24 Abies pinsapo 5 218 EA
25 Abies bornmulleriana 2 339 EA
26 Abies homolepsis 1 232 A
27 Abies holophylla 1 232 A
28 Abies xarnoldiana 4 337 NA
29 Abies nephrolepis 4 337 A
30 Abies grandis 1 232 NA
31 Abies concolor 4 337 NA
32 Abies concolor var. violacea 4 337 NA
33 Abies concolor var. lowiana 1 232 NA
34 Abies balsamea 4 337 A
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s S
Abies pinsapo

(S

Abies cilicica Abies bornmulleriana

Abies xinsignis

Abies equi-troiani . .
7 A. nordmanniana x A. pinsapo

Rye. 1.
Igty gatunkéw europejskich i z Azji Mniejszej
Needles of species from Europe and Asia Minor

[Liepeltiin. 2002; Gomory i in. 2004]. 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, 1x buforu
do reakeji PCR i 1,6 mM MgCl,. Reakcje wykonano w objgtosci 10 pl. Wst¢pna denaturacja
trwata 5 min w temperaturze 94°C, nast¢pnie wykonano 35 cykli: 1 min w 94°C (denaturacja),
1 min w temperaturze 58,4°C (przylgczanie starter6w) oraz 1 min w 72°C (wydhuzanie taicucha).
Koricowe wydtuzanie odbywato si¢ w temperaturze 72°C przez 10 min. Nast¢pnie wynik reakcji
PCR zostat sprawdzony elektroforetycznie na 2-procentowym Zelu agarozowym z bromkiem
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Abies horeana Abies nephrolepis 7 Abies sibirica

Rye. 2.
Igly gatunkéw ze srodkowej i wschodniej Azji
Needles of species from central and eastern Asia

Abies concolor Abies concolor var. violacea Abies concolor var. lowiana

7
Abies grandis Adles xarnoidiana Abies procera

A. koreana x A. veitchii

Rye. 3.
Igly gatunkéw z Ameryki Pétnocnej
Needles of species from North America
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etydyny oraz analizowany na sekwenatorze 3130x] Genetic Analyzer (Applied Biosystems®©).
Elektroforez¢ poziomg prowadzono przez 1 h w 6 V/em, a elektroforeze kapilarng z uzyciem stan-
dardu masy GeneScan"'600L1Z"™. Dla okreslenia doktadnej dtugosci alleli wyniki odczytywano
za pomocg programu Peak Scanner (http://www.appliedbiosystems.com).

Wyniki i dyskusja
Na podstawie markera mitochondrialnego #ad5-4 wykryto 7 réznych haplotypéw wystepujacych
u przebadanych gatunkéw z rodzaju Abies (ryc. 4, tab.). Pierwszy haplotyp z allelem o dtugosci
232 pz wykryto u 6 gatunkoéw: A. alba, A. koreana, A. holophylla, A. grandis, A. homolepsis i A. concolor
var. lowiana, czyli u gatunkéw z Europy i Azji oraz z Ameryki Pétnocnej. Haplotyp ten zostat
wykryty we wezesniejszych badaniach nad jodlg pospolitg [Liepelt i in. 2002, 2009; Gomory
i in. 2004; Ziegenhagen i in. 2005; Pawlaczyk i in. 2013] jako charakterystyczny dla jodty migru-
jacej (m.in. do Polski) z refugium w zachodniej Europie. Drugi haplotyp z allelem o dtugosci 339 pz
wykryto u 6 gatunkéw euroazjatyckich, takich jak: A. cgphalonica, A. cilicica, A. nordmanniana,
A. equi-trojani, A. xinsignis i A. bornmulleriana. Wykrycie tego samego haplotypu u tych gatunkéw
sugeruje bliskie pokrewieristwo genetyczne pomigdzy nimi. Wezesniejsze badania [Ziegenhagen
i in. 2005] wykryty u A. ¢ilicica inny haplotyp, réznigcy si¢ od haplotypu 1 (232 pz) tylko dwiema
parami zasad. W naszych badania wykryto haplotyp 2 (339 pz), co moze §wiadczy¢ o pomylce
w oznaczeniu gatunkéw w obu Ogrodach lub istnieniu jeszcze jednego haplotypu u tego gatunku.
U A. cephalonica wykryto réwniez trzeci haplotyp z allelem o dhugosci 157 pz. Ten haplotyp wyste-
puje réwniez u A. sibirica, czyli u gatunku azjatyckiego. Haplotyp ten zostat dodatkowo wykryty
w badaniach nad A. a/ba z catego zasi¢gu wystgpowania gatunku [Liepelt i in. 2002; Ziegenhagen
i in. 2005], u populacji rosngcych na potudniowym wschodzie Europy (kraje batkariskie oraz
pétnocno-wschodnie Wiochy). Potwierdzito to hipotezg, ze do tego regionu jodta migrowata
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400pz
300pz
il 200pz
100pz

18 19 20 21 22 23.24 25 26 28 29 30

400pz
300pz
200pz
100pz

Ryc. 4.

Analiza markera mitochondrialnego nad5-4 za pomocy elektroforezy poziome;j

Analysis of the mitochondrial marker #ad5-4 using horizontal electrophoresis
Oznaczenia gatunk6éw w tabeli
Species codes in table
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z refugium balkarskiego po ostatnim zlodowaceniu. Czwarty haplotyp jest charakterystyczny dla
gatunkéw azjatyckich i pétnocno-amerykanskich, takich jak: A. sibirica, A. koreana, A. homolepsis,
A. concolor, A. concolor var. violacea, A. procera, A. xarnoldiana, A. nephrolepis i A. balsamea. Tylko
u Abies pinsapo — endemicznego gatunku rosngcego w Hiszpanii — wykryto pigty i szdsty haplo-
typ, odpowiednio o dtugosci 218 i 220 pz. Ten sam haplotyp wykryto réwniez u A. numidica
[Ziegenhagen i in. 2005]. Wykrycie tych unikatowych haplotypéw moze $wiadczyé o procesach
mikroewolucyjnych (np. mutacjach) zachodzacych w izolowanych populacjach gatunkéw ende-
micznych. Natomiast tylko u A. solophylla wykryto siédmy haplotyp o dtugosci allela 341 pz. Jest
to gatunek rosngcy w Korei, Chinach (prowincja Heilongjiang i Jilin) oraz Rosji (Primoryi), kt6ry
sposréd wszystkich jodet najlepiej toleruje wysokie temperatury, oprécz tego znosi takze duze
mrozy (nawet do -34 °C). Obecnosé tego unikalnego haplotypu moze by¢ jednym z przejawéw
adaptacji do nietypowych warunkéw siedliskowych dla jodet.

Oznaczenie dtugosci wariantu wykrytego haplotypu dla genu #ad5-4 nie wystarczy jeszcze
do wnioskowania o gatunku, z jakim mamy do czynienia, pokrewiedstwach genetycznych,
mozliwym krzyzowaniu mi¢dzygatunkowym lub zwigzkach filogenetycznych. W tym celu po-
trzebne sg dodatkowe informacje o morfologii gatunku, miejscu zbioru (szczegélnie wazne dla
gatunkéw allopatrycznych) oraz poznanie dokladnej sekwencji nukleotydowej. Podanie dtugosci
wykrytego haplotypu moze by¢ badaniem wstgpnym, okreslajacym, z jakimi mozliwymi gatun-
kami mamy do czynienia, a z jakimi nie, szczegélnie jesli dysponujemy tylko pofragmentowang
tkankg. W takiej sytuacji badany marker moze ulatwié¢ raczej wykluczenie gatunku niz precy-
zyjng jego identyfikacje. Na przyktad gdy wykryty zostanie pierwszy haplotyp wsréd gatunkéw
z Ameryki Péinocnej, to wiadomo, ze nie bedg to gatunki Adies concolor, A. procera czy A. concolor
var. violacea, ale mogg to by¢ A. grandis lub A. concolor var. lowiana. Szczegélnie trudna moze byé
identyfikacja gatunku w przypadku gatunkéw parapatrycznych, ktérych zasiegi (a tym samym
obszar wystepowania) pokrywajg si¢ i ten sam haplotyp moze wykazywa¢ kilka gatunkdw.
Przyktadem moze by¢ haplotyp czwarty, ktéry wykryto u pigciu azjatyckich gatunkéw jodel.
Bardziej precyzyjna identyfikacja jest mozliwa dla gatunkéw allopatrycznych (np. gatunkéw
europejskich i z basenu Morza Srédziemnego), ktérych zasiegi nie pokrywaja sic. Wykrycie da-
nego haplotypu na danym terytorium moze oznaczaé wykrycie konkretnego gatunku (np. wykrycie
na Pétwyspie Peloponeskim haplotypu trzeciego oznacza A. cephalonica).

Nalezy doda¢, ze uzycie mitochondrialnego markera #ad5-4 jest metodg stosunkowo
szybkg oraz tanig w poréwnaniu z sekwencjonowaniem i moze stuzy¢ do szybkiego procesu
— jesli nie identyfikacji gatunku, to jego wykluczenia. Metoda ta moze by¢ bardzo uzyteczna
réwniez w paleobotanice, archeologii oraz w kryminalistyce [Ziegenhagen i in. 2005].
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