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ABSTRACT

Chudziriska M., Litkowiec M., Patucka M., Pastawska A., Lewandowski A., Koziot C. 2019. Struktura klo-
nalna wigzu polnego (Ulmus minor Mill.) w Polsce. Sylwan 163 (10): 839-845. DOI: https://doi.org/10.26202/
sylwan.2019042.

Field elm (Ulmus minor Mill.) is distributed mainly across central and southern Europe. In Poland
this species occurs in the lowlands and foothills, where it grows mainly in the floodplain forests
along the rivers. U. minor exists in a variety of climatic and ecological conditions. It is capable to
tolerate floods as well as drought. Currently, most populations of U. minor are small and fragmented
resulting from human activity and Dutch elm disease. Moreover, in the natural field elm popu-
lations, vegetative propagation by root suckers or sprouting can be observed. All these factors
may affect the level of genetic variation of U. minor populations in Poland. In the present study,
we determined the level of genetic variation and the clonal diversity of twelve natural U. minor
populations in Poland (407 individuals) using eight nuclear microsatellite loci. The obtained
results indicate that the studied field elm populations are characterized by low level of genetic
variation (H_=0.382; H =0.555; A=7.0). Additionally, the high level of clonality in field elm popu-
lations was estimated. The clonality level of examined elm populations varied among them, and
in some cases was very high. Out of the 407 individuals analysed for clonal structure only 61
multilocus genotypes were identified. Furthermore, only one genotype was identified in the three
study populations of field elm, which means that in each of these populations all trees belong
to one genet. The values of genotypic richness (R) were heterogeneous among populations,
with mean 0.148. The knowledge on the genetic diversity and the clonal structure of U. minor
populations is essential to make future decisions regarding conservation of genetic resources of this
species in Poland.
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Wstep

Wiaz polny (Ulmus minor Mill.), zwany réwniez wigzem pospolitym, wystgpuje w Srodkowej
i potudniowej Europie, na pétnocy si¢gajac po Danig i potudniowg Szwecjg, a na potudniu po
wybrzeza Morza Srédziemnego w Azji i Afryce [Boratyriska i in. 2015]. W Polsce rosnie na nizu
i pogérzu, przede wszystkim w dolinach rzek i strumieni, w lasach tegowych oraz w lasach pora-
stajacych stoneczne i czesto dosy¢ suche zbocza [Napierata-Filipiak i in. 2014].

Do potowy XX wieku wigzy nalezaty obok lip do najbardziej znanych i rozpowszechnio-
nych gatunkéw duzych drzew lisciastych w wielu krajach Europy [Napierata-Filipiak i in. 2014].
Wedtug Ralskiej-Jasiewiczowej i in. [2003] maksimum wystgpowania osiggnety okoto 6,5 tys. lat
temu, przed pojawieniem si¢ na terytorium Polski plemion neolitycznych. Presja ze strony ludzi
oraz holenderska choroba wigzéw (ang. Dutch elm disease) doprowadzity do stopniowego zmniej-
szania si¢ udziatu wigzéw w skladzie laséw. Choroba wigzéw wywotana grzybami patogenicznymi
z rodzaju Ophistoma rozprzestrzenita si¢ na rozlegtych obszarach Europy, Ameryki Pétnocnej i Azji,
powodujgc pandemie z bardzo wysoka $smiertelnoscig [Grzywacz 2015]. Wedtug Fakomego i in.
[2016] wigz polny jest sposréd naszych rodzimych wigzéw gatunkiem najbardziej wrazliwym na
t¢ chorobe.

Obecnie udziat wigzu w sktadzie laséw Polski jest niewielki. Stanowiska tego gatunku sg roz-
proszone i zwykle znacznie oddalone od siebie, a zdecydowana ich cz¢s¢ to drzewostany, w ktérych
drzewa wystepujg miejscowo lub pojedynczo [Napierata-Filipiak i in. 2016]. Takie rozmieszcze-
nie moze w znacznym stopniu przyczyniac si¢ do izolacji przestrzennej z jej negatywnymi konse-
kwencjami. Wzrost fragmentaciji, izolacja populacji oraz redukcja jej efektywnej wielkosci mogg
powodowa¢ erozj¢ puli genowej poprzez zwigkszony dryf genetyczny, wzrost kojarzenia wsob-
nego, ograniczony przeptyw genéw i spadek tempa migracji. W efekcie w lokalnych populacjach
moze dochodzi¢ do utraty zmiennosci genetycznej, a co za tym idzie spadku ich zywotnosci i zdol-
nosci adaptacyjnych [Sork, Smouse 2006]. Dodatkowo na spadek poziomu zmiennosci genetycznej
moze mie¢ wplyw fakt, Ze wigz polny czg¢sto rozmnaza si¢ wegetatywnice przez odrosla. W rzeczy-
wistosci cale populacje wigzu polnego mogg by¢ reprezentowane przez jednego osobnika [Lopez-
-Almansa i in. 2003; Giertych 2015].

Jednag z gléwnych strategii umozliwiajacych przystosowanie dtugo zyjacych drzew do zmienia-
jacego si¢ Srodowiska jest utrzymywanie wysokiego poziomu zmiennosci genetycznej. Populacje
charakteryzujgce si¢ tg cechg majg teoretycznie wigksze szanse na przetrwanie dzigki mozliwosci
przekazywania kolejnym pokoleniom korzystnej kombinacji genéw. Poznanie poziomu zmien-
nosci genetycznej oraz poziomu klonalnosci wigzu polnego jest tez wazne ze wzgledu na podej-
rzenie, ze podobnie jak w zachodniej Europie populacje tego gatunku mogg charakteryzowac
si¢ zawgzong pulg genowg [Fuentes-Utrilla i in. 2014; Buiteveld i in. 2016]. Szeroko wykorzy-
stywanym narz¢dziem do tego typu badan sg markery mikrosatelitarne jadrowego DNA. Mimo
ze obecnie znane sg markery mikrosatelitarne dla wigzu polnego [Whiteley i in. 2003; Collada
i in. 2004], to jednak do tej pory w Polsce nie przeprowadzono badai nad zmiennoscig genetyczng
i klonalnoscig tego gatunku.

Celem badan byto okreslenie poziomu zmienno$ci genetycznej oraz stopnia klonalnosci
w polskich populacjach wigzu polnego. Zdobyta wiedza moze by¢ w przysztosci wykorzystana
w dziataniach majgcych na celu opracowanie strategii ochrony tego gatunku w Polsce.

Materiatl i metody

Materiat do badari w postaci lisci wigzu polnego zebrano w latach 2016-2018 z 12 populacji znaj-
dujgcych si¢ na terenie 6 regionalnych dyrekcji Laséw Paristwowych (tab. 1). Liczba osobnikéw
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Tabela 1.

Numer identyfikacyjny populacji (Pop.), lokalizacja (nadlesnictwo, lesnictwo i oddziat lub rezerwat przy-
rody (RP)), wspétrzedne geograficzne (E, N) oraz liczba drzew, z ktérych pobrano material do badan
(Ndrz)

Identification number (Pop.), location (Lokalizacja: forest district, forest range and compartment or nature
reserve (RP)), longitude (E) and latitude (N) as well as number of trees from which research material was
collected (Ndrz) from the studied populations

Pop. Lokalizacja E N Ndrz
1 Hajnéwka Sacharewo 413 D 23°37'11,05" 52°42'19,36" 18
2 Fack Luszyn 147 C 19°44'16,44" 52°15'55,44" 16
3 Antonin RP Wydymacz 17°51'05,76" 51°31'05,52" 29
4 Czerniejewo RP Wigzy w Nowym Lesie 17°28'09,48" 52°28'14,16" 44
5 Krotoszyn RP Dgbrowa Smoszew 17°30'16,56" 51°39'17,28" 50
6 Dobieszyn 1 Sucha 143k 20°53'39,48" 51°38'19,32" 51
7 Dobieszyn 2 Sucha 95Ac, nx 20°56'01,68" 51°38'07,80" 51
8 Dobieszyn 3 Turno 51 a, ¢ 20°56'13,20" 51°39'25,20" 10
9 Staszéw Kleczanéw 06d 21°31'34,18" 50°45'08,68" 39
10 Jamy RP Legi na Ostrowiu Panieriskim 18'24'29,88" 5321'20,16" 25
11 Torun RP Wielka Kepa 1811'17,52" 5308'37,32" 20
12 Woléw Prawikéw 339 b 16°28'34,32" 51°14'58,56" 56

w populacjach zwigzana byta z r6zng liczbg drzew wigzu polnego wystepujgcych na danym tere-
nie i wynosita od 10 w populacji Dobieszyn 3 (Pop. 8) do 56 w populacji Wotéw (Pop. 12).
Y.acznie zebrano liscie z 409 osobnikéw. Przed rozpoczgciem analiz laboratoryjnych materiat
przechowywany byl w zamknigtych kopertach w temperaturze pokojowe;j.

Przed przystgpieniem do izolacji DNA wykonano nawazki po 20 mg tkanki roslinnej. Na-
stepnie tkanke poddano homogenizacji w miynie kulowym MM 400 (Retsch, Niemcy). W celu
wyizolowania DNA uzyto komercyjnych zestawéw [ISOLATE II Plant DNA Kit firmy Bioline
(Wielka Brytania), z niewielkimi zmianami.

Wstepnie przetestowano 23 jadrowe loci mikrosatelitarne opracowane dla rodzaju Ulnmus:
Ulm2, Ulm3, Ulm6, Ulm9, Ulm12, Ulm19 i Ulm8 [Whiteley i in. 2003], Ulmil-11, Ulmil-21,
Ulmi1-98, Ulmil-165 i Ulmi2-16 [Collada i in. 2004] oraz UR101, UR123, UR138, UR141,
UR153, UR158, UR159, UR173a, UR173b, UR175 i UR188a [Zalapa i in. 2008]. Ostatecznie
wybrano 8 loci mikrosatelitarnych charakterezujgeych si¢ czytelnymi elektroforogramami i wy-
sokim polimorfizmem: Ulm2, Ulmil-165, Ulmil-21, UR141, UR158, UR159, UR175 i UR188a.

Zaprojektowano reakcje typu multipleks, gdzie réwnoczesnie byto amplifikowanych 8 weze-
$niej wybranych loci, ktdra zostata przeprowadzona w objetosci 10 pl, przy uzyciu odczynnikéw
Multiplex Master Mix (Qiagen, Niemcy), wedtug procedury dotgczonej przez producenta. Amplifi-
kacj¢ prowadzono w termocyklerze Mastercycler Nexus Gradient (Eppendorf, Niemcy): wstepna
denaturacja w 94°C przez 3 min, denaturacja w 94°C przez 15 s, annealing w 53°C przez 1 min 30 s,
elongacja w 72°C przez 2 min (30 cykli) i koricowa elongacja w 72°C przez 20 min.

Produkty amplifikowanych loci poddano rozdziatowi elektroforetycznemu w analizatorze
genetycznym 3500 (Thermo Fisher Scientific, USA), zgodnie z procedurg dostarczong przez pro-
ducenta. Do analizy fragment6w 8 mikrosatelitarnych loci wykorzystano program GeneMapper®
(ver. 4.0; Thermo Fisher Scientific, USA), kt6ry umozliwia odczytanie wielkosci fragmentéw
mikrosatelitarnych w poréwnaniu z wewngtrznym markerem wielkosci GENESCAN-600LIZ
(Thermo Fisher Scientific, USA).
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Strukturg klonalng poszczegélnych populacji okroslono za pomocg programu GENCLONE
2.0 [Arnaud-Hoand, Belkhir 2007] w oparciu o nast¢pujgce parametry: liczba osobnikéw w popu-
lacji (N), liczba obserwowanych genotyp6w (genetéw, G), liczba unikatowych genotypéw (genetéw
sktadajgcych si¢ tylko z pojedynczej ramety, G) oraz bogactwo genotypéw (R=(G-1)/(N-1)).
Dodatkowo okreslono liczbg ramet (drzew) w poszczegdlnych genetach (N).

Poziom zmiennosci genetycznej poszezegdlnych loci mikrosatelitarnych okreslono w opar-
ciu o liczbg alleli (A), efektywng liczbe alleli w locus (A,) oraz heterozygotycznosé oczekiwang
(H,) i obserwowang (H,). Do obliczert wykorzystano programy FSTAT 2.9.3 [Goudet 2001] oraz
GENALEX 6.5 [Peakall, Smouse 2006].

W celu sprawdzenia, czy badane populacje wigzu polnego wykazujg istotne statystycznie
odchylenie od stanu réwnowagi Hardy’ego-Weinberga, zastosowano metod¢ Monte Carlo fari-
cuchéw Markowa (MCMC), bedgca odpowiednikiem testu doktadnego (ang. exact test) [Weir,
Cockerham 1996]. Wartos¢ odchylenia przedstawiono za pomocg wspdtczynnika wsobnosci F,
wyliczonego dla kazdego locus. Do obliczeni uzyto programu GENEPOP v. 4.0 [Rousset 2008].

Wyniki
STRUKTURA KLONALNA. Do analiz wybrano tylko osobniki z petnym genotypem uzyskanym dla
wszystkich zastosowanych jgdrowych loci mikrosatelitarnych. Sposréd 407 analizowanych osobni-
k6w catkowita liczba zidentyfikowanych genotypéw (genetéw) wyniosta 61. Stwierdzony poziom
klonalno$ci wsréd badanych populacji byt bardzo zr6znicowany (tab. 2). Liczba zidentyfikowa-
nych genotypéw miescila si¢ w zakresie od 1 w populacjach Dobieszyn 3 (Pop. 8), Staszéw (Pop. 9)
i Toruri (Pop. 11), co oznacza, ze w kazdej z tych populacji wszystkie drzewa byly jednym gene-
tem, do 12 w populacji Wotéw (Pop. 12). Genety z najwigkszg liczbg ramet (drzew) znaleziono
w populacjach Krotoszyn (Pop. 5) i Dobieszyn 1 (Pop. 6), odpowiednio 49 i 46. Unikatowe geno-
typy G, (czyli takie, ktdre wystgpowaty tylko u jednego osobnika) zaobserwowano w 8 popu-
lacjach. Ich liczba wahata si¢ od 1 w populacjach Czerniejewo (Pop. 4) i Krotoszyn (Pop. 5) do
9 w populacji L.ack (Pop. 2). W 4 populacjach nie znaleziono osobnikéw z genotypem unikato-

Tabela 2.

Klonalno$¢ populacji Ulmus minor w Polsce (1-12): liczba zidentyfikowanych genotypéw (G), liczba unika-
towych genotypéw (G), liczba ramet (drzew) w genotypie (N ) oraz bogactwo genotypéw (R)
Clonality in Ulmus minor populations (1-12) in Poland: number of identified multilocus genotypes (G),

number of unique genotypes (G ), number of trees/ramets in MGL (N ) and genotypic richness (R)

G G, N, R
1 2 0 2(2,16) 0,059
2 1 9 2(2,5) 0,667
3 6 2 4(2,68,11) 0,178
4 6 1 5(2,2,3,5,31) 0,116
5 2 1 1 (49) 0,020
6 4 3 1.(46) 0,062
7 4 2 2 (18,31) 0,060
8 1 0 1(10) 0
9 1 0 1(39) 0
10 1 3 8(2,2,2,2,2,3,3,6) 0,417
1 | 0 1(20) 0
12 12 6 6 (2,3,3,4,6,32) 0,200
Razem 61 27 34 0,148

In total
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wym G . Najwyzsze bogactwo genotypowe (R) stwierdzono w populacji Lack (0,667), przy
sredniej 0,148.

POLIMORFIZM MARKEROW GENETYCZNYCH. Przeprowadzone analizy wykazaty niski poziom zmien-
nosci genetycznej 8 jadrowych loci mikrosatelitarnych. Poziom zmiennosci genetycznej dla
poszczegdlnych loci mikrosatelitarnych przedstawia tabela 3. Ogétem stwierdzono 56 alleli, tj.
wariantéw réznigcych sig liczbg par zasad. Liczba alleli w locus miescita si¢ zakresie od 4 (locus
UR141, UR188a) do 13 (locus Ulmil-165), przy sredniej 7,0. Znacznie mniejsza byta efektywna
liczba alle}i w locus (A,), wynoszaca od 1,4 (locus UR188a) do 2,7 (locus Ulmil-21), przy sred-
niej 1,9. Srednia warto$¢ heterozygotycznosci obserwowanej (H ) wynosita 0,555. Najnizsza
warto$¢ heterozygotycznosci ocz/ekiwanej (H,.=0,181) stwierdzono w locus UR188a, a najwyzsza
(H.=0,583) w locus Ulmil-21. Srednia warto$¢ dla heterozygotycznosci oczekiwanej (H,) wy-
niosta 0,382. Jedynie locus Ulmil-165 odbiega od réwnowagi Hardy’ego-Weinberga i odchylenie
to jest istotne statystycznie (p<0,001).

"Iylko w 3 na 12 badanych populacji zidentyfikowano wigcej niz po 10 odrebnych genoty-
pow (tab. 2), w zwigzku z tym w prezentowanej pracy nie przeprowadzono analizy zmiennosci
genetycznej dla poszczegdlnych populacii.

Dyskusja
Uzyskane wyniki wskazuja, ze badane populacje wigzu polnego w Polsce charakteryzujg si¢ ogél-
nie niskim poziomem zmiennosci genetycznej i stosunkowo wysokg klonalnoscig. Wezesniejsze
badania nad zmiennoscig genetyczng wigzéw polnych na terenie Europy wskazujg réwniez na
niski poziom zmiennosci jagdrowych loci mikrosatelitarnych. Z zestawu 8 analizowanych loci 3
byty wezesniej badane w populacjach hiszpariskich [Fuentes-Utrilla i in. 2014]. W locus Ulm2
w materiale z Hiszpanii znaleziono 7 alleli, zas w Polsce 6 alleli. W locus Ulmil-21 w Polsce
zidentyfikowano 10 alleli, natomiast w Hiszpanii 9 alleli. Z kolei w najbardziej zmiennym locus
Ulmil-165 w Polsce byto 13 alleli, a w Hiszpanii az 19. Heterozygotycznosé oczekiwana w bada-
nych populacjach z Polski (H,=0,382) byta poréwnywalna z poziomem heterozygotycznosci
oczekiwanej dla populacji hiszparskich (H_ =0,333-0,592) [Fuentes-Utrilla i in. 2014] i nieco
nizsza od poziomu heterozygotycznosci oczekiwanej wykrytej w populacjach holenderskich

Tabela 3.
Liczba alleli (A), efektywna liczba alleli (Ac), heterozygotycznosé obserwowana (HO) i oczekiwana (Hc)
oraz wspétezynnik wsobnosci (F, ) analizowanych loci mikrosatelitarnych

Number of alleles (A), effective number of alleles (A,), observed (H ) and expected (H,) heterozygosity
as well as Wright’s fixation index (F, ) for investigatede microsatelite loci

A Ac Ho Hc Fis

Ulm2 6 16 0,484 0,293 ~0,660
Ulmil-165 13 23 0,576 0457 ~0,193*
Ulmil-21 10 2.7 0,889 0,583 0,543
UR141 4 1,6 0,558 0,341 0,727
URI58 6 1,7 0,377 0,331 ~0,226
UR159 5 18 0,624 0411 0,525
URI7S 8 20 0,698 0,463 ~0,505
UR188a 4 1.4 0,230 0,181 0,337
Srednia 70 1.9 0,555 0,382 0,465
Average

*istotne dla p<0,001; significant at p<0.001
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(H,=0,483-0,628) [Buiteveld i in. 2016]. Stwierdzony w przeprowadzonych badaniach poziom
zmienno$ci genetycznej wigzu polnego (A=7,0, A _=1,9, H_=0,383) jest zdecydowanie nizszy od
poziomu zmiennosci wigzu gorskiego w Polsce (A=13,2, A =3,2, H_=602) [Chudziriska i in.
2018]. Réwniez w poréwnaniu z innymi gatunkami roslin drzewiastych wystgpujgcych w Polsce
— jak jarzab brekinia (Sordus torminalis (L..) Crantz), gdzie A=10 i H_=0,756 [Jankowska-Wréb-
lewska i in. 2016], czy topola czarna (Populus nigra L.), gdzie A=14,7 1 H =0,731 [Lewandowski,
Litkowiec 2017] - populacje wigzu polnego wykazujg znaczgco nizszy poziom zmiennosci gene-
tycznej. Jest wysoce prawdopodobne, Ze wigzy mogly utraci¢ wysoki poziom zmiennosci genetycz-
nej juz w obszarach refugialnych czy tez w trakcie wedréwki gatunku po ostatnim zlodowaceniu,
w wyniku rozprzestrzeniajgcej si¢ w catej Europie holenderskiej choroby wigzéw — podobnej do
epidemii, z jakg mamy do czynienia réwniez wspélczesnie [Ralska-Jasiewiczowa i in. 2003].

W przypadku struktury klonalnej podobne wyniki uzyskano dla holenderskich populacji
wigzu polnego, w ktérych na 159 przebadanych osobnikéw znaleziono tylko 66 genotypéw,
a bogactwo genotypowe (R) zawieralo si¢ w zakresic od 0,06 do 0,96 [Buiteveld i in. 2016]. W po-
pulacjach hiszpariskich duza klonalnos¢ wystgpuje na wyspach Minorka i Majorka (u 169 osob-
nikéw znaleziono 14 genotypéw, gdzie R=0-0,11). Na Pétwyspie Iberyjskim klonalnosé jest juz
duzo nizsza — u 90 zbadanych osobnikéw znaleziono 81 genotypéw (R=0,86-0,96) [Fuentes-
-Utrilla i in. 2014]. W Polsce badane populacje wigzu polnego charakteryzowaly si¢ wyzszym
poziomem klonalnosci (u 407 osobnikéw — 61 genotypéw) niz jarzgb brekinia, gdzie u 172 osob-
nikéw znaleziono 100 genotypéw [Jankowska-Wréblewska i in. 2016].

Przeprowadzone badania dostarczajg cennych informacji dla tworzenia przysztych progra-
méw zwigzanych z ochrong i restytucjg wigzu polnego. Wykazano, ze w polskich populacjach tego
gatunku istnieje zréznicowany, a w niektérych przypadkach bardzo wysoki poziom klonalnosci.
Istnicje podejrzenie, ze nicktére populacje mogg sktadaé si¢ tylko z pojedynczego osobnika.
Dlatego niezb¢dne sg badania dotyczace struktury klonalnej kazdej populacji, ktéra miataby
by¢ uwzgledniona w programach ochrony i restytucji gatunku. Przede wszystkim nalezy zwré-
ci¢ uwage na populacje z duzg liczbg genetéw, w tym genetéw unikatowych, jak populacje L.ack
(Pop. 2), Jamy (Pop. 10) i Woléw (Pop. 12).

Whnioski

#* Przeprowadzone badania wskazaty na niski poziom zmiennosci genetycznej wigzu polnego
w Polsce i jego stosunkowo duzg klonalnosé.

# Niski poziom zmiennosci genetycznej wigzu polnego moze byé wynikiem polodowcowej historii
gatunku, jak réwniez proceséw demograficznych zwigzanych z redukcjg wielkosci populacji
oraz holenderskiej choroby wigzéw, ktdra takze przyczynita si¢ do spadku liczebnosci popu-
lacji wigzéw.

% W populacjach wigzu polnego Dobieszyn 3 (Pop. 8), Staszéw (Pop. 9) i Torufi (Pop. 11) ziden-
tyfikowano tylko jeden genotyp, co oznacza, ze w kazdej z tych populacji wszystkie drzewa
byty jednym genetem.

# W programach ochrony i restytucji wigzu polnego nalezatoby przeprowadzi¢ badania doty-
czace struktury klonalnej kazdej populacji. Szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na populacje
z duzg liczbg genetéw, w tym genetéw unikatowych, jak populacje L.ack (Pop. 2), Jamy (Pop. 10)
i Wotéw (Pop. 12).
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