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POCHODZENIE GALIUM SCHULTESII | STELLARIA
HOLOSTEAW BIESZCZADACH (KARPATY
WSCHODNIE): REFUGIUM GLACJALNE
CZY GENETYCZNY TYGIEL?

The origins of Galium schultesii and Stellaria holostea in the Bieszczady
Mts (Eastern Carpathians): glacial refugium or genetic melting pot?

Abstract. The aim of the paper was to test the hypotheses on the genetic structure and
origins of forest herbaceous plant species, Galium schultesii and Stellaria holostea, in the
subalpine zone of the Bieszczady Mts. The species are generally the lowland elements
occurred in fertile oak-hornbeam forests. Their extrazonal occurrence in the mountain
subalpine zone could be an effect of recent, Holocene migrations from various glacial
refugia or the surviving in situ the last glacial maximum (LGM) in cryptic forest refugia.
The two hypotheses were tested with the use of AFLP genetic fingerprinting and the
patterns of bands distribution were established based on General Linear Models (GLMs)
and STRUCTURE analysis. Twenty nine populations of G. schultesii and thirty five
population of S. holostea were sampled in the Carpathians, Transcarpathia, Pannonian
Basin, Transilvania and Podolia. They were characterized by 200 and 219 AFLP loci,
respectively. The Bieszczady’s populations of both species, as a geographical group, were
not divergent from the adjoining regions (Analysis of Molecular Variance AMOVA, p >
0.05). In G. schultesii a group of AFLP bands in three populations from the Bieszczady
Mts. were found in Transcarpathia and the Piatra Craiului Mts (E Carpathians). In S.
holostea a group of AFLP bands were found in four of the Bieszczady’s populations, in the
Eastern Romanian Carpathians (the Maramaros and Kelemen Mts.), and the Sandomierz
Basin (Niepotomice Forest, north of W Carpathians). Both groups could have reflected a
refugial pattern. The putative refugial vs. non-refugial groups had statistically significant
between group variation (AMOVA) for both G. shultesii (4,8%, p=0.006) and S. holostea
(11,2%, p < 0.001). Statistical analysis showed that putative refugial group of S. holostea
had statistically significantly lower indices of genetic richness 4 (p = 0.03) and FAmax (p
=0.01), and higher divergence DW index (p = 0.002), in comparison to the non-refugial
group. It could be an effect of the genetic bottleneck. Galium schultesii had significantly
higher indices of genetic diversity: PPL (p = 0.008), Nei’s 4 (p = 0.037), Shannon | (p
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< 0.001), and divergence DI index (p = 0.007) in the putative refugial group. Probably
both forest herbs could have persisted the LGM in the Bieszczady Mts.

Key words: herbaceous forest herbs, cryptic forest refugia, Eastern Carpathians, genetic
melting pot, Holocene migrations, LGM, subalpine zone.

Wstep

Ekstrazonalne wystgpowanie nizowych gatunkéw gradowych w obszarze
gorskim jest interesujacym zjawiskiem przyrodniczym i wynika z czwartorze-
dowej historii zasiggow gatunkoéw lesnych w Karpatach. Sa to sktadniki roslin-
nosci strefy umiarkowanej i moga by¢ obiektem stuzacym do testowania hipotez
dotyczacych istnienia lesnych kryptorefugiow glacjalnych w obszarze goérskim.
Przedstawione wyniki badan z wykorzystaniem analizy molekularnej DNA sa
pierwszymi dotyczacymi tego tematu z obszaru Karpat. Ich celem byto okresle-
nie pochodzenia gatunkéw gradowych na potoninach bieszczadzkich, na pod-
stawie pordwnania zmiennosci wzorcow AFLP w populacjach dwoch gatunkow
zielnych, typowych dla zbiorowiska lasu gradowego w obszarze Karpat i kra-
inach przylegtych. Przyjeto dwie hipotezy wyjSciowe. Pierwsza z nich zakta-
da mtody, holocenski wiek bieszczadzkich populacji zwiazanych z atlantyckim
optimum klimatycznym. Druga hipoteza ich wystgpowania ponad gorna granica
lasu wiaze z faktem przezycia ostatniego zlodowacenia in situ, czyli z hipoteza
kryptorefugium glacjalnego.

Obecnos$¢ zielnych roslin lasu gradowego na bieszczadzkich potoninach jest
interesujacym zagadnieniem biogeograficznym, ktére wzbudzato zainteresowa-
nie przyrodnikdw poczawszy od pionierskich badan florystycznych Bolestawa
Kotuli i Eustachego Woloszczaka, prowadzonych na tym obszarze pod koniec
XIX wieku (Winnicki, Zemanek 2014). Rozwigzanie zagadki ich pochodzenia
pozostawato poza mozliwosciami klasycznych badan metodami epibiontyczny-
mi, stosowanymi powszechnie w biogeografii historycznej (Kornas, Medwecka-
-Kornas 2002). Dopiero zastosowanie metody PCR amplifikacji DNA stworzyto
mozliwos¢ badania zmiennosci genetycznej organizmow w ich zasiggu geogra-
ficznym, czyli filogeografii (Avise 2008). Badania wchodzace w zakres niniejsze;j
pracy mieszcza si¢ wlasnie w tej nowej dziedzinie badan biogeograficznych. Ich
aspektem poznawczym sa kwestie dotyczace przypuszczalnego istnienia glacjal-
nych refugiow roslinnosci lesnej strefy umiarkowanej w Karpatach i obszarach
przylegtych. Klasyczny poglad na ten temat zawiera si¢ w twierdzeniu (por. Kor-
nas, Medwecka-Kornas$ 2002), ze czwartorzedowe zlodowacenia, w tym najzim-
niejszy okres ostatniego glacjatu (pleniglacjat lub LGM — last glacial maximum,
ok. 22-20 tys. lat temu), spowodowaty wielka migracje flory lesnej typu ark-
tyczno-trzeciorzedowego i jej ,,wycofanie” w Europie do trzech refugiow zlo-
kalizowanych na potwyspach: Iberyjskim, Apeninskim i Batkanskim. Model ten
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znajduje silne poparcie w badaniach paleobotanicznych, gdzie na potudniu Euro-
py notuje si¢ nieprzerwany zapis w profilach palinologicznych drzew liSciastych
strefy umiarkowanej w okresie ostatnich 130 tysigcy lat (Tzedakis i in. 2002). W
ostatnim dziesigcioleciu pojawiaja si¢ coraz czgsciej opracowania dopuszczaja-
ce alternatywny scenariusz (ich krotki przeglad znajduje si¢ w pracy Mitki i in.
2014). Wedtug nowego ujecia, w Europie srodkowej i zachodniej mogty istnie¢
nierozpoznane dotychczas lokalne mikrorefugia (kryptorefugia) roslinnosci le-
$nej strefy umiarkowanej (Stewart, Lister 2001). Réwniez Willis i in. (2000),
na podstawie badan sktadu gatunkowego makroszczatkow wegli drzewnych, po-
chodzacych z gleb kopalnych i stanowisk archeologicznych, doszli do wniosku,
ze na Nizinie Wegierskiej podczas ostatniego pleniglacjatu istniaty enklawy ter-
mofilnej roslinnosci lesnej rozrzuconej posrod borow w typie lasu borealnego, a
by¢ moze nawet w typie zbiorowiska tajgi lub lasoéw gorskich z udziatem jodly
Abies alba (Willis, Van Andel 2004). Oprocz tego odnaleziono réwniez w pot-
nocnej czgsci tego obszaru fosylne wegle grabu Carpinus betulus, wskazujace na
przetrwanie in situ drzew liSciastych strefy umiarkowanej. Od tego czasu pojawia
si¢ coraz wigcej publikacji poswigconych zagadnieniu ,,potnocnych refugiow”,
obejmujacych obszar Europy srodkowej i wschodniej. Rowniez Jankovska i Po-
korny (2008), na podstawie badan palinologicznych osadow torfowiskowych na
stanowiskach w Czechach i na Stowacji, uzupetnionych badaniami sktadu ma-
lakofauny (Jufickova i in. 2014), sugeruja znaczenie stosunkowo wilgotnych i
chronionych od bezposrednich wptywow ostrego klimatu dolin Karpat Zachod-
nich na stokach potudniowych zboczy Karpat jako potencjalnych ostoi roslinno-
$ci lesnej. Porownanie wspotczesnych zbiorowisk roslinnych rosnacych w wa-
runkach klimatu zblizonego do LGM w potudniowo-syberyjskich gorach Attaj i
Sajan wykazuje inna zalezno$¢ (Magyari i in. 2014a). Lasy wedtug tego ujgcia w
klimacie lodowcowym mogty rozwija¢ si¢ wzdhuz ciekéw wodnych, w wilgot-
nych obnizeniach terenu na stokach pétnocnych, rzadziej potudniowych oraz na
stromych zboczach poza dolinami rzecznymi.

Magri i in. (2006) postuluja istnienie refugium glacjalnego buka Fagus sylva-
tica na Wyzynie Czesko-Morawskiej, natomiast Sutkowska i in. (2014) wskazuja
na lokalne mikrorefugia trawy lesnej Bromus benekenii w tym samym regionie
Europy srodkowej oraz w Europie zachodniej, m.in. w Masywie Centralnym.
Wedtug ostatnio przeprowadzonych rekonstrukcji zmian szaty roslinnej rumun-
skich Karpat Wschodnich (Ciomadul Mts) koncowa faza ostatniego zlodowa-
cenia (19 150 cal yr BP) charakteryzowata si¢ znacznym zr6znicowaniem jej
sktadu gatunkowego. Obok otwartych zioloroslowych zbiorowisk tundry i stepu
istnialy w tym czasie w nizszych potozeniach gorskich oraz na Nizinie Wegier-
skiej stanowiska gatunkow lesnych strefy umiarowej jak leszczyna Corylus, buk
Fagus, wiaz Ulmus, grab Carpinus betulus i jesion Fraxinus excelsior (Magyari i
in. 2014b). Przyktadowo, na gorze Tokaj (potnocny kraniec Niziny Wegierskiej)
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obecnos$¢ grabu w postaci wegli drzewnych datowana jest na ok. 26500-27500
lat temu (Magyari 2002).

W tym wzgledzie dodatkowej informacji dostarczaja badania filogeograficz-
ne nad zmiennoscia genetyczng lesnych gatunkow roslin zielnych. Dla szeregu z
nich postulowane jest istnienie ostoi glacjalnych w srodkowej Europie, omowio-
ne w pracy Mitki i in. (2014).

Przedmiotem niniejszego studium sa badania populacyjno-genetyczne, kto-
rych celem byto okreslenie zwiazkéw genetycznych na podstawie wskaznikow
zroznicowania genetycznego u dwoch zielnych gatunkow gradowych: przytulii
Schultesa Galium schultesii Vest. i gwiazdnicy wielkokwiatowe;j Stellaria holo-
stea L. Obydwa sa sktadnikiem pigtra subalpejskiego pasma Bieszczadow (Kar-
paty Wschodnie). Ze wzgledu na ekstrazonalne wystgpowanie w obszarze gor-
skim gatunkow charakterystycznych dla nizowego zbiorowiska lesnego, moga
by¢ podstawa interesujacych hipotez filogeograficznych, dotyczacych zrodet
ich pochodzenia. Aby rekonstrukcja biogeograficzna stata si¢ mozliwa, nalezy
a priori zatozy¢ istnienie pewnych genetycznych mechanizmow populacyjnych.
Chociaz sa to zatozenia teoretyczne, to jednak potwierdzone wynikami badan
genetycznych nad dtugookresowymi (long-term) refugiami glacjalnymi Europy
poludniowej oraz zréznicowaniem genetycznym populacji gatunkow lesnych w
umiarkowanych szerokosciach geograficznych Europy zachodniej i srodkowe;j
(Petit i in. 2003). Po pierwsze, wyroznicowanie lub dywergencja genetyczna (di-
sparity, divergence) populacji refugialnych jest duze ze wzgledu na istnienie w
kazdej z nich unikatowych alleli powstatych w wyniku dtugoterminowej akumu-
lacji losowych zmian genomu — w rezultacie powstaja obszary o duzej akumu-
lacji zmiennos$ci genetycznej (hot spots). Po drugie, populacje kolonizujace w
Holocenie obszary pojawiajace si¢ za cofajacym si¢ na potoc lodowcem, po-
chodzace w wyniku migracji diaspor lub osobnikow, sa genetycznie zubozone w
wyniku efektu zatozyciela. Po trzecie, nowe populacje powstate w wyniku krzy-
zowania si¢ wielu drog migracji moga by¢ genetycznie zréoznicowane, zwlaszcza
gdy pochodza z réznych refugiow (Petit i in. 2003). Zatozenie drugie i trzecie
pozostaja w pozornej sprzecznosci. Powstanie nowej populacji zwiazane jest z
jej niewielkim genetycznym zroznicowaniem, czyli tzw. efektem zatozyciela (fo-
under effect), Mozna go zaobserwowac¢ na przyktad na wyspach wulkanicznych
(Sutkowska 1 in. 2015). Europa $srodkowa po ustapieniu lodowca byta swiadkiem
licznych wedrowek organizmow roslinnych i zwierzgecych zwiazanych z odbudo-
wa ich zasiggdéw. Pochodzity one z réznych refugiow, a ich drogi migracji krzy-
zowaly si¢ tworzac strefy mieszancowe (suture-zones, Taberlet i in. 1998). W
takich strefach populacje sa genetycznie bogate, gdyz ich allele pochodza z r6z-
nych refugiow tworzac zjawisko tzw. genetycznego tygla (genetic melting pot).

Wystgpowanie bieszczadzkich populacji lesnych gatunkow o charakterze
gradowym w pigtrze subalpejskim moze mie¢ charakter reliktowy badz tez by¢
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wynikiem stosunkowo niedawnej migracji w okresie Holocenu. ,,Reliktowy cha-
rakter” oznacza ich przetrwanie przynajmniej ostatniego LGM in situ. Taki cha-
rakter posiadaja na przyktad $wiattozadne gatunki wysokogorskie wystgpujace
w Bieszczadach Zachodnich, do ktorych zalicza si¢ m.in. Aconitum bucovinense,
Anemone narcissiflora, Carex rupestris, Delphinium elatum subsp. nacladense,
Dianthus carthusianorum subsp. saxigenus, Polygonum viviparum i Sesleria
bielzii (Winnicki, Zemanek 2003). Analizy filogeograficzne, przeprowadzone
w ostatnich latach nad gatunkami wysokogorskimi w Karpatach, prowadza do
wniosku, ze okres ostatniego zlodowacenia przetrwaty in situ, a ich lokalne zasig-
gi geograficzne nie podlegaty wigkszym zmianom (Ronikier 2011).

Do tych zatozen nalezy doda¢ jeszcze jedno, dotyczace refugiow ,,pétnoc-
nych”, na przyktad karpackich. Nalezy spodziewa¢ si¢ ich dywergencji gene-
tycznej, jednak, w przeciwienstwie do refugioéw poludniowoeuropejskich, nie
przewiduje si¢ tu wysokich wskaznikow bogactwa genetycznego. Wynika to z
faktu, iz podczas ostatniego zlodowacenia przypuszczalne kryptorefugia przeszty
epizod ekologicznego waskiego gardta, co spowodowalo wtorne obnizenie ich
réznorodnosci genetycznej. Cechami charakterystycznymi reliktowych populacji
ro$lin lesnych powinny by¢ zatem wysoki stopien dywergencji genetycznej w
polaczeniu z niewielkim bogactwem alleli (prazkéw AFLP). Badania genetycz-
ne nad Aconitum bucovinense Zapal. na kresie zasiggu geograficznego w Biesz-
czadach Zachodnich wykazaty, iz izolowane populacje bieszczadzkie posiadaja
charakter reliktowy (Boron i in. 2011). Charakteryzowaty si¢ genetyczng toz-
samoscig okreslona na podstawie analizy molekularnej wariancji AMOVA (p =
0,024), wykazywaty specyficzne fragmenty ISSR i obnizona warto$¢ wskaznika
réznorodnosci | Shannona. Wynik ten moégt by¢ spowodowany obnizeniem li-
czebnosci i zwigzanym z tym zjawiskiem genetycznego waskiego gardta (genetic
bottleneck).

Celem pracy jest okreslenie wzorca zmiennos$ci genetycznej populacji przy-
tulii Schultesa Galium schultesii i gwiazdnicy wielkowiatowej Stellaria holo-
stea wystgpujacych na potoninach Bieszczadow Zachodnich, w poréwnaniu do
populacji znajdujacych si¢ w innych rejonach Karpat Wschodnich i obszaréw
przylegtych. Szczegotowe zagadnienia odnosza si¢ do nastepujacych kwestii: (I)
czy populacje bieszczadzkie posiadaja odrgbnos$¢ genetyczna w poréwnaniu do
reszty badanego obszaru? (II) czy sa jednorodne genetycznie, czy tez ich zr6zni-
cowanie migdzypopulacyjne jest duze? (I1I) czy zaznacza si¢ ich powinowactwo
genetyczne z jakim$ szczegolnym obszarem? (IV) czy sa genetycznie zubozone
w porownaniu do innych regionow? Uzyskanie odpowiedzi na tak postawione
pytania pozwoli na wyciagnigcie wnioskow odnosnie historii zasiggéw tych le-
snych gatunkow w pigtrze subalpejskim Bieszczadéw Zachodnich.
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Materiaty 1 metoda

Badania przeprowadzono w Karpatach i obszarach przylegtych: Nizinie We-
gierskiej, Podolu i Siedmiogrodzie oraz na pétnoc od tuku Karpat. Dla Galium
schultesii ustalono kombinacje starterow AFLP: EcoRI-ACA/Msel-CAT, EcoRI-
-ACA/Msel-CTA, EcoRI-AGC/Msel-CAG. I kombinacja — 52 loci, II kombina-
cja — 63 loci, III kombinacja — 85 loci. W badaniach wykorzystano 121 okazow,
dla ktorych powtarzalna amplifikacj¢ uzyskano na poziomie 97,2% wedtug pro-
cedury kontrolnej zaproponowanej przez Bonin i in. (2007). Dla Stellaria holo-
stea ustalono trzy pary kombinacji starteréw AFLP: I kombinacja — EcoRI-AAC,
Msel-CAA, II kombinacja — EcoRI-AAC, Msel-CAC i III kombinacja EcoRI-
-AAC, Msel-CAG). Liczba loci w dwoch pierwszych wynosi 137, w kombinacji
III — 82 loci. W badaniach wykorzystano 141 okazéw, dla ktérych powtarzalna
amplifikacj¢ uzyskano na poziomie 98,8%. Pobrane do badan osobniki znajdo-
waly si¢ w odleglo$ci przynajmniej 5 m, co powoduje, ze wigkszos¢ populacji
wysokogorskich reprezentowana jest przez niewielka liczbg osobnikdw. Zarow-
no Stellaria holostea jak i G. schultesii sa wskaznikami ,,starych lasow” (an-
cient forests, por. Dzwonko, Loster 2001). W zwiazku z tym posiadaja szereg
specyficznych cech biologicznych: niewielkie mozliwo$ci kolonizacji nowych
obszaréw, niska przezywalnos¢ i stabe rozmnazanie generatywne w warunkach
suboptymalnych i klonalny typ wzrostu, sprzyjajacy formowaniu reliktowych
populacji.

Produkty amplifikacji zapisano w postaci macierzy 0—1. Zmienno$¢ we-
wnatrzpopulacyjna okreslono udzialem procentowym prazkéw (loci) polimor-
ficznych (PLP), oczekiwana heterozygotyczno$cia lub wskaznikiem réznorod-
nosci genowej (k) wg Neia (1973), uzyskanymi za pomoca oprogramowania
AFLP-SURV (Vekemans 2002) i wskaznikiem réznorodno$ci Shannona (Shan-
non, Weaver 1949) (I), obliczonym z pomoca POPGENE ver. 1.31 (Yeh i in.
1999). Frekwencja alleli, na ktorej opiera si¢ wskaznik roznorodnosci genowej
h Neia, zostala obliczona na podstawie metody bayesowskiej z wykorzystaniem
nie zunifikowanego rozkladu prawdopodobienstwa ,,prior”, ktéry zmniejsza
obcigzenie metody ,,pierwiastkéw” (Zhivotovsky 1999). Rozktad frekwencji
alleli byl oszacowany oddzielnie dla kazdej populacji. Statystyki genetyczne-
go zréznicowania i populacyjnej struktury genetycznej byly obliczane wedlug
ujecia Lyncha i Milligana (1994). Wskazniki zré6znicowania genetycznego na
poziomie populacyjnym, obliczane na podstawie rozkladu prazkow AFLP u
poszczegdlnych osobnikow sa wiarygodne, gdy spetnione sa trzy warunki: (I)
produkty AFLP segreguja w sposob mendlowski jako allele dominujace; (II)
frekwencje genotypow w loci AFLP znajduja si¢ w rownowadze Hardy-Wein-
berga; (III) wspolnie migrujace fragmenty sa rozpatrywane jako /oci homolo-
giczne (Apostol i in. 1996).
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Dodatkowo obliczono wskazniki bogactwa genetycznego: FA — dotyczacy
sredniej liczby prazkéw przypadajacych na populacjg, FAmax — maksymalnej
liczby prazkow u osobnika w populacji. Obliczono indeks dywergencji genetycz-
nej populacji DW (Schonswetter, Tribsch 2005) z wykorzystaniem skryptu pro-
gramu R zawartego w pakiecie AFLPdat (Ehrich 2006). Wskaznik ten obliczano
jako liczbg wystapien markera w populacji podzielong przez catkowita liczbg jego
wystapien w catym zestawie danych. W rezultacie wszystkie te warto$ci sa sumo-
wane i standaryzowane biorac pod uwagg liczbe markerow i osobnikéw (Ehrich
2006). Wskazniki F4 i DW obliczono jako $rednie dla populacji i jako wartosci
charakteryzujace poszczeg6lne okazy (osobniki). Wysokie wartosci wskaznika
DW sa oczekiwane w dlugo izolowanych populacjach (Paun i in. 2008). Istot-
nos$¢ statystyczng roznic pomigdzy wartosciami populacyjnymi wskaznika w po-
szczegolnych regionach populacji testowano za pomoca testu F prostej analizy
wariancji 1 nieparametrycznych testow Kruskala-Wallisa lub Manna-Whitneya
(dla poréwnania dwoch $rednich), natomiast kontrasty a posteriori przy pomocy
testu najmniejszej istotnej roznicy NIR dla danych nierownolicznych. Zatozenie
dotyczace roéwnosci wariancji (homoscedastyczno$ci) przy tescie F sprawdzono
przy uzyciu testu Levene’a. Obliczen dokonano w programie STATISTICA 10
(www.statsoft.com).

Poniewaz liczebno$¢ n proby w poszczeg6lnych populacjach Galium schul-
tesii rdznita si¢ w zakresie 2—8, a u Stellaria holostea w zakresie 2—10, ustalono
wplyw liczebnosci proby n na wielko$¢ wskaznikow genetycznych za pomoca
wspotczynnika korelacji Pearsona r. U G. schultesii statystycznie istotne (p <
0,05) okazaty si¢ zwiazki liczebno$ci proby z: procentem polimorficznych loci
PPL (r=0,65), wskaznikiem Shannona | (r = 0,46) i maksymalna liczba prazkow
na osobnika w populacji FAmax (r = 0,45). Pozostate wskazniki: zréznicowa-
nia genowego A, genetycznej dywergencji DW oraz $redniej liczby prazkow w
populacji FA4 okazaty si¢ nieskorelowane (p > 0,05) z liczebnoscia proby. U S.
holostea statystycznie istotne (p < 0,05) okazaly si¢ zwiazki liczebnos$ci proby
z: procentem loci polimorficznych PPL (r = 0,89) i wskaznikiem réznorodnosci
Shannona | (r = 0,85). Pozostale wskazniki: zréznicowania genowego 4, gene-
tycznej dywergencji DW, $redniej liczby prazkow w populacji £4 1 maksymalne;j
liczby prazkow na osobnika w populacji FAmax sa nieskorelowane (p > 0,05) z
liczebnoscia proby.

Odlegtos$¢ genetyczna pomiedzy populacjami okreslono na podstawie odle-
glosci genetycznej Neia D, wedlug metodyki zaproponowanej przez Lyncha i
Milligana (1994). Odlegtos¢ genetyczna pomigdzy kazda para populacji obliczo-
no na podstawie metody bootstrapowania loci metoda Monte Carlo na podstawie
1000 losowych permutacji z zastosowaniem programu AFLP-SURV.

Macierze te nastgpnie importowano do programu PHYLIP (Felsenstein
2005), gdzie uzyskano topologie NJ. Uzgodnione (consensus) drzewo NJ (Sa-
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itou, Nei 1987) otrzymano w programie MEGAS (Tamura i in. 2011). Retikulacje
pomigdzy galeziami drzewa NJ (Legendre, Makarenkov 2002) obliczono przy
pomocy programu T-Rex (Makarenkov 2001).

Wzajemne relacje podobienstwa genetycznego poszczegdlnych okazow
okreslono na podstawie metody porzadkujacej DCA (nietendencyjnej analizy
zgodnosci). Wystgpowanie poszczegolnych prazkow AFLP wzdtuz trzech pierw-
szych osi testowano uzywajac uogolnionego modelu liniowego (General Linear
Model GLM) z wykorzystaniem funkcji wiazacej logit i rozktadu dwumianowe-
go (Agresti 2007). Obliczenia wykonano przy uzyciu programu CANOCO 5 (ter
Braak, Smilauer 2012).

Liczbg odrgbnych grup genetycznych okreslono rowniez za pomoca progra-
mu STRUCTURE ver. 2.3.3 (Pritchard i in. 2000), stosujac Bayesowski algorytm
klasyfikacji markeréw dominujacych (Falush i in. 2007). Liczba K = 1-10 grup
byta testowana w 10 replikacjach dla kazdego K. Opcja ,,burn-in period” wyno-
sita 200000, a liczbe tancuchéw Markowa Monte Carlo (MCMC) ustalono na
500000. Zastosowano model ,,admixture” i opcjg nieskorelowanych alleli. Wska-
zanie optymalnej liczby grup wynikalo z wartosci oszacowanych prawdopodo-
bienstw a posteriori obliczanych przez program, opisanych w relacji do wzra-
stajacego K (Pritchard i in. 2000) i warto$ci DeltaK, szacujacej zmiang wartosci
funkcji wiarygodnos$ci odnosnie do K (Evanno i in. 2005). Statystyki te obliczono
programu przy pomocy STRUCTURE HARVESTER (Earl, van Holdt 2012).

Podzial zmiennosci genetycznej populacji ustalony zostat na podstawie ana-
lizy molekularnej wariancji (AMOVA) 1 poziom istotno$ci na podstawie 1023
permutacji. Obliczen dokonano przy pomocy pakietu programow Arlequin ver.
3.5 (Excoffier, Lischer 2010).

Wyniki

Galium schultesii

Proby do badan pochodzity z 29 populacji rozmieszczonych w Karpatach,
Nizinie Wegierskiej (Panonii), Podolu i Siedmiogrodzie (Ryc. 1). Lacznie do
analiz wybrano 200 prazkéw AFLP, a btad powtdrzen wynosit 2,8%. Charaktery-
styke badanych populacji G. schultesii przedstawiono w Tabeli 1.

Populacja bieszczadzka G. schultesii nie rozni si¢ statystycznie (p = 0,84) od
reszty badanego obszaru pod wzgledem podziatu wariancji molekularnej AMO-
VA na sktadowa migdzygrupowa i wewnatrzgrupowa (Tabela 2).

Najwyzsze wartosci wskaznika zréznicowania genowego / stwierdzono w
populacji CC (0,1667 — Karpaty Potudniowe) i BK (0,1651 — Bieszczady Za-
chodnie). Wysokie wartosci tego wskaznika stwierdzono réwniez u dwoch in-
nych populacji bieszczadzkich: RS i BRS, tj. 0,1602 i 0,1606, odpowiednio.
Najwyzsza warto$¢ wskaznika dywergencji genetycznej DW stwierdzono w po-
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Ryc. 1. a—Rozmieszczenie badanych populacji Galium schultesii w Karpatach i obszarach
przyleglych. b — Rozmieszczenie w polskich Bieszczadach Zachodnich. Numery populacji
odpowiadaja ich kolejnosci w Tabeli 1.

Fig. 1. a — Distribution of populations under study of G. schultesii in the Carpathians
and adjoin regions. b — distribution in Polish Western Bieszczady Mts. The numbering of
populations follow those in Table 1.
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pulacji zakarpackiej UM (6,67), w populacjach bieszczadzkich BK (2,78) i BRS
(2,41) oraz z Karpat Potudniowych CC (2,25) i Karpat Wschodnich PC (2,08).
Najwigksza srednia liczbe prazkow AFLP w populacji (wskaznik F4) zanotowa-
no w populacji NAN (39,0) z Zakarpacia oraz RS (38,0) z Bieszczadéw Zachod-
nich, najmniejsza w UM (31,3 — Zakarpacie) i CE (32,0 — Karpaty Wschodnie).

Analizy GLM 121 okazow i 200 prazkow AFLP wykazaty odrgbnos¢ gene-
tyczng osobnikow nalezacych do 2 grup A i B. Rozmieszczenie poszczegdlnych
prazkow wedtug zastosowanego modelu wzdtuz osi DCA przedstawiono na ry-
cinie 2. Najbardziej wyr6zniajaca grupg (na podstawie prazkow grupy A) tworza
cztery okazy pochodzace z Zakarpacia UM, ktore posiadaja wspolne prazki z
okazem z Bieszczadow Zachodnich: BKOS5 (prazek nr 96) i masywu Piatra Craiu-
lui w Karpatach Potudniowych PCO9 (nr 160). Inne prazki grupy A stwierdzono
réwniez u okazow BUO8 1 CMOS, pierwszy z Karpat Poludniowych, drugi z Kar-
pat Wschodnich (Ryc. 2a-c). Odrgbna okazata sig¢ roéwniez grupa B (Ryc. 2d-f).
Tu zwraca uwage okaz BRS02 (Bieszczady Zachodnie), ktéry posiada wspolne
prazki (28, 59, 97, 170) z okazami pochodzacymi z Zakarpacia: UMO01, UMO02 i
UMO04. Okaz z Zakarpacia UMO04 posiada rowniez wspolne prazki z PUOS Biesz-
czadéw Wschodnich, a UMO1, obok wymienionego juz BRS02, rowniez z Biesz-
czadow Zachodnich RS02 (prazek nr 97) oraz z Piatra Craiului PC09 (nr 15,
zwiazek statystycznie nieistotny, p < 0,05). Prazki z grupy B pojawity si¢ takze
m.in. u okazéw CCO1 (Karpaty Potudniowe) i KUO3 (Zakarpacie).

»

Ryc. 2. Uogodlnione modele liniowe (GLM) dla genetycznej grupy A i B prazkow AFLP
Galium schultesii wzdhuz dwoch pierwszych osi DCA. a — rozmieszczenie 121 okazéw
Galium schultesii na tle czgstosci wystgpowania prazkow grupy A; ich wspolne wystepo-
wanie z populacjami bieszczadzkimi zaznaczono przerywanymi liniami; b — GLM dla osi
1 DCA, ¢ — GLM dla osi 2 DCA, numery oznaczaja prazki nalezace do grupy A; d — roz-
mieszczenie 121 okazow Galium schultesii, na tle czgsto$ci wystgpowania prazkéw grupy
B, ich wspolne wystepowanie z populacjami bieszczadzkimi zaznaczono przerywanymi
liniami; e — GLM dla osi 1 DCA, f— GLM dla osi 2 DCA; numery oznaczajg prazki AFLP
z statystycznie istotng odpowiedzia (p < 0,05). Kolorem rozjasnionym zaznaczono okazy
z Bieszczadéw Zachodnich.

Fig. 2. Generalized Linear Models (GLMs) for genetic Groups A and B of AFLP bands of
Galium schultesii along the first two Axes of DCA. a — distribution of 121 specimens of
Galium schultesii on the background of the frequency of occurrence of bands from Group
A; their common occurrence with the Bieszczady’s populations were marked with dot-
ted lines; b — GLMs for DCA Axis 1; ¢ — GLMs for DCA Axis 2; d — distribution of 121
specimens of Galium schultesii on the background of the frequency of occurrence of bands
from Group B; their common occurrence with the Bieszczady’s populations were marked
with dotted lines; e — GLMs for DCA Axis 1; f — GLMs for DCA Axis 2; the numbers
denote AFLP bands with statistically significant (p <0.05) responses. Specimens from the
Bieszczady Mts are marked in light colour.
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Analiza struktury genetycznej z wykorzystaniem programu STRUCTURE
wykazata istnienie dwoch grup genetycznych Galium schultesii A 1 B oraz gru-
py posredniej A/B, wyroznionej na podstawie prawdopodobienstwa a posteriori
grupy A pomigdzy 0,2422 a 0,6166 (Ryc. 3a). Wynik ten jest zgodny z otrzyma-
nym w analizie GLM. Okazy grupy B wyréznionej w analizie STRUCTURE
odpowiadaja okazom opisanym jako grupa A w analizie GLM (Ryc. 3b). Sa to:
UMO1, UMO02, UM04 i UMOS (Zakarpacie), BK05 (Bieszczady Zachodnie) oraz
okazom zaliczonym do grupy B: CCO1 (Karpaty Potudniowe) i PUOS (Bieszcza-
dy Wschodnie). Do grupy posredniej A/B zostaly zaliczone: BK02-3, BRS02,

a

A ABB

3.5

DCA 2

0.0
]

0.0 DCA 1 3.0

Fig. 3. Analiza STRUCTURE 121 okazéw Galium schultesii z Karpatach i terenow przy-
legtych w osiach DCA. a — STRUCTURE; rozmieszczenie grup genetycznych A, A/B i
B wzdtuz osi DCA.

Fig. 3. STRUCTURE analysis of 121 specimens of Galium schultesii from the Carpath-
ians and adjoining regions. a — STRUCTURE; b — distribution of genetic Groups A, A/B
and B along the DCA Axes.
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PCI01, RS02, RS04-5 (Bieszczady Zachodnie), GHO7 (Karpaty Wschodnie),
PCO07 1 PCO9 (Karpaty Potudniowe), SAH02 (Nizina Wegierska).

Test U Manna-Whitneya wykazal statystyczna istotnos¢ (Z =-4,62, p <0,0001)
réznicg pomigdzy Srednim wskaznikiem DW dla grup A (1,379 £0,611) i B (4,691
+2,391) (okazy przejsciowe A/B zostaty zaklasyfikowane do jednej z grup na pod-
stawie prawdopodobienstwa a posteriori mniejszego lub wigkszego od 0,5).

Algorytm NJ grupuje, z najwigkszym poparciem 79%, UM (Zakarpacie) i BK
i PU (Bieszczady) (Ryc. 4). Siostrzana pozycjg, z niewielkim poparciem 39%, zaj-
muja populacje PC (Karpaty Potudniowe) i GH (Karpaty Wschodnie). W innej
grupie o poparciu 66% RS (Bieszczady Zachodnie) tworzy klaster z MU (Zakar-
pacie) i wykazuje retikulacj¢ z UM (Zakarpacie) i GH (Karpaty Wschodnie). Po-
zostate grupy posiadaja niewielkie wsparcie ponizej 34%. Populacja KR wykazata
retikulacjg z KU (Zakarpacie), natomiast NAN (Zakarpacie) z CM i NAL (Karpaty
Wschodnie i ich przedgorze) oraz BT (Bieszczady Zachodnie) z MO (przedgorze
Karpat Wschodnich). Na podstawie uzyskanego drzewa NJ mozna wyrdznic¢ grupg
populacji G. schultesii o przypuszczalnym refugialnym charakterze. Obejmuje ona
genetyczna grupg A wyrdzniong wedtug analizy GLM 1 Scisle pokrywajaca sig z
nia grupg¢ B wedtug analizy STRUCTURE. Naleza tu populacje z Bieszczadow
Zachodnich BK (Kopa Bukowska) i PU (Zhornava — Przetecz Uzocka) oraz Piatra

|

o m [
EZOBD HAP_{--"PCL
ATm---
MO KRZ E
T %

c
“m N\A
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/% m
|'\UM PU B + A/B
N

|
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Ryc. 4. NJ klasyfikacja z retikulacjami 29 populacji Galium schultesii z Karpat i terenow
przylegtych. Nazwy populacji jak w Tabeli 1. 1 — Karpaty Poludniowe, 2 — Karpaty
Wschodnie, 3 — Zakarpacie i Podole, 4 — Bieszczady. Liczby w weztach oznaczaja war-
tosci bootstrap okreslone na podstawie 1000 permutacji. Przynalezno$¢ do grupy B i A/B
wedlug STRUCTURE.

Fig. 4. NJ classification with reticulations of 29 populations of Galium schultesii from the
Carpathians and adjoin region. Names of populations like those in Table 1. 1 — Southern
Carpathians, 2 — Eastern Carpathians, 3 — Transcarpathia and Podolia, 4 — Bieszczady Mts.
Number in nodes denote bootstrap values based on 1000 permutations. Genetic member-
ship of Groups B and A/B according to STRUCTURE.
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Craiului (PC) i Mata Uholka (Zakarpacie). Tworza one przypuszczalng grupe
refugialna, ktora statystycznie istotnie (p = 0,006) odrdznia si¢ od grupy nierefu-
gialnej, a ich sktadowa migdzygrupowa AMOVA wynosi 4,8% (Tabela 2).

Przypuszczalna grupa refugialna G. schultesii charakteryzuje si¢ istotnie
wigkszym poziomem zréznicowania genetycznego (Tabela 3): procentem loci
polimorficznych PLP (p = 0,008), zréznicowaniem genowym /4 (0,037), wspot-
czynnikiem réznorodnosci Shannona | (p < 0,001) oraz wskaznikiem dywergen-
cji genetycznej DW (p = 0,007), w porownaniu do grupy nierefugialnej. Brak
r6znic w przypadku wskaznikow FA (p = 0,09) i FAmax (p = 0,52).

Stellaria holostea

Probe badawcza tworzyto 35 populacji rozmieszczonych w Karpatach, Podolu,
Nizinie Wegierskiej, Siedmiogrodzie, Kotlinie Sandomierskiej, Polesiu i Roztoczu
(Ryc. 5). Lacznie do analiz uzyto 219 prazkéw AFLP, a btad powtérzen wynosit
1,2%. Charakterystyke badanych populacji S. holostea przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 3. Prosta analiza wariancji (model IT) wskaZznikow genetycznego zréznicowania
($rednia 1 btad standardowy w nawiasach) przypuszczalnych populacji refugialnych i
nierefugialnych Galium schultesii i Stellaria holostea. Status populacji zostat okreslony
na podstawie analizy GLM i STRUCTURE (patrz takze Tabela 2).

Table 3. One-way ANOVA (model IT) for indices of genetic diversity (mean and standard
error in brackets) of putative refugial and non-refugial populations of Galium schultesii
and Stellaria holostea. Status of the populations based on GLM and STRUCTURE
analyses (see also Table 2).

n| PPL | h | DW | | | EA | Fimax
Galium schultesii
Nierefugialne/Non- 31,80 0,14 1,41 0,12 35,55 39,04
“refugial 25| (1,05) | (0,003) | (0,08) | (0,006) | (0.44) | (0,55)
‘ . 3982 | 016 | 330 | 018 | 33,80 | 38,00
Refugialne/Refugial | 4 | 545y | (0.002) | (047) | (0.009) | (0.60) | (2.16)
Blad I rodzaju/I-type
error 0,008 | 0,37 | 0,007* | <0,001 | 0,09 | 0,52
Stellaria holostea
Nierefugialne/Non- 3224 | 015 | 1,54 | 013 | 44,07 | 4861
_refugial 24| (1,15) | (0,004) | (0,06) | (0,006) | (0,62) | (0,57)
. . 36,00 | 0,15 | 247 | 016 | 4098 | 4500
Refugialne/Refugial | 1\ 1 555y | (0,004) | (0.33) | (0,007) | (1,16) | (1,45)
Btad I rodzaju/I-type
error 0,15 | 055 |0,002* | 005 | 003 | 001

* - test U Manna-Whitneya / Mann-Whitney U test
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Ryc. 5. a—Rozmieszczenie badanych populacji Stellaria holostea w Karpatach 1 obszarach
przylegltych. b — Rozmieszczenie w polskich Bieszczadach Zachodnich. Numery populacji
odpowiadaja ich kolejnosci w Tabeli 1.

Fig. 5. a— Distribution of populations under study of Stellaria holostea in the Carpathians
and adjoin regions. b — distribution in Polish Western Bieszczady Mts. The numbering of
populations follow those in Table 1.
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Populacja bieszczadzka S. holostea nie r6zni sig statystycznie (p = 0,18) od reszty
badanego obszaru pod wzglgdem podziatu wariancji molekularnej AMOVA na sktado-
wa miedzygrupowa i wewnatrzgrupowa (Tabela 2).

Najwyzsza warto$¢ wskaznika zréznicowania genetycznego / odnotowano w
Bieszczadach Zachodnich (BBE, 0,1790), Nizinie Wegierskiej (SAH — 0,1696) i Kar-
patach Wschodnich (DE — 0,1664). Najnizsza warto$¢ tego wskaznika stwierdzono w
populacji z pogorza Karpat Wschodnich (0,0658 — ZO). Najwigksza wartos¢ wskaz-
nika dywergencji DWW stwierdzono w populacji SAP (4,232 — Karpaty Wschodnie),
w populacjach bieszczadzkich: BK (2,578) i NS (2,312) oraz na Nizinie Wegierskiej
SAH (2,247) 1 w Kotlinie Sandomierskiej PN (2,726); najnizsza w populacji CS —
0,864 (Siedmiogrod, Tabela 2). Najwigksza $rednig liczbe prazkéw AFLP w popula-
cji, wskaznik F4, stwierdzono w populacji ZO (50,3 — Pogorze Karpat Wschodnich),
najnizsza w populacji BKR (36,0 — Bieszczady Zachodnie). Najwyzsza maksymalna
liczbe prazkéw przypadajaca na osobnika F4max odnotowano w populacji BBE (54 —
Bieszczady Zachodnie), najnizsza w populacji BK (38 — Bieszczady Zachodnie).

Analizy GLM 141 okazow i1 219 prazkow AFLP wykazaty istnienie czterech grup
genetycznych Stellaria holostea w badanym obszarze (Ryc. 6). Najbardziej odreb-
na grupa C charakteryzuje si¢ 18 wspolnymi prazkami AFLP (Ryc. 7d). W jej skiad
wchodza okazy grupujace si¢ po prawej stroni osi 1 DCA. Reprezentuja one prazki
stwierdzone u okazow rosnacych w Bieszczadach Zachodnich (BRO03, PW02, PW 10,
KRZ02), Karpatach Wschodnich SAP01-03 i Kotlinie Sandomierskiej PN02-PN04.
Do wymienionej grupy nawiazuje przejsciowa grupa A/C (Ryc. 7¢). Jest ona charak-
terystyczna dla srodkowego potozenia wzdtuz osi 1 DCA i skiada si¢ z nastgpujacych
okazow: Bieszczady Zachodnie BP04, NS02, NS04, PW04, PW08-09, PW11, SIW01-
02, SIW04, Karpaty Wschodnie DE02, Nizina Wegierska SAH02, Karpaty Zachod-
nie KR04 i Kotlina Sandomierska PNO1. Przeciwlegly kraniec osi 1 DCA (po lewej
stronie wykresu) zajmuje grupa A, charakteryzujaca si¢ niewielka liczba siedmiu praz-

»

Ryc. 6. Uogdlniony model liniowy GLM dla grup genetycznych A, A/B, B/C i C prazkow
AFLP Stellaria holostea wzdtuz dwéch pierwszych osi DCA. a — GLM dla grupy gene-
tycznej A, 0§ 1 DCA; b — GLM dla grupy genetycznej A, 0§ 2 DCA; ¢ — GLM dla grupy
genetycznej A/B, 0§ 1 DCA; d — GLM dla grupy genetycznej A/B, 0§ 2 DCA; e — GLM
dla grupy genetycznej B/C, 0§ 1 DCA; f — GLM dla grupy genetycznej B/C, 0§ 1 DCA;
g — GLM dla grupy genetycznej C, 0§ 1 DCA; h — GLM dla grupy genetycznej C, o$ 2
DCA; numery oznaczaja prazki AFLP z statystycznie istotna odpowiedzia (p < 0,05).
Fig. 6. Generalized Linear Models (GLMs) for genetic Groups A, A/B, B/C and C of AFLP
bands of Stellaria holostea along the first two Axes of DCA. a— GLMs for genetic Group
A, DCA Axis 1; b— GLMs for genetic Group A, DCA Axis 2; ¢ — GLMs for genetic Group
A/B, DCA Axis 1; d — GLMs for genetic Group A/B, DCA Axis 2; e — GLMs for genetic
Group B/C, DCA Axis 1; f — GLMs for genetic Group B/C, DCA Axis 1; g — GLMs for
genetic Group C, DCA Axis 1; h — GLMs for genetic Group C, DCA Axis 2; numbers
denote AFLP bands with statistically significant (p < 0.05) responses.
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kow stwierdzonych u odleglych geograficznie populacji (Ryc. 7a). Do tej grupy nale-
7a okazy pochodzace z nastgpujacych regionow: Bieszczadow Zachodnich BB01-03,
BKBO03, BKB05, BKP01, PW01, PW03-04, BRS03-05, PC01-04, stowackich Karpat
Wschodnich MI01-03, rumunskich Karpat Wschodnich COS01-03, DEO3, pogorza
ukrainskich Karpat Wschodnich DR03, DR05-06, pogorza Polskich Karpat Wschod-
nich GG02, PRO1, PRO3, PR0OS, ZO01-03, Podola HOO1, Karpat Zachodnich KR02-
03, KROS5, Niziny Wegierskiej SAHO1, SAH03-04, TVO03 i Roztocza ZW03, ZWO08,
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Ryc. 7. Rozmieszczenie 141 okazow Stellaria holostea wzdtuz dwoch pierwszych osi
DCA wraz z zaznaczong czgstoscia wystgpowania poszczegolnych grup genetycznych;
a — grupa genetyczna A; b — grupa A/B; ¢ — grupa B/C; d — grupa C.

Fig. 7. Distribution of 141 specimens of Stellaria holostea along the first two Axes of
DCA with the frequency of occurrence of particular genetics groups; a — genetic Group
A; b — Group A/B; ¢ — Group B/C; d — Group C.
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ZW10. Grupa A/B réwniez charakteryzuje wystgpowaniem w odlegtych populacjach
(Ryc. 7b). Obok wymienionych naleza tu jeszcze: BE0-04, CS01-03 (Transylwania),
CE001, CE03-4, SYMO1-03 (Karpaty Wschodnie), CHO1, CHOS, CH10 (Polesie),
DMO01-03, BROO01, BRO03, BRO05, ROZ01, ROZ03, RU01-04 (Bieszczady Za-
chodnie), HAO1, HAO03 (Nizina Wegierska), SW1-05 (Swoszowice, prog Karpat na
potudniu Krakowa).

Analiza STRUCTURE potwierdzita wyr6znienie grup genetycznych na pod-
stawie GLM (Ryc. 8). Roznica dotyczy podziatu grup A i A/B na trzy grupy: A,
A/B1B. Grupa A (wedlug podzialu GLM) zostala teraz rozdzielona i jej czg$¢ prze-
szta do grupy A/B. Nowa grupa A wedlug STRUCTURE obejmuje populacje: BE
(Siedmiogrod), CE (Karpaty Wschodnie), BRO, RU (Bieszczady Zachodnie) i SW
(prog Karpat Zachodnich), natomiast grupa A/B: BKB, BP, DM, PW, SIW (Biesz-
czady Zachodnie), CH (Polesie), CS, RO (Transylwania), DR (pogorze Karpat Ukra-
inskich), PR (pogorze Polskich Karpat Wschodnich), HO (Podole), SYM (Karpaty
Wschodnie) i TV (Nizina Wegierska). Roznice w grupach A/C i C w obydwu
podziatach (GLM i STRUCTURE) sa nieznaczne (Ryc. 7 i 8b).

Dla wykazania r6znic wskaznikow DW i FA pomigdzy grupami genetyczny-
mi wedtug podziatu GLM i STRUCTURE przeprowadzono test istotno$ci roznic
srednich za pomoca nieparametrycznego testu Kruskala-Wallisa. W przypadku
obydwu wskaznikow uzyskano wynik wskazujacy na istotno$¢ statystyczna
wskaznikoéw zréznicowania genetycznego DW i FA w grupie C. W przypadku
wskaznika DW byty to warto$ci najwyzsze, natomiast /4 — najnizsze sposrod
wszystkich wyréznionych grup genetycznych (Ryc. 9).

Algorytm NJ grupuje populacje czg¢sciowo zgodnie z wyréznionymi grupami
genetycznymi (Ryc. 10). Najlepiej poparta (93%) jest grupa C obejmujaca popu-
lacje BK, PN, PW i SAP. Rownie wysoki stopien poparcia uzyskata grupa A/C
(79-99%), za wyjatkiem populacji DE, ktora tworzy grupg siostrzang z 23% po-
parcia. Grupa C nie wykazuje retikulacji, podobnie jak grupa A/C, za wyjatkiem
SIW, potaczona retikulacja z RU (Bieszczady Zachodnie). Najwigcej polaczen
(cztery) posiada ZO (pogdrze Karpat Wschodnich) z CH (Polesie), SW — HA
(prog pogorza Karpat Zachodnich — Nizina Wegierska), PR (pogoérze polskich
Karpat Wschodnich) i BP (Bieszczady Zachodnie). Na podstawie uzyskanego
drzewa NJ mozna wyrozni¢ grupg populacji S. holostea o przypuszczalnym re-
fugialnym charakterze. Obejmuje ona genetyczne grupy C i A/C wyrdzniona
wedtug analizy GLM i STRUCTURE. Naleza tu populacje z Bieszczadéw Za-
chodnich: KRZ (Krzemien), PW (Polonina Wetlinska), NS (Nova Sedlica), SIW
(Sine Wiry), z Karpat Wschodnich DE (Galgau) i SA (Sapanta) oraz populacja
spoza Karpat z Kotliny Sandomierskiej w Puszczy Niepotomickiej PN. Two-
rza one przypuszczalng grupg refugialna, ktora statystycznie istotnie (p < 0,001)
odroznia si¢ od grupy nierefugialnej, a ich sktadowa migdzygrupowa AMOVA
wynosi 11,2% (Tabela 2).
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Ryc. 8. Analiza STRUCTURE 141 okazow Stellaria holostea w Karpatach i terenach
przylegtych. a— STRUCTURE; b — rozmieszczenie grup genetycznych A, B, A/B,A/CiC
wedlug STRUCTURE w osiach DCA. Uwzgledniono prazki ISSR (oznaczone numerami)
z istotng odpowiedzia (p <0,05) w poszczegolnych osiach DCA.

Fig. 8. STRUCTURE analysis of 141 specimens of Stellaria holostea in the Carpathians
and adjoin regions. a — STRUCTURE; b — distribution of genetic Groups A, B, A/B,
A/C and C according to STRUCTURE in Axes of DCA. Only AFLP bands (denote with
numbers) with significant responses (p < 0.05) in particular Axes of DCA are considered.
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KW-H(4;141) = 31,8351; p = 0,00000 KW-H(3;141) = 25,2521; p = 0,00001
’ a
Srednia/Mean b
SredniatBlad std/MeantS.E.
4 $Sredniat2*Odch. std/Mean+2°5.0. ?
Odstajace/Outlier

+ Ekstremalne/Extreme

[

KW-H(4;141) = 19,7924, p = 0,0005 KW-H(3,141) = 23,3837, p = 0,00003

A B AB AIC Cc E A+AB AC Cc
Grupa genetyczna (STRUCTURE)/ Genetic group (STRUCTURE) Grupa genetyczna (GLM)/Genetic group (GLM)

Ryc. 9. Nieparametryczny test H Kruskala-Wallisa dla dywergencji prazkéw AFLP
(wskaznika DW) i liczby prazkow (FA) dla grup genetycznych u Stellaria holostea. a —
wskaznik DW, STRUCTURE; b — wskaznik DW, GLM; ¢ — wskaznik FA, STRUCTURE;
d — wskaznik FA, GLM. Kontrasty a posteriori (linie ciagte u dohu ryciny, p < 0,05) obli-
czono za pomocg testu Tukeya najmniejszej istotnej réznicy dla nierownych liczebnos$ci
proby (Statistica 10, StatSoft).

Fig. 9. Non-parametric the Kruskal-Wallis H test for the divergence of AFLP bands (DW
index) and number of bands (FA) for genetic groups in Stellaria holostea. a — DW index,
STRUCTURE; b — DW index, GLM; ¢ — FA index, STRUCTURE; d — FA index, GLM.
Contrasts a posteriori (lines at the bottom of figure, p < 0,05) were calculated with Tukey’s
HSD test for unequal sample sizes (Statistica 10, StatSoft).

Tak wyrozniona, przypuszczalna grupa refugialna S. holostea charakteryzuje
sig¢ istotnie nizszym bogactwem genetycznym FA4 (p = 0,03) i FAmax (p = 0,01)
oraz wyzszym poziomem dywergencji genetycznej DW (p = 0,002) i réznorodno-
$ci Shannona | (p = 0,05). Brak réznic w przypadku wskaznikéw PPL (p = 0,15)
ih(p=0,55) (Tabela 3).



44 ROCZNIKI BIESZCZADZKIE 23 (2015)

T e
1 - 7(1’—‘1 LT E;Rs’si SAH
) 19 nc‘(m 35| _ " _C‘O ”’9~ ot _.F)E_' 2l kR T
1s] ‘ [ ‘ [ ‘ __.-.Jmnzw 931 / |Stw/ ... H BP
J o |.xumcs chswha T (M c oM v 1
Aill <C ianl ) * 3
BE CE BRO BRS ~_SA _P_W*EEZ-—"/ m 4

Ryc. 10. NJ klasyfikacja z retikulacjami 35 populacji Stellaria holostea w Karpatach i
terenach przylegltych, na podstawie odlegtosci genetycznych Neia. Nazwy populacji jak
w Tabeli 2. Przynaleznos$¢ do grup genetycznych A, A/C, B i C wedtug STRUCTURE.
Liczby w weztach oznaczaja wartosci bootstrap okreslone na podstawie 1000 permutacji.
Opis legendy jak w Ryc. 4.

Fig. 10. NJ classification with reticulations of 35 populations of Stellaria holostea in
the Carpathians and adjoin regions, based on Nei’s genetic distances. Names of popula-
tion like those in Table 2. Genetic membership of Groups A, A/C, B and C according to
STRUCTURE. Number in nodes denote bootstrap values based on 1000 permutations.
Description of legend as in Fig. 4.

Dyskusja

Uwagi ogblne

Celem badan, jak zaznaczono we wstepie, bylo pochodzenie gatunkow gra-
dowych powyzej gérnej granicy lasu w Bieszczadach Zachodnich oraz test hipo-
tez dotyczacych ich struktury genetycznej. Wykorzystano dwa klasyczne modele
biogeografii historycznej: dyspersalizmu i wikaryzmu geograficznego. Pierwszy
zaktada pojawienie si¢ na danym obszarze de novo osobnikdéw z mniej lub bardziej
odlegltych obszarow wyjsciowych (refugialnych). W drugim przyjmuje si¢ wtorny
podziat pierwotnego areatu geograficznego na oddzielone barierami geograficzny-
mi wyspy zasiggowe. Pierwszy model implikuje hipoteze holocenskich migracji,
drugi istnienia refugiow glacjalnych. Krzyzowanie si¢ drog migracji polodowco-
wych w danym obszarze skutkuje wysokim poziomem bogactwa genetycznego w
powstajacych de novo, czyli nierefugialnych populacjach. Jak si¢ wydaje proces
ten obrazuja wskazniki F4 i1 FAmax (Sutkowska i in. 2014). Wynik ten znalazt po-
twierdzenie w przypadku S. holostea, ktorej populacja ZO na pogoérzu polskich
Karpat Wschodnich posiadata najwigksza liczbg polaczen (retikulacji) w drzewie
NJ oraz najwigksza warto$¢ wskaznika bogactwa genetycznego FA4. Wskazuje to
na istnienie w tym obszarze zjawiska tygla genetycznego. Przeciwnie, przetrwa-
nie ostatniego zlodowacenia przez gatunek lesny w lokalnym refugium powoduje



J. Mitka i inni — Pochodzenie Galium schultesii... 45

utrwalenie jego tozsamosci genetycznej, wyrazonej wskaznikiem dywergencji DWW,
W powiazaniu jednak z ogdlnym obnizeniem wskaznikow bogactwa genetyczne-
go FA i FAmax, wskutek przejscia przez waskie gardlo ekologiczne i genetyczne.
Proporcja loci polimorficznych PPL jest niewrazliwa na zmiany populacyjne, a
wspotezynnik zréoznicowania genowego 4 wskazuje w sposob umiarkowany na ge-
netyczne waskie gardlo spadkiem wartosci dla loci neutralnych (Widmer, Lexer
2001).

Otrzymane wyniki moga podlega¢ interpretacji pod warunkiem speknienia
trzech warunkow wymienionych w Materiatach i Metodach (Apostol i in. 1996).
W rzeczywisto$ci sa one niesprawdzalne i dlatego wnioski posiadaja charakter
hipotetyczny. Problem ten dotyczy wszystkich prac filogeograficznych, chociaz
nie jest w nich szczeg6lnie podnoszony. Jednak mniejsza lub wigksza spdjnosc
publikowanych dotychczas wynikéw badan przekonuje, iz najwazniejsze zaloze-
nie, tj. homologiczno$¢ prazkow o jednakowej dtugosci, jest w pewnym zakre-
sie spetnione, a wyniki uzyskane w niniejszej pracy nie odbiegaja od przyjgtych
standardow powtarzalno$ci wynikow.

W zwiazku z powyzszym przyjeto, iz nie tylko osobniki, lecz rowniez gru-
py prazkow AFLP (allele) posiadaja rozmieszczenie geograficzne. Najbardziej
interesujace sa prazki pojawiajace si¢ u osobnikow w odlegtych geograficznie
populacjach. Ich obecnos¢ moze by¢ wynikiem przypadku lub sladem dawnej hi-
storii. W tym kontek$cie wprowadzono pojgcie ,,grupy prazkow prawdopodobnie
o charakterze reliktowym”. Ich wystgpowanie dotyczy niejednokrotnie odlegtych
geograficznie populacji. Dla ich wyréznienia zastosowano analiz¢ GLM, ktora
pozwala na okreSlenie typow wzorcow rozmieszczenia (grup genetycznych)
prazkoéw AFLP u badanych osobnikow, z okresleniem ich istotnosci statystyczne;j.
Jest to pogrupowanie prazkow wedtug wspolnych norm reakcji wzdtuz poszcze-
golnych osi DCA. Jak wykazano w niniejszej pracy, wyniki GLM pokrywaja sig¢
Scisle z rezultatami Bayesowskiej analizy STRUCTURE. GLM dostarcza jednak
dodatkowej informacji, niedostepnej w STRUCTURE, tj. dotyczacej wzorcow
rozmieszczenia poszczegolnych prazkow AFLP (alleli) wzdtuz hipotetycznych
gradientow okres$lonych przez osie DCA. Z drugiej strony, STRUCTURE wska-
zuje na przypuszczalnie mieszancowe powstanie osobnikow, czego nie mozna
wywnioskowa¢ z GLM.

Galium schultesii

Analiza GLM wykazala na istnienie 8 osobnikow gatunku charakteryzuja-
cych si¢ unikatowo$cia wystgpowania grupy kilkunastu prazkow, okreslonych
jako genetyczna grupa A (Ryc. 2). Znalazty si¢ w niej okazy pochodzace z odle-
glych od siebie obszarow: z Bieszczadéw Zachodnich (BK — Kopy Bukowskiej)
i Piatra Craiului (PC — Karpaty Poludniowe), ktore posiadaly wspdlne prazki
z okazami pochodzacymi z Karpackiego Rezerwatu Biosfery w Matej Uholce
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(UM) na Zakarpaciu. Zgodnie z przyjetymi zatozeniami metodycznymi moz-
na przypuszczac, iz sa to prazki o charakterze reliktowym. Ich wystgpowanie
moze wskazywac na odlegle w czasie powiazania genetyczne. Zwazywszy na
niewielkie prawdopodobienstwo przypadkowego pojawienia si¢ tych samych
prazkéw u osobnikow oddzielonych od siebie o setki kilometrow, hipoteza,
ze reprezentuja wikaryzm geograficzny lub zmienno$¢ klinalnag, jest wysoce
prawdopodobna.

Przypuszczalnie reliktowa grupa B rozciaga wystgpowanie wspolnych
alleli (prazkow) o dodatkowe okazy pochodzace z polonin bieszczadzkich: z
Rabiej Skaty RS i Rozsypanca Stinskiego BRS, ktore wykazuja zwiazek z Za-
karpaciem UM. Populacja zakarpacka posiada zwiazki genetyczne z populacja
PU na Przeteczy Uzockiej oraz z Piatra Craiului (Karpaty Wschodnie) Analiza
molekularnej wariancji wykazata, iz populacje ktore utworzyty ugrupowanie
w klasyfikacji NJ, przypuszczalnie refugialne, charakteryzuja sig statystycznie
istotna odrgbnoscia w relacji do pozostatych populacji, ujetych jako grupa nie-
refugialna (p = 0,006).

Jest interesujace, iz G. schultesii w populacjach przypuszczalnie refugial-
nych posiada wigksza roznorodno$¢ genetyczng wyrazona wskaznikami rézno-
rodnos$ci Shannona | i zréznicowania genowego 4, niz grupa populacji nierefu-
gialnych. By¢ moze jest to wynik braku przejscia populacji gatunku o charak-
terze refugialnym przez ekologiczne i genetyczne waskie gardlo.

Klasyfikacja NJ populacji wskazuje na zwiazek Bieszczadow Wschodnich
(PU Zhornava) i Bieszczadéw Zachodnich (BK Kopia Bukowska) z Zakarpa-
ciem (UM Mata Uholka). Populacja RS z Rabiej Skaly jest rowniez zwiazana
genetycznie z Zakarpaciem (UM Mata Uholka) i posiada retikulacjg¢ z popula-
cja GH w Gorach Kelemenskich (Karpaty Wschodnie). Rownoczes$nie popula-
cja ta tworzy grupe siostrzang z populacja MU z Matej Uholki o umiarkowa-
nym wsparciu 66%.

Uzyskany rezultat wskazujacy zwiazki populacji z obszaru Wschodnich
Karpat, obejmujacy region Bieszczadoéw, Zakarpacia i Piatra Craiului, przy
jednoczesnym braku oznak przej$cia populacji przez genetyczne waskie gar-
dlo, moze by¢ interpretowany jako oznaka istnienia rozcztonkowanego, cho-
ciaz rozlegtego refugium gatunku (diffuse microrefugia, Rull 2010). Podobny
wynik uzyskano w przypadku grabu Carpinus betulus (Mitka i in., w przyg.).
Populacje bieszczadzkie (BK Kopa Bukowska i RS Rabia Skata) wchodza w
sktad odrgbnych grup NJ, a to co je wyrdznia to wspodlne prazki, o przypusz-
czalnym charakterze reliktowym, z populacja na Zakarpaciu. Moze to by¢ re-
zultat zwiazkoéw genetycznych wykraczajacych czasowo poza okres ostatniego
zlodowacenia, sugerujacy wikaryzm geograficzny i zwiazany z nim ich refu-
gialny charakter.
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Stellaria holostea

Gatunek ten posiada zblizony do poprzedniego gatunku wzorzec ekspresji
zmiennos$ci genetycznej wyrazonej na podstawie rozmieszczenia okazow wzdtuz
osi DCA. Charakteryzuje si¢ on obecno$cia grupy prazkow grupy C, taczacej
populacje gatunku pochodzace z r6znych obszaréw geograficznych. Roznica z
poprzednim gatunkiem polega na ich szerszym geograficznym wystgpowaniu,
wykraczajacym poza region Karpat Wschodnich.

Do grupy genetycznej C naleza zarowno populacje bieszczadzkie (KRZ
Krzemien, PW Potonina Wetlinska, NS Nova Sedlica, SIW Sine Wiry), wschod-
niokarpackie (SA Sapanta, DE Galgau), jak i nizowe (PN Puszcza Niepotomic-
ka — rezerwat Lipowka). Tak szerokie rozmieszczenie geograficzne, obejmujace
zardwno obszary gorskie 1 niegorskie, moze by¢ wynikiem wikaryzmu geogra-
ficznego, siggajacego odlegtych czasow lub migracji gatunku na tereny nizowe
z rozlegtego refugium wschodniokarpackiego. Wigkszo$¢ osobnikow w tych
populacjach charakteryzuje si¢ wysokimi warto$ciami wskaznika dywergencji
DW, czgsto przekraczajacymi warto$¢ 2, a w Bieszczadach niskimi wartos$cia-
mi wskaznika F4 w granicach 34—43. Jest to prawdopodobnie spowodowane ich
przetrwaniem podczas LGM w lokalnych gorskich refugiach i obecnie relikto-
wym charakterem. Wyjatkiem jest populacja z Puszczy Niepotomickiej, ktora
posiada, podobnie jak pozostate populacje nizowe w Polsce CH Chetm (Polesie),
ZW Zwierzyniec (Roztocze), SB Swoszowice (Krakow — prog Karpat), wyso-
kie warto$ci wskaznika bogactwa genetycznego FA, mieszczace si¢ w granicach
46-53. Jest to prawdopodobnie wynik genetycznego tygla (melting pot), czyli
ich bogactwa genetycznego wynikajacego z translokacji alleli pochodzacych z
ro6znych refugiow. Niemniej jednak silnie poparte w 97% (NJ) genetyczne zwiaz-
ki populacji z Gér Marmaroskich Sapanta (SA, rumunskie Karpaty Wschodnie)
z populacja PN w Puszczy Niepotomickiej potwierdzaja hipotez¢ o prawdopo-
dobnym istnieniu w tym regionie Europy rozlegtego glacjalnego makrorefugium
gatunku lesnego S. holostea. Obrazu dopekniaja liczne retikulacje pomigdzy od-
legtymi geograficznie populacjami wykazane w klasyfikacji NJ.

Wysokie warto$ci wskaznika dywergencji genetycznej DW i wskaznikow
zroznicowania genetycznego PPL i wskaznika Shannona | u S. holostea w Pusz-
czy Niepotomickiej moga by¢ wynikiem zar6wno ograniczonego uzytkowania
gospodarczego (jest jeden z najlepiej zachowanych ptatdéw naturalnego gradu w
Polsce), jak i efektem spotkania sig licznych szlakow migracyjnych w Holocenie
(melting pot). Badania nad zmienno$cia genetyczna S. holostea wykazaty wigk-
sze zréznicowanie genetyczne populacji gatunku w miejskich lasach stabo uzyt-
kowanych gospodarczo, w porownaniu do silnie eksploatowanych (Wodkiewicz,
Gruszczynska 2014).

Dobrze zdefiniowana genetycznie, chociaz geograficznie zréznicowana
grupa populacji charakteryzowana przez grupg C, posiada $rednio najwyzszy
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wspotczynnik rzadkosci wystepowania prazkow DW i najnizsza liczbg prazkow
na osobnika, wskaznik FA. W przypadku populacji karpackich wyjasnieniem
moze by¢ reliktowos¢ wynikajaca z dlugotrwatej izolacji, potaczonej z epizo-
dami waskiego gardta ekologicznego i genetycznego towarzyszacym znacznym
spadkiem liczebnosci populacji podczas najzimniejszego okresu (pleniglacjatu)
ostatniego zlodowacenia. Przypuszczalnie refugialna grupa S. holostea posiada
statystycznie istotnie nizsza warto§¢ wspolczynnikow bogactwa gatunkowego F4
(p =0,03) i FAmax (p = 0,01), w poréwnaniu do grupy nierefugialnej, co wska-
zuje na efekt waskiego gardta.

Grupa genetyczna B dostarcza interesujacego przyktadu niewielkiej liczby
(siedmiu) prazkéw szeroko reprezentowanych w badanym materiale. Nalezy tu
8 osobnikéw z Bieszczaddéw Zachodnich (Berezki, Krzemien, Potonina Wetlin-
ska, Potonina Carynska, Rozsypaniec), Stowacji (1 osobnik), rumunskich Karpat
Wschodnich (2 osobniki), pogorza polskich (Gilowa Gora, Pratkowce, Zarszyn)
i ukrainskich Karpat Wschodnich (Drohobycz, tacznie 7 osobnikow), Podola (1),
Karpat Zachodnich — Pieniny (2), Niziny Wegierskiej (3) i Roztocza (1 osobnik).
Przypuszczalnie jest to grupa prazkow o charakterze reliktowym, zwazywszy na
ich rozlegte geograficzne rozmieszczenie, nie wynikajace prawdopodobnie z mi-
gracji holocenskich. Gatunek nie posiada przystosowan do dalekiego transpor-
tu nasion, z wylaczeniem roznoszenia przez zwierzgta. Niestety, nie da si¢ tego
czynnika z cata pewnoscia wykluczy¢ jako nieistotnego. Jesli hipoteza o relikto-
wym charakterze tej grupy prazkow jest prawdziwa, wowczas istnienie lokalnych
kryptorefugiow glacjalnych gatunku nalezy poszerzy¢ o wymienione obszary na
ponoc od Karpat oraz Nizing Wegierska i Podole/Roztocze.

Grupa B potwierdza wczesniej stwierdzone na przyktadzie Galium schultesii
zwiazki Bieszczadow Zachodnich z rumunskimi Karpatami Wschodnimi (Cosa-
tui — Gory Marmaroskie) oraz dodatkowo z Nizina Pannonska (Sahy). Klasyfika-
cja NJ sugeruje, ze populacja z progu Karpat SW (Swoszowice) moze pochodzi¢
z refugium zlokalizowanego na potudnie od Karpat (HA Hajnacka), natomiast
CH (Polesie) z refugium na Podolu (HU — Holica).

Podsumowanie i wnioski

1. Populacje bieszczadzkie badanych gatunkéw ujete jako grupa geograficz-
na nie wyr6zniaja si¢ genetycznie (AMOVA) na tle pozostatego obszaru objgtego
badaniami.

2. Niektore populacje bieszczadzkie Galium schultesii posiadaja grupe wspol-
nych prazkéw AFLP wykazujaca tacznos$¢ z populacja w Matej Uholce w zakar-
packiej czesci Karpat oraz z obszarem Piatra Craiului. Rowniez niektdre populacje
bieszczadzkie Stellaria holostea wykazuja zwiazki z pozostatymi regionami Kar-
pat Wschodnich (Gory Marmaroskie i Kelemenskie), jak réwniez, nieoczekiwa-
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nie, z populacja nizowa w Puszczy Niepotomickiej. Obecnos¢ prazkow u czesci
populacji bieszczadzkich, wspdlnych z innymi, czgsto odlegtymi geograficznie
populacjami w Karpatach Wschodnich, gdzie gatunki te mogly przetrwac ostatni
pleniglacjat, moze by¢ spowodowane ich refugialnym charakterem.

3. Populacje wyrdznione na podstawie analiz GLM i STRUCTURE jako przy-
puszczalnie refugialne, wsrdd ktorych dla G. schultesi znalazty si¢ bieszczadzkie
PU i BK, a dla S. holostea KRZ, PW, NS i SIW, posiadaja istotna statystycznie
sktadowa zr6znicowania migdzygrupowego obliczona na podstawie AMOVA, wy-
noszaca 4,8% (p = 0,006) dla G. schultesiii 11,2% (p < 0,001) dla S. holostea.

4. Analiza statystyczna wykazata, ze prawdopodobnie refugialne populacje
S. holostea przeszty epizod ekologicznego 1 genetycznego waskiego gardla, na
co wskazuja statystycznie istotnie niskie wartosci wskaznikow bogactwa gatun-
kowego FA (p = 0,03) i FAmax (p = 0,01) oraz wysokie warto$ci wspotczynni-
ka dywergencji DW (p = 0.002), w poréwnaniu do grupy nierefugialnej. Przy-
puszczalnie refugialna grupa populacji G. schultesii posiada wyzsze wskazniki:
polimorfizmu genetycznego: PPL (p = 0.008), zréznicowania genowego 4 (p =
0.037), Shannona | (p < 0.001) 1 wspotczynnika dywergencji DW (0.007), w po-
réwnaniu do grupy nierefugialnej.
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Summary

The problem of the existence of northern cryptic forest refugia in the Car-
pathians is recently a matter of vigorous scientific debate. Within its scope is
the occurrence of broadleaved, temperate forest herbs above the forest tree
limit in the Eastern Carpathian Mountains, including the Bieszczady Mts. The
occurrence of the lowland species of oak-hornbeam forests (Carpinion all.)
as Galium schultesii and Stellaria holostea in the subalpine meadows (polo-
ninas) in the Bieszczady Mts. puzzled the students of the Carpathian flora as
early as in the XIX century. This peculiar phenomenon could be explained by
two hypotheses. The first dealts with the refugial scenario. Accordingly, the
forest herbs could have survived the Last Glacial Maximum (LGM) in situ
in shelter sites in the Eastern Carpathians and then, in warm phases of the
glacial-interglacial cycle, expanded from the nuclei. The second hypothesis
expresses the classical view that in the LGM temperate forest flora in the
Eastern Carpathians were in a great extent exterminated and then re-built
from the long-term refugia located in southern Europe. A Europe-wide studies
by Petit et al. (2003) showed that genetic pattern of the refugial populations
differs from those established de novo in the effect of the Late Glacial/Holo-
cene migrations. The refugial/relict populations are characterized by high ge-
netic divergence (DW index) resulting from the long-lasting accumulation of
rare alleles in allopatry in different refugial areas. Taking into consideration
harsh climatic conditions in the mountains, especially in the LGMs, they
could pass episodes of the ecological bottlenecks. In the effect they should
be characterized by a low level of genetic richness, especially the number of
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AFLP bands per population (F4). A special case is when in newly established
populations in the deglaciated areas, originated in the effect of lateglacial/
postglacial migrations in areas, several migratory routes met. In such a situa-
tion the displacement of the information from the various refugia is expected,
giving in turn a high genetic population diversity accompanied by low genetic
divergence. These two hypotheses were tested with a method of the molecu-
lar DNA fingerprinting using AFLP markers. Altogether, twenty nine popu-
lations of G. schultesii and thirty five populations of S. holostea sampled in
the Carpathians, Transcarpathia, Pannonian Basin, Transilvania and Podolia
were examined (Tables 1 and 4, Figs. 1 and 5). They were characterized by
200 and 219 AFLP loci, respectively. The aim of the work was to find genetic
relationships of the Bieszczady’s populations with the remaining under study.

The hypotheses were tested with General Linear Models (GLMs) and
STRUCTURE analysis. GLM response functions for particular AFLP bands
were calculated for the first three axes of a Detrended Corresponding Analy-
sis (DCA) and tested for their statistical significance (p < 0.05). As a result
two types of genetic AFLP responses were obtained for G. schultesii (Figs.
2 and 3) and four (GLM) or five (STRUCTURE) for S. holostea (Figs. 6-8).
Additionally, Neighbour Joining (NJ) clustering with reticulations were car-
ried out (Figs. 4 and 10).

In G. schultesii the highest genetic divergence index DW was noted in
Transcarpathia (UM, 6.674), the Bieszczady’s populations: BK (2.783) and
BRS (2.416), and in the Southern CC (2.248) and Eastern Carpathians PC
(2.081, Table 1). Most genetically diversified populations of G. schulte-
sii (Nei’s & index) were in the Southern Carpathians (0.1667) and in three
Bieszczady’s populations (0.1602—0.1651). The highest mean number of
AFLP bands (FA4) was noted in NAN (39.0) in Transcarpathia and RS (38.0)
in the Bieszczady Mts. The maximum number of AFLP bands per individual
(FAmax) was noted in population KT (44) in the Eastern Carpathian Foot-
hills. An AFLP genetic Group A in G. schultesii (Fig. 3) was represented by
the Bieszczady Mts. (BK, PU), Transcarpathia UM), and Romanian Eastern
Carpathians (PC, Piatra Craiului Mts; Fig. 2). Neighbour Joining (NJ, Fig. 4)
put them into one group with a moderate support 79%. This putative refugial
group had statistically significant (p = 0.006) component of genetic between-
group variation (AMOVA) equaled 4,8% (Table 2). It was also characterized
by statistically significantly higher PLP (p = 0.008), Nei’s # (p = 0.037),
Shannon | (p <0.001), and genetic divergence DW (p = 0.007) indices (Table
3), in comparison to the non-refugial group.

In S. holostea the most genetically diversified (Nei’s /# index) populations
were in the Western Bieszczady Mts (0.1790), Pannonian Basin (0.1696) and
the Eastern Carpathians (0.1664, Table 4). The highest genetic divergence
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index DW was noted in the Romanian Eastern Carpathian (SAP, 4.232) and
then in the Bieszczady’s populations: BK (2.578) and NS (2.312), in the Pan-
nonian (SAH, 2.247) and Sandomierz Basin PN (2.726, Table 2). The highest
mean number of AFLP bands per population F4 was found in Transcarpathia
(39,0 — NAN) and then in the W Bieszczady (RS — 38.0, RU — 37.3, BT —
37.0), Transilvania (CT — 37.2), and E Carpathians (CM — 37.5). GLMs and
STRUCTURE analyses recognized four and five genetic groups, respectively
(Figs. 6 — 8). Among them genetic Group C had the highest DWW index (p <
0.001) and the lowest FA4 (p < 0.001, Fig. 9). NJ clustering restored widely
geographically distributed populations representing Group C and A/C with a
support of 79% (Fig. 10). This putative refugial group, linked the Bieszczady
Mts. (PW, KRZ, NS, SIW), E Romanian Carpathians (DE, SA), and the San-
domierz Basin PN (north of W Carpathians), had statistically significant (p
< 0.001) component of between-group genetic variation (AMOVA) equaled
11.2% (Table 2). Statistical analysis showed that this putative refugial group
of S. holostea had statistically significantly lower indices of genetic richness
FA (p=0.03) and FAmax (p = 0.01), and higher DW (p = 0.002) and Shannon
I (p = 0.05), in comparison to the non-refugial group (Table 3). It probably
passed through the genetic bottleneck. The highest number of reticulations
and FA4 index were found in ZO population located in Polish E Carpathian
Foothills, proved its status of genetic melting pot.

The results showed that both forest herbs could have persisted the LGM in
cryptic refugia in the Bieszczady Mts.



