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ABSTRACT: The phylogeographical structure of the European xerothermophilous grass species of
Meélica ciliata— M. transsilvanica complex (Poaceae) was assessed based on sequences of the non-
coding trnL-trnF region of chloroplast DNA and AFLP data (obtained from the previous studies).
Eleven haplotypes were detected within 88 populations collected from the entire distribution area.
The clear geographic structure of cpDNA haplotypes was found. One main haplotype was wide-
spread across Europe and was unique for al central and northern European population. The second
high-frequency haplotype was distributed only on the Balkan Peninsula. In a marked contrast
with non-variable more northerly populations, the greatest haplotype variation was revealed on
the Iberian and Apennine Peninsulas, and somewhat smaller on the Balkan Peninsula, suggesting
diversity centres and main glacia refugiain these regions. Among these southern refugia, probably
mainly the Iberian Peninsula could have significantly contributed to postglacial re-colonisation of
the more northerly parts of Europe. The some Apennine and Balkan lineages were clearly distinct
and spread locally.
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WSTEP

Flora i fauna zbiorowisk kserotermicznych Europy naleza do najcenniejszych elementéw
r6znorodnosci biologicznej, o czym decyduje wystgpowanie wielu rzadkich i endemicznych
gatunkéw (POSCHLOD & WALLISDEVRIES 2002; PARTEL i in. 2005). W Europie Srodkowe;j
i zachodniej ros§linnos$¢ kserotermiczna ma charakter ekstrazonalny i cechuje si¢ wyspo-
wym rozmieszczeniem, uwarunkowanym giéwnie czynnikami siedliskowymi. Zespoty
stepowe, w Scistym tego stowa znaczeniu, wystgpuja gtdwnie w poludniowo-wschodniej
czgSci kontynentu, od dolnego Dunaju po §rodkowa Wolge i potudniowy Ural. Odrebny
oSrodek roslinno$ci stepowej znajduje si¢ na Nizinie Wegierskiej. W Azji stepy zajmuja
potudniowsq czg$¢ Niziny Zachodniosyberyjskiej, a dalej na wschodzie spotykamy je we
wschodniej czgSci Mongolii 1 na obszarach pdtnocno-wschodnich Chin (MEDWECKA-
KORNAS & KORNAS 1977).
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Pétnaturalny charakter wspétczesnych muraw kserotermicznych w Europie Srodkowe;]
decyduje o tym, Ze ich powstanie i przetrwanie w czasie jest uwarunkowane zaréwno czyn-
nikami klimatyczno-siedliskowymi, jak i ekstensywna dziatalnoScia rolnicza cztowieka.
W Europie, w zwiazku z ograniczeniem badZ zaprzestaniem wypasu zwierzat i koszenia,
a co za tym idzie szybko postgpujaca sukcesja krzewdéw i drzew, powierzchnia muraw
kserotermicznych w ostatnich dziesigcioleciach bardzo szybko ulegta zmniejszeniu i coraz
wiekszej fragmentacji (PosCHLOD & WALLISDEVRIES 2002; PARTEL i in. 2005).

Fragmentacja siedlisk moze wptywac na efektywna wielko$¢ populacji i na stopien izolacji
pomigdzy populacjami. Wyniki badani potwierdzaja, Ze poziom zmiennosci genetycznej ulega
obnizeniu w matych i izolowanych populacjach na skutek erozji genetycznej, dryfu genetycz-
nego i w konsekwencji akumulacji letalnych alleli (LyNCH i in. 1995; JOHANNESSON & ANDRE
2006). Jednak nie zawsze fragmentacja siedlisk prowadzi do obnizenia Zywotnosci gatunku.
Wykazano, ze zmienno$¢ genetyczna Grevillea caleyi (Proteaceae) jest prawie wytacznie
efektem dziatania czynnikéw historycznych, natomiast nie zalezy od wielkosci populacji ani
stopnia izolacji migdzy nimi (LLORENS i in. 2004). W innym przypadku stwierdzono, ze wiel-
kos$¢ przeptywu genéw utrzymuje stosunkowo wysoka zmiennos$¢ genetyczng w silnie pofrag-
mentowanych populacjach Anthyllis vulneraria (Fabaceae) (HonNAY i in. 2006).

Geneza flory kserotermicznej Europy zostala do tej pory w niewystarczajacym
stopniu wyjasniona, w poréwnaniu np. do zakresu zbadania zbiorowisk gatunkéw gorskich.
Stosunkowo niewiele jest badan dotyczacych stopnia izolacji poszczegdlnych kserotermicz-
nych wysp zasiggowych w skali kontynentalnej, regionalnej (HONNAY i in. 2006) czy lokal-
nej (SzczepaNIAK & CIESLAK 2007). Interesujaca pozostaje kwestia na ile wspétczesny,
nieciagly charakter zasiggéw wielu gatunkéw kserotermicznych jest uwarunkowany czyn-
nikami historycznymi, a na ile zawdzigcza swe powstanie skokowym wedrowkom.

Badania nad pochodzeniem flor i historig zasiggéw pozwalaja przesledzi¢ zmiany histo-
ryczne oraz okresli¢ czynniki ksztattujace wspotczesnie istniejace wzory zasiggowe gatun-
kéw (HEwrtt 2004). Oszacowanie przeptywu gendéw pomigdzy populacjami i gatunkami,
okreslenie znaczenia dryfu genetycznego oraz poznanie biologii gatunkéw sa niezbgdne, ale
niewystarczajace do wyjasnienia wspotczesnych wzorcow wystgpowania i zréznicowania
flory Europy. Wydarzenia geologiczne i zmiany klimatyczne, zwtaszcza w czasie glacjatéw
i interglacjaléw, odegraty kluczowa role w uksztattowaniu obecnego uktadu biogeograficz-
nego Europy (HEwITT 2000, 2004).

Dotychczasowe badania filogeograficzne, zajmujace si¢ analiza rozmieszczenia 1 wza-
jemnych relacji pomiedzy réznymi liniami rodowymi w obrgbie zasiggu wystgpowania
gatunkéw (AVISE 2000, 2009), pozwolity na sformutowanie hipotez dotyczacych lokaliza-
cji gtéwnych europejskich obszaréw refugialnych na potudniowych pétwyspach Europy:
Iberyjskim, Apeninskim i Batkariskim (TABERLET i in. 1998), skad po okresie zlodowacen
nastapita kolonizacja bardziej na pétnoc potozonych obszaréw kontynentu. W ostatnich
latach, potwierdzono istnienie refugiéw pétnocnych (kryptycznych) w Europie Srodkowe;
i Karpatach Zachodnich (STEWART & LISTER 2001; WILLIS & VAN ANDEL 2004; DANECK
i in. 2011). Refugia pétnocnoafrykariskie (VILA i in. 2005), kaukazkie oraz Srodkowo- i p6t-
nocnoazjatyckie (SCHONSWETTER i in. 2006) byly réwniez waznymi oSrodkami, z ktérych
nastgpita kolonizacja wschodniej i srodkowej Europy.
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Lokalizacja obszarow refugialnych zostata dobrze udokumentowana danymi paleobota-
nicznymi (w postaci pytku, spor, nasion, owocOw oraz fragmentéw organéw roslinnych).
Zwlaszcza duza ilo$¢ pytku wiatropylnych drzew klimatu umiarkowanego, umozliwita jedno-
znaczng identyfikacje gatunkéw i datowanie profilow pytkowych (RALSKA-JASIEWICZOWA i in.
2004; MAGRI 2008). Oznaczenie natomiast gatunkéw zielnych w profilach pytkowych zwy-
kle nie jest mozliwe. Szczatki roslin siedlisk suchych sa réwniez rzadko spotykane w mate-
riatach paleobotanicznych, poniewaz brak wilgoci uniemozliwia ich konserwacje (NALEPKA
2005). Makroskopowe fragmenty roSlin suchych siedlisk sg za to znajdywane w obiektach
archeologicznych, gdzie np. odnaleziono zweglone fragmenty oSci i ziarniakow kserotermicz-
nej trawy Stipa pennata (MUELLER-BIENIEK & NALEPKA 2010). Badania genetyczne leSnych
gatunkow traw, jak np. Hordelymus europaeus (DvoRAKoVA i in. 2010) czy Melica nutans
(TYLER 2002) oraz innych ro§lin zielnych, takich jak Veronica chamaedrys (BARDY i in. 2010)
potwierdzity istnienie wzorcéw filogeograficznych skorelowanych ze wzorcami wspétwyste-
pujacych gatunkéw drzew, istnienie refugiow na potudniu Europy oraz rozrzuconych mikro-
refugiéw w Europie Srodkowe;j.

W wyniku postglacjalnego rozprzestrzeniania si¢ populacji z refugiéw dochodzito do
kontaktu poprzednio izolowanych linii genetycznych, czego efektem byto powstanie stref
kontaktu (ang. contact zones) albo/i stref mieszaricowosci (ang. hybrid zones), charaktery-
zujacych sie wtdrnie zwiekszong zmienno$cia genetyczng (TABERLET i in. 1998; HEWITT
1999, 2004). Strefy kontaktu gatunkéw powstaty w okreSlonych rejonach geograficznych,
niemniej jednak doktadna lokalizacja i cechy charakterystyczne takich obszarow wydaja si¢
by¢ specyficzne dla poszczegdlnych gatunkéw (HEWITT 1999; WILLIS & VAN ANDEL 2004;
FER i in. 2007; MAGRI 2008; DVORAKOVA i in. 2010). Stwierdzono, ze Europa Srodkowa
byta obszarem strefy styku linii genetycznych takich gatunkéw, jak np. Festuca pratensis
(FIELLHEIM i in. 2006), Rhinanthus angustifolius (VRANCKEN i in. 2009), Rosa pendulina
(FER i in. 2007) czy Lonicera nigra (DANECK i in. 2011).

Taksony kompleksu Melica ciliata — M. transsilvanica (sekcja Dalycum Dumort., pod-
sekcja Ciliatae (Lavrenko) Bor; HEMPEL 2011) sa zwiazane w Europie ze zbiorowiskami
kserotermicznymi. Kompleks obejmuje eurazjatycko-sub-Srédziemnomorskie taksony,
wystepujace w oceanicznych, otwartych i skalistych oraz kontynentalnych, lesSno-stepo-
wych siedliskach (HEMPEL 1970, 2011). Do kompleksu wiaczane sa: M. ciliata L., M. ciliata
subsp. magnoalii (Gren. & Godr.) Richter [syn. M. magnolii Gren. & Godr.], M. ciliata subsp.
glauca (F. W. Schultz) Richter, M. ciliata subsp. taurica (K. Koch) Tzvelev [syn. M. tau-
rica K. Koch], M. transsilvanica Schur oraz M. transsilvanica subsp. klokovii Tzvelev.

Melica ciliata jest gatunkiem, ktérego ciagly zasigg rozciaga si¢ od obszaru nad Atlan-
tykiem i Morzem Srédziemnym, poprzez Europe srodkowa do pojedynczych stanowisk
na Ukrainie (HULTEN & FRIES 1986). Dysjunktywne czgséci zasiggu M. ciliata obejmuja
potudnie Pétwyspu Skandynawskiego i pétnoc Afryki. M. ciliata ro$nie na stanowiskach
stonecznych, suchych, na glebie zasadowej, ubogiej, czesto kamieniste;j.

Melica ciliata subsp. magnolii wystepuje na obszarze Srédziemnomorskim potudniowo-
zachodniej Europy (Wlochy z Sardynia i Sycylia, Francja z Korsyka, Hiszpania z Bale-
arami oraz Portugalia) i potudniowo-zachodniej Azji (zachodnia Turcja). Jest gatunkiem
rosngcym w zbiorowiskach cieptolubnych i subnitrofilnych muraw, czesto wzdluz drég
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w zbiorowiskach przeksztatconych oraz na ptytkich i kamienistych glebach w pionierskich
zbiorowiskach nizszych potozen gérskich, do wysokosci 800 m n.p.m. (HEMPEL 2011).

Melica ciliata subsp. glauca wystgpuje w srodkowej, zachodniej i potudniowej Europie
oraz w obszarze §rédziemnomorskim, cz¢sto wspdlnie z subsp. magnolii (HEMPEL 2011).

Melica ciliata subsp. taurica rosnie na skalistych zboczach i skatach. W Europie wystepuje
na stepowym pogdérzu Krymu oraz na potudniowym Krymie od obszaréw nadmorskich do pig-
tra laséw sosnowych. Gatunek wystepuje réwniez w potudniowo-wschodniej Europie, w Gre-
cji. Dalej na wschéd, spotykany jest na Kaukazie oraz w Azji Srodkowej (HEMPEL 2011).

Melica transsilvanica swoim zasiegiem obejmuje Azje Srodkowa, Srodkowy Wschéd,
Kaukaz, wschodnia i sSrodkowa Europg, na zachodzie si¢gajac do potudniowej Francji i pot-
nocnych Wioch (HULTEN & Fries 1986). Charakteryzuje si¢ szerszg tolerancja ekologiczng
niz M. ciliata i rosnie w Europie na suchych, stonecznych zboczach, skatach, w cieptolub-
nych murawach i zaros$lach, na glebach powstatych na bazaltach, tupkach albo wapieniach,
czasami bogatych w zwiazki azotu.

Zasigg wystgpowania Melica transsilvanica subsp. klokovii obejmuje obszar §rédziem-
nomorski (Wtochy), Pétwysep Batkariski (Czarnogéra, Chorwacja, Bosnia i Hercegowina),
zachodnig Turcj¢, potudniowg Ukraing i Motdawig, gdzie spotykany jest czgsto w zbioro-
wiskach razem z subsp. transsilvanica (HEmMpEL 2011).

Kompleks Melica ciliata — M. transsilvanica stanowi taksonomicznie problematyczna
grupe roslin. Identyfikacje taksonéw utrudnia szeroki zakres zmiennoSci i podobieristwo cech
morfologicznych (HEmpEL 1970, 2004, 2011; SzczepaNiAak & CIESLAK 2011) oraz powstawa:
nie naturalnych mieszaincow migdzygatunkowych. Zmienno$¢ morfologiczna dotyczy zwiasz-
cza barwy lisci 1 stopnia ich zwinigcia, wystgpowania wloskéw na wegetatywnych czgSciach
ro$lin, dtugosci i liczby kolanek Zdzbta oraz rozpietosci, ggstosci i stopnia rozgal¢zienia gata-
zek wiechy. Ujecia taksonomiczne badaczy tego kompleksu réznily si¢ zaréwno pod wzgle-
dem liczby wyréznianych taksonéw, jak i nadawanej im rangi (Papp 1933; HempEL 1970,
2011; TutiN 1980). M. transsilvanica przez dtugi czas traktowana byta jako podgatunek albo
odmiana w obrebie M. ciliata (HINkOvA 1963; PApp & BELDIE 1972; Davis 1985). Z kolei
M. magnolii i M. taurica ujmowane sg obecnie jako podgatunki M. ciliata (HEmMPEL 2011).

Analiza wylacznie zmienno$ci morfologicznej jest niewystarczajaca do stworzenia jed-
noznacznego opisu taksonéw kompleksu Melica ciliata — M. transsilvanica, jak réwniez do
okreSlenia wzajemnych powiazan filogenetycznych (TYLER 2004). Rozlegly obszar wyste-
powania taksonéw kompleksu od Azji Srodkowej do Europy i pétnocnej czesci Afryki moze
sugerowac rozne filogeograficzne historie ksztattowania poszczegdlnych czgsci zasiggu.
Interesujace sa réwniez historyczne powiazania populacji M. ciliata z ciagtego zasiggu
z obszarami dysjunktywnymi na potudniu Pétwyspu Skandynawskiego.

Badania allozymatyczne kompleksu wykazaty, ze populacje cechowaty si¢ niskim pozio-
mem zmiennoS$ci genotypowej i utrwalonymi wzorami heterozygotycznymi dla wigkszosci
analizowanych loci (TYLER 2004). U taksonéw tworzacych kompleks, ktére sg wytacznie
diploidami o liczbie chromosoméw 2n=18 (MOORE 1982), odkryto réwniez duplikacje loci
enzymatycznych o ograniczonej rekombinacji (TYLER 2004), co moze by¢, alternatywnym
do poliploidyzacji, sposobem ewolucyjnego zwigkszenia poziomu zmiennos$ci osobniczej
i przez to mozliwosci adaptacyjnych do réznych warunkéw Srodowiska (STEBBINS 1985).
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Wyniki wczesniejszych badan kompleksu nie daty jednoznacznych odpowiedzi na wiele
pytan dotyczacych relacji filogenetycznych pomigdzy taksonami (TYLER 2004; HEMPEL
2011), dlatego podjeto szerokie badania oparte na genetycznych analizach zaréwno marke-
réw chloroplastowego DNA (cpDNA), jak i catkowitego DNA genomowego (ang. genomic
fingerprinting). Gtéwnym celem przeprowadzonych badari byto okreslenie zwiazkéw filoge-
ograficznych pomiedzy taksonami kompleksu Méelica ciliata — M. transsilvanica w Europie.
Szczegétowe cele dotyczyty: (1) oszacowania poziomu zmienno$ci i zréznicowania gene-
tycznego taksondw, (2) ustalenia zwiazku pomigdzy zréznicowaniem genetycznym a potoze-
niem geograficznych populacji taksonéw kompleksu, (3) okreslenia czynnikéw ksztattujacych
strukturg¢ genetyczng taksondw, (4) proby odtworzenia postglacjalnych kierunkéw i drég
migracji taksonéw kompleksu M. ciliata — M. transsilvanica w Europie.

Powyzsze cele zostaly zrealizowane w oparciu o wyniki kompleksowych badan wtia-
snych, w ktérych wykorzystano analizy polimorfizmu cpDNA oraz polimorfizmu dtugosci
amplifikowanych fragmentow (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism — AFLP).
Prezentowana praca zawiera oryginalne dane otrzymane na podstawie analizy zréZnicowa-
nia regionu trnL-trnF cpDNA, dane publikowane (Szczepaniak & CIESLAK 2006, 2007,
2009, 2011) oraz wiasne dane niepublikowane (SzCZEPANIAK msk.) dotyczace kompleksu
Melica ciliata — M. transsilvanica.

MATERIAL I METODY

Zbioér materiatu roslinnego

Populacyjny materiat ro§linny do badari genetycznych zebrany zostat z catego europejskiego zasiggu tak-
sonéw kompleksu Méelicaciliata— M. transsilvanica tak, aby mozliwe byto oszacowanie mi¢dzy- i wewnatrz-
populacyjnej zmiennosci oraz relacji migdzy morfologicznie wyréznionymi taksonami. Badania genetyczne
DNA chloroplastowego (cpDNA) oparto na materiale roS§linnym zebranym z 87 populacji kompleksu
i jednej populacji M. cupani Guss. (Tab. 1). Ujecie taksonomiczne oraz identyfikacj¢ taksondéw oparto na
pracy HEMPLA (2011). Z kazdej populacji, w zaleznosci od jej wielkosci i zréznicowania morfologicznego,
zebrano S§wieze liScie z 3—-10 osobnikéw, oddalonych od siebie o ok. 5-8 m. W sumie przeanalizowano 431
roslin. LiScie bezposrednio po ich zebraniu, umieszczane byty w szczelnie zamykanych torebkach foliowych
z zelem krzemionkowym i przechowywane w nich w temperaturze pokojowej do czasu izolacji DNA.

Izolacja DNA i analiza molekularna

Catkowite DNA genomowe wyizolowano z fragmentéw wysuszonych liSci (ok. 20 mg), przy uzyciu
zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), wedlug procedury podanej przez producenta. Jakos¢ i ilosé
wyizolowanego DNA sprawdzono za pomocg elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym.

Amplifikacja i sekwencjonowanie DNA chloroplastowego (cpDNA)

Sekwencjonowanie cpDNA wykonano metoda z fluorescencyjnie znakowanymi terminatorami reakcji
(metoda Sangera). We wstgpnym etapie badad, w celu stwierdzenia potencjalnej zmiennosci 1 zréznico-
wania w kompleksie, przeanalizowano 16 niekodujacych regiondw cpDNA, z zastosowaniem dostgpnych
uniwersalnych starter6w: trnL-trnF (TABERLET i in. 1991), atpB-rbcL (GOLENBERG i in. 1993), psbA-trnH,
rpoB-trnC, trnG-trnG2G, trnS-trnfM, rpsl2-rpl20, trnC-ycf6 (SHAw i in. 2005 i lit. tam cytowana),
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Tabela 1. Stanowiska zbioru préb badanych populacji oraz stwierdzone w nich haplotypy u poszczegélnych osobnikéw
takson6w kompleksu Melica ciliata — M. transsilvanica. Numery odpowiadajace poszczegélnym populacjom zamiesz-
czono na mapie (Ryc. 1)

Table 1. Sampling localities for the studied populations and individuals with particular haplotypes of Melica
ciliata — M. transsilvanica complex. Locality numbers correspond with those indicated on the map (Fig. 1)

N populaci LiCZ.ba _ Wspétrzedne
(Population Takson osobnikéw Stan0W!s|<o geograﬁcz_ne Haplotypy
(Taxon) (Number of (Locdlity) (Geographical (Haplotypes)
number) R ¢
individuals) co-ordinates)
1 cupani 5 Hiszpania, Sierra Nevada 37°08'N, 03°26'W HS (5)
2 magnolii 5 Hiszpania, k. Ocafia 39°57'N, 03°28'W HS (1), H7 (4)
3 magnolii 5 Hiszpania, Puerto Serrano 36°53'N, 05°33'W H1 (1), H5 (2),
H6 (1), H10 (1)
4 magnolii 5 Hiszpania, San José del Valle 36°36'N, 05°42'W H9 (3), H10 (2)
5 ciliata 5 Hiszpania, Pireneje, k. Hecho 42°48'N, 00°43'W H1 (5)
6 ciliata 5 Hiszpania, Pireneje, k. Jaca 42°37'N, 00°32'W HI1 (5)
7 magnolii 5 Hiszpania, Pireneje, k. Gavin 42°37'N, 00°18'E HS5 (1), H6 (4)
8 magnolii 5 Hiszpania, k. Santa Coloma de 41°53'N, 02°39E  HI (5)
Farners
9 ciliata 5 Francja, k. Millau 44°02'N, 02°57'E  H1 (5)
10 ciliata 5 Francja, k. Alés 44°09'N, 04°05'E  HI1 (5)
11 ciliata 5 Francja, Alpy Zachodnie, Confolens 44°55'N, 06°00'E H1 (5)
12 magnolii 5 Francja, Alpy Zachodnie, k. Mizoén 45°02'N, 06°12’E H1 (5)
13 ciliata 5 Francja, k. Guillaumes 44°09'N, 06°45'E H1 (5)
14 ciliata 5 Francja, Alpy Nadmorskie, 44°03'N, 06°58'E HI (5)
k. Valberg
15 ciliata 5 Wiochy, Alpy Nadmorskie, 44°20'N, 07°01'E  HL1 (5)
Pietraporzio
16 ciliata 5 Wiochy, Alpy Nadmorskie, 44°18'N, 07°20'E  HL1 (5)
k. Demonte
17 ciliata 3 Wrtochy, Alpy Zachodnie, 45°04'N, 06°52'E HI (3)
Salbertrand
18 ciliata 5 Szwajcaria, Crésuz 46°37'N, 07°08'E H1 (5)
19 ciliata 5 Wrtochy, Castelnuovo di Garfagnana 44°15'N, 10°33'E  HI (5)
20 ciliata 5 Wrtochy, Apeniny Toskarisko-Emi-  44°14'N, 10°47'E  HS (5)
liariskie, k. Sestola
21 ciliata 5 Wiochy, Crevole 43°07'N, 11°24'E HI (5)
22 magnolii 5 Wrtochy, k. Cinigiano 42°56'N, 11°16'E  HI (5)
23 magnolii 5 Wiochy, Montefiascone 42°33'N, 12°01'E  HI1 (5)
24 magnolii 5 Wrtochy, Monte Amiata 42°55'N, 11°30'E  HI (5)
25 ciliata/ 6 Wiochy, k. Alatri 41°48'N, 13°18'E HI1 (1), H3 (3),
magnolii H4 (1), H11 (1)
26 ciliata/ 10 Wtochy, k. Sora 41°43'N, 13°46'E H1 (3), H3 (5),
magnolii H7 (2)
27 ciliata 4 Wrtochy, k. Bagnara Calabra 38°17'N, 15°48'E HI (4)
28 ciliata 5 Wrtochy, Alpy Julijskie, Gemona 46°18'N, 13°07'E  HI (5)
del Friuli
29 ciliata 5 Stowenia, Lipa, Trstelj Mt. 45°51'N, 13°42’E H1 (5)
30 ciliata 6 Stowenia, Ljubljana, Polhograjska ~ 46°05'N, 14°20'E H1 (6)
Grmada Mt.
31 ciliata 5 Chorwacja, wyspa Krk, Silo 45°12'N, 14°35'E  H1 (5)
32 ciliata 4 Chorwacja, Pasjak 45°29'N, 14°14E HI (4)
33 transsilvanica 5 Austria, k. Winden am See 47°57'N, 16°46'E  H1 (5)
34 transsilvanica 7 Wegry, k. Marko 47°06'N, 17°49'E H1 (7)
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Tabela 1. Kontynuacja — Table 1. Continued

Nr populaci Licz‘ba’l . Wspdtrzgdne
(Population Takson osobnikéw Stanow_lsko geograﬁcz_ne Haplotypy
(Taxon) (Number of (Locality) (Geographical (Haplotypes)
number) Lo )
individuals) co-ordinates)

35 transsilvanica 5 Wegry, Pécs, Misina Mt. 46°04'N, 18°13'E HI1 (5)

36 ciliata 5 Wegry, Budadrs 47°28'N, 18°56'E H1 (5)

37 transsilvanica 5 Rumunia, Cojocna 46°45'N, 23°50E  H1 (5)

38 transsilvanica 5 Rumunia, Suatu 46°46'N, 23°58'E HI1 (5)

39 ciliata 5 Rumunia, Cheile Turzii 46°33'N, 23°40E HI1 (5)

40 ciliata 5 Rumunia, Suatu 46°46'N, 23°58'E HI1 (5)

41 ciliata 5 Rumunia, k. Sighigoara 45°59'N, 25°18'E HI1 (5)

42 ciliata 5 Rumunia, k. Bucea 46°56'N, 22°43'E H1 (5)

43 glauca 5 Rumunia, k. Oradea 46°56'N, 22°43'E H1 (5)

44 ciliata 5 Niemcy, Langenaltheim 48°53'N, 10°55'E  HI (5)

45 ciliata 6 Niemcy, k. Magdala 50°54'N, 11°27'E  HI (6)

46 ciliata 5 Szwecja, Hogsrum 56°40'N, 16°35'E H1 (5)

47 ciliata 5 Szwecja, Omberg Mt. 58°20'N, 14°41'E H1 (5)

48 ciliata 4 Szwecja, Marmorbruket 58°40'N, 16°24'E HI1 (4)

49 transsilvanica 5 Czechy, k. Kyjov 49°00'N, 17°00'E HI (5)

50 transsilvanica 6 Czechy, Znojmo 48°51'N, 15°51'E  HI (6)

51 transsilvanica 5 Czechy, Hodonin 49°30'N, 16°25'E HI (5)

52 transsilvanica 5 Czechy, Pozorice 49°12'N, 16°47'E H1 (5)

53 transsilvanica 5 Polska, Przedgérze Sudeckie, 50°59'N, 16°20'E HI1 (5)
Strzegom, Géra Krzyzowa

54 transsilvanica 5 Polska, Przedgérze Sudeckie, 50°55'N, 16°15'E H1 (5)
Dobromierz, Géra Dgbowa

55 transsilvanica 5 Polska, Sudety, Mystéw-Sobocin, ~ 50°59'N, 15°59'E  H1 (5)
Wapienna Géra

56 transsilvanica 5 Polska, Wyz. Krakowsko-Czesto- ~ 50°09'N, 19°47'E  H1 (5)
chowska, Waw6z Bolechowicki

57 transsilvanica 5 Polska, Pieniny, Géra Szafranéwka 49°25'N, 20°28'E H1 (5)

58 transsilvanica 5 Polska, Pieniny, Falsztyn 49°27'N, 20°17'E  HI (5)

59 transsilvanica 3 Ukraina, Podole, Kamieniec 48°40'N, 26°33'E HI1 (3)
Podol ski

60 transsilvanica 7 Ukraina, Podole, k. Usta 48°33'N, 26°41'E HI (7)

61 transsilvanica 4 Ukraina, Podole, k. Verbka 48°48'N, 26°36'E HI (4)

62 transsilvanica 5 Ukraina, Gubkiv 50°49'N, 27°02'E  H1 (5)

63 transsilvanica 3 Ukraina, Korsun” 49°25'N, 31°15'E H1 (3)
Shevchenkivs ‘kyi

64 klokovii 3 Ukraina, Krym, Mramorne, géra 44°49'N, 34°16'E  HI1 (3)
Tas-Tau

65 taurica 5 Ukraina, Krym, Mramorne, Cha- 44°47'N, 34°16' E H4 (5)
tyr-Dah jajla

66 taurica 3 Ukraina, Krym, Demerdzi jajla 44°44'N, 34°25'E H2 (3)

67 transsilvanica 6 Rosja, Volgograd 48°48'N, 44°35'E  HI (6)

68 ciliata 4 Bosnia i Herzegowina, Gory 43°14'N, 17°58'E H3 (4)
Dynarskie, k. Nevesinje

69 ciliata 4 Czarnogora, k. Rozaje 42°47'N, 20°13'E HI (4)

70 ciliata 4 Albania, Géry Dynarskie, 41°06'N, 19°59'E H2 (2)
k. Bradashesh

71 ciliata 4 Grecja, Gory Pindos, k. Metsowo 39°45'N, 21°10E HI1 (4)

72 ciliata 3 Grecja, Gory Dynarskie, 40°29'N, 21°35'E H2 (3)

k. Kriovrisi

(cd)
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Tabela 1. Kontynuacja — Table 1. Continued

Nr populacji LiCZ‘ba’l ) Wspélr%edne
(Population Takson osobnikéw Stanow_lsko geograhcz_ne Haplotypy
(Taxon) (Number of (Locdlity) (Geographical (Haplotypes)
number) Lo )
individuals) co-ordinates)
73 ciliata 4 Grecja, Gory Dynarskie, k. Agios  40°06'N, 22°12’E H2 (4)
Dimitrios
74 ciliata 5 Grecja, Thessalia 39°30'N, 22°00E H2 (5)
75 ciliata 4 Serbia, k. Vranje 42°34'N, 21°53E HI (1), H2 (3)
76 transsilvanica 4 Butgaria, k. Brest 43°37'N, 24°38E HI (4)
77 ciliata 5 Butgaria, k. Milanovo 43°06'N, 23°24'E H2 (5)
78 ciliata 5 Bulgaria, k. Petri¢ 42°38'N, 23°59'E  H2 (5)
79 ciliata 5 Butgaria, Poduene 42°41'N, 23°21'E H2 (5)
80 ciliata 5 Butgaria, Hisar 42°30'N, 24°42'E  H2 (5)
81 ciliata 5 Butgaria, Géry Rita 42°07'N, 23°13'E H2 (4)
82 ciliata 5 Butgaria, Rodopy, Vlahovo 41°34'N, 24°48'E H2 (5)
83 ciliata 5 Butgaria, Boudzboudzha 42°45'N, 25°19'E H2 (5)
84 ciliata 5 Butgaria, Velingrad 42°05'N, 24°07'E  HI (1), H2 (4)
85 ciliata 5 Butgaria, Sofia, Lalina mogila Mt.  42°35'N, 23°29'E  H2 (5)
86 ciliata 5 Butgaria, Sofia, Vitosha Mt. 42°38'N, 23°13'E H2 (5)
87 ciliata 5 Butgaria, Elenite 42°42'N, 27°48'E H2 (5)
88 ciliata 5 Butgaria, Sveti Vlas 42°43'N, 27°46'E  H2 (5)

petL-psbE, rpl32-trnL, petA-psbd, trnQ-rpsl6, ndhF-rpl32, psbD-trnT, trnK-rpsl6 oraz ndhJ-trnF
(SHAW i in. 2007 i lit. tam cytowana). Pigtnascie testowanych ro$lin (po jednej roSlinie z populacji)
nalezato do réznych taksonéw okreslonych morfologicznie oraz pochodzito z catego zasiggu kompleksu
Melica ciliata — M. transsilvanica. Testowane regiony cpDNA cechowaly si¢ bardzo niskim poziomem
zmiennosci w kompleksie. Stwierdzono natomiast, ze region trnL-trnF charakteryzowat si¢ najwigkszym
polimorfizmem. W zwiazku z tym, przeprowadzono analiz¢ zmiennosci tego regionu dla catego bada-
nego materiatu roslinnego. Do amplifikacji DNA i sekwencjonowania wykorzystano uniwersalne primery
trnLYAA | trnFCAA (TABERLET i in. 1991).

Amplifikacje DNA przeprowadzono z uzyciem Taq Gold polimerazy (Applied Biosystems). Przed
sekwencjonowaniem produkty PCR oczyszczono (High Pure PCR Product Purification Kit; Roche Dia-
gnostic). Sekwencjonowanie wykonano z uzyciem BigDye Terminator ver. 3.1 (Applied Biosystems) i 5x
buforu sekwencyjnego wedtug protokotu producenta. Oczyszczone préobki PCR, zawieszone w forma-
midzie, rozdzielono elektroforetycznie za pomoca sekwencera ABI 3100-Avant (Applied Biosystems)
i nastgpnie przeanalizowano za pomoca programu DNA Sequencing Analysis Software ver. 5.1 (Applied
Biosystems). Amplikony byty sekwencjonowane w dwéch kierunkach w celu sprawdzenia wiarygodnosci
stwierdzonych r6znic.

Analiza sekwencji nukleotydowych cpDNA

Sekwencje cpDNA zostaly opracowane i wyréwnane za pomocg programu BIoEpIT 7.1.3 (HALL 1999).
Liczbe, frekwencje i zaleznoSci pomigdzy haplotypami obliczono i przeanalizowano z uzyciem pro-
gramu Tcs 1.21 (CLEMENT i in. 2000; PosapA & CRANDALL 2001). Program ten tworzy sie¢ potaczeri
mi¢dzy haplotypami na podstawie algorytmu parsymonii (ang. parsimony algorithm). Cz¢$¢é zmienno$ci
regionu trnL-trnF dotyczyta dlugo$ci mononukleotydowych powtdrzen poli-A/poli-T, ktére moga byé
homoplastyczne w obrgbie duzego zasiggu geograficznego gatunkéw i pomigdzy taksonami (KELCHNER
2000; INGVARSSON i in. 2003). Niemniej jednak, powtdrzenia mononukleotydowe z powodzeniem byty
wykorzystywane w badaniach filogeograficznych do szacowania liczby haplotypéw i analiz zmienno$ci
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DNA (NacIrRl & GAUDEUL 2007; RONIKIER i in. 2008). W celu potwierdzenia powtarzalnoSci otrzymanych
danych dla pojedynczych osobnikéw z populacji wykonano powtdrng reakcj¢ amplifikacji. Nie stwier-
dzono réznic pomigdzy powtdrzeniami oraz poréwnaniami sekwencji z koiicéw 5'—3' oraz 3'-5' taricucha
nukleotydowego. Jednoczesnie zaobserwowano, ze réznice w dlugosci sekwencji poli-A/poli-T nie sa
przypadkowe. Zauwazono, ze charakteryzuja one poszczegdlne populacje (wystepujac u wszystkich ana-
lizowanych ro§lin) lub sa skorelowane z rozmieszczeniem geograficznym populacji. W zwiazku z powyz-
szym, wszystkie stwierdzone sekwencje poli-A/poli-T wiaczono do analiz. Sekwencje badanego regionu
trnL-trnF cpDNA dla poszczegdlnych taksonéw ztozono w bazie GenBank.

WYNIKI BADAN

Dtugos¢ otrzymanych i analizowanych sekwencji regionu trnL-trnF wynosita 791 par zasad.
W sumie zidentyfikowano sze$¢ pozycji polimorficznych w tadcuchu nukleotydowym
cpDNA: jedna substytucj¢ nukleotydowa, jedng mutacj¢ strukturalng o charakterze inser-
cji/delecji (indel) oraz cztery tancuchy mononukleotydowe poli-A/poli-T o zréznicowane;j
dtugosci (Tab. 2). Pigcionukleotydowy indel zostal zredukowany tak, aby reprezentowad

Tabela 2. Zestawienie zmiennych pozycji nukleotydowych w regionie trnL-trnF DNA chloroplastowego, na podstawie
ktérych wyrézniono jedenascie haplotypéw (HI-H11) w kompleksie Melica ciliata — M. transsilvanica. Podano cze-
sto§¢ wystgpowania danego haplotypu u osobnikéw i w populacjach

Table 2. Summary of variable positions in the cpDNA trnL-trnF region determining eleven haplotypes (HI-H11)
within Melica ciliata — M. transsilvanica complex. Frequencies of particular haplotypes in individuals and populations
were given

Haplotyp / czgstosé trnL-trnF
— osobniki, populacje
(Haplotype / frequency 146pz |  208-217pz 227-236pz 227-236pz 290-292pz | 665-669pz

— individuals, populations)
H1/302 osobniki — 70,1%,

. T |AAAAAAAAA— |TTTTTTTTTT | TTTTTTTTT———| AAA | TCTGC
64 populacje
H2/79 osobnikéw — 18,3%, | | A\ A AAAAAA— — | TTTTTTTTTT | TTTTTTTTT-——| AAA | TCTGC
18 populacji

H3/12 osobnikéw — 2,8%,
3 populacje

H4/6 osobnikéw — 1,4%,
2 populacje

HS5/4 osobniki — 0,9%,
3 populacje

H6/5 osobnikéw — 1,2%,
2 populacje

H7/6 osobnikéw — 1,4%,

T |AAAAAAAAA- TT—— AA- | TCTGC

T |AAAAAAAAA-

TT—— AA- | TCTGC

T |AAAAAAAAA-

TT—— AAA | TCTGC

T |AAAAAAAAAA

T-——| AAA |TCTGC

. T |AAAAAAAAA— | TTTTTTTTTT |TTTTTTTITT——| AAA |—————
2 populacje
HB/10 osobnikéw =2.3%. | 1| A\pAAAAAAAA- | TTTTTTTTTT | TTTTTTTTT-—— | AAA |————-
2 populacje
H9/3 osobniki ~0,7%, C |AAAAAAAAA- [TTTTTTTTTT [TTTTTTTTTTT- | AAA |—————
1 populacja
H10/3 osobniki - 0,7%, T |AAAAAAAAA— |TTTTTTTTTT |TTTTTTTTTTTIT | AAA  |————-

2 populacje
H11/1 osobnik — 0,2%,
1 populacja

T |AAAAAAAAA- AAA | TCTGC
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Ryc. 1. Rozmieszczenie haplotypéw (H1-H11) w zasiggu wystgpowania kompleksu Melica ciliata — M. transsilvanica
w Europie. Poszczegdlne numery odpowiadaja numerom populacji zawartym w tabeli 1, a kolory — 11 wyréznionym
haplotypom, ktérych zaleznos$ci przedstawiono na rycinie 2

Fig. 1. Geographical distribution of haplotypes (H1-H11) within the range of Melica ciliata — M. transsilvanica com-
plex in Europe. The particular number refers to the population numbers (Table 1) and the colours are the same as on
the figure 2

pojedyncza mutacj¢ w analizie za pomocg programu Tcs. Pomimo niewielkiej zmienno-
Sci regionu trnL-trnF, analiza wykazata wystgpowanie 11 haplotypéw u 431 roslin takso-
néw kompleksu Melica ciliata — M. transsilvanica na obszarze calego badanego zasiggu
(Ryc. 1, 2, Tab. 1, 2). W Europie stwierdzono wystepowanie dwéch dominujacych haploty-
péw: H1 (u 302 roslin, co stanowi 70% wszystkich badanych) i H2 (u 79 ro§lin, tj. u 18%).
Rozmieszczenie haplotypu H1 rozciaga si¢ od potudniowej Hiszpanii, gdzie zostat stwier-
dzony tylko u jednej ro§liny w populacji 3, poprzez Pireneje, wystgpujac u wszystkich ro§lin
z dwoch populacji (populacje 5 i 6; Tab. 1), poprzez Alpy Zachodnie i Alpy Wschodnie,
bedac jedynym zanotowanym haplotypem na tym obszarze. Obecno$¢ haplotypu H1 stwier-
dzono réwniez na potudniowym kraricu Pétwyspu Apeniniskiego (populacja 27), w jego
centrum i na pétnocy. Rozmieszczenie drugiego pod wzglgdem frekwencji haplotypu H2
ograniczone byto do Batkanéw (16 populacji) i Krymu (populacja 66; Ryc. 1, Tab. 1).
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Ryec. 2. Sie¢ haplotypéw stwierdzonych w kompleksie Melica ciliata — M. transsilvanica na podstawie analizy regionu
trnL-trnF cpDNA. Poszczegdlne kolory odpowiadaja 11 wyréznionym haplotypom, ktérych rozmieszczenie geogra-
ficzne przedstawiono na rycinie 1. Wielko$¢ okregéw (H2-H11) jest proporcjonalna do liczby osobnikéw, posiadajacych
dany haplotyp. Okreg opowiadajacy haplotypowi H1 zostat 2,5 krotnie zmniejszony w celu poprawienia czytelnosci
ryciny. Czarne punkty reprezentuja hipotetyczne haplotypy (ang. missing haplotypes) taczace stwierdzone haplotypy
zgodnie z zasada najwiekszej parsymonii

Fig. 2. Parsimony network among the cpDNA trnL-trnF region haplotypes. The color of the circles refers to the eleven
haplotypes; their geographical distribution is presented on the Fig. 1. Circles sizes (H2-H11) are proportional to the
number of individuals with a particular haplotype. Circle of H1 haplotype was decreased two and half times to improve
the figure clarity. Black points represent hypothetical missing haplotypes not represented in the real data set

Otrzymana sie¢ haplotypéw wykazata obecnos¢ 2 grup haplotypéw (Ryc. 2). Haplotypy
HS, H6, H9 1 H10 tworzyty najbardziej odrgbna grupe i wystgpowaty tylko na Pétwyspie
Iberyjskim. Druga grupe tworzyty haplotypy H3, H4, H8 i H11, obecne w wigkszosci na
Potwyspie Apeniriskim oraz z mniejsza frekwencja na Pétwyspie Iberyjskim (populacja 1),
na Batkanach (populacja 68) oraz na Krymie (populacja 65). Haplotyp H11 byt unikatowy
dla Pétwyspu Apenifiskiego (populacja 25).

Populacyjna zmienno$¢ haplotypowa charakteryzowata przede wszystkim populacje
z Pétwyspu Iberyjskiego, gdzie wsérdd 5 badanych roslin stwierdzono obecno$¢ 4 réznych
haplotypéw (populacja 3) oraz po 2 rézne haplotypy (populacje 2, 4 1 7, Tab. 1). Populacje
z centrum Pétwyspu Apeniriskiego réwniez byty bardzo zmienne — w populacji 25 odnoto-
wano — 4, a w populacji 26 — 3 r6zne haplotypy.

Dyskusia

Charakterystyka struktury genetycznej kompleksu
Mélica ciliata — M. transsilvanica w Europie

W skali Europy populacje kompleksu Melica ciliata — M. transsilvanica charakteryzuja si¢
niskim poziomem zmienno$ci genetycznej sekwencji DNA chloroplastowego. Wigkszos¢
europejskiego zasiggu kompleksu zostata zdominowana przez jeden haplotyp H1 (Ryc. 1).
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Drugi pod wzgledem czgstosci haplotyp H2 wystepowal jedynie na Batkanach i Krymie.
Generalnie, znaczna cz¢$¢ zmiennoSci haplotypéw byla zwigzana z polimorfizmem taiicu-
chéw mononukleotydowych, podczas gdy stwierdzono tylko jedna substytucje nukleoty-
dowa. Najwigksze zréznicowanie i odrgbnos$¢ haplotypowa odnotowano na Pétwyspach
Apeninskim i Iberyjskim, gdzie u zbadanych 50 roslin (12% catosci) stwierdzono 9 haplo-
typéw (81% catej zmiennosci haplotypowej). Na Pétwyspie Iberyjskim zanotowano 4 uni-
katowe haplotypy, natomiast na Pétwyspie Apeninskim stwierdzono 1 odrgbny haplotyp,
nie wystepujace nigdzie poza tymi obszarami. Populacje, w ktérych wystepuja haplotypy
H1 i H2 nie wykazuja ogdlnie zmiennoSci, natomiast w populacjach z Pétwyspéw Apenin-
skiego 1 Iberyjskiego z r6zng frekwencja i w r6znych kombinacjach wystgpuja haplotypy
H1 oraz H3-H11. Catkowita jednolito$¢, albo bardzo niska zmienno$¢ w niekodujacych
regionach cpDNA w skali europejskiej nie jest czyms$ wyjatkowym i stwierdzana byta np.
u Carex pilosa (REjzkova i in. 2008), Corylus avellana (PALME & VENDRAMIN 2002) czy
Carex atrofusca (SCHONSWETTER i in. 2006). Niski poziom zréznicowania w kompleksie
M. ciliata — M. transsilvanica na przewazajacym obszarze Europy, moze by¢ spowodowany
szybka postglacjalng kolonizacja, czego skutkiem jest duza homogeniczno$¢ cpDNA (por.
HewITT 2004; MALIOUCHENKO i in. 2007).

Wykazane zréznicowanie haplotypowe nie koreluje z réznicami morfologicznymi
pomiedzy wyrdznianymi taksonami w kompleksie Melica ciliata — M. transsilvanica (HEM-
PEL 2011). Pewna odrgbnos¢ i zmiennos$¢ haplotypéw mozna jedynie odniesé do M. ciliata
subsp. magnolii z Pétwyspu Iberyjskiego (Tab. 1). Wczes$niejsze badania AFLP wykazaty
natomiast, ze taksony kompleksu sa wyraznie odrebne genetycznie (SzZCZEPANIAK & CIE-
SLAK 2006, 2009, 2011), o czym decyduje obecnos$¢ unikatowych fragmentéw AFLP, kt6-
rych dla M. transsilvanica stwierdzono 25, a dla M. ciliata — 77. Takie fragmenty AFLP
zanotowano réwniez dla M. ciliata subsp. taurica — 22, a dla subsp. magnolii — 50 (Szcze-
PANIAK msk.). W przywotywanej analizie AFLP zaréwno M. transsilvanica, jak i M. ciliata
charakteryzowaly si¢ genetycznym zrdznicowaniem wewnatrzgatunkowym zwigzanym
z potozeniem geograficznym. O odrgbnosci genetycznej populacji zadecydowata rowniez
obecnosé rzadkich markeréw DW (ang. frequency-down-weighted marker; SCHONSWETTER
& TriBscH 2005). Dla M. ciliata najwyzsze wartosci DW stwierdzono w populacjach z P6t-
wyspéw Balkariskiego, Apeninskiego i Iberyjskiego. W przypadku M. transsilvanica naj-
wigcej rzadkich markeréw stwierdzono w Europie wschodniej, na Krymie oraz na Podolu
(Szczepaniak msk.).

Zmienno$¢ genetyczna jest warunkowana przez cechy biologii gatunku, a zwlaszcza
przez mozliwosci rozsiewania, zdolnosci kolonizacyjne oraz system rozmnazania (NYBOM
& BARTISH 2000). W badanym kompleksie stwierdzono istnienie znaczaco wyzszej war-
toSci sktadowej migdzypopulacyjnej w stosunku do sktadowej wewnatrzpopulacyjnej cal-
kowitego zréznicowania genetycznego (Fsr; na podstawie badain AFLP) (SzCZEPANIAK
& CIESLAK 2009, 2011). Taki podzial zmiennoSci genetycznej jest charakterystyczny dla
gatunkéw o wysokim udziale samopylnosci i/lub apomiksji w sposobie rozmnazania, ktéra
prowadzi do utrwalania genéw w populacjach i decyduje o ich istotnej odrgbnosci gene-
tycznej (TYLER 2004; SzczepaNIAK & CIESLAK 2009, 2011; SzczepaNIAK msK.). Niski
poziom zmiennoSci i wyrazna struktura genetyczna gatunkéw jest dodatkowo warunkowana
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fragmentacja kserotermicznych siedlisk wystgpowania i nieznacznym przepltywem gendéw
oraz wystepujaca izolacja geograficzng matych populacji na skraju zasiggu, w ktérych
obserwuje si¢ efekty dziatania dryfu genetycznego (SzczepaNIAK & CIESLAK 2009).
Badania AFLP wykazaly rowniez istnienie struktury geograficznej w kompleksie
Melica ciliata — M. transsilvanica (SzczepaNIAK msk.). Stwierdzono istotng korelacje
pomigdzy odlegtosciami genetycznymi i geograficznymi zaréwno na poziomie regional-
nym, jak i w obrebie regionéw geograficznych (P < 0,05). Oszacowane wartosci Fgr dla
poszczegblnych taksonéw (M. ciliata— Fsr = 0,75; M. transsilvanica— Fsr = 0,79; M. ciliata
subsp. magnolii — Fgy = 0,72) oscylowaty wokét sredniej (Fgr = 0,7) dla gatunkéw samo-
pylnych (NYyBom & BarTtisH 2000). Jedynie dla M. ciliata subsp. taurica Fsr byto nieco
nizsze (Fsr = 0,59), co moze by¢ zwiazane z tatwiejszym przeptywem genéw pomigdzy
stosunkowo blisko potozonymi populacjami na Krymie, skad pochodzit materiat do badan.
Wysokie wartosci Fgr sa rzadko stwierdzane wsrdd traw, chociaz istnieja wyjatki. Dla
samopylnych gatunkéw rodzaju Elymus wartosci Gsr zawieraty si¢ w przedziale od 0,55 do
0,95 (KNnAPP & RICE 1996; SuN i in. 2001; YAN i in. 2007). U samopylnego gatunku Stipa
capillata Fsr = 0,86 (HENSEN i in. 2010), podczas gdy u pokrewnych S krylovii i S grandis
stwierdzono odpowiednio Ggr = 0,382 (ZHAO i in. 2006) i Ggr = 0,199 (DaN i in. 2006).

Filogeografia kompleksu Melica ciliata — M. transsilvanica w Europie

Okreslenie struktury genetycznej kompleksu Melica ciliata — M. transsilvanica dato moz-
liwos¢ podjecia dyskusji o czynnikach wptywajacych na rozmieszczenie i zmienno$¢ kom-
pleksu w Europie. Powtarzajace si¢ okresy izolacji potudniowych obszaréw refugialnych
podczas czwartorzgdowych zlodowacen sprzyjaty réznicowaniu i specjacji w obrgbie bada-
nego kompleksu, co znalazto odzwierciedlenie we wspodtczesnym zlokalizowaniu centrum
réznicowania kompleksu na obszarze wybrzeza Morza Srédziemnego (Pétwysep Iberyjski
i Apeninski) oraz w mniejszym stopniu na Batkanach.

Wyniki badari zmiennoSci i zréznicowania genetycznego sugeruja, ze taksony kom-
pleksu Mélica ciliata— M. transsilvanica w Europie moga wywodzi¢ si¢ z jednego lub kilku
obszaréw refugialnych w Europie potudniowej. Wystepowanie dominujacego w Europie
haplotypu H1 zar6wno na Pétwyspie Iberyjskim, Apenifiskim jak i Batkariskim, wskazuje,
ze kazdy z tych obszaréw osobno, albo wszystkie jednocze$nie mogty by¢ potencjalnymi
Zrédtami postglacjalnej rekolonizacji Europy zachodniej i Srodkowej. Jednak, na co wska-
zuja wyniki badain AFLP kompleksu (SzczZEPANIAK msk.), duze znaczenie w ksztalttowaniu
wspotczesnego zasiggu kompleksu mialy refugia zlokalizowane na Pétwyspie Iberyjskim,
w Pirenejach (GOMEz & LunT 2006) oraz w Alpach Wschodnich (TRIBSCH & SCHONSWET-
TER 2003) i/lub na pdétnocnym wybrzezu Morza Adriatyckiego (MAGRI 2008). Za zna-
czacym udziatem genetycznej linii iberyjskiej w rekolonizowaniu Europy przemawiaja
wysokie warto$ci DW dla populacji 5, 6, 7, co Swiadczy o ich stosunkowo dtugiej izolacji,
prowadzacej w efekcie do akumulacji rzadkich markeréw genetycznych i wzrastania odrgb-
nosci populacji (SzczepaNIAK msk.). Linia iberyjska prawdopodobnie migrowata z refu-
giéw w kierunku pétnocno-wschodnim przez potudniowa i Srodkowa Francjg¢, Szwajcarie,
dochodzac do Srodkowych Niemiec (SzZCZEPANIAK msk.). Potwysep Iberyjski nalezy do
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najwazniejszych obszaréw refugialnych w Europie (HEwITT 1999, 2001; GOMEZ & LUNT
2006 i lit. tam cytowana). Wysoki poziom endemizmu we florze i faunie Pétwyspu Iberyj-
skiego wskazuje na dlugotrwate zachowanie organizméw in situ oraz na zachodzace na tym
obszarze intensywne procesy réznicowania i specjacji. Wiele badan filogenetycznych, doty-
czacych roslin i zwierzat dowodzi, ze Pétwysep Iberyjski byt nie tylko miejscem réznico-
wania si¢ gatunkéw, lecz takze wyjSciowym zrédlem rekolonizacji pétnocnych szerokosci
geograficznych w Europie po ostatnim zlodowaceniu (COMES & KADEREIT 1998; TABERLET
i in. 1998; HEwITT 1999; GRIVET & PETIT 2002).

Z pewnym prawdopodobiefistwem mozna przypuszczaé, ze w procesie ksztattowania
europejskiego zasiggu kompleksu Melica ciliata— M. transsilvaniaca znaczenie mogty miec
rowniez obszary ostojowe polozone dalej na péinoc, np. na przedpolu Alp Wschodnich
(TriBSCH & SCHONSWETTER 2003). Na podstawie poréwnawczych badan filogeograficz-
nych i endemizmu potwierdzono, ze byt to obszar refugialny dla wielu gatunkéw gérskich
(TRIBSCH & SCHONSWETTER 2003). Wyniki badan AFLP kompleksu sugeruja, ze mogty tam
réwniez przetrwaé inne grupy roslin (Szczepaniak msk). Teren przedpola Alp Wschodnich
niezaleznie, badZ w tacznosci z péinocnym wybrzezem Morza Adriatyckiego, prawdopo-
dobnie byt Zrédtem migracji linii genetycznej, ktéra rozprzestrzenita si¢ w kierunku Europy
zachodniej i Srodkowej (Wegry, Austria, Czechy, Stowacja) i p6inocnej, docierajac do potu-
dniowej czesci Potwyspu Skandynawskiego (SZCZEPANIAK msK.).

Natomiast niektore apeniriskie i batkanskie linie genetyczne wystgpowaty tylko w ogra-
niczonych regionach, czego dowodzi rozmieszczenie unikatowego haplotypu apeniriskiego
(H11), oraz haplotypéw wspdlnych dla Europy potudniowej i potudniowo-zachodniej
(H3-H10), a nieobecnych dalej na pétnocy (Ryc. 1). Badania AFLP réwniez wykazaly
istnienie izolowanej apeniriskiej linii genetycznej w badanym kompleksie (SZCZEPANIAK
msk.). Wyraznie zaznacza si¢ takze odrebnos$¢ populacji z Pétwyspu Batkariskiego, gdzie
stwierdzono obecno$¢ unikatowego haplotypu batkariskiego (H2). Otrzymane wyniki
cpDNA s3 zgodne z wynikami AFLP, ktére réwniez potwierdzity wystgpowanie w Europie
potudniowej (Rumunia) oraz potudniowo-wschodniej (Butgaria, Grecja) dwéch odrgbnych
1 izolowanych linii genetycznych z bardzo niewielkim udziatem markeréw z Europy potu-
dniowo-zachodniej (SzCZEPANIAK MsK.).

Stosunkowo duze zréznicowanie haplotypéw cpDNA zanotowano na obszarze Pétwy-
spu Krymskiego, gdzie wystgpowaty: haplotyp H1, wspdlny z cala Europa, haplotyp H2,
wystepujacy na Batkanach oraz haplotyp H4, ktory stwierdzono réwniez w centralnej czesci
Potwyspu Apeniniskiego (Ryc. 1). Mozna przypuszczaé, ze obecno$é populacji z najszerze;j
rozmieszczonymi haplotypami H1 1 H2 Swiadczy o historycznej tacznosci Krymu z obszarami
potozonymi na zachdéd (DRESCHER i in. 2007). Natomiast populacja 66 z rzadkim haploty-
pem H4 przypuszczalnie stanowi reliktowa pozostato$¢ szerzej w przesztosci rozmieszczo-
nego haplotypu, wystgpujacego na obszarze potudniowej Europy i Pétwyspu Krymskiego.

Fluktuacje klimatyczne, rozpoczete we wezesnym Eocenie, spowodowaty rozprzestrze-
nienie si¢ zbiorowisk trawiastych, na skutek szybkiego réznicowania ewolucyjnego odpor-
nych na susz¢ gatunkéw traw (KELLOGG 2001). Migracja do Europy gatunkéw ,,stepowych”,
wschodnich i potudniowo-wschodnich, odbywata si¢ od dawna i to wielokrotnie, zapewne
juz od trzeciorzgdu (PAWEOWSKA 1977). Nasilenie tego naptywu przypadio na schylek
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ostatniego glacjatu i na starszy postglacjat. Obecnos¢ wspdélnych markeréw genetycznych
w populacjach Melica transsilvanica na gradiencie wschdd-zachdd, sugeruje efektywniej-
szy, historyczny przeptyw genéw w czasie, kiedy zbiorowiska stepowe zajmowaty znacznie
wigkszy 1 zwarty obszar (TYLER 2004; SzcZEPANIAK & CIESLAK 2009). Poczawszy od korca
Eocenu na skutek zmian klimatu w kierunku bardziej suchego, nastapit rozwdj zbiorowisk
trawiastych w Eurazji, zastgpujac poprzednio wystepujace tam zbiorowiska lesne (POTT
1995). Ze wzgledu na wspdtczesne dysjunktywne wystgpowanie roslinnosci kserotermicz-
nej w zachodniej i Srodkowej Europie, ogromne odlegtosci migdzy typowym eurazjatyckim
stepem a europejskimi murawami kserotermicznymi oraz znaczace réznice klimatyczne,
jest prawie niemozliwe, aby obecnie gatunki stepowe mogly w sposéb naturalny migro-
waé do Europy (BREDENKAMP i in. 2002). A zatem, dysjunktywnie rozmieszczone murawy
kserotermiczne w tej czg$ci Europy moga by¢ polodowcowymi reliktami, ktére naleza-
foby uwazac za pozostatosci jednego zbiorowiska, taczacego w przesziosci ciagtym pasem
zachodnig i Srodkowa Europg z potudniowa i wschodnig Eurazja (PotT 1995).

Historia biogeograficzna Melica transsilvanica w Polsce

Postglacjalna historia migracji roslinno$ci kserotermicznej na teren Polski byta przedmio-
tem zainteresowan badawczych co najmniej od pierwszej polowy XX w. (por. KOZEOWSKA
1925, 1931; GatewskI 1937; KorNAS 1955; CEYNOWA 1968; MEDWECKA-KORNAS & KOR-
NAS 1977; Pawrowska 1977 i lit. tam cytowana).

Hipotezy dotyczace aspektéw czasowych i1 przestrzennych migracji gatunkéw ksero-
termicznych na obszar Polski wskazuja, ze gléwne szlaki wedrowek prowadzity: od potu-
dniowego-wschodu (1), z terendw pontyjskich i Podola wzdtuz doliny Dniestru i nastgpnie
potnocnej krawedzi Karpat (poprzez Wyzyne Lubelska i Matopolska), a stad na pétnoc
po dolng Wiste (GAJEWSKI 1937; SZAFER 1946, 1977) oraz od potudnia (2), z Niziny Pan-
noniskiej poprzez najwigksze obnizenia w taricuchach gérskich Sudetéw i Karpat: Brame
Morawska i przetecze Beskidu Niskiego (PAwrowski 1925; Szarer 1926; KORNAS 1955;
CYUNEL 1959). Szlak od péinocnego-zachodu (3) prowadzit z Turyngii i Niziny Niemiec-
kiej Pradoling Torurisko-Eberswaldzka do Polski péinocnej (SzZAFER 1946, 1977; CEYNOWA
1968). W literaturze spotyka si¢ rdwniez hipotez¢ o szlaku migracyjnym z zachodu (4):
ze wschodniego przedpola Alp i potudniowej czgsci Niemiec wzdtuz péinocnej krawe-
dzi Sudetéw (SzAFER 1977). W ostatnim czasie, przegladu obowiazujacych hipotez doty-
czacych szlakéw holoceriskich migracji roslin kserotermicznych na obszar Polski dokonat
PauL (2010, 2012).

Ostatnie badania zmienno$ci morfologiczno-genetycznej wykazaty, ze w Polsce, sposrod
taksonéw badanego kompleksu, wystepuje jedynie Melica transsilvanica (SzCzZEPANIAK
& CIeSLAK 2011), nie potwierdzono natomiast obecnosci M. ciliata, podawanej uprzednio
z Przedgérza Sudeckiego i Sudetéw (np. SZAFER 1919; FABISZEWSKI 1963; KWIATKOWSKI
1995; SzczeSniak 1998, 2001). M. transsilvanica osiaga na terenie Polski péinocna gra-
nic¢ ciggtego zasiggu i reprezentuje eurosyberyjsko-irano-turariski element geograficzny
(Zasac & Zasac 2009). Gatunek rosnie w zbiorowiskach z klasy Festuco-Brometea i jest
charakterystyczny dla zwiazku Seslerio-Festucion duriusculae, wapieniolubnych muraw
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naskalnych (MaTtuszkiewicz 2005). M. transsilvanica najczesciej wystepuje w Pieninach
i na Wyzynie Krakowsko-Czgstochowskiej (GRODZINSKA 1976; MICHALIK 1978; ZARZYCKI
1981), rzadziej — w Beskidzie Wyspowym, Sadeckim i w Gorcach (KorNAS 1955), nato-
miast w Sudetach gatunek zostal obecnie potwierdzony na kilkunastu stanowiskach i jest
uwazany za zagrozony (Szczg$NIAk 2003, 2007).

Wiyniki analizy zr6znicowania cpDNA wykazaty, ze na terenie Polski wystepuje tylko
haplotyp HI, ktéry jest dominujacy i najszerzej rozmieszczony w Europie (Ryc. 1). Nie
stwierdzono zréznicowania haplotypowego pomig¢dzy populacjami Melica transsilvanica
z Sudetéw, Wyzyny Krakowsko-Czgstochowskiej 1 Pienin, natomiast w badaniach AFLP,
nawet w skali Polski, stwierdzono wyrazny geografizm, zwiazany z odrgbnoscia genetycznag
populacji (SzczepaNiak & CIESLAK 2007).

Melica transsilvanica prawdopodobnie przywedrowata na teren Polski z potudnia, gdzie
gtéwnym miejscem pochodzenia byta Nizina Pannonska, na co wskazuja wyniki AFLP
(Szczepaniak msk.). Ta linia genetyczna rozdzielita si¢ nastgpnie na dwie podgrupy. Pierw-
sza prowadzita ze Spisza przetomowymi dolinami rzecznymi Dunajca i Popradu w Beskidy
i Pieniny, gdzie obecnie gatunek najliczniej wystgpuje w Polsce. Druga migrowata przez
Morawy i Bramg¢ Morawska na zach6d w Sudety i na wschéd na Wyzyn¢ Matopolska,
co jest zgodne z podawanymi drogami migracyjnymi prowadzacymi z potudnia dla wielu
grup gatunkow (SZAFER 1946, 1977). Dodatkowa mozliwa droga migracji M. transsilvanica
na teren Polski mogta prowadzi¢ z potudniowych Niemiec i zachodnich Czech, wzdluz
pétnocnego obnizenia Sudetéw w kierunku wschodnim. Analiza konserwatywnych, wolno
ewoluujacych sekwencji cpDNA wykazata tozsamos$¢ 1 brak zréznicowania pomigdzy
tymi dwoma prawdopodobnymi liniami genetycznymi, co wskazuje na ich miody, postgla-
cjalny czas migracji i wspdlne pochodzenie. Natomiast badania wysoce polimorficznych
markeréw AFLP, podlegajacych szybkim zmianom, potwierdzity istnienie dwoch powyz-
szych linii genetycznych w catym zakresie zréznicowania genetycznego w kompleksie
M. ciliata — M. transsilvanica w Europie (SzczepaNiak msk.).
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SUMMARY

Various historical and current processes have contributed to shaping the distribution of the European biotas.
Climatic oscillations during the Quaternary ice age were the main causes of repeated species extinction
during cold periods and their migration during warm periods and effected in accelerating evolution of
species. Additionally, the present pattern of genetic diversity and differentiation is also affected by traits
of species life history.

Melica ciliata — M. transsilvanica is a complex of sub-Mediterranean-continental taxa. Its range com-
prises also disjunct areas in the southern part of the Scandinavian Peninsula and in north-western Africa.
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Intricate morphological variability makes the M. ciliata — M. transsilvanica complex (e.g. section Dalycum
Dumort., subsection (Lavrenko) Bor; HEMPEL 2011) a taxonomically problematic group.

The phylogeographic patterns of Melica ciliata — M. transsilvanica complex were determined in order
to reconstruct its postglacial history, including identifying potential glacial refugia. Haplotype analysis,
based on the non-coding trnL-trnF region of chloroplast DNA sequences variability, and the previously
obtained AFLP data (SzczeraNiak & CIESLAK 2006, 2007, 2009, 2011; SzczEPANIAK msk.) were also used
to define the hypothetical differentiation center for the species. The level of genetic diversity within popu-
lations and population genetic structure were assessed within studied complex. Eighty eight populations
within European distribution area were studied.

The greatest haplotype variation of cpDNA and divergence within complex were detected on Iberian
and Apennine Peninsula, and somewhat smaller on the Balkan Peninsula, suggesting main glacia refugia
in these regions. Among southern refugia, probably the Iberian could have significantly contributed to
postglacia re-colonisation of the northern parts of Europe. Additionally, AFLP data suggested that the
second source of postglacial re-colonisation might be refugia in the eastern Alps. The some Apennine and
al Bakan lineages were clearly separated and spread locally. A distinctly different haplotype group found
on the Crimean Peninsula and in central Italy may represent either relicts of a previously more wide spread
ancestor or result of long-distance dispersal.

Phylogeographic and population genetic diversity and differentiation parameters indicated a divergence
of four main lineages within complex: eastern European, central and western European (with Scandina-
vian), Balkan and Iberian with western Mediterranean. Three lineages correspond with morphologically
unambiguous species. Melica transsilvanica Schur, M. ciliata L. and M. ciliata subsp. magnolii (Gren.
& Godr.) Richter.

The cpDNA and AFLPs studies of the complex demonstrated a low level of genetic diversity and
a clear genetic structure of species. The results indicate a genetic isolation of populations mainly due to
asexual reproduction. The contemporary scattered distribution of suitable habitats and the predominant
selfing breeding system of the species strengthen the effect of genetic drift pressure on fixation of unique
loci in individual populations. Patterns of phylogeographic diversity were more associated with historical
(rather than contemporary) connections, indicating that major shifts in the patterns of the region played
an important role in the generation of complex diversity. The shared occurrence of rare AFLP markers
between distant populations may indicate more effective gene flow in the past when steppe communities
occupied vast and continuous areas.
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