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Abstract: Gladiolus paluster Gaudin is a species protected by the domestic and EU laws. At 
present, in Poland several individuals of the species occur only in natural reserve “Łąka Sulistro-
wicka” (Lower Silesia, south-western Poland). Seeds derived from this relic population were used 
in the restoration program of G. paluster in Poland. Genetic diversity of individuals of G. paluster 
origin from reserve “Łąka Sulistrowicka” and currently grown in ex situ culture in Botanical 
Garden of Wrocław University were studied using AFLPs. The obtained results show that both 
G. paluster and hybrids of G. paluster and G. imbricatus occur in ex situ culture. We suggest that 
hybridization took place already at the natural locality in the “Łąka Sulistrowicka”. Individuals 
of G. paluster are characterized by a significantly lower genetic diversity than G. imbricatus indi-
viduals from natural populations.
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Wstęp

Rodzaj Gladiolus L. (mieczyk), należy do rodziny Iridaceae Juss. (kosaćcowate) i wystę-
puje w Azji, w Europie oraz Afryce (Hamilton 1980; Meusel i in. 1965). Większość 
z ponad 260 gatunków należących do rodzaju Gladiolus pochodzi z Afryki Południowej 
(Goldblatt 1996; Goldblatt & Manning 1999; Manning i in. 2002), gdzie obszar Kraju 
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Przylądkowego uważa się za centrum różnorodności tego rodzaju (Goldblatt & Manning 
1999; Valente i in. 2011). 

Około 10 gatunków rodzaju Gladiolus jest rodzimych dla Europy (Hamilton 1980), 
wśród nich znajduje się Gladiolus  paluster Gaudin, mieczyk błotny (Kulczyński 1919; 
Mirek i in. 2002) (syn. G.  palustris Gaudin). Jego zasięg, obejmujący obszar submedi-
terrańsko-pannońsko-środkowoeuropejski (Meusel i in. 1965), charakteryzuje się dużym 
rozproszeniem stanowisk i gatunek jest rzadki lub bardzo rzadki. W Europie centralnej 
występuje głównie na łąkach trzęślicowych ze związku Molinion (Matuszkiewicz 2005; 
Fort 2006; Bilz i in. 2011). Był również odnotowywany w fitocenozach ze związku Bro-
mion erecti i w ciepłolubnych dąbrowach należących do zespołu Carici fritschii-Querce-
tum roboris (Čeřovský & Grulich 1999; Berdowski 2004). Na obszarach podgórskich 
Europy południowo-zachodniej jego skala fitosocjologiczna jest szersza (Schmitt i in. 
2010). W Polsce podawany był również z płatów świetlistych lasów z zespołów Potentillo-
-Quercetum, Peucedano-Pinetum, Carpinetum betuli i w skrajnych przypadkach z muraw 
kserotermicznych, prawdopodobnie z zespołu Adonido-Brachypodietum z klasy Festuco-
-Brometea (Preuss 1883; Abromeit i in. 1940; Berdowski 2004; Matuszkiewicz 2005).

Z uwagi na odnotowywane niekorzystne zmiany w naturalnych siedliskach tego gatunku 
i zmniejszającą się i tak niewielką liczbę populacji, Gladiolus paluster został włączony do 
grupy gatunków zagrożonych wyginięciem w Europie i uznany za gatunek priorytetowy 
dla ochrony bioróżnorodności (dodany do Załącznika II DS w ramach Traktatu Akcesyj-
nego z 2003 r.). W wielu krajach został umieszczony na krajowych „czerwonych listach” 
i w „czerwonych księgach”, jak np. w Bułgarii (Petrova & Vladimirov 2009), Czechach 
(Procházka 2001), Niemczech (Korneck i in. 1996), Polsce (Zarzycki & Wojewoda 1986; 
Baryła & Czylok 2001; Zarzycki & Szeląg 2006), Słowacji (Mereďa & Hodálová 
2011), Szwajcarii (Moser i in. 2002), Ukrainie (Diduch 2009) czy na Węgrzech (Király 
2007). Ujęty jest także na europejskiej (Bilz i in. 2011) oraz światowej „czerwonej liście” 
zagrożonych gatunków roślin (Walter & Gillett 1998; Bilz 2011). Na podstawie ostat-
nich raportów monitoringu gatunków chronionych, sporządzonych w 2008 r. przez kraje 
członkowskie UE (w ramach art. 17 Dyrektywy Siedliskowej) wykazano, że stan zacho-
wania populacji G. paluster w Polsce, Czechach, Słowacji, Francji oraz na Węgrzech jest 
bardzo zły (kategoria U2; Anonymous 2005).

W Polsce Gladiolus paluster jest jednym z najrzadszych i najbardziej zagrożonych 
wyginięciem elementów flory (Baryła & Czylok 2001). Występuje obecnie na jednym 
stanowisku naturalnym, położonym w rezerwacie przyrody „Łąka Sulistrowicka” w masy-
wie Ślęży na Dolnym Śląsku, które jest objęte monitoringiem (Kamiński 2012). Pozostałe, 
dziś już historyczne stanowiska, zlokalizowane były głównie w północno-zachodniej i połu-
dniowo-zachodniej części Polski (Zając & Zając 2001; Berdowski 2004). Dokładna ana-
liza źródeł XIX i XX-wiecznych pokazuje, że na terenie samego Pomorza i Wielkopolski 
gatunek posiadał 12 stanowisk (Kühling 1866; Preuss 1883; Abromeit 1892, 1897; Pfuhl 
1896; Miller 1902; Bock 1908; Abromeit i in. 1940), czyli więcej, niż wynikałoby to 
z dotychczasowych danych (Zając & Zając 2001; Berdowski 2004). Uważa się, że ostat-
nie stanowisko na terenie Polski północnej, położone w obrębie rezerwatu Dziki Ostrów 
koło Bydgoszczy zanikło w drugiej połowie XX w. (Berdowski 2004).
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Przyczyną złego stanu i drastycznego zmniejszenia liczby populacji Gladiolus palu-
ster była zmiana form użytkowania i osuszanie łąk i lasów, w których gatunek występo-
wał. W celu jego ochrony w Polsce, zainicjowano działania, których efektem ma być jego 
ponowne wprowadzenie do siedlisk naturalnych. Prace związane z restytucją G. paluster 
zostały rozpoczęte w 2004 r. Materiał wyjściowy stanowiły nasiona pobrane z kilku ocalałych 
okazów mieczyków z rezerwatu „Łąka Sulistrowicka”. W Ogrodzie Botanicznym Uniwersy-
tetu Wrocławskiego rośliny rozmnożono i w 2009 r. część z nich reintrodukowano na stano-
wisko naturalne na „Łące Sulistrowickiej”, a część introdukowano na stanowiska zastępcze, 
położone głównie na terenie Dolnego Śląska. W 2014 r. planowane jest przeprowadzenie 
monitoringu stanu tych populacji i ocena skuteczności prowadzonych zabiegów. W ramach 
tych działań ochronnych, w 2011 r. wysadzono również ok. 5000 sztuk mieczyka błotnego 
na 10 stanowiskach zastępczych na terenie Krajny i Pałuk w województwie kujawsko-pomor-
skim (projekt POIS.05.01.00-00-329/10, finansowany ze środków Unii Europejskiej i Naro-
dowego Funduszu Ochrony Środowiska i Gospodarki Wodnej, realizowany przez Polskie 
Towarzystwo Ochrony Przyrody „Salamandra” we współpracy z wrocławskim ogrodem).

Biorąc pod uwagę fakt, że materiałem wyjściowym dla tworzonych populacji było tylko 
kilka osobników Gladiolus paluster z populacji naturalnej, inspiracją do podjęcia przez nas 
badań molekularnych było ustalenie poziomu zmienności i zróżnicowania genetycznego 
osobników Gladiolus utrzymywanych w uprawie. Jest to ważny aspekt restytucji, ponieważ 
dla nowo tworzonych, potencjalnych populacji tego gatunku, osobniki z uprawy stano-
wią pulę „początkowej” zmienności genetycznej. Takie badania są uważane za kluczowe 
w przypadku planowania prac związanych z restytucją gatunków rzadkich i zagrożonych 
(Krauss i in. 2002; Vander Mijnsbruggea i in. 2010; Weeks i in. 2011). Dodatkowo, 
wyniki wcześniejszych badań morfologicznych osobników z „Łąki Sulistrowickiej”, wyka-
zały obecność G.  paluster, G. imbricatus, jak również osobników o cechach pośrednich 
pomiędzy G. paluster i G. imbricatus (Kamiński 2012). Jednocześnie, kondycja populacji 
w czasie pobierania materiału do uprawy ex situ (7 okazów) nie dawała możliwości selek-
tywnego wyboru osobników G.  paluster, a zatem istotne było również ustalenie statusu 
taksonomicznego osobników pozostających w uprawie.

W związku z powyższym, celami badań przedstawionymi w niniejszej pracy były: 
(1) analiza zmienności genetycznej Gladiolus paluster w obrębie osobników znajdujących się 
w uprawie ex situ, zlokalizowanej na terenie Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu Wrocław-
skiego, (2) ustalenie relacji genetycznych pomiędzy uprawianymi osobnikami G. paluster 
pochodzącymi z europejskich populacji, (3) analiza zmienności wewnątrz- i międzypopula-
cyjnej G. imbricatus w oparciu o materiał pochodzący z wybranych, naturalnych stanowisk 
z terenu Polski oraz (4) ustalenie relacji genetycznych pomiędzy osobnikami Gladiolus 
z uprawy ex situ i G. imbricatus z naturalnych populacji.

Materiał i metody

Badaniami objęto materiał roślinny z 49 osobników pochodzących z uprawy, znajdującej się w Ogro-
dzie Botanicznym Uniwersytetu Wrocławskiego, który obejmował osobniki morfologicznie oznaczone 
jako: Gladiolus paluster, G.  imbricatus, przypuszczalne mieszańce tych gatunków oraz 29 osobników 
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G.  imbricatus, zebranych z trzech naturalnych populacji z terenu Polski (Tab. 1). W grupie z uprawy 
uwzględniono również osobniki pochodzące z populacji spoza granic Polski: z Niemiec (WR0401, 
WR0402), oznaczone jako G. paluster oraz osobnik z Czech (WR0301), oznaczony jako G.  imbricatus. 
W sumie przeanalizowano 78 osobników.

Analizy molekularne przeprowadzone metodą AFLP

Pojedynczą próbę w analizach molekularnych stanowił fragment liścia. Całkowite DNA z wszystkich prób 
wyizolowano zestawem DNAazy Mini kit 96 (typ kolumienkowy; Qiagen) według procedury podanej 
przez producenta. Jakość oraz ilość DNA w poszczególnych próbach sprawdzono na żelu agarozowym.

Analizy molekularne przeprowadzono metodą AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
według protokołu podanego przez Vos’a i in. (1995), z modyfikacjami (Ronikier i in. 2008). Ana-
lizę przeprowadzono w dwóch etapach. Etap wstępny obejmował pilotaż poszczególnych etapów tej 
metody, tj. reakcje restrykcji, ligacji, pre-PCR i selektywnego PCR (w tym kontrolę na żelu agarozowym 

Tabela 1. Gladiolus paluster, G.  imbricatus oraz mieszańce pomiędzy G. paluster  i G.  imbricatus objęte badaniami 
genetycznymi metodą AFLP. UWr – Uniwersytet Wrocławski
Table 1. Gladiolus paluster, G.  imbricatus and hybrids of G.  paluster  and  G.  imbricatus studied using AFLPs. 
UWr – Wrocław University

Takson
Taxon

Skrót
Acronym

Nazwy osobników
Names of individuals 

Liczba 
osobników
Number of 
individuals

Stanowisko
Locality

Gladiolus 
paluster

Gpa

WR0202–WR0211
WR0213–WR0217
WR0219–WR0224

22

uprawa w Ogrodzie Botanicznym UWr, rośliny z rezer-
watu „Łąka Sulistrowicka”
ex situ culture in Botanical Garden of UWr, plants from 
the “Łąka Sulistrowicka” reserve

WR0401–WR0402 2

uprawa w Ogrodzie Botanicznym UWr, rośliny z popu-
lacji niemieckiej – Baden-Württemberg, Landkreis 
Konstanz, rezerwat Wollmatinger Ried
ex situ culture in Botanical Garden of UWr, plants from 
the German population – Baden-Württemberg, Land-
kreis Konstanz, Wollmatinger Ried reserve

mieszańce 
hybrids

Gpa-Gim
WR0101–WR0116 
WR0501–WR0507, 

WR0601
24

uprawa w Ogrodzie Botanicznym UWr, rośliny pocho-
dzące z rezerwatu „Łąka Sulistrowicka”
ex situ culture in Botanical Garden of UWr, plants from 
the “Łąka Sulistrowicka” reserve

Gladiolus 
imbricatus

Gim WR0301 1

uprawa w Ogrodzie Botanicznym UWr, roślina z popu-
lacji czeskiej – Morawy, nad rzeką Dyja
ex situ culture in Botanical Garden of UWr, plant from 
the Czech population – Moravia, on the Dyja river

Gim-K 11

populacja naturalna, Polska – Kostrze – Koło Tynieckie, 
N50°01′ E19°49′ 
natural population, Poland – Kostrze – Koło Tynieckie, 
N50°01′ E19°49′

Gim-Pp 9

populacja naturalna, Polska – Pod Polankami, 
N49°40′ E19°25′ 
natural population, Poland – Pod Polankami, 
N49°40′ E19°25′

Gim-Prz 9

populacja naturalna, Polska – Przy Pustelnikach, 
N49°49′ E19°26′
natural population, Poland – Przy Pustelnikach, 
N49°49′ E19°26′
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i elektroforezę fragmentów DNA na sekwencjonerze), test powtarzalności metody oraz test i wybór par pri-
merów, które następnie uwzględniono w analizie całego badanego materiału. W części zasadniczej metody 
wykonano analizę 78 osobników z użyciem trzech par primerów: EcoACA-MseCAC, EcoAGG-MseCTG 
oraz EcoACT-MseCAG. Poszczególne etapy analizy były przeprowadzone na termocyklerze firmy Applied 
Biosytems, a rozdział produktu reakcji selektywnego PCR-u przeprowadzono z wykorzystaniem standardu 
masowego ROX-500 (Applied Biosystems) na sekwencjonerze ABI Prism 3130 (Applied Biosystems). 
Dla każdego gatunku w analizach uwzględniono replikaty genotypowania (ok. 10–15% badanych prób), 
pozwalające na kontrolę powtarzalności uzyskanych profilów i eliminację niepowtarzalnych fragmentów 
DNA. Próby replikowane pochodziły z jednego izolatu DNA.

Analiza danych uzyskanych metodą AFLP

Ostatecznym efektem analizy AFLP były otrzymane profile fragmentów DNA w zakresie wielkości 
50–500 bp, które przeanalizowano programem GeneMapper 3.7 (Applied Biosystem), manualnie spraw-
dzono, a następnie dodatkowo przeanalizowano za pomocą programu scanAflp (Herrmann i in. 2010), 
w celu otrzymania powtarzalnych markerów genetycznych. Dane zapisano w postaci zero-jedynkowej 
matrycy danych (brak fragmentu / fragment obecny), stanowiącej podstawę analiz statystycznych. 

Poziom polimorfizmu w populacjach  /  taksonach został określony na podstawie udziału fragmentów 
polimorficznych (P, P%), fragmentów charakterystycznych (Pch – fragment obecny u co najmniej 1 osob-
nika z danej populacji /  taksonu, nieobecny w innych populacjach / taksonach), fragmentów prywatnych 
(Pp – fragment obecny u wszystkich osobników z populacji  /  taksonu, nieobecny w innych popula-
cjach  /  taksonach), jak również wartości współczynnika zmienności genetycznej Nei’a (Hj) (Nei 1987), 
obliczonych przy użyciu programów Aflpdat (Ehrich 2006) oraz Famd 1.25 (Schlüter & Harris 2006). 

Wzajemne zależności pomiędzy badanymi osobnikami, populacjami i taksonami przeanalizowano 
za pomocą dendrogramu odległości genetycznych Nei & Li (1979) z zastosowaniem metody UPGMA, 
otrzymanego przy wykorzystaniu programu Treecon 1.3b (van de Peer & De Wachter 1994) oraz 
w oparciu o analizę głównych współrzędnych (PCoA – Principal Coordinate Analysis), w której uwzględ-
niono matrycę odległości genetycznych Nei & Li (1979), wykonanej z użyciem programu Famd 1.25 
(Schlüter & Harris 2006).

Struktura genetyczna badanych taksonów Gladiolus była analizowana za pomocą programu Structure 
2.2.4 (Falush i in. 2007), wykorzystującego analizę Bayesowskiego grupowania osobników z użyciem 
algorytmu metody Monte Carlo i łańcuchów Markowa (Markov Chain Monte Carlo; MCMC). Zastoso-
wano model mieszany i niezależną frekwencję alleli. Markery AFLP są markerami dominującymi, dla-
tego przyjęto model uwzględniający obecność alleli recesywnych. Przetestowano liczbę grup (K) od 1 
do 6. Dla każdego K wykonano 5 powtórzeń, w celu sprawdzenia powtarzalności wyników grupowania 
poszczególnych osobników. Za pomocą programu Structure-sum-2009 2.3.3 (Ehrich i in. 2007) podsu-
mowano otrzymane wyniki ze Structure. Na podstawie wartości współczynnika podobieństwa pomiędzy 
powtórzeniami dla każdego K, wartości ∆K oraz prawdopodobieństwa K (Evanno i in. 2005) określono 
optymalną liczbę grup (K) dla poszczególnych analiz. 

Poziom zmienności genetycznej wewnątrz- i międzypopulacyjnej Gladiolus imbricatus oszacowano za 
pomocą analizy wariancji molekularnej (AMOVA). Z użyciem AMOVA przetestowano również wyniki 
grupowania osobników otrzymane w wyniku analizy Bayesowskiej. Analizy wykonano przy wykorzy-
staniu programu Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer 2010), a istotność wyników oszacowano na 
podstawie 1000 powtórzeń. 

Wyniki badań

W analizie AFLP, uwzględniając 78 osobników, przy użyciu trzech par selektywnych 
primerów: EcoACA-MseCAC, EcoAGG-MseCTG, EcoACT-MseCAG otrzymano łącz-
nie 239 powtarzalnych i informatywnych fragmentów AFLP, z czego 190 (79,5%) było 



54	 Fragm. Florist. Geobot. Polon. 21(1), 2014

polimorficznych dla badanych taksonów. Średnio, dla pojedynczego badanego osobnika, 
uzyskano 136 fragmentów AFLP. Powtarzalność profilów AFLP była wysoka i wyno-
siła 95%. 

Zmienność i zróżnicowanie genetyczne 
osobników Gladiolus z uprawy

Osobniki Gladiolus paluster, pochodzące z uprawy w Ogrodzie Botanicznym Uniwersy-
tetu Wrocławskiego, charakteryzowały się najniższym poziomem polimorfizmu spośród 
wszystkich badanych osobników. Dla 24 osobników G.  paluster stwierdzono 25 (10%) 
polimorficznych fragmentów AFLP, 9 (4%) fragmentów charakterystycznych (Pch) i nie 
odnotowano fragmentów prywatnych (Pp). Wartość współczynnika zmienności genetycz-
nej Nei’a (Hj) wynosiła 0,022 (Tab. 2). Przypuszczalne mieszańce pomiędzy G. paluster 
i G. imbricatus charakteryzowały się wyższym poziomem zmienności niż G. paluster i dla 
nich odnotowano 67 (28%) polimorficznych fragmentów AFLP, współczynnik zmienności 
genetycznej Nei’a (Hj) osiągnął wartość Hj = 0,089 i nie stwierdzono fragmentów prywat-
nych AFLP (Pp). Natomiast liczba fragmentów charakterystycznych (Pch) u mieszańców 
wynosiła 3 (1%) i była niższa niż u G. paluster (Tab. 2).

Porównanie wartości odległości genetycznych FST pomiędzy grupami osobników znaj-
dującymi się w uprawie oraz populacjami naturalnymi Gladiolus imbricatus wykazało, że 
osobniki G. paluster charakteryzowały się największą odrębnością genetyczną od pozosta-
łych uwzględnionych w badaniach (zakres FST wahał się od 0,81 do 0,92; Tab. 3). Stwier-
dzono, że osobniki z uprawy, oznaczone na podstawie morfologii jako G. imbricatus, które 
zostały przeniesione z rezerwatu „Łąka Sulistrowicka”, genetycznie nie odróżniały się od 
osobników o cechach pośrednich z uprawy (FST = 0,09, P = 0,1). 

Tabela 2. Parametry zmienności genetycznej AFLP Gladiolus paluster, G. imbricatus oraz mieszańców G.  paluster 
i G. imbricatus. N – liczba badanych osobników metodą AFLP, P – liczba prążków polimorficznych, P% – procent 
prążków polimorficznych, Pch / Pp – fragmenty charakterystyczne / fragmenty prywatne, Hj – współczynnik zmienności 
genetycznej Nei’a. Skróty nazw według tabeli 1
Table 2. AFLP parameters of genetic diversity of Gladiolus paluster, G. imbricatus and hybrids of G.  paluster and 
G. imbricatus. N – number of the individuals studied using AFLPs, P – number of polymorphic bands, P% – percent-
age of polymorphic bands, Pch / Pp – diagnostic / private AFLP fragments, Hj – coefficient of Nei’s genetic diversity. 
Abbreviations as in Table 1

Takson
Taxon

N P P% Pch Pp Hj

Gpa 24 25 10 9 0 0,022
Gim 30 92 38 30 1 0,110
Gpa-Gim 24 67 28 3 0 0,089

Populacja
Population

Gim-K 11 60 25 4 0 0,084
Gim-Pp 9 61 26 5 0 0,095
Gim-Prz 9 59 25 2 0 0,100
Razem
Total

78
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Zmienność i zróżnicowanie Gladiolus imbricatus z naturalnych populacji

Gladiolus  imbricatus z naturalnych populacji posiadał 92 (38%) polimorficzne fragmenty 
AFLP, 30 (13%) fragmentów charakterystycznych (Pch) i 1 (0,4%) fragment prywatny AFLP 
(Pp). Współczynnik zmienności genetycznej G.  imbricatus wynosił Hj = 0,110  (Tab. 2). 
Ogólnie, gatunek ten charakteryzował się znacząco wyższym poziomem zmienności gene-
tycznej niż G. paluster z uprawy. 

Badane populacje naturalne Gladiolus imbricatus cechowały się porównywalnym pozio-
mem zmienności genetycznej. Liczba polimorficznych fragmentów AFLP w trzech popu-
lacjach G. imbricatus była wyrównana i wynosiła odpowiednio: w populacji Gim-K – 60 
(25%), w Gim-Pp – 61 (26%) i w Gim-Prz – 59 (25%). Dla każdej populacji odnotowano 
obecność fragmentów charakterystycznych (Pch), odpowiednio: 5 w populacji Gim-Pp, 
4 w populacji Gim-K oraz 2 w populacji Gim-K (Tab. 2). Natomiast w żadnej populacji 
G.  imbricatus nie stwierdzono prywatnych fragmentów AFLP (Pp). Wartości współczyn-
nika zmienności genetycznej Nei’a (Hj) w poszczególnych populacjach G. imbricatus były 
wyrównane wynosząc odpowiednio: Gim-K – 0,084, w Gim-Pp – 0,095 oraz w Gim-Prz 
– 0,100 (Tab. 2). 

Ustalenie struktury genetycznej Gladiolus imbricatus na podstawie wyników analizy 
wariancji molekularnej (AMOVA) wykazało, że gatunek charakteryzował się znacząco 
wyższą wartością składowej wewnątrzpopulacyjnej w stosunku do składowej między-
populacyjnej całkowitego zróżnicowania genetycznego (Tab. 4). Porównanie odległości 
genetycznych FST wykazało, że populacja G. imbricatus z Kostrza różniła się genetycznie 
zarówno od populacji ze stanowiska Pod Polankami (FST = 0,27; P < 0,001), jak i od popu-
lacji ze stanowiska Przy Pustelnikach (FST = 0,29; P < 0,001). Natomiast populacje ze sta-
nowisk Pod Polankami i Przy Pustelnikach były genetycznie podobne (FST = 0,06; P = 0,1; 
Tab. 3). 

Wartości odległości genetycznych FST pomiędzy trzema naturalnymi populacjami Gla-
diolus  imbricatus w odniesieniu do taksonów znajdujących się w uprawie, tj. G. palustre 
oraz prawdopodobnych mieszańców były wysokie i oscylowały w przedziale od FST = 0,77 
do FST = 0,92 (P < 0,001; Tab. 3). 

Przeprowadzona analiza skupień oraz analiza głównych koordynatów (PCoA) z uwzględ-
nieniem macierzy odległości genetycznych Nei & Li (1979) pomiędzy wszystkimi badanymi 

Tabela 3. Odległości genetyczne (FST) pomiędzy badanymi grupami osobników i populacji Gladiolus, oszacowane na 
podstawie wyników analizy AFLP, * – P < 0,001. Skróty według tabeli 1
Table 3. Parwise genetic distances (FST) for individuals groups and populations of Gladiolus based on the AFLP analy-
ses, * – P < 0.001. Abbreviations as in Table 1

Gpa Gpa-Gim Gim-K Gim-Pp Gim-Prz

Gpa –
Gpa-Gim 0,81* –
Gim-K 0,92* 0,78* –
Gim-Pp 0,92* 0,77* 0,27* –
Gim-Prz 0,92* 0,77* 0,29* 0,06 –
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osobnikami Gladiolus, wykazały istnienie trzech grup, odpowiadających G.  paluster 
z uprawy, formom pośrednim pomiędzy G.  paluster i G.  imbricatus również z uprawy 
w Ogrodzie Botanicznym i G.  imbricatus z naturalnych populacji (Ryc. 1, 2). Okazało 
się, że osobniki z uprawy, oznaczone na podstawie morfologii jako G. imbricatus, utwo-
rzyły wspólną grupę z osobnikami o cechach przejściowych G. paluster i G.  imbricatus. 
Na podstawie wyników AFLP, potwierdzono występowanie w uprawie G.  paluster oraz 
mieszańców pomiędzy G. paluster i G.  imbricatus, które zostały przeniesione do uprawy 
z rezerwatu „Łąka Sulistrowicka”. Potwierdzono również, że okazy w uprawie pochodzące 
z Niemiec (Gpa-WR0401 i Gpa-WR0401) należą do G. paluster. Natomiast okaz znajdują-
cej się w uprawie, otrzymany z Czech (Gim-WR0301) to G. imbricatus (Ryc. 1, 2). 

Na podstawie analizy Bayesowskiej, przeprowadzonej dla wszystkich badanych osob-
ników Gladiolus z populacji naturalnych i uprawy stwierdzono, że optymalny podział na 

Tabela 4. Wyniki analizy wariancji molekularnej (AMOVA) Gladiolus paluster, G. imbricatus oraz mieszańców 
G. paluster i G. imbricatus na podstawie 239 fragmentów AFLP, * – P < 0,001
Table 4. Results of the analysis of molecular variance (AMOVA) based on the 239 AFLP fragments obtained for Gla-
diolus paluster, G. imbricatus and hybrids of G. paluster and G. imbricatus, * – P < 0.001

Źródło zmienności
Source of variation

d.f.
Suma kwadratów
Sum of squares

Poziom wariancji
Level of variance

Procent wariancji
Percentage of variance

Gladiolus imbricatus

Między populacjami
Among populations

2 81,99 3,11 22,03

Wewnątrz populacji
Within populations

26 286,63 11,02 77,97

Suma
Total

28 368,62 14,14 FST = 0,22* 

Gladiolus paluster versus G. imbricatus versus mieszańce G. paluster i G. imbricatus
Gladiolus paluster versus G. imbricatus versus hybrids of G. paluster and G. imbricatus

Między taksonami
Among taxa

2 1859,85 33,89 74,61

Między populacjami 
w taksonach
Among populations within taxa

3 109,54 2,70 5,94

Wewnątrz populacji
Within populations

72 636,03 8,83 19,45

Suma
Total

77 2605,42 45,42 FST = 0,81* 

Ryc. 1. Analiza skupień 78 osobników Gladiolus paluster (Gpa), mieszańców G. paluster i G. imbricatus (Gpa-Gim), 
pochodzących z uprawy w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Wrocławskiego oraz G. imbricatus (Gim) z populacji 
naturalnych (Gim-K, Gim-Pp, Gim-Prz), oparta na analizie AFLP i odległościach genetycznych (współczynnik Nei 
& Li) z zastosowaniem metody UPGMA. Na dendrogramie zaznaczono osobniki G. paluster z Niemiec (Gpa-WR0401, 
Gpa-WR0402) oraz G. imbricatus z Czech (Gim-WR0301). Skróty nazw według tabeli 1

Fig. 1. UPGMA dendrogram of 78 individuals of Gladiolus paluster (Gpa), hybrids of G. paluster and G. imbricatus 
(Gpa-Gim) from ex situ culture in Botanical Garden of Wrocław University as well as G. imbricatus (Gim) from natural 
populations (Gim-K, Gim-Pp, Gim-Prz), based on the AFLPs analyses and genetic distance matrix (Nei & Li coeffi-
cient). Individuals of G. paluster from Germany (Gpa-WR0401, Gpa-WR0402) and G. imbricatus from Czech Republic 
(Gim-WR0301) were marked on the dendrogram. Abbreviations as in Table 1
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grupy określony na podstawie wartości ΔK oraz prawdopodobieństwa K zachodzi przy 
K = 2. Wyróżnione grupy odpowiadają osobnikom G. paluster i G. imbricatus (Ryc. 3A). 
U wszystkich osobników z uprawy o pośrednich cechach morfologicznych, stwierdzono 
porównywalny udział pul genetycznych charakterystycznych dla G. paluster i G. imbrica-
tus. Analiza jednoznacznie potwierdziła oznaczenie osobnika Gim-WR0301 z Czech jako 
G. imbricatus. 

Kolejny poziom analizy Bayesowskiej przy K = 3 wykazał, że osobniki mieszań-
cowe z uprawy cechują się odrębną pulą genetyczną w odniesieniu do Gladiolus paluster 
i G. imbricatus (Ryc. 3B). Wyniki analizy wariancji molekularnej (AMOVA) z uwzględnie-
niem podziału na trzy wyróżnione grupy, przyjętym na podstawie wyników analizy Struc-
ture, potwierdziły występowanie G. paluster, G.  imbricatus oraz mieszańców pomiędzy 
G. paluster i G. imbricatus w badanym materiale (P < 0,01; Tab. 4).
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Ryc. 2. Analiza głównych współrzędnych (PCoA) oparta na matrycy odległości genetycznych (współczynnik Nei & Li) 
– diagram rozrzutu 78 osobników Gladiolus paluster (Gpa), mieszańców G. paluster i G. imbricatus (Gpa-Gim), pocho-
dzących z uprawy w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Wrocławskiego oraz G. imbricatus (Gim) z populacji natu-
ralnych względem 1 i 2 osi. Na diagramie zaznaczono osobniki G. paluster z Niemiec (Gpa-WR0401, Gpa-WR0402) 
oraz G. imbricatus z Czech (Gim-WR0301). Skróty nazw według tabeli 1

Fig. 2. Principal Coordinate Analysis (PCoA) based on the genetic distance matrix (Nei & Li coefficient) – scatter 
diagram of 78 individuals of Gladiolus paluster (Gpa), hybrids of G. paluster and G. imbricatus (Gpa-Gim) from ex 
situ culture in Botanical Garden of Wrocław University as well as G. imbricatus (Gim) from natural populations with 
respect to the 1 and 2 axis. Individuals of G. paluster from Germany (Gpa-WR0401, Gpa-WR0402) and G. imbricatus 
from Czech Republic (Gim-WR0301) were marked on the diagram. Abbreviations as in Table 1
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Dyskusja

Na podstawie przeprowadzonych badań AFLP stwierdzono, że w uprawie mieczyków, pocho-
dzących z „Łąki Sulistrowickiej”, w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Wrocławskiego 
znajdują się Gladiolus paluster oraz mieszańce pomiędzy G. paluster i G. imbricatus. Wyka-
zano, że wszystkie osobniki z uprawy, na podstawie cech morfologicznych oznaczone jako 
G. imbricatus, są mieszańcami G. paluster i G. imbricatus. Potwierdzono także, że w upra-
wie znajduje się G.  paluster, pochodzący z Niemiec (Gpa-WR0401 i Gpa-WR0402) oraz 
G. imbricatus, pochodzący z Czech (Gim-WR0301; Ryc. 1, 2, 3). 

Osobniki Gladiolus paluster z polskiej populacji charakteryzowały się istotną odrębno-
ścią genetyczną od osobników z populacji niemieckiej (Ryc. 1). W wyniku badań wykazano, 

Gladiolus palusterGladiolus imbricatus
mieszańce

G. imbricatus i G. paluster

mieszańce

G. imbricatus   G. palusteri

* **Gim-K Gim-Pp Gim-Prz Gpa-Gim Gpa

A.

B.

Gladiolus palusterGladiolus imbricatus

* **Gim-K Gim-Pp Gim-Prz Gpa-Gim Gpa

Ryc. 3. Analiza Bayesowska osobników Gladiolus paluster (Gpa), mieszańców G. paluster i G. imbricatus (Gpa-Gim), 
pochodzących z uprawy w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Wrocławskiego oraz G. imbricatus z populacji natu-
ralnych (Gim-K, Gim-Pp, Gim-Prz), oparta na wynikach AFLP. Zaznaczono osobniki z uprawy, pochodzące z Niemiec 
– G. paluster (Gpa-WR0401, Gpa-WR0402) oraz z Czech – G. imbricatus (Gim-WR0301). Kolory odpowiadają 
poszczególnym pulom genetycznym: A. K = 2 i B. K = 3. Skróty nazw według tabeli 1

Fig. 3. Results of Bayesian analysis A. K = 2 and B. K = 3 for individuals of Gladiolus paluster (Gpa), hybrids of 
G. paluster and G. imbricatus (Gpa-Gim) from ex situ culture in Botanical Garden of Wrocław University and G. imbri-
catus from natural populations (Gim-K, Gim-Pp, Gim-Prz) based on AFLPs results. Individuals of G.  paluster 
from Germany (Gpa-WR0401, Gpa-WR0402) and G. imbricatus from Czech Republic (Gim-WR0301) were marked. 
Abbreviations as in Table 1
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że G. paluster z uprawy charakteryzował się prawie czterokrotnie niższą zmiennością gene-
tyczną niż G. imbricatus, pochodzący z populacji naturalnych (Tab. 2). Uwzględniając 
informację, że oba gatunki są obcopylne wydaje się, że wartości parametrów charakte-
ryzujących poziom zmienności genetycznej obu gatunków powinny być zbliżone. Należy 
jednak podkreślić, że w przypadku G. paluster materiał z uprawy pochodził jedynie od 
kilku ocalałych osobników w rezerwacie „Łąka Sulistrowicka”. Stwierdzony niski polimor-
fizm genetyczny G. paluster może nie odzwierciedlać rzeczywistego poziomu zmienności 
genetycznej naturalnych populacji. W celu jednoznacznego potwierdzenia tego faktu nale-
żałoby porównać polimorfizm populacji z uprawy z naturalnymi populacjami G. paluster 
z europejskiego zasięgu. 

Analiza AFLP potwierdziła obecność w uprawie osobników o cechach pośrednich 
pomiędzy G. paluster i G. imbricatus. Na podstawie obserwacji występowania gatunków 
roślin w rezerwacie „Łąka Sulistrowicka” wiadomo, że w mikropopulacji G. paluster, 
z której bezpośrednio pobrano nasiona do uprawy, nie współwystępował G. imbricatus. 
Jednocześnie w najbliższym otoczeniu w obrębie rezerwatu oraz na sąsiadującej łące 
już poza rezerwatem, występowały duże populacje G. imbricatus (Kamiński 2012). To 
wskazuje, że mogła zajść hybrydyzacja pomiędzy G. paluster i G. imbricatus w popula-
cji naturalnej. Przeprowadzona odrębna analiza zróżnicowania sekwencji chloroplasto-
wego i jądrowego DNA również nie potwierdziła obecności G.  imbricatus w uprawie. 
Wykazano rozbieżności w przyporządkowaniu osobników morfologicznie określonych 
jako G. imbricatus, pochodzących z uprawy (Cieślak & Szczepaniak, dane niepu-
blikowane). W przypadku analizy DNA chloroplastowego zostały one umieszczone 
w grupie z G. paluster, a w analizie regionu ITS jądrowego DNA zostały włączone do 
grupy z G.  imbricatus. Ich obecność w grupie z G. paluster w przypadku fragmentów 
chloroplastowych świadczy o tym, że dla tych osobników gatunkiem matczynym był 
G. paluster. Z drugiej strony, przyporządkowanie tych osobników do grupy G. imbrica-
tus w analizie regionu jądrowego DNA wskazuje, że jest to gatunek ojcowski dla tych 
osobników. Natomiast brak sekwencji specyficznych ITS dla okazów mieszańcowych 
może oznaczać, że w obrębie jądrowego DNA proces homogenizacji postępował w kie-
runku zachowania genotypu ojcowskiego gatunku, tj. G. imbricatus. Taki rozkład zmien-
ności genetycznej sugeruje, że sam proces hybrydyzacji zaszedł stosunkowo dawno na 
stanowisku naturalnym na obszarze „Łąki Sulistrowickiej”, skąd rośliny zostały prze-
niesione do uprawy (Cieślak & Szczepaniak, dane niepublikowane). Jednakże aktualna 
kondycja i liczebność populacji w rezerwacie nie pozwala na potwierdzenie powyższego 
przypuszczenia.

W rezultacie rozpoczętych działań mających na celu restytucję Gladiolus paluster w Pol-
sce wszystko wskazuje no to, że udało się zachować rodzimy materiał roślinny z rezerwatu 
„Łąka Sulistrowicka”; do dyspozycji pozostają namnożone rośliny o znanym poziomie 
zmienności genetycznej, które mogą być potencjalnie wykorzystane obecnie i w przy-
szłości. W ramach prowadzonej restytucji pozwoli to z jednej strony na ochronę rodzi-
mych genotypów, a z drugiej – na zachowanie części różnorodności genetycznej całego 
gatunku. Natomiast konieczny jest monitoring i stała ocena kondycji genetycznej odtwarza-
nych populacji, ponieważ często w przypadku reintrodukcji gatunków wskutek obniżenia 
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efektywnej wielkości populacji obserwowane są efekty działania procesów genetycznych, 
takich jak dryf genetyczny, efekt szyjki butelki czy wysoki poziom inbredu w populacjach. 
Wszystko to prowadzi do znacznego spadku zmienności genetycznej, a w konsekwencji 
do obniżenia potencjału adaptacyjnego gatunku, co może być istotnym powodem wygi-
nięcia reintrodukowanych osobników na danym stanowisku (Vander Mijnsbruggea i in. 
2010; Volis i in. 2011; Weeks i in. 2011). W przypadku restytucji gatunków zagrożonych, 
gdzie ograniczony materiał roślinny często stanowi wyjściową pulę genetyczną, w uprawie 
należy zwrócić szczególną uwagę na wysiewanie nasion uzyskanych w wyniku zapylenia 
krzyżowego, co w pewnym stopniu może przyczynić się do zwiększenia różnorodności 
genotypowej populacji zachowawczej.

W związku z zagrożeniami dla trwałości gatunków czy populacji, wynikającymi 
ze współczesnych zmian środowiska, wzrasta zapotrzebowanie na tworzenie populacji 
zastępczych, czyli translokacji, jako jednego ze sposobów prowadzenia działań czynnej 
ochrony (Weeks i in. 2011). W celu zapewnienia długoterminowej trwałości popula-
cji gatunków, programy ochronne powinny uwzględniać zagadnienia dotyczące gene-
tyki populacji i koncentrować się na wzroście genetycznego potencjału adaptacyjnego 
oraz przywróceniu różnorodności genetycznej populacji i gatunków introdukowanych 
(Krauss i in. 2002). 

Ważny jest również monitoring populacji re- i introdukowanych w długiej perspek-
tywie czasowej i publikowanie pełnych wyników obserwacji, zarówno potwierdzających 
sukces jak i niepowodzenie introdukcji (Drayton & Primack 2012). Obserwowane rezul-
taty restytucji gatunków rzadkich i zagrożonych wskazują, że obecnie najpilniejszymi są 
badania z zakresu ich ekologii i biologii. Ta wiedza pozwoli na skuteczniejszą uprawę 
zachowawczą i rozmnażanie roślin, lepszą ocenę nowych siedlisk i ich przygotowanie 
przed posadzeniem roślin, co zwiększy szanse przetrwania osobników. Istotne jest też, aby 
uprawy zachowawcze zawierały materiał, który przy tworzeniu nowych populacji będzie 
odzwierciedlał rzeczywisty poziom zmienności i / lub zróżnicowania genetycznego danej 
populacji (Drayton & Primack 2012). O pełnym sukcesie re- lub introdukcji możemy 
mówić w przypadku takiej populacji, w której rosną kolejne pokolenia osobników, czyli 
zachowana jest struktura demograficzna, co umożliwia ciągłość trwania gatunku w prze-
strzeni i czasie (Fahselt 2007; Godefroid i in. 2011). Wydaje się, że udało się osiągnąć 
taki sukces na stanowiskach zastępczych Aldrovanda vesiculosa (Kamiński 2004) oraz 
na utworzonym stanowisku zastępczym dla Cochlearia polonica, znajdującym się w źró-
dlisku rzeki Centurii (Wyżyna Krakowsko-Śląska) (Kaźmierczakowa 2004; Cieślak 
i in. 2007, 2010). Natomiast w przypadku Carlina onopordifolia, wieloletnie obserwacje 
wskazują na połowiczny sukces introdukcji, gdyż nie udało się do tej pory w populacjach 
introdukowanych odtworzyć pełnej struktury demograficznej, charakterystycznej dla popu-
lacji naturalnych gatunku (Kaźmierczakowa 2003). Rozpatrywanie jedynie kilkuletniego 
przeżycia osobników introdukowanych w kategoriach sukcesu jest zwykle przedwcze-
sne, ponieważ ich śmierć może nastąpić w latach kolejnych, co jest zresztą potwierdzane 
w wyniku obserwacji wielu gatunków, takich jak np. Aralia racemosa, Lobelia cardina-
lis, Aquilegia canadensis czy Saxifraga marylandica (Godefroid i in. 2011; Drayton 
& Primack 2012). 
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Summary

The natural range of Gladiolus paluster is characterized by a considerable dispersal of localities and in 
European countries the species is rare or very rare (Berdowski 2004; Bilz et al. 2011). In addition, the 
adverse changes in the natural habitat of this species such as drainage of the sites and their change into 
arable land, overgrowing by expansive plants or collecting of flowering individuals of the species by 
people, contribute to its populations decline. Due to poor populations’ condition, G. paluster was included 
into the group of species threatened with extinction in Europe and was listed in the Annex II of the Habi-
tats Directive. Based on recent monitoring reports from the year 2008 (under art. 17 of the EU Habitats 
Directive) it can be concluded that the condition of the European population of G. paluster is very bad. 
There is no information whether the species has somewhere any strong and abundant population. Only 
in Italy the country’s population condition has been assessed as appropriate (FV; indicators of population 
status according to the guidelines from Anonymous 2005), while in Poland, the Czech Republic, Slovakia, 
France and Hungary it is rated as bad (U2). Status of the G. paluster population in other European countries 
was classified as unsatisfactory (U1).

In Poland, Gladiolus paluster is one of the rarest and most endangered of extinction plant species. In the 
Polish Red Data Book of Plants it is classified as critically endangered (Baryła & Czylok 2001) and it is 
strictly protected species according to national law (Berdowski 2004). The species was reported from ca. 
20 localities, mainly in the 19th century in the north-west and south-west of today’s Poland (Kühling 1866; 
Preuss 1883; Abromeit 1892, 1897; Abromeit et al. 1940; Pfuhl 1896; Miller 1902; Bock 1908; Zając 
& Zając 2001; Berdowski 2004). Currently, occurrence of G. paluster was confirmed only in one locality 
in the “Łąka Sulistrowicka” reserve on the Radunia Mt. within the Ślęża Mt. massif in the Sudety Foothills 
(Lower Silesia) (Kamiński 2012). This locality of G. paluster was subjected to monitoring (Kamiński 2012).
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Due to a drastically reduced number of Gladiolus paluster population in Poland, species restoration 
actions were initiated. Restoration project was started in 2004 by the Botanical Garden of the Wrocław 
University (it is an entity specializing in the ex situ species conservation). Seeds derived from several, 
surviving individuals of G. paluster from natural population in the “Łąka Sulistrowicka” reserve were col-
lected in 2004 and sown in ex situ culture in Botanical Garden of Wrocław University. Plants which grew 
from these seeds were analyzed morphologically. On the basis on morphological characters G. paluster, 
G. imbricatus and putative hybrids between this species were determined within ex situ culture. 

In subsequent years, all individuals derived from seeds were subject to selection and propagated in ex 
situ culture. In 2009 part of the individuals of Gladiolus paluster was reintroduced into their natural popu-
lation and introduced into several new sites located mostly in the Lower Silesia (south-western Poland). 
Additionally in 2011, the Polish Society for Nature Protection “Salamandra” has begun treatments for resti-
tution of G. paluster in the northern Poland (within the framework of the POIS.05.01.00-00-329/10 project, 
funded by the European Union and the national funding). Ca. 5,000 bulbs of G. paluster bred in Botanical 
Garden, were introduced in autumn 2013 into 10 restored sites in Krajna and Pałuki areas, located within 
the former range of the species in the north-western Poland (Kamiński 2012).

Considering the fact that seeds from only several individuals of Gladiolus paluster from natural popu-
lation in “Łąka Sulistrowicka” were founders for plants in ex situ culture, it was appropriate to determine 
the level of “initial” genetic diversity for the newly created restored and natural populations of this species. 
Such studies are crucial for the management optimization of restitution of endangered and rare species 
(Krauss et al. 2002; Van der Mijnsbruggea et al. 2010; Weeks et al. 2011). Hence, in the present studies 
we used the DNA fingerprinting technique of amplified fragment length polymorphisms (AFLPs) to assess 
genetic diversity of G. paluster individuals maintained in ex situ culture in Botanical Garden of Wrocław 
University. We also determined in this way the genetic relationships between individuals of G. paluster, 
G. imbricatus and putative hybrids.

The obtained results confirmed that Gladiolus paluster and hybrids of G. paluster and G. imbricatus 
occur in ex situ culture. Individuals of G. paluster are characterized by a significantly lower genetic diver-
sity than G. imbricatus individuals from natural populations. Only 10% AFLP loci were polymorphic in 
G. paluster whereas in G. imbricatus there were 38% of polymorphic loci. Nei’s gene diversity was five 
times lower in G. paluster (Hj = 0.02) than in G. imbricatus (Hj = 0.11; Table 2). These both species are 
outcrossing, so it seems that the values of the parameters characterizing their genetic diversity should be 
similar. However, it should be emphasized that the observed low genetic polymorphism of G. paluster in 
cultivation may not reflect the real level of genetic diversity of species within natural populations, where 
new genotypes can arise as a result of random mating. In order to unambiguously confirm this suggestion, 
comparison with the level of genetic diversity of natural populations of G. paluster within European rage 
is needed. Our results revealed that individuals of G. paluster derived from “Łąka Sulistrowicka” were 
genetically distinct from individuals of G. paluster (Gpa-WR0401, Gpa-WR0402) originated from the 
German population (Fig. 1, Table 1). 

NJ tree revealed three well-supported (bootstrap value of 100%) clusters corresponding to Gladi-
olus paluster, G. imbricatus and hybrids (Fig. 1). A similar pattern of genetic differentiation was shown by 
PCoA where putative hybrids were intermediate positioned among G. paluster and G. imbricatus (Fig. 2). 
Bayesian analyses showed the presence of separate gene pools of G. paluster and G. imbricatus and mixed 
gene pool of hybrids (Fig. 3). It was clearly shown that all individuals from cultivation previously identified 
as G. imbricatus based on morphological characters, are hybrids of G. paluster and G. imbricatus (Figs 
1, 3). We suggest that hybridization took place already at the natural locality in the “Łąka Sulistrowicka”, 
from where seeds were collected.

Restoration efforts have resulted in the preservation of the native genotypes of Gladiolus paluster 
in ex situ culture in Botanical Garden of Wrocław University with a known level of individuals’ genetic 
diversity. We have ex situ propagated bulbs which can potentially be used now and in the future in natural 
and restored populations. We recommend simultaneous and long-term monitoring of natural and restored 
populations of G. paluster to identify parameters increasing restoration success.
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