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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 “Laka 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 “Laka Sulistrowicka” and currently grown in ex sifu culture in Botanical
Garden of Wroctaw 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 “Laka 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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WSTEP

Rodzaj Gladiolus L. (mieczyk), nalezy do rodziny Iridaceae Juss. (kosacowate) i wyste-
puje w Azji, w Europie oraz Afryce (HAMILTON 1980; MEUSEL i in. 1965). Wigkszo$¢
z ponad 260 gatunkéw nalezacych do rodzaju Gladiolus pochodzi z Afryki Potudniowej
(GOLDBLATT 1996; GOLDBLATT & MANNING 1999; MANNING i in. 2002), gdzie obszar Kraju
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Przyladkowego uwaza si¢ za centrum réznorodnosci tego rodzaju (GOLDBLATT & MANNING
1999; VALENTE i in. 2011).

Okoto 10 gatunkéw rodzaju Gladiolus jest rodzimych dla Europy (HAMILTON 1980),
wsrdd nich znajduje si¢ Gladiolus paluster Gaudin, mieczyk btotny (KuLczyNski 1919;
MIREK 1 in. 2002) (syn. G. palustris Gaudin). Jego zasi¢g, obejmujacy obszar submedi-
terrarisko-pannonisko-§rodkowoeuropejski (MEUSEL i in. 1965), charakteryzuje si¢ duzym
rozproszeniem stanowisk i gatunek jest rzadki lub bardzo rzadki. W Europie centralnej
wystepuje gtdwnie na takach trzeslicowych ze zwiazku Molinion (MATUSZKIEWICZ 2005;
Fort 2006; BiLz i in. 2011). Byt réwniez odnotowywany w fitocenozach ze zwiazku Bro-
mion erecti i w cieptolubnych dabrowach nalezacych do zespotu Carici fritschii-Querce-
tum roboris (CEROVSKY & GRULICH 1999; BERDOWSKI 2004). Na obszarach podgérskich
Europy potudniowo-zachodniej jego skala fitosocjologiczna jest szersza (SCHMITT i in.
2010). W Polsce podawany byt réwniez z ptatéw Swietlistych laséw z zespotéw Potentillo-
-Quercetum, Peucedano-Pinetum, Carpinetum betuli i w skrajnych przypadkach z muraw
kserotermicznych, prawdopodobnie z zespotu 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
1 zmniejszajaca si¢ i tak niewielka liczbg populacji, Gladiolus paluster zostal wlaczony do
grupy gatunkéw zagrozonych wyginigciem w Europie i uznany za gatunek priorytetowy
dla ochrony bioréznorodnosci (dodany do Zatacznika II DS w ramach Traktatu Akcesyj-
nego z 2003 r.). W wielu krajach zostat umieszczony na krajowych ,,czerwonych listach”
i w ,,czerwonych ksiggach”, jak np. w Bulgarii (PETROVA & VLADIMIROV 2009), Czechach
(ProcHAZKA 2001), Niemczech (KORNECK i in. 1996), Polsce (ZARZYCKI & WOIEWODA 1986;
BARYEA & CzyLOK 2001; ZARZYCKI & SZELAG 2006), Stowacji (MEREDA & HODALOVA
2011), Szwajcarii (MOSER i in. 2002), Ukrainie (DiDUCH 2009) czy na Wegrzech (KIRALY
2007). Ujety jest takze na europejskiej (BILz 1 in. 2011) oraz Swiatowej ,,czerwonej liScie”
zagrozonych gatunkéw ro§lin (WALTER & GILLETT 1998; BiLz 2011). Na podstawie ostat-
nich raportéw monitoringu gatunkéw chronionych, sporzadzonych w 2008 r. przez kraje
cztonkowskie UE (w ramach art. 17 Dyrektywy Siedliskowej) wykazano, Ze stan zacho-
wania populacji G. paluster w Polsce, Czechach, Stowacji, Francji oraz na Wegrzech jest
bardzo zty (kategoria U2; ANoNYMOUS 2005).

W Polsce Gladiolus paluster jest jednym z najrzadszych i najbardziej zagrozonych
wyginigciem elementéw flory (BARYEA & CzyLok 2001). Wystepuje obecnie na jednym
stanowisku naturalnym, potozonym w rezerwacie przyrody ,,Laka Sulistrowicka” w masy-
wie SIQZy na Dolnym Slasku, ktére jest objete monitoringiem (KAMINSKI 2012). Pozostate,
dzi$ juz historyczne stanowiska, zlokalizowane byly gtéwnie w pétnocno-zachodniej i potu-
dniowo-zachodniej czgsci Polski (ZAJAc & Zasac 2001; BErbowskl 2004). Doktadna ana-
liza Zrédet XIX i XX-wiecznych pokazuje, ze na terenie samego Pomorza i Wielkopolski
gatunek posiadat 12 stanowisk (KUHLING 1866; PREUSS 1883; ABROMEIT 1892, 1897; PFUHL
1896; MILLER 1902; Bock 1908; ABROMEIT i in. 1940), czyli wigcej, niz wynikatoby to
z dotychczasowych danych (Zajac & Zasac 2001; BERDOwsSKI 2004). Uwaza sig, ze ostat-
nie stanowisko na terenie Polski pétnocnej, potozone w obregbie rezerwatu Dziki Ostréw
koto Bydgoszczy zanikto w drugiej potowie XX w. (BERDOWSKI 2004).
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Przyczyna ztego stanu i drastycznego zmniejszenia liczby populacji Gladiolus palu-
ster byla zmiana form uzytkowania i osuszanie tak i laséw, w ktérych gatunek wystepo-
wal. W celu jego ochrony w Polsce, zainicjowano dziatania, ktérych efektem ma by¢ jego
ponowne wprowadzenie do siedlisk naturalnych. Prace zwigzane z restytucja G. paluster
zostaty rozpoczgte w 2004 r. Material wyj$ciowy stanowity nasiona pobrane z kilku ocalatych
okazow mieczykdéw z rezerwatu ,.f.aka Sulistrowicka”. W Ogrodzie Botanicznym Uniwersy-
tetu Wroctawskiego rosliny rozmnozono i w 2009 r. cz¢$¢ z nich reintrodukowano na stano-
wisko naturalne na ,.kace Sulistrowickiej”, a czg$¢ introdukowano na stanowiska zastgpcze,
potozone gléwnie na terenie Dolnego Slaska. W 2014 r. planowane jest przeprowadzenie
monitoringu stanu tych populacji i ocena skutecznos$ci prowadzonych zabiegéw. W ramach
tych dziatari ochronnych, w 2011 r. wysadzono réwniez ok. 5000 sztuk mieczyka blotnego
na 10 stanowiskach zastgpczych na terenie Krajny i Paluk w wojewddztwie kujawsko-pomor-
skim (projekt POIS.05.01.00-00-329/10, finansowany ze Srodkéw Unii Europejskiej i Naro-
dowego Funduszu Ochrony Srodowiska i Gospodarki Wodnej, realizowany przez Polskie
Towarzystwo Ochrony Przyrody ,,Salamandra” we wspétpracy z wroctawskim ogrodem).

Biorac pod uwagg fakt, ze materialem wyjSciowym dla tworzonych populacji byto tylko
kilka osobnikéw Gladiolus paluster z populacji naturalnej, inspiracja do podj¢cia przez nas
badan molekularnych bylo ustalenie poziomu zmienno$ci i zréznicowania genetycznego
osobnikéw Gladiolus utrzymywanych w uprawie. Jest to wazny aspekt restytucji, poniewaz
dla nowo tworzonych, potencjalnych populacji tego gatunku, osobniki z uprawy stano-
wig pule ,,poczatkowej” zmiennoSci genetycznej. Takie badania sg uwazane za kluczowe
w przypadku planowania prac zwigzanych z restytucja gatunkéw rzadkich i zagrozonych
(KrAuUss 1 in. 2002; VANDER MIINSBRUGGEA 1 in. 2010; WEEKS i in. 2011). Dodatkowo,
wyniki wczesniejszych badari morfologicznych osobnikéw z ,,k.aki Sulistrowickiej”, wyka-
zaty obecno$¢ G. paluster, G. imbricatus, jak rowniez osobnikéw o cechach posrednich
pomiedzy G. paluster i G. imbricatus (KAMINSKI 2012). Jednocze$nie, kondycja populacji
w czasie pobierania materiatu do uprawy ex sifu (7 okazéw) nie dawata mozliwosci selek-
tywnego wyboru osobnikéw G. paluster, a zatem istotne byto réwniez ustalenie statusu
taksonomicznego osobnikow pozostajacych w uprawie.

W zwiagzku z powyzszym, celami badai przedstawionymi w niniejszej pracy bytly:
(1) analiza zmiennoSci genetycznej Gladiolus paluster w obrgbie osobnikéw znajdujacych si¢
w uprawie ex situ, zlokalizowanej na terenie Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu Wroctaw-
skiego, (2) ustalenie relacji genetycznych pomig¢dzy uprawianymi osobnikami G. paluster
pochodzacymi z europejskich populacji, (3) analiza zmiennos$ci wewnatrz- i mi¢dzypopula-
cyjnej G. imbricatus w oparciu o material pochodzacy z wybranych, naturalnych stanowisk
z terenu Polski oraz (4) ustalenie relacji genetycznych pomig¢dzy osobnikami Gladiolus
z uprawy ex situ i G. imbricatus z naturalnych populacji.

MATERIAL I METODY

Badaniami objgto materiat ro§linny z 49 osobnikéw pochodzacych z uprawy, znajdujacej si¢ w Ogro-
dzie Botanicznym Uniwersytetu Wroctawskiego, ktéry obejmowat osobniki morfologicznie oznaczone
jako: Gladiolus paluster, G. imbricatus, przypuszczalne mieszance tych gatunkéw oraz 29 osobnikéw
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Tabela 1. Gladiolus paluster, G. imbricatus oraz mieszafice pomi¢dzy G. paluster i G. imbricatus objete badaniami
genetycznymi metoda AFLP. UWr — Uniwersytet Wroctawski

Table 1. Gladiolus paluster, G. imbricatus and hybrids of G. paluster and G. imbricatus studied using AFLPs.
UWr — Wroctaw University

Liczba
Takson Skrét Nazwy osobnikéw | osobnikéw Stanowisko
Taxon Acronym | Names of individuals | Number of Locality
individuals

uprawa w Ogrodzie Botanicznym UWr, roSliny z rezer-
watu ,,k.aka Sulistrowicka”

ex situ culture in Botanical Garden of UWTr, plants from
the “Laka Sulistrowicka” reserve

WR0202-WR0211
WRO0213-WR0217 22
WR0219-WR0224

Gladiolus Gpa uprawa w Ogrodzie Botanicznym UWr, rosliny z popu-
paluster lacji niemieckiej — Baden-Wiirttemberg, Landkreis
WRO401-WRO402 9 Konstanz, rezerwat Wollmatinger Ried

ex situ culture in Botanical Garden of UWr, plants from
the German population — Baden-Wiirttemberg, Land-
kreis Konstanz, Wollmatinger Ried reserve

mieszarice WROIOI-WRO116 e s resomwate sk Sulsrowicka’
K Gpa-Gim | WR0501-WR0507, 24 ac at o Lax
hybrids ex situ culture in Botanical Garden of UWTr, plants from
WRO0601 « . c
the “Faka Sulistrowicka” reserve

uprawa w Ogrodzie Botanicznym UWr, rolina z popu-
lacji czeskiej — Morawy, nad rzeka Dyja

ex situ culture in Botanical Garden of UWr, plant from
the Czech population — Moravia, on the Dyja river

Gim WRO0301 1

populacja naturalna, Polska — Kostrze — Koto Tynieckie,
Gim-K 1 N50°01" E19°49

natural population, Poland — Kostrze — Koto Tynieckie,
Gladiolus N50°01" E19°49'
imbricatus populacja naturalna, Polska — Pod Polankami,
N49°40" E19°25'
natural population, Poland — Pod Polankami,
N49°40" E19°25'
populacja naturalna, Polska — Przy Pustelnikach,
N49°49" E19°26'
natural population, Poland — Przy Pustelnikach,
N49°49" E19°26'

Gim-Pp 9

Gim-Prz 9

G. imbricatus, zebranych z trzech naturalnych populacji z terenu Polski (Tab. 1). W grupie z uprawy
uwzgledniono réwniez osobniki pochodzace z populacji spoza granic Polski: z Niemiec (WRO0401,
WRO0402), oznaczone jako G. paluster oraz osobnik z Czech (WR0301), oznaczony jako G. imbricatus.
W sumie przeanalizowano 78 osobnikéw.

Analizy molekularne przeprowadzone metoda AFLP

Pojedyncza prébe w analizach molekularnych stanowit fragment liscia. Catkowite DNA z wszystkich préb
wyizolowano zestawem DNAazy Mini kit 96 (typ kolumienkowy; Qiagen) wedlug procedury podanej
przez producenta. Jako$¢ oraz ilo§¢ DNA w poszczegdlnych prébach sprawdzono na zelu agarozowym.
Analizy molekularne przeprowadzono metoda AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
wedlug protokotu podanego przez Vos’A i in. (1995), z modyfikacjami (RONIKIER i in. 2008). Ana-
liz¢ przeprowadzono w dwdch etapach. Etap wstgpny obejmowatl pilotaz poszczegdlnych etapow tej
metody, tj. reakcje restrykcji, ligacji, pre-PCR i selektywnego PCR (w tym kontrol¢ na zelu agarozowym
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i elektroforeze¢ fragmentéw DNA na sekwencjonerze), test powtarzalno$ci metody oraz test i wybor par pri-
meréw, ktére nastgpnie uwzgledniono w analizie calego badanego materiatu. W czg¢$ci zasadniczej metody
wykonano analiz¢ 78 osobnikéw z uzyciem trzech par primeréw: EcoACA-MseCAC, EcoAGG-MseCTG
oraz EcoACT-MseCAG. Poszczeg6lne etapy analizy byly przeprowadzone na termocyklerze firmy Applied
Biosytems, a rozdziat produktu reakcji selektywnego PCR-u przeprowadzono z wykorzystaniem standardu
masowego ROX-500 (Applied Biosystems) na sekwencjonerze ABI Prism 3130 (Applied Biosystems).
Dla kazdego gatunku w analizach uwzglgdniono replikaty genotypowania (ok. 10-15% badanych proéb),
pozwalajace na kontrolg¢ powtarzalnoSci uzyskanych profiléw i eliminacj¢ niepowtarzalnych fragmentéw
DNA. Préby replikowane pochodzity z jednego izolatu DNA.

Analiza danych uzyskanych metoda AFLP

Ostatecznym efektem analizy AFLP byty otrzymane profile fragmentéw DNA w zakresie wielkosSci
50-500 bp, ktdre przeanalizowano programem GENEMAPPER 3.7 (Applied Biosystem), manualnie spraw-
dzono, a nastgpnie dodatkowo przeanalizowano za pomoca programu SCANAFLP (HERRMANN i in. 2010),
w celu otrzymania powtarzalnych marker6w genetycznych. Dane zapisano w postaci zero-jedynkowej
matrycy danych (brak fragmentu / fragment obecny), stanowiacej podstawe analiz statystycznych.

Poziom polimorfizmu w populacjach / taksonach zostal okres§lony na podstawie udziatu fragmentéw
polimorficznych (P, P%), fragmentéw charakterystycznych (P, — fragment obecny u co najmniej 1 osob-
nika z danej populacji / taksonu, nieobecny w innych populacjach / taksonach), fragmentéw prywatnych
(P, — fragment obecny u wszystkich osobnikéw z populacji / taksonu, nieobecny w innych popula-
cjach / taksonach), jak réwniez wartoSci wspétczynnika zmiennos$ci genetycznej Nei’a (Hj) (NEI 1987),
obliczonych przy uzyciu programéw AFLPdat (EHRICH 2006) oraz FAMD 1.25 (SCHLUTER & HARRIS 2006).

Wzajemne zaleznoSci pomig¢dzy badanymi osobnikami, populacjami i taksonami przeanalizowano
za pomoca dendrogramu odlegtosci 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 analiz¢ gtéwnych wspétrzednych (PCoA — Principal Coordinate Analysis), w ktérej uwzgled-
niono matryce odlegtosci genetycznych NEI & L1 (1979), wykonanej z uzyciem programu FAamD 1.25
(SCHLUTER & HARRIS 2000).

Struktura genetyczna badanych taksonéw Gladiolus byta analizowana za pomoca programu STRUCTURE
2.2.4 (FALUSH i in. 2007), wykorzystujacego analize Bayesowskiego grupowania osobnikéw z uzyciem
algorytmu metody Monte Carlo i tancuchéw Markowa (Markov Chain Monte Carlo; MCMC). Zastoso-
wano model mieszany i niezalezng frekwencj¢ alleli. Markery AFLP sg markerami dominujacymi, dla-
tego przyjeto model uwzgledniajacy obecnosé alleli recesywnych. Przetestowano liczbe grup (K) od 1
do 6. Dla kazdego K wykonano 5 powtérzen, w celu sprawdzenia powtarzalnosci wynikéw grupowania
poszczegdlnych osobnikéw. Za pomoca programu STRUCTURE-SUM-2009 2.3.3 (EHRICH i in. 2007) podsu-
mowano otrzymane wyniki ze STRUCTURE. Na podstawie wartosci wspdtczynnika podobieristwa pomigdzy
powtérzeniami dla kazdego K, wartosci AK oraz prawdopodobieristwa K (EVANNO i in. 2005) okreslono
optymalng liczb¢ grup (K) dla poszczegdlnych analiz.

Poziom zmiennosci genetycznej wewnatrz- i migdzypopulacyjnej Gladiolus imbricatus oszacowano za
pomoca analizy wariancji molekularnej (AMOVA). Z uzyciem AMOVA przetestowano réwniez wyniki
grupowania osobnikow otrzymane w wyniku analizy Bayesowskiej. Analizy wykonano przy wykorzy-
staniu programu ARLEQUIN 3.5.1.2 (EXCOFFIER & LISCHER 2010), a istotno$§¢ wynikéw oszacowano na
podstawie 1000 powtérzei.

WYNIKI BADAN

W analizie AFLP, uwzgledniajac 78 osobnikéw, przy uzyciu trzech par selektywnych
primeréw: EcoACA-MseCAC, EcoAGG-MseCTG, EcoACT-MseCAG otrzymano tacz-
nie 239 powtarzalnych i informatywnych fragmentéw AFLP, z czego 190 (79,5%) byto
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polimorficznych dla badanych taksonéw. Srednio, dla pojedynczego badanego osobnika,
uzyskano 136 fragmentéw AFLP. Powtarzalno$§¢ profilow AFLP byla wysoka i wyno-
sita 95%.

Zmiennos$¢ i zréznicowanie genetyczne
osobnikéw Gladiolus z uprawy

Osobniki Gladiolus paluster, pochodzace z uprawy w Ogrodzie Botanicznym Uniwersy-
tetu Wroctawskiego, charakteryzowaty si¢ najnizszym poziomem polimorfizmu sposréd
wszystkich badanych osobnikéw. Dla 24 osobnikéw G. paluster stwierdzono 25 (10%)
polimorficznych fragmentéw AFLP, 9 (4%) fragmentow charakterystycznych (P,) i nie
odnotowano fragmentéw prywatnych (P,). Wartos¢ wspélczynnika zmiennosci genetycz-
nej Nei’a (H;) wynosita 0,022 (Tab. 2). Przypuszczalne mieszarice pomiedzy G. paluster
i G. imbricatus charakteryzowaty si¢ wyzszym poziomem zmiennosci niz G. paluster i dla
nich odnotowano 67 (28%) polimorficznych fragmentéw AFLP, wspétczynnik zmiennosci
genetycznej Nei’a (H;) osiagnat wartos¢ H; = 0,089 i nie stwierdzono fragmentow prywat-
nych AFLP (P,). Natomiast liczba fragmentéw charakterystycznych (Pg) u mieszancow
wynosita 3 (1%) i byta nizsza niz u G. paluster (Tab. 2).

Poréwnanie wartoSci odlegto$ci genetycznych Fgr pomigdzy grupami osobnikéw znaj-
dujacymi si¢ w uprawie oraz populacjami naturalnymi Gladiolus imbricatus wykazato, ze
osobniki G. paluster charakteryzowaty si¢ najwigksza odrebnoScia genetyczng od pozosta-
tych uwzglednionych w badaniach (zakres Fgp wahat si¢ od 0,81 do 0,92; Tab. 3). Stwier-
dzono, ze osobniki z uprawy, oznaczone na podstawie morfologii jako G. imbricatus, ktére
zostaly przeniesione z rezerwatu ,,k.aka Sulistrowicka”, genetycznie nie odrdzniaty si¢ od
osobnikéw o cechach posrednich z uprawy (Fgr= 0,09, P = 0,1).

Tabela 2. Parametry zmiennosci genetycznej AFLP Gladiolus paluster, G. imbricatus oraz mieszaficow G. paluster
i G. imbricatus. N — liczba badanych osobnikéw metoda AFLP, P — liczba prazkéw polimorficznych, P% — procent
prazkéw polimorficznych, Py, / P, — fragmenty charakterystyczne / fragmenty prywatne, H; — wspdtczynnik zmiennosci
genetycznej Nei’a. Skroty nazw wedtug 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, P, / P, — diagnostic / private AFLP fragments, H; — coefficient of Nei’s genetic diversity.
Abbreviations as in Table 1

Takson
Taxon N P P% P, P, H;
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 8
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ZmiennoS$¢ i zréznicowanie Gladiolus imbricatus z naturalnych populacji

Gladiolus imbricatus z naturalnych populacji posiadatl 92 (38%) polimorficzne fragmenty
AFLP, 30 (13%) fragmentéw charakterystycznych (P,) i 1 (0,4%) fragment prywatny AFLP
(Pp). Wspdtczynnik zmiennoSci genetycznej G. imbricatus wynosit H;=0,110 (Tab. 2).
Ogolnie, gatunek ten charakteryzowat si¢ znaczaco wyzszym poziomem zmiennosci gene-
tycznej niz G. paluster z uprawy.

Badane populacje naturalne Gladiolus imbricatus cechowaty si¢ poréwnywalnym pozio-
mem zmiennosSci genetycznej. Liczba polimorficznych fragmentéw AFLP w trzech popu-
lacjach G. imbricatus byta wyréwnana i wynosita odpowiednio: w populacji Gim-K — 60
(25%), w Gim-Pp — 61 (26%) 1 w Gim-Prz — 59 (25%). Dla kazdej populacji odnotowano
obecno$¢ fragmentéw charakterystycznych (P.,), odpowiednio: 5 w populacji Gim-Pp,
4 w populacji Gim-K oraz 2 w populacji Gim-K (Tab. 2). Natomiast w zadnej populacji
G. imbricatus nie stwierdzono prywatnych fragmentéw AFLP (P,). Wartosci wspétczyn-
nika zmiennoS$ci genetycznej Nei’a (Hj) w poszczegdlnych populacjach G. imbricatus byty
wyréwnane wynoszac 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 wynikéw analizy
wariancji molekularnej (AMOVA) wykazato, ze gatunek charakteryzowat si¢ znaczaco
wyzsza warto$cig sktadowej wewnatrzpopulacyjnej w stosunku do skladowej migdzy-
populacyjnej catkowitego zréznicowania genetycznego (Tab. 4). Poréwnanie odlegtosci
genetycznych Fgr wykazato, ze populacja G. imbricatus z Kostrza réznila si¢ genetycznie
zaréwno od populacji ze stanowiska Pod Polankami (Fgr = 0,27; P <0,001), jak i od popu-
lacji ze stanowiska Przy Pustelnikach (Fsr=0,29; P<0,001). Natomiast populacje ze sta-
nowisk Pod Polankami i Przy Pustelnikach byty genetycznie podobne (Fsr= 0,06; P =0,1;
Tab. 3).

Tabela 3. Odleglosci genetyczne (Fst) pomigdzy badanymi grupami osobnikéw i populacji Gladiolus, oszacowane na
podstawie wynikéw analizy AFLP, * — P<0,001. Skréty wedtug tabeli 1

Table 3. Parwise genetic distances (Fsy) 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 0,817 -
Gim-K 0,92° 0,78" -
Gim-Pp 0,92* 0,77 0,27 -
Gim-Prz 0,92* 0,77 0,29 0,06 -

Wartosci odlegtosci genetycznych Fgp pomigdzy trzema naturalnymi populacjami Gla-
diolus imbricatus w odniesieniu do taksonéw znajdujacych si¢ w uprawie, tj. G. palustre
oraz prawdopodobnych mieszaricow byty wysokie i oscylowaty w przedziale od Fgr= 0,77
do Fsr=10,92 (P<0,001; Tab. 3).

Przeprowadzona analiza skupieni oraz analiza gtdwnych koordynatéw (PCoA) z uwzgled-
nieniem macierzy odlegtosci genetycznych NEI & L1 (1979) pomiedzy wszystkimi badanymi
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Tabela 4. Wyniki analizy wariancji molekularnej (AMOVA) Gladiolus paluster, G. imbricatus oraz mieszancéw
G. paluster i G. imbricatus na podstawie 239 fragmentéw 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

Zrédto zmienno$ci af Suma kwadratéw | Poziom wariancji Procent wariancji
Source of variation o Sum of squares Level of variance | Percentage of variance

Gladiolus imbricatus

Migdzy populacjami

: 2 81,99 3,11 22,03
Among populations
Wewnauiz populacji 26 286,63 11,02 77,97
Within populations
Suma "
Total 28 368,62 14,14 Fer=0,22

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

Miedzy taksonami

2 1859,85 33,89 74,61
Among taxa

Migdzy populacjami
w taksonach 3 109,54 2,70 5,94
Among populations within taxa

Wewnatrz populacji

Within populations 72 636,03 8,83 19.45
Suma «
Total 77 2605,42 45,42 Fsr=0,81

osobnikami Gladiolus, wykazaty istnienie trzech grup, odpowiadajacych G. paluster
z uprawy, formom poSrednim pomigdzy G. paluster i G. imbricatus rOwniez z uprawy
w Ogrodzie Botanicznym 1 G. imbricatus z naturalnych populacji (Ryc. 1, 2). Okazato
si¢, ze osobniki z uprawy, oznaczone na podstawie morfologii jako G. imbricatus, utwo-
rzyly wspdlng grupe z osobnikami o cechach przejsciowych G. paluster 1 G. imbricatus.
Na podstawie wynikéw AFLP, potwierdzono wystgpowanie w uprawie G. paluster oraz
mieszancéw pomiedzy G. paluster i G. imbricatus, ktére zostaty przeniesione do uprawy
z rezerwatu ,.Eaka Sulistrowicka”. Potwierdzono réwniez, ze okazy w uprawie pochodzace
z Niemiec (Gpa-WRO0401 i Gpa-WRO0401) naleza do G. paluster. Natomiast okaz znajduja-
cej si¢ w uprawie, otrzymany z Czech (Gim-WRO0301) to G. imbricatus (Ryc. 1, 2).

Na podstawie analizy Bayesowskiej, przeprowadzonej dla wszystkich badanych osob-
nikow Gladiolus z populacji naturalnych i uprawy stwierdzono, ze optymalny podzial na

E—

Ryc. 1. Analiza skupieni 78 osobnikéw Gladiolus paluster (Gpa), mieszancéw G. paluster i G. imbricatus (Gpa-Gim),
pochodzacych z uprawy w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Wroctawskiego oraz G. imbricatus (Gim) z populacji
naturalnych (Gim-K, Gim-Pp, Gim-Prz), oparta na analizie AFLP i odlegtosciach genetycznych (wspétczynnik Nei
& Li) z zastosowaniem metody UPGMA. Na dendrogramie zaznaczono osobniki G. paluster z Niemiec (Gpa-WR0401,
Gpa-WRO0402) oraz G. imbricatus z Czech (Gim-WRO0301). Skréty nazw wedtug 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 Wroctaw 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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Ryec. 2. Analiza gtéwnych wspétrzednych (PCoA) oparta na matrycy odlegtosci genetycznych (wspétczynnik Nei & Li)
— diagram rozrzutu 78 osobnikéw Gladiolus paluster (Gpa), mieszaincOw G. paluster i G. imbricatus (Gpa-Gim), pocho-
dzacych z uprawy w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Wroctawskiego oraz G. imbricatus (Gim) z populacji natu-

ralnych wzglgdem 1 i 2 osi. Na diagramie zaznaczono osobniki G. paluster z Niemiec (Gpa-WR0401, Gpa-WR0402)
oraz G. imbricatus z Czech (Gim-WRO0301). Skréty nazw wedtug 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 Wroctaw 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

grupy okreSlony na podstawie wartoSci AK oraz prawdopodobiefistwa K zachodzi przy
K =2. Wyréznione grupy odpowiadaja osobnikom G. paluster i G. imbricatus (Ryc. 3A).
U wszystkich osobnikow z uprawy o posrednich cechach morfologicznych, stwierdzono
poréwnywalny udziat pul genetycznych charakterystycznych dla G. paluster i G. imbrica-
tus. Analiza jednoznacznie potwierdzita oznaczenie osobnika Gim-WRO0301 z Czech jako
G. imbricatus.

Kolejny poziom analizy Bayesowskiej przy K =3 wykazal, ze osobniki mieszaf-
cowe z uprawy cechuja si¢ odrgbng pula genetyczng w odniesieniu do Gladiolus paluster
i G. imbricatus (Ryc. 3B). Wyniki analizy wariancji molekularnej (AMOVA) z uwzglednie-
niem podziatu na trzy wyréznione grupy, przyjetym na podstawie wynikow analizy STRUC-
TURE, potwierdzily wystepowanie G. paluster, G. imbricatus oraz mieszancéw pomigdzy
G. paluster i G. imbricatus w badanym materiale (P <0,01; Tab. 4).
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mieszance
Gladiolus imbricatus |G. imbricatus i G. palusterl Gladiolus paluster |

- PF
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|  Gladiolus imbricatus | G. imbricatus | G. paluster| ~ Gladiolus paluster |

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

Ryec. 3. Analiza Bayesowska osobnikow Gladiolus paluster (Gpa), mieszancéw G. paluster i G. imbricatus (Gpa-Gim),
pochodzacych z uprawy w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Wroctawskiego oraz G. imbricatus z populacji natu-
ralnych (Gim-K, Gim-Pp, Gim-Prz), oparta na wynikach AFLP. Zaznaczono osobniki z uprawy, pochodzace z Niemiec
— % %G. paluster (Gpa-WR0401, Gpa-WR0402) oraz z Czech — *G. imbricatus (Gim-WR0301). Kolory odpowiadaja
poszczegblnym pulom genetycznym: A. K =2 i B. K = 3. Skréty nazw wedtug 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 Wroctaw 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

DySsKUSIA

Na podstawie przeprowadzonych badart AFLP stwierdzono, ze w uprawie mieczykéw, pocho-
dzacych z ,Eaki Sulistrowickiej”, w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Wroctawskiego
znajduja si¢ Gladiolus paluster oraz mieszanice pomiedzy G. paluster i G. imbricatus. Wyka-
zano, ze wszystkie osobniki z uprawy, na podstawie cech morfologicznych oznaczone jako
G. imbricatus, sa mieszaficami G. paluster i G. imbricatus. Potwierdzono takze, ze w upra-
wie znajduje si¢ G. paluster, pochodzacy z Niemiec (Gpa-WR0401 i Gpa-WR0402) oraz
G. imbricatus, pochodzacy z Czech (Gim-WRO0301; Ryc. 1, 2, 3).

Osobniki Gladiolus paluster z polskiej populacji charakteryzowaty si¢ istotng odrgbno-
Scig genetyczng od osobnikdw z populacji niemieckiej (Ryc. 1). W wyniku badan wykazano,
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ze G. paluster z uprawy charakteryzowat si¢ prawie czterokrotnie nizsza zmiennoscia gene-
tyczng niz G. imbricatus, pochodzacy z populacji naturalnych (Tab. 2). Uwzgledniajac
informacje, ze oba gatunki sa obcopylne wydaje si¢, ze wartoSci parametréw charakte-
ryzujacych poziom zmiennosci genetycznej obu gatunkéw powinny by¢ zblizone. Nalezy
jednak podkresli¢, ze w przypadku G. paluster material z uprawy pochodzit jedynie od
kilku ocalatych osobnikéw w rezerwacie ,,f.aka Sulistrowicka”. Stwierdzony niski polimor-
fizm genetyczny G. paluster moze nie odzwierciedla¢ rzeczywistego poziomu zmiennosci
genetycznej naturalnych populacji. W celu jednoznacznego potwierdzenia tego faktu nale-
zatoby poréwnaé polimorfizm populacji z uprawy z naturalnymi populacjami G. paluster
z europejskiego zasiggu.

Analiza AFLP potwierdzita obecno§¢ w uprawie osobnikéw o cechach posrednich
pomigdzy G. paluster i G. imbricatus. Na podstawie obserwacji wystgpowania gatunkéw
ro§lin w rezerwacie ,,t.aka Sulistrowicka” wiadomo, ze w mikropopulacji G. paluster,
z ktdrej bezposrednio pobrano nasiona do uprawy, nie wspoétwystepowat G. imbricatus.
Jednoczes$nie w najblizszym otoczeniu w obrebie rezerwatu oraz na sasiadujacej tace
juz poza rezerwatem, wystgpowaty duze populacje G. imbricatus (KAMINSKI 2012). To
wskazuje, ze mogta zaj$¢ hybrydyzacja pomi¢dzy G. paluster i G. imbricatus w popula-
cji naturalnej. Przeprowadzona odr¢gbna analiza zr6znicowania sekwencji chloroplasto-
wego i jadrowego DNA rowniez nie potwierdzita obecno$ci G. imbricatus w uprawie.
Wykazano rozbieznosci w przyporzadkowaniu osobnikéw morfologicznie okreslonych
jako G. imbricatus, pochodzacych z uprawy (CIESLAK & SZCZEPANIAK, dane niepu-
blikowane). W przypadku analizy DNA chloroplastowego zostaly one umieszczone
w grupie z G. paluster, a w analizie regionu ITS jadrowego DNA zostatly wlaczone do
grupy z G. imbricatus. Ich obecno$¢ w grupie z G. paluster w przypadku fragmentéw
chloroplastowych $wiadczy o tym, ze dla tych osobnikéw gatunkiem matczynym byt
G. paluster. Z drugiej strony, przyporzadkowanie tych osobnikéw do grupy G. imbrica-
tus w analizie regionu jadrowego DNA wskazuje, ze jest to gatunek ojcowski dla tych
osobnikéw. Natomiast brak sekwencji specyficznych ITS dla okazéw mieszancowych
moze oznaczaé, ze w obrebie jadrowego DNA proces homogenizacji postgpowat w kie-
runku zachowania genotypu ojcowskiego gatunku, tj. G. imbricatus. Taki rozktad zmien-
nosci genetycznej sugeruje, ze sam proces hybrydyzacji zaszedt stosunkowo dawno na
stanowisku naturalnym na obszarze ,.taki Sulistrowickiej”, skad ro§liny zostaly prze-
niesione do uprawy (CIESLAK & SZCZEPANIAK, dane niepublikowane). Jednakze aktualna
kondycja i liczebno$¢ populacji w rezerwacie nie pozwala na potwierdzenie powyzszego
przypuszczenia.

W rezultacie rozpoczetych dziataii majacych na celu restytucje Gladiolus paluster w Pol-
sce wszystko wskazuje no to, ze udato si¢ zachowac rodzimy materiat ro§linny z rezerwatu
»Laka Sulistrowicka”; do dyspozycji pozostaja namnozone ro$liny o znanym poziomie
zmiennoSci genetycznej, ktére moga by¢ potencjalnie wykorzystane obecnie i w przy-
sztosci. W ramach prowadzonej restytucji pozwoli to z jednej strony na ochrong rodzi-
mych genotypdw, a z drugiej — na zachowanie czg¢Sci réznorodnosci genetycznej catego
gatunku. Natomiast konieczny jest monitoring i stata ocena kondycji genetycznej odtwarza-
nych populacji, poniewaz cz¢sto w przypadku reintrodukeji gatunkéw wskutek obnizenia
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efektywnej wielkoSci populacji obserwowane sg efekty dziatania proceséw genetycznych,
takich jak dryf genetyczny, efekt szyjki butelki czy wysoki poziom inbredu w populacjach.
Wszystko to prowadzi do znacznego spadku zmiennoSci genetycznej, a w konsekwencji
do obnizenia potencjalu adaptacyjnego gatunku, co moze by¢ istotnym powodem wygi-
nigcia reintrodukowanych osobnikéw na danym stanowisku (VANDER MIJNSBRUGGEA 1 in.
2010; VoLis i in. 2011; WEEKS i in. 2011). W przypadku restytucji gatunkéw zagrozonych,
gdzie ograniczony materiat ro§linny czgsto stanowi wyjSciowa pulg genetyczng, w uprawie
nalezy zwrécic¢ szczegdlng uwage na wysiewanie nasion uzyskanych w wyniku zapylenia
krzyzowego, co w pewnym stopniu moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia réznorodnosci
genotypowej populacji zachowawcze;j.

W zwiazku z zagrozeniami dla trwalosci gatunkéw czy populacji, wynikajacymi
ze wspotczesnych zmian §rodowiska, wzrasta zapotrzebowanie na tworzenie populacji
zastgpczych, czyli translokacji, jako jednego ze sposobéw prowadzenia dziatan czynnej
ochrony (WEEKS i in. 2011). W celu zapewnienia dtugoterminowej trwalosci popula-
cji gatunkéw, programy ochronne powinny uwzglednia¢ zagadnienia dotyczace gene-
tyki populacji i koncentrowac si¢ na wzroscie genetycznego potencjatu adaptacyjnego
oraz przywrdceniu réznorodnoSci genetycznej populacji i gatunkéw introdukowanych
(KRrAUSS i in. 2002).

Wazny jest rowniez monitoring populacji re- i introdukowanych w dlugiej perspek-
tywie czasowej i publikowanie petnych wynikow obserwacji, zaréwno potwierdzajacych
sukces jak 1 niepowodzenie introdukcji (DRAYTON & PRIMACK 2012). Obserwowane rezul-
taty restytucji gatunkéw rzadkich i zagrozonych wskazuja, ze obecnie najpilniejszymi sg
badania z zakresu ich ekologii i biologii. Ta wiedza pozwoli na skuteczniejsza uprawe
zachowawcza 1 rozmnazanie roSlin, lepsza ocen¢ nowych siedlisk i ich przygotowanie
przed posadzeniem ro$lin, co zwigkszy szanse przetrwania osobnikéw. Istotne jest tez, aby
uprawy zachowawcze zawieraly materiat, ktéry przy tworzeniu nowych populacji bedzie
odzwierciedlat rzeczywisty poziom zmienno$ci i / lub zréznicowania genetycznego danej
populacji (DRAYTON & PrRIMACK 2012). O pelnym sukcesie re- lub introdukcji mozemy
moéwi¢ w przypadku takiej populacji, w ktérej rosng kolejne pokolenia osobnikéw, czyli
zachowana jest struktura demograficzna, co umozliwia cigglo$¢ trwania gatunku w prze-
strzeni i czasie (FAHSELT 2007; GODEFROID i in. 2011). Wydaje si¢, ze udalo si¢ osiagnac
taki sukces na stanowiskach zastgpczych Aldrovanda vesiculosa (KAMINSKI 2004) oraz
na utworzonym stanowisku zastepczym dla Cochlearia polonica, znajdujacym si¢ w 7Zré-
dlisku rzeki Centurii (Wyzyna Krakowsko-Slaska) (KAZMIERCZAKOWA 2004; CIESLAK
i in. 2007, 2010). Natomiast w przypadku Carlina onopordifolia, wieloletnie obserwacje
wskazuja na potowiczny sukces introdukcji, gdyz nie udato si¢ do tej pory w populacjach
introdukowanych odtworzy¢ petnej struktury demograficznej, charakterystycznej dla popu-
lacji naturalnych gatunku (KAZmIERCZAKOWA 2003). Rozpatrywanie jedynie kilkuletniego
przezycia osobnikéw introdukowanych w kategoriach sukcesu jest zwykle przedwcze-
sne, poniewaz ich §mier¢ moze nastapi¢ w latach kolejnych, co jest zreszta potwierdzane
w wyniku obserwacji wielu gatunkéw, takich jak np. Aralia racemosa, Lobelia cardina-
lis, Aquilegia canadensis czy Saxifraga marylandica (GODEFROID i in. 2011; DRAYTON
& PriMACK 2012).



62 Fragm. Florist. Geobot. Polon. 21(1), 2014
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w ramach programu finansowanego przez Uni¢ Europejska ze Srodkéw Europejskiego Funduszu Roz-
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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 (BARYEA & 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 19" century in the north-west and south-west of today’s Poland (KUHLING 1866;
PrEUSS 1883; ABROMEIT 1892, 1897; ABROMEIT et al. 1940; PFUHL 1896; MILLER 1902; Bock 1908; ZAJAC
& Zayac 2001; BERDOWSKI 2004). Currently, occurrence of G. paluster was confirmed only in one locality
in the “Eaka Sulistrowicka” reserve on the Radunia Mt. within the Sleza Mt. massif in the Sudety Foothills
(Lower Silesia) (KamiNskI 2012). This locality of G. paluster was subjected to monitoring (KAMINSKI 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 Wroctaw
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 “Laka Sulistrowicka” reserve were col-
lected in 2004 and sown in ex sifu culture in Botanical Garden of Wroctaw 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 sifu 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 Patuki areas, located within
the former range of the species in the north-western Poland (KAMINSkI 2012).

Considering the fact that seeds from only several individuals of Gladiolus paluster from natural popu-
lation in “Laka 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 MIUNSBRUGGEA 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 Wroctaw
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 (H; = 0.02) than in G. imbricatus (H; = 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 “Laka Sulistrowicka” were
genetically distinct from individuals of G. paluster (Gpa-WR0401, Gpa-WRO0402) 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 “Laka 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 Wroctaw 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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