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ABSTRACT: Groenlandia densa (L.) Fourr ranks as critically endangered in Poland. It was noted
sporadically until 1987 but has not been confirmed more recently. For this reason, reintroduction
of this species to Pomeranian waters (N Poland) from its remaining populations in northern Ger-
many has been planned. This study examined the genetic structure of G. densa, considered the
suitability of the remaining German populations as a potential source for its introduction to Poland,
and assessed the likelihood of success of such assisted colonisation. A comparison of the genetic
structure of all studied populations revealed high genetic similarity and no genetic differentiation
between samples from Poland (historical site) and from Germany. This indicates that each studied
population from Germany may be used as stock for introduction. At the same time, some mostly
uncertain factors leading to the observed recent extinction of G. densa from most of its northern
European range, including the declining intensity and quality of groundwater seepage, suggest that
the effect of this introduction may be very short-lived.
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WSTEP

Groenlandia densa (L.) Fourr. (rdestniczka ggsta) jest wodna byling o zasiggu alpejsko-
-atlantycko-Srédziemnomorskim z centrum wystgpowania w zachodniej Europie. Oder-
wane, gorskie (do 1900 m n.p.m.) lub wyzynne stanowiska si¢gaja w Azji Mniejszej do
Armenii i pétnocno-zachodniego Iranu oraz do pétnocnych kranicow Afryki (KHANJYAN
2004; GHRABI-GAMMAR 1 in. 2009; YENIYURT & HEmMMAMI 2011; AKHANI 2014; EPRE-
MAN & KOBELAN 2015; YOUSEFI & ToraNy 2015). Siedliskiem tej roSliny sa plytkie wody
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zarbwno ptynace, jak i stojace. Oprocz naturalnego Srodowiska, gatunek uprawiany jest
rowniez w warunkach sztucznych, np. w ogrodach.

Groenlandia densa zwykle posiada zimozielone pedy, stabo rozgalezione, mogace
osigga¢ dtugos¢ nawet 1 m. Blaszki liSciowe maja ksztalt eliptyczny i sa utozone naprze-
ciwlegle. Jej kwiaty sa drobne i zebrane w kwiatostany, kwitnie od czerwca do sierpnia.
Owocem jest nietupka o dlugosci okoto 3 mm z charakterystycznym haczykowatym dzidb-
kiem i ostrym skrzydetkiem (ZUKOWSKI 2014).

Dane zamieszczone w publikacjach wskazuja, ze Groenlandia densa wymarta na wielu
stanowiskach. Informacje o regionalnym zanikaniu populacji rdestniczki w potudniowe;j
Szwecji (SWEDISH SPECIES INFORMATION CENTRE PUBLISHED) i Norwegii podawano juz
w koricu XIX w. Z kolei w Wielkiej Brytanii zanikanie stanowisk gatunku odnotowano
w latach 30. XX w. Natomiast szczegllne przyspieszenie tego procesu zaobserwowano
pod koniec XX w., kiedy to liczba stanowisk zmniejszyla si¢ o okoto 60% (DUCKWORTH
i in. 2002). W Danii, wedlug danych Mig¢dzynarodowej Unii Ochrony Przyrody (IUCN),
G. densa jest gatunkiem wymartym (AKHANI 2014), przy czym ,,czerwona lista” tego kraju
(FAGDATACENTER FOR BIODIVERSITET OG TERRESTRISK NATUR) wskazuje na mozliwos¢
zachowania pojedynczych stanowisk w Jutlandii. Na Litwie gatunek ten ma status gatunku
wymartego (LIETUVOS RAUDONOIT KNYGA 2007). W Niemczech, w dolinach dolnej Wezery
i Renu, prawdopodobnie tez Eider i dolnej Laby (FLORAWEB; VAN DE WEYER 1989, 1992)
zachowaly si¢ pojedyncze reliktowe lokalizacje, a na terenie wschodnich Niemiec uzna-
wany jest za gatunek wymarty (FLORAWEB; REMY 2011). Natomiast w regionach alpejskich
(JAGER 2013, 2014) oraz subalpejskich (HoHLA 2012) nie zaobserwowano istotnego spadku
liczebnoSci stanowisk rdestniczki i na tych obszarach nie jest ona gatunkiem zagrozonym.

Zachodzace na terenie Polski niekorzystne zmiany, zwigzane z zanikaniem stanowisk
rdestniczki, byly zauwazane od dawna. Liczne XIX-wieczne stanowiska Groenlandia
densa z okolic Gdanska sa juz uznane za historyczne (ZUKOwsKI 2001). Jednak jeszcze
w niedalekiej przesztoSci byt to gatunek rzadki, ale obecny na rozproszonych stanowis-
kach w pétnocnej czgSci kraju. W zwiazku z tym, G. densa otrzymata status gatunku
rzadkiego (JAsiEwicz 1981), nastepnie zostatla wpisana na Liste roslin wymierajqcych
i zagrozonych w Polsce, poczatkowo jako gatunek o nieokreSlonym stopniu zagrozenia
(I) (Zarzyckr i in. 1986), a w kolejnej edycji jako gatunek wymierajacy — krytycznie
zagrozony (E) (ZArRzYCKI & SZELAG 2006). Potwierdzenie obecnosci G. densa na poje-
dynczych stanowiskach w wodach Pomorza w latach 80. XX w. pozwolito na utrzymanie
statusu tego gatunku jako krytycznie zagrozonego (CR) w obu edycjach Polskiej Czerwo-
nej Ksiegi Roslin (ZUKOWSKI 2001, 2014). Przy czym ostatnie potwierdzone notowanie
G. densa z obszaru Srodkowego Pomorza pochodzi z 1987 r. (Zukowski 2001). Pézniej-
sze proby odnalezienia tego gatunku w tych w rejonach, podjete przez autor6w niniejsze;j
pracy (PUCHALSKI 2004; Puchalski i Zukowski inf. wasne z badan terenowych z 2015 r.),
nie przyniosty pozytywnych rezultatéw.

W trakcie przygotowywania polskiego poradnika ochrony siedlisk i gatunkéw Natura
2000 (HErBICH 2004), nie stwierdzono wystgpowania Groenlandia densa na terenie Pol-
ski, gatunku niekiedy wykazywanego z siedlisk okreslanych jako ,nizinne i podgérskie
rzeki ze zbiorowiskami wtosienicznikow” (3260 w systemie Natura 2000). Zostat on jednak
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niewtasciwie wpisany w polskim podrgczniku jako jeden z gatunkéw charakterystycznych
dla tego siedliska (PUCHALSKI 2004), co — w przypadku potwierdzenia wymarcia gatunku
na obszarze Polski — sklaniato do podjecia prac zwiazanych z jego introdukcja do wod
Pomorza. Koncepcja ta poczatkowo dotyczyta tylko sztucznych ekosysteméw (np. zwigza-
nych z elektrowniami wodnymi starych koryt rzecznych czy rowéw melioracyjnych), gdzie
warunki §rodowiskowe odpowiadalyby najblizszym geograficznie, zachowanym stanowis-
kom rdestniczki w pdétnocnych Niemczech (GARNIEL 1999) czy w zbiornikach wodnych
przy elektrowni Gabcikovo na Stowacji (OT’AHEL’OVA 1 in. 2007). Takie dziatanie, w celu
przeprowadzenia prac zwigzanych z introdukcja G. densa, wpisywato si¢ w modny wéwczas
w ekologii rekultywacyjnej trend w stosunku do gatunkéw, ktére w niedalekiej przesztosci,
w okreSlonych ekosystemach i regionach wymarty w wyniku oddzialywania czynnikéw
antropogenicznych, takich jak zanieczyszczenia, eutrofizacja czy przeksztatcenia wynika-
jace z intensyfikacji gospodarowania.

Regionalna Dyrekcja Ochrony Srodowiska w Szczecinie zaplanowata wykonanie prac
zwiagzanych z introdukcja rdestniczki w rzekach Pomorza w ramach programu zgtoszonego
w 2013 r. do finansowania przez europejski program LIFE. Prace w terenie poprzedzono
studium obejmujacym przeglad literatury i danych, dotyczacych aktualnego wystgpowa-
nia tego gatunku w Europie. Stwierdzono, ze najblizsze polskim stanowiskom Groenlan-
dia densa sa te znajdujace si¢ w Niemczech. Przeprowadzono réwniez krétkoterminowe
obserwacje zachowanych reliktowych stanowisk rdestniczki w péinocnych Niemczech oraz
stanowisk w regionie alpejskim i subalpejskim w Austrii i Bawarii, uwazanych za nieza-
grozone i znacznie lepiej zachowane (JAGER 2014). Uzyskane dane byly punktem wyjscia
do préby okreslenia przyczyn stwierdzonego masowego zaniku stanowisk tego gatunku
w Polsce i szerzej w péinocno-wschodniej czgsci jego zasiggu geograficznego.

W zwiazku z obserwowang dysjunkcja migdzy poludniowo- a péinocno-niemieckimi
obszarami wystgpowania Groenlandia densa (FLORAWEB), duza réznorodnoscia siedlisk
w jakich ten gatunek jest spotykany oraz szerokim zakresem zmienno$ci morfologicznej
pedow, podjeto badania genetyczne, majace na celu okreSlenie poziomu zmiennoSci i/lub
zréznicowania genetycznego populacji tego gatunku, potozonych najblizej Polski.

Podstawowymi celami pracy bylo: (1) ustalenie poziomu podobieristwa genetycznego
mig¢dzy osobnikami Groenlandia densa z Niemiec oraz ze stanowisk w Polsce; (2) wska-
zanie potencjalnych, Zrédtowych populacji z Niemiec dla ewentualnej introdukcji G. densa
na teren Polski; (3) podjecie proby oceny powodzenia introdukcji rdestniczki na stanowiska
w Polsce.

MATERIAL I METODY

W badaniach genetycznych uwzglgdniono préby z populacji obecnie wystgpujacych oraz z okazéw ziel-
nikowych. Materiat z réznych lokalizacji na terenie Niemiec zebrano w 2015 r. Ptaty Groenlandia densa,
z ktérych pobierano préby w poszczegdlnych populacjach, znajdowaty si¢ w odlegtosci okoto 0,5 km od
siebie. Materiat z Polski byl wybierany ze zbioréw zielnikowych. Po weryfikacji krajowych zielnikéw
oraz rewizji taksonomicznej, do badan wytypowano okaz z herbarium Uniwersytetu im. A. Mickiewicza
w Poznaniu (POZ), pochodzacy z Pomorza Zachodniego (Tab. 1), ktéry zostal przekazany do zielnika
Instytutu Botaniki PAN (KRAM). Pojedyncza probg do analiz genetycznych stanowit fragment todygi
z lis¢mi. Okazy z populacji po zebraniu zostaly zasuszone w zelu krzemionkowym. Z populacji nr 23 dwie
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Tabela 1. Stanowiska zbioru prob Groenlandia densa uwzglgdnionych w analizach sekwencjonowania regionéw DNA
jadrowego i chloroplastowego

Table 1. Localities of Groenlandia densa population samples included in sequencing analyses of nuclear and chloroplast
DNA regions

Kod populacji
(Code of the
population)

Stanowisko
(Locality)

Niemcy, Saksonia-Anhalt, ptd. Harz; staw Zrédliskowy w Einzingen w centrum wsi, obudowany,
prawdopodobnie na miejscu dawnej niecki Zrédliskowej, 13.10.2015, leg., det. W. Puchalski,
KRAM 631511

(Germany, Saxony-Anhalt, Southern Harz Mts.; a spring pond in the center of Einzingen vil-
lage, enclosed, probably on the site of the former limnocrene basin, 13 Oct 2015, leg., det.
W. Puchalski, KRAM 631511)

Niemcy, Dolna Saksonia; rowy melioracyjne na takach pod Osterholz-Scharmbeck; geste osady
zelaziste w placie z Groenlandia densa, 15.10.2015, leg., det. W. Puchalski, KRAM 631503,
631504

(Germany, Lower Saxony; drainage ditches in the meadows in Osterholz-Scharmbeck; dense
ferruginous sediments present in a patch of G. densa, 15 Oct 2015, leg., det. W. Puchalski,
KRAM 631503, 631504)

G-21

Niemcy, Dolna Saksonia; rowy melioracyjne na takach pod Osterholz-Scharmbeck; pojedyncze,
owocujace okazy Groenlandia densa w placie z mniej obfitymi osadami zelazistymi, 15.10.2015,
leg., det. W. Puchalski, KRAM 631507, 631506, 631505
(Germany, Lower Saxony; drainage ditches in the meadows in Osterholz-Scharmbeck; single fru-
iting individuals of G. densa in the patch with less abundant ferruginous sediments, 15 Oct 2015,
leg., det. W. Puchalski, KRAM 631507, 631506, 631505)

G-22

Niemcy, Dolna Saksonia; rowy melioracyjne na takach pod Osterholz-Scharmbeck; ptat z Gro-
enlandia densa w odlegtosci ok. 400 m od poczatku rowu, 15.10.2015, leg., det. W. Puchalski,
KRAM 631508, 631509, 631515, 631516

(Germany, Lower Saxony; drainage ditches in the meadows in Osterholz-Scharmbeck; a patch
G. densa ca 400 m from the beginning of the ditch, 15 Oct 2015, leg., det. W. Puchalski KRAM
631508, 631509, 631515, 631516)

Niemcy, Nadrenia Pin.-Westfalia, skraj doliny Renu koto Wesel; réw przy drodze, k. Hammin-
keln, w otoczeniu taki, 16.10.2015, leg., det. W. Puchalski, KRAM 631512, 631513

G-31 (Germany, North-Rhine-Westphalia, the edge of the Rhine river floodplain near Wesel; a ditch
beside the road, near Hamminkeln, surrounded by meadows, 16 Oct 2015, leg., det. W. Puchalski,
KRAM 631512, 631513)

Niemcy, Nadrenia Pin.-Westfalia, skraj doliny Renu koto Wesel; poprzeczny réow na eksten-
sywnych, koszonych takach w dolinie Issel k. Ringenberg, 16.10.2015, leg., det. W. Puchalski,
KRAM 631510, 631514

G-32 (Germany, North-Rhine-Westphalia, the edge of the Rhine river floodplain near Wesel; a trans-
versal ditch in extensive, mown meadows in the floodplain near Issel by Ringenberg, 16 Oct 2015,
leg., det. W. Puchalski, KRAM 631510, 631514)
Polska, Pomorze Zachodnie; Rytel, w Brdzie, na potudnie od miejscowosci, 08.08.1983, leg., det.
G-50 W. Zukowski, KRAM 631502

(Poland, Western Pomerania; Rytel, in the Brda river, south of Rytel village, 8 Aug 1983, leg.,
det. W. Zukowski, KRAM 631502)
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proby reprezentowaty osobnika klonalnego (23-1a oraz 23-1b; Tab. 1). Catkowita liczba analizowanych
prob wynosita 27. W celu dokumentacji, fragmenty badanych okazéw G. densa zdeponowano w zielniku
Instytutu Botaniki Polskiej Akademii Nauk w Krakowie (KRAM).

Izolacja DNA

Catkowite DNA zostato wyizolowane zestawem DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), zgodnie z protokotem
podanym przez producenta. Jakos$¢ oraz ilo§¢ DNA sprawdzono na 1% zelu agarozowym. Izolaty pocho-
dzace z materiatéw zielnikowych dodatkowo oczyszczono za pomoca zestawu DNA Clean & Concen-
trator™ (Zymo Research), wedtug procedury producenta.

Sekwencjonowanie DNA jadrowego i chloroplastowego

Sekwencjonowanie wykonano metoda z fluorescencyjnie znakowanymi terminatorami reakcji (metoda
Sangera). Przy wyborze primeréw DNA kierowano si¢ danymi z bazy GenBank (NCBI) oraz wiasnymi
badaniami pilotazowymi. Na tej podstawie analiza obj¢to jadrowy region DNA — ITS (primery ITS2, ITS3
i ITS4; WHITE i in. 1990 oraz ITSA-ITSD; BLATTNER 1999) oraz trzy fragmenty chloroplastowego DNA —
psbA-trnH (SHAW i in. 2007), rpS12-rpL20 (SHAW i in. 2005) i atpB-rbcL. (CHUNG i in. 2007).

Duza trudno$¢ w analizach laboratoryjnych nastrgczal materiat pochodzacy z okazu zielnikowego.
Wstepny etap prac dotyczyl opracowania protokotu reakcji sekwencjonowania dla wybranych fragmentéw
DNA, ktéry obejmowat ustalenie warunkéw poszczeg6lnych reakcji PCR oraz testy réznych typéw polimeraz.

Do amplifikacji regionu ITS préb pochodzacych z materiatu Swiezego wykorzystano startery ITSA-
-ITS4 w potaczeniu z polimeraza AmpliTaqg® DNA (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc.).
Zastosowano nastgpujace warunki reakcji: denaturacja wstgpna 94°C przez 3 min., nastgpnie 10 cykli
obejmujacych 94°C przez 30 s, 60°C przez 30 s, uwzglgdniajace spadek temperatury o 1°C w kazdym
cyklu, 72°C przez 1 min., kolejne 25 cykli obejmujacych 94°C przez 30 s, 50°C przez 30 s, 72°C przez
1 min. oraz elongacja koricowa 72°C przez 4 min. Obje¢to$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 25 ul, w tym
standardowa ilo$¢ matrycy DNA, czyli 1 pl, a st¢zenie pozostatych sktadnikéw odpowiednio — 1x bufor
do polimerazy (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc.), 2,5 mM MgCl, (Applied Biosys-
tems®, Thermo Fisher Scientific Inc.), 0,12 mM dNTP (Sigma-Aldrich® Co.), 0,3 uM kazdego z pri-
meréw, 1 U polimerazy oraz 0,8% BSA o stgzeniu 1 mg/ml (New England BioLabs® Inc.). W przypadku
prob, dla ktérych uzyskano negatywny wynik powyzszej reakcji PCR, przeprowadzono ponownie reakcje
PCR przy zachowaniu tych samych parametréw, stosujac AmpliTaq® 360 DNA Polymerase (Applied
Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc.).

W przypadku préb zielnikowych, amplifikacja regionu ITS (ITSA-ITS4) zostata przeprowadzona
w takich samych warunkach, jak dla materiatlu §wiezego. Na skutek braku pozytywnego wyniku dla tej
reakcji, przeprowadzono powtdrnie analiz¢ PCR, zwigkszajac w mieszaninie reakcyjnej objetos¢ DNA
do 4 ul oraz wykorzystujac polimeraz¢ AmpliTaq® Gold 360 DNA Polymerase (Applied Biosystems®,
Thermo Fisher Scientific Inc.). Dodatkowo, w przypadku analiz préb z materiatu zielnikowego, wykorzy-
stano startery wewnetrzne ITS: ITSA-ITS2 oraz ITS3-ITS4. Zastosowano te same parametry reakcji PCR
i objetosci DNA (1pl), jak w przypadku analizy §wiezego materiatu. Dla fragmentu ITS3-1TS4 wykonano
réwniez test z zastosowaniem warunkéw reakcji PCR wedtug SHAW i in. (2007), przy uzyciu AmpliTaq®
Gold 360 DNA Polymerase (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc.) oraz RedTaq DNA
Polymerase (Sigma-Aldrich® Co.), a takze warunkéw wedtug SABOVLIEVIC i FRAHM (2011) z wykorzysta-
niem RedTaq DNA Polymerase (Sigma-Aldrich® Co.). W przypadku materiatu zielnikowego, dla ktérego
otrzymano negatywny wynik reakcji PCR, wykonano kolejng analizg, z uzyciem AccuTag™ LA DNA
Polymerase (Sigma-Aldrich® Co), z zastosowaniem programu sugerowanego przez producenta.

W amplifikacji chloroplastowego fragmentu psbA-trnH préb z materiatu §wiezego wykorzystano
program i parametry wedlug SHAW i in. (2007). W pierwszej kolejnosci zastosowano RedTaq DNA
Polymerase (Sigma-Aldrich® Co.), nastgpnie AmpliTaq® DNA Polymerase oraz AmpliTaq® 360 DNA
Polymerase (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc.). Dla préb, ktére daty negatywny
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wynik w powyzszych reakcjach PCR uzyto programu wedlug RONIKIERA i in. (2008) oraz polimerazy
AmpliTag® DNA Polymerase i AmpliTag® 360 DNA Polymerase (Applied Biosystems®, Thermo
Fisher Scientific Inc.), a stgzenie poszczegdlnych reagentdw w mieszaninie reakcyjnej wynosito odpo-
wiednio — 1 ul matrycy DNA, 1x bufor do polimerazy (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific
Inc.), 2,5 mM MgCl, (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc.), 0,12 mM dNTP (Sigma-
-Aldrich® Co.), 0,2 pM kazdego ze starteréw, 1,5 U polimerazy oraz 0,2 ul BSA o stgzeniu 1 mg/ml
(New Entgland BioLabs® Inc.).

Amplifikacje regionu psbA-trnH w przypadku préb zielnikowych przeprowadzono z wykorzystaniem
programu zgodnie z SHAW 1 in. (2007) i polimerazy AmpliTaq® Gold 360 DNA Polymerase (Applied
Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc.). Préby, dla ktérych otrzymano negatywny wynik reakcji,
amplifikowano nastepnie przy uzyciu polimerazy AccuTaq™ LA DNA Polymerase (Sigma-Aldrich® Co.),
z uwzglednieniem programu dedykowanego przez producenta oraz RedTaq DNA Polymerase (Sigma-
-Aldrich® Co.) w polaczeniu z programem wedtug SABOVLIEVIC i FRaHM (2011).

Fragment chloroplastowego fragmentu rpSi2-rpL20 dla préb z materiatu §wiezego amplifikowano
z wykorzystaniem AmpliTag® DNA Polymerase oraz AmpliTaq® 360 DNA Polymerase (Applied Bio-
systems®, Thermo Fisher Scientific Inc.) i programu oraz parametréw zgodnie z publikacja RONIKIERA
i in. (2008). Réwnolegle testowano polimerazg PicoMaxx DNA Polymerase (Agilent Technologies) oraz
AccuTaq™ LA DNA Polymerase (Sigma-Aldrich® Co.). W obu przypadkach uzyto programéw propo-
nowanych przez producenta.

W amplifikacji chloroplastowego fragmentu rpSI12-rpL20 z préby zielnikowej zastosowano kolejno
takie same etapy analiz, jakie przeprowadzono dla tej grupy prob w przypadku regionu psbA-trnH. Dla
prob, dla ktérych otrzymano po wszystkich przeprowadzonych reakcjach wynik negatywny, wykonano
dodatkowo reakcj¢ PCR z zastosowaniem polimerazy RedTaq DNA (Sigma-Aldrich® Co.) w potaczeniu
z programem wedlug RONIKIERA 1 in. (2008).

Fragment atpB-rbcL. amplifikowano z uzyciem polimerazy AmpliTag® DNA Polymerase (Applied
Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc.) i programu wedtug SHAW i in. (2007). W przypadku nega-
tywnych wynikéw rekacji PCR, w kolejnych analizach uzyto polimerazy AmpliTag® 360 DNA Poly-
merase i AmpliTaqg® Gold 360 DNA Polymerase (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc.)
oraz zwigkszono w mieszaninie reakcyjnej objgtoS¢ DNA do 4 pl. Dodatkowo zastosowano PicoMaxx
DNA Polymerase (Agilent Technologies) oraz AccuTaq™ LA DNA Polymerase (Sigma-Aldrich® Co.)
z uzyciem programéw zalecanych przez producentéw. Analizy sekwencji DNA z okazu zielnikowego
przeprowadzono w duplikatach, z uwzglgednieniem dwéch préb kontrolnych.

Enzymatyczne oczyszczanie produktéw PCR wykonano za pomoca przygotowanej mieszaniny
enzyméw egzonukleazy I o stgzeniu wyjsciowym 10 U/ul (EURx®) oraz krewetkowej fosfatazy alka-
licznej (Affymetrix®) o stgzeniu wyjSciowym 1 U/ul, zgodnie z wytycznymi producentdw. Reakcje
sekwencjonowania dla wszystkich regiondéw przeprowadzono w dwdch kierunkach i wykonano z uzyciem
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc.)
oraz dodatkowego buforu BDX64 (BigDye® Enhancing Buffer, MCLAB). Zastosowane warunki analizy
oraz objetosci poszczegdlnych reagentéw byly zgodne z rekomendacja producenta buforu BDX64, przy
32-krotnym rozcienczeniu BigDye® Terminator v3.1. Wszystkie etapy przeprowadzono w termocykle-
rach GeneAmp® PCR System lub Veriti 96-well (Applied Biosystems®). Nast¢pnie wykonano precypi-
tacj¢ przy uzyciu EDTA/EtOH, po czym préby zawieszono w 12 pl formamidu (Applied Biosystems®,
Thermo Fisher Scientific Inc.). Po dodatkowej denaturacji termicznej (95°C przez 2 min.) i schtodzeniu
préb w lodzie, przeprowadzono rozdzial na sekwencjonerze kapilarowym ABI PRISM 3130 (Applied
Biosystems®) z wykorzystaniem 36 cm kapilar oraz polimeru POP-7.

Analiza sekwencji DNA

Sekwencje zostaly opracowane i wyréwnane za pomoca programu BIOEDIT 7.1.3 (HALL 1999). Liczbe,
frekwencj¢ i zaleznoSci pomigdzy haplotypami ustalono z wykorzystaniem programu TCS 1.21 (CLE-
MENT i in. 2000; PosabA & CRANDALL 2001). Program ten tworzy sie¢ potaczen migdzy haplotypami
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na podstawie algorytmu parsymonii (ang. parsimony algorithm). W celu potwierdzenia powtarzalno$ci
otrzymanych danych dla pojedynczych osobnikéw z populacji wykonano powtdérng reakcje amplifikacji.
Nie stwierdzono réznic pomigdzy powtdrzeniami oraz poréwnaniami sekwencji z koficow 53’ oraz 3'-5’
faiicucha nukleotydowego. Sekwencje badanych fragmentéw ztozono w bazie GenBank (nr KY214144—
KY214178 oraz KY246296-KY246304).

Analiz¢ zmiennosci i/lub zréznicowania genetycznego przeprowadzono dla fragmentéw DNA jadro-
wego (nrDNA) i chloroplastowego (cpDNA) (Tab. 2).

Tabela 2. Wyniki analiz sekwencjonowania regiondéw DNA jadrowego i chloroplastowego préb Groenlandia densa
z Niemiec i Polski

Table 2. Results of sequencing analysis of nuclear and chloroplast DNA regions of Groenlandia densa samples from
Germany and Poland

Lp. Proba
(No.) (Sample) ITSA-ITS4 | psbA-trnH rbcL-atpB rpS12-rpL20

1 G-10-1 R1 Hl H2 H3
2 G-10-2 R1 H1 H2 H3
3 G-10-3 R1 H1 H2 H3
4 G-21-1 R1 HI H2 H3
5 G-21-2 R1 H1 H2 H3
6 G-21-3 R1 H1 H2 H3
7 G-21-4 R2 H1 H2 H3
8 G-22-1 R1 H1 - H3
9 G-22-2 R1 H1 H2 H3
10 G-22-3 R1 H1 H2 H3
11 G-22-4 R1 H1 H2 H3
12 G-22-5 R1 H1 H2 H3
13 G-23-1a R1 H1 H2 H3
13 G-23-1b R1 H1 H2 H3
14 G-23-2 R1 H1 H2 H3
15 G-23-3 R1 H1 H2 H3
16 G-23-4 R1 H1 H2 H3
17 G-23-5 R1 H1 H2 H3
18 G-31-1 R1 H1 - H3
19 G-31-2 R1 H1 H2 H3
20 G-31-3 R1 Hl H2 H3
21 G-31-4 R1 H1 - H3
22 G-32-1 R1 H1 H2 H3
23 G-32-2 R1 H1 H2 H3
24 G-32-3 R1 H1 H2 H3
25 G-32-4 R1 H1 H2 H3
26 G-32-5 R1 Hl H2 H3
27 G-50 R1 Hl - H3
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WYNIKI

Analiza jadrowego DNA (nr DNA)

Dtugos¢ sekwencji regionu ITS1-ITS4 (nr DNA) wyniosta 675 pz. W badanej grupie
osobnikéw zidentyfikowano 1 mutacje w pozycji 661 pz, reprezentujaca substytucje jed-
nonukleotydowa C=>G w prébie G21-4 (Tab. 2). W wyniku analizy zmiennoSci genetycz-
nej Groenlandia densa wykazano dwa rybotypy: R1 byl odnotowany u 27 osobnikéw,
R2 reprezentowat tylko jeden osobnik z populacji niemieckiej G21-4.

Zestawienie roznic pomiedzy rybotypami R1 i R2.

Rl-...————-C—-——....

R2-...—-——-G-——.... wprébie G21-4.

Analiza chloroplastowego DNA (cpDNA)

Dtugosé sekwencji w poszczegdlnych fragmentach wyniosta 352 pz w przypadku psbA-trnH,
650 pz dla rpS12-rpL20 oraz 610 pz dla fragmentu rbcL-atpB. Pomimo testow (dotycza-
cych réznych parametréw relacji PCR) dla prob zielnikowych, nie udato si¢ zamplifikowac
fragmentu atpB-rbcL. W analizie zmienno$ci genetycznej cpDNA, w przypadku kazdego
z fragmentow, nie zidentyfikowano mutacji. Osobniki z r6znych populacji w odniesieniu do
kazdego z regionéw: psbA-trnH, rpS12-rpL20 1 rbcL-atpB charakteryzowat jeden haplo-
typ, odpowiednio: H1, H2 lub H3 (Tab. 2). Uzyskany wynik wskazuje na brak zmiennosci
genetycznej 1 zréznicowania w badanym materiale z Niemiec i Polski.

Dyskusia

Analiza zmienno$ci genetycznej w badanym materiale Groenlandia densa wykazata
podobienistwo genetyczne pomig¢dzy okazami ze stanowiska historycznego z Polski
i z istniejacych stanowisk z Niemiec. Tylko u jednego osobnika odnotowano substytucje
jednonukleotydowa. Ten wyrOéwnany poziom zmienno$ci genetycznej G. densa charakte-
ryzowal material o duzym zréznicowaniu morfologicznym i pochodzacy z réznorodnych
siedlisk. Brak zréznicowania genetycznego pomig¢dzy okazami wskazuje, ze w przypadku
podejmowanych prac introdukcji G. densa na stanowiska w Polsce, potencjalny materiat
Zrédtowy moze by¢ pobrany z objetych badaniami populacji z Niemiec. Nalezy jednak braé
po uwage, ze identyczno$¢ genetyczna populacji wyjsciowych w projektach introdukcji
ro§lin wodnych uwazana jest za czynnik zwigkszajacy ryzyko niepowodzenia w dtuzszej
perspektywie czasowej, przy niestabilnych warunkach S§rodowiskowych na obszarze doce-
lowym (ORSENIGO i in. 2016).

W wielu artykutach przegladowych, oceniajacych wyniki projektéw rekultywacyjnych,
zwraca si¢ uwage na przewazajacy w wigkszosci przypadkéw brak trwatych efektéw intro-
dukcji lub koniecznos$¢ zastosowania kosztownych, dlugotrwatych dziatan utrzymaniowych
po zakoficzeniu projektu (MASCHINSKI & DUQUESNEL 2006; MENGES 2008; DALRYMPLE
iin. 2011). W zwiazku z tym, autorzy prac zalecaja duza rozwage przy podejmowaniu
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decyzji o translokacji roslin, dopuszczajac ja jedynie w okreslonych sytuacjach (MASCHINSKI
& HAskiINs 2012). W takich przypadkach ustalenie rzeczywistych przyczyn zaniku populacji
przez weryfikacj¢ czynnikdw wptywajacych na utrzymanie si¢ gatunku w danym siedlisku,
pozwala na realng oceng¢ mozliwosci uzyskania pozytywnych efektow introdukcji. W przy-
padku Groenlandia densa nie byty prowadzone szczegétowe badania z zakresu biologii czy
ekologii tego gatunku. Zebrane dane w ramach projektu na podstawie przegladu literatury
oraz obserwacji populacji tego gatunku w réznych czgsciach zasiggu, pozwolity na wstgpne
zestawienie czynnikow i oceng ich wptywu na wystepowanie G. densa. Sposrdd nich naj-
czgdciej wskazywanym czynnikiem jest doptyw wdéd podziemnych w postaci przesigkdw
przez osady denne lub doptywu wody ze Zrédlisk (TREMOLIERES i in. 1993; WESTERMANN
& WESTERMANN 1998; VANDERPOORTEN & KLEIN 1999; REYNOLDS i in. 2006; OT’ AHEL’OVA
i in. 2007; LAYMAN’S REPORT 2008; NIEMEDIER i in. 2008; NPWS 2012). Nie ustalono jed-
nak, czy doptyw wdéd podziemnych wplywa na konkretne i wspoélne dla wszystkich stano-
wisk gatunku procesy ekofizjologiczne w ryzosferze lub w zwartych ptatach zanurzonych
w wodzie pedéw roslin, czy tez moze doptyw wdéd podziemnych o wzglednie stabilnej
temperaturze nalezy traktowac jako element zapobiegajacy przegrzewaniu si¢ wody czy
zamarzaniu zbiornika. W przypadku populacji w austriackim Vorarlbergu, na obszarze
charakteryzujacym si¢ wysoka roczng sumg opadéw (powyzej 1600 mm), naptywajace
zimg z pétnocy chtodne masy powietrza sa ogrzewane przez wody Jeziora Boderiskiego,
co zapobiega zamarzaniu wody i sprzyja utrzymaniu licznych stanowisk G. densa (Jiger,
inf. ustna). W innych regionach, réwniez o wysokiej rocznej sumie opadéw atmosferycz-
nych (np. w bawarskim potoku Lauterbach), wystgpowanie stref nieciggtosci geologiczne;j
w podtozu powoduje, ze lokalnie moze dochodzi¢ do podziemnego doptywu wody z roz-
puszczonymi w niej substancjami (MENCIO i in. 2016). Wskutek tego rdestniczka utrzymuje
si¢ tylko w tych okreslonych miejscach. Innym wskazywanym czynnikiem sprzyjajacym
wystepowaniu G. densa jest wysoka zawarto$¢ jonéw wapnia w wodzie (KHALANSKI i in.
1990; PrRESTON 2003), co jednak moze okazac si¢ jedynie wskaznikiem stabilnego zasilania
zbiornikéw wodnych przez wody podziemne (np. krasowe), tym bardziej, ze ALDASORO i in.
(1996) wykazali, iz gatunek ten moze wystgpowaé w wodach o bardzo szerokim spektrum
stezenia jonéw wapniowych, wynoszacym od 10 do 250 mg - I i pH od 5 do 8.

Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, ze cecha wigkszosci zachowanych stanowisk
Groenlandia densa w p6inocnej Europie, jak i niektérych w Alpach, jest doptyw waéd pod-
ziemnych zawierajacych znaczne stezenia zredukowanej formy zelaza Fe*. Odpornosé
gatunku na nadmiar zelaza moze wynika¢ z niskiej intensywnosci akumulacji tego pier-
wiastka w tkankach rdestniczki, co zwigksza jej konkurencyjno$¢ w stosunku do innych
gatunkéw roslin (DEMIREZEN & AKSoy 2006). W sytuacji konkurencji w §rodowisku wod-
nym prawdopodobnie wigksze znaczenie moze mie¢ jednak symbioza rosliny z bakteriami
i tworzenie lokalnych ,,mutowych ogniw elektrycznych”, ktérych znaczenie zostato stwier-
dzone m.in. dla wegetatywnego rozmnazania Potamogeton malaianus (ZHOU i in. 2016).
Natomiast zestawienie danych o warunkach troficznych wéd, w ktérych wystepuje rdest-
niczka pokazuje, ze trudno jest jednoznacznie okresli¢ preferencje tego gatunku. Podczas gdy
jedni autorzy zwracaja uwage na ograniczenie wyst¢powania rdestniczki do wéd o niskiej
trofii (DORR 1988; SCHUTZ 1995; WESTERMANN & WESTERMANN 1998; SCHORER 1 in. 2000;
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KOHLER & ScCHNEIDER 2003; JIMENEZ & CAMARGO 2007), inni wskazuja na preferencje
umiarkowanej eutrofii (np. KOHLER i in. 1973; JAGER 2014), zaS$ jeszcze inni oceniaja, ze
G. densa preferuje stanowiska eutroficzne (HASLAM & WOLSELEY 1987; TREMOLIERES i in.
1993; PuaLON i in. 2008). Analizujac rozmieszczenie G. densa z uwzglgdnieniem warun-
kéw troficznych, w jakich na danym terenie wystgpuje, mozna wskazac tendencje, ze sta-
nowiska eutroficzne zwigzane sg z wilgotnym klimatem atlantyckim, a dalej na wschod
Europy rdestniczka wyraznie preferuje stanowiska oligotroficzne. Taka zmian¢ w preferen-
cji siedliskowej, w zaleznoSci od potozenia geograficznego jaka odnotowano u G. densa,
podawano rowniez dla innej zimozielonej rosliny wodnej Luronium natans. Gatunek ten
na zachodzie Europy zwigzany jest z zyznymi rzekami wlosienicznikowymi (GREULICH
& BORNETTE 2003), podczas gdy w Polsce nieliczne stanowiska L. natans sa ograniczone
do oligotroficznych jezior (SZMEJA 2004).

Obserwacje populacji Groenlandia densa w estuariach irlandzkich wykazaty, ze w tych
siedliskach czynnikiem decydujacym o zachowaniu gatunku jest wystepowanie naturalnych
zaburzenn spowodowanych ptywami oceanicznymi (NPWS 2012). W obszarach gdzie brak
jest takich naturalnych perturbacji, prawdopodobnie podobng role spetniaja prace zwigzane
z okresowym czyszczeniem kanatéw i rowéw. Powoduje to wprawdzie zniszczenie zielonych
pedéw rdestniczki, ale pozostajace czgsci jej roztogéw w osadach dennych w konsekwencji
umozliwiajg statg obecnos$¢ i utrzymanie si¢ populacji gatunku w tych wodach (REYNOLDS
1in. 2006). Wydaje si¢, ze dzigki zabiegom czyszczenia, wykonywanym okresowo w wodach
rozleglej doliny dolnego Renu, rdestniczka zachowuje na tym terenie ciagto$¢ wystepowania
(NIEMEDER 1 in. 2008). Natomiast w starorzeczach doliny srodkowej Laby, brak podobnych
zabiegéw mdgl by¢ przyczyng zaniku populacji G. densa (REMY 2011).

Groenlandia densa zar6wno w wodach plynacych, jak i stojacych tworzy jednoga-
tunkowe, wyraznie odrgbne ptaty, ktére moga pokry¢ cata powierzni¢ zbiornikéw, jak
np. w alpejskim jeziorze Landro (Diirensee) w Dolomitach (MoORoO i in. 2003). Jedynie
wyjatkowo dochodzi do przenikania i faczenia si¢ ptatéw G. densa z innymi gatunkami
ro§lin. Moze to wskazywa¢ na konkurencyjne eliminowanie rdestniczki wraz z rozwo-
jem sukcesyjnym biocenozy, wzrostem réznorodnosci oraz utrwalaniem i kolmatacja dna.
Z tego wynika, ze utrzymanie populacji rdestniczki moze by¢ tatwiejsze w sytuacjach braku
interakcji z innymi gatunkami ro§lin, w czym pomocne moga by¢ zabiegi czyszczenia np.
rowéw. Dlatego czasami ekstremalne warunki Srodowiskowe, eliminujace konkurencje
innych gatunkéw, umozliwiaja wystgpowanie rdestniczki. Potwierdzeniem tego moze by¢
fakt, Ze znane sg wspdtczesnie stanowiska z G. densa jako dominujacym gatunkiem, zloka-
lizowane w zmodyfikowanych ekosystemach wodnych. Sa to najczgsciej stawy utworzone
przez obudowanie i spietrzenie Zrédlisk, jak np. w Borystawiu pod Lwowem na Ukrainie
(BORSUKEVYCH 2010), w stawach parkowych w miejscowosci Kladno w Czechach (STAaTU-
TORY CITY OF KLADNO) czy na obrzezu goér Harzu w Niemczech (MEYER & HocH 2010).

Jak wykazano, Groenlandia densa charakteryzuje si¢ szerokim zakresem tolerancji
w odniesieniu do réznych czynnikéw Srodowiskowych. Zatem trudno ocenié, dlaczego
gatunek ten jest rzadki, a w czeSci zasiggu geograficznego wymierajacy lub juz wymarty.
Jednoczes$nie coraz wigcej danych wskazuje, ze czynnikiem przyspieszajacym lokalne
wymieranie G. densa moga by¢ wspodtczesnie zachodzace zmiany klimatyczne. W tym
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przypadku mniej istotny moze by¢é obserwowany postepujacy wzrost Srednich tempera-
tur, a wigksze znacznie bedzie odgrywaé wzrost chaotyczno$ci klimatu, przejawiajacy
si¢ dlugotrwatymi okresami suszy i nieregularnymi lokalnymi powodziami. Na to nakta-
daja si¢ zmiany hydrologiczne, bezposrednio zwigzane z gospodarowaniem woda w skali
zlewni, na ktére wptywaja odwadnianie gruntéw czy brak retencji zlewni (HATTON-ELLIS
& GRIEVE 2003). Powoduje to okresowy spadek poziomu wdd, wywotany okresami suszy
i nadmierng eksploatacja zasobéw wdd podziemnych. To potwierdza, jak wazna jest rola
wod podziemnych, petniacych funkcje buforowa poprzez trwate zasilanie woda zbiornikéw
wodnych, co zapobiega okresowemu wysychaniu koryt zbiornikow.

Przedstawione dane o wymaganiach Groenlandia densa wskazuja, ze nie nalezy on do
typowych gatunkéw rzadkich, ktérych wystgpowanie ograniczone jest do specyficznych
typéw siedlisk i zwigzanych z waskim zakresem parametrow Srodowiska. Natomiast zasto-
sowanie moze mie¢ tutaj koncepcja VANDERMEER’A (1982), w mysl ktdrej gatunki rzadkie,
o nieregularnym wystepowaniu oraz cechujace si¢ czesto kilkudziesigcioletnimi (lub dtuz-
szymi) fluktuacjami wzrostow i redukcji liczebnosci populacji, okresla si¢ jako ,,gatunki
chaotyczne”, do ktérych mozna zaliczy¢ rdestniczk¢. Dynamika zmian wielkosci populacji
w czasie moze by¢ np. interpretowana przez modele oparte na teorii chaosu, a nie przez
bezposrednie, liniowe zalezno$ci przyczynowo-skutkowe. Takie zmiany czy zaburzenia
w siedliskach, cho¢ rzadko analizowane, moga by¢ w rzeczywistosSci czgste w naturalnych
ekosystemach (HASTINGS & POWELL 1991). SHULENBURGER i in. (1999) zwracaja uwagg,
ze nieoczekiwane zmiany, w tym réwniez przypadkowe wymieranie gatunkéw w ekosys-
temach, moga wystapi¢ jako konsekwencja przejSciowego chaosu w systemie, nawet przy
braku zewng¢trznych zaburzen czy jakichkolwiek definiowalnych przyczyn.

Przedstawione dane nie pozwalaja na ustalenie jednoznacznych przyczyn wymierania
badanego gatunku, a jedynie na wskazanie domniemanych czynnikéw wptywajacych na
wystgpowanie rdestniczki w danym miejscu. Dlatego decyzje o introdukcji Groenlandia
densa nalezy podejmowac z duza ostroznoscig. Dodatkowo w okresie kilku ostatnich lat
obserwuje si¢ w regionie potnocnej Polski postgpujaca suszg, z roczng suma opadéw obnizong
do okoto 500 mm i obnizeniem poziomu zwierciadta wéd podziemnych (SZPIKOWSKA
2016). W przypadku przywrécenia rdestniczki w dolinach pomorskich rzek w Polsce,
utrzymanie tych stanowisk wymagatoby ciagtych prac zwiazanych z poglebianiem rowow,
silnie drenujacych doling. W konsekwencji zabiegi te moga prowadzi¢ do degradacji dolin,
utraty ich funkcji ekosystemowych i cennych przyrodniczo siedlisk. Dlatego introdukcja
G. densa na tereny pétnocno-zachodniej Polski bytaby zwigzana z duzym ryzykiem braku
trwatych i pozytywnych efektéw tych prac. Wydaje sig, ze w pierwszym rz¢dzie wazne jest
zaplanowanie dlugofalowych dziatar, zmierzajacych do wzrostu zlewniowej retencji wody
wraz z poprawg jej jakosci. Pozytywne efekty takich prac mogtyby stanowi¢ punkt wyjscia
dla przywrécenia G. densa w wodach Pomorza.

Podziekowania. Praca powstata w ramach europejskiego projektu LIFE13 NAT/PL/000009 ,,Czynna
ochrona siedlisk wilosienicznikéw i udroznienie korytarza ekologicznego zlewni rzeki Drawy w Polsce”.
Autorzy dzigkuja Elzbiecie Hotubczat, Sylwii Jurzyk-Nordlow, Arturowi Furdynie i Piotrowi Walochowi
za wsparcie, pomoc i udzial w pracach terenowych. Badania czgsciowo finansowane ze $rodkéw statuto-
wych Instytutu Botaniki im. W. Szafera PAN (E. Cieslak, J. Nowak).
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SUMMARY

When facing a regional species extinction, reintroduction is often considered an appropriate measure
to counteract the decline in biodiversity. Numerous data indicate that Groenlandia densa has became
extinct in many locations, particularly in the north-eastern part of its former range, including the Baltic
drainage area. In Germany a few relict populations are still extant in the lower floodplains of the Weser
and Rhine rivers, but in eastern Germany it is already considered extinct. No such strong decline of local
populations has been reported in alpine and a part of subalpine regions of Austria and Germany.

During the 20% century this plant has become very rare in Poland, eventually restricted to a few scat-
tered locations in northern regions. Since 1987, no occurrence of Groenlandia densa have been noted
there, so recently the Regional Directorate for Environmental Protection in Szczecin has been considering
introduction of this species into Pomeranian waters. A study for such a measure included a review of the
literature and other available data on its actual occurrence, as well as an examination of the environmental
factors reported to affect this species in Europe. Such data served as the basis for an attempt to find the
causes of its rapid regional decline.

In Germany as a whole, the remained populations of Groenlandia densa occur in a wide range of habi-
tats, and the plant’s morphology also varies between sites; in view of these differences, the populations
of G. densa from the German sites were genetically analysed to determine their level of variability and/
or genetic diversity and to assess the feasibility of introducing the species to Poland (Tab. 1). Sequencing
analysis of ITS (nrDNA) and chloroplast regions (cpDNA) was employed (Tab. 2). Samples of extant
populations from some ditches and a pond in north-west Germany were tested, along with one specimen
from a historical Polish site. The results showed high genetic similarity between all samples studied: only
one individual had a single-nucleotide substitution. Thus, each of the studied German populations is poten-
tial source material of G. densa for any possible introduction to Poland.

However, genetic similarity should not be the deciding argument for reintroduction. A review of the
available literature and observational data indicate multiple ecological and biogeographical factors which
may affect the occurrence of this plant in its specific sites. The different localities of the species vary
greatly in the properties of the water, with high or low trophic status, stagnant or flowing water and
different levels of calcium concentrations or supply of reduced iron. The factor most often considered
important is undisturbed seepage of groundwater to the waterbodies; also, some level of environmental
perturbation, both natural (floods, tides) and human-caused (cleaning of ditches), may stimulate colonisa-
tion and growth of Groenlandia densa. Factors related to the decline of the species include recent wide-
ranging changes in climate and hydrology, with prolonged periods of drought and irregular flooding, and
the failure to adapt catchment-scale water management practices to the new dynamic patterns, all of which
impairs the exchange between groundwater and surface water.

In the context of the apparently chaotic character of the species’ dynamics, however, no single factor
might be directly responsible for the extinction process in the northern part of its former range. In view
of the complexity of biotic interactions in natural ecosystems, no current efforts to introduce G. densa
are advised, as long-term establishment of its population is not certain. On the other hand, chaotic species
dynamics proceed in long-term phases, and a successive expansion phase might be initiated at some future
time. Therefore it would be advisable to maintain a suitable environment for any future assisted colonisa-
tion. A prerequisite for any future restoration of this plant in Pomerania is a large-scale effort to increase
the water retention in catchments and improve groundwater quality.
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