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W projekcie ,,Restytucja kluczowych elementdw ekosystemu Zatoki Puckiej wewngtrznej
ZOSTERA” przewidziano analiz¢ genetyczna zostery morskiej (Zostera marina) w celu poprawnego
przeprowadzenia restytucji, wykonywanej przez Instytut Oceanologii PAN (IOPAN) w Sopocie.
Powszechnie akceptowane zasady ochrony gatunkowej zakladaja, Ze restytucje¢ gatunkow powinna
poprzedzaé staranna analiza genetyczna. Jej wyniki stanowi¢ bgda niezbedny wglad w stan wiedzy na
temat populacji tego gatunku z punktu widzenia realizacji zatozen tego projektu.

Zostera morska to gatunek, nalezacy do rodziny zosterowatych (Zosteraceae), ktorego naturalny
zasi¢gg w Europie obejmuje strefg klimatu umiarkowanego 1 podzwrotnikowego. Roslina ta rozmnaza si¢
plciowo przez wytwarzanie nasion oraz wegetatywnie przez tworzenie horyzontalnych ktaczy. W Polsce
jest gatunkiem objetym ochronna prawna i znajduje si¢ na ,,Czerwonej liScie roslin i grzybow Polski”. U
organizméw wodnych, rozmnazajacych si¢ zard6wno wegetatywnie jak i ptciowo, takich jak zostera
morska, coraz wigcej wiadomo o korelacji stopnia klonalno$ci ze wzorem rozmieszczenia geograficznego
populacji, jednak wciaz niewiele o jej zwiazku ze zmiennoscia genetyczna (Diekmann i1 Serrao, 2012).

Loci mikrosatelitarne (msDNA) ze wzgledu na swo6j kodominujacy charakter, umozliwiaja
doktadna dyskryminacje osobnikdéw, co pozwala w rzetelny sposob okresli¢ klonalno$¢ populacji.W ich
przypadku jednak limitujaca jest liczba opracowanych markeréw dla organizméw niemodemowych, do
jakich nalezy zostera morska. Do tej pory opracowano 12 loci msDNA (Thorsten i in., 1999; Reush,
2000; Diekmann i in., 2012).

Instytut Biochemii i1 Biofizyki rozpoczal realizacje zadania wyznaczonego w ramach projektu
»Restytucja kluczowych elementow ekosystemu Zatoki Puckiej wewnetrznej ,,Zostera” w
programie operacyjnym ,Infrastruktura i Srodowisko”. Celem wykonywanych badan jest ochrona
zasobow genetycznych kluczowej dla akwenu Zatoki Puckiej populacji zostery morskiej, formujacej
podwodne taki. Analizy genetyczne dotycza wytypowania populacji tej rosliny, ktora stanowi¢ bedzie
podstawe do restytucji tego gatunku w Zatoce Puckiej. Dlatego podjeto decyzje o wykonaniu analiz
genetycznych nie tylko polskiej populacji, ale takze estonskiej i niemieckie;.

W ramach realizacji zamowienia przeprowadzono analiz¢ 75 osobnikdéw zostery morskiej, po 25

osobnikéw z kazdej populacji z Zatoki Puckiej (Polska), Z. Finskiej (Estonia) i Z. Greifswaldzkiej
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(Niemcy). W analizie zastosowano 12 loci msDNA amplifikowanych w dwoch zoptymalizowanych
multipleksach. Okreslono klonalnos$¢, polimorfizm, struktur¢ genetyczna badanych populacji a takze
zanalizowano stopien zrdznicowania genetycznego populacji polskiej w stosunku do populacji estonskiej
1 niemieckie;.

Do analiz genetycznych pobierano fragment liscia 1 przechowywano w odpowiednich warunkach
do czasu izolacji DNA, ktora przeprowadzono przy pomocy samodzielnie przygotowanego zestawu
odczynnikow do izolacji genomowego DNA z tkanek ros§linnych. Analizy polimorfizmu 3 wymienionych
populacji, przeprowadzone zostaly na jadrowym DNA (nDNA). Startery znakowane fluorescencyjnie,
zgrupowano w 2 podzestawy. Nastepnie zoptymalizowano i przeprowadzono reakcje multipleks PCR
pozwalajace na rownoczesne uzyskiwanie produktow kilku lub kilkunastu /oci (Miilhardt, 2007).
Produkty amplifikacji poddano elektroforezie kapilarnej w sekwenatorze, (ABI Prism 3730). Korzystajac
z odpowiedniego oprogramowania, przeprowadzono analize dlugosci msDNA 1 analizy statystyczne (Van
Oosterhout 1 in., 2004; Arnaud-Haond i Belkhir, 2007; Peakall and Smouse, 2006; Goudet 2002;
Raymond i1 Rousset 1995; Jensen 1 in., 2005; Pritchard 1 in. 2000). Dla kazdej grupy scharakteryzowano:
struktur¢ klonalna, prawdopodobienstwo przypadkowej zgodnosci genotypow opracowanego zestawu
loci msDNA oraz warto$ci parametrow zmiennosci genetycznej i dystansu genetycznego.

Ostatecznie DNA udato si¢ wyizolowa¢ z 26 roslin w przypadku populacji polskiej, 24 estonskiej
23 niemieckiej. Dla wszystkich wymienionych osobnikow uzyskano profile mikrosatelitarne sktadajace
si¢ z 12 loci. W wyniku przeprowadzonych analiz statystycznych ustalono, ze badane populacje zostery
morskiej — polska, estonska i niemiecka — prezentuja inny wzdr ustrukturyzowania klonalnego. Ich
polimorfizm pozostaje na niskim poziomie, aczkolwiek wynik taki byt spodziewany ze wzgledu na
klonalny charakter tej ro$liny. Dystans genetyczny migdzy populacjami byt duzy i nie powinien by¢
tltumaczony izolacja geograficzna tych grup. Zroznicowanie genetyczne wystgpujace migdzy nimi
nalezatoby tlumaczy¢ innymi czynnikami m.in. struktura klonalng lub odmienna historia tych populacji.

Dlatego tez ostateczny wniosek w kontekscie restytucji zostery morskiej w Z. Puckiej oraz
ewentualnych planéw pozyskania materialu nasadzeniowego z innych populacji ze wschodniego i
zachodniego Baltyku wskazuje, ze takie plany nie powinny by¢ realizowane. Prawdopodobnie
réznorodno$¢ genetyczna zachodniej i wschodniej populacji nie zagwarantowataby sukcesu adaptacyjnego
przeniesionych roslin do Z. Puckiej i tym samym podwazylaby zatozenie o pozytywnym przebiegu i

zakonczeniu projektu restytucji zostery morskiej w Z. Puckiej wewngtrzne;.
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