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Wstęp

Zarys problemu

Mechanizmy ekspansji rodzimych gatunków roślin

• Procesy inwazji oraz ekspansji stanowią swego rodzaju ’eksperymenty
natury’, pozwalające na zrozumienie procesów ekologicznych,
fizjologicznych, ewolucyjnych oraz mechanizmów adaptacji gatunków
do opanowywanych siedlisk (Kinlan, Hastings 2005)

• Na procesy ewolucyjne zachodzące w populacjach w trakcie
kolonizacji nowego siedliska oraz dalszej ekspansji gatunku, wpływa
bardzo wiele czynników (Colautti Lau 2015)
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Wstęp

Zarys problemu

Mechanizmy ekspansji rodzimych gatunków roślin

• Do najważniejszych z nich zalicza się:

• procesy stochastyczne związane z dyspersją/izolacją populacji w
krajobrazie, historię kolonizacji z jednego lub wielu źródeł diaspor
(Dlugosch Parker 2008; Cristescu 2015; Dlugosch et al. 2015)

• późniejszą selekcję genotypów i ich plastyczną aklimatyzację
adaptację pod wpływem warunków siedliskowych oraz interakcje z
osobnikami tego samego i innych gatunków
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Wstęp

Cele pracy

Celem prac, składających się na osiągnięcie habilitacyjne było:

• Określenie wpływu Brachypodium pinnatum na skład florystyczny i
bogactwo gatunkowe muraw kserotermicznych (publikacja P5)

• Analiza dynamiki Brachypodium pinnatum oraz wybranych
gatunków murawowych w płatach bogatych florystycznie muraw
kserotermicznych (publikacja P4)
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Wstęp

Cele pracy

Celem prac, składających się na osiągnięcie habilitacyjne było:

• Określenie, jak zmieniają się wzorce zmienności genetycznej i
genotypowej populacji Brachypodium pinnatum, a w szczególności
(publikacje P2 - P3):

• ustalenie, jak fragmentacja siedlisk w krajobrazie rolniczym wpływa
na dyspersję, a pośrednio także na różnorodność i zróżnicowanie
genetyczne populacji Brachypodium pinnatum, i czy jest ona
przeszkodą w ekspansji tego gatunku?

• zbadanie, czy proces ekspansji kłosownicy w krajobrazie rolniczym
jest wynikiem:

• kolonizacji otwartych siedlisk z wielu źródeł i towarzyszy mu
zmniejszenie się różnorodności genetycznej i genotypowej populacji
(selekcję genotypów)

• kolonizacji z jednego lub najwyżej tylko kilku źródeł i następującego
po niej wzrostu różnorodności genetycznej i genotypowej populacji
poprzez sukcesywną kolonizację siedlisk przez nowe genotypy
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Wstęp

Cele pracy

Celem prac, składających się na osiągnięcie habilitacyjne było:

• ustalenie, czy istnieje związek, między obserwowanymi wzorcami
zmienności genetycznej i genotypowej a tempem reprodukcji
generatywnej i pomnażania wegetatywnego - cechami historii życia,
kluczowymi dla utrzymania wysokiego tempa wzrostu populacji (λ
oraz trwałej kolonizacji terenu.
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Wstęp

Cele pracy

Celem prac, składających się na osiągnięcie habilitacyjne było:

• Poznanie mechanizmów aklimatyzacji aparatu fotosyntetycznego do
warunków siedliskowych, zmieniających się w trakcie ekspansji
Brachypodium pinnatum (publikacja P1), a w szczególności:

• określenie, w jaki sposób parametry fluorescencji chlorofilu, związane
z różnymi aspektami funkcjonowania fotoukładu II (PSII), zmieniały
się z wiekiem siedliska,

• ustalenie, czy istnieje zależność między zmiennością
genetyczną/genotypową a mierzonymi i obliczonymi parametrami
fluorescencji chlorofilu
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Wstęp

Cele pracy

Celem prac, składających się na osiągnięcie habilitacyjne było:

• Opracowanie metod ograniczenia ekspansji kłosownicy pierzastej w
murawach kserotermicznych (publikacja P5)
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Obiekt badań

Brachypodium pinnatum (L.) P. Beauv

• klonalny gatunek trawy, obcopylny, 2n=28 Rychlewski (w Pogan,
Izmaiłow et al. 1983 ) i Schippmann (1991); 2n=18 Mizianty
(2007); nasze badania – 2n=28

• jego ekspansja doprowadziła do:

• znacznego spadku różnorodności muraw kserotermicznych w Europie
Zachodniej i środkowej (Willems Vannieuwstadt 1996)

• wiąże się ze zmianą lub zaprzestaniem tradycyjnego użytkowania
muraw

• gatunek ten wkracza także na tereny porolne, tworząc często
rozległe, jednogatunkowe płaty

• wysokie tempo ekspansji Brachypodium pinnatum wynika z jego
dużych zdolności do dyspersji oraz konkurencji,

• w szczególności z plastycznej adaptacji do zmiennych warunków
świetlnych (Mojzes et al. 2003), efektywnego wykorzystania
zasobów, zwłaszcza fosforu i azotu (Bobbink Willems 1987, 1988),
zdolności do szybkiego rozrostu lateralnego klonów i tworzenia łanów
silnie zagęszczonych pędów, połączonych długimi rozłogami (Pottier
Evette 2010) co umożliwia trwałą kolonizację zajętej przestrzeni (de
Kroon Knops 1990).
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Teren badań

• centralna części Wyżyny Krakowskiej, której zrąb tworzą wapienie
górnojurajskie piętra oksfordzkiego (Michalik 1983)

• występuje tu ponad 300 izolowanych płatów muraw
kserotermicznych w różnym wieku o wielkości od 1-5 arów do 2
hektarów

• do badań wybrano 12 obiektów, w których występowały populacje
Brachypodium pinnatum o najlepiej udokumentowanej historii
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Fig. 1. Study area: southern part of Cracow-
Czestochowa Upland. Numbers of studied sites as in 
table 1.

Rysunek:
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Badania terenowe

w 1996 założono:
• 90 poletek x 1 m2 każde w obrębie płatu murawy - Długa Skała,

Grodzisko, OPN

• w miejscach różniących się składem gatunkowym, udziałem
Brachypodium oraz sposobem użytkowania:

• K - kontrola (bez użytkowania),

• M - poletko koszone jesienią,

• C - poletko, na którym usunięto drzewa i krzewy

• spisy florystyczne (1997-2010) wykonano wraz z oceną
procentowego pokrycia (dokładność do 1 cm2)
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Wyniki

• występuje silna
negatywna zależność
między pokryciem
kłosownicy a :

• liczbą i pokryciem wielu
gatunków murawowych,

• bogactwem
gatunkowym,
mierzonym wskaźnikiem
H’ Shannona.
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Wyniki

• Negatywny wpływ na
gatunki muraw:
Scabiosa ochroleuca,
Thymus kosteleckyanus,
Carex pediformis,
Verbascum chaixii
subsp. austriacum i
Libanotis pyrenaica.

• pozytywna korelacja
pokrycia B. pinnatum z
pokryciem krzewów :
Prunus spinosa i Cornus
sanguinea.

Species K M C
Scabiosa(ochroleuca *+0.88** !"0.24 !"
Hypericum(perforatum *+0.86 !"0.62 !"
Festuca(rubra *+0.83*** *+0.28*** !"
Thymus(kosteleckyanus *+0.65*** !"0.52* !"
Festuca(rupicola *+0.52*** !"0.04 !"
Carex(pediformis *+0.47* !"0.10 !"
Libanotis(pyrenaica *+0.34* *0.39*** *0.28***
Thymus(austriacus !"0.29 *+0.31* !"
Vincetoxicum(hirundinaria !"0.26 !0.16 *0.30***
Galium(boreale !"0.25 !"0.64*** !"
Euphorbia(cyparissias !"0.23 !0.02 !0.12
Potentilla(heptaphylla !"0.19 *0.46*** !"
Agrimonia(eupatoria !"0.18 *0.27** *0.27***
Verbascum(chaixii(austriacum !"0.17 *0.47*** !"
Helianthemum(nummularium !"0.06 *0.27* !"
Salvia&verticillata *0.76*** *0.70** *+
Carpinus(betulus !0.90** !0.41 !"
Poa(angustifolia !" *0.30* !"
Rosa(canina !" *0.49*** !"
Prunus(spinosa !" *0.69** !"
Cornus(sanguinea !" 0.96*** !"
Cruciata(clabra !" *+0.42*** !"
Vola(mirabilis !" *+0.81** !"
Carex(caryophyllea !" *+0.71** !"
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How Brachypodium influence species richness ?

Wyniki

• W badanych murawach
kłosownica pierzasta
wpływała negatywnie na
różnorodność gatunkową
nie tylko poprzez szybkie
zajmowanie przestrzeni i
wypieranie gatunków na
drodze konkurencji, lecz
także w wyniku
wytwarzania trudno
rozkładalnej ściółki o
znacznej miąższości,
która uniemożliwia
kiełkowanie nasion
większości gatunków
murawowych.
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Small-scale species mobility in calcareous grasslands

DynamikaBrachypodium pinnatum i gatunków
murawowych

Rysunek: Bąba W. 2005. The small-scale species mobility in calcareous
grasslands – example from southern Poland. Acta Societatis Botanicorum
Poloniae 74(1): 53-64.
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Small-scale species mobility in calcareous grasslands

Zarys problemu

• Na dynamikę zbiorowisk wpływają m.in.: obfitość i rozkład opadów,
okresów suszy czy powodzi, (Maarel E. van der 1993, 1997), oraz
interakcje wewnątrz- i międzygat. (Maarel E. van der 1997; Tamm
et al. 2001).

• Bogate w gatunki zbiorowiska, złożone z wieloletnich roślin o
klonalnym typie wzrostu wydają się być stałe w większej skali
przestrzennej, pomimo wysokiego tempa wymiany gatunków w
mikroskali (Herben et al. 1993; Sykes et al. 1994; Klimes 1999).

• Dla wyjaśnienia dynamiki zbiorowisk Maarel E. van der 1993, 1997
zaproponował ’model karuzeli’

• MK Pozwala również na porównanie dynamiki Bp. i innych
gatunków muraw.
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Small-scale species mobility in calcareous grasslands

Metodyka badań

• analizę dynamiki Brachypodium pinnatum oraz 33 wybranych
gatunków murawowych przeprowadzono w obrębie murawy na
Grodzisku

• W latach 1997-2000 obliczono tempo ’wymiany gatunków’,
(turnover, T), średni czas pozostawania na poletku (residence time,
RT) i średni czas pozostawania na poletku przy założeniu losowej
dyspersji (relative residence time, RRT),

• czas ’obrotu karuzeli’ czyli czas potrzebny do choćby jednorazowego
pojawienia się gatunku we wszystkich poletkach (carousel time, CT i
relative carousel time RCT) oraz skumulowaną frekwencję (CF)
wyliczoną przy założeniu, że migracja i imigracja są procesami
losowymi (random reasignment model, random immigration model
(Maarel E. van der 1993, 1997; Palmer Rusch 2001).

• Dynamikę gatunków w kolejnych latach, porównano za pomocą
analizy zgodności (Correspondence Analysis, CA).
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Metodyka badań

• analizę dynamiki Brachypodium pinnatum oraz 33 wybranych
gatunków murawowych przeprowadzono w obrębie murawy na
Grodzisku

• W latach 1997-2000 obliczono tempo ’wymiany gatunków’,
(turnover, T), średni czas pozostawania na poletku (residence time,
RT) i średni czas pozostawania na poletku przy założeniu losowej
dyspersji (relative residence time, RRT),

• czas ’obrotu karuzeli’ czyli czas potrzebny do choćby jednorazowego
pojawienia się gatunku we wszystkich poletkach (carousel time, CT i
relative carousel time RCT) oraz skumulowaną frekwencję (CF)
wyliczoną przy założeniu, że migracja i imigracja są procesami
losowymi (random reasignment model, random immigration model
(Maarel E. van der 1993, 1997; Palmer Rusch 2001).

• Dynamikę gatunków w kolejnych latach, porównano za pomocą
analizy zgodności (Correspondence Analysis, CA).
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• zbiorowisko wykazywało
cechy stabilności w skali
płatu (100 m2).

• gatunki występujące w
murawie różniły się
znacznie pod względem
dynamiki w skali 1m2

• tempa wymiany
gatunków (T = 6-68) ,
’obrotu karuzeli’, (CT =
4-400 lat), i czasu
pozostawania na poletku
(RT = 0.5-21 lat).
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znacznie pod względem
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Small-scale species mobility in calcareous grasslands

Wyniki

• wyróżniono gat. o
niskiej,
umiarkowanie
wysokiej oraz
wysokiej dynamice

• pierwszą grupę
tworzyły: Carex
pediformis, Festuca
rupicola oraz
Brachypodium
pinnatum (CT =
60-100, T = 10-20).
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Small-scale species mobility in calcareous grasslands

Wyniki

• wyróżniono gat. o
niskiej,
umiarkowanie
wysokiej oraz
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• pierwszą grupę
tworzyły: Carex
pediformis, Festuca
rupicola oraz
Brachypodium
pinnatum (CT =
60-100, T = 10-20).
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Konspekt Wstęp Metodyka badań Przegląd prac1 Przegląd prac2 Wnioski końcowe Podziękowania

Small-scale species mobility in calcareous grasslands

Wyniki

• Do drugiej grupy (CT = 25-50, T = 21-40) zaliczono m.in. Fragaria
viridis, Origanum vulgare czy Dianthus carthusianorum.

• Do grupy gatunków o wysokiej mobilności (CT = 25-50, T =
21-40), należą m.in. Ranunculus bulbosus, Sanguisorba minor,
Coronilla varia i Euphorbia cyparissias.

• Ekspansja Brachypodium była ograniczana przez silne zróżnicowanie
warunków siedliskowych oraz obecność innych gatunków.

• Analiza zgodności (CA), w której porównano dynamikę gatunków w
poszczególnych latach, również wykazała istnienie odrębnej grupy
gatunków wykazujących tendencję do pozostawania na poletkach w
ciągu całego okresu badań. W grupie tej znalazły się Brachypodium
pinnatum i Festuca rupicola.
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viridis, Origanum vulgare czy Dianthus carthusianorum.

• Do grupy gatunków o wysokiej mobilności (CT = 25-50, T =
21-40), należą m.in. Ranunculus bulbosus, Sanguisorba minor,
Coronilla varia i Euphorbia cyparissias.

• Ekspansja Brachypodium była ograniczana przez silne zróżnicowanie
warunków siedliskowych oraz obecność innych gatunków.

• Analiza zgodności (CA), w której porównano dynamikę gatunków w
poszczególnych latach, również wykazała istnienie odrębnej grupy
gatunków wykazujących tendencję do pozostawania na poletkach w
ciągu całego okresu badań. W grupie tej znalazły się Brachypodium
pinnatum i Festuca rupicola.
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Wyniki

• Obserwowana CF gatunków
była istotnie niższa w
porównaniu z wartościami
przewidywanymi w modelach
RR a także RI.

• nielosowy charakter, choć
obserwowane CF dla
Brachypodium pinnatum,
Festuca rupicola, Vincetoxicum
hirundinaria pokrywały się z
wartościami CF
przewidywanymi w modelu RI.
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ABSTRACT: Brachypodium pinnatum belongs 
to native grasses which could dramatically decrease 
the biodiversity of calcareous grasslands, therefore, 
an examination of the mechanisms of its expansion 
is of prime importance for their conservation. We 
studied the genetic structure of 12 subpopulations 
of the expansive grass B. pinnatum in a heteroge-
neous landscape with AFLP markers, aiming at de-
termination whether spatial isolation influences the 
genetic diversity and the population genetic struc-
ture of this species. A high level of overall (79%) 
and within population polymorphic loci (38–44%) 
were found and 220 different genotypes were dis-
tinguished among the 252 samples analysed. No 
significant population structure nor isolation-by-
distance were found, despite their long-time frag-
mentation history. This confirms that isolation of 
calcareous grasslands in a landscape cannot prevent 
the expansion of B. pinnatum grasses because of the 
high generative dispersal ability. Subsequent quick 
and extensive clonal growth of this species enables 
the successful establishment. In most cases mowing 
or grazing is sufficient to keep this species at a low 
density within ancient grasslands and to prevent 
seed and pollen dispersal, but not for restoration of 
species-rich calcareous grasslands.

KEY WORDS: genetic diversity, Brachypo-
dium pinnatum, expansion, calcareous grasslands, 
reproduction, AFLP, between-class PCA, STRUC-
TURE 2.2 software

1. INTRODUCTION

Control of populations of expansive spe-
cies is one of the most important issues of 
contemporary conservation biology (Laverge 
and Molofsky 2007). Brachypodium pinna-
tum (L.) P. Beauv belongs to grasses that can 
dramatically decrease the biodiversity of cal-
careous grasslands and poses a threat to pop-
ulations of rare species that are of interest in 
conservation (B obbink and Wil lems 1987, 
Wil lems et al. 1993, Bąba 2003, 2005, Bąba 
and Kompa ła-Bąba 2005). The competi-
tive success of this species is related to its life 
history traits such as its plastic response to 
variable light conditions (Mojzes  et al. 2003, 
Fa l ińska et al. 2010), high tiller density and 
branching frequency (Pott ier  and Evette 
2010), as well as its capacity for early season 
clonal growth and clonal integration strategy 
(de Kroon and Knops 1990, de Kroon 
and B obbink 1997). Moreover, its increas-
ing abundance and biomass is associated with 
elevated nitrogen and phosphorus content 
(B obbink and Wil lems 1987, 1988, Wil-
lems and Van Nieuwstadt  1993). Origi-
nally, B. pinnatum occurred locally within 
extensively used calcareous grasslands, scrub-
lands and oak forests in agricultural land-
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Expansive grass in a fragmented landscape

Zarys problemu

Struktura krajobrazu a różnorodność genetyczna populacji

• Fragmentacja siedlisk może prowadzić do ograniczenia przepływu
genów między subpopulacjami, spadku różnorodności genetycznej
wewnątrzpopulacyjnej i wzrostu - międzypopulacyjnej (Wade
McCauley 1988; Austerlitz et al. 1997; Fenart et al. 1997; Young
Clarke 2000; Austerlitz Smouse 2001; Le Corre Kremer 2003;
Honnay et al. 2007; Dlugosch Parker 2008; Dlugosch et al. 2015)

• w populacjach zasiedlających izolowane siedliska szczególnie często
obserwujemy ’efekt założyciela’ (founder effect) oraz efekt ’wąskiego
gardła’ (population bottleneck), które mogą mieć negatywny wpływ
nie tylko na populacje rzadkich (Raijmann et al. 1994; Avise
Hamrick 1996; Cruzan 2001; Gonzales Hamrick 2005; Franks 2010)
lecz także pospolicie występujących gatunków (Lienert et al. 2002;
Hooftman et al. 2004; Galeuchet et al. 2005; Honnay Jacquemyn
2007).
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Expansive grass in a fragmented landscape

Zarys problemu

Struktura krajobrazu a różnorodność genetyczna populacji

• wyniki niektórych badań wskazują, że ekspansja może przebiegać
według innego scenariusza, zgodnie z którym gatunki, inwazyjne nie
podlegają efektowi ’wąskiego gardła’, a także nie wykazują gorszego
dostosowania, lub obniżonego potencjału ewolucyjnego (Slatkin
1977; Hollingsworth Bailey 2000; Suarez et al. 2008; Richards et al.
2008; Ross Shoemaker 2008; Fernández-Mazuecos Vargas 2011).

• Dla wyjaśnienia tego zjawiska zaproponowano model kolonizacji z
wielu źródeł (Bossdorf et al. 2005; Yang et al. 2008; Marrs et al.
2008; Rosenthal et al. 2008).
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Metodyka badań

• Przeprowadzono analizy AFLP osobników (genetic fingerprint) 12
subpopulacji Brachypodium.

• W celu określenia hierarchicznej struktury genetycznej populacji Bp
użyłem:

• molekularnej analizy wariancji (AMOVA; (Peakall Smouse 2012),

• międzygrupową analizę głównych składowych (between-PCA,
(Jombart 2008), która nie wymaga spełnienia założeń o równowadze
Hardego-Weinberga oraz równowadze sprzężeń (linkage equilibrum)
między loci (Jombart et al. 2008).

• analizę Bayesowską: STRUCTURE (Pritchard et al. 2000; Foll et al.
2010), BAPS (Corander et al. 2006)
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Fig. 1. Study area: southern part of Cracow-
Czestochowa Upland. Numbers of studied sites as in 
table 1.
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• 5 kombinacji starterów EcoRI/MseI (E-TG/M-CTC, E-TC/M-CTC,
E-AT/M-CTC, E-AC/M-CTC, E-AT/M-CTG) pozwoliło na
uzyskanie ogółem 517 prążków w tym 79

• Procent loci polimorficznych w obrębie (sub)populacji był niższy i
wynosił (38–44

• Wartości współczynnika Simpsona były istotnie niższe w populacjach
z Grodziska, Doliny Będkowskiej oraz Wąwozu Bolechowickiego.
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TECHNIKA AFLP
(AMPLIFIED FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM; VOS I IN., 1995)

C19 C20 C21
1 1 1
0 0 0
0 0 0
0 1 0
0 0 0
0 0 0
1 0 1
1 1 1
1 1 1
0 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1

elektroforeza

w.baba@ietu.pl Instytut Ekologii Terenów Uprzemysłowionych, Katowice

Eko-fizjologiczne i genetyczne mechanizmy ekspansji Brachypodium pinnatum w krajobrazie rolniczym



Konspekt Wstęp Metodyka badań Przegląd prac1 Przegląd prac2 Wnioski końcowe Podziękowania

Expansive grass in a fragmented landscape

Wyniki

Table1. Population characteristics and genotypic diversity of the 12 studied subpopulations 

Code

 

Locality

 

 

Lon

 

Lat

 

G

 

G/N

 

PPL

 

Pb

 

D

 

 

1

 

Powroźnikowa1

 

19°40'08.48"E

 

50°11'44.06"N

 

30

 

0.968

 

42.9

 

2

 

1.000

 

2

 

Powroźnikowa2

 

19°40'04.53"E

 

50°12'02.39"N

 

29

 

0.967

 

41.2

 

4

 

1.000

 

3

 

Racławice

 

19°40'37.06"E

 

50°12'02.10"N

 

28

 

0.903

 

42.6

 

2

 

0.935

 

4

 

Bolechowice

 

19°46'58.08"E

 

50° 9'11.28"N

 

27

 

0.871

 

40.1

 

0

 

0.935

 

5

 

Grodzisko

 

19°49'46.55"E

 

50°13'36.39"N

 

18

 

0.642

 

38.9

 

0

 

0.741

 

6

 

Grodzisko-Onobrychis

 

19°49'36.86"E

 

50°13'40.54"N

 

17

 

0.548

 

38.7

 

4

 

0.677

 

7

 

Dolina Kobylańska

 

19°45'42.06"E

 

50° 9'27.33"N

 

26

 

0.838

 

44.5

 

1

 

0.935

 

8

 

Wielkie Skały

 

19°48'20.17"E

 

50°11'23.49"N

 

26

 

0.838

 

42.2

 

2

 

1.000

 

9

 

Dolina Będkowska

 

19°44'21.28"E

 

50° 8'49.44"N

 

19

 

0.612

 

38.6

 

3

 

0.483

 

10

 
Dolina Kluczwody

 
19°49'7.04"E

 
50° 9'49.94"N

 
23

 
0.766

 
43.1

 
0

 
0.806

 

11
 

Skała Żytnia
 

19°47'54.96"E
 

50°11'14.72"N
 

29
 

0.935
 

40.2
 

1
 

1.000
 

12 Skały Wilisowe 19°42'30.76"E 50°11'47.56"N 28 0.903 41.8 0 1.000 
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• AMOVA wykazała, że 19% zmienności jest związana ze
stanowiskami, zaś zdecydowana większość wynikała ze zmienności
między osobnikami w obrębie stanowisk (82.2%).

• Obserwowany poziom polimorfizmu jest typowy dla gatunków tego
rodzaju np. Brachypodium distachyon (66%) (Bakker et al. 2009),
B. sylvaticum (76%, Rosenthal et al. 2008), lecz niższy niż dla B.
distachyon z obszaru śródziemnomorskiego (RAPD; 96%)
(Jaroszewicz et al. 2012).
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Fig. 3. The Evanno et al.’s (2005) ad hoc statistic ΔK, showing a peak at the “optimal” number of clusters.

Fig. 2. The between-group eigenanalysis (PCA, centered and standardised, based on variance-covari-
ance matrix) of genetic differentiation of individuals from the 12 populations studied. The “star” corre-
sponds to the particular subpopulation are placed with labels placed in centres of gravity of each group 
and points corresponds to the individuals. The ellipses around stars correspond to the 1.5 of standard 
error of ordination. The scale of the graph is given by a grid, which size is given in the upper right cor-
ner. The bar plot (bottom right) shows the contribution of first five axes to the variance explained by 
the ordination.
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• Analiza PCA potwierdziła słabe zróżnicowanie między populacjami z
północno-zachodniej części terenu badań (Powroźnikowa1, 2;
Racławice) i populacjami z południowej oraz centralnej jego części
(Wielkie Skały, Dolina Kobylańska, Kluczwody, Będkowska, Skały
Willisowe).

• Populacje z Bolechowic, Skały Żytniej oraz Grodziska tworzyły
odrębne grupy. Analiza Bayesowska potwierdziła wyniki analizy PCA.

• Test Mantela nie wykazał wpływu izolacji na zróżnicowanie
genetyczne badanych populacji Brachypodium pinnatum (M = 0.14,
p ¡0.45).
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K=2

K=3

K=4

K=6

Analysis of population structure of Brachypodium 
pinnatum based on AFLP genotypes using the 
approach of Falush et al... (2003) at increasing 
values of inferred clusters (K = 2, ... , 6). Only first 6 
divisions are presented. Each individual is 
represented by a line, which is partitioned into K 
coloured segments according to the individuals' 
“estimated membership” fractions in each of the K 
clusters. Bars are partitioned into K shaded 
segments proportional to the inferred ancestry of 
each individual to each cluster. 
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6

Clusters origin inferred from STRUCTURE

Clusters inferred from BAPS

Metapopulation structure of the 12 Brachypodium 
pinnatum subpopula-tions inferred from the BAPS 
(Voronoi polygons) and STRUCTURE (pie charts). The 
values in table below are the goodness-of-fit levels, in 
terms of changes in the natural logarithm of the marginal 
likelihood of the data (logml-values) if group i is moved to 
cluster j, for the optimal clustering solution of BAPS 
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• silna i długotrwała izolacja muraw w krajobrazie rolniczym Wyżyny
Krakowskiej nie stanowi przeszkody dla ekspansji kłosownicy
pierzastej.

• mamy tu do czynienia z metapopulacją, kształtowaną przez
współczesne i historyczne procesy kolonizacji - ekstynkcji.
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a  b  s  t  r  a  c  t

Perennial  grasses  constitute  a  major  group  of  species  showing  a dramatic  decline of  biodiversity  in suc-
cessional  plant  communities.  Using  AFLP  markers,  we  examined  12  populations  of the  expansive  grass
Brachypodium  pinnatum  differing  in habitat  age  (30–50,  ca. 100  and  >300  years  old)  in order  to determine
whether  clonal  diversity  of  populations,  genetic  variation,  and  the  relative  importance  of clonal  prop-
agation versus  sexual  reproduction  change  with  grassland  age.  Five  AFLP  primer  combinations  gave  a
total of 517  bands,  79%  of  which  were  polymorphic.  314  different  multilocus  lineages  were  distinguished
among  the  453  samples  analyzed.  The  number  of  genotypes  (G)  and  clonal  richness  (R)  decreased  with
habitat age,  while  the  distribution  of the  frequency  of  genets  changed  from  many  clones  of  similar  size  to
dominance  by  one  or  a few  large  clones.  We  consider  these  results  to  give  evidence  of  significant  role  of
sexual  reproduction  in  the early  phases  of  colonization  and  prevalence  of  clonal  growth  and  competitive
exclusion  of  less  adapted  genotypes  in  the  later  ones.  However,  habitat  age  had  only  marginal  effect on
genetic diversity,  as  percentage  of polymorphic  loci  (PPL)  within  all  the  populations  analyzed  was  similar,
viz. 38.6–43.5%.

© 2012 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction

Brachypodium pinnatum belongs to a major group of grasses
that can dramatically reduce biodiversity in successional plant
communities (Willems and van Nieuwstadt, 1996). Originally, this
species occurred locally within extensively managed calcareous
grasslands, scrublands and oak forests, and spread across agri-
cultural landscapes in Western and Central Europe (Bobbink and
Willems, 1987; Mojzes et al., 2003). The expansion of B. pinnatum
since the second half of the 20th century is a result of the abandon-
ment of agricultural practices leading to successional changes of
ancient calcareous grasslands and an increase of fallow land. Now
it occurs in many calcareous grasslands across humid regions of
Europe, often forming nearly monodominant stands (Bąba, 2003;
Dujardin et al., 2011; Willems and van Nieuwstadt, 1996).

Numerous aspects of B. pinnatum biology related to its com-
petitive success and site pre-emption ability have been reported

Abbreviations: IBD, isolation by distance; ISR, initial seedling recruitment; LDD,
long distance dispersal; MLL, multilocus lineages; RSR, repeated seedling recruit-
ment.

∗ Corresponding author.
E-mail address: wojciech.baba@uj.edu.pl (W.  Bąba).

to date, including plastic response to changeable light conditions
(Mojzes et al., 2003), high tiller density and branching frequency
(Pottier and Evette, 2010), and its capacity for early-season clonal
growth and a strategy of clonal integration (de Kroon and Bobbink,
1997; de Kroon and Knops, 1990). Its increasing abundance and
biomass is associated with elevated nitrogen and phosphorus input
to the soil (Willems and van Nieuwstadt, 1996). Much less well
studied are the genotypic diversity and genetic variation of B.
pinnatum,  aspects important to understand its expansion mech-
anisms. In dynamic landscapes where grassland fragments differ
in age, the genetic structure of plant populations is expected to
vary between sites. This may be related to the number and ori-
gin of colonists and the rate of gene flow and selection after
colonization (Barrett et al., 2008; Dlugosch and Parker, 2008).
Theory predicts that young populations may experience a bot-
tleneck, resulting in loss of genetic diversity, while selection
increases genetic divergence between populations (Dlugosch and
Parker, 2008; Franks, 2010; Lee, 2002; Wade and McCauley, 1988).
However, recurrent and multiple-source colonizations, frequently
reported, seem to increase expansion success and can homogenize
genetic diversity between fragments of different ages (Bossdorf
et al., 2005; Crawford and Whitney, 2010; Novak and Mack, 2005;
Ramakrishnan et al., 2010; Yang et al., 2008). The genetic diversity
of a population in older fragments is also related to the life history

0367-2530/$ – see front matter ©  2012 Elsevier GmbH. All rights reserved.
doi:10.1016/j.flora.2012.01.011
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Zarys problemu

Zmienność genetyczna Brachypodium pinnatum a wiek
murawy

• Sukces inwazji/ekspansji gatunku zależy m.in. od liczby źródeł
pochodzenia osobników kolonizujących nowe siedlisko (Barrett et al.
2008; Dlugosch Parker 2008).

• Kolonizacja z wielu źródeł lub kolonizacja wielokrotna wydaje się
zwiększać prawdopodobieństwo opanowania nowego siedliska (Novak
Mack 2005; Bossdorf et al. 2005; Sax et al. 2007; Yang et al. 2008;
Crawford Whitney 2010; Ramakrishnan et al. 2010).
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Zmienność genetyczna Brachypodium pinnatum a wiek
murawy

• Różnorodność genetyczna starszych populacji jest z reguły związana
z cechami historii życia gatunków, a szczególnie tempem
pomnażania wegetatywnego i reprodukcji generatywnej (Hamrick
Godt 1996; Kinlan Hastings 2005).

• Brak pyłku zdolnego do zapylenia kwiatów we wczesnych etapach
kolonizacji może skutkować przewagą wzrostu klonalnego nad
reprodukcją generatywną (Piquot et al. 1998; Barrett et al. 2008) a
w skrajnych przypadkach nawet prowadzić do dominacji jednego
klonu.

• W starszych murawach, przewaga wzrostu klonalnego oraz nasilenie
konkurencji między genotypami może niwelować efekt wcześniejszej
rekrutacji siewek. W przypadku obu scenariuszy można spodziewać
się wysokiej zmienności genetycznej pomiędzy populacjami, a niskiej
zmienności wewnątrzpopulacyjnej (Travis Hester 2005).
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Metody badań

• Kwerenda źródeł historycznych pisanych oraz kartograficznych,
umożliwiła identyfikację:

• płatów ’starych muraw’, bogatych florystycznie, użytkowanych jako
pastwiska od co najmniej 300 lat, ’muraw w średnim wieku’ (w
wieku ok. 100 lat) oraz ’młode murawy’ (ok. 30-50 lat).

• W celu określenia struktury przestrzennej klonów, na wszystkich
powierzchniach w obrębie transektów pobrano łącznie 453 próby, w
odległości od 10 cm do 39 m.

• W celu określenia tempa pomnażania wegetatywnego oraz
reprodukcji wegetatywnej w latach 2007-2009 określono liczbę
pędów wegetatywnych, generatywnych oraz średnią produkcję nasion
na 1 m2.
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• W oparciu o dane AFLP wyznaczono liczbę ’genotypów’ (multilocus
lineages, MLL; (Douhovnikoff Dodd 2003; Meirmans Van
Tienderen 2004; Rozenfeld et al. 2007; Arnaud-Haond 2008) oraz
różnorodność klonalną wyliczono według (Dorken Eckert 2001).

• Dla porównaniu rozkładów frekwencji ramet reprezentujących
poszczególne genotypy użyłem rozkładu Pareto beta (Vidondo et al.
1997). Wartość beta wzrasta wraz ze wzrostem liczby klonów o
porównywalnej wielkości, zaś maleje, gdy jeden z nich (lub kilka)
uzyskuje dominację.
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• Ogółem spośród 453 prób wyróżniłem 314 różnych genotypów.

• Obserwowana różnorodność genotypowa (G/N = 0.685) jest wyższa,
niż średnie wartości stwierdzone dla gatunków o klonalnym typie
wzrostu uzyskanych dla wszystkich typów markerów DNA (0.44
(Piquot et al. 1998; Stehlik Holderegger 2000) jak również dla
średniej dla markerów AFLP (Honnay Jacquemyn 2008).

• Liczba genotypów (G) w młodych murawach była niemal dwukrotnie
większa (24-27) w porównaniu ze starymi (13-18). Najmniejszą
liczbę genotypów zanotowano na Grodzisku, zaś największą na Skale
Powroźnikowej 1 i 2.
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Table 1
Genetic and genotypic diversity statistics for 12 Brachypodium pinnatum populations in the Cracow Jura region (Age = age of studied grasslands; old: >300 years, intermediate:
ca.  100 years, young: 30–50 years, PPL – % polymorphic loci, G – number of genotypes (MLLs – multilocus lineages, see Materials and methods section), R – clonal richness, ˇ
– Pareto  distributions of frequency of genets.

Code Locality Age Longitude Latitude Mean shoot
density (m2)

Mean of flowering
shoots density (m2)

PPL G R ˇ

A Powroźnikowa1 Young 19◦40′08.48′′E 50◦11′44.06′′N 744.2 189.7 42.9 27 0.867 3.018
B  Powroźnikowa2 Young 19◦40′04.53′′E 50◦12′02.39′′N 808.5 189.2 41.2 27 0.867 2.477
C  Racławice Young 19◦40′37.06′′E 50◦12′02.10′′N 678.2 101.7 42.6 25 0.800 2.864
M  Skały Wilisowe Young 19◦42′30.76′′E 50◦11′47.56′′N 850.3 127.5 41.8 24 0.734 2.254
G Wielkie  Skały Intermediate 19◦48′20.17′′E 50◦11′23.49′′N 880.0 338.8 42.2 23 0.767 1.950
H Dolina Kobylańska Intermediate 19◦45′42.06′′E 50◦ 9′27.33′′N 689.0 235.6 44.5 23 0.733 1.713
L  Skała Żytnia Intermediate 19◦47′54.96′′E 50◦11′14.72′′N 764.2 424.1 40.2 22 0.700 2.121
D  Bolechowice Intermediate 19◦46′58.08′′E 50◦ 9′11.28′′N 959.3 432.6 40.1 21 0.667 1.619
J  Dolina Kluczwody Old 19◦49′7.04′′E 50◦ 9′49.94′′N 985.8 22.9 43.1 18 0.600 1.549
K  Dolina Będkowska Old 19◦44′21.28′′E 50◦ 8′49.44′′N 1451.3 36.2 38.6 17 0.534 1.308
F Grodzisko-Onobrychis Old 19◦49′36.86′′E 50◦13′40.54′′N 1516.8 42.0 38.7 16 0.500 1.207
E  Grodzisko Old 19◦49′46.55′′E 50◦13′36.39′′N 1361.5 20.4 38.9 13 0.445 1.131

applied the power law (Pareto, ˇ) distribution (Vidondo et al., 1997)
given by the equation:

N≥X = aX−ˇ

where N is the number of MLLs containing X and more ramets, and
a and  ̌ are parameters fitted by regression (Arnaud-Haond et al.,
2007; Vandepitte et al., 2009).  ̌ is especially good for comparing
clonal diversity because its value increases both with the evenness
of distributions of clones and with their number (Arnaud-Haond
et al., 2007). The differences in G, R and  ̌ between the grasslands of
different ages were examined with a t-test (Sokal and Rohlf, 1995).

Changes of clonal and generative reproduction after founding
Differences in B. pinnatum mean shoot density and number of

seeds between grasslands of different ages were tested by one-way
ANOVA. The post hoc Tukey’s test was used to verify the differences
between grassland types (Sokal and Rohlf, 1995). We  related the
observed genotypic diversity to generative reproduction and inter-
clonal competition by calculating the Pearson correlations between
the population characteristics chosen (seed production/m2 and
shoot density/m2) and the R and ˇ-pareto values. Taking into
account the similar productivity, soil type and lack of management
of the analyzed sites, shoot density seems a good predictor of the
B. pinnatum colonization process, though we are aware that a com-
parison of seed production levels must be interpreted with care
in view of the relatively short period of the study and the largely
unknown rate of seedling establishment.

Genetic diversity and structuring of populations of different
ages

To determine changes in genetic diversity of B. pinnatum col-
onization we calculated the total percentage of polymorphic loci
(PPL at the 5% level, i.e. loci with allelic frequencies between 0.05
and 0.95) both across all samples and within the populations stud-
ied using AFLP-SURV (Vekemans et al., 2002). To make inferences
about gene flow we tested the spatial pattern of genetic variability
between grasslands of different ages, between and within pop-
ulations using PCoA, based on a matrix of Jaccard’s coefficients
(Jombart et al., 2008). Total genetic diversity was then partitioned
among PCoA groups, populations within groups, and individu-
als within populations, by carrying out hierarchical analysis of
molecular variance (AMOVA) using GenAlEx (Peakall and Smouse,
2001). Overall spatial structure was examined using the Mantel test
on pairwise geographical distances between populations and the
matrix with pairwise ˚ST values between populations, performed
with GenAlEx (Peakall and Smouse, 2001).

All calculations except those indicated in the text were per-
formed using the R package (R Development Core Team, 2011).

Results

Decrease of genotypic diversity and clonal expansion after
colonization

Three hundred and fourteen different MLLs were distinguished
among the 453 samples analyzed. The number of different geno-
types and the level of clonal richness were moderate but varied
significantly between sites. Both measures of genotypic richness
(G, R) were correlated with habitat age, and significantly decreased
with grassland age (Tables 1 and 2). The number of MLLs in
young grasslands (27) was  more than double the number in old
ones (13). MLLs were fewest in old grasslands in Grodzisko and
Grodzisko-Onobrychis, and highest in the young grasslands Skała
Powroźnikowa A and B (Table 1). This pattern was confirmed by
the detailed sampling of randomly chosen 1 m2 quadrats within an
old (E), an intermediate (L) and a young grassland (B): Fig. 2b. In
that young grassland we found 26 different MLLs (and 6 within a
10 cm2 quadrat) and in the old one only 10 MLLs (only 1 within
10 cm2). The distribution of genotype frequency for consecutive
grassland types differed significantly along the colonization gra-
dient (Tables 1 and 2). Dominance of genets was  higher in old
than in intermediate and young grasslands and higher in young
than in intermediate grasslands. This means that the young grass-
lands are populated by many clones of comparable size and the
old grasslands by a few large clones accompanied by many small
ones.

Trade-off between clonal and generative reproduction at
later stages of colonization

Mean shoot density/m2 increased after new grasslands were
colonized and was  higher in old grasslands (1216) than in inter-
mediate (848) and young ones (804; Table 3a, Fig. 3a). Moreover,
mean ramet density in young grasslands was  lower than in interme-
diate grasslands (Table 3b, Fig. 3a). For mean seed production/m2

(and flowering shoots, Table 1) the trend was the reverse: in
old grasslands it was  significantly lower (40) than in inter-
mediate (234) and young grasslands (2743; Table 3a and b,
Fig. 3b).

Clonal richness significantly decreased with increasing shoot
density (Pearson: r = −0.876, p < 0.002, Fig. 4b). Moreover, the
frequency of genet distribution correlated highly with shoot
density (Pearson: r = −0.789, p < 0.002, Fig. 4c). Seed produc-
tion increased with clonal richness, confirming the significant
role of generative reproduction in early and especially in
intermediate stages of colonization (Pearson = 0.517, p = 0.1198,
Fig. 4d).

w.baba@ietu.pl Instytut Ekologii Terenów Uprzemysłowionych, Katowice

Eko-fizjologiczne i genetyczne mechanizmy ekspansji Brachypodium pinnatum w krajobrazie rolniczym



Konspekt Wstęp Metodyka badań Przegląd prac1 Przegląd prac2 Wnioski końcowe Podziękowania

Brachypodium pinnatum - mechanisms of expansion

Wyniki
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Table 2
Comparisons of genetic and clonal diversity indices.

PPL G R ˇ

Test t p-Value t p-Value t p-Value t p-Value

All populations 3.01 0.345ns 3.09 0.0280 9.07 0.010 7.23 0.0001
Old-Intermediate 2.52 0.427ns 2.12 0.0390 6.08 0.034 3.78 0.0001
Young-Intermediate 0.23 0.634ns 2.35 0.0370 6.34 0.045 3.84 0.0120
Young-Old 2.52 0.040 2.52 0.0400 7.12 0.012 6.48 0.0001

Table 3
(a) ANOVA results for comparison of means of shoot density between Brachypodium pinnatum populations of different ages. (b) TUKEY post hoc test for multiple comparisons
between the populations of different ages. Differences to grand mean (mean over all populations) and upper and lower confidence intervals are presented. The p values are
adjusted  values to error which resulted from multiple comparisons.

No. Variable d.f. SS MS F p (>F)

(a)
1. Shoot density/1 m2 2 4,670,004 2,335,002 51.028 0.0001***

Residuals 249 11,394,021 45,759
2.  Seed density/1 m2 2 419,880,666 209,940,333 818.12 0.0001***

Residuals 249 60,817,511 256,614

No. Variable diff lwr upr P adj

(b)
1. Shoot density/1 m2
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distinct groups of sites can be distinguished (AMOVA, Table 4). The

Fig. 3. (A) Shoot density per 1 m2 in old, intermediate and young subpopulations of Brachypodium. (B) Seed production per m2 in old, intermediate and young subpopulations
of  Brachypodium.  Box plots indicate median, 25th and 75th quartile, and whiskers the range of values.
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• Wzorzec ten potwierdziłem również w mikroskali w młodej murawie
stwierdzono 26 genotypów na 1m2 i 6 na 10 cm2, zaś w starej
jedynie 10 i 1 na 10 cm2. Podobny wzorzec zaobserwowałem w
przypadku współczynnika różnorodności klonalnej (R).

• Spadek liczby klonów z wiekiem murawy wiązał się także ze zmianą
wzorca rozmieszczenia przestrzennego klonów.

• Młode populacje złożone były z wielu genotypów o podobnej
wielkości (beta = 2.2 – 3.01). W trakcie ekspansji dochodzi do
konkurencji między klonami, prowadzącej do wzrostu dominacji
niektórych z nich.

• W badaniach wykazałem nieco mniejszy średni i maksymalny zasięg
klonu Brachypodium - 1.6 m (4 m), w porównaniu ustalonym w
oparciu o analizy izoenzymów (Schlapfer Fischer 1998).
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• Zmiany struktury genetycznej populacji znajdują odzwierciedlenie w
trade-off między reprodukcją generatywną i wegetatywną.

• Średnia liczba pędów generatywnych oraz produkcja nasion/m2 była
najwyższa w murawach młodych (2743) i pośrednich (234) i
gwałtownie malała w populacjach starych (40). W przypadku
liczebności pędów wegetatywnych obserwowałem odwrotny trend
(804 i 848 w młodych i średniowiekowych oraz 1216 w starych).
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Genetic variation and structuring

Considering the small size of the area studied, we found high
overall genetic diversity of B. pinnatum.  The five AFLP primer
combinations gave a total of 517 bands, 79% of which were poly-
morphic among all samples analyzed. Generally, the average level

of within-population percentage of polymorphic loci did not differ
between grasslands of different ages, (Tables 1 and 2). The first two
PCoA axes, which explain 11.46% and 10.47% variance in the dataset
respectively, show low but hierarchical structuring between the
populations studied (Fig. 5, Monte Carlo test p < 0.001). Three
distinct groups of sites can be distinguished (AMOVA, Table 4). The

Fig. 3. (A) Shoot density per 1 m2 in old, intermediate and young subpopulations of Brachypodium. (B) Seed production per m2 in old, intermediate and young subpopulations
of  Brachypodium.  Box plots indicate median, 25th and 75th quartile, and whiskers the range of values.
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Abstract
The aim of this study was to understand the acclimatization mechanisms of photosynthetic
apparatus in Brachypodium pinnatum (L.) P. Beauv grass during its expansion. Twelve
populations differentiated by age: young (30–50 years old), intermediate age (ca. 100 y)
and old (>300 y) were studied. It was confirmed that the decrease of the number of geno-
types as a result of environmental stress and competition were reflected in changes in
chlorophyll fluorescence (ChlF) parameters. The old stands were dominated by a few geno-
types which seem to be the best acclimatized to the self-shading/competition by lowering
their photosynthetic performance during light-phase of photosynthesis. On the other hand,
the 'high-speed' photosynthetic rate observed in the young populations can be seen as
acclimatization to very adverse conditions. Our results clearly confirm that ChlF is a power-
ful method of inferring physiological mechanisms of the expansion of tor grass. The Princi-
pal Component and Redundancy Analyses, followed with k-means classification, allowed to
find the differentiation of groups of distinct ChlF parameters and enabled us to relate them
to changes in genotypic diversity of populations. We conclude that the plastic morphological
and physiological response to changeable habitat light conditions with its optimum in half-
shade refers to its forest-steppe origin.

Introduction
Native species, similar to invasive alien (IAS) ones, can also have negative ecological and eco-
nomic impact. They spread within their natural range attaining in some cases extreme abun-
dances and exert effect on native vegetation [1]. Brachypodium pinnatum (L.) P. Beauv.
belongs to the 'native invaders', which naturally occur in low abundance within calcareous
grasslands. Its expansion, however, heavily reduces the biodiversity of calcareous grasslands
[2,3] and often ends with formation of nearly monodominant stands [4]. The spread of false
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• Interesującym zagadnieniem są fizjologiczne mechanizmy
aklimatyzacji kłosownicy do warunków siedliskowych, zmieniających
się w trakcie ekspansji.

• W badaniach, obok pomiarów morfo-anatomicznych i chemicznych
liści, wykorzystałem fluorescencję chlorofilu, metodę stosowaną w
badaniach fizjologii stresu roślin.

• Pozwala ona na szybkie i nieinwazyjne określenie wpływu różnego
rodzaju stresów środowiskowych na aparat fotosyntetyczny roślin, w
szczególności na stan zachowania fotoukładu II, transport elektronów
oraz różnorodne procesy regulacyjne (Kalaji et al. 2012, 2016).
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Electron transfer pathway in oxygenic photosynthetic
organisms
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• W trakcie ekspansji, obserwowano znaczne różnicowanie się cech
morfo-anatomicznych liści:

• genotypy ze starych populacji, charakteryzowały się dłuższymi i
szerszymi liśćmi, o większej suchej masie (LDM), a także większej
średnicy głównej wiązki przewodzącej, większą liczbą komórek
pęcherzykowatych, grubszą warstwą komórek sklerenchymatycznych,
a także wyższą zawartością chlorofilu na jednostkę powierzchni.
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• W komórkach miękiszowych liści Brachypodium z populacji z
młodych i starych muraw zaobserwowano przyścienny układ
chloroplastów, typowy dla roślin rosnących w warunkach silnego
nasłonecznienia.

• Wielkość chloroplastów w mezofilu były istotnie mniejsza, i były one
bardziej równomierne w populacjach młodych, w porównaniu ze
roślinami populacji starych.

• Jednakże stosunek Chl a/b nie różnił się istotnie między populacjami
w różnym wieku.
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Significant differences in formal characteristics of ChlF rise were found: FO, was significantly
lower in interm populations, FK and FJand its values increased from young to old populations.

The fluorescence rise at the OJ phase was light dependent and provided the information
about antenna size and connectivity of PSII reaction centers [48]. The significant peak on the
double-normalized fluorescence curve was observed at J (VJ) in young populations(Table 3). It
was more pronounced when the course of the Fl rise was expressed as a difference between the

Fig 1. Brachypodium pinnatum leaf anatomy from fluorescence microscopy. Transverse cross section of leaf blade of individuals from old
(A, C) and young (B, D) populations. Notice the differences in number and size of bulliform cells occurred on the adaxial side of leaf blade.
Transverse section in the midrib at median level (A, B). The differences in (i) thickness and shape of the leaf blades in zone of the central rib, width
of the central rib of tiller leaf, (ii) surface, height and width of the central vascular bundle and(iii) number of the sclerenchyma strands on abaxial
side of leaf and (iv) distribution of are visible. Detailed leaf measurements were presented in the Results. A, B—20×magnification, C, D—10×
magnification. Bars on each of the pictures indicate 100 μm.

doi:10.1371/journal.pone.0156201.g001

Photosynthetic Acclimatization during Grass Expansion
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Table 3. The leaf traits, leaf chlorophyll content and parameters of the Chl a fluorescence tor grass Brachypodium pinnatum from population of different age: young (30–
50 years old), intermediate age (ca. 100 years) and old(> 300 years). Themeans of for each populations are presented. andmeans±SE for the particular age classes were
compared with ANOVA, followed with Tukey post-hoc test. Values with the same letters are not significantly different at p < 0.05 level. Abbreviations: LA—leaf area, LDM—

Leaf dry matter content, SLA—specific leaf area, LL—leaf length, LW—leaf width.Other abbreviations in Table 1. Locality: Rac–Racławice, Pow1 –Powroznikowa 1, Pow2 –

Powroznikowa 2, WilSk–Wilisowe Skały, Kob–Dolina Kobylanska, Żyt–Zytnia, WielSk–Wielskie Skały, Bolech–Bolechowice, Gro_Onob–Grodzisko Onobrychis, Bedk–
Dolina Bedkowska, DKluc–Dolina Kluczwody, Gro–Grodzisko.

Locality Rac Pow1 Pow2 WilSk Kob Żyt WieSk Bolech Gro_Onob Bedk DKluc Gro Total

age young young young young interm interm interm interm old old old old young interm old
mean mean mean

n 81 100 92 97 99 98 100 96 100 100 100 100

Leaf traits

Leaf chlorophyll
content

Chtot
A 307.52 272.27 241.16 245.31 404.23 428.69 376.94 362.25 455.32 397.05 448.44 433.05 266.56

±17.6a
393.03
±16.9b

433.36
±15.0b

Chl aA 226.15 204.25 187.57 186.11 295.79 302.98 283.89 275.76 337.53 296.78 334.15 319.10 201.02
±10.7a

289.60
±7.0b

321.89
±10.7b

Chl bA 81.37 70.01 53.59 59.19 108.51 125.71 93.04 86.27 117.79 100.23 114.28 113.94 66.04±7.1a 103.38
±10.1b

111.56
±4.5b

Chl a/b 2.78 2.92 3.50 3.14 2.73 2.41 3.05 3.20 2.86 2.96 2.92 2.80 3.04±0.1a 2.84±0.2b 2.88±0.04b

SPAD 24.44 23.7 23.8 24.6 24.5 27.5 28.5 23.2 34.7 33.9 35.01 36.1 24.88 a
±7.6a

26.5 a
±5.5a

34.59 b
±5.6b

SLA [g/mm2] 12290.4 16056.5 15.776.1 13254.8 11853.67 13700.69 16362.86 11468.35 11290.4 15156.5 14.776.1 13254.8 14224.81
±567.2

13609.73
±453.4

13315.78
±123.4

LA [mm2] 845.20 1019.24 713.45 811.23 789.23 1122.0 936.52 906.97 1614.78 1273.51 1581.16 1123.24 847.20
±345.3a

930.73
±435.2a

1527.05
±231.3b

LDM [g] 0.070 0.062 0.069 0.074 0.059 0.068 0.076 0.063 0.129 0.09 0.117 0.113 0.063
±0.05a

0.065
±0.05a

0.115
±0.03b

LL[mm] 151.27 183.35 222.94 150.84 189.78 290.36 242.14 217.51 335.43 390.06 320.82 274.6 197.55
±98.5a

229.0
±97.5a

310.19
±57.4b

LW[mm] 6.69 4.22 4.94 5.06 6.13 5.43 8.10 4.78 8.11 8.67 7.72 6.82 5.93±1.5a 6.06±0.9a 7.82±0.5b

Chlorophyll a
fluorescence

Measured
parameters

Fo B 7.6 5.59 7.79 7.34 5.35 6.15 6.6 7.34 8.57 6.94 7.1 8.29 7.08±1.36a 6.36+1.60b 7.72±1.25a

FK
B 11.98 9.93 12.93 11.65 8.87 11.23 11.36 12.16 15.38 12.01 12.02 13.54 11.62

±1.76a
10.90
±2.75b

13.23
±2.51c

FJ
B 15.18 15.68 16.59 14.93 14.44 17.13 18.7 18.16 24.06 19.32 17.82 19.76 15.59

±2.36a
17.11
±4.46b

20.24
±3.77c

Fm B 29.97 26.19 27.55 26.54 25.5 27.38 27.01 29.17 36.51 34.93 34.32 31.02 27.56
±7.03a

27.26
±5.19a

34.19
±4.88b

Fv B 22.37 20.6 19.76 19.2 20.15 21.24 20.4 21.83 27.94 27.99 27.22 22.73 20.48
±5.35a

20.90
±5.75a

26.47
±4.53b

Calculated
parameters

VL 0.08 0.08 0.13 0.09 0.07 0.1 0.09 0.1 0.1 0.07 0.08 0.1 0.11±0.04a 0.09±0.03a 0.08±0.03b

VK 0.18 0.21 0.28 0.21 0.18 0.25 0.24 0.23 0.25 0.18 0.18 0.23 0.22±0.12a 0.22±0.05a 0.21±0.03a

VJ 0.33 0.49 0.47 0.39 0.45 0.52 0.6 0.5 0.56 0.44 0.39 0.51 0.42±0.11a 0.52±0.1b 0.47±0.09c

VI 0.68 0.84 0.73 0.63 0.81 0.85 0.86 0.79 0.88 0.86 0.81 0.9 0.72±0.11a 0.83±0.05b 0.86±0.04c

(Continued)
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Fig 2. The chlorophyll fluorescence (ChlF) transients from dark-adapted leaves of expansive grass
Brachypodium pinnatum from young (30–50 years), intermediate age (ca. 100 years) and old (>300 years)
calcareous grasslands. The results were plotted on logarithmic scale from FO(50 μs) to 1 s. A. The fluorescence
curves for all 12 populations under study divided into age classes. The time points important for the calculation of
JIP test were marked: O–fluorescence intensity recorded at FO (50 μs), L–at 150 μs, K–at 300 μs J–2 ms, I–at 30
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Fig 6. Redundancy Analysis (RDA) ordination diagram displaying the relationships between the (i) Chl a
fluorescence measurements and parameters and (ii) genetic, genotypic diversity and chlorophyll content in
leaves. The first two RDA axes explained of 28.9 and 24.8% of variation in the data respectively. The
classification of Chl a fluorescence parameters were performed with k-means clustering. The optimal number
of groups (3) was estimated based on Caliński-Harabasz criterion. The result of classification was
superimposed onto the ordination diagram. The ellipses represent 95% confidence intervals for the groups.

doi:10.1371/journal.pone.0156201.g006
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• W komórkach miękiszowych liści Brachypodium z populacji z
młodych i starych muraw zaobserwowano przyścienny układ
chloroplastów, typowy dla roślin rosnących w warunkach silnego
nasłonecznienia.

• Wielkość chloroplastów w mezofilu były istotnie mniejsza, i były one
bardziej równomierne w populacjach młodych, w porównaniu ze
roślinami populacji starych.

• Jednakże stosunek Chl a/b nie różnił się istotnie między populacjami
w różnym wieku.
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roślinami populacji starych.

• Jednakże stosunek Chl a/b nie różnił się istotnie między populacjami
w różnym wieku.
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Podsumowanie wyników badań

• Wykazano negatywny wpływ Brachypodium pinnatum (przy
pokryciu powyżej 50-60 procent) na procentowe pokrycie większości
roślin murawowych

• Wykazano, że B.p. w poczatkowych stasiach sukcesji może być
naturalnym składnikiem bogatych florystycznie muraw; jej ekspansję
zapoczątkowuje zaniechanie koszenia/wypasu oraz odłogowanie pól
uprawnych

• Potwierdzono brak wpływu ukształtowania krajobrazu na strukturę
genetyczna populacji B.p. oraz istotną rolę długodystansowego
transferu genów przy udziale pyłku i nasion w procesie ekspansji B.p.
w krajobrazie rolniczym
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• Poznanie najważniejszych z punktu widzenia poznawczego i
praktycznego asoektów biologii i mechanizmów ekspansji B.p.:

• Przeciętnej średnicy klonu - 1.16m do 4m,
• Istotnego udziału reprodukcji generatywnej we wczesnych etapach

ekspansji,
• Poznanie mechanizmów wnikania oraz rozprzestrzeniania się klonów

B.p. w obrębie kolonizowanych płatów roślinności,
• Wykazanie silnej konkurencji wewnątrz- i miedzyklonalnej oraz

selekcji klonów kłosownicy w późniejszch etapach ekspansji,
• Wykazanie plastycznej adaptacji aparatu fotosyntetycznego do

warunków siedliskowych kolonizowanych obszarów, zmieniajacych się
w trakcie ekspansji kłosownicy

• Opracowanie metod zapobiegania rozprzestrzenianiu się kłosownicy
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Abstract Using chlorophyll (Chl) a fluorescence many
aspects of the photosynthetic apparatus can be studied, both

in vitro and, noninvasively, in vivo. Complementary tech-
niques can help to interpret changes in the Chl a fluorescence

kinetics. Kalaji et al. (Photosynth Res 122:121–158, 2014a)

addressed several questions about instruments, methods and
applications based onChl afluorescence.Here, additional Chl

a fluorescence-related topics are discussed again in a question
and answer format. Examples are the effect of connectivity on

photochemical quenching, the correction of FV/FM values for
PSI fluorescence, the energy partitioning concept, the inter-

pretation of the complementary area, probing the donor side

of PSII, the assignment of bands of 77 K fluorescence emis-
sion spectra to fluorescence emitters, the relationship between

prompt and delayed fluorescence, potential problems when

sampling tree canopies, the use of fluorescence parameters in
QTL studies, the use of Chl a fluorescence in biosensor
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Serdecznie dziękujemy Dyrekcji Ojcowskiego PN za umożliwienie
i pomoc w przeprowadzeniu badań
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