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Streszczenie

Sasanka otwarta (Pulsatilla patens (L.) Mill) obecnie stanowi rzadki element flory
europejskiej, ale jeszcze na poczatku ubiegltego stulecia byta gatunkiem pospolicie
wystepujacym W Europie $rodkowo-wschodniej, w tym w Polsce. Jednak w ciggu
ostatniego 50-lecia roslina ta drastycznie ograniczyta swoje zasoby populacyjne na tym
obszarze i zyskata miano gatunku zagrozonego lub krytycznie zagrozonego, chronionego
Konwencjg Bernenska, umieszczonego W zalgczniku II i IV Dyrektywy Siedliskowej.
Wostatnich latach zostata wpisana rowniez na list¢ gatunkéw rzadkich i zagrozonych
Migdzynarodowej Unii Ochrony Przyrody (IUCN). Do$¢ szybkie tempo zanikania
populacji P. patens spowodowato, ze roslina ta stata si¢ cickawym obiektem badawczym,
szczegolnie pod wzgledem badania procesow ewolucyjnych jakim podlegaja mate
izolowane geograficznie populacje jak rowniez badania czynnikéw ktéore moga

ogranicza¢ zasoby populacyjne P. patens.

Niniejsza rozprawa doktorska stanowi kolejny etap badan genetycznych sasanki
otwartej, ktore moga poszerzy¢ wiedz¢ 0 zasobach genomowych tej rosliny w oparciu
0 genomy organellowe. Do tej pory genomy organellowe wykorzystywano najczesciej do
okreslenia réznic pomiedzy gatunkami, uwzgledniajac roznice w sekwencjach
nukleotydowych poszczegdlnych genow oraz ich obecnosci i kolejnosci utozenia
w genomie. Natomiast informacje 0 zmiennosci wewnatrzgatunkowej 1 strukturze
genetycznej populacji bazujace jednoczesnie na danych z obu genoméw organellowych
nie byly przedmiotem szerszych analiz. Dlatego tez gtéwnym celem podjetych badan byta
analiza efektywnosci genomow organellowych W badaniach zmiennosci i struktury
genetycznej populacji rzadkiego i zagroionego gatunku Pulsatilla patens (L.) Mill.
Postawiony cel zrealizowano poprzez analizy porownawcze genomow chloroplastowych
I mitochondrialnych, ktore obejmowaty zard6wno nowo zsekwencjonowane genomy jak
I dostepne w bazach danych. Badania przeprowadzono na 16 osobnikach z 5 populaciji,
ktore wezesniej uwzgledniono w analizach genetycznych z wykorzystaniem markeréw
SSRi ISJ.

Jednym z zadan badawczych zrealizowanych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej byto zsekwencjonowanie i opisanie genomu mitochondrialnego P. patens.
Uzyskane wyniki zaprzeczyly hipotezie wystepowania jednego gtéwnego chromosomu
kolistego (,,master circle chromosome”). Mitogenom P. patens wykazal budowe
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wielochromosomowa, na ktorg ztozyly si¢ trzy liniowe chromosomy flankowane przez
odwrécone sekwencje powtdrzone, 0 tacznej dlugosci 986 613 pz. Ze wzgledu na duze
rozmiary mitogenomu do badan porownawczych majacych na celu opisanie zmiennosci
na poziomie wewnatrzgatunkowym wytypowano sekwencje genomu mitochondrialnego.
Jako sekwencje genomu mitochondrialnego 0 duzym potencjale w badaniach
filogenetycznych i filogeograficznych, ktéore moga stanowi¢ alternatywne zrédio
informacji genetycznej wzgledem genomu plastydowego, uznano 14 sekwencji
mitochondrialnych o dtugosci powyzej 10 kpz, ktore nie zwierajg regionéw pochodzenia
plastydowego oraz dhlugich powtérzen. Na chromosomie pierwszym (chMtl)
zidentyfikowano osiem takich sekwencji, na drugim (chMt2) cztery, a na trzecim (chMt3)

dwie.

Kolejnym zadaniem badawczym byty analizy poréwnawcze, ktorych celem byto
opisanie zmienno$ci zar6wno na poziomie wewnatrz jak i miedzypopulacyjnym.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze 14 wytypowanych sekwencji genomu mitochondrialnego
wykazato znacznie nizszy poziom zmienno$ci w porownaniu do genomu plastydowego.
Genomy chloroplastowe pomimo tego, ze byty bardziej zmienne zidentyfikowaty te samag
liczbe haplotypow (11) co regiony genomu mitochondrialnego. Nalezy jednak podkreslic,
ze zaobserwowano roznice, gdyz zardéwno genomy mitochondrialne jak i chloroplastowe
umozliwity molekularng identyfikacj¢ osobnikoéw, ktore byly nierozpoznawalne

na podstawie jednych lub drugich genomoéw.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowanie w badaniach z zakresu
genomiki poréwnawczej danych 0 genomach organellowych ma ogromny potencjat
I rzuca nowe $wiatto na obraz zmiennosci genetycznej gatunku, i moze stanowi¢ cenne

uzupelnienie wiedzy 0 zasobach genomowych gatunkow.



Summary

Pasque flower (Pulsatilla patens (L.) Mill) is currently arare and endangered
species of European flora, however in the beginning of the last century it was rather
common across middle east Europe, including Poland. In the last fifty years P. patens
dramatically decreased its population size in this area and became an endangered
or critically endangered species, protected under Annex | of the Bern Convention, and
listed in Annex Il and Annex IV of the Habitats Directive of the European Union.
Recently, P. patens has also been included in the list of rare and endangered species of the
International Union for Conservation of Nature (IUCN). Rapidly declining populations
of pasque flower became a major concern of scientists, which arouse new research topics
involving, in particular, evolutionary processes in small, geographically isolated

populations as well as factors limiting the size of P. patens populations.

Presented doctoral thesis is another stage of genetic research on P. patens, aimed
to increase the knowledge on its genome resources based on the analyses of organellar
genomes. To date, organellar genomes were mostly used to determine differences
between species, regarding nucleotide sequences of particular genes as well as their
presence and organization in the genome. On the other hand, intra-species diversity and
genetic structure of populations based on the combined data from both organellar
genomes were not extensively studied. Therefore, the main aim of the presented thesis
was the analysis of organellar genomes effectiveness in studies on variability and
genetic structure of populations of the rare and endangered Pulsatilla patens (L.)
Mill species. This goal was achieved through comparative analyses of chloroplast and
mitochondrial genomes, which included both newly sequenced genomes and those
available in databases. The study was conducted on 16 individuals from 5 populations

that were previously included in genetic analyses, using SSR and ISJ markers.

One of the research tasks carried out as part of this doctoral dissertation was the
sequencing and characterization of the P. patens mitochondrial genome. The obtained
results contradicted the hypothesis of the existence of one master circle chromosome.
P. patents mitogenome revealed a multichromosomal structure, consisting of three linear
chromosomes flanked by inverted repeated sequences, with a total length of 986,613 bp.
Due to the size of mitogenome, for comparative analyses describing intra-species
variability, specific mitogenome sequences of great potential in phylogenetic and
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phylogeographic studies were selected. These 14 mitochondrial sequences with a length
of more than 10 kb, which do not contain plastid-derived regions and long repeats, may
be an alternative source of genetic information to the plastid genome. Eight such
sequences were identified on the first chromosome (chMtl), four on the second (chMt2)

and two on the third chromosome (chMt3).

The aim of comparative analyses, an another research task, was to describe the
variability both at the intra- and inter-population level. The obtained results showed that
the 14 selected mitogenome sequences demonstrated distinctively lower level
of variability compared to the plastid genome. Moreover, chloroplast genomes, although
more variable, identified the same number of haplotypes (11) as regions of the
mitochondrial genome. It should be emphasized that combining the data from both the
mitochondrial and chloroplast genomes enabled the molecular identification
of individuals, which would be unrecognizable on the basis of either genome
independently.

The conducted research has shown that the utility of organellar genomes data in
comparative genomics studies has a great potential and sheds new light on the field
of genetic variability of species. It certainly consist avaluable supplement to the

knowledge about the genomic resources of species.
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2. Wstep

Postepujgce W ostatnich dziesiecioleciach zmiany klimatyczne i degradacja
srodowiska naturalnego doprowadzity do ograniczenia zasiggéw geograficznych wielu
gatunkow roslin. Przypuszcza sie, ze obecnie rzadkie | zagrozone gatunki roslin stanowig
okoto 40% flory $wiatowej (NIC LUGHADHA iin. 2020) Problem ich wymierania
absorbuje przyrodnikoéw i naukowcow na calym $wiecie, a zachowanie ich we florze
wielu krajow stato si¢ celem, nad ktérego osiggnieciem pracujg cale zespoty badawcze.
W badaniach tych poza danymi ekologiczno-siedliskowymi obecnie coraz czgsciej
uwzglednia si¢ dane dotyczace ich zasobow genowych i genomowych. Pozwala to na
oszacowanie poziomu zmiennosci i struktury genetycznej populacji, i utatwia wskazanie

do ochrony populacji najcenniejszych.

Zmiennos$¢ genetyczna jest waznym atrybutem kazdej populacji, a w przypadku
gatunkow zagrozonych odgrywa istotng role W podejmowaniu dziatan ochronnych,
poniewaz wplywa na potencjat ewolucyjny gatunku i jego mozliwosci adaptacyjne do
zmieniajacych si¢ czesto stochastycznych warunkéw srodowiska (REED i FRANKHAM
2003, JOHANSSON i in. 2007, Jump i in. 2009, KIRK i FREELAND 2011). Dane o zasobach
genowych zrewolucjonizowaly badania zakresu genetyki ochrony gatunkow i pozwolity
zweryfikowa¢ strategie dotyczace aktywnej ochrony wielu rzadkich i zagrozonych
gatunkow (HEDRICK i MILLER 1992). W wigkszo$ci badania te potwierdzily, ze
zmienno$¢ genetyczna gatunkow rzadkich i zagrozonych utrzymuje si¢ na niskim
poziomie (FRANKHAM 1996, LEiMu 2006). Dodatkowo w populacjach tych zmiany
wielko$ci zasiegu zachodzg dynamiczniej, a zréznicowanie genetyczne tracone jest
relatywnie szybciej w wyniku dziatajacego dryfu genetycznego i potggowane przez
ograniczony przeplyw gendéw (ECKERT i in. 2008). W krotkim czasie moze to prowadzi¢
do depresji wsobnej i zwigkszenia poziomu homozygotycznos$ci, co moze ograniczac ich
mozliwosci adaptacyjne (ELLSTARND i ELLAM 1993, Reed i FRANKHAM 2003, JOHANSON
I in. 2007). Powyzsze procesy dziatajac jednoczesnie poteguja tzw. wir wymierania (ang.

extinction vortex).

Do tej pory w badaniach majgcych na celu oszacowanie zmiennosci genetycznej
gatunkdw uznawanych za zagrozone wykorzystywano gltownie sekwencje genomow

jadrowych, w tym bardzo popularne mikrosatelity (WILSON i PROVAN 2003, WILLIAMS



I in. 2003, ORTEGO i in. 2015, SZCZECINSKA 1 in. 2016, FENG i in. 2016, HATMAKER i in.
2018, KLICHOWSKA i in. 2018, Clark i in. 2019). Jednak dzig¢ki rozwojowi i dostgpnoS$ci
technik molekularnych, w tym techniki sekwencjonowania DNA nowej generacji,
mozliwe stato si¢ uwzglednienie na szersza skale danych dotyczacych zmiennosci

I struktury caty genoméw organellowych.

Genomy organellowe: plastomy i mitogenomy sg kluczowymi no$nikami
informacji genetycznej, ktore wystepujg W komorce w wielu kopiach. Pierwotnie genomy
te zawieraly duzo wigcej genow, W toku ewolucji za$ ich znaczna czg¢$¢ zostata
wyeliminowana, niemniej jednak w ich strukturach pozostaty najbardziej istotne geny.
Jako pierwsze dla roslin zostaly zsekwencjonowane i opisane genomy chloroplastowe,
ktéore w pordéwnaniu z mitogenomami odznaczaja si¢ stosunkowo niewielkimi
rozmiarami i charakteryzuja si¢ wystepowaniem 4 regionéw: LSC, SSC i dwodch
regiondw IR. Ich $rednia wielko$¢ u roslin ladowych szacowana jest na okoto 151 kpz
I u wigkszo$ci gatunkéw zawiera si¢ migdzy 130-170 kpz (Guo iin. 2021). Badania
genomow chloroplastowych udowodnily ich zmienno$¢ na poziomie gatunku, a ich
polimorficzne regiony miedzygenowe s3a obecnie powszechnie wykorzystywane
w badaniach z zakresu filogenetyki, filogeografii i ewolucji molekularnej (TABERLET
iin. 1991, DEMESURE i in. 1995, 1996, NEWTON i in. 1999, PALME 2002, JOHNSON i in.
2008, HARSONO i in. 2017). Natomiast mitogenomy roslinne sa dobrze znane ze swoich
bardzo duzych rozmiaréw i posiadaja wiele cech unikalnych, ktore odrozniajg je od
mitogenomoéw zwierzat. R6znice w wielkosci roslinnego mitogenomu I jego zmiennosci
strukturalnej zwigzane sg gldéwnie z akumulacja sekwencji niekodujacych, zwtaszcza
dhugich sekwencji powtarzalnych, oraz obecnoscia sekwencji plastydowych i jadrowych
(MARIENFELD iin. 1999, DumiINIL iBESNARD 2021). W zwigzku z trudno$ciami
w uzyskaniu ich kompletnych sekwencji, mitogenomy roslin nie byly do tej pory
przedmiotem szerszych analiz, z wyjatkiem mszakow i gatunkow modelowych
(MyszczyNski 2017, 2018, 2019, AsAF i in. 2016, VARRE i in. 2019). Jednak niedawny
rozw0j nowych technologii W tym sekwencjonowania dtugiego odczytu (ONT, PacBio)
umozliwil przyspieszenie skladania mitogenomoéw roslinnych i ujawnil, ze koliste,
jednochromosomowe mitogenomy nie dominujag W komorkach roslin naczyniowych
[Kozik i in. 2019]. Ponadto wykazujg unikalne cechy zarowno na poziome wewnatrz, jak
I miedzygatunkowym, co czyni je jednymi z najciekawszych, ale zarazem

najtrudniejszych genoméw do badan.



Do tej pory genomy organellowe wykorzystywano najczesciej do okreslenia
réznic pomigdzy gatunkami, uwzgledniajac réznice w sekwencjach nukleotydowych
poszczegblnych gendw oraz ich obecnosci i Kolejnosci utozenia w genomie. Natomiast
informacje 0 zmienno$ci wewnatrzgatunkowej i strukturze genetycznej populacji
bazujace jednocze$nie na danych z obu genomoéw organellowych maja charakter

szczatkowy.

W zwigzku z powyzszym W niniejszej pracy doktorskiej wykorzystujac
najnowoczes$niejsze techniki biologii molekularnej podjeto badania z zakresu genomiki
poréwnawczej mitogenomow i plastoméw, ktore przeprowadzono dla sasanki otwartej
(Pulsatilla patens (L.) Mill.) Wybor gatunku do badan nie jest przypadkowy. Roslina ta
stanowi rzadki element flory Europejskiej i jest jednym z najbardziej zagrozonych
gatunkow roslin W Europie. Obecny zasigg tego gatunku jest rozdrobniony, a wielkos¢

populacji w ostatnim 50-leciu ulegta drastycznemu zmniejszeniu.

Sasanka otwarta jest gatunkiem politypowym, zréznicowanym geograficznie
i obejmujacym kilka taksonéw sklasyfikowanych pod ta nazwa W randze podgatunkow,
lub gatunkéw W obrebie podsekceji Patentes (AICHELE i SCHWECHLER 1957, SRAMKO i in.
2019). Pulsatilla patens sensu lato jest gatunkiem nizinnym o cyrkumpolarnym zasiegu
geograficznym, wystepujacym W Europie Srodkowej (Niemcy, Polska), w strefie
borealnej i stepowej rozciagajacej si¢ przez cata Eurazje i na obszarach prerii AmeryKi
Potnocnej. Natomiast takson wystepujacy w Europie to P. patens sensu stricto, ktory
zajmuje zachodnig czg¢$¢ obszaru, i rozcigga si¢ od Rumunii na potudniu do Finlandii na
potnocy, a od Niemiec na zachodzie do Syberii na wschodzie, gdzie dalej na wschod
zastepuje ja P. flavescens (Zucc.) i P. multifida (Pritzel). We wszystkich krajach Europy

gatunek ten ma status krytycznie zagrozonego lub zagrozonego.

Uzyskanie informacji 0 wewnatrzgatunkowej zmienno$ci genomu plastydowego
i mitochondrialnego jest kolejnym etapem analiz genetycznych tego gatunku. Do tej pory
przeprowadzono badania, ktore umozliwity opisanie poziomu zmiennos$ci genetycznej
jak 1 struktury genetycznej gatunku w Europejskiej czgéci zasiggu, a takze
zsekwencjonowano, i opisano genom chloroplastowy P. patens (SZCZECINSKA i SAWICKI
2015).



Analiza zmiennosci loci mikrosatelitarnych dla 30 populacji ujawnita bardzo
niski poziom zmienno$ci genetycznej i bardzo wysoki poziom inbredu (SzZCZECINSKA
iin. 2016). Oszacowana S$rednia warto$¢ wspotczynnika heterozygotycznosci byta
relatywnie niska (Ho=0,05) i dla poszczegolnych populacji zawierata si¢ w przedziale od
0.000 do 0.125. Analiza struktury genetycznej potwierdzita obecno$¢ trzech grup
genetycznych populacji: Baltic 1, Baltic 2 i Southern, dla ktérych zaobserwowano

roznice W czestosciach alleli jak réwniez stwierdzono obecnos¢ alleli specyficznych.

W ramach weczesniejszych badan zsekwencjonowano 1 opisano genom
chloroplastowy sasanki otwartej, ktory podobnie jak U wiekszos$ci poznanych genomoéw
roslinnych charakteryzowat si¢ strukturg kolista, zlozong z dwoch podjednostek
pojedynczej kopii (LSC i SSC) oraz dwodch regionow powtdrzonych (IR) (SzZCZECINSKA
I SAWICKI 2015). Wykazano, ze genom chloroplastowy z wylaczeniem drugiego regionu
odwréconego (IR), koduje 113 gendéw z czego 79 to geny kodujace biatka, 4 kodujace
rRNA i 30 tRNA. Przeprowadzone analizy porownawcze budowy i struktury plastomu
dwoch osobnikow, ujawnily, Ze najwigksza zmiennoscia wewnatrzgatunkowa
charakteryzuja si¢ regiony migdzygenowe ndhJ-ndhK, ndhD-ccsA oraz intron genu
rpsl6, ktore z powodzeniem moga by¢ wykorzystane w badaniach majacych na celu

odtworzenie historii ewolucyjnej tego gatunku.

W zwigzku z powyzszym W ramach przedstawionej pracy doktorskiej podjeto
badania, ktore umozliwity uzupelienie wiedzy 0 zasobach genomowych gatunku

W oparciu 0 genomy organellowe.

Wykorzystujac W badaniach material genetyczny zgromadzony na potrzeby
wczesniejszych analiz genetycznych gatunku przeprowadzono badania, ktorych
nadrzgdnym celem byta: analiza efektywnosci genomow organellowych w badaniach
zmiennosci 1 struktury genetycznej populacji rzadkiego i zagroionego gatunku
Pulsatilla patens (L.) Mill.

Postawiony cel zrealizowano poprzez analizy poréwnawcze genomow
chloroplastowych i  mitochondrialnych, ktéore obejmowaly zarowno nowo
zsekwencjonowane genomy jak i dostepne w bazach danych. Badania przeprowadzono
na 16 osobnikach z 5 populacji, ktore wezesniej uwzgledniono w analizach genetycznych

Z wykorzystaniem markerow SSR 1 ISJ. Umozliwito to poréwnanie danych dotyczacych
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poziomu zmiennosci genetycznej dla loci mikrosateliatarnych i zmienno$ci w obrebie
analizowanych genoméw organellowych. W ramach realizacji zatozonego celu

weryfikacji poddano nastepujace hipotezy badawcze:

H1. Genom mitochondrialny P. patens charakteryzuje si¢ kolista struktura wykazang dla

innych przedstawicieli rzedu Ranunculales.

H2. W genomie mitochondrialnym wystepuja regiony pojedynczej kopii, ktore moga by¢

potencjalnymi markerami w badaniach populacyjnych.

H3: Genomy mitochondrialne na poziomie wewnatrz | migdzypopulacyjnym wykazuja

nizszy poziom zmiennosci niz genomy chloroplastowe.

H4: Genomy mitochondrialne zapewniaja dodatkowa rozdzielczo$¢ w wykrywaniu
haplotypow P. patens i umozliwiaja molekularng identyfikacje osobnikow, ktore byty

nierozpoznawalne na podstawie genoméw chloroplastowych.
H5. Plastomy i mitogenomy ujawniaja podobna histori¢ ewolucyjng gatunku.

Aby zrealizowac¢ nadrzedny cel badan i zweryfikowa¢ postawione hipotezy badawcze

wyznaczono nastepujace cele szczegolowe:

1. Zsekwencjonowanie, ztozenie i opisanie genomu mitochondrialnego Pulsatilla
patens.

2. Wytypowanie regiondow genomu mitochondrialnego uzytecznych w badaniach
filogeograficznych sasanki otwartej.

3. Scharakteryzowanie zmienno$ci genomow organellowych na poziomie wewnatrz
I miedzypopulacyjnym.

4. Sprawdzenie czy genomy mitochondrialne podobnie jak chloroplastowe moga okazaé

si¢ uzytecznymi narzedziami w analizie genomiki populacji i filogeografii roslin.
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3. Material i metody

3.1. Material roslinny

W badaniach wykorzystano material genetyczny zdeponowany w Katedrze
Botaniki i Ochrony Przyrody, zebrany w latach 2009-2010 na potrzeby realizowanego
projektu: NN304364438. Materiat roslinny uzyty do badan obejmowat lgcznie 16
osobnikow Pulsatilla patens, nalezagcych do 5 populacji zlokalizowanych na terenie
Polski potnocno-wschodniej (Ryc.1 iTab.1). Wszystkie uzyte w badaniach osobniki
uwzgledniono we wezesniejszych analizach genetycznych, ktorych wyniki opublikowano
w pracach dotyczacych zmiennosci i struktury genetycznej populacji P. patens w zasiggu
srodkowoeuropejskim. (Szczecinska iin. 2016, BILSKA i SzCZECINSKA 2016).
Wytypowane do badan osobniki nalezalty do dwoch grup genetycznych: Baltic 1
I Baltic 2.

P15 P2
.

P13~

O
Olsztyn

Poznan
Warszawa

O

Wroctaw

Krakow

Ryc. 1. Rozmieszczenie geograficzne analizowanych populacji P. patens
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Tabela 1. Charakterystyka analizowanych populacji P. patens

i Kod Kod Wspotrzedne Grupa
Stanowisko .. : .
populacji osobnika  geograficzne  genetyczna
Kopna Gora P4-103 53915’ N
(Park Krajobrazowy P4 P4-105 Baltic 1
L 23°30'E
Puszczy Knyszynskiej) P4-106
Kopytkowo Po-Lrs 53°58' N
(Biebrzanski Park P8 P8-197 Baltic 1
23°56'E
Narodowy) P8-206
P9-120
Bemowo Piskie P9 P9-121 53°45'N Baltic 2
(poligon Orzysz) P9-122 21°59'E
P9-133
Rudne P13-1 53°23' N
$ni P13 P13-2 Baltic 2
(Nadlesm_ctwo 21935’ E
Myszyniec) P13-3
P15-121 397 N
Zabiele P15 P15-123 Baltic 1
(Nadles$nictwo Szczytno) 21°10"E
P15-124

3.2. Izolacja DNA, RNA i sekwencjonowanie

Catkowite genomowe DNA wyizolowano metoda CTAB (DOYLE i DOYLE
1990, DoYLE 1991). Ilos¢ DNA okreslono fluorymetrycznie przy uzyciu komercyjnego
zestawu Qubit™ dsDNA BR Assay (Invitrogen, Carlsbad, NM, USA), natomiast jako$¢
sprawdzono wykonujac rozdzial w 0,5% Zelu agarozowym wybarwionym odczynnikiem
Simple Safe (Eurx, Gdansk, Polska). Dodatkowo, przed wykonaniem sekwencjonowania
dtugich odczytow, wyizolowane DNA oczyszczono zestawem Genomic DNA Clean and

Concentrator (Zymo, Irvine, USA).

Catkowite RNA wyizolowano, z tych samych osobnikdw. Do izolacji RNA

zastosowano zmodyfikowang metode fenol/SDS (AUSUBEL i in. 1987). Jakosc¢ 1 ilos¢
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RNA sprawdzono bioanalizatorem (Bioanalyzer 2100, Agilent Technologies, Santa
Clara, California, USA).

3.2.1.Sekwencjonowanie DNA i RNA metoda SBS (Illumina)

Do skonstruowania bibliotek genomowych wykorzystano zestaw TruSeq DNA
(IMlumina, San Diego, CA, USA), anastepnie zsekwencjonowano na sekwenatorze
HiSegX (Illumina) przez firm¢ Macrogen Inc. (Seoul, Korea) uzyskujac sparowane
odczyty (paired-end) o dtugosci 150 pz zinsertem 350 pz. Analiza RNA-seq
przeprowadzona zostata za pomocg zestawu Truseq RNA 2z chemig do redukcji
rybosomalnego RNA  (Ribo-Zero, Illumina), a przygotowane biblioteki
zsekwencjonowano przy uzyciu sekwenatora Illumina NovaSeq 6000 przez firme

Macrogen Inc. (Seoul, Korea).
3.2.2.Sekwencjonowanie dlugich fragmentow (PacBio i ONT)

Analizowane proby zostaly przygotowane zgodnie z wytycznymi producenta do
sekwencjonowania SMRTbell w systemie PacBio Sequel. Przygotowanie bibliotek

i sekwencjonowanie zostato wykonane przez Macrogen Inc. (Seoul, Korea).

Biblioteki DNA do sekwencjonowania nanoporowego przygotowano za pomoca
zestawu Ligation Sequencing Kit SQK-LSK109 (Oxford Nanopore Technologies),
a nastgpnie zsekwencjonowano wykorzystujac komorg typu R9.4.1 umieszczong
w urzadzeniu MinlON MK1B (ONT). Surowe odczyty zostaly wywotane przy pomocy
algorytmu o wysokiej doktadnosci (HAC) za pomoca programu Guppy. W celu poprawy
jakosci odczytéw sekwencjonowania dtugich fragmentéw, odczyty nanoporowe zostaly
poprawione metoda hybrydowej korekcji btgdow odczytu za pomocg oprogramowania

FMLRC (WANG i in. 2018).
3.3. Skladanie i adnotowanie genoméw organellowych

Genomy chloroplastowe ztozone zostaly w oparciu 0 wczesniej opublikowany
genom referencyjny (SzZCZECINSKA i SAWICKI 2015) za pomocg programu NOVOplasty
v2.8. (DIERCKXSENS iin. 2017) wyspecjalizowanego w kierunku kolistych genoméw
organellowych. Adnotacj¢ plastoméw przeprowadzono W oparciu 0 istniejace genomy

referencyjne w programie Geneious Prime. Rekonstrukcje genomu mitochondrialnego
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przeprowadzano  za  pomoca  szeregu  programOw  zaimplementowanych
w oprogramowaniu Geneious Prime wtym SPADes iMiniMap, wykorzystujac
iterowanie krotkimi i dlugimi odczytami. Wsrod wstepnie ztozonych sekwencji
w oparciu o0 dostepne zasoby mitogenomowe ro$lin w bazie GenBank, zidentyfikowano
kontigi zawierajace geny mitochondrialne. Na wyselekcjonowanych sekwencjach
przeprowadzono nastepnie 5-kKrotne mapowanie w celu ich rozszerzenia i identyfikacji
sekwencji homologicznych na flankach kontigow. Obecne w genomie sekwencje
powtorzone wariantowano podzbiorami skladajacymi si¢ z odczytow dluzszych niz
2000 pz. Doktadna analiza odczytéw nanoporowych (ONT) umozliwita wilasciwa
orientacj¢ trzech regionéw flankujacych, zmniejszajac liczbe zgrupowanych sekwencji
do trzech, ktérych nie mozna zlozy¢ razem ze wzgledu na przeciwng orientacj¢ powtorzen
flankujacych. Nastepnie, tak ztozony genom zweryfikowano mapujac na niego krotkie
odczyty (Illumina) Mitochondrialne geny kodujace biatka adnotowano przy uzyciu
programu MITOFY (ALVERSON iin. 2010). Zgodno$¢ z otwartymi ramkami odczytu
(ORF) przewidywanymi przez program Geneious (o minimalnej dtugosci 300 pz)
sprawdzano recznie poprzez mapowania bibliotek RNA. Zidentyfikowane otwarte ramki
odczytu (ORF) dtuzsze niz 300 pz zostaly sprawdzone w bazie danych GenBank przy
uzyciu BLASTX. Geny rRNA itRNA zidentyfikowano odpowiednio za pomoca
programu RNAmmer 1.2 (LAGESEN i in. 2007) oraz tRNAscan-SE 1.21 (Lowe i EDDY
1997). Powtdrzenia zostaly zidentyfikowane za pomoca wtyczki RepeatFinder do pakietu
Geneious 0 minimalnej dlugosci ustawionej na 500 bp i do 15% niedopasowan migdzy

powtorzeniami.
3.4. Analizy filogenetyczne

Filogenetyczna pozycja genomu mitochondrialnego P. patens zostata
przeanalizowana w oparciu o trzy zestawy danych. Glowny zestaw sktadat si¢ z 39
genow kodujacych biatka (CDS), obecnych w najbardziej znanych mitogenomach roslin
okrytonasiennych: atpl, atp4, atp6, atp8-9, ccmB, ccmC, ccmFC, ccmFN, cob, cox1-3,
matR, mttB, nad1-7, nad9, rpl2, rpl5, rpl10, rpl16, rpsl-4, rps8, rpsll-14, rpsl9 i sdh4.
Kolejne dwa zestawy danych obejmowaly sekwencje genow polimeraz RNA i DNA,
zidentyfikowanych w mitogenomach P. patens iinnych gatunkow ro$lin. Drzewa
zrekonstruowano za  pomoca metody najwyzszej  wiarygodnosci (ML)

zaimplementowanej w programie 1Q-TREE (NGUYEN i in. 2015) w oparciu o optymalny

15



model ewolucyjny okreslony za pomocg programu Modeltest (TAVARE 1986, RODRIGUEZ
i in. 1990, Gu iin. 1995, POSADA i CRANDALL 1998).

Analize filogenetyczng haplotypéw cpDNA 1 mtDNA na poziomie
wewnatrzgatunkowym przeprowadzono za pomoca metody najblizszego sgsiada. Siec¢
haplotypow, drzewa filogenetyczne oraz ich korelacje obliczano przy pomocy pakietow
ape, phangorn oraz phytools w srodowisku R (SCHLIEP 2011, PARADIS i SCHLIEP 2019,
REVELL 2012).

3.5. Wykrywanie zmiennosci

Analizy migdzygatunkowe (Pulsatilla alpina, P. patens i P. pratensis)
zmiennos$ci genéw mitochondrialnych przeprowadzono w programie Geneious Prime
(modut SNP caller) w oparciu 0 wyniki mapowania, zaktadajac minimalne pokrycie
wariantu na poziomie 20 przy czestosci powyzej 0,8. Wartosci zrdznicowania
nukleotydowego na poziomie rodzaju obliczono w programie Tassel 5.2.6 (BRADBURY
iin. 2007). Analizy zmienno$¢ wewnatrzgatunkowej przeprowadzono W oparciu
o uliniowanie programem MAFFT (KATOH iSTANDLEY 2013). Analize zmian
nukleotydowych wykonano w programie Geneious Prime (Biomatters, Auckland, Nowa
Zelandia) przy standardowych parametrach modutu SNP. Do wizualizacji zmiennosci
czestotliwosci miedzy populacjami, rodzaju zmian (SNP lub InDel) wykorzystano pakiet

oprogramowania Circos 0.69 (KrRzyWwINsKI i in. 2009).

4. Wyniki
4.1. Struktura i zawartos¢ genéw mitogenomu Pulsatilla patens

Przeprowadzone badania ujawnity, ze mitogenom sasanki otwartej wykazuje
budowe wielochromosomowa, na ktorg sktadaja si¢ trzy liniowe chromosomy
flankowane przez odwrdcone sekwencje powtorzone 0 tgcznej dlugosci 986 613 pz.
Powtdrzenia wystepujace W mitogenomie P. patens i ksztattujace jego strukture naleza
do najdhuzszych, jakie dotad zostaly wykryte, i licza od 8 kpz (powtorzenie A) do ponad
87 kpz (powtérzenie D). Adnotacja mitogenomu Pulsatilla patens umozliwita
identyfikacj¢ zestawu genow (rRNA, tRNA i CDS) typowych dla roslin
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okrytonasiennych. Wedtug klasyfikacji SKIPPINGTON i in. (2015) zsekwencjonowany
mitogenom zawiera wszystkie geny podstawowe (atpl, atp4, atp6, atp8, atp9, ccmB,
ccmC, cecmFc, ccmFn, cob, cox1-3, matR, mttB, nadl-7, nad9) i wickszos¢ genow
okreslonych jako fakultatywne (rpll, rpl5, rpl10, rpl16, rpsl-4, rps7, rpsll-14, rpsl9,
sdh4). Sposrod znanych z mitogenomoéw roslin gendéw nie znaleziono jedynie dwoch:
rps10 isdh3. Identycznych zestaw gendow znaleziono rowniez U trzech pozostalych
gatunkow Pulsatilla, wtym P. alpina, P. pratensis i P. vernalis. Dodatkowo na
chromosomie pierwszym (chMtl) mitogenomu P. patens zlokalizowano dwa geny
kodujace polimerazy: gen Pp DNA pol B o0 dlugosci 2850 pz (kodujacy polimeraze
DNA) i Pp_RNA _pol o dtugosci 2154 pz (kodujacy polimerazg RNA zalezng od DNA).
Oba geny sa nieobecne U trzech innych gatunkow Pulsatilla, w tym P. alpina, P. pratensis
i P.vernalis, jak rowniez u bardziej odlegtych gatunkéw z rzgdu Ranunculales, takich jak
Anemone maxima czy Aconitum kusnezoffii. Ich wystepowanie U innych gatunkéw roslin
moze $wiadczyé 0 niedawnym transferze tych genéw z genomu jadrowego do

mitogenomu u P. patens.

4.2. Sekwencje pochodzenia plastydowego oraz edycja RNA w mitogenomie

P. patens

Obecnos¢ transferow DNA pochodzenia plastydowego W mitogenomach roslin
naczyniowych jest zjawiskiem stosunkowo powszechnym (Kuo i in. 2000, TURMEL i in.
2003). Mitogenom P. patens zawiera ponad 35 kpz sekwencji pochodzenia plastydowego
obecnych na wszystkich trzech chromosomach, co stanowi 3,6% jego catkowite)
dlugosci. Lacznie mitogenom sasanki otwartej zawiera prawie 27% jej genomu
plastydowego. Plasuje to P. patens pomiedzy Cucumis melo (22,7%), a Bambusa
oldhamii (40,9%). Wystepowanie unikalnego dla sasanek uktadu gendéw plastydowych
w mitogenomie, przeczy hipotezie o jednokrotnym transferze chloroplastowego DNA do

mitochondrium na wczesnym etapie réznicowania si¢ roslin okrytozalazkowych.

Analizujac miejsca edycji RNA, wykazano, ze transkrypty mitochondrialne
P. patens byly edytowane z duza czgstotliwoscia, przekraczajaca znany poziom U innych
analizowanych roslin okrytonasiennych. Na uwage, zastuguje fakt, ze miato to miejsce
pomimo przyjecia rygorystycznych kryteriow kwalifikujacych zjawisko edycji RNA
(polegajacych na liczeniu i uwzglednianiu zdarzen edycyjnych 0 czgstoSci wariantow

wiekszych niz 0,5) oraz analize generalnie rzadziej edytowanego transkryptomu
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lisciowego, a nie kwiatowego. Ujawniono wysoka taczng liczbe miejsc edycji, ktora
wyniosta ponad 900, a genem najczgsciej edytowanym byt gen nad4 z 65 zmianami C na
U. Nie wykryto, niekanonicznej, odwrotnej edycja U na C, charakterystycznej dla ro$lin

zarodnikowych.
4.3. Analiza zmiennoS$ci genéw kodujacych biatka

Analiza porownawcza zmiennosci gendéw kodujacych biatka (CDS) pomigdzy
gatunkami z rodzaju Pulsatilla ujawnita wystepowanie wielu polimorfizmow
pojedynczego nukleotydu (SNP). Zaledwie osiem z 38 poréwnywanych gendéw nie
wykazalo zadnej zmiennosci migdzygatunkowej (nadl, nad3, nad6, nad9, cox3, ccmC,
rpl2, mttB), a w kolejnych siedmiu genach wykryto tylko pojedyncze SNP (nad4, nad4L,
nad5, nad7, coxl, ccmB, rpsl2, matR). Pomiedzy P. patens, a P. alpina ujawniono
tacznie 50 SNPs (43 dN oraz 7 dS), a pomig¢dzy P. patens, a P. pratensis 23 (18 dN i 5 dS).

Skonstruowano  drzewo filogenetyczne na  podstawie 39  genow
mitochondrialnych kodujacych biatka, co pozwolito na grupowanie razem gatunkow
Aconitum, Anemone i Pulsatilla (Ranunculales) z Nelumbo nucifera (Proteales) jako ich
najblizszym krewnym, co jest zgodne z wczesniej opublikowanymi pracami (DONG i in.

2020).

4.4. Wytypowanie regionow genomu mitochondrialnego do badan

filogeograficznych

Wykorzystanie ~ genomow  mitochondrialnych ~ roslin ~ w  analizach
filogenetycznych i filogeograficznych bywa klopotliwe ze wzglgdu na rozmiary
mitogenomu, obecno$¢ dlugich powtdrzen oraz sekwencji pochodzenia plastydowego.
Wyjsciem z tej sytuacji jest analiza konserwatywnych regiondw mitochondrialnych, ktore
moga mie¢ ogromny potencjal w badaniach filogenetycznych i stanowi¢ alternatywne
zrédto informacji genetycznej wzgledem genomu plastydowego. Dlatego tez
wytypowano 14 sekwencji mitochondrialnych o dlugosci powyzej 10 kpz, ktore nie
zwieraja regionéw pochodzenia plastydowego oraz dlugich powtorzen. Na chromosomie
pierwszym (chMtl) zidentyfikowano osiem takich sekwencji, na drugim (chMt2) cztery,
a na trzecim (chMt3) dwie. Regiony te wykorzystano w analizach zmiennosci na

poziomie wewnatrzgatunkowym opublikowanych w pracy nr |1
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4.5. Charakterystyka zmiennos$ci genomow chloroplastowych

Przeprowadzone analizy poréwnawcze budowy | struktury genomoéw
chloroplastowych 16 osobnikow P. patens nalezacych do pigciu populacji wykazaty
roznice dotyczace zardwno ich dlugosci jak liczby stwierdzonych mutacji. Diugosé¢
kompletnych genomoéw chloroplastowych dla przeanalizowanych osobnikow zawierata
si¢ W przedziale od 161 836 kb dla osobnika P9-122 do 161 930 dla osobnikow P4-103
i P4-105. Lacznie zidentyfikowano 160 mutacji punktowych, wtym 64 substytucje
(SNP) i 96 indeli. Najwiecej SNP i indeli (93,12%) stwierdzono w regionach
miedzygenowych i intronach, za$ tylko 6,88% zaobserwowano w genach. Najbardziej
zmiennym regionem okazat si¢ region ndhD-CCSA 0 dlugosci 500 pz (20.63%) z 14 SNP
i 18 InDel. Zgodnie z oczekiwaniami regiony kodujace genomu chloroplastowego
ujawnily nizszy polimorfizm niz regiony niekodujace. Mutacje stwierdzono tacznie w 10
z76 genow kodujacych biatka, a najbardziej zmiennym genem okazat si¢ gen ndhF

z dwoma substytucjami (SNP).

Oprocz ujawnionej zmiennosci miedzypopulacyjnej plastomu P. patens
uzyskane wyniki wskazujg rowniez na wewnatrzpopulacyjne zroznicowanie haplotypow.
Pomimo wykorzystania w analizie niewielkiej liczby osobnikow (zaledwie 16), genom
chloroplastowy umozliwit molekularng identyfikacje 11 znich. Uzyskany w tych
badaniach obraz zmienno$ci genetycznej nie odzwierciedlit jednak wynikow
wczesniejszych analiz opartych na markerach SSR. Analiza zmiennosci plastomow na
poziomie wewnatrzpopulacyjnym najwigkszg zmienno$¢ ujawnita w populacji Bemowo
Piskie (P9). W populacji tej kazdy osobnik reprezentowal inny haplotyp, a ponadto
U osobnikow z tej populacji stwierdzono zarowno najwigksze réznice w dtugosci genomu
chloroplastowego, jak inajwieksza liczbe SNP (58) i indeli (74). Populacja ta we
wczesniejszych analizach opartych na markerach SSR nie charakteryzowata sig
najwigkszymi wartoSciami parametrow zréznicowania genetycznego 1 ujawnita
relatywnie niski poziom heterozygotycznosci (Ho=0,050). Natomiast populacja Zabiele
(P15), dla ktorej stwierdzono najwigkszy poziom zréznicowania genetycznego (Ho=102)
w tych badaniach, ujawnita 2 haplotypy rdézniace si¢ obecnosciag 4 SNP i 4 InDels.

Populacja dla ktorej nie zaobserwowano zmiennosci byta populacja Rudne (P13).

Przeprowadzone analizy grupowania (haplotype network) wyodrebnity dwie

wyrazne haplogrupy, z haplotypem posrednim (P13) wystepujacym u wszystkich
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badanych osobnikéw 2z populacji Rudne (P13). Pierwsza grupe utworzylo pigé
haplotypéw cpDNA obecnych w populacjach (P4, P8 i P9), u ktorych stwierdzono az 78
unikalnych mutacji (53,75% wszystkich wykrytych mutacji). Druga grupa sktadata si¢
z czterech haplotypow cpDNA odznaczajgcych sie znacznie wigkszym podobienstwem
(14,41% mutacji).

Przeprowadzona charakterystyka molekularna analizowanych populacji
i identyfikacja 11 odr¢bnych haplotypéw potwierdza ograniczony przeplyw gendow
mi¢dzy populacjami spowodowany m.in. ograniczong produkcja nasion i faktem,
ze nasiona najczgsciej opadaja W poblizu osobnika matczynego, nie s3 natomiast
transportowane przez wiatr na wigksze odlegtosci. Ponadto analiza wyr6znita dwie grupy

haplotypow, ktore nie odpowiadaja ich lokalizacji geograficzne;.
4.6. Charakterystyka zmiennosci genomow mitochondrialnych

Analiza zmiennosci 14 wytypowanych sekwencji genomu mitochondrialnego
0 dhugosci powyzej 10 kpz wykazata znacznie nizszy poziom zmiennos$ci W poréwnaniu
do genomu plastydowego, co mozna wytlumaczy¢ m.in. niezwykle wydajnym
mechanizmem naprawczym. Lacznie zidentyfikowano 24 mutacje, 8 typu SNP i 16
indeli. Najwigcej mutacji, 5 SNP 1 6 indeli (45,83%), stwierdzono w regionach
zlokalizowanych na chromosomie chMt1, natomiast najmniejszg liczbg, 1 SNP i 5 indeli

(25%) stwierdzono w regionach chromosomu chMt2.

W poréwnaniu do wynikow otrzymanych dla genomu chloroplastowego,
w przypadku analizowanych regioné6w mitochondrialnego DNA  najbardziej
heterogeniczng genetycznie populacja okazala si¢ populacja Kopytkowo (P8), dla ktorej
wyrdzniono trzy haplotypy réznigce si¢ obecnoscig 11 mutacji (8 indeli i3 SNP).
Podobny poziom réznic stwierdzono dla osobnikow z populacji Bemowo Piskie (8 indeli
I 2 SNP), dla ktorej wyrdzniono trzy haplotypy, o jeden mniej w poréwnaniu z danymi
chloroplastowymi. Natomiast najmniej zroznicowang populacjg okazata si¢ populacja

Rudne (P13) z jedng specyficzng mutacjg.

Tak samo jak w przypadku chloroplastowego DNA, analiza sieci haplotypow
wyroznita 11 haplotypdw, ktére nie odpowiadaly ich lokalizacji geograficznej. Uzyskane

wyniki dotyczace molekularnej identyfikacji osobnikéw nie pokrywaja si¢ z danymi jakie
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uzyskano dla kompletnych genoméw chloroplastowych. Analiza nie wyodrgbnita
wyraznych haplogrup, tak jak w przypadku chloroplastowego DNA, ale potwierdzita, ze
najbardziej heterogeniczng populacjg jest populacja Bemowo Piskie, dla ktorej réwniez
wyodrebniono cztery haplotypy. Taka samg liczbe haplotypow, jak w przypadku danych
chloroplastowych, stwierdzono rowniez dla populacji P9 i P13. Natomiast dla populacji
P8 i P4 dla mitogenomu zaobserwowano o jeden haplotyp wigcej, niz dla plastomu.

4.7. Analiza filogenetyczna

W celu ustalenia relacji filogenetycznych badanych osobnikéw przeprowadzono
analizg filogenetyczng metoda najblizszego sgsiada (neighborhood-joining method - NJ).
Jako grupe zewnetrzng W obu przypadkach uzyto osobnika P. patens pochodzacego
z populacji zlokalizowanej w zachodniej Ukrainie, wystepujacej W zbiorowiskach stepu.
Na podstawie uzyskanych wynikéw zaobserwowano niezgodno$¢ sygnalu
filogenetycznego dla danych mitochondrialnych i chloroplastowych. Ponadto podobnie
jak w przypadku otrzymanych sieci haplotypow nie zaobserwowano zgodnos$ci utozenia

na drzewie filogenetycznym z rozmieszczeniem geograficznym.

5. Podsumowanie

Badania przeprowadzone w ramach mojej pracy doktorskiej pozwolily na
poszerzenie wiedzy z zakresu genomiki organellowej rzadkiego i zagrozonego gatunku
jakim jest Pulsatilla patens i pozwolity na zrealizowanie nadrzednego celu badan jakim
byta “ocena efektywnosci genomoéw, chloroplastowego i mitochondrialnego,
w badaniach zmiennosci i struktury genetycznej P. patens” W momencie rozpocze¢cia
badan, nie bylo znanych Zadnych kompletnych sekwencji mitogenomow roslin z rzgdu
Ranunculales. Otrzymane wyniki, na podstawie ktorych opisano budowe mitogenomu
sasanki otwartej (opublikowane w 1 pracy), pozwolity na weryfikacj¢ 1 i2 hipotezy.
Badania nie potwierdzity hipotezy, ze genom mitochondrialny P. patens
charakteryzuje si¢  Kkolista struktura. Wykazano natomiast, budowg
wielochromosomowg, na ktorg sktadajg si¢ trzy liniowe chromosomy flankowane przez
odwrocone sekwencje powtorzone. Analiza struktury mitogenomu wykazala

wystepowanie unikalnego dla sasanek uktadu genow plastydowych w mitogenomie, co
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przeczy hipotezie o jednokrotnym transferze chloroplastowego DNA do mitochondrium
na wczesnym etapie rdznicowania si¢ roslin okrytozalgzkowych. Jako sekwencje genomu
mitochondrialnego 0 duzym potencjale W badaniach filogenetycznych, ktore moga
stanowi¢ alternatywne zrodio informacji genetycznej wzgledem genomu plastydowego,
uznano 14 sekwencji mitochondrialnych o dlugosci powyzej 10 kpz, ktore nie zwierajg
region6w pochodzenia plastydowego oraz dlugich powtorzen. Sekwencje te wytypowano

i wykorzystano w drugim etapie analiz, ktory dotyczyt genomiki poréwnawcze;j.

Badania z zakresu genomiki porownawczej z wykorzystaniem kompletnych
genomoOw chloroplastowych i 14 regionéw genomu mitochondrialnego ujawnity
zmienno$¢ na poziomie wewnatrz jak 1 miedzypopulacyjnym, i potwierdzity hipoteze 3,
ktéra zakladatla, ze genom chloroplastowy W poréwnaniu z genomem
mitochondrialnym charakteryzuje si¢ wiekszym poziomem zmiennosci. Genomy
chloroplastowe pomimo tego, ze byly bardziej zmienne zidentyfikowaly te samg liczbe
haplotypow (11) co regiony genomu mitochondrialnego. Nalezy jednak podkreslic,
ze zaobserwowano roznice, gdyz zarbwno genomy mitochondrialne jak i chloroplastowe
umozliwilty molekularng identyfikacj¢ osobnikow, ktére byly nierozpoznawalne na
podstawie jednych lub drugich. Dla przyktadu regiony genomu mitochondrialnego
pozwolilty na molekularng identyfikacje trzech haplotypéw w populacji P8 i P4 podczas
gdy na podstawie plastomu w populacjach tych zidentyfikowano po dwa haplotypy.
Ponadto grupowanie zidentyfikowanych haplotypéw zaréwno dla danych
chloroplastowych jak i mitochondrialnych nie znalazto odzwierciedlenia w ich zasiggu

geograficznym.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowanie W badaniach z zakresu
genomiki porownawczej danych 0 genomach organellowych ma ogromny potencjal
| rzuca nowe $wiatto na obraz zmienno$ci genetycznej gatunku, i moze stanowi¢ cenne

uzupelnienie wiedzy 0 zasobach genomowych gatunkow.
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