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Spis skrotow uzytych w pracy

ATP adenozyno-5'-trifosforan (potocznie adenozynotréjfosforan)

cpDNA  (chloroplast DNA) - chloroplastowe DNA

CDS (coding DNA sequence) — sekwencje regionow kodujacych DNA

CFR (The Cape Floristic Region) — Region Przyladkowy w Afryce Potudniowej
DNA (deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

EMR/ER (ericoid micorrhiza ) — mikoryza erikoidalna

IGS (intergenic spacer) — migdzygenowy dystansowy DNA
InDel (Insertion Deletion Polymorphism) — polimorfizm insercyjno-delecyjny
ITS (internal transcibed spacer) — wewnetrznie transkrybowany region

IRA/IRB (inverted spacer region A, B) — region odwroconych powtorzen A i B
LSC (large single copy region) — duzy region jednokopijny

NADH  dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NGS (Next Generation Sequencing) — sekwencjonowanie nowej generacjji
NOR (nucleus organizer region) — organizator jaderka

NS (nonsynonymous substitution) — mutacja niesynonimiczna

NTS (nontranscribed spacer) — nietranskrybowane dystansowe DNA

MSA (multiple sequence alignment) — dopasowanie wielu sekwencji
ML (maximum likelihood) — maksymalne podobiefstwo

MP (maximum parsimony) — maksymalna parsymonia



ORF (open reading frame) — otwarta bramka odczytu; cze$¢ sekwencji nukleotydow

mig¢dzy kodonem START a kodonem STOP, wlacznie z odcinkami niekodujagcymi
PCR (polymerase chain reaction) — reakcja tancuchowa polimerazy

PS 1/ PS 1l (photosystem system | and Il/ plastocyanin—ferredoxin oxidoreductase) —

integralny kompleks biatek blonowych dwoéch fotosystemow

RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) — losowa amplifikacja
polimorficznego DNA

RNA (ribonucleid acid) — kwas rybonukleinowy
rRNA (ribosomal RNA) — rybosomalny RNA
tRNA (transfer RNA) — transportujacy RNA

SANBI  (South African National Biodiversity Institute) — Potudniowoafrykanski

Narodowy Instytut Bioréznorodnos$ci

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) — polimorfizm pojedycznego nukleotydu

SSC (small single copy region) — maty region jednokopijny

SSR (Simple Sequence Repeats) — amplifikowane sekwencje mikrosatelitarne
TIS (transcription initiation site) — miejsce inicjacji transkrypcji

TR (tandem repeats) — powtorzenia tandemowe

TTS (transcription termination site) — miejsce terminacji transkrypcji

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using arithmetic Averages)



STRESZCZENIE

Dokumentacja genomiczna rodzaju Erica, pomimo preznego rozkwitu badan
filogenetycznych wcigz pozostawata nieckompletna. Intrygujacy charakter tego rodzaju,
ktorego 80% przedstawicieli stanowig gatunki endemiczne oraz brak opracowanych
kompletnych genomow chloroplastowych oraz sekwencji NOR rodzaju Erica, stanowity

glowng motywacje do przeprowadzenia wnikliwych badan.

Niniejsza rozprawa doktorska stanowi istotny etap badan genetycznych wybranych
przedstawicieli z rodzaju Erica, rozszerzajacy zasoby genomowe tych roslin w opaciu o
otrzymane kompletne genomy organellowe wraz z ich analizag poréwnawcza, operony
plastydowe wraz z ich analizg komparatywna, filogenetycznag i analizg zmiennosci, oraz
sekwencje jadrowe NOR. Rekonstrukcja filogenetyczna rodziny Ericaceae w oparciu o
kompletne genomy oraz skonstruowana na podstawie regiondw odwroconych powtorzen
uwzglednita nie tylko wybranych przedstawicieli z rodzaju Erica, ale takze gatunek
Chamaedaphne calyculata, dla ktorego takze po raz pierwszy opracowano szczegotowa
budowg IR.

Przeprowadzone badania dostarczyly niezwykle frapujacych informacji z zakresu
analiz porownawczych, przynoszac nowe dane ekspandujace dotychczasowa wiedze ze
zmienno$ci genetycznej i zasobow genomowych rodzaju Erica, wzbogacajac takze

dokumentacje catej rodziny Ericaceae.

Stowa kluczowe: genom chloroplastowy, NOR, sekwencje jadrowe, Erica, Ericaceae



ABSTRACT

The genomic documentation of the genus Erica, despite the dynamic development
of phylogenetic research, still remained incomplete. The intriguing nature of this genus,
of which 80% species are endemic, and the lack of complete chloroplast genomes and
NOR sequences of the Erica genus were the main motivation to conduct in-depth

research.

This doctoral dissertation is an important stage of genetic research on selected
representatives of the genus Erica, expanding the genomic resources of these plants based
on the obtained complete organellar genomes along with their comparative analysis,
plastid operons along with their comparative, phylogenetic and variability analysis, and
NOR nuclear sequences. The phylogenetic reconstruction of the Ericaceae family based
on complete genomes and constructed on the basis of inverted repeat regions included not
only selected representatives of the Erica genus, but also the species Chamaedaphne
calyculata, for which a detailed IR structure was also developed for the first time.

The conducted research provided extremely interesting information in the field of
comparative analyses, bringing new data expanding the existing knowledge of the genetic
variability and genomic resources of the Erica genus, also enriching the documentation

of the entire Ericaceae family.

Key words: chloroplast genome, NOR, nuclear sequences, Erica, Ericaceae



1. Wstep

Objety badaniami w niniejszej pracy rodzaj Erica (wrzosiec) nalezy do klasy
Magnoliopsida (dwuliscienne), podklasy Dilleniidae (ukgslowe), nadrzedu Ericanae,
rzedu Ericales (wrzosowce), rodziny Ericaceae (wrzosowate), podrodziny Ericoideae
(wrzosowe) oraz sekcji Ericeae. Sposrod 145 rodzajéow wchodzgcych do rodziny
wrzosowatych (Ericaceae), rodzaj Erica stanowi, zaraz po rodzaju Rhododenron
(r6zanecznik/azalia/rododendron), rodzaj najobfitszy w liczbe gatunkéw. Ewolucja tego
rodzaju, pomimo pr¢znego rozwoju badan filogenetycznych na przestrzeni ostatnich lat,
wcigz pozostaje stabo poznana i ubogo opisana. Rodzaj ten jest szczegélnie interesujacy
w ujeciu badawczym, migdzy innymi ze wzgledu na to, iz tworzg go gtéwnie, w niemal
80%, gatunki endemiczne. Istnieje takze spora luka w dokumentacji genomicznej
przedstawicieli Erica, co uniemozliwia odtworzenie historii ewolucyjnej, wytypowanie
gatunku ancestralnego oraz wyznaczenia doktadnych relacji pomiedzy poszczegdlnymi
gatunkami (Gillespie i Kron, 2010; Van der Niet i in. 2020; Fu Nan i in. 2022).

Rodzaj Erica taksonomicznie jest udokumentowany bardzo dobrze, jednak wiedza
na temat relacji gatunkowych, szczegdlnie ta opierajaca si¢ na badaniach molekularnych
jest niepetna, a takze nieugruntowana zostata kwestia pochodzenia tego rodzaju (Kron i
in. 2005). Skomplikowany system taksonomiczny, bardzo duza liczba gatunkow,
znaczaco rozlegly, zaburzony zasi¢g wystepowania, to czynniki, ktdre przyczyniaja si¢
do faktu, iz niewielu badaczy podejmuje si¢ badan nad gatunkami tego rodzaju i relacji
miedzy nimi. Dotychczas prowadzone badania majace na celu uscislenie 1 dookreslenie
doktadnego systemu klasyfikacyjnego rodzaju Erica, szczegodlnie na poziomie
podrodzaju 1 sekcji, z probami ustalenia takze na poziomie gatunkowym, byly
wykonywane w oparciu o cechy morfologiczne. Szereg analiz palinologicznych —
poprzez kompleksowg synteze poréwnawcza wszystkich  diagnostycznych,
morfologicznych cech pytku. Badania morfologiczne stanowity wielokrotnie podstawe
do podjecia prob rewizji usystematyzowania rodzaju Erica, jednak poki co wszystkie te
proby byty nie do konca skuteczne 1 niezadawalajace pod wzgledem catego spektrum

czynnikow, ktore powinny by¢ brane pod uwage (Wronska-Pilarek i in. 2018).
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W wigkszosci byly to badania fragmentaryczne, dotyczace catej rodziny
wrzosowatych (Ericaceae), czy rzgdu Ericales (wrzosowce, dwurozne), stanowita
wycinek badan regionalnych flory, a niewiele z nich skupiato si¢ tylko 1 wylacznie na
rodzaju Erica. Na ich podstawie ustalono cechy diagnostyczne ziaren pylku, w tym
jednostki dyspersyjne. Innymi badaniami majacymi rozwingé wiedz¢ na temat
systematyki wrzo$coéw byty badania opiewajace o cechy fenotypowe — jak kolor kwiatow
oraz typ zapylaczy, badania oparte o modele biogeograficzne i podobienstwa nisz
klimatycznych. (Kron i in. 2005; Sarwar Gollam 2011; Wronska-Pilarek i in. 2018).

Systematyczne stanowisko rodzaju Erica zostalo uwzglednione w roéznych
badaniach zwigzkow filogenetycznych w obrgbie rodziny Ericaceae. Wskazniki
dywersyfikacji, wyznaczanie potencjalnych regionow wspdlnego przodka czy wzorce
ewolucji rodzaju Erica byly prowadzone na podstawie filogenezy jadrowych i
plastydowych markerow sekwencji DNA dla reprezentantow stanowigcych niewiele
ponad potowe znanych gatunkow. Dotychczas publikowane badania z zakresu
filogenezy molekularnej nad rodzajem Erica opieraty si¢, m.in. 0 markery atpB-rbcL,
matK (kodowane w chloroplastach) i dotyczyly badan plemion w podrodzinie Ericoidae.
W Dbadaniach tych wykorzystano metod¢ maksymalnej parsymonii, najwigkszego
prawdopodobienstwa i analiz¢ Bayesa celem poprawy stanu wiedzy o relacjach
filogenetycznych w obrebie podrodziny Ericoidae i rozwiklania brakow wiedzy
ograniczajagcych potencjat dalszych analiz kladystycznych, ktore wynikaja z
niewyjasnionych relacji w najgtebszych weztach (Gillespie i Kron, 2010).

Pierwsze badanie filogenetyczne obejmujace stricte rodzaj Erica, bazowato na 3
regionach DNA, ktore we wczesniej prowadzonych analizach wykazaty uzytecznos¢ u
rodziny Ericaceae; 2 sekwencjach kodowanych przez chloroplasty atpB-rbcl i
czesciowym matK oraz 1 sekwencji z genomu jadrowego (wewngtrzny region
transkrybowany jadrowego DNA rybosomalnego, ITS). Inspiracja dla tych badan byta
waska dystrybucja rodzaju, bardzo wyjatkowa dla calej rodziny wrzosowatych, ktéra
podsycita spekulacje na temat wtasciwego pochodzenia rodzaju wrzo$cdéw, nieustalonego
w innym typie badan. Celem byto ustalenie na podstawie danych molekularnych z trzech

wspomnianych regionéw DNA, gdzie lezy centrum pochodzenia rodzaju Erica.
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Analiza poréwnawcza wykazala na monofiletyczno$¢ grupy taksonéw afrykanskich,
pochodzacych z taksondéw europejskich. Ustalono, ze szeroki zakres geograficzny
bikontynentalnego gatunku Erica arborea, wskazuje, ze wspolny przodek takze byt
szeroko rozpowszechniony na obu kontynentach i prawdopodobnie rozszerzyt zasi¢g na

Afryke po potaczeniu Europy i Afryki w potowie miocenu (McGuire i Kron, 2005).

Istotna analiza filogenetyczna, uwzgledniajgca rodzaj Erica z wykorzystaniem
wylacznie sekwencji ITS z wlaczeniem badan morfologicznych obejmowata zakresem az
379 gatunkow, 45% gatunkéw z zakresu geograficznego rodzaju, wraz z innymi
podgrupami Ericoidae. Wyniki ukazaly morfologiczne i geograficzne spojnosci
niektorych kladoéw, z licznymi zmianami w makromorfologii kwiatow reprezentowane
przez zroznicowanie indywidualnych cech morfologicznych i typy zapylania.
Whnioskowano o monofiletycznosci afrykanskich wrzoscow. Jednakze z uwagi na
ograniczong rozdzielczos¢ drzewa opartego jedynie na tych sekwencjach,
zidentyfikowane klady potraktowano testowo, jako skuteczny przewodnik do dalszego
proébkowania powigdzan filogenetycznych z podkresleniem o koniecznos$ci rozszerzenia

badan o wigcej danych do sformutowania rzetelnych wnioskow (Pirie i in. 2011).

Dane te kilka lat pozniej rozszerzono, ttumaczac nieproporcjonalne bogactwo
gatunkowe $wiatowe] biordznorodnosci w tzw. gorgcych miejscach (hot-spot) niskim
wymieraniem (ewolucyjnym ,,muzeum’) i modelami wysokiej specjacji (hot-bed). Te
hipoteze filogenetyczng oparto na jadrowych i plastydowych sekwencjach DNA
488 gatunkow Erica— ITS oraz chloroplastowe trnT-trnL, trnL-trnF-ndhJ dla wszystkich
prob, oraz inne markery plastydowe intron trnL, atpl-atpH (spacer), intron trnK-matK,
gen matK, psbM-trnH spacer, gen rbcL, intron rpl16 i trnL-rpl32 (spacer) zostaty dodane
do analiz jedynie dla wybranych gatunkéw, bazujac na wstepnych badaniach, jako
reprezentanci weze$nie dywersyfikujacych linii, dla poprawy rozdzielczos$ci weztow w
drzewie plastydowym. Badania te dowiodly endemicznos¢ gatunkéw CFR, szybkie
tempo ewolucji w tym obszarze oraz nizsze wskazniki wymierania. Wskazano, iz
réznorodno$¢ gatunkow wrzoscoOw w potudniowej Afryce jest wynikiem pojedynczego
promieniowania w ciggu ostatnich 15 milionéw lat. W zestawieniu z rodowodami
przodkéw na Palearktyce, tempo specjacji przyspieszyto w Afryce i na Madagaskarze,

kolejny wybuch specjacji w CFR przekraczal wskazniki dywersyfikacji netto innych

12



kladow w tym regionie. Wywnioskowano, iz rodzaj Erica ilustruje model formacji
roslinnej powstaty przez niedawna specjacje¢, co oznacza, ze uformowanie wspotczesnego
stanu Cape Floristic Region otworzyto wiele nowych nisz, ktore sukcesywnie zaymowane
byty przez dywersyfikacj¢ lokalnych gatunkow (McGuire i Kron, 2005; Gillespie i Kron,
2010).

W przywotlanych przypadkach badania nie uwzgledniaty szczegdtowej, uznanej
klasyfikacji rodzaju Erica, ani nie zaproponowaty nowej jej odstony. Nie byly one
przeprowadzone z uwzglednieniem taksonow mi¢dzyrodzajowych na podgatunki, sekcje,
czy tez podgrupy. Byty realizowane bez wczesniejszego doglebnego przeanalizowania,
opracowania i poznania genomow, bez sekwencjonowania kompletnych genomow,
bez uwzglednienia kompletnych sekwencji DNA, bez odwotania do kompletnych
genoméw, bazowaly jednynie na krotkich fragmentach DNA, co sktania do
koncypowania o istnieniu innych miejsc w genomie o znacznie glebszej historii
ewolucyjnej rodzaju i duzo bardziej przydatnych do wnioskowania filogenetycznego.
Nie opublikowano dotychczas badan dotyczacych kompletnych genomoéw Erica, catych
gendw plastydowych ani analizy regionow NOR w rodzaju Erica, ponadto prowadzone
do tej pory badania genetyczne nie wyjasnity w pelni hipotez dotyczacych filogenezy
wrzo$coOw. Dotychczas badane regiony niekodujace moga w pelni nie odzwierciedla¢
rzeczywistej zdolnosci adaptacyjnej populacji, ktora jest okreslana gldwnie przez geny

funkcjonalne (Kardos i in. 2021).

Szczegblowa analiza genow genoméw chloroplastowych pozwoli na okreslenie
tempa ewolucji molekularnej poszczegdlnych gendw/rodzin gendow z uscisleniem, ktora
rodzina genow charakteryzuje si¢ jej najszybszym tempem, przy okazji mozliwa bedzie
takze ich ocena jako markeréw filogenetycznych. Szereg szczegdtowych badan prowadzi
do potwierdzenia wczesniejszych hipotez o przydatnosci poszczegodlnych genow jako
markerow filogenetycznych, m.in. testujac ich informatywnos$¢ filogenetyczng, tempo
mutacji kazdego z gendow czy poziom wysycenia substytucjami (Soltis i in. 2021; Wang
I in. 2022).
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Wyjatkowo frapujagcym zagadnieniem jest okreslenie stopnia pokrewienstwa
migdzy gatunkami z terenu Afryki, a pozostatymi obszarami wystepowania wrzo§cow.
Filogenetyczne relacje migdzy wybranymi gatunkami Erica sa analizowane w celu
okreslenia, czy pochodzenie tego rodzaju lezy w Europie czy Afryce oraz dla generalnego

odzwierciedlenia rozktadu geograficznego historycznej dystrybucji gatunkow.

Dotychczasowe badania prowadzone nad rodzajami Erica nie uwzgl¢dnialy tych
gendw genomu chloroplastowego, ktore sa zaplanowane w niniejszej pracy ani genow
rRNA wraz z transkrybowanymi i nietranskrybowanymi regionami mi¢dzygenowymi
(NOR). Wzgledny udziat wszystkich dotychczasowych wynikéw pozostawia temat
pochodzenia rodzaju Erica oraz powigzan migdzygatunkowych w jego obrebie, wcigz
otwartym i jest nadal przedmiotem goracych dyskusji, a wraz z dostgpnymi hipotezami
filogenetycznymi dla wrzo$cow stanowi zrédto danych do dalszych badan i obszernej

konfrontacji naukowej.

Badaniem w niniejszej pracy objeto 2 podrodzaje nalezace do rodzaju Erica,

reprezentowane przez 8 gatunkow.

e Syringodea ( 7 gatunkow, reprezentujacych 5 sekeji)

e Chlamydanthe ( 1 gatunek, reprezentujacy 1 sekcje)
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1.1. Genetyka konserwatorska

Jednym =z istotniejszych wyzwan wspotczesnej nauki jest sprostanie
konsekwencjom Szodstego Wielkiego Wymierania Holocenskiego, do ktorego gtownie
przyczynita si¢ dziatalno$¢ cztowieka (Kumaran i Padmalal, 2022; Molnar i in. 2023).
Aktualnie z powierzchni Ziemi ustgpuje ok. 3 tys. gatunkéw w ciggu roku. Co godzing
wymieraja 3 gatunki, niejednokrotnie nigdy nieopisane, nieodwracalnie zubozajac
biordéznorodnos¢ biosfery. Wsrdd roslin istnieje 13% gatunkow krytycznie zagrozonych,
19% zagrozonych oraz 38% gatunkéw wrazliwych. Jedynie 30% gatunkdéw pozostaje w

prognozie niskiego ryzyka wyginigcia (Westwood i in. 2021; Cowie i in. 2022).

Rosliny prezentuja si¢ pozornie wyjatkowa mozliwoscig ochrony. Potencjalnie
fatwo rosng na obszarach z odpowiednimi warunkami klimatycznymi; ponadto mozna
przechowywac¢ nasiona wigkszosci gatunkoéw przez dziesigciolecia, czasem stulecia, w
specjalnie powotanych bankach nasion lub komorach wzrostowych (Ray i Bordolui,
2021; Campbell-Martinez i in. 2022). Kolosalny wzrost industrializacji, wszelakie formy
ingerencji cztowieka, sprawity ze obszar zajety przez przyrode — w tym roslinnosc¢ - jest
znacznie mniejsza niz kiedys i szybko si¢ kurczy. Antropogeniczne i naturalne zmiany
klimatyczne sg juz postrzegane jako problem globalny, dotychczas podejmowane wysitki
i polityczne larum nie osiagnely poziomu, na ktorym trwajagcy wzrost temperatury

mogltby zosta¢ ustabilizowany (Ritchie i in. 2021; Molnar i in. 2023).

Ponadto nieprzerwanie odnotowuje si¢ ciagla, znaczaca utrate roznorodnosci
biologicznej. Przez wiele lat rosliny nie otrzymywaty nalezytej uwagi zaréwno medialne;j,
politycznej jak i protekcyjnej, na jakg niewatpliwie zastluguja. W codziennym zyciu
jesteSmy catkowicie zalezni od roélin, sag one nie tylko komponentem naszego
ekosystemu, ale i elementem naszej zywnosci, farmaceutykéw, materialow
budowlanych, przemystowych oraz niezliczonych innych produktow codziennego uzytku
(Ceballos i in. 2015; Panagopoulos, 2022).
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Szacuje si¢ od 390 000 do 400 000 opisanych gatunkow roslin naczyniowych —
widtaki (Lycopodiophyta), paprocie (Polypodiopsida), nagonasienne (Gymnospermae),
okrytonasienne (Angiospermae) - prawdopodownie okoto 70 tysiecy gatunkéw czeka
nadal na opisanie, w pewnych przypadkach nawet wcigz na odkrycie.
Szacowania, ze co najmniej 600 gatunkow roslin wymarto w ciagu ostatnich 260 lat sg
bardzo prawdopodobnie znaczaco zanizone. Wydaje si¢, ze na przestrzeni przysztych
kilkudziesieciu lat uzasadniona jest hipoteza, ze 20% ogétu roslin moze nieodwracalnie
znikna¢, przy czym by¢ moze dwukrotnie wieksza cze$¢ jest zagrozona utratg egzystencji

do konca wieku XXI (Dinerstein i in. 2019; Holz i in. 2022).

Wzrost populacji ludzi, ekspansja i intensyfikacja rolnictwa, dziatania
doprowadzajace do trwatych zmian klimatycznych i niepohamowane zapotrzebowanie
konsumpcyjne, w tym rosnaca sprzedaz i eksploatacja wielu gatunkow roslin znaczaco
utrudni zachowanie pokaznej cze$ci istniejacych formacji roslinnych, w tym lasow

tropikalnych, do konca tego wieku (Lovejoy i Hanah, 2019; Raven, 2020).

Szczegotowymi badaniami nad gatunkami zagrozonymi zajmuje si¢ dyscyplina
naukowa przyjeta z nomenklatury anglosaskiej jako conservation genetics. Termin ten z
wolna przenika rowniez do nauki polskiej i jej nomenklatury, przy czym opisywana nim
praktyka posiada w Polsce bardzo dtugie, bo si¢gajaca okresu migdzywojennego, tradycje
(Hamm i in. 2013; Willi i in. 2021).

Genetyka konserwatorska pozwala na wykorzystanie pod katem teoretycznym i
praktycznym genetyki w ochronie gatunkéw jako podmiotow dynamicznie
dostosowujacych si¢ do zmieniajacych si¢ warunkéw $rodowiska czy dziatan
antropopresyjnych, do radzenia sobie z tymi zmianami tak, aby zminimalizowa¢ ryzyko
wymarcia gatunku. Poza genetyka klasyczna, populacyjng 1 molekularng czerpie i taczy
osiggniecia wielu nauk konserwatorskich, molekularnych, ekologii, ewolucjonizmu,

bioinformatyki czy statystyki (Avise i in. 1996; I1zza Ab Ghani i in. 2022).
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Genetyka konserwatorska stanowi teoretyczne i praktyczne wykorzystanie
genetyki w ochronie gatunkow jako podmiotow dynamicznie dostosowujacych si¢ do
zmieniajacych si¢ warunkoéw srodowiska, do radzenia sobie z tymi zmianami tak, aby
zminimalizowa¢ ich ryzyko wymarcia. Obejmuje zarzgdzanie genetyczne malych
populacji w celu maksymalizacji zachowania roznorodnosci genetycznej i minimalizacji
chowu wsobnego, wyjasnianie taksonomicznych niepewnosci, wyznaczanie jednostek i
praktyk zarzadzajacych ochrong oraz analizy danych molekularnych w doktadnych
procedurach badawczych majacych na celu zrozumienie istoty biologii gatunkow.
Glownie genetyka konserwatorska skupia si¢ na procesach zachodzacych wewnatrz
populacji matych i rozdrobnionych, dotyczac praktycznych metod minimalizujacych
szkodliwe dziatanie czynnikéw w ich obrebie. Jej nadrzednym przestaniem jest
opracowanie i poznanie metod wzmacniajacych wptyw na los roznorodnosci genetycznej
matych, zagrozonych populacji oraz duzych populacji, w ktorych silnie dziata selekcja
naturalna. Dlatego genetyka konserwatorska koncentruje si¢ glownie na zachowaniu

potencjalu ewolucyjnego (Frankham i in 2010; Kershaw i in. 2022).

Dotychczasowe badania, ktore prowadzono w ramach genetyki konserwatorskie;j,
opieraty si¢ przede wszystkim na analizach sekwencji anonimowych czy niekodujacych,
natomiast nie skupiano si¢ na analizach sekwencji kodujacych, ktore w gtdwniej mierze
odpowiadajg za przezywalnos¢, zdolnosci adaptacyjne czy prawidlowos$¢ 1 przebieg

procesow fizjologicznych (Song i in. 2021; Zhang i in. 2021).

Tego typu sekwencje funkcjonalne zlokalizowane s3a takze w genomach
mitochondrialnych i chloroplastowych. Innowacyjnym pomystem i jednoczesnym
przelomem w badaniach z zakresu genetyki konserwatorskiej jest zatem wdrozenie
szerokiej analizy gendéw kodujacych funkcjonalne biatka z zastosowaniem
sekwencjonowania nowej generacji. Pozwoli to mi¢dzy innymi na doglebne poznanie

poziomu i hot spotow zmiennosci cpDNA (Nakahama, 2021).

17



1.2. Charakterystyka genoméw chloroplastowych roslin

1.2.1. Genom chloroplastowy

Chloroplasty to organelle komoérkowe charakterystyczne jedynie dla Krolestwa
Roslin oraz dla grupy eukariotycznych glonéw. Aktualny stan wiedzy sugeruje na ich
pochodzenie od sinic, ktére zostaly prawdopodobnie zaatakowane lub pochtoni¢te przez
heterotroficzng, eukariotyczng komodrke gospodarza ok. 1,5 miliarda lat temu.
Przypuszcza si¢, ze zarbwno pierwotny gospodarz, jak i symbiont przystosowaty si¢ do
swoistego stanu wewnatrzkomérkowego (endosymbiotycznego) poprzez szereg rdéznych
procesow, takich jak endosymbiotyczny transfer genow czy kurczenie si¢ genomu (Shao
i in. 2019; Sato, 2021). Zjawisko to, ktore obejmuje przeniesienie czeSci genow
cyjanobakterii do jadra gospodarza przy jednoczesnej utracie niektérych genéw znamy
pod terminem pierwotnej endosymbiozy i tworzy ono tzw. pierwotny plastyd. Niektore
gatunki tworzg natomiast tzw. wtorne plastydy w procesie wtornej endosymbiozy (Chan
iin. 2011; Azuma i in. 2023).

Genom chloroplastowy (cpDNA) wystepuje w chloroplascie w wielu kopiach, od
200 do 300 identycznych czasteczek DNA. Zbudowany jest na ogét z jednorodnych
dwuniciowych kolistych czasteczek DNA o rozmiarze 110000 - 200 000 pz,
zawierajacych od 30 do 50 réznych genéw RNA 1 wielu gendow kodujacych biatka. U
niektorych gatunkow roslin spotyka si¢ jednak takze posta¢ liniowa i rozgaleziong
genomu chloroplastowego, jak choc¢by u gatunku koniczyny beczkowatej (Medicago
truncatula) (Shaver, 2008).

Wisrod gatunkéw zielonych glondw wielkos¢ genoméw chloroplastowych cechuje
istotna rozbieznos$¢, ktéra nie jest notowana u gatunkéw roslin ladowych, gdzie oscyluje
w granicach 120 000 — 160 000 pz. Wielko$¢ genomoéw chloroplastowych zielonych
glonow waha si¢ bowiem od 37400 pz w przypadku przedstawiciela rodzaju

Helicosporidium, do nawet 269 000 pz w rodzaju Dunaliella (Smith i in. 2010).
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Klasyczny schemat budowy komponentéw genomu chloroplastowego to para
identycznych powtorzen odwroconych (Inverted Repeats A and B; IRA, IRB),
ktorych dlugos$¢ na ogdt miesci si¢ w przedziale od 5 000 do 76 000 pz. Oddzielone sg
one malym (Small Single Copy Region; SSC) i duzym (Large Single Copy Region; LSC)
regionem pojedynczych kopii, ktérego wielko$¢ na ogédt decyduje o rozmiarze calego
plastomu. SSC i LSC charakteryzujg si¢ obecno$cig swoistych, unikalnych w budowie
sekwencji. Konserwatywne sekwencji regionow IR sktadaja si¢ z 3 podobnych do siebie
fragmentéw kodujacych, m.in. rRNA i tRNA. Od takiego ogdlnego wzorca budowy u
niektorych  gatunkoéw zachodza odchylenia w postaci skrocenia dlugosci
(zmniejszenie obszaru IR charakterystyczne jest dla rodziny sosnowatych (Pinaceae) np.
u Pinus thunbergii — 600 pz, z kolei w rodzajach Picea (§wierk) i Nothsuga (monotypowy
rodzaj z Chin) regiony IR zostaty zredukowane do ok. 250 pz) badz catkowitej redukcji
powtdrzen odwroconych jak w przypadku euglenin (Euglena gracilis) (Shaw, 2007; Chen
i in. 2023).

Genow kodowanych przez cpDNA jest okoto 200, a liczba funkcjonalnych genow
i ich wielko$¢ nie koreluje bezposrednio z rozmiarem genomu (Palmer, 1985; Green,
2011). Geny, ktore koduja biatka mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy: geny, ktore
sg zaangazowane w mechanizmy ekspresji i translacji w chloroplastach oraz geny
odpowiedzialne za funkcje bioenergetyczne i geny odpowiadajace za przebieg procesu
fotosyntezy (Rivas i in. 2002). Geny kodowane w cpDNA to 4 geny dla rRNA, 30 genow
dla tRNA, geny biatek fotosyntezy, geny podjednostki NADH dehydrogenazy, gen
podjednostki proteazy (clpP), gen podjednostki acetylo-CoA-arboksylazy (accD), geny
dla prokariotycznej polimerazy RNA, geny bialek aparatu translacyjnego oraz kilka
genow o wysokiej zmiennosci - ycf, ktore stanowiag ramki odczytu dla bialek o nieznanej
dotad doktadnie funkcji. Doktadniej opisane sa geny RNA, ok 6-8 genow rRNA
zlokalizowanych jest w IR, natomiast ok. 36-40 genow tRNA rozprzestrzenia si¢ po
calym genomie. Interesujagcym parametrem wsrdd plastomow jest ich liczba intronow,
ktora waha sie¢ od jednego do kilkudziesieciu i nie stanowi predyktora w koncypacjach
filogenetycznych, z uwagi na brak regularnosci liczebnej w obrebie gatunkow tego

samego taksonu (Zuo i in. 2020; Xiong i in. 2021; Maciszewski i in. 2022).
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Zwazywszy na wiele cech chloroplastow, w tym specyfike wiasciwosci polimerazy
chloroplastowej DNA, obecnos$¢ systemow naprawczych, niski stopien rekombinacji
pary GC stanowig 30% ogoétu par zasad w genomie chloroplastowym, co jest cechg silnie
odrozniajacg genom chloroplastowy od genomu jadrowego i przektada si¢ na wolniejsze
od niego tempo ewolucji (Han i in. 2019; Dobrogojski i in. 2020). Wsrod wielu gatunkow,
liczne geny cpDNA wcigz wymagaja doglebnej analizy i scharakteryzowania.
Dziedziczenie po jednym rodzicu, przewaznie w linii matczynej, 1 brak rekombinacji

stanowi zalete wykorzystania cpDNA w analizach filogenetycznych (Rochaix, 1999).

Chloroplasty posiadaja unikalny system transkrypcyjny ztozony z pozostatych
komponentow prokariotycznych, tj. prokariotyczna polimeraza RNA (Mohammed i in.
2022). Geny kodowane w cpDNA sg niewystarczajace, aby regulowa¢ skomplikowang
ekspresje genoéw, stad wiele komponentow regulatorowych kodowanych w jadrze
komoérkowym, jak np. w przypadku gendéw kodujacych biatko enzymu
karboksydysmutazy (ribulose bisphosphate carboxylase-oxygenase; RuBisCo), na ktore
sktada si¢ 8 duzych (RuBisCO Large; rbcL) i 8 matych (RuBisCo Small; rbcS)
podjednostek. Niemal wszystkie gatunki roslin maja zlokalizowany gen kodujacy duze
podjednostki w genomie chloroplastowym, a gen kodujacy mate podjednostki znajduje
si¢ juz w genomie jadrowym. Gen rbcL odpowiada nie tylko za przebieg procesu
fotosyntezy, ale takze za inne procesy metaboliczne, o czym $§wiadczy jego obecnos¢ w
genomach chloroplastowych gatunkéw, ktore nie przeprowadzaja fotosyntezy (Wicke i
in. 2011).

Kompleksy biatkowe odpowiadajace za przebieg procesu fotosyntezy to przede
wszystkim fotosystemy I i Il (PSIi PSII), syntaza ATP i kompleks NADPH (Dobrogojski
i in. 2020). Kompleks fotosystemu I sktada si¢ z pigtnastu podjednostek; z czego sze$c¢
jest kodowanych przez genom chloroplastowy : psaA, psaB, psaC, psal, psal i psaM,
glownie w obrebie LSC. Kompleks fotosystemu II sktada si¢ z siedemnastu podjednostek,
z czego pietnascie z nich jest kodowanych w obrebie genomu chloroplastowego, w
regionie LSC. Obydwa fotosystemy scala kompleks cytochromow be/f, w ktorym szesé¢
na dziewig¢ podjednostek jest kodowanych w genomie chloroplastowym, w tym petA,
petB, petD, petG, petL i petN. Kompleks biatkowy syntazy ATP to dziewie¢ genow, z
czego jedynie trzy identyfikuje si¢ w cpDNA — atpA, atpB i atpE.
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Kompleks oksydoreduktazy plastochinonowej reprezentowane sa w cpDNA u wigkszosci
gatunkow przez jedenascie genow, cho¢ istnieja przypadki zaniku lub wystgpowania
niektorych z podjednostek w formie pseudogendow (Wicke i in. 2011; Mohammed i in.
2022). Pomimo wystepowania uzaleznienia od biatlek pochodzenia jadrowego,
chloroplasty wyksztatcity wtasny uktad odpowiedzialny za ekspresje genéw, pochodzacy
od ancestralnych sinic. Polimeraza RNA odpowiadajaca za transkrypcje jest kluczowym

elementem tej maszynerii (Palomar i in. 2022).

W chloroplascie mozna zdetektowac jej dwa typy — jeden kodowany w plastydzie
(plastid-encoded RNA polymerase; PEP), drugi kodowany w jadrze komoérkowym,
specyficzny dla roslin okrytozalazkowych (nuclear-encoded RNA polymerase; NEP).
Kompleks PEP sktada si¢ z 4 podjednostek — a, B, B, B’ kodowanych adekwatnie przez
geny - rpoA, rpoB, rpoCl i rpoC2. Zasadnicza r6znica pomigdzy podjednostkami
rdzenia PEP jest ich masa czgsteczkowa. Podjednostka oo ma masg¢ 38 kDa, f — 120 kDa,
B' — 85 kDa, " — 185 kDa. W przypadku wigkszosci roslin ladowych gen rpoA jest
zorganizowany w jeden operon pod kontrolg tego samego promotora. Z kolei geny rpoB,
rpoC1 i rpoC2 wspottworza odrgbny operon RPOBC. Drugi nadmieniony typ polimerazy
— NEP, sktada si¢ natomiast tylko z jednej podjednostki. Polimeraza ta ewoluowata
poprzez duplikacje genu jadrowego kodujacego mitochondrialng polimeraze RNA i
wykazuje duze podobienstwo do polimeraz RNA typu fagowego, ktore takze zbudowane
sg z jednej podjednostki. Zaréwno PEP, jak i NEP sa nieodzowne w procesie transkrypcji
biatek chloroplastowych. Chociaz NEP i PEP rozpoznaja rdzne promotory, istnieje wiele
genow chloroplastowych, ktore posiadajg promotory rozpoznawane zarOwno przez jeden

jak i drugi typ polimerazy RNA (Tiller i in. 2014; Dobrogojski i in. 2020).

Genomy plastydowe roslin wykazuja si¢ wysokim stopniem informatywnosci i
przydatno$ci w badaniach ewolucyjnych (Guo i in. 2020; Liang i in. 2020). Wykazuja
bowiem zmiennos¢ pod wzgledem struktury, zawarto$ci gendw, zmiennosSci
nukleotydowych regionow kodujacych i niekodujgcych (Mohammed i in. 2022; Palomar
I in. 2022).
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Prace badawcze skupione na zglgbieniu budowy strukturalnej plastomow
rozpoczely si¢ zdecydowanie wezesniej niz badania tego samego typu odnoszace si¢ do
genomow jadrowych. Pierwsza kompletna sekwencja genomu chloroplastowego
pojawita si¢ w roku 1986 i dotyczyta genomu chloroplastowego tytoniu (Nicotiana
tabacum var. Bright Yellow 4); natomiast podobne dane na temat genomow jadrowych

zostaly opublikowane okoto 10 lat pozniej (Shinozaki i in. 1986; Tong i in. 2020).

Bylo to uwarunkowane mig¢dzy innymi sporymi réznicami w wielko$ciach
genomoOw oraz kondycja i rozwojem technik sekwencjonowania, co przektada si¢ takze
na aktualny stan wiedzy na temat budowy i funkcji plastoméw 0 znaczeniu poznawczym

oraz aplikacyjnym (Slatko i in. 2018).

Bazy danych dysponujg aktualnie danymi na temat plastomow ponad o$miu tysigcy
gatunkéw roslin z calego s$wiata, z wielu taksonow (Turudi¢ i in. 2022).
Zsekwencjonowane genomy chloroplastowe dostepne sg dla mniej niz 70 rodzajow z
trzech tysiecy gatunkow roslin uprawnych i dla okoto dwoch tysigcy z 350 tysigcy
gatunkow rosdlin kwiatowych, co przektada si¢ na konieczno$¢ kontynuowanaia
ekspandowania wiedzy odnoszacej si¢ do funkcjonalno$ci i organizacji genomow
chloroplastowych, umozliwiajagc prowadzenie szczegdétowych i1 doglebnych badan
komparatywnych (Daniell i in. 2021). Taki stan rzeczy przyczynit si¢ takze do
rozwinigcia wielu gatezi badan biotechnologicznych w oparciu o sekwencje plastomowe,
w tym takze inzynierii genomowej dotyczacej transferu genow, kontroli ekspresji genow
(Liu i Zhang, 2022).

Tworzenie modyfikacji genomow, transformacja konstruktow 1 ich kontrola jest
prostsza w przypadku genomoéw chloroplastowych, niz w jadrowych (Olejniczak i in.
2016). Znaczny progres w badaniach nad plastomami przyczynit si¢ do rozszerzenia skali
wykorzystania dotychczasowych analiz i modyfikacji w obrgbie plastomow. Wsréd
dostgpnych potencjalnych przypadkéw zastosowania inzynierii plastomu najbardziej
obiecujace wydaje si¢ produkowanie biatek rekombinowanych. Dzigki wysokiej
wydajnosci bialek docelowych w plastomach transformowanych i modyfikacjom
potranslacyjnym w polagczeniu z brakiem wyciszania naukowcom przys§wieca wizja
zastosowania modyfikacji chloroplastow (transplastoméw) do produkcji antygenow,

biatek terapeutycznych, enzymoéw czy szczepionek (Singhal i in. 2022).
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Modyfikacje plastomoéw wdrazajace zwigkszong odpornos$¢ na czynniki stresowe
sa takze intrygujaca galezig eksploracji, przektadajaca si¢ w swoich skutkach
pozytywnych na zwigkszenie plonow, zmniejszenie zakresu stosowanych srodkow
syntetycznych jak np. pestycydy, umozliwienie roslinom zycia na terenach, na ktorych

dotychczas mialyby problem z przetrwaniem (Singhal i in. 2022; Zaveri i in. 2022).

Dane na temat struktury plastomu mogg by¢ wielce wartosciowe w analizach
filogenetycznych, stanowiac wydajne narz¢dzie molekularne z uwagi na niski

wspotczynnik mutacji oraz tatwos¢ amplifikacji (Mahadani i in. 2022).

Poczatkowa niewielka liczba zsekwencjonowanych genomoéow chloroplastowych
przektadala si¢ na niska jako$¢ analiz filogenetycznych. Intensywny wzrost tego typu
badan wplynat na poprawe wiarygodnosci wynikow tego typu projektow. Badania
filogenomiczne w oparciu o analizy genomu chloroplastowego sa obecnie preznie
rozwijajaca si¢ dziedzing nauki, opierajaca si¢ o postepujace metody sekwencjonowania
nastgpnej generacji (NGS), ktora poczatkowo stosowana byla jedynie do wysokich
jednostek taksonomicznych, by obecnie wspiera¢ dociekania dotyczace pojedynczych
taksonow z konkretnej rodziny lub rodzaju. Cechy genomu chloroplastowego
przemawiajg za zastosowaniem ich pelnych sekwencji jako roslinnych barkodéw (Peng i

in. 2013, Olejniczak i in. 2016; Li i in. 2020).
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1.3. Charakterystyka regionu organizacji jaderka (NOR)

Organizator jaderka (z ang. nucleolus organizer region) — NOR - jest to obszar
jaderkotworczy, stanowigcy fragment genomu ulokowany W przewezeniu
wtornym niektorych chromosomoéow. Odkrywceg organizatora jaderka jest Barbara
McClintock, ktora opisata go po raz pierwszy u gatunku Zea maysw 1934 roku
(McClintock, 1934).

Kazda duza jednostka 35S rDNA (45S u zwierzat) zawiera geny rRNA: 18S, 5,8S
I 26S, wewngtrzne transkrybowane region (ITS) i intergeniczny odstgpnik (IGS).
Jednostki 35S sg zorganizowane w ukladach tandemowych na jednym lub kilku loci. 5S
rDNA kodujacy transkrypt o dlugosci 120 par zasad, uwazany byt w wielu badaniach
tradycyjnie za zajmujgcy osobne miejsca chromosomalne (typ S) u roslin nasiennych.
Fizyczne potaczenie gendéw 5S i 35S przewaza nad organizacja rDNA u glonéw i
wczesnych roslinach ladowych, takich jak mchy. Nowsze badania te doprowadzity do
hipotezy, ze ,,uwolnienie” genu 5S z jednostki 35S mogto wystgpi¢ u wspolnego przodka
okrytozalagzkowego po oddzieleniu od wcze$nie rozchodzacych kladow roslin

(Wicke i in. 2011).

Potaczony uktad jednostek 35S-5S (typ L) zostat znaleziony w kilku gatunkach z
rodzaju Artemisia (z rodziny Asteraceae, uwazanej za jedng z najbardziej filogenetycznie
wywodzacych si¢ grup okrytozalagzkowych), najpierw w badaniach cytogenetycznych,
nastepnie potwierdzonych badaniami molekularnymi. Dodatkowe badania wykazaty, ze
az 25% cztonkow Asteraceae mogto mie¢ nietypowy uktad rDNA typu potaczonego L,
ktory takze zostat znaleziony w zywej skamieniatosci mitorzebu dwuklapowego Gingko
biloba (Garcia i in. 2009).

Wciaz pozostaje nierozstrzygnigte, czy typ laczny (L) czy osobny (S) stanowi
rodowy typ rDNA u gatunkow okrytozalagzkowych. W wiekszo$ci genomow typu L
insercja 5S wystepuje w IGS w odleglosci 1 tys zasad ponizej genu 26S, a odpowiedni
transkrypt jest kodowany wytacznie na przeciwnej nici DNA niz 26S rRNA. Pomimo, iz
w komorce musi istnie¢ stechiometryczny stosunek czasteczek rRNA, istniejg zasadnicze
roznice w odniesieniu do regulacji transkrypcji poszczegdlnych genow.
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Duzy transkrypt 35S wytwarzany przez polimeraze¢ RNA I (Pol I) jest przetwarzany
endonukleolitycznie z wytworzeniem dojrzatych czasteczek 18S, 5,8S 1 26S rRNA.
Promotor Pol | jest zlokalizowany w intergenicznym obszarze 26S-18S, wigzac si¢ z
kompleksem czynnikéw transkrypcyjnych. Natomiast transkrypcja gendéw 5SS jest
przeprowadzana przez polimeraz¢ RNA III (Pol III), ktéra potrzebuje wewnetrznego
promotora w genie, oprocz czynnikow transkrypcyjnych TFIIIA, TFIIB i TFIIC.
Trojelementowa konstrukcja wewngtrznego promotora Pol III zawiera element
wewnetrzny (tzw. IE), A-box oraz C-box, elementy wysoce konserwatywne zaréwno U

ro$lin, jak i zwierzat (Girbig i in. 2022; Jarrous i in. 2022).

Narzedzia epigenetyczne to kolejna odstona mozliwosci kontroli ekspresji
zaangazowana w regulacje¢ obu typow genow rRNA. W wyciszeniu Kkopii
transkrybowanych gendéw biorg udziat ztozone mechanizmy epigenetyczne oparte na
modyfikacjach chromatyny, w tym metylacji DNA. Nowe badania dowodza o
nietypowym uktadzie potaczonym genow 5S, wystepujacym u co najmniej kilku
gatunkow roslin, ktéry jest w petni kompatybilny z ich ekspresjg i funkcjonalnoscia.
Badania te wskazuja na niezwykla dynamike genu 5S przejawiajaca si¢ na roéznych
poziomach, takich jak zmiana pozycji wewnatrz chromosomow, struktura jednostkowa,
modyfikacja epigenetyczna i rozwazana roznorodno$¢ motywow regulacyjnych (Lan i in.
2011, Singh i in. 2021).

Klasyczny NOR zbudowany jest z powtarzajacych sie gendéw kodujacych
czasteczki rRNA o statych sedymentacji 5,8S, 18S 1 28S (na ogot; istnieje wiele
odstepstw), przedzielanych intronami (tu: ITS) (Oborska-Oplova i in. 2022). Po
zakonczeniu podziatu komodrkowego 1 odtworzeniu normalnej struktury jadra
komorkowego (w interfazie), NOR-y ulegaja dekondensacji i tworzy si¢ wokot
nich jaderko. Organizatory pochodzace z roznych chromosomow mogg sie lgczyc,
tworzac wspolne jaderko. Pomigdzy genami rRNA 18S 1 5,8S znajduje si¢ ITSI1,
natomiast miedzy 5,8S a 26S znajduje si¢ ITS2. ITS2 jest uznanym markerem analiz
filogenetycznych domeny eukariontow, ktory ma cechy dobrego barkodu (Dutta, 2022;
Hilario i in. 2022).
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Istnieja pewne przestanki sugerujace, ze sekwencje ITS sa zachowywane
niezaleznie od ewolucji historii zycia krolestwa roslin. Geny kodujace rybosomalne RNA
1 elementy dystansowe wystepujag w powtorzeniach tandemowych, w tysigcach kopii
dtugosci, oddzielonych od siebie regionami nie transkrybowanego DNA zwanymi
mi¢dzygenowymi dystansowymi (IGS) lub nietranskrybowanego dystansowego DNA
(NTS). Poréownanie sekwencji regionu ITS jest szeroko stosowane w taksonomii i
filogenetyce, poniewaz jest tatwe do amplifikacji nawet przy niewielkich ilosciach DNA
(ze wzgledu na duzg liczb¢ kopii genéw rRNA), oraz ma wysoki stopien zmiennoS$ci
nawet w przypadku blisko spokrewnionych gatunkoéw (Hilario i in. 2022). Mozna to
wyjasni¢ relatywnie niska presja ewolucyjng dzialajaca na takie sekwencje

niefunkcjonalne (Sultanov i Hochwagen, 2022).

Bardzo czute markery zmian ewolucyjnych, rejestrujagce zmiany szybciej niz
analizowane czgsto regiony ITS stanowig regiony IGS. Regiony IGS posiadaja budowe
segmentowa. Sg zlokalizowane pomig¢dzy 3’ koficem genu 26S rRNA a koncem 5’ genu
18S rRNA. Zawieraja w swojej budowie: 3’-ETS (external spacer), NTS (non-
transcribed region) oraz 5’-ETS. W tym mieszczg si¢ takze: miejsce inicjacji transkrypcji
(TIS) oraz miejsce terminacji transkrypcji (TTS). IGS sa inaczej nazywane réwniez
przekladkami migdzygenowymi. Jadrowe rybosomalnej DNA (rDNA) kodujace
podjednostki 5,8S, 18S 1 26S rRNA nalezg do najwazniejszych gendow utrzymujacych
porzadek w obrebie komorki, odgrywajacych kluczowa role w metabolizmie
komorkowym, regulacji procesow podstawowych, istotnych w przezyciu 1 wtasciwym
funkcjonowaniu komorki. W genomach roslin moze znajdowac¢ si¢ od kilkuset do kilku
tysigcy bardzo jednorodnych kopii kazdego z tych gendéw (Inacio i in. 2014; Matyam i in.
2014). Duza liczba kopii tych genow jest prawdopodobnie wazna celem zapewnienia
zwigkszonego zapotrzebowania na proces syntezy biatek podczas rozwoju roslin, a
réwniez z uwagi na inne funkcje jak np. zapewnienie stabilizacji jadra komérkowego

(Aguilerai in. 2015; Coutinho i in. 2016).

W  niniejszej pracy poddano doglgbnym analizom sekwencje kodujace
organellowego DNA oraz sekwencje NOR, ktore majg swoje zastosowanie w roli
markerow genetycznych do badan w obrebie filogenetyki czy taksonomii roslin, a takze

opracowano kompletne dwa genomy chloroplastowe, pierwsze dla rodzaju Erica.
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1.4. Rodzina Ericaceae

Wspodtczesny system klasyfikacji rodziny Ericaceae na 8 podrodzin zawdziecza
swoj aktualny stan postepowi badan filogenetycznych, ktorych intensywny rozwoj
nastgpit w XXI wieku. Wczesniej bowiem wielu reprezentantow rozproszonych byto w
ujeciach systematycznych innych rodzin. Ericaceae Juss. — nazwa systematyczna rodziny
roslin - wrzosowatych, nalezagcych do gromady ros$lin okrytozalazkowych
(Angiospermae) w podkrolestwie roslin naczyniowych (Tracheophyta), krolestwa roslin

(Plantae). Zaklasyfikowane sg do rzgdu wrzosowcow (Ericales) (Oliver, 1993).

W obrebie tej rodziny wyrézniamy podziat na 8 podrodzin, w tym 3 podrodziny
monotypowe (tj. z jednym rodzajem). Do podrodzin monotypowych zaliczamy
podrodzing Enkianthoideae, ktora reprezentuje rodzaj enkiant (Enkianthus) dzielacy si¢
na 16 gatunkow o zasiegu azjatyckim; podrodzing Cassiopoideae z rodzajem kasjopeja
(Cassiope) i 16 gatunkami o zasiggu himalajskim oraz okolobiegunowym potkuli
pénocnej; a takze podrodzing Harrimanelloideae (rodzaj Harrimanella, 2 gatunki
okotobiegunowe o nieregularnym rozmieszczeniu). Pozostate podrodziny w obrebie
rodziny wrzosowatych to: Vaccinioidea, Styphelioideae, , Ericoideae, , Arbutoideae oraz
Monotropoideae (Oliver, 1993; Crayn i in. 2020).

Rodzina Ericaceae liczy sobie obecnie ponad 4 tysigce gatunkow,
zaklasyfikowanych w 145 rodzajow szeroko rozpowszechnionych w Himalajach, Nowej
Gwinei 1 Potudniowej Afryce. W Turcji odnotowano wystepowanie 12 rodzajéw z tej
rodziny, z okoto trzydziestoma gatunkami. Wystepuje tam miedzy innymi
5 przedstawicieli rodzaju Erica: gatunki endemiczne (Erica bocquetii) oraz szeroko
rozpowszechnione w przybrzeznych rejonach tureckich (Erica arborea, Erica

manipuliflora) (Pirie i in. 2011; Koroglu i in. 2019).
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Wigkszo$¢ rodzajow nalezacych do rodziny wrzosowatych jest taksonomicznie
udokumentowana bardzo dobrze, to jednak wcigz uboga pozostaje wiedza na temat relacji
mi¢dzygatunkowych, wskazania taksonéw monofiletycznych wraz z gatunkami
ancestralnymi. Szczego6lnie wymagajaca kwestiag pozostaje ta, ktora bazowataby na
badaniach molekularnych. Niepoznana zostala wcigz kwestia pochodzenia wielu
rodzajow, w tym m.in. rodzaju Erica. Podobna sytuacja dotyczy takze innych rodzajow.
Ponadto w precyzyjnych eksploracjach rodziny Ericaceae proponuje si¢ szczegdtowe
ustalenia wzgledem samego podziatu rodziny na rodzaje, ktory prawdopodobnie wymaga

Kilku poprawek (Oliver, 1993; Kron i in. 2002).

Poza kwestiami spornymi w temacie samej systematyki, wcigz niezglebionym |
wielce fascynujacym zagadnieniem pozostajg tematy fizjologiczne oraz temat
wspotegzystowania wrzosowatych z grzybami i tworzenie mikoryzy erikoidalnej
(Leopold i in. 2021).

Do rodziny wrzosowatych zaliczamy rosliny w postaci krzewow, krzewinek a takze
drzew (tu np. siedmiometrowa form¢ drzewiastg Erica arborea z rodzaju Erica). Zasieg
geograficzny Ericaceae rozposciera si¢ od Europy po Japonig, alpejskie pigtra tropikalne
Azji, Afryke (Prowincja Przyladkowa — Cape Floristic Region), a takze Ameryke
Potudniowa oraz Péinocna. Najwigksze rodzaje w obrgbie tej rodziny to rodzaj
Rhododendron (r6zanecznik) z liczbg gatunkow ok. 1000 oraz rodzaj Erica (wrzosiec) z
liczba gatunkow ok. 865 (Oliver i in. 2003).

Wsrod  przedstawicieli  Polski  mamy jedynie kilkanascie rodzajow
reprezentujacych wrzosowatych w naszej rodzimej florze. Nalezg do nich rozmaite
gatunki, m.in.: bazyna czarna (Empetrum nigrum L.), bazyna obupiciowa (Empetrum
hermaphroditum), boréwka bagienna (Vaccinum uliginosum), boréwka brusznica
(Vaccinium vitis-idaea L.), boréwka czarna (Vaccinium myrtillus L.), chamedafne
poinocna (Chamaedaphne calyculata), gruszyczka mniejsza (Pyrola minor L.),
gruszyczka okragtolistna (Pyrola rotundifolia L.), gruszyczka $rednia (Pyrola media),
gruszyczka zielonawa (Pyrola chlorantha), gruszycznik jednokwiatowy (Moneses
uniflora), gruszynka jednostronna (Orthilia secunda), korzenidowka pospolita

(Monotropa  hypopitys), = macznica  lekarska  (Arctostaphylos  uva-ursi),
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modrzewnica pospolita (Andromeda polifolia), pomocnik baldaszkowy (Chimaphila
umbellata), rézanecznik zo6tty (Rhododendron luteum), bagno zwyczajne (Ledum
palustre) oraz wrzosiec bagienny (Erica tetralix) (Mirek i in. 2002; Stevens 2008;

Kazmierczakowa i in. 2016).

Przedstawiciele wrzosowatych to czesto gatunki owocowe, a takze liczna grupa
ro$lin ozdobnych. Roézaneczniki (Rhododendron) czy azalie (Azalea) sa czgstym
imponujgcym udekorowaniem ogrodoéw i pozostajg niezwykle urokliwe w okresie
kwitnienia. Bardzo czesto jednak wrzosowate sprawiaja powazne ktopoty w uprawie.
Pomijajac ich wymogi glebowe — zakwaszanie gleby, w ktorej sadzi si¢ wrzosowate, np.
za pomoca kwasnego torfu wysokiego, ktorych praktyka przynosi rezultaty na
pierwszych etapie wzrostu, jednak potem odznaczajg si¢ albo stabym kwitnigciem, albo

jego absolutnym ustaniem (Kobayashi i in. 2021).

System korzeniowy wrzosowatych jest zbudowany z bardzo licznych, cienkich
korzeni, pozbawionych wlosnikéw. Wlosniki jako cienko$cienne, wydtuzone
uwypuklenia komoérek ryzodermy w obszarze strefy wlosnikowej, penetrujg przestrzenie
glebowe, znacznie zwigkszajac powierzchni¢ wchianiania wody z rozpuszczonymi
jonami soli mineralnych z roztworu glebowego, u niektorych rosdlin zwigkszaja te
powierzchni¢ nawet kilkunastokrotnie. Brak wto$nikow generuje ograniczenia, z ktorymi

ro$lina w naturze radzi sobie wspotzyjac z grzybami mikoryzowymi (Valgaz i in. 2022).

Symbioza ta wedtug najnowszych doniesien naukowych zawigzata si¢ ponad 140
milionéw lat temu 1 umozliwia przedstawicielom tej rodziny zasiedlanie potencjalnie
trudnych siedlisk — kwasnych i ubogich w zwiazki organiczne. Mikoryza erikoidalna to
najmtodszy typ mikoryzy, o znacznie mniejszym zasiegu wystepowania niz dwa
najpowszechniejsze typy — endotroficzna i ektotroficzna (Genre i in. 2020). Jest to typ
mikoryzy spotykany tylko u gatunkéw z rodziny Ericaceae. Jednak niektore zrodta
podaja takze wystegpowanie tej mikoryzy w rodzinie Empetraceae oraz Epacridaceae (z
wyjatkiem rodzajow Arbutus i Artcostaphylos) (Adeoyo, 2021).
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Wedtug jednych informacji literaturowych mikoryza erikoidalna jest forma
mikoryzy ektotroficznej, wedlug innych doniesien — odregbng. Nazywana jest takze
ektendomikoryzg ze wzgledu na to, iz strzepki grzyba w tym typie mikoryzy jednoczesnie
tworza na zewnatrz opilsn 1 wnikaja do komorek roslinnych. Do najczesciej
wymienianych grzybow, ktore tworza ten typ mikoryzy, naleza workowce z rodzaju
Hymenoscyphus. Skroty nazwy tej mikoryzy, z ktorymi mozna spotka¢ si¢ w literaturze
to ERM lub ER. Mikoryza u wrzosowatych, jak i u innych roslin, ktére mikoryzuja, jest
korzystna dla obu stron (Leopold i in. 2021).

Doswiadczenia laboratoryjne dowiodty, ze rosliny mikoryzowane znacznie
szybciej rosng niz te, ktére rozwijaja si¢ w podltozu bez grzybow mikoryzowych.
Symbiozie ro$lin z grzybami towarzyszg czesto bakterie, pelnigc role wspomagajaca. Sa
one nazywane helperami lub Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) (Sirin i in.
2022).

Wspolne wystgpowanie grzybow 1 bakterii ma swoje znaczenie w procesie
odzywiania rosliny oraz w poprawie kompozycji gleby. Grzyby mikoryzowe chronig
rosliny przed stresami abiotycznymi (susza, nieodpowiednia kwasowos¢ podioza,
nieodpowiednie $wiatlo) 1 biotycznymi (patogeny glebowe; np. Phytophthora
cinnamomi). Obecno$¢ grzybow zwigksza zaopatrzenie roslin w potas (jego dobor
powoduje zwigkszenie odporno$ci na stres wywotany brakiem wody, czy susze), fosfor,
azot, mikroelementy. Mikoryza zwigksza wytrzymatos$¢ roslin na wahania temperatur,
ro$liny mikoryzowane s3 rzadziej uszkadzane przez nicienie, produkuja wigksze ilosci
cytokinin powstajacych w wierzchotku wzrostu korzenia, zasolenie, obecnos¢ metali
ciezkich, zmiany pH podloza, niekorzystne cechy fizyczne podtoza (np. zbite gleby), a
przede wszystkim nawigzujac do wspomnianego wyzej braku wlosnikow — w przypadku
wrzosowatych nadrzedng rola jest wspomaganie pobierania wody i soli mineralnych z
roztworu glebowego, takie wzbogacenie systemu korzeniowego wrzosowatych taczy sie

takze z ulatwionym ukorzenianiem sadzonek (Lanfranco i Fiorilli, 2022).

Wiedza na temat mikoryzy erikoidalnej zostata bardzo szybko wykorzystana m.in.
w ogrodnictwie. Utrzymanie wrzosowatych w dobrej kondycji i doprowadzenie do

zadowalajacego kwitnienia stato si¢ przystepne i proste. Grzyby mikoryzowe stanowig
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bowiem produkt handlowy w postaci biopreparatow, szczepionek mikoryzowych
zwanych inokulum. Mogg one zawiera¢ fragmenty grzybni, zmikoryzowane korzenie
roslin lub zarodniki grzybow (z czego zarodniki sg najsilniej odporne na niesprzyjajace
warunki zewng¢trzne, jednak sg stosowane jedynie w przypadku mikoryzy zewngtrznej ze
wzgledu na sposob ,,podania” i kontakt preparatu z rosling). Inokulum ma w swoim
sktadzie takze no$nik ze statego podtoza, jak np. ziemia, glina, piasek czy torf.
Szczepionki mikoryzowe dla wrzosowatych sg dostepne w postaci preparatow typu
»Zywa grzybnia mikoryzowa”, sktad r6zni si¢ w zaleznos$ci od tego dla jakich konkretnie
przedstawicieli zakupujemy szczepionke. Dla rododendronéw, azalii i wrzosow polecane
jest stosowanie szczepionki, w sktadzie ktorej znajdujg si¢ grzyby z rodzaju
Oidiodendron i Hymenoscyphus (wyizolowane z dzikich rododendronéw, wrzoséw i
macznicy lekarskiej), w efekcie uzyskuje sie lepszy wzrost 1 kondycj¢ roslin, obfitszy
efekt kwitnienia i podwyzszong tolerancj¢ na stres glebowy (w tym pH) (Jarosz i in.
2021).

W przypadku borowki szczepionka komponowana jest osobno niz dla pozostatych
wrzosowatych. Zawiera bowiem grzyby wyizolowane z wielu gatunkéw bordéwki
(Vaccinium myrtillus, Vaccinium Vitis-ideae, Vaccinium oxycoccus, Vaccinium
uliginosum), takze z rodzaju Hymenoscyphus. Uzycie tej szczepionki powoduje bardziej

zadowalajacy wzrost, wyzsze plony i lepsza zdrowotnos¢ (Zydlik i in. 2019).

Intensywnie prowadzone s3 badania nad wrzosowatymi mikoryzujacymi i ich
wymogami $rodowiskowymi, a takze pewnymi wytwarzajagcymi si¢ zaleznos$ciami,
identyfikacja grzybow w korzeniach wrzosowatych stala si¢ mozliwa szczegolnie dzigki
rozwojowi nowoczesnych technik molekularnych, w tym sekwencjonowania DNA
(Vohnik i Réblova, 2023).

Wrzosowate z mikoryzg erikoidalng z powodzeniem kolonizuja gleby kwasne
zawierajace duze stezenie metali ciezkich. Laczy si¢ to ze zjawiskiem zwigkszenia
wchtanialnos$ci sktadnikow mineralnych w przebiegu ,,infekcji mikoryzowej”. W
przeprowadzanych badaniach nad Calluna vulgaris, Vaccinium macrocarpon i
Rhododendron ponticum stwierdzono obecno$¢ zdecydowanie wyzszego st¢zenia metali

ciezkich u osobnikow z erikoidalng mikoryza (Bradley i in. 1982).
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Wywotato to dyskusj¢ na temat ekologicznego znaczenia unikania metali
toksycznych i zmian w dostarczaniu endofitycznych strzgpkéw do mikoryzy, tak aby
utatwi¢ wykluczenie metali z pedow. Jednoczesnie taka cecha wytworzona na drodze
erikoidalnej mikoryzy sprzyja wrzosowatym zasiedlanie miejsc skazonych wysokim
stezeniem metali cigzkich. Mechanizm tej tolerancji nie zostal wcigz doktadnie poznany.
Jedna z mozliwosci koncentruje si¢ na interakcjach migdzy rodzajem metalu i
nierozpuszczalnymi  metabolitami  grzybowymi.  Poréwnanie  szczepdw  z
zanieczyszczonych i czystych gleb oraz ich mobilizacji nierozpuszczalnych,
nieorganicznych zwiazkow cynku wykazato, ze szczepy z zanieczyszczonych gleb
rzeczywiscie wykazaty mniejsza zdolno$¢ rozpuszczania zwigzkoéw cynku, przy czym te
z czystych gleb charakteryzowaly si¢ wyzszym potencjatem rozpuszczania. Za
rozpuszczanie metali odpowiedzialna jest takze indukcja kwasow organicznych
(jabtczanu, cytrynianu). Wrzosy mikoryzowe z zanieczyszczonych i czystych gleb moga
wiec w roznym stopniu oddzialywaé ze zwigzkami metalu. Mozna spekulowaé, iz
odzwierciedla to konkretne strategie w celu utrzymania homeostazy podstawowych
metali w r6znych warunkach glebowych. Mechanizmy tolerancji moga takze obejmowac
wytwarzanie $luzu i zewnatrzkomoérkowych substancji (nazywanych pigmentami) przez
komorki grzyba, a takze usuwanie jonow metalu z cytoplazmy czy wysoka tolerancje
wewnatrzkomorkowego stezenia. Niezaleznie od mechanizmu, wiele grzybow wykazuje
tolerancj¢ stezenia metali cigzkich, ktore normalnie powoduja ciezkie objawy

toksycznosci u roslin wyzszych (Cairney i Meharg, 2003; Casarrubia i in. 2020).

Stwierdzono takze bardzo wysokie zdolno$ci regeneracyjne komorek grzyba
Oidiodendron maius w warunkach wysokiego stgzenia cynku, kadmu czy kobaltu.
Ponadto podkresla si¢ takze w mechanizmach tejze tolerancji role¢ wydzielania i
aktywnosci poligalakturonazy (PG) — enzymu, ktory hydrolizuje sktadnik pektyny Sciany
komorki roslinnej. Prawdopodobnie odpowiedz reakcji PG na obecno$¢ metali cigzkich
jest wstepnym faktorem adaptacyjnym podczas kolonizacji zanieczyczonych gleb przez
Oidiodendron maius. Najczesciej identyfikowanym gatunkiem wyizolowanym z korzeni
mikoryzujacych gatunkow z rodziny Ericaceae okazuje si¢ Pezoloma ericae, nalezacy do
gromady workowcow (Ascomycota) (Stribley i Read, 2006; Baba i in. 2021, Fadaei i in.
2021).
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1.5. Charakterystyka rodzaju Erica

Rodzaj Erica (wrzosce) to najwickszy obok rodzaju Rhododendron, rodzaj
nalezacy do rodziny Ericaceae. W sktad rodzaju wrzoscéw wchodzi okoto 865 gatunkow
roslin kwiatowych. Wsrod nich mozemy wyrézni¢ krzewinki o wysokos$ci od 20 do 140
cm oraz krzewy. Wyjatek stanowi forma drzewiasta wysoko$ci ok. 7 metrow, wrzosiec
drzewiasty Erica arborea. Wrzosce to rosliny wiecznie zielone, o drobnych
szpilkowatych lisciach i1 bardzo licznych kwiatach o barwach od biatych, po rézowe,
fioletowe 1 wszelkie odcienie przejsciowe. Znane jest dziatanie prozdrowotne suszonych
lisci i kwiatow wrzoscow, w tym takze Erica arborea, oraz etnofarmakologiczne

stosowanie ziela wrzoscow (Nazemiyeh i in. 2008; Amroun i in. 2021).

W medycynie ludowej i naturalnej niektorych regionow (m.in. w Turcji, we
Wrtoszech czy w Hiszpanii) preparaty oparte na sktadnikach z ziela wrzo§cow stosowane
sa powszechnie jako $§rodki moczopedne, $ciagajace 1 leczace infekcje drog moczowych.
Kwiaty wrzo$ca bagiennego (Erica tetralix) w medycynie ludowej stosowane byty jako
srodek przeciwzapalny i moczopgdny, w mieszankach ziolowych wystepuja pod postacia
,mieszanki przeciwnerwowej” jako komponent uspokajajacy (Castro i Carro, 2022).
Wodny ekstrakt z czgsci nadziemnych wrzosca drzewiastego wykazuje potencjal
przeciwzapalny, natomiast jego ekstrakt wykazuje zastosowanie w leczeniu zaburzen
lipidowych w niewydolnosci sercowo-naczyniowej. Erica arborea charakteryzuje si¢
takze  dzialaniem moczopgdnym, przeciwbakteryjnym, przeciwwrzodowym,
przeciwcukrzycowym. Napar wrzo$ca drzewiastego pity po positkach wykazuje dziatanie
odchudzajace (Sunai in. 2018; Sargin, 2021).

Erica cinerea jest rosling bardzo bogata w polifenole, wykazuje dziatanie
przeciwzapalne, antyoksydacyjne / przeciwrodnikowe. Podobnie jak wigkszos¢
przedstawicieli z rodzaju — jest rosling miododajng, miéd z wrzo$ca popielatego nazywa
si¢ miodem portugalskim, wykazuje dzialania prozdrowotne zblizone do miodu manuka,
w tym przeciwdrobnoustrojowe i przeciwgrzybiczne (zwalcza biofilm Candida,

wielooporne drozdze) (Fernandes i in. 2021; Feknous i Boumendjel, 2022).
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Liscie gatunku Erica multiflora znajduja z kolei zastosowanie glownie w Hiszpanii
jako doskonaty oktad na rany. Napar w tego gatunku w ziotolecznictwie przyjmuje si¢
jako $§rodek tonizujacy napigcia nerwowe, przy leczeniu kaszlu i dolegliwosci serca. Z
kolei mas¢ sporzadzong z jego ziela stosuje si¢ w kuracji zapalenia stawow 1 reumatyzmu.
Medycyna ludowa uwaza te rosling za skuteczng w leczeniu hiperlipidemii i pomagajaca
obnizy¢ poziom cholesterolu. W $redniowieczu uwazano, ze roslina moze rozpuszczac
kamienie zotciowe. Gatunki z rodzaju Erica zawierajg gtéwnie flawonoidy, fenole,
antocyjany, glikozydy fenylopropanoidowe, kumaryny 1 zwigzki triterpenowe.
(Anastassakis, 2022; Bekkai i in. 2022). Te aktywne substancje moga by¢ zrodtem
skutecznych preparatow farmaceutycznych. Rodzaj Erica zostat zbadany pod katem ich
biologicznych aktywnosci, takich jak m.in.: przeciwwrzodowe, przeciwbolowe,
przeciwbakteryjne, antyseptyczne, przeciwlityczne, cytotoksyczne, etc. Istnicje takze
Kilka raportow fitoterapeutycznych na temat ogromnego potencjatu tych roslin jako
zrodta naturalnych zwiagzkow przeciwutleniajacych (Tuzlaci i in. 2001; Tlas i in. 2021;
Yaici i in. 2021).

Rodzaj Erica, wedlug dotychczasowych danych, prawdopodobnie pochodzi z
Europy i migrowat na potudnie przez Afryke, kolonizujac géry Afryki Srodkowej, wyspy
Oceanu Indyjskiego, gory Smocze w Afryce Potudniowej i Panstwo Przyladkowe na
potudniowym krancu Afryki Poludniowe;j, gdzie wydaje si¢, ze po kolonizacji nastgpita
gwaltowna radiacja adaptacyjna (Murgrabi de Kuppler i in. 2015). Wskazniki
dywersyfikacji, a takze obszary przodkow i wzorce ewolucji charakteru Erica zostaly
wywnioskowane na podstawie filogenezy jadrowych i plastydowych markerow
sekwencji DNA reprezentujgcych do okoto 60% znanych gatunkow. Specjacja gatunkow
z rodzaju Erica wystepujacych w kladzie Przyladka byta szczegdlnie szybka, co moze
by¢ zwigzane ze ztozonymi wzorami zmienno$ci morfologicznej i1 regionalnym
endemizmem wykazywanym przez gatunki i populacje Erica rozmieszczone w
gorzystym krajobrazie przyladkowym (Pirie i in. 2016). Podczas radiacji kladu Erica w
potudniowej Afryce zanotowano liczne zmiany fenotypowe, m.in. morfologia i kolor
kwiatow zmienialy si¢ wielokrotnie (Le Maitre, 2017). Przesunig¢cia miedzy réznymi
zespotami zapylania, tj. zestaw cech, ktore promuja okreslone wektory, jak np. rézne
gatunki owadow 1 ptakow, mogty skutkowa¢ ograniczeniami przeplywu genow miedzy

populacjami, ktore ostatecznie napedzaty specjacje (Le Maitre i in. 2019). Kolor kwiatow
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zmieniatl si¢ z r6zowego plezjomorficznego (przodkdéw), najczesciej wystepujacego w
starszych, europejskich liniach (gtownie zapylanych przez owady), do biatego, zielonego,
czerwonego i zottego, zwlaszcza na obszarze Panstwa Przyladkowego, gdzie te kolory sg
zwigzane z wiekszg réznorodnoscig zapylaczy, w tym ptakow nektarnikow

(Nectariniidae) (Van der Niet i in. 2014; McCarren i in. 2021).

Dotychczas prowadzono badania polegajace na opisaniu zmian genotypowych,
mogacych leze¢ u podstaw fenotypowych zmian koloru kwiatéw u gatunkéw z rodzaju
Erica w regionie Panstwa Przyladkowego. Zdentyfikowano i zsekwencjonowano geny
szlaku biosyntezy antocyjanow 1 ich trans-dziatajacych czynnikow transkrypcyjnych u
Erica plukenetii oraz opracowano test RT-qPCR do okreslania poziomu ich ekspresji (Le
Maitre, 2017). Prowadzono takze badania w celu wykazania jakoby zmiana koloru
kwiatow byta spowodowana: utratg funkcji mutacji enzymu lub wielu enzyméw na
szlaku, utrata czynnikow transkrypcyjnych, utrata ekspresji, utrata miejsc wigzania
czynnikoéw transkrypeyjnych powyzej genu (lub gendéw) na szlaku poprzez mutacje (Le
Maitre i in. 2019). Analiza licznych przyktadow niezaleznych zmian koloru w réznych
gatunkach rodzaju Erica, prowadzi do stworzenia modelu taczacego genotyp z fenotypem
(antocyjany, kolor kwiatow) i zidentyfikowania ogdlnych procesow, ktore mogly
odgrywac role w napegdzaniu szybkiego rdznicowania si¢ rodzaju Erica w Cape Floristic
Region (Le Maitre, 2017; Le Maitre 2019; Chauta i in. 2022; Erickson i Pessoa, 2022).

Zasieg wystepowania rodzaju od pdétnocnych obszarow Europy, po potudniowe
krance Afryki, rozciaggajacy si¢ na wschod ku srodkowej Turcji 1 potudniowo-zachodnig
cze$S¢ Potwyspu Arabskiego charakteryzuje si¢ bardzo nierOwnomierng gestoscig
taksonéw. W Europie, w zaleznosci od Zrodel wystepuje 20 - 21 gatunkow. W tropikalne;j
Afryce wrzoSce wystepuja w niewielkich grupach od 2 do 22 gatunkow, zazwyczaj
zwigzane sg z regionami gorskimi. Osobne centrum wystgpowania stanowi wyspa
Madagaskar, gdzie zanotowano 35 gatunkow. CFR - Cape Floristic Region (Panstwo
Przyladkowe w Afryce Potudniowej) jest regionem w najbogatszym stopniu skupiajagcym
reprezentantow rodzaju Erica, gdzie zliczono ich tgcznie okoto 800 (Pirie i in. 2022).
Jednoczesnie jest to w ogole najwiekszy rodzaj roslin w obrgbie terytorium tego regionu.
Wiele gatunkéw wrzoscoOw bytuje tam na zasadzie koegzystencji, szczeg6lnie gatunki

drobnokwiatowe zapylane przez pszczoly miodne z Przyladka Dobrej Nadziei w Afryce.
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Gatunki, ktore wspolnie zakwitaja i maja wspolnego zapylacza, moga by¢ narazone na
pewne straty w poziomie statosci kwiatow wraz ze stopniem czystosci pytku, z powodu
zaktocen reprodukcyjnych, czy tez z uwagi na odktadanie si¢ heterospecyficznego pytku,

zwlaszcza gdy gatunki te sg blisko spokrewnione (Van der Niet i in. 2020).

Wsrod wielu potudniowoafrykanskich przedstawicieli rodzaju prawdopodobnie
wielokrotnie dochodzito do ewolucji zapylania przez ptaki, pszczoly miodne, owady o
wydluzonym aparacie gebowym czy wiatr. Plan budowy kwiatdow wrzo§cow tworzy
idealny system do testowania wplywu zmian zapylaczy na modularno$¢ ksztattu
kwiatow. Temat mechanizméw oraz warunkdw umozliwiajacych wspdtistnienie
wspolnie kwitngcych gatunkow Erica, ktore majg tego samego zapylacza oraz badania
nad modutowos$cig i ewolucja ksztattu kwiatu wrzoscoOw wykorzystujace najnowsze
techniki geometrycznej morfometrii 3D, stanowig jedne z, wiodacych prymat, motywow
podejmowanych aktualnie przez badaczy botanikow z Poludniowej Afryki (Stevens,
2004; Reich, 2020).

Panstwo Przyladkowe wyznaczajace si¢ wysokim poziomem endemizmu
wrzo$codw, reprezentuje jednoczes$nie uosobienie biordznorodnosci tego rodzaju.
Poczatki tej bioroznorodnosci sg od dawna tematem badan. Reprezentowany poziom
bogactwa gatunkowego jest normalnie niespotykany poza tropikami, z okoto 10 000
gatunkow roslin, z ktorych ok. 7 000 jest endemicznych w regionie (Glen, 2002). To,
ktére czynniki uksztattowaty i1 napedzaty to spektakularng radiacj¢, byto od dawna
nurtujgcym topikiem biologii ewolucyjnej. Najwigkszym kladem w Cape Floristic
Region jest tzw. ,,Cape Erica” reprezentujace endemiczng radiacje¢. Ten najwickszy klad
Panstwa Przyladkowego rozpoczat ja juz okoto 10-15 milionéw lat temu (Linder, 2003).
Pozostate, nieliczne gatunki wrzoscéw spotykane sa takze w niektorych regionach
kontynentu Azji, na zachodzie Europy oraz w regionie Srodziemnomorskim (Stevens i
in. 2004; Pirie, 2016).

Roslinnos¢ regionu CFR objeta jest w przewazajacej wigkszosci Programem
Ochrony Zagrozonych Gatunkéw w Potudniowoafrykanskim Narodowym Instytucie
Biordznorodnosci (South African National Biodiversity Institute - SANBI). Obejmuje on
zintegrowanie dziatan ochronnych ex situ i in situ. Strategie ochronne roslin Republiki

Potudniowej Afryki zostaty opracowane w odpowiedzi na globalng strategi¢ ochrony
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ros$lin (Hitchcock i in. 2020). Dziatania ochronne w ramach powyzszego programu
dotycza takze gatunkdéw wrzoscoéw, ktore w ktorym$§ momencie uznane zostaly za
wymarte — tj. Erica verticillata (uznano, ze wygingta w roku 1950) czy tez Erica turgida
(wprowadzona na list¢ ,,wymarte na wolnosci” w roku 1996). Ochrona ex situ w botanice,
kolekcje ogrodowe i Milenijny Bank Nasion od tego czasu zezwalaja na ochrong in situ
w krytycznie zagrozonym typie roslinnosci (Hitchcock i in. 2020). Proces odtwarzania
wrzosowisk stawiat wiele wyzwan. Poczatkowo proby byty utrudnione przez ograniczong
dostgpng wiedz¢ na temat odpowiednich siedlisk niszowych. Pionierskie prace
przeprowadzone w Rezerwacie Przyrody Rondevlei pozwolit na zidentyfikowanie
siedliska o stosownych cechach, ktére zastosowano po6zniej na jedynych naturalnych
obszarach pozostajacych w historii tych gatunkéow lub w jej poblizu zakresu jego
dystrybucji. Pomys$lne odtworzenie tego typu gatunkow zalezy od jego zdolnosci do
rekrutacji po pozarze, co jest podstawowym procesem ekologicznym w fynbosie (nazwa
potudniowoafrykanskiej formacji roslinnej). Kluczowym wnioskiem w przytoczonych
przyktadach jest potrzeba uwzglednienia zréwnowazonego zarzadzania calym
ekosystemem podczas odtwarzania gatunkow oraz nie ograniczanie go do pojedynczych
gatunkow. Sukces w odtworzeniu gatunku zalezy od zdrowego stanowiska danego typu
roslinno$ci, wraz z zapylaczami 1 inng kluczowg faung oraz pozostate naturalne procesy
ekosystemowe, opiera si¢ nierzadko na wielu dekadach badan, prob i monitorowania pod
katem przezycia oraz rekrutacji roslin (Hitchcock i in. 2020; Hitchcock i in. 2020; Pirie i
in. 2022). W roku 2020 powotano konsorcjum konserwatorskie - The Erica Conservation
Consortium — scalajace i jednoczace ogrody botaniczne, instytucje ogrodnicze oraz
botaniczne, pracujace nad celem koordynacji i nadania priorytetu ochronie ex situ
wrzosow zagrozonych na Przyladku Afryki Poludniowej oraz w calym zasiggu

geograficznym rodzaju (Nelson i Pirie, 2022).

Jedynym przedstawicielem wrzoScow w rodzimej florze Polski jest wrzosiec
bagienny (Erica tetralix), ktory objety jest $cistg ochrong gatunkowa od 1983 roku. W
naszym kraju jest gatunkiem rzadkim, mozemy spotka¢ jego stanowiska przewaznie W
poéinocno-zachodniej czesci Polski, szczegdlnie wzdluz brzegu Morza Baltyckiego.
Wrzosiec bagienny wystepuje glownie na terenach wilgotnych wrzosowisk i torfowisk, z
uwagi na to, iz rozwija si¢ najszybciej na podtozu torfowym (organicznym). Ponadto

mozna go spotka¢ w borach bagiennych oraz trz¢$licowych. Z racji na sowite zniszczenia,
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badZz ewentualne transformacje w obrebie siedlisk Erica tetralix wykazuje charakter
ustepujacy 1 jest zaklasyfikowany jako gatunek zagrozony. Umieszczony na Czerwonej
liscie roslin i grzybow Polski (2006) w grupie gatunkdéw narazonych na wyginigcie poza
glownym obszarem wystgpowania (kategoria zagrozenia: V). 10 lat p6zniej uplasowano
go w grupie gatunkéw wysokiego ryzyka narazonych na wyginigcie z powodu
progresywnego spadku populacji, deficytow siedliskowych badz przesadnej eksploatacji
(kategoria zagrozenia: VU) (Mirek i in. 2006; Kazmierczakowa i in. 2016).

Fotografia 1. Erica tetralix, fot. Krzysztof Ziarnek*

! taka Molinia caerulea (Trzgslica modra), Grzybowo, 3 km od Kotobrzegu, pétnocno-zachodnia Polska;
fotografia z dn. 18.07.2014 r., udostepniona na licencji CC BY-SA 4.0 na commons.wikipedia.org
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2. Cele pracy

Ze¢ wzgledu na aktualny stan wiedzy dotyczacy filogenezy rodzaju Erica, ktory nie
wyjasnia pochodzenia i historii wrzoScéw oraz brak zsekwencjonowanych genomow

chloroplastowych w obrebie tego rodzaju, postawiono nastepujace cele pracy:

1. poznanie wzorcOw zmienno$ci genetycznej plastoméw w rodzaju Erica,

2. poznanie ewolucji jadrowych klastrow rRNA (18S-1TS1-5.8S-1TS2-26S-1GS) w

rodzaju Erica,

3. rekonstrukcja filogenezy rodzaju Erica ze szczegdlnym uwzglgdnieniem
biogeografii rodzaju w oparciu o kompletne genomy plastydowe, grupy genow

chloroplastowych oraz sekwencje jadrowych genow rRNA,

4. opracowanie barkodow DNA dla rodzaju Erica opartych o regiony jadrowe i

plastydowe,

5. uzyskanie i opracowanie zasobow genomowych zagrozonych i endemicznych
gatunkow z rodzaju Erica majacych praktyczne zastosowania w genetyce

konserwatorskiej.
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Hipotezy badawcze

Dla rodzaju Erica istnieje grupa barkodow pozwalajaca na ich molekularng

identyfikacje.

Europejskie gatunki wrzo$cow stanowig grupe monofiletyczng, pochodzaca od

jednego szeroko rozpowszechnionego przodka o pochodzeniu afrykanskim.

Bikontynentalna Erica arborea jest gatunkiem ancestralnym dla europejskich i

afrykanskich wrzo$cow.

. Wysoce wyspecjalizowane endemiczne gatunki wrzo$coéw z Poludniowej Afryki
charakteryzuja si¢ wieksza r6znorodnos$cia genetyczng ze wzgledu na izolacje,

zmiany klimatu, gleb i topografie terenu sprzyjajaca specjacji allopatryczne;.

. Wzorce zréznicowania sekwencji powtorzonych w obrebie regionu IGS

odzwierciedlaja procesy ewolucyjne w rodzaju Erica.
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Realizacje wyznaczonych celow partycjonowano na poszczegolne zadania

badawcze:

. Sekwencjonowanie genomu chloroplastowego Erica versicolor i analiza
porownawcza pomiedzy tym cpDNA a innymi dostepnymi w bazie NCBI

pochodzacymi z tej samej rodziny — Ericaceae.

. Sekwencjonowanie genomu chloroplastowego Erica arborea i analiza porownawcza
pomiegdzy tym cpDNA a innymi dostgpnymi w bazie NCBI pochodzacymi z tej samej
rodziny — Ericaceae; oraz analiza poréwnawcza pomiedzy obydwoma pelnymi

genomami chloroplastowymi E. arborea i E. versicolor.

. Otrzymanie pelnych sekwencji wszystkich genéw chloroplastowych przedstawicieli
rodzaju Erica poprzez zmapowanie bibliotek na otrzymany kompletny genom Erica

versicolor i ich analiza porownawcza oraz analiza zmiennosci.

. Oszacowanie informatywnosci filogenetycznej oraz analiza filogenomiczna na

podstawie genow genomu chloroplastowego w rodzaju Erica.

. Charakterystyka jadrowych regionéow NOR rodzaju Erica.

. Analiza filogenomiczna oparta o sekwencje jadrowych regionéw NOR w rodzaju

Erica.

. Analiza porownawcza regiondéw odwroconych powtorzen (IR) kompletnych
sekwencji genomow chloroplastowych z rodzaju Erica z kompletnymi genomami

chloroplastowymi innych przedstawicieli z rodziny Ericaceae.

. Obliczenie 1 zwizualizowanie wzorcOw zmiennosci genomowej wsrdod genomow
chloroplastowych z rodzaju Erica majgca przedstawi¢ ich wzajemny stopien

podobienstwa sekwencji.
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3. Material i metody

3.1. Material uzyty do badan

Material wykorzystany w niniejszych badaniach zawierajacy 8 gatunkéw z rodzaju
Erica, reprezentujacych nastepujace 2 podrodzaje: Syringodea i Chlamydanthe.
Wszystkie badane gatunki sg zaprezentowane w Tabeli 1. Klasyfikacja rodzaju
przytaczana w tej pracy jest zastosowana zgodnie z podziatem zaproponowanym przez
Benthama (1839), zmodyfikowanym przez Hansena (1950) i uzupelnionym przez Olivera
(2000). Nomenklatura gatunkow zaadoptowana z prac Olivera, wieloletniego eksperta

taksonomicznego badanego rodzaju (Oliver, 1993; Oliver i in. 2003).

Do badan przeprowadzonych w ramach niniejszej dysertacji wybrano 8 gatunkow
z rodzaju Erica, o roznej charakterystyce i odmiennym rozmieszczeniu geograficznym.
Dla dwodch z nich otrzymano i opracowano kompletne genomy chloroplastowe — dla

Erica arborea oraz Erica versicolor.

Erica arborea, gatunek znany czesto pod popularng nazwg uzytkowg odmiany
‘Estrella gold’. Zasiedla zaro$lowe formacje roslinne specyficzne dla regionu
srédziemnomorskiego. Dystrybucyjnie jest bikontynentalnym, najbardziej rozproszonym
sposrod gatunkoéw poddanych niniejszym badaniom. Zasigg jego wystepowania obejmuje
Europe Potludniowa, caly basen Morza Srédziemnego, Wyspy Kanaryjskie, Madere;
péinocno-zachodnia Afryke, a takze jej regiony potudniowe idace pasmem od Sudanu do
terytorium Ugandy czy Tanzanii. Drewno wrzosca drzewiastego jest bardzo solidne i
mocne. Z uwagi na swoje wtasciwosci na przestrzeni wiekow zyskato wiele praktycznych
zastosowan. Uklad gestych i delikatnych gal¢zi Erica arborea mial w tradycji
zastosowanie przy wytwarzaniu miotel. Ponadto drewno wrzo$ca drzewiastego odnalazto
przeznaczenie, m.in. w konstrukcjach palisadowych, konstruowaniu rzezb, bizuterii,
mebli, ornamentow, uchwytow do broni i sztu¢cow. Dzigki swojej zaroodpornosci i

niewptywaniu na aromaty ziot od wiekow uzywane jest do wyrobu bongo, fajek i lufek.
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Erica arborea jest ro$ling cieptolubng, niewykazujaca wysokiego stopnia
mrozoodpornosci. Charakteryzuja go igietkowate ztocistozolte (czasem limonkowe)
liscie. Kwiaty, w zalezno$ci od odmiany, przybierajg kolor od najczesciej wystepujacego

biatego, przez jasny ro6z az do odcieni fioletu (Désamoré i in. 2010; Yaici i in. 2021).

Fotografia 2. Erica arborea, fot. Javier Martin?

2 Pasmo gorskie Sierra Madrona w Hiszpanii; fotografia z dn. 19.03.2009 r., udostepniona na zasadach
domeny publicznej na commons.wikipedia.org
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Calkowity genom plastydowy otrzymano takze dla poludniowoafrykanskiego
gatunku - Erica versicolor. Ten wyprostowany, roztozysty krzew osigga on nawet 3
metry wysokos$ci, natomiast rozgalezia si¢ do ok. metra szerokosci. Wyrdznia sie
okazatymi kwiatami rurkowatymi o dtugosci okoto 3 cm i skrajnym zabarwieniem (stad
tez nazwa tacinska), najczesciej czerwono-zottymi badz czerwono-zielonymi. Kwiaty
lekko zagi¢te w pokroju rosng pojedynczo lub w grupie po 3 na koncu krétkich, gietkich,
czasem prostych, bocznych lisciastych galezi. Posiada status ochrony najmniejszej troski,

ze wzgledu na szerokie rozpowszechnienie wystgpowania. Czestokro¢ zachodzi problem

identyfikacyjny tego gatunku z Erica discolor i Erica unicolor oraz ich odmian
(Booyens, 2012; Hitchcock, 2016).

: 22", .
Fotografia 3. Erica versicolor, fot. Stan Shebs?

3 Ogroéd botaniczny w San Francisco, Kalifornia, Stany Zjednoczone; fotografia z dn. 01.06.2005 r.,
udostepniona na licencji CC BY-SA 3.0 na commons.wikipedia.org
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Dla pozostatych gatunkéw otrzymano geny chloroplastowe oraz (podobnie jak dla

dwoéch wspomnianych wyzej gatunkéw) kompletne sekwencje NOR.

Erica cinerea, zwana wrzoscem dzwonkowatym lub popielatym, wystepuje w
rejonach Europy Zachodniej, najbogatszym dystrybucyjnie miejscem dla niej jest
gtéwnie Wielka Brytania i Francja. Wprowadzona na Czerwona Liste Zagrozonych
Gatunkow IUCN w kategorii gatunku najmniejszej troski. Jest to wrzosiec rosnagcy w
formie niewysokiego krzewu, osiagajacy od 20 do 60 cm wysokosci. Posiada kwiaty
dzwonkowate, najczeSciej fioletowo zabarwione, rzadziej biate, nazywane

»popiotowymi”. Gatunek ten jest bogato wykorzystywany do produkcji miodu

wrzosowego, czgsto uprawiany w ogrodach miejskich oraz prywatnych jako roslina

ozdobna (Verai in. 1995; Khela, 2013; Fernandes i in. 2021).

4 ¢ re i . % v .f"“

Fotografia 4. EfiAca[ cinerez;, fot.‘l§,alle:~:26014

4 Ourense, Galicja (42° 22' 31" N, 7° 36’ 50.7" W), specjalny obszar ochrony w Hiszpanii;
fotografia z dn. 04.08.2015 r., udostgpniona na licencji CC BY-SA 4.0 na commons.wikipedia.org
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Erica vagans to takze gatunek zidentyfikowany jedynie na terenie Europy, gdzie
gtéwnie lokuje si¢ na obszarach Irlandii, Francji i Hiszpanii. Nazywany potocznie
»wrzoscem rozpierzchtym” — ze wzgledu na tacinska nazwe oraz szerokie
rozpowszechnienie okazu; oraz wrzoSscem kornwalijskim - z uwagi na kraing
geograficzno-historyczng intensywnego zasiedlania, uwazany jest za kwiatowy herb
(symbol) regionu Kornwalii. Nie przekracza metra wysokosci, rozgat¢zia si¢ szeroko, na
kilkadziesiagt centymetrow. Kwiaty kuliste o barwie wyjatkowo jednolitej - gldwnie
rézowej, ewentualnie liliowej, skupione w zjawiskowych gronach, osiagajacych dtugosc¢
do 15 cm. Prawdopodobnie przybyt do Irlandii w czasach polodowcowych i od tego czasu
stat si¢ genetycznie odrgbny. W dostepnych wynikach badan, prowadzonych gtéwnie na
terenie potnocnej Hiszpanii, gatunek ten charakteryzuje si¢ wysoce skuteczng strategia
regeneracji wegetatywnej, co przeklada si¢ m.in. na zdolno$¢ odrastania po pozarach

(Vera i in. 1995; Duran Gomez i Rodriguez, 2022).

5 Wyspa Belle-ile-en-Mer, wybrzeze Bretanii, Francja; fotografia z dn. 07.07.2013 r., udostepniona na
licencji CC BY-SA 3.0 na commons.wikipedia.org
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Erica globiceps, czesto nazywany wrzo$cem kulistym, zwigzany jest jedynie z
fynbosem — formacja roslin bedaca odpowiednikiem makii, ale oznaczajaca zarosla
wylacznie regionu potudniowej Afryki, gdzie siedliskowo preferuje wyzsze zbocza. Jest
endemitem potudniowoafrykanskim 0 statusie najmniejszej troski, zwazywszy na
stabilno$¢ jego populacji. Gatunek ten rosnie w formie niskich, zwartych krzewow, o
wysokosci maksymalnie do 30 cm. Charakteryzuje si¢ zredukowang liczbg precikow — z
8, u wigkszosci kwiatowatych wrzoscéw, do 4 — wydatnych, brunatnych i wznoszacych
si¢ ponad korony kwiatow. Kwiaty niewielkie, drobne, rurkowate, o barwie
bladorézowej, przechodzacej do lilowej. Dotychczas zidentyfikowano i opisano trzy jego
podgatunki (Oliver, 1993; Brickell, 2003; Raimondo i in. 2009).

Fotografia 6. Erica globiceps, fot. David Gwynne-Evans (Cameron McMaster) ©

6 Region Overberg, Republika Poludniowej Afryki na wschod od Kapsztadu; fotografia z dnia 10.08.2008
r., udostgpniona na zasadach domeny publicznej na casabio.org
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Kolejnym gatunkiem wystepujacym jedynie w tej formacji roslinnej jest Erica
plukenetii, swoja nazwe zawdzigcza lekarzowi i1 botanikowi — Leonardowi Plukenetowi,
nadwornemu ogrodnikowi Krolowej Anglii Marii 11, nadzorcy Ogrodu Hampton Court.
Zilustrowal on i opisal ponad 2700 rzadkich gatunkéw ro$lin egzotycznych,
opublikowanych w jego dziele ,,Phytographiae” (wydanym w Londynie w roku 1696).
Jako pierwszy nadmienit informacje na temat gatunku Erica z Przyladka Potudniowe;j
Afryki (Gunn i Codd, 1981).

Erica plukenetii wystepuje na zboczach i rowninach gorskich wsrod skat 1 na
piaszczystych glebach, a takze na nizinach w poblizu morza. Jest stosunkowo zmienny
pod wzgledem morfologicznym, w obrgbie ktérego wyrdzniono dotychczas 5
podgatunkow, osigga od 900 cm do 2 m wysokosci. Tworzy geste skupiska wiszacych
kwiatow rurkowatych, o dhugosci od 7mm do 18mm, ktorych kolor zmienia si¢ od
biatego, rézowego, czerwonego, zielonego do zottego. Kwiaty podgatunkow
wielobarwnych o okazatych rozmiarach zapylane sg przez ptaki, natomiast podgatunki
posiadajace kwiaty mniejsze o barwie bialej zapylane sg przez ¢my. Sposob, w jaki
zapylacze wisza na jej kwiatach podczas spijania z nich nektaru, wigze si¢ z jeg0 potoczng
nazwa ,,maly wieszak”. Zwazywszy na jego wytrzymalo$¢ i ogromng atrakcyjnosé
estetyczng jest doskonatym gatunkiem ogrodowym, obficie przyciagajacym ptaki do
ogrodu. Jest gatunkiem pospolitym, o szerokim spektrum dystrybucji, wystepuje na wielu
obszarach bedacych chronionymi rezerwatami przyrody i nie jest uwazany za zagrozony

(Brown i Duncan, 2006; Van der Niet i in. 2014).
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Fotografia 7. Erica plukenetii, fot. Joachim Huber’

7 Zachodni Przyladek formacji fynbosu, Afryka Potudniowa; fotografia z dn. 03.06.2007 r. udostgpniona

na licencji CC BY-SA 2.0 na commons.wikipedia.org
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Z tym samym regionem geograficznym Afryki Potudniowej $cisle zwigzana jest
Erica imbricata, rosngca na suchych obszarach przybrzeznych oraz na wzgdrzach i
zboczach gor. Nazwa tacinska pochodzi od stowa ,,imbricatus” — naktadajacy si¢, odnosi
si¢ do dominujgcego kielicha zachodzacego na korong. Znana jest pod ludowa, regionalng
nazwa, ker-ker, ze wzgledu na dzwigk wydawany przy lekkim dotknigciu/otarciu tej
ro$liny. Ten wyprostowany krzew, osigga do 80 cm wysokosci. Posiada kwiaty owalne,
gléwnie biate, wystepuja jednak takze w kolorach od rézu, przez czerwien az po braz,
zapylane przez owady. Kielich kwiatow dtugi tak jak korona, otaczajacy w taki sposob,
ze widoczne pozostaja przylistki 1 platki. Wyrdzniajace identyfikacyjnie sa w tym
gatunku ciemnobrazowe, wydluzone i wystajace pylniki. Krzew ten czgsto spotykany jest
w postaci bardzo bogato rozgatezionej. Gatunek o statusie ,,najmniejszej troski” (LC —
least concern) wg Czerwonej Listy Roslin Potudniowej Afryki (Goldblatt i in. 2000;
Foden i Potter, 2005; Raimondo i in. 2009).

Fotografia 8. Erica imbricata, fot. Andrew Massyn®

8 Gory Stotowe, Kapsztad; fotografia z dn. 07.09.2001 r. udostepniona na licencji CC BY-SA 3.0 na
commons.wikipedia.org
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Roéwnie imponujaco, co Erica imbricata, rozgalezia si¢ gatunek wrzosca
wielokwiatowego - Erica multiflora, ktory jest stosunkowo wysoki, osigga bowiem nawet
do 250 cm. Swoja nazwe zawdzigcza duzym kwiatostanom z wieloma kwiatami,
zabarwionymi od bieli przez 16z do wszystkich odcieni posrednich prowadzacych do
fioletu. Z drewna tego wrzosca od wiekOw wyrabia si¢ narzgdzia, meble i fajki, natomiast
z korzeni robione sg instrumenty muzyczne. Wedlug pradawnych tradycji Erica
multiflora stosowana byta jako ro$lina rytualna o silnych mocach ochronnych,
przynoszaca szczgscie. To takze gatunek wrzoSca bikontynentalnego. W Afryce zasiedla
glownie jej poétnocne regiony, w Europie rozpowszechniona jest nieco szerzej: wigkszo$¢
wysp Balearéw, wschodnia cze$¢ Potwyspu Iberyjskiego, przez basen Morza
Srédziemnego, gdzie jest gatunkiem rodzimym zasiedlajacym suche i piaszczyste gleby,

do granic wschodniej Serbii (Llorens i in. 2003; Sadki i in. 2010).

9 Majorka, Archipelag Balearéw, wyspa hiszpanska na Morzu Srédziemnym; fotografia z dn. 08.10.2007
r. udostepniona na licencji CC BY-SA 3.0 ha commons.wikipedia.org
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Gatunki z rodziny Ericaceae, ktorych kompletne genomy zostaly opublikowane i
opracowane, a co najwazniejsze sg dostgpne w bazie NCBI, inkorporowano do
poszczegbdlnych badan tej pracy jako grupy zewnetrzne oraz sekwencje referencyjne.
Uzyto ich, poniewaz to dotychczas jedne z niewielu dostgpnych sekwencji genoméow
chloroplastowych gatunkow fotosyntetyzujacych z rodziny wrzosowatych, ktore zostaty
umieszczone w bazie danych i z racji przynalezno$ci do jednej rodziny, s to gatunki

najblizej spokrewnione z rodzajem, bedacym przedmiotem pracy doktorskie;j.

Nalezg do nich: Chamaedaphne poéinocna (Chamaedaphne calyculata; numer
akcesyjny GenBank KJ463365.1), zurawina wielkoowocowa (Vaccinium macrocarpon;
numer akcesyjny GenBank NC_019616), borowka brusznica (Vaccinium vitis-idaea;
numer akcesyjny GenBank LC521968), borowka bagienna (Vaccinium uliginosum;
numer akcesyjny GenBank LC521968), borowka morska (Vaccinium bracteatum; numer
akcesyjny GenBank LC521967), zurawina japonska (Vaccinium oldhamii; numer
akcesyjny GenBank NO042713), 3 gatunki rézanecznikoéw (Rhododendron pulchrum;
numer akcesyjny GenBank MN182619, Rhododendron delavayi; numer akcesyjny
GenBank MN711645, Rhododendron platypodum; numer akcesyjny GenBank
NC053746) drzewo truskawkowe (Arbutus unedo; numer akcesyjny GenBank
JQ067650.2) oraz gruszyczka okragtolistna (Pyrola rotundifolia; numer akcesyjny
GenBank KU833271.1).

Przy czym, do prymarnego otrzymania kompletnego genomu chloroplastowego
Erica versicolor, referencje stanowil genom Vaccinium macrocarpon (numer akcesyjny
GenBank NC_019616).

Material roslinny zostat zebrany podczas badan terenowych i ekspedycji
naukowych, m.in. zwigzanych z realizacja grantu KBN N303 807840. Materiaty
zielnikowe prob wykorzystanych w niniejszych badaniach sa zdeponowane w kolekcjach
herbarium POZ (Zielnik Roslin Naczyniowych Zaktadu Taksonomii Roslin, Uniwersytet
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu). Pochodzenie analizowanych gatunkéw oraz
nazwisko kolektora danej proby sa przedstawione w Tabeli 1, natomiast rozmieszczenie

geograficzne badanych populacji zawarto na mapie na Rycinie 1.
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Tabela 1. Lista gatunkéw wykorzystanych do analiz z ich przynalezno$cig do podrodzaju i sekcji

w obrebie rodzaju Erica wraz z miejscem zebrania materiatu i kolekcjonerem proby

Nazwa Lokalizacja
Rodzaj |Podrodzaj Sekcja
gatunku i kolektor
RSA, Groot
Gigandra Erica Gabel Kraal
plukenetii
Erica Bergfontein®
Evanthe )
versicolor
Erica Spain, Navarra?
vagans
Syringodea Erica Spain, Velencia?
Gypsocallis _
_ multiflora
Erica
Erica RSA, Groot
globiceps Hagelkraal®
Erica Spain, Cap de
Arsace 2
arborea  [CTeus
Erica Spain, Navarra?
Brachycallis _
cinerea
. RSA,
_ ) Erica
Chlamydanthe |[Geissostegia | Elandskloof,
imbricata 5
\Wolseley

Wyijaénienie: kolektorzy préb: L Oliver E.G.H., 2Szkudlarz P.
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Rycina 1. Rozmieszczenie geograficzne badanych populacji (kolorowe kropki)

Europa (Hiszpania): kolor rézowy — Navarra (Erica vagans i Erica cinerea), kolor biaty — Walencja (Erica arborea i Erica multiflora).
Afryka potudniowa (RPA): kolor czerwony — Bergfontein (Erica versicolor), kolor zielony - Groot Hagelkraal (Erica globiceps), kolor

761ty - Elandskloof, Wolseley (Erica imbricata), kolor niebieski - Groot Gabel Kraal (Erica plukenetii)
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3.2.1. lzolacja DNA

Wysokiej jakosci DNA jest niezbedne do uzyskania wiarygodnych wynikow
sekwencjonowania. Najwazniejszym warunkiem wstepnym kazdego eksperymentu
analizy sekwencji DNA jest spojny, wysokiej jakosci materiat DNA w kazdej probece
eksperymentalnej. W zwigzku z tym procedury pobierania probek i izolacji DNA sa
kluczowe dla powodzenia badan. Resztkowe §lady biatek, soli lub innych zanieczyszczen
spowoduja degradacje DNA lub obniza wydajno$¢ aktywnoSci enzymatycznej
niezbednej do optymalnego przygotowania bibliotek.

Liscie starto w Mini-Beadbeater-1 tissue disruptor. Izolacj¢ materialu DNA
przeprowadzono za pomocg sprawdzonego zestawu firmy Zymo Research (isolation kit
ZR Plant/Seed DNA MiniPrep™ Kit). Do procesu izolacji uzyto material wysuszonych
lisci wrzoscow. Odmierzono ok. 100 do max. 150 mg tkanki roslinnej kazdego z

badanych gatunkow.

1. Odwazony materiat ros$linny przetozono do probéwek dedykowanych w zestawie
przeznaczonych na etap lizy komoérek, wyposazonych w kulki rozdrabniajace

tkanki roslinne. Dodano 750 pl roztworu do lizy.

2. Zabezpieczone, $ciSle zakrecone celem zapobiegnigcia przeciekom, probowki

poddano mechanicznej homogenizacji w maksymalnej predkosci przez 10 minut.

3. Nastepnie odwirowano proboéwki w mikrowirowce przy obrotach 10 000 rpm

przez jedna minute.

4. Otrzymany w ten sposob supernatant przeniesiono do filtrujacych probowek w

objetosci 400 pl i wirowano przez minute przy obrotach 7 000 rpm.
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. Do filtratu powstatego po wirowaniu w powyzszych probowkach dodano 1 200

ul buforu wiazacego DNA i doktadnie wymieszano.

. Z tak powstatej mikstury pobrano 800 ul do nowych probéwek kolumienkowych
I poddano je wirowaniu przez minutg, przy obrotach 10 000 rpm. Powstaty
przesacz odrzucono. Do tych samych probowek dodano kolejne 800 pl mikstury

1 ponownie wirowano je przez minute, przy obrotach 10 000 rpm.

. Kolumienki przetozono do nowych probéwek i dodano do nich 200 pl buforu
wstepnie pluczacego DNA. Wirowano je przez minute, przy obrotach 10 000 rpm.
Nastepnie dodano 500 pl buforu ptuczacego DNA i wirowano przy obrotach
10 000 rpm przez minute.

. Kolumienki przeniesiono do czystych probowek i dodano 100 ul buforu do elucji
centralnie na powierzchni¢ membrany kolumienki, celem zapewnienia uzyskania
maksymalnej wydajnosci odzysku DNA. Celem elucji DNA wirowano probowki

przez 30 sekund przy obrotach 10 000 rpm.

Odzyskane DNA przeniesiono do nowych kolumienek w nowych probéwkach,
ktore uprzednio przygotowano przez trzyminutowe wirowanie przy obrotach
8 000 rpm. Ostatecznie filtrowanie DNA przeprowadzono przy obrotach 8 000
rpm przez minute. Tak otrzymany izolat DNA byl gotowy do dalszych analiz.

Izolaty przechowywano zamrozone w temperaturze -20°C.
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3.2.2. Kontrola jakosci i iloSci wyizolowanego DNA

Otrzymane DNA sprawdzono pod katem ilo§ciowym oraz jako$ciowym za pomoca
spektofotometru firmy Qubit ™ zgodnie z zaleceniami proporcji producenta i jedynie z
uzyciem dedykowanego sprzetu. Barwnik Quant-iT™ wymieszano wraz buforem Quant-
iT™ do otrzymania mieszaniny reakcyjnej Quant-iT™ Working Solution. Obj¢tosé
przeliczono na konkretng liczbe prob, tak aby na 200ul mieszaniny reakcyjnej 1ul
stanowit reagent, a reszt¢ bufor. Mieszaning rozdysponowano na 2 probki ze standardami
pochodzacymi z zestawu i stuzgcymi do skalibrowania pomiaréw spektofotometru oraz
probek z izolatami. Kompletna objetos¢ pojedynczej probki wynosita 200 ul. Do probek
kontroli DNA dodano 4 pl izolatow i 196 pl mieszaniny reakcyjnej. Do probek
standardow po 10 pl kazdego z nich oraz 190 pl mieszaniny reakcyjnej. Tak otrzymane
probowki worteksowano przez kilka sekund, nastepnie proby inkubowano przez 2 minuty
w temperaturze pokojowej, po czym przystapiono do pomiaréw. Dla kazdego z izolatow
przeprowadzono 3 niezalezne pomiary, dla wigkszej wiarygodnosci wynikow. Wyniki
ostateczne stanowity $rednig warto$¢ wyciagnieta z pomiar6w kontrolnych. Preparaty
uznano za dobre pod wzgledem jakosciowym, gdy stosunek absorbancji wyizolowanego
DNA wyniost od 1,0 do 2,0. Dla przyktadu stezenie DNA dla Erica versicolor wyniosto
13,4 ng/pl.

Jakos¢ izolatow DNA zostala takze dodatkowo oceniona wizualnie za pomoca

elektroforezy przeprowadzonej w 1% zelu agarozowym.
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3.2.3. Sekwencjonowanie chloroplastowego DNA z zastosowaniem

metody nowej generacji NGS

Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) jest sitlg napedowg wielu nowych i
ekscytujgcych zastosowan, w wielu typach badan, tj. badania medyczne nad komorkami
macierzystymi czy nowotworowymi, metagenomika, genetyka populacyjna i
konserwatorska. Podczas gdy technologia NGS stale si¢ rozwija, przygotowanie bibliotek
pozostaje jednym z najwigkszych ,,waskich gardel” w przeptywie pracy NGS i obejmuje
kilka czasochtonnych krokow, ktore mogg spowodowaé znaczng utratg probki i

odpowiadajg za potencjalne ryzyko wprowadzenia btgdow.

Technologia QIAseq FX firmy QIAGEN zostala zastosowana do otrzymania
genomu Erica versicolor, na platformie HiSeq 2000. Wielokrotne proby podejs¢ do
otrzymania tego genomu, nielinearno§¢ w pokryciu danych, sprawity, ze nalezato
zastosowac inny zestaw, gleboka genomike w postaci poteznego, wysokoprzepustowego
systemu sekwencjonowania. Technologia QIAGEN wykorzystuje usprawniong
enzymatyczng fragmentacj¢ DNA, zoptymalizowany protokot, ktory nie wymaga
czyszczenia probki pomigdzy fragmentacja a podwigzaniem adaptera, oszczgdzajac tym
samym czas i minimalizujagc mozliwo$¢ wystapienia bledow. Zoptymalizowany sktad
enzymoéw 1 buforow zapewniaja wysoka wydajno$¢ sekwencjonowania bibliotek.
Usprawniony protokot konstrukceji bibliotek umozliwia rowniez ulatwiong automatyzacje

przygotowywania bibliotek na roznie obstugiwane platformy.

Zestaw bibliotek QIAGEN QIAseq FX DNA zapewnia szybka, catkowicie
enzymatyczng procedurg. Fragmentacja DNA do bibliotek NGS bez etapu oczyszczania,
az do momentu, gdy zostaja wprowadzone adaptery ligowane do probki DNA. W
przypadku, gdy probki skladajg sie¢ z dluzszych fragmentow DNA, takich jak DNA
genomowe lub amplikony z dalekiego zasiggu PCR, sg najpierw enzymatycznie cigte na
mniejsze fragmenty. Mediana wielkosci fragmentu zalezy od aplikacji 1 dlugos$ci odczytu
sekwencji i mozna ja dostosowa¢ za pomoca zmiany warunkow reakcji fragmentacji

DNA QIlAseq FX. Fragmentowane DNA jest bezposrednio naprawiane na koncu, ,,A”
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jest dodawane do 3’konca podczas reakcji FX, dzigki czemu fragmenty DNA sg gotowe

do zwigzania adaptera.

Nastepnym krokiem adaptery specyficzne dla platformy sg ligowane do obu
koncow fragmentow DNA. Adaptery te zawieraja sekwencje niezbedne dla wigzania
bibliotek z tzw. podwdjnym kodem kreskowym do komorki przeptywowej w celu
sekwencjonowania, umozliwiajagc amplifikacje PCR fragmentow ligowanych z
adapterem i1 wigzacych standardowe startery do sekwencjonowania Illumina. W celu
zapewnienia maksymalnej wydajnosci z ograniczonych ilo$ci materiatu wyj$ciowego,
mozna przeprowadzi¢ wysoce doktadny etap amplifikacji przy uzyciu odczynnikow
zawartych w zestawie bibliotecznym DNA QIAseq FX. Zastrzezona technologia HiFi
PCR Master Mix moze w réwnomierny sposob amplifikowaé regiony DNA
charakteryzujace si¢ zmienng zawarto$cig GC, minimalizujgc btad sekwencjonowania

wywotany przez PCR.

Adaptery w formacie ptytkowym z podwojnym barkodem identyfikacyjnym
wchodza w sktad zestawu bibliotecznego QIAseq FX DNA. Kazda studzienka zawiera
adapter jednorazowego uzytku skladajacy si¢ z unikalnej kombinacji dwodch
osmionukleotydowych barkodow identyfikacyjnych. Laczac jeden kod kreskowy D5 i
jeden kod kreskowy D7 w kazdy gotowy do uzycia adapter, zestawy QIAseq FX
obstuguja pule do 24 lub do 96 studzienek taczacych. Po skonstruowaniu bibliotek
dokonuje si¢ oczyszczenia reakcji i usuwa adaptery-dimery dzigki zastosowaniu kulek
Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter), co umozliwia tatwg automatyzacj¢ na

roznych platformach o wysokiej przepustowosci.

Budowanie bibliotek genomowych i procedura sekwencjonowania, pozostatych
siedmiu gatunkéw, zostaly przeprowadzone w oparciu o doswiadczenia z wczesniej
opracowanymi metodami, stosowanymi podczas otrzymania genomu chloroplastowego
Chamaedaphne calyculata z uzyciem platformy MiSeq 600v3 oraz zestawu Nextera XT
DNA Library Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA, USA). Nextera XT DNA
Library Preparation wykorzystuje zmodyfikowany transpozom do znakowania
genomowego DNA, w procesie fragmentowania DNA, a nastepnie znakuje DNA
sekwencjami adaptorowymi w jednym kroku. Limitowany cykl PCR uzywa adapterow

do amplifikacji wstawianego DNA. Etap PCR dodaje rowniez indeksowane sekwencje
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adaptera na obu koncach DNA, co pozwala na podwojne indeksowane
sekwencjonowanie potaczonych bibliotek na platformach sekwencjonowania Illumina.
Technologia Nextera daje mozliwo$¢ na symultaniczny przebieg procesu fragmentacji i
przytaczenia adaptorowych sekwencji w reakcji enzymatycznej, w jednym kroku.
Przygotowanie bibliotek przebiega z zastosowaniem ultra niskiej puli materiatu
wyjsciowego — zgodnie z zaleceniami obstuguje wkiad 1 ng DNA. Nextera XT
przewiduje innowacyjng normalizacj¢ probek oparta na kulkach, ktora eliminuje potrzebe
kwantyfikacji  biblioteki przed 1taczeniem i sekwencjonowaniem. Biblioteki
przygotowane za pomocg zestawoéw Nextera XT sa kompatybilne ze wszystkimi
sekwenatorami Illumina. Zestawy do indeksowania Nextera XT, typu A, B, C i D
suponuja az do 384 unikalnych podwodjnych indeksow, co zapewnia klarowne
przyporzadkowanie odczytow i efektywne zastosowanie kuwety przeptywowej. Te
niepowtarzalne podwoéjne kody indeksowe wykorzystuja kody 10 pz. Ta zmiana w
kodach indeksowych par zasad potrzebuje akomodacji konfiguracji w przebiegu
sekwencjonowania (Aird iin. 2011; Saunders i in. 2012).

Biblioteki genomowe do sekwencjonowania HiSeq zostaly otrzymane za pomocg
zastosowania zestawu QIAGEN QIAseq FX DNA (Rycina 2). Do tego celu
wykorzystano 1 ng DNA zgodnie z procedurami przedstawionymi w protokole. Liczba i
poprawnos¢ bibliotek genomowych zostata zweryfikowana z uzyciem starteréw, ktérych
sekwencje podano w przewodniku Sequencing Library gPCR Quantification Guide

(IMlumina).
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3.2.4. Procedura i etapy przygotowania bibliotek Erica
versicolor

Etap fragmentacji i naprawy koncow DNA

Przed przystagpieniem do tego etapu konieczna byla doktadna znajomos¢
wyjsciowej wielkosci DNA kazdej z badanych prob. Skorzystano z tabel zataczonych do
protokotu, aby okresli¢ czas wymagany do fragmentacji wprowadzonego DNA do
pozadanego rozmiaru (tu 450 pz). Jesli wielko§¢ DNA byta mniejsza niz 10 ng, dodawano
FX Enhancer i przeprowadzano reakcje w potowie czasu reakcji podanego dla 10 ng
wejsciowego DNA. Odczynniki odtajano na lodzie. Po rozmrozeniu odczynnikow szybko
mieszano bufory, wirowano w celu uniknigcia miejscowych stezen. WSszystkie

odczynniki z tego samego powodu krotko odwirowywano przed uzyciem.

1. Przygotowano mieszaning reakcyjng FX w ptytce na lodzie zgodnie z tabelg dla
> 10 ng wprowadzanego DNA — 5 ul buforu FX + 2,5 pl enhancera + 2,5 ul wody
wolnej od nukleaz + oczyszczone DNA. Totalna obj¢to$¢ bez mieszaniny
enzymatycznej FX to 40 pl. Komponenty wymieszano, delikatnie pipetujac bez
wirowania. Przy braku koniecznos$ci zastosowania enhancera, odpowiedniag mu

objetos¢ doréwnano woda wolng od nukleaz.

2. Dodano 10 pl mieszaniny enzymatycznej FX do kazdej sporzadzonej proby i
doktadnie wymieszano, pipetujac w gore i w dot po 68 razy. Bardzo wazne bylo

utrzymywanie reakcji na lodzie przez caty czas jej przebiegu.
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3. Krotko odwirowano ptytke i1 natychmiast przeniesiono ja do wstepnie

schtodzonego do temperatury 4 °C termocyklera.

4. Po minucie w 4°C mieszaning reakcyjng inkubowano we wcze$niej
przygotowanym programie, w nastepujacych warunkach: 5 minut w temperaturze
32°C, nastepnie 30 minut w temperaturze 65°C i powr6t ponownie do temperatury

4°C. Po schtodzeniu w 4 °C probki przeniesiono z powrotem na 16d.

Etap ligacji adapterow

Przed przystgpieniem do tej czesci doprowadzono, potrzebne do kolejnego etapu,
kulki Agencourt® AMPure® XP do temperatury pokojowej. Zworteksowano i

zwirowano rozmrozong ptytke adaptera.

1. Zdjeto pokrywke ochronnej powtoki adaptera, przebijajac uszczelki foliowe dla
kazdej studzienki, ktorg przeznaczono do uzycia. Kolejno przeniesiono 5 pl z
kazdej jednej studzienki adaptera DNA do kazdych 50 pl probki z poprzedniego
etapu.

2. Przygotowano mieszaning ligacji (na probke DNA) w osobnej ptytce PCR na
lodzie, dobrze wymieszano ja przez wielokrotne pipetowanie. Sktad mieszaniny
na jedna probke stanowito 20 pl buforu ligujacego, 10 pl ligazy DNA 1 15 pl wody
wolnej od nukleaz.
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3. Dodano 45 ul tak przygotowanej mieszaniny ligacyjnej do kazdej probki, do
catkowitej objetosci 100 pl, i dobrze wymieszano przez wielokrotne pipetowanie.

Po wymieszaniu inkubowano reakcje ligacji w 20 °C przez 15 min.

Etap oczyszczania DNA po ligacji adapterow

1. Po etapie inkubacji natychmiastowo przystgpiono do o0czyszczenia adaptera
ligacji za pomocg kulek 0.8x (80 ul) Agencourt® AMPure® XP. Dodano po 80
ul zawieszonych kulek Agencourt® AMPure® XP do kazdej ligowanej probki i
doktadnie wymieszano przez pipetowanie. Mieszaning inkubowano przez 5 minut
w temperaturze pokojowej, po czym przeniesiono ptytke na czas 2 minut na
statyw magnetyczny DynaMag, a nastepnie ostroznie odrzucono supernatant na

tyle ostroznie, by nie naruszy¢ kulek z fragmentami DNA.

2. Kulki przemyto dodajac 200 ul sporzadzonego wczesniej 80% etanolu. Ponownie
wstawiono ptytke z kulkami na statywie magnetycznym i odrzucono supernatant.
Proces przemywania etanolem powtorzono jeszcze raz. Usunigto mozliwie jak

najwiecej nadmiaru etanolu.

3. Inkubowano kulki w ptytce na statywie magnetycznym, az do momentu
wyschnigcia kulek, przez ok. 10 minut, uwazajac, by kulki nie byty nadmiernie

przesuszone, co mogloby skutkowaé obnizeniem odzysku DNA.

4. Po zdjeciu ptytki ze statywu magnetycznego przeprowadzono elucje poprzez
zawieszenie kulek w 52,5 pl roztworu 10 mM Tris-HCI o pH 8,0. Po umieszczeniu

ptytki ponownie na statywie magnetycznym DynaMag i krotkiej inkubacji w
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temperaturze pokojowej, ostroznie przeniesiono 50 pl supernatantu na nowa,

czysta ptytke, uwazajac by nie naruszy¢ kulek.

. Wykonano drugie oczyszczenie przy uzyciu 1x (50 pl) kulek Agencourt®
AMPure® XP powtarzajac kroki dla etapow wigzania DNA i przemywania.
Eluowano DNA, dodajac 26 ul buforu 10mM Tris-HCI o pH 8,0. Po wstawieniu
plytki na statyw magnetyczny, uwaznie zebrano 23,5 pul oczyszczonego DNA.

Przeniesiono probki do probowek DNA LoBind do amplifikacji biblioteki.

Etap amplifikacji bibliotek DNA

Przygotowano mieszaning reakcyjng na lodzie w sktadzie: 23,5 pl bibliotek
genomowych, 25 pl HiFi PCR MasterMix, 2x oraz 1,5 ul starteru Primer Mix.
Wymieszano skladniki w 96-studzienkowej ptytce PCR, ktérg przeniesiono

nastepnie do termocyklera.

. Reakcje PCR przeprowadzono w nastepujacych warunkach termicznych: wstepna
denaturacja przez 2 minuty w 98°C, denaturacja przez 20 sekund w 98°C,
hybrydyzacja odcinkow starterowych przez 30 sekund w 60°C, elongacja 30
sekund w 72 °C 1 koncowa elongacja przez 1 minut¢ w 72°C. 3 ostatnie etapy

zostaly powtdrzone 12 razy.
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Etap oczyszczania bibliotek po procesie amplifikacji

1. Po zakonczeniu reakcji PCR dodano 50 pl zawieszonych kulek Agencourt®
AMPure® XP do kazdego dotka, zawarto$¢ wymieszano przez wielokrotne

pipetowanie.

2. Mieszanine inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Umieszczono
ptytke z kulkami na statywie magnetycznym DynaMag, po czym ostroznie

odrzucono supernatant, nie naruszajac kulek z fragmentami DNA.

3. Nie zdejmujac plytki ze statywu, przemyto kulki, dodajac 200 pl $wiezo
przygotowanego, 80% etanolu, po czym ponownie odrzucono supernatant.
Phlukanie etanolem powtorzono jeszcze raz, starajgc usungé jak najwigcej
nadmiaru etanolu. Inkubowano ptytke w temperaturze pokojowej do wyschnigcia,
ale nie przesuszenia kulek, nastepnie ptytka zostatla zdjeta ze statywu

magnetycznego.

4. Eluowano kulki przez ponowne zawieszenie w 25 ul roztworu 10 mM Tris-HCI
o0 pH 8,0. Plytke znowu wstawiono do statywu magnetyczego. Ostroznie,
uwazajac na nienaruszenie kulek, przeniesiono 23 pl supernatantu do czystych

probowek.
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3.2.5. Procedura i etapy przygotowania bibliotek

pozostalych gatunkéw z rodzaju Erica

Biblioteki genomowe do sekwencjonowania MiSeq zostaly otrzymane za pomoca

zastosowania zestawu Nextera XT DNA Library Preparation.

Etap fragmentacji i znakowania DNA

Przed przystapieniem do tego etapu wymagane byto ustalenie wyjsciowej wielkoSci
DNA dla kazdej z badanych préb. Okreslono ilosciowo wejsciowy DNA i dokonano
oceny jakosciowej przed rozpoczeciem przygotowania biblioteki. Celem uzyskania
najlepszych wynikoéw, uzyto zaproponowane w tabelach dotgczonych do protokotu, dane
wejsciowe. Nizsze ilosci wejsciowe skutkowatyby niskg wydajnos$cia i zwigkszong liczba
duplikatow. Okreslenie ilosciowe wejsciowego DNA przeprowadzono zgodnie z
zalecieniami w protokole. Do doktadnej kwantyfikacji wejsciowego DNA uzyto metod

fluorometrycznych Qubit™,

Etap ten wykorzystuje transpozom Nextera do przeprowadzenia znakowania
genomowego DNA, stanowigcym proces polegajacy na jednoczesnej fragmentacji i

znakowaniu puli DNA z sekwencjami adapterow.

1. Do kazdego dotka 96-dotkowej plytki PCR dodano kolejno: 10 ul buforu TD
(Tagment DNA Buffer) oraz 1 ng DNA (5 ul). Sktadniki wymieszano za pomoca
pipety. Nastepnie dodano do kazdego dotka po 5 ul mieszaniny ATM (Amplicon
Tagment Mix). Zawarto$¢ przepitowano minimum dziesigciokrotnie, po czym

zamknigto plytke.
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2. Wirowano nastepnie przy 280 x g przez 1 minute, w temperaturze 20°C.

3. Plytk¢ umieszczono w zaprogramowanym termocyklerze i uruchomiono program
TAG (opcja podgrzewania pokrywy na 100 °C, obj¢tos¢ reakcji 50 ul, 55°C przez
5 minut i przejscie do 10 °C). W momencie, gdy program osiagnat 10°C,
natychmiast przystapiono do kolejnych krokoéw, poniewaz transpozom byt wciaz

aktywny.

4. Dodano po 5 pl buforu NT (Neutralize Tagment Buffer) do kazdego dotka ptytki.
Zawarto$¢ przepitowano minumum dziesi¢ciokrotnie, po czym zamknigto

szczelnie ptytke.

5. Wirowano nastepnie przy 280 x g przez 1 minutg, w temperaturze 20°C, po czym

inkubowano ptytke w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
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Etap amplifikacji bibliotek DNA

Na tym etapie przeprowadza si¢ amplifikacj¢ znakowanego DNA przy
zastosowaniu programu PCR o limitowanym cyklu. Etap PCR dodaje indeksowane

adaptery i sekwencje wymagane do generowania klastrow sekwencjonowania.

1. W pierwszej kolejnojnosci przygotowano materialy eksploatacyjne zgodnie z
protokotem: mieszaning NPM (Nextera PCR Master Mix) rozmrazang na lodzie
w przedziale temperatur od -25 °C do - 25 °C oraz adaptery indeksowe rozmrazane

w temperaturze pokojowe;j. Ptytke zwirowano kréotko przed uzyciem.

2. Dodano po 5 ul adaptera indeksu na kazdg probke. Nastepnie do kazdego dotka
dodano 15 pl mieszaniny NPM. Zawartos¢ przepitowano minumum

dziesigciokrotnie, po czym zamknigto szczelnie ptytke.

3. Wirowano nastepnie przy 280 x g przez 1 minutg, w temperaturze 20°C, po czym
umieszczono ptytke zaprogramowanym termocyklerze i uruchomiono program
NXT PCR: wstepne nagrzanie pokrywy na 100 °C, objeto$¢ reakcji 50 ul.
Nastepnie ustawienie 72 °C przez 3 minuty i 96 °C przez 30 sekund, po czym 12
cykli w warunkach: denaturacja przez 10 sekund w 95 °C, hybrydyzacja odcinkow
starterowych przez 30 sekund w 55 °C i elongacja przez 30 sekund w 72 °C.

Koncowa elongacja przez 5 minut w temperaturze 72 °C i przejscie do 10 °C.
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Etap oczyszczania bibliotek po procesie amplifikacji

Przed przystgpieniem do tego etapu zestaw kulek oczyszczajagcych AMPure XP
zostal odpowiednio zworteksowany 1 wymieszany, by upewnic¢ si¢ ze kulki sg utozone
regularnie i réwnomiernie. Zostaly one takze wyjete z lodowki na 30 minut przed
rozpoczeciem etapu oczyszania, celem osiaggnigcia przez nie temperatury pokojowe;.
Bufor RSB rozmrozono i pozostawiono takze do osiggnigcia temperatury pokojowe;.

Przygotowano 80% roztwor EtOH z etanolu absolutnego.

1. Ptytke zwirowano przy 280 x g przez 1 minute, w temperaturze 20°C, aby zebrad

zawarto$¢ na dnie studzienek.

2. Przeniesiono po 50 ul supernatantu z kazdej pojedynczej studzienki w ptytce PCR
do analogicznych studzienek w nowo przygotowanej ptyce. Nastepnie do kazdej
studzienki z supernatantem dodano po 30 pl zawiesiny kulek magnetycznych

AMPure XP i uszczelniono ptytke.

3. Plytke wytrzasano 1800 obrotdw na minute, przez czas 2 minut, po czym

inkubowano ja w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

4. Plyke ustawiono na statywie magnetycznym i odczekano kilka minut az ptyn
bedzie klarowny. Natepnie nie naruszajac kulek magnetycznych usunieto i

odrzucono caly zgromadzony supernatant.

5. Do ptytki umieszczonej wcigz w statywie magnetycznym dodano 200 pl §wiezego

80% etanolu, nie mieszajac prob. Inkubowano prze 30 sekund, po czym usunigto
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1 odrzucono caty zgromadzony supernatant. Czynno$¢ ptlukania etanolem

powtdrzono dwukrotnie, starajac si¢ usunac jak najwiecej etanolu.

Pipeta 20 pl usunigto i odrzucono pozostalg zawartos¢ etanolu, po czym ptytke w
statywie magnetycznym suszono na powietrzu, w temperaturze pokojowej przez

czas 15 minut.

. Po uptywie 15 minut ptytke zdjeto ze statywu magnetycznego. Do kazdego dotka
z kulkami dodano po 52,5 pl buforu RSB (Resuspension Buffer) i szczelnie
zamknigto plytke, ktora nastgpnie wytrzasano 1800 obrotéw na minute, przez

czas 2 minut.

Po wytrzasaniu plytke inkubowano w temperaturze pokojowej przez czas 2 minut,
po czym przeniesiono j3 na statyw magnetyczny i odczekano kilka minut az ptyn

bedzie klarowny.

Do nowej 96-dotkowej plytki PCR przeniesiono odpowiednio po 50 pl

supernatantu.
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Jakos¢ wszystkich otrzymanych bibliotek genomowych oceniono za pomoca
urzadzenia do elektroforezy kapilarnej QlAxcel (Qiagen). Elektroforeza zostata zrobiona
z uzyciem zestawu QIAxcel High Resolition Kit markerem wyrdéwnania 15-1000 pz.
(Qiagen) i markerem wielko$ci 25-1000 pz DNA (Qiagen). Jako program do
elektroforezy zastosowano ustawienia standardowe OL500. Zwalidowane biblioteki

zostaty potaczone zgodnie z zaleceniami protokotu.

Biblioteki genomowe siedmiu gatunkow zsekwencjonowano za pomocg platformy
Miseq 600v3, ktory wspiera otrzymanie odczytow 2 x 300 pz przy zestawie 600 cykKili,
zwigkszajac liczbg odczytow do 25 milionow. Natomiast biblioteki genomowe Erica
versicolor zsekwencjoowano za pomocg platformy HiSeq 2000, wpierajac otrzymanie
odczytow 2 x 150 pz, dajac ponad 300 milionéw odczytow w cyklu. Powstate odczyty
zostaly wstepnie zmontowane przy uzyciu Velvet de novo assembler (Zerbino i in. 2008)

w ustudze llumina BaseCloud.

Otrzymane kontigi zostaly zmapowane na genomy z rodziny Ericaceae z
zastosowaniem ustawien Sredniej wrazliwosci dostgpnych w programie Geneious 9
(Drummond i in. 2011). Najdluzsze zmapowane kontigi o dtugosci 6-12 kb zostaty
wykorzystane do rekonstrukcji kompletnego genomu chloroplastowego Erica versicolor

(Rycina 3), ktory z kolei stat si¢ referencjg dla genomu Erica arborea.

Wszystkie odczyty koncowe zostaly zmapowane w kolejnosci za pomoca
zmodyfikowanego algorytmu sredniej czuto$ci (z minimalnym naktadaniem si¢ 100 pz i
99% nakladania identyczno$ci) ze 100-1000 iteracji. Uzyskane duze kontigi byly
montowane de novo przy uzyciu domyslnych ustawien oprogramowania Geneious 9
(Drummond i in. 2011). Ztozony jeden genom plastydowy nieposiadajacy zadnych luk i
z naktadajacymi si¢ duzymi kontigami wahat si¢ od 705 pz do 3670 pz. Schemat
pogladowy dla konstrukcji genomu plastydowego Erica versicolor jest przedstawiony na

Rycinie nr 4, a dla genomu plastydowego Erica arborea na Rycinie nr 5.
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Adnotacja genomu zostala wykonana przy uzyciu programéw Geneious 9
(Drummond i in. 2011), CpGavas (Liu i in. 2012) oraz aplikacji DOGMA (Wyman i in.
2004). Ztozone i opisane genomy plastydowe Erica versicolor i Erica arborea zostaty
zdeponowane w bazie GenBank, gdzie nadano im nr akcesyjne, kolejno: MW282955 oraz
MW338736. Mapa okragtego genomu plastomu dla obu gatunkow zostata sporzadzona
w programie Organellar Genome DRAW (Greiner i in. 2019).

Wyréwnanie genomu przeprowadzono w programie Mauve 2.3.1 (Darling i in.
2010).

Wyréwnane genomy zastosowano do obliczenia odleglosci p w programie
MEGAL1 (Tamura i in. 2021) w celu oceny uzytecznosci petnego sekwencjonowania
genomu plastydowego dla filogetyki i identyfikacji gatunkow. Luki zostaly wykluczone

z analizy.
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3.2.6. Analiza bioinformatyczna sekwencji genomowych

otrzymanych metoda NGS

Informatywnos$¢ filogenetyczng (PI) genéw oszacowano za pomocag serwera
PhyDesign, a profile informatywnos$ci filogenetycznej wykre§lono w odniesieniu do
nieskalibrowanego drzewa (Lopez-Giraldez i Townsend, 2011). PATHd8 uzyto do
drzewa o ultrametryzacji stosowanego do natozenia historycznych zmian w
wspotczynnikach substytucji, ktore uzyskano za pomocg ML (Britton i in. 2007). Korzen
drzewa ustalono na czas ewolucyjny 1, a wskazowki na czas 0 dla uzyskania wzglednego
wieku kladéw. Obliczenia PI dla zestawow danych nukleotydowych oszacowano rowniez
przy uzyciu programu HyPhy, wykorzystujacego empiryczne czgstotliwosci podstawowe

i odwracalny w czasie model substytucji (Pond i in. 2005).

Analiz¢ filogenetyczng wykonano implementujac dwie metody: wnioskowanie
bayesowskie (Bayesian Inference; BI) oraz metode maksymalnego prawdopodobienistwa
(Maximum Likelihood; ML). Program MrBayes v. 3.2.2 zostal wykorzystany do analizy
filogenetycznej wnioskowania bayesowskiego z wczesniejszymi ustawieniami wedlug
danych wyjs$ciowych z programu jModelTest 2.1.7 (Hulsenbeck i in. 2001; Posada 2008;
Darriba i in. 2012). Program ten wskazuje najbardziej optymalny model substytucji
nukleotydowej dla konkretnego rekordu genow jako kryterium BIC (Bayesian
Information Criterion). Oszacowania wnioskowania bayesowskiego dokonano przez
uruchomienie szesciu przyrostowo ogrzewanych tancuchéw (algorytm MCMC) dla 1 500
000 pokolen, probkujac jeden na kazde 100 pokolen losowych drzew. Wykonano test,
aby okresli¢ liczbe pokolen, ktore nalezy wyeliminowac¢ z obliczen drzewa konsensusu.
W pierwotnym badaniu pierwsze 30 000 pokolen zostato odrzuconych jako ,,wypalone”.
Drzewo konsensusu bayesowskiego zostato zbudowane z wykorzystaniem pozostatych
pokolen. Program FigTree v1.4.2 zastosowano do graficznej korekty wygenerowanych

drzew filogenetycznych (Rambaut, 2010).
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Do przeprowadzania analizy ML oraz MP (w przypadku analizy odwrdoconych
powtorzen) zastosowano oprogramowanie MEGAL1 (Tamura i in. 2021). Do uzyskania
drzewa ML ukazujgcego zmienno$ci miedzy badanymi gatunkami zastosowano
zaawansowane oprogramowanie RAXML (Stamatakis, 2014). Jako pierwszy krok
dokonano wyboru najbardziej odpowiedniego modelu substytucji nukleotydowej i
zastosowano go jako podstawe do analiz ML (Christelova i in. 2011; Felsenstein, 1985).
Otrzymany kompletny genom chloroplastowy Erica versicolor postuzyt jako referencja
do otrzymania gendéw chloroplastowych pozostatych szesciu (poza Erica arborea, dla
ktorego otrzymano takze caty genom chloroplastowy) przedstawicieli z rodzaju Erica,
dla ktorych przeprowadzono szereg analiz filogenetycznych. Proces mapowania
odczytow bibliotek genomowych tych gatunkéw na kompletne geny z genomu
chloroplastowego Erica versicolor z zastosowaniem ustawien S$redniej wrazliwosci
przeprowadzono w programie Geneious 9 (Drummond i in. 2011). W analizie zmiennoS$ci
sekwencji miedzy genami przeprowadzono test, celem wybrania najodpowiedniejszego
modelu, stuzacego do kalkulowania dystansu genetycznego polimorfizmu nukleotydow.
Test ten przeprowadzono z zastosowaniem programu MEGAL11, przy uzyciu narz¢dzia
»model selection”, wybierajac wybor drzewa typu domyslnego, za posrednictwem
metody statystycznej ML (Maximum Likelihood, najwigkszego podobienstwa) z
uwzglednieniem pominigcia indeli. Model wytypowano zgodnie z zatozeniem, ze model
substytucji najtrafniej opisywany jest przez te modele, ktore osiagnety najnizsza warto$é
BIC (Bayesian Information Criterion; bayesowskie kryterium informacyjne Schwartza).
Whnioskowanie z drzewa przeprowadzono za pomocg funkcji Close Neighbor Interchange
(CNI; w metodzie maksymalnej parsymonii w analizach IR) w metodzie MP, algorytm
na poziomie wyszukiwania 3 i liczbie drzew poczatkowych rowny 10. Filogeneza byta
badana zaré6wno dla maksymalnego prawdopodobienstwa (ML) i maksymalnej
parsymonii przy uzyciu metody bootstrap z liczba bootstrap replikacji na poziomie 2000
(Tamura i in. 2021). W przypadku analizy genéw cpDNA dla reprezentantéw z rodzaju
Erica zaimplementowano metod¢ wygenerowania sieci filogenetycznej przeprowadzong
w programie SplitsTree 4.19.0 (Huson i Bryant, 2006). Metoda ta pomaga wyodrgbni¢
sygnaty filogenetyczne, ktoére mogty zosta¢ pominigte przez metody oparte na drzewach
filogenetycznych. Nawet przy zastosowaniu zbioréw danych genomowych z

dziesigtkami tysigcy znakoéw informacyjnych niektére klady moga mie¢ niskie badz
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niejednoznaczne warto$ci wsparcie, pozostawiajac pewne relacje filogenetyczne
niepewnymi. Sie¢ konsensusu dostarcza gtownie informacji o warto$ciach wsparcia,
ktore koresponduja z podziatem. Nie niosg informacji o rzeczywistej rozbieznosci
pomiedzy taksonami zdefiniowanymi przez dany podzial (Xu i in. 2019). Program
TASSEL 5 postuzyl do wygenerowania wartosci zréznicowania nukleotydowego dla
poszczegblnych zestawow danych genomowych oraz potaczonych sekwencji cpDNA w

rodzinie Ericaceae i w samym rodzaju Erica (Bradbury i in. 2007).

Krotkie powtdrzenia tandemowe zostaly okreSlone za pomoca programu
MicroSAtellite (MISA) (Beier i in. 2017) z minimalnym progiem 7 nukleotydow dla
powtdrzen mononukleotydowych, 4 nukleotydy dla powtorzen dinukleotydowych oraz z
minimalnym progiem o wartosci 3 dla powtdorzen tri-, tetra-, penta- i

heksanukleotydowych.

Program REPuter (Kurtz i in. 2001) zostal wykorzystany do analizy powtorzen
oligonukleotydowych w przod (F - forward), w tyt (R - reverse), komplementarnych (C -
complement) i palindromowych (P - palindromic) o minimalnej wielko$ci powtorzen 30

pz i podobienstwie 90%.

Ponadto powtorzenia tandemowe zostaty ocenione przez program Tandem Repeats
Finder wersja 4.09 (Benson, 1999) przy uzyciu parametréw wyréwnania: dopasowanie -
2, niedopasowanie - 7, indele - 7, z minimalnym wynikiem wyroéwnania do zraportowania
powtorzen — 50 i maksymalng wielkoscia okresu 500. Prawdopodobienstwo dopasowania
pM oraz prawdopodobienstwo idel pl s3 domyslne i nie mozna ich modyfikowaé w tej
wersji programu (pM= 0,80, pl = 0,10). Program ten zostat stworzony do lokalizowania
i wyswietlania powtorzen tandemowych w sekwencjach DNA bez potrzeby okreslania
wzoru, rozmiaru ani zadnego innego parametru. Otrzymane dane wyjsciowe zawierajg
dwa dokumenty: plik tabeli powtérzen ze szczegdélowymi informacjami o kazdym
powtorzeniu, takimi jak jego lokalizacja, rozmiar, liczba powtorzen, zawarto$¢

nukleotydow oraz plik wyrownania.
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Celem wizualizacji porownawczej otrzymanych powtorzen tandemowych w
obregbie zsekwencjonowanych genomow chloroplastowych postuzono si¢ narzedziem
wizualizacyjnym Circos, ktore utatwia identyfikacje i analiz¢ podobienstw oraz rdznic w
zestawieniu komperatywnym plastoméw (Krzywinski, 2009). Skutecznie obrazuje
zmiennos$ci  strukturalne genomu, relacje pozycyjne miedzy poszczegdlnymi
komponentami. Liczba powtdrzen sekwencji tandemowych i ich wysokie zréznicowanie
s skorelowane z licznymi zdarzeniami rekombinacyjnymi. Oprogramowanie to opiera
si¢ na okraglym uktadzie ideogramow, co upraszcza nakreslenie relacji miedzy parami
gendéw za pomocag wstazkowych linii, okreslajacych pozycje, rozmiar oraz orientacje
przestrzenng powigzanych ze sobg ingredientdow genomowych. Otrzymane obrazy
stworzono z danych wejSciowych wygenerowanych za pomoca zautomatyzowanych
narzedzy, dzieki czemu platforma ta doskonale sprawdza si¢ w sprawnych wdrazaniu,
analizie i raporcie danych. Etap ten byl szczegdlnie istotny w kwestii poszukiwania
wzorcow, odpowiedniego kontekstu interpretacji i weryfikacji stawianych hipotez,
bowiem mozliwosci wizualizacyjne stanowig swoista furtke pomigdzy algorytmami a
naukowymi umiejetnosciami poznawczymi ujawniajac subtelne struktury danych. Dane
biologiczne dysponuja zazwyczaj wysoka rozdzielczosciag — zmiany na poziomie
podstawowej pary danych moga mie¢ znaczenie, odleglo$ci miedzy zmianami mogg by¢
wiekszego rzedu, odlegle regiony tacza si¢ przez relacje przylegania, fuzje czy
przegrupowania genéw. W tradycyjnych przegladarkach genomowych — powszechnych
narzg¢dziach do przedstawienia cech genomow, wyodrgbnienia genow, polimorfizmow,
etc. - stosowany jest gtownie tak zwany uktad liniowy, ktory miedzy innymi powyzsze
kwestie uwzglednia w znaczgco utrudnionym stopniu. Tonujg to, przycinaja i porzadkuja
segmentowo wlasnie wizualizacje genomu, mogac prowadzi¢ korekte¢ dowolnie do
analizowanego segmentu czy czesci. Circos stuzy zobrazowaniu rearanzacji genomu,
gdzie relacja miedzy dwoma pozycjami genomu reprezentuje fuzje strukturalng.

(Krzywinski, 2009; Nusrat i in. 2019).

Na przestrzeni ostatniej dekady opracowano wiele metod automatyzacji analizy
danych genomowych. Niemniej jednak wizualna eksploracja zmian w genomach
plastydowych, nowotworowych, epigenomach i transkryptomach w wielowymiarowych
zestawach danych oraz relacji migdzy tymi zmianami stanowi szczeg6lne wyzwanie.

Powszechnym sposobem wizualizacji danych genomowych jest pokazanie zmian
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zwigzanych z ich loci genomowymi. Podejscie to dobrze nadaje si¢ do udzielania
odpowiedzi na pytania dotyczace topografii genomowej zmian lub do badania
konkretnych loci genomu — jak tu sekwencji wielopowtorzeniowych. Rozrézniamy dwa
gléwne podejscia do wizualizacji, ktore wykorzystuja wspotrzedne genomowe:
przegladarki genomu i wykresy kotowe. Circos, ktory z powodzeniem byl stosowany w
wielu badaniach i1 publikacjach naukowych na catym $wiecie, jak i w publikacjach o
charakterze ogélnym i opisowym. Jako skuteczne narz¢dzie wizualizacyjne wykazat
impakt w generalnym postrzeganiu zmian genomowych i ich tendencji. Dzigki jego
zastosowaniu mozna zaprezentowac graficznie zaré6wno rdéznice pomiedzy minimum
dwoma analizowanymi genomami, jak i zmiany zachodzace w czasie w konkretnym
analizowanym przypadku. Najbardziej sztandarowym przyktadem uzycia Circos jest
wykreowanie danych obrazujacych dywergencje pomiedzy zdrowymi genomami a
genomami nowotworowymi oraz genami przed i po leczeniu dla bardziej przemawiajace;j

do wyobrazni wyktadni prezentowanych zmian (Jhuraney i in. 2015; Chauss i in, 2022).

Mozliwosci generowania danych sekwencjonowania w ostatnich latach stale
ro$nie, przeprowadzenie doktadnej analizy jest potencjalnie etapem ograniczajagcym
szybkos$¢ w badaniach genomicznych. Wizualizacja danych genomowych jest niezbgdna
do prawidlowej interpretacji oraz formulowania przydatnych hipotez. Stanowi takze
cenng pomoc w zakomunikowaniu odkry¢ naukowych roznego kalibra. Narzedzia
wizualne wypelniajg luke pomiedzy podejsciem czysto algorytmicznym a

umiejetnosciami kognitywnymi badaczy.

Narzedzia stuzace do wizualizacji danych genomowych, utatwiaja wykonywanie
zadah analitycznych, umozliwiaja efektywna eksploracje, interpretacj¢ oraz
manipulowanie danymi, w niektorych przypadkach takze wykonywanie obliczen.
Dostepne metody graficzne zostaty zaprojektowane do analizy sekwencji ztozonych de
novo, dopasowan odczytu, przegladania genomu oraz genomiki porownawczej. R6zne
typy danych genomowych moga by¢ kodowane jako zestawy cech. Wizualizacja
genomowa sktada si¢ z jednego lub wielu uktadow wspotrzednych o0 okreslonej budowie,
podziatach, zestawach (w przypadku wielu osi) wspotrzednych sekwencji. Zestawy
funkcji sa kodowane jako $ciezki i umieszczane w uktadadzie wspotrzgdnych. Wiele

sciezek mozna wyrowna¢ przez ukladanie w grupki lub nakladanie na siebie.
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Wizualizacja moze sklada¢ si¢ z jednego lub wielu widokow, z ktérych kazdy zawiera
zestaw wyrownanych $ciezek. Wiele widokow moze pokazywac dane w jednej lub wielu
skalach czy tez ogniskach. O$ sekwencji moze by¢ wyswietlana w uktadzie liniowym,
kotowym, przestrzennym, przy roznych ustawieniach dwéch osi. Mozna wizualizowaé
ja w catosci, niektore jej czesci lub wyodrgbni¢ calg sekwencje. Osobne segmenty
sekwencji moga by¢ wizualizowane jako calo$¢ (ciagle) lub  byé oddzielone.
Poszczegoélne cechy w wizualizacji genomu moga by¢ kodowane poprzez kolory,
wielkosci blokow czy tez zajmowane pozycje. Graficznego zestawienia dwoch sekwencji
otrzymanych genoméw chloroplastowych z rodzaju Erica, dokonano przy zastosowaniu
prawdopodobnie najstarszego sposobu poréwnania dwoch sekwencji  poprzez
wizualizacj¢ danych na wykresach punktowych. Dot Plot jest metoda stworzong przez
Gibbs i Mcintyre w roku 1970, koncepcja tej metody analitycznej zaktada, iz osie
wykresu punktowego odpowiadaja dwom poréwnywanym sekwencjom - tu kompletnym
genomom chloroplastowym, a punkty na planszy uskazujg identyczno$¢ sekwencji
(Thaenkham i in. 2022).

Kolejnos¢ i orientacje sekwencji w obu genomach mozna odczytaé¢ bezposrednio:
ukosne linie wskazuja odpowiednie segmenty sekwencji, a poziome przesunig¢cia
podkreslaja zmiany W kolejnosci. Wykresy punktowe umozliwiajga charakteryzacje
ztozonych lub powtarzajacych si¢ sekwencji, wizualne wykrywanie motywow DNA i
identyfikacj¢ modulowych podobienstw miedzy sekwencjami. Wykresy dot plot
wykonano przy uzyciu programu EMBOSS Dot Matcher z rozmiarem okna 20 i
wynikiem progowym 39, wykresy zweryfikowano w programie Geneious 9 (Rice i
Longden, 2000; Drummond i in. 2011).

Narzedzie IR Scope wykorzystano do zwizualizowania genéw na granicach miejsc
potaczen genomu chloroplastow, co daje najbardziej obiecujace wyniki dla plikow
organizmow blisko spokrewnionych (Amiryousefi i in. 2018). Kompletna macierz
danych zawierata 12 akcesji, w tym 11 gatunkéw z rodziny Ericaceae i sekwencje
gatunku Camellia azalea (kamelia azalia z rodziny kameliowatych/herbatowatych

Theaceae, rzedu Ericales - wrzosowcoéw) jako grupe zewngtrzng.
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Sekwencje wykorzystanych gatunkdéw pobrano z repozytorium GenBank. Aby utatwié
dopasowanie sekwencji, wszystkie IR zostaty podzielone.
Poczatkowo zostaty one wyréwnane za pomocg programu Clustal W z ustawieniami
domyslnymi, nastepnie wyregulowane indywidualnie, manualnie, w programie BioEdit
Sequence Alignment Editor oraz w MUSCLE v5, nie wszystkie regiony byty bowiem
tozsame dla analizowanych gatunkow (Thompson i in. 1994; Hall, 1999; Edgar, 2004).

Narzedziem poréwnawczym wykorzystanym do niniejszych badan w przypadku
zestawienia dwoch kompletnych genoméw chloroplastowych Erica arborea i Erica
versicolor oraz w poréwnaniu regionéw odwroconych IR sporzadzonego zestawu danych
z rodziny Ericaceae byt program mVISTA. W przypadku poréwnania regionow IR,
ponobnie jak przy konstruowaniu drzewa ML i MP, macierz danych zawierata 14 akcesji,
w tym 13 gatunkow z rodziny Ericaceae i sekwencj¢ gatunku Actinidia arguta jako grupe
zewngtrzng. Sekwencje wykorzystanych gatunkoéw pobrano z repozytorium GenBank.
Serwer mVISTA pozwala na pordwnanie sekwencji DNA réznych gatunkowi stanowi
podstawowa metode identyfikacji elementéw funkcjonalnych w genomach. Umozliwia
wizualizacj¢ globalnych dopasowan sekwencji DNA o dowolnej wielkosci, zapewniajac
identyfikacje podobienstw, konfigurowanie wizualizacji wyréwnan na réznych
poziomach rozdzielczo$ci wraz z powigzanymi adnotacjami funkcjonalnymi. Zapewnia
poréwnanie i dopasowanie od dwoch do stu  sekwencji  jednocze$nie

(Mayor i in. 2000; Frazer i in. 2004).

Dopasowania sekwencji odwrdéconych powtorzen, przegrupowan i1 inwersji w ich
obszarze na przykladzie wybranych gatunkéw z rodziny Ericaceae oraz gatunku
Camellia azalea wykonano w programie Mauve 2.3.1, ktory wygenerowat bloki
dopasowania oraz rearanzacji w obrgbie regiondw odwroconych powtdrzen

(Darling i in. 2010).
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3.2.7. Otrzymanie i analiza sekwencji jadrowych NOR

Budowanie regionéw NOR zaczeto od mapowania uzyskanych bibliotek
genomowych na sekwencje ITS otrzymanych za pomoca sekwencjonowania metoda
Sangera (sekwencje Erica plukenetii dostgpne w bazie danych NCBI). Zawieraly w
swoim sktadzie ITS1, 5.8S rRNA, ITS2 (internal transcribed spacer 1, partial sequence,
5,8S ribosomal RNA gene, complete sequence and internal transcribed spacer 2, partial
sequence) — o tacznej dlugosci 638 par zasad linearnego DNA. Wielokrotne iteracje
rozbudowywaty sekwencje az do zamkniecia petli i otrzymania kompletnej sekwencji
regionow NOR dla badanych osobnikow. Zmontowane sekwencje zostaly
wyregulowywane i wyrownywane manualnie w programach BioEdit 7 (Hall, 1999) oraz
MUSCLE v5 (Edgar, 2004).

Kompletne sekwencje IGS wyekstrahowano z jednostek rDNA i dopasowano przy
uzyciu programu MUSCLE (Multiple Sequence Compare by Log-Expectation). W
programie EMBOSS Dot Matcher dla otrzymanych sekwencji IGS wykonano wykresy
dot plot odstgpéw migdzygenowych, gdzie rozmiar ramki zawierajacej blok miedzy
powtdrzeniami odpowiadat dlugosci miedzy powtdrzeniami, otrzymane wykresy

zweryfikowano w programie Geneious 9 (Rice i Longden, 2000; Drummond i in. 2011).

Aby znalez¢, okresli¢ 1 przeanalizowa¢ powtarzalne motywy w regionach IGS,

wykorzystano pakiet MEME Suite 5.0.1. (Bailey i in. 2009).

Do ustalenia sekwencji motywow uzyto narzedzia MEME, weryfikacja motywow
zostala przeprowadzona za pomocg MAST. Motywy zostaly recznie dostosowane za
pomocg edytora BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999; Edgar, 2004; Bailey i
in. 2009). Zakres minimalnej i maksymalnej szerokosci pojedynczego motywu
iteracyjnego dla gatunku Erica ustalono na 100-150 pz oraz 20-200 pz w przypadku
Chamaedaphne calyculata. Na podstawie wartosci E-value poszczegolnych

wygenerowanych motywow wybrano najbardziej odpowiedniag dtugos¢ motywow.
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Przypisanie przypuszczalnych miejsc TIS (miejsca inicjacji transkrypcji) i TTS (miejsca
terminacji transkrypcji) przeprowadzono po kompleksowej analizie porownujacej
sekwencje z danymi literaturowymi w odniesieniu do r6znych gatunkéw w krolestwie

roslin.

Informatywno$¢ filogenetyczng (Pl) regiondéw w obrgbie rDNA 0szacowano,
podobnie jak w przypadku genow cpDNA, za pomocg serwera PhyDesign, a profile
informatywnos$ci filogenetycznej wykre§lono w odniesieniu do nieskalibrowanego
drzewa (Lopez-Giraldez i Townsend, 2011). PATHAS8 uzyto do drzewa 0 ultrametryzacji
stosowanego do natozenia historycznych zmian w wspoéiczynnikach substytucji, ktore
uzyskano za pomocg ML o ultrametryzowanym obliczeniu dla pelnej jednostki rDNA
(Britton i in. 2007). Korzen drzewa ustalono na czas ewolucyjny 1, a wskazowki na czas

0 dla uzyskania wzglednego wieku kladow.

Obliczenia PI dla zestawow tych danych nukleotydowych oszacowano rowniez
przy uzyciu programu HyPhy, wykorzystujacego empiryczne czgstotliwosci podstawowe
i odwracalny w czasie model substytucji (Pond i in. 2005). Wygenerowano dwa typy
profili: profil og6lny sieciowy oraz drugi, powstaly w przeliczeniu na miejsca
filogenetycznej informatywnos$ci dla wybranych regionow w obrgbie rDNA. Wyniki
informatywnosci filogenetycznej zostaly rozszerzone o analiz¢ kladogramow obliczong
osobno dla regionu 3'ETS + NTS oraz dla kompletnej sekwencji ITS (ITS1 + ITS2) z
zastosowaniem metody maksymalnego podobienstwa (ML) w programie MEGA11, za
pomoca ktérego przeprowadzono takze szczegotowa analize zmiennosci genetycznej W
obrebie poszczegolnych regiondw NOR oraz detekcje mutacji typu SNP (Tamura i in.
2021).
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4.  Wyniki

4.1. Wyniki sekwencjonowania bibliotek i organizacji otrzymanych

genomow chloroplastowych

Biblioteki genomowe siedmiu gatunkéw zsekwencjonowanych za pomocg
platformy Miseq 600v3, osiagnely bardzo rozbiezne wielkosci.
Wielkos¢ zsekwencjonowanej biblioteki dla gatunku Erica multiflora wyniosta warto$¢
najwyzszag 713 808000 pz, =z taczng liczbg 2 379360 odczytow.
Natomiast dla gatunku Erica imbricata wielkos¢ zsekwencjonowanej biblioteki wyniosta
zaledwie 1 484 600 pz, z taczna liczbg 4 948 odczytow.

Z kolei biblioteka genomowa Erica versicolor zsekwencjonowana za pomoca
platformy HiSeq 2000, osiagneta wielkos¢ 472 134800 pz, z taczng liczba
3 147 565 odczytow.

Zestawienie  wielkosci  wszystkich ~ zsekwencjonowanych  bibliotek  dla
o$miu badanych reprezentantow z rodzaju Erica wraz z laczng liczbg odczytow

zaprezentowane zostato w Tabeli 2.
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Tabela 2. Dlugos¢ i liczba odczytow dla poszczegdlnych osobnikow, uzyskanych z

sekwencjonowania NGS (catkowity otrzymany zas6b genomowy)

Nazwa gatunku

Liczba odczytow

Wielko$¢ zsekwencjonowanej

biblioteki [pz]

Erica arborea 1853478 556 043 600
Erica cinerea 188 106 56 432 000
Erica globiceps 1 306 262 391 878 800

Erica imbricata 4948 1484 600
Erica multiflora 2 379 360 713 808 000
Erica plukenetii 281 505 84 451 500
Erica vagans 413 016 123 905 000
Erica versicolor 3 147 565 472 134 800

85



4.1.1. Genom chloroplastowy Erica versicolor — wyniki
sekwencjonowania i organizacja

Kompletny genom plastydowy Erica versicolor ma diugos¢ 174 587 par zasad
(Rycina 4), wlaczajac region LSC o dtugosci 101 464 unikalnych par zasad, oddzielony
od regionu SSC dtugosci 2 571 pz przez dwa regiony odwrdconych powtorzen o dtugosci
35 276 pz kazdy. Region IR wystepuje pomigdzy trnT-UGU a rpl32. Wszystkie regiony
kodujace, wliczajac w to introny (95 234 pz), stanowig 54,54% catego cpDNA, natomiast
rejony migdzygenowe (79 353 pz) stanowig pozostate 45,46%. Plastom koduje 112
genoéw, wykluczajac drugi region powtdrzeniowy, korespondujacych do 80 genow
kodujacych biatka, 4 rybosomalne RNA (rRNA) i 28 unikalnych genéw transportujacych
RNA (tRNA) (Tabela 3). W rejonach IR znajduje si¢ 30 zduplikowanych genow, wsrod
ktoérych m.in. wystepuje 6 genéw z grupy podjednostki dehydrogenazy NADH, 4 geny z
grupy rRNA, 8 genow z grupy tRNA oraz pojedyncze z innych grup. Potencjalnymi
genami kodujacymi biatka sg matK w LSC i ycf15 w IR.

Geny zidentyfikowane w genomie plastydowym sa przedstawione w Tabeli 4.
Sekwencj¢ genomu chloroplastowego Erica versicolor zdeponowano w bazie danych

GenBank, otrzymujac dla niej numer akcesyjny MW282955.
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Erica versicolor

chloroplast genome
174,568 bp

M phatosystem |

[l photosystem 11

[H cytochrome bif complex
[ ATP synthase

[ NADH dehydragenase
[ RubisCO large subunit
[l RNA polymerase

[0 ribosomal proteins (SSU)

[ ribosomal proteins (LSU)

M clpP, matk

B other genes

O hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
M transfer ANAs

M ribosomal RNAs

Rycina 4. Mapa genomu chloroplastowego Erica versicolor. Geny umieszczone po wewnetrznej
stronie okregu sg transkrybowane w kierunku przeciwnym wobec ruchu wskazowek zegara,
natomiast kierunek transkrybowania genow ulokowanych po zewngtrznej stronie okrggu
zachodzi zgodnie z ruchem wskazowek zegara. Strzalki wskazujg kierunek transkrypcji.
Wewngetrzny okrag wskazuje duzy region pojedynczych kopii (LSC), regiony odwréconych
powtorzen (IRA, IRB) i maly region pojedynczych kopii (SSC). Zwizualizowano na nim
zawartos¢ G/C (odcien ciemnoszary) i A/T (odcien jasnoszary). Geny sg oznaczone kolorami na
podstawie ich funkcji, przynaleznosci do odpowiednich rodzin przytoczonych w legendzie
ponizej genomu.
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Tabela 3. Dystrybucja genéw w regionie plastydowym u Erica versicolor

LSC IR SSC Razem
ORF 62 (r\:;at[:;z)aja}c 17 1 80
tRNA 20 (+2%) 8 0 28
rRNA 0 4 0 4
Razem 82 29 1 112

*wystepujace zarowno w LSC, jak i w IR

Tabela 4. Geny ustalone w genomie chloroplastowym Erica versicolor (*(geny zlokalizowane w

regionach pojedynczych kopii. °pseudogeny, °geny zlokalizowane w regionie odwrdconych

powtdrzen,®2 kopie, 1 funkcjonalna i 2 pseudogen)

Nazwy genow

Rodzaj genu

accD?

Karboksylaza acetylo-CoA

atpA?, atpB?, atpE?, atpF?, atpH?, atpl?

Podjednostki syntazy ATP

petA°, petB?, petD?, petG?, petL?, petN?

Podjednostki kompleksu b/f cytochromu

CCSA°® Biatko cytochromu ¢
cemA° Biatko jadrowej membrany
matk? Maturaza K

rrmd.5¢ rrn5°¢, rrnl6 ¢, rrn23°¢ Rybosomowe RNA
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Tabela 4. Ciag dalszy.

Nazwy genow

Rodzaj genu

ndhA®, ndhB& ndhC? ndhD¢ ndhES,
ndhF®, ndhG® ndhH¢, ndhl®, ndhJ?
ndhK?

Podjednostki dehydrogenazy NADH

psaA? psaB? psaC®, psal®, psaJ?

Podjednostki fotosystemu |

psbA?, psbB?, psbC? psbD?, psbE?,
psbF?, psbH?, psbl?, psbJ?, psbK?, psbL?,
psbM?, pshT?, pshz?

Podjednostki fotosystemu Il

rpoA®Y, rpoB?, rpoC12, rpoC22

Podjednostki polimerazy RNA

rbcL?

Duza podjednostka Rubisco

rps2?, rps3?, rpsd?, rps7?, rps8?, rpsll?,
rpsl2?, rpsl4?, rpsl5° rpsl6®, rpsl8?,
rps19?

Bialka matlej podjednostki rybosomu

rpl22, rpll4 @ rpll6 2 rpl20?, rpl22?
rpl23?, rpl32°, rpl33?, rpl36?

Biatka duzej podjednostki rybosomu

ycf12¢d, yef2?, yef3?, yefd®, yef15¢

Hipotetyczne geny
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Tabela 4. Ciag dalszy.

Nazwy genow

Rodzaj genu

trnA-UGC ¢, trnC-GCA?, trnD-GUC?
, trnE-UUC 2 | trnF-GAA 4, trnG-GCC
& trnG-UCC?, trnH-GUG ? |, trnl-GAU
¢ trnK-UUU @, trnL-CAA 2 trnL-UAA
& trnL-UAG ¢, trnM-CAU ? ¢, trnN-
GUUE, trnP-UGG?, trnQ-UUG?, trnR-
ACG ¢, trnR-UCU 8, trnS-GGA &,trnS-
GCU?, trnS-UGA?, trnT-GGU?, trnT-
UGU # ¢ trnV-GAC ¢, trnV-UAC &
trnW-CCA? trnY-GUA?

Transportujace RNA

clpP?® 4 infA?

Pozostate geny
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4.1.2. Genom chloroplastowy Erica arborea — wyniki
sekwencjonowania i organizacja

Kompletny genom plastydowy Erica arborea ma dtugo$¢ 170 390 pz (Rycina 5),
wilaczajac region LSC o dhugosci 97 240 unikalnych par zasad, oddzielony od regionu
SSC dhugosc 2 570 pz przez dwa regiony odwroconych powtorzen o dlugosci 35 290 pz
kazdy. Region IR wystepuje pomiedzy trnT-UGU a rpl32. Wszystkie regiony kodujace,
wliczajac w to introny (96 063 pz), stanowig 56,38% catego cpDNA, natomiast rejony
miedzygenowe (74 327 pz) stanowig pozostate 43,62%. Plastom koduje 115 genow,
wykluczajac drugi region powtorzeniowy, korespondujacych do 82 genéow kodujacych
biatka, 4 rybosomalne RNA (rRNA) i 29 unikalnych gendéw transportujacych RNA
(tRNA) (Tabela 5). W rejonach IR znajduje si¢ zduplikowanych 32 genow, wsrod
ktoérych m.in. wystepuje 6 genéw z grupy podjednostki dehydrogenazy NADH, 4 geny z
grupy rRNA, 9 gendéw z grupy tRNA oraz pojedyncze z innych grup. Potencjalnymi
genami kodujacymi biatka sg matK i LSC i ycf68 w IR.

Geny zdetektowane w genomie plastydowym sg przedstawione w Tabeli 6.
Sekwencje genomu chloroplastowego Erica arborea zdeponowano w bazie danych

GenBank, otrzymujac dla niej numer akcesyjny MW338736.
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Erica arborea

chloroplast genome
170,390 bp

M phatosystem |
[ photosystem I
[H cytochrome bif complex
@ ATP synthase
[ NADH dehydragenase
B RubisCO large subunit
[l RNA polymerase

[0 ribosomal proteins (SSU)

[ ribosomal proteins (LSU)

[ clpP, matK

[ other genes

[ hypothetical chioroplast reading frames (ycf)
M transfer ANAs

M ribosomal RNAs

Rycina 5. Mapa genomu chloroplastowego Erica arborea. Geny umieszczone po wewnetrznej
stronie okregu sg transkrybowane w kierunku przeciwnym wobec ruchu wskazowek zegara,
natomiast kierunek transkrybowania genow ulokowanych po zewnetrznej stronie okrggu
zachodzi zgodnie z ruchem wskazowek zegara. Strzatki wskazujg kierunek transkrypcji.
Wewngtrzny okrag wskazuje duzy region pojedynczych kopii (LSC), regiony odwroconych
powtdrzen (IRA, IRB) i maty region pojedynczych kopii (SSC).. Zwizualizowano na nim
zawarto$¢ G/C (odcien ciemnoszary) i A/T (odcien jasnoszary). Geny sg oznaczone kolorami na
podstawie ich funkcji, przynaleznosci do odpowiednich rodzin przytoczonych w legendzie

ponizej genomu.
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Tabela 5. Dystrybucja genéw w regionie plastydowym u Erica arborea

LSC IR SSC Razem
ORF 63 (r\:;at[:;z)aja}c 18 1 82
tRNA 21 (+2%) 8 0 29
rRNA 0 4 0 4
Razem 84 30 1 115

*wystepujace zardéwno w LSC, jak i w IR

Tabela 6. Geny ustalone w genomie chloroplastowym Erica arborea (*geny zlokalizowane w

regionach pojedynczych kopii. °pseudogeny, °geny zlokalizowane w regionie odwrdconych

powtdrzen, 92 kopie, 1 funkcjonalna i 2 pseudogen)

Nazwy genow

Rodzaj genu

accD?

Karboksylaza acetylo-CoA

atpA?, atpB?, atpE?, atpF?, atpH?, atpl?

Podjednostki syntazy ATP

petA°, petB?, petD?, petG?, petL?, petN?

Podjednostki kompleksu b/f cytochromu

CCSA°® Biatko cytochromu ¢
cemA° Biatko jadrowej membrany
matkK?® Maturaza K

ndhA°®, ndhB? ndhC? ndhD¢, ndhES,
ndhF®, ndhG¢, ndhH¢®, ndhl®, ndhJ?,
ndhK?

Podjednostki dehydrogenazy NADH

psaA?, psaB?, psaC¢, psal®, psaJ?

Podjednostki fotosystemu |
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Tabela 6. Ciag dalszy.

Nazwy genow

Rodzaj genu

psbA?, psbB?, pshC? psbD?, psbE?,
psbF?, psbH?, psbl?, psbJ?, psbK?,
psbL?, psbM?, psbN?, psbT?, pshz?

Podjednostki fotosystemu 11

rrnd.5¢ rr5¢, rrn16 ¢, rrn23°

Rybosomowe RNA

rpoA® ¢ rpoB?, rpoC12, rpoC22

Podjednostki polimerazy RNA

rbcL?

Duza podjednostka Rubisco

rpsl12?, rpsl4?, rpslse, rpsl6°, rpsld?,
rps19?

rps2?, rps3?, rpsd?, rps7é, rps8?, rpsli?,

Biatka matej podjednostki rybosomu

rpl22, rpl142, rpll6?2, rpl202, rpl228,
rpl23?, rpl32°, rpl33?, rpl36?

Biatka duzej podjednostki rybosomu

ycf12¢ 4 yef22, yef3?, yefd®, yef152,
ycf68°

Hipotetyczne geny
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Tabela 6. Ciag dalszy.

Nazwy genow

Rodzaj genu

trnA-UGC ¢, trnC-GCA 2, trnD-GUC @
trnE-UUC 2 | trnF-GAA &, trnG-GCC @,
trnG-UCC 2, trnH-GUG 2 |, trnl-CAU 2,
trnl-GAU ¢ trnK-UUU 28, trnL-CAA ?
trnL-UAA 2, trnL-UAG ¢, trnM-CAU & ¢,
trnN-GUU ¢, trnP-UGG 2, trnQ-UUG ?,
trnR-ACG ¢, trnR-UCU 2 trnS-GGA
atrnS-GCU 2 | trnS-UGA 2, trnT-GGU 2,
trnT-UGU 2 ¢, trnV-GAC ¢, trnV-UAC 2,
trnW-CCA? trnY-GUA?

Transportujagce RNA

clpPad infA?

Pozostale geny
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4.2. Charakterystyka otrzymanych genoméow

4.2.1. Analiza sekwencji powtérzeniowych

Analize sekwencji powtdrzeniowych w otrzymanych dwoch kompletnych
plastomach z rodzaju Erica przeprowadzono w trzech etapach. Pierwszym etapem byto
okreslenie liczby i1 rozmieszczenia prostych powtorzen sekwencji (SSR), w drugiej
kolejnosci zlokalizowano powtdrzenia oligonukleotydowe, trzecim krokiem byto

natomiast wyznaczenie liczby i lokalizacji powtdrzen tandemowych (TD).

Detekcja za pomoca programu MISA ujawnita 874 proste powtdrzenia sekwencji
(SSR) w genomie chloroplastowym Erica versicolor, ktore obejmowaly nastepujaca
liczbe w typach powtdrzen: 475 powtdrzen mononukleotydowych, 66 dinukleotydowych,
319 trinukleotydowych, 13 tetranukleotydowych i 1 powtdrzenie pentanukleotydowe
(Rycina 7). Ten rozktad SSR w caltym genomie chloroplastowym wykazat obecnos¢ 72%
SSR w regionach niekodujacych, 26,2 % w regionach CDS oraz 1,8 % w genach tRNA i
rRNA (16 SSR).

W genomie chloroplastowym Erica arborea wykryto 814 prostych powtorzen
sekwencji (SSR), ktore obejmowaly nastgpujaca liczbe w typach powtdrzen: 439
powtorzen mononukleotydowych, 56 dunukleotydowych, 307 trinukleotydowych, 11
tetranukleotydowych i 1 powtdrzenie pentanukleotydowe (Rycina 7). Taki rozktad SSR
w calym genomie chloroplastowym wykazat obecno$s¢ 70,4% SSR w regionach

niekodujacych, 28,1 % w regionach CDS oraz 1,5 % w genach tRNA i rRNA (13 SSR).

Poréwnania powtorzen SSR w analizowanych genomach wykazato, Ze najbardzie;
rozpowszechnione byty powtorzenia mononukleotydowe (z duza liczbg motywow A/T),
nastepnie trinukleotydowe (z duza liczbg motywow AAG/CTT), a nastepnie powtorzenia
dinukleotydowe (z duzg liczbg motywow AT/TA), pentanukleotydy i heksanukleotydy
znaleziono w niewielkich liczbach bez wyraznie wyodrebniajacych si¢ powtarzalnych

motywow nukleotydowych (tabele Suplementow 7-10).
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Wykryte SSR w genomach chloroplastowych Erica arborea i Erica versicolor
reprezentujg wysoki udziatl nukleotydow A (27%, 27,4 %) oraz nukleotydow T (24,7%,
24,5%). Wiekszos¢ SSR wykryta zostala w regionie LSC, a nastepnie w regionie IR, z

wylaczeniem regionu SSC.

Analiza programem REPuter po zignorowaniu powtérzen i zbednych powtorzen
tRNA ujawnita po 50 powtoérzen oligonukleotydowych (powyzej 30 pz), z ktérych u
Erica arborea 24 byly do przodu (F), a 26 powtdrzen bylo odwrotnych (R).
Nie wykazano wystgpowania powtorzen palindromowych. Natomiast u Erica versicolor
25 powtorzen byto do przodu (F), a 25 powtorzen odwrotnych (R), rowniez nie wykryto
powtdrzen typu palindromowego. Wiekszos¢ powtorzen oligonukleotydowych obecna
byta w regionie LSC, przy czym najwigksza liczba tych powtdrzen wystepowata w
regionach niekodujacych, podczas gdy tylko kilka powtorzen oligonukleotydowych
znaleziono w genach kodujacych biatka, gtownie w ycfl i ndhl. Dlugos¢ ujawnionych
powtdrzen oligonukleotydowych wahata si¢ od 187 pz do 704 pz u Erica arborea oraz
odpowiednio od 193 pz do 706 pz u Erica versicolor. Najwigksze powtorzenia znaleziono
w regionach niekodujacych petB i petD, rps7 i ndhB oraz ycfl5 i ndhF. Dystrybucje¢
powtorzen oligonukleotydow w dwoch gatunkach z rodzaju Erica zestawiono wedtug

dhugosci powtorzen i frekwencji wystepowania w tabelach Suplementu 11 i 12.

Za pomocg programu TRF (Tandem Repeats Finder) 4.09 przeprowadzono
zaawansowane wyszukiwania kazdej z sekwencji plastomow.
Zidentyfikowano 92 powtorzenia tandemowe w plastydowym genomie Erica versicolor,
rozmieszczone praktycznie calkowicie w regionach niekodujgcych oraz jedynie
jednostkowo w regionach CDS. Wielko$¢ okresu powtorzen tandemowych stanowila
rozpigtos¢ od 2 pz do 330 pz. Sposrod 92 powtdrzen zanotowano jedynie 8 o matym
rozmiarze wzorca powtorzenia tandemowego (0d 2 do 6 pz), wickszos¢ ma duze rozmiary
wzorca powtorzenia tandemowego — wielkosci bardzo roznorodne, nie tworzace
charakterystycznych motywow, o wartosciach rzgdu 24, 35, 63, 99, 131 pz. Stwierdzono,
iz genom chloroplastowy Erica versicolor posiada gtownie powtorzenia tandemowe z
liczbg kopii w granicach od 2 do 6, cho¢ zanotowano wystgpowanie wyjatkowych

powtorzen powielonych kilkunastokrotnie, a nawet kilkudziesieciokrotnie.
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W genomie plastydowym Erica arborea zidentyfikowanych zostato 99 powtoérzen
tandemowych, réwniez rozlokowanych w glownej mierze w regionach niekodujacych
plastydu oraz jedynie w pojedynczych przypadkach w regionach CDS. Wielko$¢ okresu
powtorzen tandemowych w tym gatunku plasuje si¢ w granicach od 3 pz do 330 pz,
natomiast powtorzenia tandemowe wystepuja z liczba kopii od 2 do 63. Sposrod 99
powtdrzen zanotowano jedynie 12 o malym rozmiarze wzorca powtdrzenia tandemowego
(od 2 do 6 pz), wickszos¢ ma duze rozmiary wzorca powtdrzenia tandemowego —
wielkosci bardzo roznorodne, podobie jak u Erica versicolor nie wyodrebniajg
charakterystycznych uktadow motywow (21, 33, 39, 63, 84 99, 164 pz). Odsetek
dopasowan migdzy sasiednimi sekwencjami wahat si¢ od 79 do 100, podczas gdy odsetek
indekso6w wahat si¢ od 0 do 20. Sugeruje to mozliwe mutacje w ewolucji gatunkow z

rodzaju Erica.

Zestawienie sekwencji powtorzen tandemowych w genomach chloroplastowych
Erica arborea i Erica versicolor przedstawiono w tabelach Suplementu 13 oraz 14, zas

graficznie zwizualizowano je za pomocg programu Circos (Rycina 6).
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Rycina 6. Wykres Circos oparty na catkowitym dopasowaniu genoméw chloroplastowych
miedzy dwoma gatunkami rodzaju Erica przedstawionymi w pracy. Mapa potaczen dotyczy
wizualizacji zdetektowanych powtorzen tandemowych w genomach chloroplastowych, ktorych

warto$¢ dopasowania wyniosta minimum 90%.
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Rycina 7. Zestawienie liczbowe sekwencji powtorzeniowych mikrosatelitarnych w genomach
chloroplastowych rodzaju Erica
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4.2.2. Analiza regionéw odwroconego powtorzenia (IR)

Badania najnowszej filogenetyki plastydowej prowadzone na przestrzeni ostatnich
lat wyjasniajgce filogenezg¢ roslin okrytozalagzkowych sugeruja, ze region odwrdoconych
powtorzen (IR) moze stanowi¢ cenne zrodto danych rozwigzujacych problemy
wnioskowania filogenetycznego w niektorych, gléwnie problematycznych, weztach,
pomagajac np. z sukcesem rozdzieli¢ poszczegdlne klady. IR sg w analizach szczegdlnie
przydatne do szacowania glebszych poziomow filogenetycznych, co ma kluczowe
znaczenie dla pelnego zrozumienia rozwoju, morfologii i historii ekologicznej roslin.
Stanowi zatem obiecujacy marker stuzacy do zobrazowania wysokiej rozdzielczosci
glebokich rozbieznosci genetycznych, mogacy pomodc rozwigzaé pozostajagce wcigz

nierozwiktane obszary problemowe w filogenezie konkretnych grup organizmow.

Wsp6lng cecha charakterystyczng niemal wszystkich genomow plastydowych
ro$lin ladowych jest podzial genomu plastydu na duza i mala pojedyncza kopi¢ przez
region IR. Znaczaca wigkszo$¢ roslin okrytozalazkowych posiada regiony IR o zblizonej
dhugos$ci, na zmiany w ich rozmiarach wptywa rozszerzanie i kurczenie si¢ koncoéw IR,
proces pseudogenizacji poniektorych genow, np. genow ycf 2, ndh B czy rpl 23, czy tez
sporadyczna utrata intronéw w wielu taksonach, np. gen ndh B i introny rpl 2

(Asaf i in. 2020; Wang i in. 2021; Wu i in. 2021).

Region odwroconych powtorzen (IR) charakteryzuje si¢ wysokim stopniem
konserwatywnosci w strukturze oraz stosunkowo niskim tempem ewolucji w zestawieniu
z regionami pojedycznych kopii, co wykazuje pozytywny impakt na oceng
filogenetyczna, szczegolnie wyzszych jednostek taksonomicznych, zmniejszajac wplyw
wysycenia mutacjami. Pomimo niskiego tempa ewolucji w IR badania dowodzg, ze
analizy maksymalnego podobienstwa (ML) i maksymalnej parsymonii (MP) regionu IR
wykazaly wysoka zgodno§¢ z analizami filogenomicznymi plastydow. Jedynym
uchybieniem byly glebsze wezty drzew maksymalnej parsymonii (MP) wykazujace btad
wynikajacy z dtugosci gatezi.
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Ogolnie nizsze wsparcie obserwowane w drzewach IR dla gatezi, ktore byty trudne
do rozwigzania w innego typu analizach, prawdopodobnie odzwierciedlajg stosunkowo
niski wspotczynnik ewolucji w obrebie IR, skutkujacy mniejsza liczbg znakow
obstugujacych poszczegdlne gatezie. Niemniej jednak ten niski wskaznik okazal sie
korzystny w rekonstrukcji pokrewienstwa w obrebie niektorych grup (Asaf i in. 2020;
Wang i in. 2021).

Zsekwencjonowane catkowite regiony odwroconego powtorzenia (IR) plastydow z
rodzaju Erica dla dwoch gatunkéw, lacznie z istniejagcymi danymi IR pozwolity na
zestawienie duzego, bogatego w znaki zestawu danych. Kompletna macierz danych
zawierata 14 akcesji, w tym 13 gatunkow z rodziny Ericaceae i sekwencje gatunku
Actinidia arguta (aktinidia ostrolistna/ mate kiwi z rodziny Actinidiaceae, rzedu Ericales
- wrzosowcow) jako grupe zewnetrzng. Polaczenie tych sekwencji moze ztagodzié
problemy z niska gesto$cig taksonéw obserwowang w zestawie danych genomow
plastydowych, zapewniajac wyzsza rozdzielczo$¢ danych oraz wsparcie dla relacji
filogenetycznych na glebszym poziomie, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem relacji w

obrebie rodziny Ericaceae.

Relacje w drzewie MP byly w duzej mierze zgodne z tymi w drzewie ML, nie

wykazano kluczowych roznic topologicznych (Rycina 8).



Erica versicolor
Erica arborea
Chamaedaphne calyculata
< Vaccinium vitis-idaea
Vaccinium bracteatum
Vaccinium uliginosum
Vaccinium oldhamii
Vaccinium macrocarpon
86 Rhododendron delavayi
Rhododendron platvpodum
08 Rhododendron pulchrum
Arbutus unedo
Pyrola rotundifolia

Actinidia arguta

Rycina 8. Drzewo zbudowane na regionach IR gatunkow z rodziny Ericaceae. Grupe zewnetrzng

stanowil gatunek Actinidia arguta. Warto$ci bootstrap ponizej 50% zostaty ukryte.

103



Narzedzie IR Scope stuzace do wizualizacji gené6w na granicach miejsc polaczen
genomu chloroplastow, daje najbardziej obiecujace wyniki dla plikow organizméw blisko
spokrewnionych. Pozwala na zaprezentowanie architektury genetycznej maksymalnie
dziesieciu genomow chloroplastowych w poblizu miejsc taczacych region odwrdconych
powtdrzen (IR) z kréotkim oraz dlugim regionem pojedynczej kopii (SSC i LSC), miejsc
tych jest cztery (JS — junction site). Kazde z miejsc JS migdzy konkretnymi regionami w
genomie ma wilasng nazw¢ i symbol: JLB to miejsce migdzy IRb a LSC, JSB oznacza
miejsce tgczace IRb z SSC, JSA to potgczenie regionu SSC z IRa, natomiast JLA

odpowiada miejscu taczacemu region |IRa z LSC.

Organizacja genomu w tych wzdluz tych miejsc ma donioste znaczenie moze
bowiem wskazywaé np. dryf ewolucyjny w analizowanych liniach. Obszary te sg
korygowane na drodze ewolucji, a ich rozrastanie si¢ i kurczenie (obszaru granicznego

IR i SSC) wptywa na zmiennos$¢ wielko$ci genomow plastydowych (Wang i in. 2021).

Wykres wygenerowany w narzgdziu IR Scope przeskalowany jest do
realistycznego rozmiaru par zasad nukleotydow w obszarach potaczenia, jego
interpretacja zdaje si¢ by¢ pomocna w formutowaniu celnych hipotez dotyczacych
homologii migdzy ré6znymi liniami, w analizie strukturalnej 1 poréwnawczej genomow.
Obrazuje rozdzielone wyrazne cztery sekcje: LSC, IRb, SSC i IRa z nadanymi

konkretnymi kolorami (Rycina 9).
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Rycina 9. Odlegtos¢ miedzy sgsiednimi genami a potaczeniami duzej pojedynczej kopii (LSC),
matej pojedynczej kopii (SSC) i dwoch odwroconych powtorzen (IR) wsréd genomow cp z
dwunastu gatunkow z rodziny Ericaceae. Kazdy gatunek i odpowiadajaca mu dtugo$é sekwencji
genomu chloroplastow sa przedstawione po lewej stronie kazdej sciezki. Geny transkrybowane
na nici dodatnie i ujemne sg przedstawione powyzej 1 ponizej odpowiadajacych im Sciezek
odpowiednio w kierunkach od prawej do lewej i od lewej do prawej. Strzatki pokazuja odlegtos¢
pz poczatkowej lub koncowej wspotrzednej danego genu od odpowiedniego miejsca potaczenia.
W przypadku gendéw rozciagajacych sie z jednego regionu do drugiego, pasek T na goérze lub
ponizej pokazuje zasieg ich czgsci wraz z odpowiadajacymi im warto$ciami. Geny w poblizu

skrzyzowan to realistycznie wyskalowane projekcje odleglosci pz dla kazdego miejsca.
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Rycina 10. Porownanie sekwencji regiondw odwrdconych IR trzynastu gatunkéow z rodziny
Ericaceae. Graficzna informacja o podobienstwie oparta na mVISTA przedstawia identyczno$é
sekwencji IR z Actinidia arguta jako regionem odniesienia. Dla wykreséw zastosowano punkt
odcigcia 50% identycznosci. Na kazdym wykresie 0§ w skali Y reprezentuje identycznosé
procentowg (50 do 100%). Przerywane przestrzenie wskazujg bardzo rozbiezne regiony w
poréwnaniu z regionem odniesienia. Cyfry odpowiadajg kolejno nastgpujacym gatunkom: 1 —
Ericaversicolor, 2 — Erica arborea, 3 — Arbutus unedo, 4 — Chamaedaphne calyculata, 5 — Pyrola
rotundifolia, 6 — Rhododendron delavai, 7 — Rhododendron platypodum, 8 — Rhododendron
pulchrum, 9 — Vaccinium bracteatum, 10 — Vaccinium macrocarpon, 11 — Vaccinium oldhamii,
12 — Vaccinium uliginosum, 13 — Vaccinium vitis-idaea.
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Poréwnano szczegétowo strukture graniczng 12 genomoéw chloroplastowych z
rodziny Ericaceae (Rycina 9). Regiony IR Vaccinium bracteatum i Vaccinium vitis-idaea
zawierajg w obszarze IRA gen rpl32 i na granicy IRA/LSC zawierajg cze$¢ genu psbA.
Wyro6zniajace w analizie pordwnawczej jest, iz Vaccinium vitis-idaea zawiera dwie kopie
genu psbA: Jeden na granicy IRA/LSC, a drugi w regionie IRB. Dwie kopie tego genu
posiada takze Chamaedaphne calyculata, z ta roznica, ze u tego gatunku jest on
zlokalizowany w regionie LSC po obu stronach granicznych. W rodzaju Vaccinium
zlokalizowano gen ndhF w regionie SSC, od 92 do 203 pb od granicy z IRA. Gen rpl32
przebywajacy w IRB, 616-669 bp dalej od granicy SSC/IRA. U Vaccinium uliginosum i
Vaccinium vitis-idaea gen trnV-UAC o wielkosci 38 pz zlokalizowany byt w region LSC,
podczas gdy Vaccinium macrocarpon posiada wariant 661 pz, a Vaccinium bracteatum

nie posiada w ogodle tego genu.

Genomy z rodzaju Erica wykazuja podobienstwo do wspotanalizowanych
gatunkéw pod wzglegdem wystepowania genu rpl32 w regionach odwroconych
powtdrzen. Kwestig indywidualng jest wystepowanie w LSC na granicu JBL genu rps4,
zarowno u Erica arborea, jak i Erica versicolor oraz genu trnT w regionach IR. Ogolna
struktura dla tych dwdch gatunkow jest zblizona. R6Znicg sa niuanse np. w odlegtosci od
granic czy dhugosci genow. W przypadku chociazby regionu SSC odlegtosé¢ genu ndhF
od granic wynosita odpowiednio do granicy JSB 303 pz dla Erica arborea i 315 pz dla
Erica versicolor oraz do granicy JSA 17 pz dla Erica arborea i 19 pz dla Erica

versicolor.

Gatunek wybrany jako swego rodzaju referencja dla pordwnania tych regionow,
czyli Camellia azalea wykazal najwicksze aberracje i odstepstwa w budowie oraz
sktadzie genowym struktury granicznej. Cze$¢ genu rps19 potozona jest w regionie LSC,
cze$¢ przechodzi na region IRb. Regiony IR tego gatunku posiadaja geny rpl2 oraz ycf1,
przy czym w przypadku regionu IRa cze$¢ genu ycfl potozona jest w regionie SSC.
Obecnos¢ genu trnH w regionie LSC na granicy z IRa (JLA) ukazuje czeSciowe
podobienstwo do aranzacji genow w tej strukturze dla gatunkow Arbutus unedo oraz
Pyrola rotundifolia, ktére 6w gen maja umiejscowiony W regionach IR granicznie do

LSC, w odlegtosci odpowiednio 217 pz (Pyrola rotundifolia) i 236 pz (Arbutus unedo)
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od granicy z LSC. Jednakze zlokalizowany jest on w regionie LSC, blizej granicy z IRb.
Gen trnH w strukturze granicznej wystapit takze u Vaccinium oldhamii, 454 pz od JLB.

Ponadto w regionach IR tych dwodch gatunkéw wystepuje gen trnL, ze strony
granicy z SSC. Gen rpl32 nie wystgpuje u nich, jak u wszystkich analizowanych w
obszarze IR. U Arbutus unedo gen ten zostat transportowany w obszar SSC (odlegto$¢
147 pz od JSB), natomiast u Pyrola rotundifolia w obrebie struktury granicznej nie
wystepuje wcale. Posiada on natomiast jako jedyny z dwunastu, gen ccsA ulokowany w
IRD i przechodzacy w region SSC, oraz w regionie IRa w odlegtosci 22 pz od SSC na
granicy JSA. Unikalng cecha tych gatunkéw jest takze wystepowanie genu rpl23 w
regionie LSC na granicy z IRb, u Arbutus unedo dostownie na styku (zerowa odlegtos¢
od granicy), u Pyrola rotundifolia odlegto$¢ 55 pz od JLB. Jedynym wspdlnym i statym
komponenetem struktury granicznej dla wszystkich gatunkow poddanych tej analizie jest
gen ndhF zlokalizowany w regionie SSC, ktory zmienia jedynie swoja wielko$¢ oraz
odleglo$¢ od granic z IR. Pozostate ulegaja rozmaitym rearanzacjom i translokacjom.
Struktura Rhododendron delavai jest najblizsza og6lnej aranzacji w rodzaju Vaccinium .
Pozostate struktury zachowuja specyfike rodzajowa i wykazuja charakterystyczng

architektonike tych obszarow.

Analiza wyrownania Mauve 2.3.1. zostata przeprowadzona na wybranych
reprezentantach: Erica versicolor, Chamaedaphne calyculata, Vaccinium macrocarpon,
Rhododendron platypodum, Arbutus unedo oraz — bedaca referencja przy sporzadzaniu
drzewa ML — Actinidia arguta. Wykazano wyrazne przegrupowania mi¢dzygatunowe Z
nieznacznym stopniem podobienstwa w poszczegdlnych regionach. Najwiekszy model
podobienstwa zaobserwowano pomigdzy gatunkami Vaccinium macrocarpon a
Chamaedaphne calyculata. Odkryto, ze kolejno$¢ genéw plastomow Chamaedaphne jest
wspotliniowa z Vaccinium, ale nie jest wspotliniowa z kolejnoscia Rhododendron.
Kolejnos¢ gendow plastoméw z pigeciu rodzajow z rodziny wrzosowatych jest
wspotliniowa, jednak rzedy mozna wyjasnic przez wigcej niz dziesie¢ inwersji. Widoczne
rearanzacje 1 rekombinacje w obrgbie poddanych wyrdwnaniu sekwencji stanowig 0
wysokiej odrebnosci rodzaju Erica na tle innych analizowanych gatunkéw, gdzie
zanotowano wystgpienie unikalnych segmentéw  specyficznych dla tego rodzaju

(Rycina 11).
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Procesy ewolucyjne widoczne sa tu w postaci rekombinacji segmentow: cze$¢ jest
wprowadzana poprzez transfer poziomy, niektdre fragmenty sg usuwane poprzez delecje.
Sama kolejno$¢ poszczegdlnych segmentow jest tasowana pomigdzy gatunkami.
Globalna struktura przegrupowan wskazuje, iz najwigcksze podobienstwo blokow
syntenicznych wystepuje w finalnych sekwencjach regionow odwroconych powtorzen,

co koreluje z wynikiem analizy przeprowadzonej za pomocg programu mVISTA.

Analiza w programie mVISTA zostala przeprowadzona na wigkszej grupie
osobnikow: Erica versicolor, Erica arborea, Arbutus unedo, Chamaedaphne calyculata,
Pyrola rotundifolia, Rhododendron delavai, Rhododendron platypodum, Rhododendron
pulchrum, Vaccinium bracteatum, Vaccinium macrocarpon, Vaccinium oldhamii,

Vaccinium uliginosum oraz Vaccinium vitis-idaea.

Ukazata ona og6lng identyczno$¢ sekwencji i rozbiezne regiony w sekwencjach IR
wymienionych gatunkow. Stosunkowo niski stopien zachowania syntenii i kolejnosci
genow wskazuje na ewolucyjng dynamiczno$¢ na poziomie plastomu (Rycina 10).
Poziom podobienstwa analizowanych sekwencji jest stosunkowo niski, nie wykazuje
nigdzie pokrycia wyzszego niz 70%. Najwyzszy stopien odrgbnosCi ujawnia si¢ u

gatunku Rhododendron pulchrum.

Najwicksza dywergencja obserwowana jest w poblizu pozycji ok. 90 000 pz, w
okolicy sekwencji obejmujacych regiony IR oraz SSC, co wiagze si¢ z faktem, iz region
IR-SSC uznany jest nierzadko za region hipermutacyjny i porownywane pomig¢dzy

gatunkami granice IRb-SSC wykazuja wielokrotnie wigksze rdznice niz region IRa-LSC.
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4.2.3. Analiza poréwnawcza genoméw Erica

Celem zbadania zréznicowania pomiedzy genomami chloroplastowymi Erica
versicolor i Erica arborea, ich sekwencje zostaly porownane za pomocag programu
Mauve Genome 2.3.1., Geneious Alignment v 9 oraz mVISTA (Ryciny 12-14).
Subsydialnie przeprowadzono wizualizacje metodg graficzng dot plot (Rycina 16).
Powstale niewyroOwnane regiony sa czgsto albo powtarzalnymi, albo regionami
specyficznymi dla linii, uzyskanymi poprzez transfer poziomy lub w inny sposob.
Pomoca w klasyfikacji niewyrownanych regionéw obok szczegdétowej analizy sekwencji
powtdrzeniowych jest zestawienie polimorfizméw w sekwencjach kodujacych i
niekodujacych. Wykresy tozsamosci oparte na MVISTA oraz Mauve ujawnily
rozbieznosci sekwencji miedzy genomami. Rzeczywiscie, roznicowanie nukleotydow
dotyczy gltownie regionow migdzygenowych / niekodujacych, gdzie migdzy innymi

genomy wykazaty duze obszary delecji (ponad 500 pz; ponizej 50% identycznos$ci).

W zestawionych kompletnych genomach chloroplastowych z rodzaju Erica
zidentyfikowano 9 160 miejsc zmiennych (5,25%), w tym miejsc informatywnych 9 157
(5,23%) w catlym genomie chloroplastowym. Wsrdd tych regionow IR wykazat
roznorodnos¢ nukleotydow na poziomie 0,11962, a SSC wykazat najnizsza rozbieznosé
(0,00209) (tabela Suplementu 16).

Genom chloroplastowy Erica versicolor jest dtuzszy od Erica arborea o 4 197 pz;
rejon LSC jest dluzszy o 4224 pz, rejony SSC sa niemal identyczne w dlugosci
(odpowiednio 2 571 pz i 2 570 pz), natomiast rejony odwroconych powtorzen sg dtuzsze
u Erica arborea o 14 pz kazdy (Tabela 11).

Poroéwnujac genomy, zgodnie z zestawieniem wykonanym za pomocg Geneious
Alignment, zidentyfikowano 131,517 miejsc identycznych pomiedzy sekwencjami

analizowanych genoméw o poziomie identyczno$ci pairwise identity 91,6%.
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Frekwencja nukleotydéw po wyrownaniu genomow rozklada sie nastepujaco: A (32,4%),

T (32%), C (17,8%) i G (17,8%). Natomiast srednia zawartos¢ GC 98,552 pz (35,6%).

Po zestawieniu porownawczym kompletnych genomoéw Erica wzgledem siebie,
wylaczajac drugi region odwroconego powtdrzenia IRB, tacznie zidentyfikowano 5 570
miejsc polimorficznych. W regionach kodujacych zidentyfikowano 454 miejsc
polimorficznych, w tym 49 insercji/delecji, 233 mutacje synonimiczne i 172 mutacje
niesynonimiczne. Stosunek mutacji synonimicznych do niesynonimicznych (S/N)
wynosi 1,35. W regionach niekodujacych zostato zidentyfikowanych 5116 miejsc
polimorficznych, w tym 3556 insercji/delecji oraz 960 mutacji typu SNP. Srednia
odleglos$¢ genetyczna dla catych, poréwnywanych genoméw wynosi p=0,01385 (model
trjparametryczny Tamury).
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Rycina 12. Poréwnanie sekwencji genomoéw chloroplastowych z rodzaju Erica. Graficzna
informacja o podobienstwie oparta na mVISTA przedstawia poziom identycznosci sekwencji
plastomu Erica versicolor z Erica arborea jako odniesieniem. Dla wykreséw zastosowano punkt
odcigcia 70% identyczno$ci.O$§ Y reprezentuje procent identycznosci w zakresie 50%-100%
Przerywane przestrzenie wskazuja rozbiezne regiony w zestawieniu z regionem odniesienia.
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Rycina 15. Przyktadowe logo sekwencji konsensusowej; wykonane dla fragmentu genu rpl22
(11 243-11 295 pz). Kolor intensywnie zielony odpowiada dopasowaniu sekwencji genu migdzy
genomami Erica arborea a Erica versicolor na poziomie 100%. Kolor zielonkawo-brunatny to

miejsca wystgpienia mutacji.

Wsrdéd regiondw kodujacych odlegto$¢ genetyczna wykazuje rozpigtos¢ od

p = 0,000 (identycznos¢ 100%) do p = 0,21795 dla genu rpl22 (Rycina 15).

Nie wykryto zmienno$ci genéw biatkowych psbl, psbJ, psbL, psbM, psbT, psaC, psal,
psal. Sekwencje te odpowiadaja za kodowanie podjednostek fotosystemu | oraz I,
petniona przez nie funkcja sprawia, ze reprezentuja charakter silnie konserwatywny.
Pozostate geny nalezace do rodzin psa i psb wykazuja takze niski stopien polimorfizmu
(Tabela 7). Ponadto stuprocentowe podobienstwo sekwencji pomigdzy Erica arborea a
Erica vesricolor wykazaty takze geny z rodziny biatek rybosomalnych (RP): rps7, rps15,
rpsl6, rpsl8 oraz rpl20. Sa one niezbgdne w syntezie biatek, odgrywajac kluczowa rolg
w roznorodnych procesach rozwojowych, jak biogeneza rybosomow, synteza biatek,
apoptoza, wzrost, czy chociazby reakcja na stres. Plastomy roslinne najcze¢sciej koduja
12 biatek dla matych podjednostek rybosomow (geny rps) i dziewig¢ duzych biatek
podjednostek rybosomow (geny rpl). (Sahai in. 2017).

Poza tym identycznymi genami byly takze geny kodujace sktadniki kompleksu
tylakoidow NDH, dziatajacym na zasadzie zasilania elektronow w celu dostosowania
poziomu redoks cyklicznych fotosyntetycznych transporterow elektronow, kodujace

podjednostki dehydrogenazy NADH: ndhE, ndhG, ndhl, ndh) oraz geny kodujace
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podjednostki kompleksu cytochroméw bef pelnigce gldéwnag role w fotosyntetycznym
fancuchu transportu elektronéw: petA, petG oraz petN.

Najwicksza odleglos¢ genetyczng zidentyfikowano dla genu rpl22 (p = 0,21795),
nalezagcym do wspomnianej w powyzszym akapicie rodzinie genow kodujacych duze
biatka podjednostek rybosomow, o dtugosci 459 pz, w ktorym wykryto 21 SNP, w tym 3
mutacje niesynonimiczne. W sekwencjach regionow kodujacych znane biatka, drugim
najbardziej odmiennym jest rpoC2 (p = 0,14040) o dtugosci 4169 pz u Erica arborea i
4164 pz u Erica versicolor. Zostato w nim zidentyfikowanych 43 SNP, w tym 15 mutacji
niesynonimicznych. Ponadto duzg r6znic¢ zaobserwowano w genie z tej samej rodziny
genow kodujacych podjednostki plastydowej polimerazy RNA (PEP), w genie rpoC1 (p
= 0,13339) o dtugosci sekwencji 2060 pz u Erica arborea i 2058 pz u Erica versicolor.
Zidentyfikowano w nim 11 SNP, w tym 2 mutacje niesynonimiczne. Inne geny z tej
rodziny (rpoA i rpoB) wydaja si¢ by¢ mniej polimorficzne, aczkolwiek liczba SNP w
rpoB wyniosta 12 przy 8 mutacjach niesynonimicznych (p = 0,05905). Geny rpo sg cz¢sto
propowanymi sekwencjami do analiz filogenetycznych i stosowane sg do tworzenia
wiarygodnych barkodoéw dla wielu plastoméw roslinnych (Zhang i in. 2020). Genami, w
ktoérych zanotowano takze duza rdznice byly m.in. geny kodujace podjednostki
dehydrogenazy NADH: ndhA (p = 0,13089) i ndhB (p = 0,10137); sekwencje
prawdopodobnie kodujgce biatka z rodziny ycf : ycfl (p = 0,05787) i ycf2 (p = 0,02130),
ktore sg rejonami rowniez sugerowanymi w badaniach filogenetycznych roslin; oraz gen

rpl23 (p = 0,08865).

Sposrdod regiondow migdzygenowych o dtugosci przekraczajacej 100 pz najbardziej
podobne o stuprocentowym stopniu identycznosci (p = 0, 0000) byty rejony: psbH-psbN
(101 pz w obu genomach), petL-petG (171 pz w obu genomach), petG-trnW (121 pz w
obu genomach), trnW-trnP (164 pz w obu genomach), ndhK-ndhJ (103 pz w obu
genomach), psbA-trnH (212 pz w obu genomach), ndhG-ndhE (225 pz w obu genomach),
ndhE-psaC (246 pz w obu genomach), psaC-ndhD (164 pz w obu genomach) oraz rejon
ndhD-ccsA (240 pz w obu genomach). Do rejonow najbardziej odrebnych wsrod
regionéw migdzygenowych nalezg odpowiednio: clpP-ycf3 (p = 0,69801), ndhl-psal ( p
= 0,45007), rps16-rrnl6 ( p = 0,43884) oraz rpl32-ndhF (p = 0,27802). Dwa rejony

najbardziej polimorficzne wsrod sekwencji niekodujacych sa jednoczesnie rejonami
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najbardziej odrgbnymi w catym genomie. Rejon clpP-ycf3 ma dlugos¢ 1046 pz u obu
genomoé6w, wykryto w nim 144 idele oraz 34 SNP. Rejon ndhl-psal osiagnat dtugosc 3329
pz u Erica arborea i 3354 pz u Erica versicolor, zidentyfikowano w nim 50 SNP i 77
ideli. Sekwencje niekodujagce w plastomach Erica wykazujg kilka okazatych obszarow
indeli, ktore powoduja przesunigcia pomi¢dzy genomami, zawieraja ponad trzykrotnie
wigcej mutacji SNP niz sekwencje kodujace 1 wykazuja duzo wyzszy poziom
polimorfizmu niz sekwencje kodujace. Dhugos¢ sekwencji kodujacych w przewazajace;j
wickszosci sg konserwatywne pomiedzy genomami Erica arborea a Erica versicolor.
Zmiany dtugosci odnotowano w 7 sekwencjach CDS (ndhA, ndhF, rpoC1, rpoC2, clpP,
ycfl,rps11), ktore wahaja si¢ od 2 pz (rpoC1) do 83 pz (ycfl), wartosci posrednie roznicy
dhugosci sekwencji 5 pz, 6 pz i 7 pz naleza odpowiednio do ndhA, rpoC2, ndhF, rpsll i
clpP. Najwyzsza warto$¢ zroznicowania nukleotydowego w regionach kodujacych
osiggnagt gen rpoCl (m = 0,3502). Natomiast najwyzszg warto$¢ zréznicowania
nukleotydowego w regionach niekodujacych wykazat region rpsl6-rrnl6 (m = 0,6918).
Srednia zréznicowania nukleotydowego dla regionéw kodujacych wyniosta ©= 0,015, z

kolei dla regionéw niekodujacych n = 0,067.

Srednia  warto$¢  dystansu genetycznego dla grupy biatek aparatu
fotosyntetycznego wynosi p = 0,00845 (s = 0,32941). Wartosci wahajg si¢ tu od
p = 0,0000 (psbl, pshd, psbL, psbM, psbT, psaC, psal, psalJ, ndhg, ndhG, ndhl, ndhJ,
petA, petG oraz petN) do p = 0,13089 (ndhA). Najwyzszg $rednig wartos¢ p = 0,03142
(s = 0,84858) wykazuja geny zwigzane z ekspresja genow. Najbardziej podobnymi
rejonami sg tu rps7, rpsls, rpsl6, rpsl8 oraz rpl20 (p = 0,000), natomiast najbardziej
odmiennym rpl22 (p = 0,21795). Srednia warto$¢ odleglosci genetycznej dla genow
metabolizmu fotosyntetycznego wynosi p = 0,00398 (s = 0,02792) i jest najnizsza sposrod
wszystkich grup gendow kodujacych biatka. Wartosci mieszcza si¢ w przedziale od p =

0,00131 (atpA) do p = 0,00819 (atpH).

Klasyfikacja genéw zostata dokonana wg Changa i in. (2006). Szczegdlowe
informacje dotyczace liczby i rodzajéw mutacji punktowych w genach biatkowych
zostaly zawarte w Tabeli 7, natomiast dane dla regionéw niekodujacych zestawiono w

Tabeli 8.
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Tabela 7. Zestawienie polimorfizméw w sekwencjach kodujacych pomiedzy badanymi
genomami Erica arborea a Erica versicolor. Dlugos¢ sekwencji w genomie (pz), liczba mutacji
oraz insercji w genach i rejonach kodujacych (CDS) u Erica arborea wzgledem Erica versicolor.
SNP — liczba substytucji, InDel — liczba insercji/delecji w CDS, n — wartosci zréznicowania
nukleotydowego, p — odlegtos¢ genetyczna, NS — mutacje niesynonimiczne, kategorie genu wg
Changa i in. (2006): GE — geny ekspresji genow, GA — geny aparatu fotosyntetycznego, GM —
geny metabolizmu fotosyntetycznego, R — rézne. Kolejno$é gendéw zgodna z wynikiem
poréwnania otrzymanego za pomoca Geneious Alignment v 9. Wykluczono z tabeli geny
identyczne pomiedzy genomami oraz drugie powtorzenie odwrocone IRB.

Nazwa | Kat. Erica Erica Liczba | Liczba | Liczba
arborea | versicolor n p
genu | genu SNP NS InDel
[pz] [pz]

rps12 785 785 6 6 0 |0,0089 | 0,00898
ndhB 2217 2217 8 7 1 ]0,0112 | 0,10137
ycf2 192 192 4 1 0 |0,0208 |0,02130
rpl23 300 300 2 0 1 |0,0833 ] 0,08865
rpl2 804 804 3 2 0 | 0,0037 | 0,00375
rps19 303 303 1 0 0 | 0,0066 | 0,00664
rpl22 459 459 21 3 1 ]0,1873|0,21795
rps3 714 714 8 5 0 |00112 ] 0,01134
rpl16 360 360 1 0 0 |0,0027 | 0,00279
rpl14 384 384 3 1 0 |0,0078 | 0,00786
rps8 399 399 6 2 0 |0,0150 | 0,01520
infA 246 246 13 8 0 |0,0569 | 0,05965
rpl36 123 123 1 0 0 |0,0081 |0,00825
rpsli 423 417 5 1 6 |0,0283|0,08746
petD 525 525 4 3 0 |0,0076 | 0,00766
petB 489 489 1 1 0 |0,0020 | 0,00205
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Tabela 7. Ciag dalszy.

Nazwa

genu

psbH
psbN
psbB
ycfl
psbF
psbE

petL
rpl33
rpsls8
clpP
atpE
atpB
rbcL
ndhC
ndhK
psbA
matK
accDh

psbD

psbC
psbZ

Kat. Erica Erica Liczba | Liczba | Liczba
arborea | versicolor n p
genu SNP NS InDel

[pz] [pz]

222 222 2 2 0 0,0090 | 0,00909
132 132 1 1 0 0,0075 | 0,00769
1527 1527 4 4 0 0,0026 | 0,00262
541 624 40 13 0 0,0587 | 0,05787
120 120 2 2 0 0,0166 | 0,01681
282 282 1 0 0 0,0035 | 0,00357
132 132 1 1 0 0,0075 | 0,00769
213 213 1 0 0 0,0046 | 0,00471
348 348 3 0 0 0,0086 | 0,00866
817 810 47 5 13 0,0941 | 0,06143
402 402 3 1 0 0,00746 | 0,00751
1497 1497 3 1 0 0,0020 | 0,00201
1428 1428 4 4 0 0,0028 | 0,00281
363 363 1 1 0 0,0027 | 0,00276
678 678 1 1 0 0,0014 | 0,00148
1062 1062 5 5 0 0,0047 | 0,00473
1521 1521 15 8 0 0,0098 | 0,00993
687 687 3 2 0 0,0058 | 0,00585
1062 1062 4 4 0 0,0037 | 0,00371
1404 1404 1 1 0 0,0007 | 0,00071
189 189 1 0 0 0,0052 | 0,00531
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Tabela 7. Ciag dalszy.

Nazwa | Kat.

genu | genu

rpsl4
psaB
psaA
psbK
atpA
atpF
atpH
atpl
rps2
rpoC2
rpoC1
rpoA
rpoB
ycf3
rps4
ndhF
ycfl5
ndhH
ndhA
ycf4
cemA

ndhD

Erica Erica
arborea | versicolor Liczba | Liczba | Liczba T p
SNP NS InDel

[pz] [pz]

303 303 1 0 0 0,0033 | 0,00332
2205 2205 9 8 0 0,0040 | 0,00409
2253 2253 5 5 0 0,0022 | 0,00222

186 186 2 1 0 0,0107 | 0,01082
1527 1527 2 2 0 0,0013 | 0,00131
1271 1271 6 2 0 0,0047 | 0,00474

246 246 2 2 0 0,0081 | 0,00819

744 744 1 1 0 0,0013 | 0,00135

708 708 3 2 0 0,0042 | 0,00426
4169 4164 43 15 5 0,0115 | 0,14040
2060 2058 11 2 2 0,3502 | 0,13339
375 375 2 0 8 0,008 | 0,00804
3210 3210 12 8 0 0,0059 | 0,05905
507 507 2 1 0 0,0019 | 0,00198
627 627 2 1 0 0,0031 | 0,00320
2232 2238 44 18 6 0,0232 | 0,02096

138 138 3 0 0 0,0217 | 0,02211
1182 1182 1 1 0 0,0016 | 0,00170
2197 2192 10 4 6 0,0054 | 0,13089
555 555 1 1 0 0,0018 | 0,00108
690 690 3 1 0 0,0043 | 0,00436
1467 1467 2 0 0 0,0013 | 0,00136
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Tabela 7. Ciag dalszy.

Nazwa
genu

CCSA
rpl32

Kat. Srrtl)garlea \I/Eerrlgii(i:olor Liczba | Liczba | Liczba x

genu SNP | NS InDel P
[pz] [pz]
963 963 4 1 0 0,0041 | 0.00416
216 216 4 0 0 0,0185 | 0,01872

Tabela 8. Zestawienie polimorfizmow w sekwencjach niekodujacych pomiedzy genomem
chloroplastowym Erica arborea a genomem chloroplastowym Erica versicolor. Dlugosé
sekwencji w genomie [pz], liczba mutacji oraz insercji w sekwencjach miedzygenowych u Erica
arborea wzgledem Erica versicolor. SNP — liczba substytucji, InDel — liczba insercji/delecji, p —
odleglos¢ genetyczna, m — wartosci zréznicowania nukleotydowego. Wykluczono z tabeli
sekwencje identyczne pomigdzy genomami oraz drugie powtdrzenie odwrocone IRB.

Region w U1 EF'Ca Liczba Liczba OrlEgat
. arborea | versicolor n genetyczna
genomie SNP InDel
[pz] [pz] (p)
rps7-ndhB | 1494 1463 55 226 0,1 0,06147
ndhB-trnL 580 580 4 0 0,0069 | 0,00693
trnL-ycf2 1339 1862 9 531 0,3197 | 0,04982
ycf2-trnl 101 101 1 0 0,0099 |  0,00996
trnl-rpl23 353 350 6 1 0,0310 | 0,01743
rps19-rpl22 50 50 1 0 0,02 0,02024
rps3-rpl16 | 1409 1412 10 7 0,0162 |  0,00716
rpl14- rps8 194 195 4 1 0,0410 | 0,03711
rps8-infA 131 139 10 12 0,1888 | 0,09276
rpl36- 124 124 3 0 0,0242 | 002545
rpsll
rpsli-clpP | 1540 1540 21 1 0,0162 | 001248
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Tabela 8. Ciag dalszy.

Region w EUEE Efica Liczba Liczba Odleglos¢
genomie arborea | versicolor SNP InDel n genetyczna
[pz] [pZ] ()
clpP- petD 389 388 5 1 0,0128 |  0,01039
petD- petB 931 937 3 6 0,009 | 0,00323
petB-psbH 1056 1054 6 2 0,0075 |  0,00572
psbT-pshB 183 183 2 0 0,0109 | 0,01107
psbB-ycfl 637 695 28 93 0,1676 | 0,05172
ycf1-pshd 985 992 12 6 0,0191 | 0,01230
psbE-petL 1239 1232 15 7 0,0185 | 001311
trnP-psaJ 411 409 8 2 0,0243 | 0,01984
rpl33-rps18 | 173 165 2 8 0,0578 |  0,01229
rps18-rpl20 | 294 295 5 5 0,0336 | 0,01743
rpl20-trnC | 2604 2623 26 20 0,0156 | 0,00773
trnC-petN 817 821 13 6 0,0243 |  0,01986
petN-psbM | 1146 1147 11 8 0,0173 | 0,00970
psbM-trnD | 1137 1137 9 0 0,0079 |  0,00796
trnE-ycfl 460 457 8 15 0,0602 |  0,03405
clpP-atpE 600 624 9 38 0,0683 | 0,01531
atpB-rbcL 780 774 10 8 0,0230 | 0,01308
trnV-ndhC 380 382 3 2 0,0130 | 0,00794
ndhC-ndhK 52 59 1 8 0,1355 |  0,02032
ndhJ-trnF 536 536 7 0 0,0130 | 0,01318
trnF-trnL 363 371 6 9 0,0377 | 0,01674
trnL-trnT 840 838 15 8 0,0272 | 001821
trnT-trnH 665 665 11 0 0,0165 | 0,01673
trnH-psbA 260 264 4 5 0,0339 | 0,01167
matK-accD | 3521 3544 62 45 0,0298 | 0,01760
accD-trnT | 3061 2341 117 609 0,3918 | 0,09383
trnT- pshD | 4234 2863 40 775 05179 |  0,18238
trnS-pshz 349 349 4 0 0,0114 |  0,01160
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Tabela 8. Ciag dalszy.

Region w Erica Erica . e Odleglos¢
arborea | versicolor n genetyczna
genomie SNP InDel

[pz] [pz] (P)
psbZ-trnG | 256 | 255 3 1 0,0156 | 0,01187
trnG-trnfM | 145 | 144 1 1 0,0206 | 0,01412
rpsld-psaB | 155 | 155 1 0 0,0064 | 0,00648
psaAtrnQ | 2762 | 2783 36 23 00222 | 0,01354
trnQ- psbK | 380 | 380 3 0 0,0078 | 0,00798
psbK-psbl 394 | 395 4 1 00126 | 0,01022
psbl-trns | 139 | 140 6 1 0,05 0,04455
trnS-tG | 664 | 676 12 13 00355 1401832
trnG-tmR | 237 | 241 4 4 00332 1901710
trnR-atpA | 116 115 6 1 0,0689 0,06492
atpA-atpF | 104 | 104 2 0 00192 | 01963
atpF-atpH | 377 | 377 6 2 0.0901 15 09669
atpH-atpl | 894 | 894 3 0 0.0033 | 5,00337
atpl-rps2 | 210 | 210 1 0 0.0047" | 0,00478
rps2-rpoC2 236 | 236 2 0 00084 | 5 oogs2
:ngi 182|174 3 8 00604 1401746
rps18-rpoA [ 103 | 110 1 7 00836 | ¢ 00321
rpOA-rpoB | 66 61 1 6 0.0901 | 01658
rpoB-trnM 202 | 202 6 0 0.0297 | 503050
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Tabela 8. Ciag dalszy.

Region w EUEE Efica Liczba Liczba SLILE L
genomie arborea | versicolor SNP InDel n genetyczna
[pz] [pz] (p)
trnM-clpP 63 63 3 0 0,0317 | 0,03296
clpP-ycf3 1046 1046 34 144 0,5717 | 0,69801
ycf3-trnS 334 335 3 1 0,0059 | 0,00300
trnS-rps4 282 237 3 48 0,2447 | 0,98486
rpsd-trnT 356 356 9 13 0,0794 | 0,03255
trnT-trnV 162 170 7 8 0,0823 | 0,03801
trnV-trT | 537 537 2 0 0,0037 | 0,00373
trnT-rpsl6 | 686 687 8 1 0,0160 | 0,01472
rpsl6-rrnl6 | 2309 5009 110 700 0,6918 | 043884
trnA-rrn23 | 152 152 1 0 0,0065 |  0,00660
trnR-trnN 607 606 4 1 0,0082 | 0,00663
trnN-rps15 | 659 659 3 0 0,0045 | 000457
ndhl-psal 3329 3354 50 77 0,0376 | 0,45007
psal-ycf4 427 428 4 1 0,0011 | 0,00942
ycfd-cemA | 221 221 1 0 0,0045 | 0,00454
cemA-petA | 233 238 1 5 0,0252 | 0,00430
petA-ndhG | 1472 1473 8 1 0,0061 | 0,00546
trnL-rpl32 841 841 5 0 0,0059 | 0,00597
rpl32-ndhF | 741 752 20 23 0,0567 | 0,27802
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Sekwencje tRNA w badanych genomach chloroplastowych z rodzaju Erica w
wiekszosci wykazuja silny stopien konserwatywnosci. 20 gendéw nie zawiera zadnych
polimorfizméw, z kolei w 8 sekwencjach zostaly zidentyfikowane polimorfizmy

wplywajgce na dojrzatg czgsteczke tRNA (tabela Suplementu 15).

Najbardziej odrebng sekwencja (p = 0,08051) odpowiadajaca dojrzalej czgsteczce
tRNA okazatl si¢ gen trnL-UAA, w ktorym odnotowano 5 mutacji SNP. Dlugos¢ tego
rejonu w obu genomach wyniosta odpowiedno 75 pz. Ponadto duzg zmienng wykazaty
takze trnT-UGU (p =0,05769) zawierajacy 4 SNP o dtugosci sekwencji 73 pz oraz trnT-
GGU (p = 0,02009) zawierajacy 4 SNP i 2 indele. Diugos$¢ tego rejonu wyniosta 73 pz u
Erica arborea i 71 pz u Erica vesricolor. Sekwencje pozostatych genow tRNA, ktore
wykazaly zmienno$¢ posiadaty od 1 do 2 SNP. Pozostate sekwencje tRNA: trnL-CAA,
trnW-CCA, trnP-UGG, trnC-GCA, trnD-GUC, trnY-GUA, trnE-UUC, trnF-GAA, trnH-
GUG, trnK-UUU, trnS-UGA, trnG-GCC, trnQ-UUG, trnS-GCU, trnS-GGA, trnR-UCU,
trnV-GAC, trnl-GAU, trnN-GUU, trnL-UAG byty identyczne.

Geny rRNA podobnie jak tRNA wykazaly silny stopien konserwatywnosci
sekwencji. Rejony rrn5 oraz rrn4.5 nie wykazaty zadnych polimorfizméw w obrebie
badanych genomow i posiadajg stuprocentowg identyczno$¢ sekwencji. W sekwencji
genu rrnl6 (p = 0,03223) zanotowano 3 SNP i jeden idel, dlugos¢ tej sekwencji wyniosta
odpowiednio 1493 pz u Erica arborea oraz 1492 pz u Erica versicolor. W sekwencji
rrm23 (p = 0,00179) odnotowano 5 SNP, jego dtugos¢ w obu analizowanych genomach

wyniosta 2803 pz.

Szczegdtowe informacje dotyczace liczby 1 rodzajéw mutacji punktowych w

genach tRNA oraz rRNA zostaty zawarte w tabeli Suplementu 15.
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Rycina 16. Graficzne zestawienie metoda dot plot dwoch kompletnych sekwencji plastomow
Erica arborea i Erica versicolor celem identyfikacji regionow bliskiego podobienstwa miedzy

nimi.
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Macierz podobienstwa przedstawia wizualizacj¢ podobienstwa pomiedzy dwiema
sekwencjami nukleotydowymi kompletnych genomoéow chloroplastowych Erica arborea
I Erica versicolor (Rycina 16). W jednym z grafow o$ X obszaru prostokatnego
reprezentuje Erica arborea, w drugim uktad jest zamienny. Analizujgc te ryciny nalezy
mie¢ na wzgledzie fakt, iz przy dlugich sekwencjach wydajnos¢ tej metody wizualizacji
jest znaczaco nizsza, niz w przypadku sekwencji krétkich, dodatkowo sporym
ograniczeniem jest swoisty szum, tj. gromadzenie licznych nieistotnych dopasowan poza
przekatng. Ponadto metoda ta ma gtéwnie na celu unaoczni¢ potencjalne zestawenia
pomiedzy analizowanymi sekwencjami, zidentyfikowaé regiony o wysokim stopniu
podobienstwa, odnalez¢ transpozycje w obrebie sekwencji, lokalizacj¢ podobnych gendéw
oraz ewentualnego niesekwencyjnego alignmentu. Kropki wykreslane na
poszczego6lnych rezyduach 1 rzgdach wykazuja podobienstwa pomigdzy bazami. Gtéwna
czerwona przekatna ukazuje uktad sekwencji identycznych. Minimalne przesunigcia
ramy obrazujg zmiany w obszarze sekwencji, zachodzace w wyniku insercji, delecji badz
mutacji. Niebieska linia symbolizuje powtorzenia odwrocone. Wysoki stopien
podobienstwa sekwencji obrazuje dituga ukos$na linia przebiegajaca przez macierz,
natomiast wystegpowanie przesuni¢¢ i mutacji w obrgbie analizowanych sekwencji
unaocznia si¢ przez przeskoki i1 przesunigcia tej linii, co pokrywa si¢ z wynikami

otrzymanymi z uzyciem innych narzedzi (Ryciny 12-14).
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4.2.4. Porownanie genomoéw chloroplastowych z rodzaju Erica
wzgledem plastomow fotosyntetyzujacych przedstawicieli rodziny

Ericaceae

Ogoélny poziom konserwatywnosci kompletnych sekwencji analizowanych
genomow chloroplastowych Erica arborea i Erica versicolor wygenerowany w
programie MEGA11 plasowatl si¢ na poziomie 63%, co dato 132 158 pz o wysokim
pokryciu. Poddajagc podobnemu zestawieniu genomy z rodzaju Erica wraz z zestawem
kompletnych  genoméw  fotosyntetyzujacych z  rodziny Ericaceae poziom
konserwatywno$ci osiggnat poziom 34% z 143 277 miejscami konserwatywnymi
(Tabela 9). Obliczono odleglos¢ genetyczng (p) pomiedzy badanymi taksonami w
programie MEGAL1 z uzyciem parametréw modelu o najnizszej warto$ci BIC (Tamura
iin. 2021).

W celu wizualizacji zmiennosci pomigdzy fotosyntetyzujacymi przedstawicielami
rodziny Ericaceae skonstruowano takze konsensusowe drzewo filogenetyczne metoda

bayesowska z podaniem warto$ci otrzymanych w analizie ML (Rycina 17).

Doktadny rozktad odlegtosci miedzy parami, odleglosci genetycznej (p) miedzy
taksonami; w plastomach fotosyntetyzujacych rodziny Ericaceae przedstawiono w
Tabeli 10 , gdzie rozrzut tych warto$ci miesci si¢ w zakresie zmiennosci od p = 0.0087
dla pary gatunkoéw z rodzaju Vaccinium: migdzy Vaccinium bracteatum a Vaccinium
oldhamii (najnizszy poziom zmiennosci) do p = 0,8838 dla pary gatunkow z rodzaju
Rhododendron: migedzy Rhododendron platypodum a Rhododendron pulchrum
(najwyzszy poziom zmiennosci). Oszacowana odlegto$¢ genetyczna migdzy samymi
przedstawicielami z rodzaju Erica: Erica versicolor i Erica arborea wyniost 0.0139.
Wartosci zroznicowania nukleotydowego (m i 0) oraz test TajmaD dla polaczonych
sekwencji cpDNA wygenerowano w programie TASSEL 5 (Bradbury i in. 2007).
Warto$ci © wyniosty odpowiednio 0,3733 dla zestawu danych z rodzaju Erica oraz
0,29514 dla zestawu danych plastoméw fotosyntetyzujacych z rodziny Ericaceae.
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Tabela 9.  Charakterystyka wyrownanych sekwencji genomowych w odniesieniu do obu

kompletnych sekwencji z rodzaju Erica oraz wszystkich kompletnych sekwencji plastomow

fotosyntetyzujacych przedstawicieli rodziny Ericaceae

Dlugos¢ wyréwnania [pz]

) _ Plastomy
Erica versicolor x
) fotosyntetyzujacych
Erica arborea )
Ericaceae
210979 421 599

Dhugos¢ sekwencji [pz]

170 390 — 174 587

136 249 — 202 169

Pokrycie [100%0]

133 997

20 276

Procent konserwatywny
CpG

34 363

581

Znaki zmiennosci (V)

9 160 (5,23 %)

113 351 (27 %)

pi (m) diversity na pz 0,3733 0,29514
theta (0) diversity na pz 0,37312 0,31577
Tajma D test 0,03221 -0,30247

Znaki informatywnos$ci

parsymonii (Pi)

9 157 (5,25 %)

52 932 (12 %)

Miejsca pojedyncze (S)

54 441 (13 %)

Odleglos¢ miedzy parami

0.0139

0.0087 —0,8838

Miejsca konserwatywne

(©)

132 158 (63 %)

143 277 (34 %)
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Tabela 9. Ciag dalszy.

_ ) _ Plastomy
Erica versicolor x Erica
fotosyntetyzujacych
arborea )
Ericaceae
Miejsca zdegenerowane
_ 137 175 262 235
0-krotnie
Miejsca zdegenerowane
_ 46 994 72 668
2-krotnie
Miejsca zdegenerowane
24 466 36 802

4-krotnie
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J4

Odleglos¢ genetyczna (p) migdzy badanymi gatunkami w plastomach

Tabela 10.

fotosyntetyzujacych Ericaceae

GZ9E'0 029€'0 LTVE0 02850 T.T¥'0 wnpodAye|d uopuspopoyy
6EGE0 v¥5€'0 /8GE0 €902°0 68020 wnJyasnd uoipuspopoyy
0zIg0 €TTE0 02620 L0250 9GtY'0 eljoyipuniol ejolid
¥892'0 8/92°0 GT182°0 99/T°0 188T°0 opsun sMng.y
19620 29520 GTS2'0 86020 v/8T°0 Ikene|ap uoipuspopoyy
€9T0°0 9100 86£0°0 98620 GT92'0 uodJedoJoew WnIuIeA
/8000 G600°0 00’0 89620 99G2'0 IWeyp|o wniulodeA
€TT0'0 8800°0 T0¥0°0 G/82°0 92520 wnsoulbin wnjuiooeA
L0700 €100 18820 2€52'0 winjesioe.lq wniuiddeA
T0¥0°0 08820 62520 B9ePI-SIIA WNIUIDJeA
81620 209z'0 | ereinoAes suydepseureyd
6€T00 valoge eolg
10]02IS19A ©21I]
winjealoe.iq vaepI-SNIA e1R|NJAJRD 10]09ISIANA
wiNIuIo9eA wniudeA | auydepsewey) | ealogJe voLI3 o3

135



Tabela 10. Ciag dalszy.
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Tabela 10. Ciag dalszy.
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Dokonano  zestawienia  dotyczacego  szczegdéldow  budowy — genomow
chloroplastowych fotosyntetyzujacyh przedstawicieli z rodziny Ericaceae wraz z

reprezentantami z rodzaju Erica.

Poréwnano wielkosci genomow, dhugosci regionéw LSC, SSC oraz IR, taczng
liczbe genow, liczbe gendw kodujgcych bialka, liczbe gendéw kodujacych tRNA i rRNA
oraz procentowa zawarto$¢ GC dla 13 wybranych reprezentantéw z rodziny Ericaceae.
Wielkosci genoméw chloroplastowych wahajg si¢ od 136 249 pz dla Rhododendron
pulchrum do 201 047 dla Rhododendron platypodum. Najwigkszy region LSC nalezy do
Rhododendron delavayi (160 234 pz), najkrotszy natomiast region LSC posiada Arbutus
unedo (93 609 pz). Najdtuzszy region SSC posiada Pyrola rotundifolia (11 945 pz),
najkrotszy Chamaedaphne calyculata (2 249 pz). Wszystkie gatunki zawierajg w
budowie regiony odwroconych powtorzen poza Rhododendron pulchrum. Poziom GC w
badanych genomach chloroplastowych rozktada si¢ w podobnych wartosciach od 35,7%
u Pyrola rotundifolia do 37,3% u Arbutus unedo. taczna liczba genow u badanych

osobnikéw waha si¢ od 73 (Rhododendron pulchrum) do 147 (Vaccinium macrocarpon).

Dane z analizowanych plastomow zaprezentowano w Tabeli 11.
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Tabela 11. Poréwnanie szczegdtow budowy genoméw chloroplastowych Erica arborea, Erica

vesricolor oraz plastoméw fotosyntetyzujacych przedstawicieli rodziny Ericaceae

Nazwa

gatunku

Erica

arborea

Erica

versicolor

Chamaedaphne

calyculata

Arbutus

unedo

Pyrola

rotundifolia

Nr
akcesyjny
GenBank

MW338736

MW282955

KJ463365

JQO067650

KU833271

Wielkos$¢
genomu

[pz]

170 390

174 587

176 744

150 897

168 995

Dlugosé
regionu
LSC [pz]

97 240

101 464

106 673

93 609

109 174

Dhugosé
regionu
SSC [pz]

2570

2581

2249

3400

11 945

Dhugos¢
regionu IR
[pz]

35290

35276

33911

26 944

23 937

Laczna
liczba

genow

115

112

113

114

101
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Tabela 11. Ciag dalszy.

Nazwa Erica Erica Chamaedaphne | Arbutus Pyrola
gatunku arborea | versicolor | calyculata unedo rotundifolia
Liczba
genow
82 80 79 75 67
kodujacych
bialka
Liczba
genow
8 8 8 8 8
kodujacych
rRNA
Liczba
genow
29 28 30 30 30
kodujacych
tRNA
Zawartos¢
36,1 36,1 36,3 37,3 35,7
GC [%0]
Vacciniu | Vaccinium o Vacciniu o
Nazwa - o Vaccinium Vaccinium
m vitis- | uliginosu m
gatunku _ macrocarpon | bracteatum
idaea m oldhamii
Nr
] LC52196 NC0427
akcesyjny o LC521968 NC019616 13 LC521967
GenBank
Wielkos¢
173 967 173 356 176 045 173 245 174 404
genomu [pz]
Dhugosé
regionu LSC | 106 013 105 856 104 552 108 904 106 565
[pz]
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Tabela 11. Ciag dalszy.

Nazwa
gatunku

Vaccinium
vitis-idaea

Vaccinium
uliginosum

macrocarpon

Vaccinium

Vaccinium | Vaccinium

oldhamii bracteatum

Dhugos¢
regionu
SSC
[pZ]

3518

3114

3009

3067 2979

Dhugos¢
regionu IR

[pz]

32218

32193

34 242

30 637 32430

Laczna
liczba

genow

125

125

147

130 117

Liczba
genow
kodujacych
biatka

79

79

75

85 79

Liczba
genow
kodujacych
rRNA

Liczba
genow
kodujacych
tRNA

38

38

36

37 30

Zawartosé

GC [%]

36,7

36,8

37,1

37,2 36,8
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Tabela 11. Ciag dalszy.

Nazwa

gatunku

Rhododendron

pulchrum

Rhododendron

delavayi

Rhododendron
platypodum

Nr
akcesyjny
GenBank

MN182619

MN711645

NC053746

Wielkos$¢
genomu

[pz]

136 249

193 798

201 047

Dhugosé
regionu
LSC [pz]

160 234

109 134

Dlugosé
regionu
SSC [pz]

2576

2613

Dhugosé
regionu
IR [pz]

15494

44 650

Laczna
liczba

genow

73

123

143
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Tabela 11. Ciag dalszy.

Nazwa

gatunku

Rhododendron

pulchrum

Rhododendron

delavayi

Rhododendron
platypodum

Liczba
genow
kodujacych
bialka

42

80

93

Liczba
genow
kodujacych
rRNA

Liczba
genow
kodujacych
tRNA

29

35

42

Zawartosé

GC [%6]

35,98

35,99

359




100

95

100

100

100

97

95

100

Erica versicolor

Erica arborea

Chamaedaphne calvculata

Vaccinium vitis-idaec

Vaccinium bracteatim

Vaccinium uliginosum

Vaccinitmm oldhamii

Vaccinium macrocarpon

Rhododendron delaveni

Rhododendiron platvpodiom

Rhododendiron pulchrum

Arbutus unedo

Pyrola rotundifolia

Rycina 17. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodziny Ericeae skontruowane analizg bayesowska dla kompletnych genoméw
chloroplastowych. Wartosci bootstrap ponizej 50% sa ukryte. Liczby nad galeziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (wartos¢ ML)
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4.3. Otrzymanie sekwencji NOR

Otrzymany klaster genow rRNA u analizowanych przedstawicieli z rodzaju Erica

zawiera 7 komponentow:

e 5’ETS-
e -18SrRNA egzon —
o -ITS1-
e -5.8SrRNA egzon -
o -ITS2-

e -26SrRNA oraz
e |IGS (Rycina 18).

Wielko$¢ otrzymanych klasterow gendw rDNA dla o$miu reprezentantéw z rodzaju
Erica, ktorych sekwencje zostaty zdeponowane w bazie danych GenBank, przedstawiono
w Tabeli 12.
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Tabela 12. Catkowita dtugos¢ otrzymanych sekwencji klasterow genéw rDNA wraz z nadanymi

numerami akcesyjnymi bazy danych GenBank

Nazwa gatunku

Dhugos$¢ sekwencji [pz]

Numer akcesyjny

GenBank
Erica arborea 14 456 MW132695
Erica cinerea 11 435 MW 132696
Erica globiceps 11 694 MW132698
Erica imbricata 11 602 MW132702
Erica multiflora 9 580 MW 132699
Erica plukenetii 11 289 MW132701
Erica vagans 8 144 MWwW132700
Erica versicolor 9 437 MW 132697
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4.3.1. Zmienno$¢ rDNA w rodzaju Erica

Analiza zmiennosci ogodlnej sekwencji modelu NOR rodzaju Erica wykazata
najnizszy stopien zmiennosci dla catego rodzaju (najmniej miejsc zmiennych; variable
sites) w genach rRNA: 5,8S rRNA, nastgpnie w 18S rRNA i nieco wyzszy, ale wcigz
niski w 26S r RNA (zmiennos¢/variability [V] na poziomie ok. 12%).

Duzo wyzsza zmienno$¢ genetyczna zgromadzila si¢ w obrgbie regiondéw
migdzygenowych; w internal transcribed spacer (ITS) — wigcej mutacji typu SNP
zanotowano w ITS1 niz w ITS2. Najwiecej zmian zaobserwowano w obrgbie intergenic

spacer (IGS/NTS), gdzie poziom zmiennosci przekraczat 70% (Rycina 19).

% variabilty % Zmiennosc [V]

70
60
50
40
30

20

18S rRNA ITS1 5,85 rRNA ITS2 26S rRNA IGS (NTS)

Rycina 19. Procentowy rozkltad zmiennoSci w obrebie poszczegdlnych fragmentow

funkcjonalnych regionow NOR
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Analiza sekwencji obejmujgca osiem gatunkéw z rodzaju Erica ujawnita niski
poziom zmiennosci genetycznej w regionach gendow rDNA (Tabela 13). Tozsamos$¢
parami w analizowanym zestawie sekwencji wyniosta 91,7% w ITS1 1 90,9% w ITS2,
przy najnizszym poziomie 31,2% w 3’ETS + NTS. Udziat znakow zmiennych (V) i
informatywnos$ci parsymonii (Pi) w ITS1 wynioést odpowiednio tylko 21% i 8,6%. W
obrebie ITS2 znaleziono 51 znakéw zmiennych (V = 21%), w tym tylko 16 miejsc
informatywnosci parsymonii (Pi = 6%). Wskazuje to, ze region ITS2 ma wyzszy poziom

parsymonii niz region 5'ETS.

Najbardziej konserwatywnym regionem okazaty si¢ geny rDNA. W poréwnaniu do
obu regiondéw ITS, IGS charakteryzowal si¢ znacznie wyzszym poziomem zmiennos$ci
genetycznej przy V = 58%, Pi = 25% i 31% miejsc pojedynczych /singletonowych (S).
Jednak zréznicowanie w ramach IGS nie bylo jednorodne, o czym §wiadczy porownanie
S'ETS z 3’ETS + NTS. Podczas gdy region 5'ETS byt bardziej konserwatywny, na
podobnym poziomie, co w przypadku ITS1. Analiza 3'ETS wraz z NTS byta najbardzie;
zmiennym fragmentem catego rDNA. Dla pary 3'ETS + NTS tozsamo$¢ parowa wyniosta
31,2%, podczas gdy miejsca parsymonii (Pi) stanowily 18,5% z 48,9% zmiennych
Znakow (V).
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Tabela 13. Charakterystyka wybranych elementoéw funkcjonalnych i domen w ramach rDNA w
rodzaju Erica. Jesli w gatunku wykryto wiecej niz jeden przypuszczalny TIS, rozwazano opcj¢ z

krotszym S'ETS.
Tozsa _ Znaki o
Dlugos¢ | Dlugosé Znaki ) Miejsca
) mos¢é informatywno )
Region | wyrown | sekwenc Zmiennos pojedync
) . par ) Sci parsymonii
ania [pz] | ji [pz] ci (V) ] ze
[%] (Pi)
5320- 36
rDNA 5323 99,6% | 57 (1%) 21 (0,4%)
5323 (0,67%)
18S
1809 1809 99,8% | 11 (0,6%) 6 (0,33%) 5(0,27%)
rRNA
5,8S
167 167 99,5% | 1 (0,6%) 1 (0,6%) -
rRNA
26S 3347-
3350 99,4% | 45 (13%) 14 (0,41%) 31 (9%)
rRNA 3350
ITS1 254 247-250 | 91,7% | 53 (21%) 22 (8,6%) 31 (12%)
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Tabela 13. Ciag dalszy.

Znaki
Dlugos . . .
Dlugos¢ ) Tozsam | Znaki informatywn | Miejsca
(¥
Region | wyréwna o$¢ par | zmienno | osci pojedyn
) sekwen y
nia [pz] 3 [90] sci (V) parsymonii cze
cji [pz] .
(Pi)
ITS2 247 245-246 | 90,9% | 51 (21%) 16 (6%) 35 (14%)
2890- 5472 2976
IGS 9417 44.1% 2349 (25%)
8620 (58%) (31%)
3’ETS+N 1092- 3553 2075
7262 31,2% 1349 (18,5%)
TS 5629 (48,9%) (28,5%)
1559 1165
5°ETS 6238 41-6023 36% 272 (4,4%)
(25%) (18,6%)
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4.3.2. Struktura jednostek rDNA i porownania mi¢dzygatunkowe

U badanych przedstawicieli rodzaju Erica jednostki powtdérzeniowe nrDNA
konsekwentnie reprezentowaly ten sam schemat (Rycina 18). Pojedynczy klaster zawiera
geny kodujace rDNA: 18S, 5.8S 1 26S oraz regiony niekodujace, takie jak: IGS
(Intergenic Spacer Region; miedygenowy region dystansowy), ITS 1 oraz ITS 2 (Internal
Transcribed Spacer 1 i 2; wewnetrzny transkrybowany region dystansowy). Przektadki
migdzygenowe, ktorymi s3 regiony IGS skladajg si¢ z nastgpujacych elementow
funkcjonalnych: 3'ETS (3’External Transcribed Spacer; zewngtrzny transkrybowany
odstepnik), NTS (Non-Transcribed Spacer; nietranskrybowany odstepnik) i 5ETS
(5’External Transcribed Spacer). 3’ETS jest do$¢ krotka sekwencja, ktéra znajduje sie
miedzy 3'-koncem genu 26 S rDNA a TTS - miejscem zakonczenia transkrypcji

(transcription termination site).

Doktadng lokalizacje zasiggu motywow pirymidyny swoistych dla TTS pokazano
w Tabeli 14. W regionach IGS w rodzaju Erica znaleziono jeden rzekomy TTS. 5ETS
jest sekwencja nukleotydowa potozong na drugim koncu regionu IGS, znajduje si¢
migdzy 5'-koncem 18S rDNA a TIS - miejscem inicjacji transkrypcji (transcription
initiation site). Liczba rzekomych TIS w badanym rodzaju Erica osiagneta az liczbe
sze$ciu u Erica cinerea (Tabela 15). Nietranskrybowany region (NTS) zlokalizowany
miedzy 3'ETS a 5'ETS wykazuje wysoki poziom zmiennosci dtugosci sekwencji, w
rodzaju Erica dlugosci NTS osiaggajg od 236 pz (Erica cinerea) do 5610 pz (Erica

arborea).
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Tabela 14. Zestawienie przypuszczalnego TTS u przedstawicieli rodzaju Erica. Pozycja
pierwszego nukleotydu TTS dla przypuszczalnej sekwencji TTS w odniesieniu do konca 3° 26S
rDNA

Gatunek Sekwencja TTS Pozycja TTS
Erica arborea TCCCTCCCCCTTT 21
Erica cinerea TCCCTCCCCCTTC 21
Erica globiceps TCCCTCCCCCTTC 21
Erica imbricata TCCCTCCCCCTTC 21
Erica multiflora TCCCTCCCCCTTC 21
Erica plukenetii TCCCTCCCCCTTC 21

Erica vagans TCCCTCCCCCTTT 21
Erica versicolor TCCCTCCCCCTTC 21
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Tabela 15. Zestawienie przypuszczalnego TIS u przedstawicieli rodzaju Erica. Pozycja
pierwszego nukleotydu TIS dla przypuszczalnej sekwencji TIS w odniesieniu do konca 5° 18S
rDNA

Gatunek Sekwencja TIS Pozycja TIS
Erica arborea TCTATAGGGGGG 5631
TCTTTAGGGGGA 257
TCATTGGGGGTG 3683
TCCTTCGGGGGA 4167
Erica cinerea
TCCTTCGGGGGA 4442
TCATTGGGGGTG 4681
TCTTTGGGGGTC 9577
Erica globiceps TCTATAGGGGGG 3681
Erica imbricata TCTATAGGGGGG 1088
Erica multiflora TCTATAGGGGGG 2232
Erica plukenetii ACTATAGGGGGG 2503
TCTATAAGGAGG 301
Erica vagans
TCAATGGGGGGC 2848
Erica versicolor ACTATAGGGGGG 2670
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4.4. Analiza filogenetyczna

4.4.1. Filogenetyczna informatywnos¢

Badano sktadowe funkcjonalne jednostki powtarzalne rDNA w celu opisania
profilu informatywnosci filogenetycznej (PI). Zestaw danych z rodzaju Erica zostat
zbadany osobno: dla gendw rDNA, ITS1, ITS2, kompletnego regionu ITS z 5,8 S rDNA,
3'ETS, wtym NTS oraz dla 5'ETS.

Profil badanej informatywnosci filogenetycznej sieciowej dla wybranych domen w
obrgbie rDNA, obejmujacy kompleksowa informatywnos$¢ regionéw nukleotydowych,
wykazal bardzo niski sygnal filogenetyczny podtrzymywany przez geny rDNA.
Niewystarczajaco wysoki stopien PI ogélnego ujawniono roéwniez w regionie ITS1. Piki
tego profilu PI dla rDNA 1 ITS1 nakladaly si¢ na siebie. Najwyzszy zakres PI netto
uzyskano dla regionu 3'ETS z duza r6znicg w stosunku do poziomu nastgpnego regionu

w wartosci sieciowej PI (Rycina 20 A).

Rozdzielczos¢ profilu PI w przeliczeniu na miejsce potwierdza najnizszy poziom
informatywnosci dla genéw rDNA 1 najwyzszy odpowiednio dla ITS oraz 3'ETS + NTS
(Rycina 20 B). W zwiazku z tym, jesli chodzi o wynik informatywnosci filogenetycznej
w przeliczeniu na miejsce 1 ogolnej, najbardziej obiecujgcym markerem filogenetycznym

dla rodzaju Erica okazat si¢ region IGS obejmujacy 3'ETS i region NTS.

155



3'ETS + NTS
51143038 2
5'ETS
ITS
ITS2 454604784
ITS1
. rDNA 39777918.6
340953588 &
g
g
28412799 E
E
=]
7]
E=]
]
22730239.2 gﬂ
S
£
Al
170476794 2
<@
s
-
11365119.6
5682559.8
r T T T T T 0
0072 0.064 0.056 0.048 0.04 0032 0.024 0.016 0.008 0

156



3'ETS + NTS

SETS 12440.7
ITS

ITS2

ITS1 11058.4

| DNA

9676.1

8293.8

6911.5

5529.2

4146.9

10~-3 Phylogenetic Informativeness per site

2764.6

1382.3

0.072 01064 01056 0,048 0.04 0.032 0.024 00016 0,008 0

Rycina 20. Informatywnos¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) jest ogoélny sieciowy, drugi (B)
powstat w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnos$ci dla wybranych regionow w
obrebie rDNA. Of$ czasu zostala skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym obliczeniu
dla pelnej jednostki rDNA. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a warto$¢

0 jego wierzchotkom
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Otrzymane rezultaty zostaty potwierdzone przez analiz¢ kladogramoéw obliczong
osobno dla regionu 3'ETS + NTS i pelnego ITS (ITS1 + ITS2) pochodnej metoda
maksymalnego podobienstwa (ML) (odpowiednio: Rycina 21B i 21A).

Drzewo filogenetyczne zbudowane w regionie 3’ETS + NTS jest utworzone z silnie
wspieranych kladow z warto$ciami tadowania poczatkowego siggajacymi 100%. Z
drugiej strony drzewo filogenetyczne zbudowane z sekwencji ITS sktada sie z niskiego
poziomu obstugiwanych kladéw ze wszystkimi warto$ciami bootstrapu ponizej 60%.
Ponadto skonfrontowane drzewa filogenetyczne wskazuja na znaczng rozbiezno$¢ w
odniesieniu do lokalizacji przedstawicieli rodzaju. Na przyktad rekonstrukcja
filogenetyczna pochodzaca z ITS wykazuje Scisty zwigzek miedzy Erica imbricata i
Erica plukenetii, podczas gdy rozdzielczos¢ kladogramu skonstruowanego w regionie

3'ETS + NTS umieszcza te gatunki w osobnych liniach o wysokiej wiarygodnosci.
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Rycina 21. Zestawienie dla regionéw ITS i 3'ETS + NTS. Kladogramy konsensusowe otrzymane
z analizy ML catego ITS (A) i regionu 3'ETS + NTS (B). Warto$ci bootstrap ponizej 55% nie
zostaly ujete
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4.4.2. Wzorce zréznicowania sekwencji powtérzonych w
obrebie regionu IGS - zdetektowane sekwencje

motywow

W celu szczegotowego badania wariancji IGS, analiz¢ sekwencji 1GS
przeprowadzono za pomocg metody dot plot, ktore sg zaprezentowane osobno dla
kazdego badanego gatunku na rycinach Suplementu . Badanie to wykazalo wiekszg
konserwatywno$¢ sekwencji zlokalizowanych poczatkowo i na koncu struktury 1GS.
Tyle, ze analiza dot plot pokazuje obecno$¢ wielu motywow powtarzajacych sie w
badanych gatunkach, z bardzo wyraznym wizualnym odzwierciedleniem odpowiednio
liczby motywow u osobnika. Rozpoznanie liczby i1 dtugosci powtorzonych sekwencji w
Chamaedaphne calyculata pozwolito na wyznaczenie dziewigciu wariantOw motywow o
dhugosci od 20 do 108 pz (Tabela 16, Suplement 4) i miato charakter porownawczy.
Zestawienie otrzymanych motywow u innego gatunku z rodziny Ericaceae

odzwierciedlito niepowtarzalno$¢ aranzacji sekwencji powtorzonych w rodzaju Erica.

W rodzaju Erica wykryto czternascie roznych motywow o dtugosci od 100 do 141
pz (Tabela 16). Podobnie jak u Chamaedaphne calyculata, u przedstawicieli Erica
zauwazono polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) pomigdzy kopiami
poszczegbdlnych motywdw w obrgbie gatunku. Liczba powtdrzen motywow wynosita od
2 do 7 na gatunek w przypadku Chamaedaphne calyculata. Natomiast w rodzaju Erica
wykryto bardzo zmienng liczbe kopii miedzy powtorzeniami. Niektore gatunki nie majg
pewnych motywow, jedynie ER 10 wystepuje u kazdego gatunku Erica, zawsze w jednym
powtorzeniu. Najwigcej motywow wykryto U Erica arborea, gdzie zanotowano rowniez
najwigkszg liczbg powtdrzen na gatunek; w przypadku ER5 — az 26 powtorzen, co istotnie
koreluje z dlugoscia catej sekwencji IGS u tego gatunku. Najmniej motywow odkryto u
Erica vagans, gdzie roéwniez ujawniono najmniejszg liczb¢ powtorzen poszczegolnych
motywow oraz brak czterech motywow (ER2, ER3, ER9 i ER13), co takze odpowiada

dhugosci calej sekwencji IGS Erica vagans.
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Porownanie regionow IGS wskazuje na niezmiernie wysoki poziom réznorodnosci
sekwencji w regionie wewngtrznych powtérzen (IR — inter-repeats) i wysoce
zroznicowany rozktad warto$ci P1 w poszczegdlnych motywach w osobnych gatunkach
z rodzaju Erica (Tabela 17). Schemat powtorzen u gatunkéw Erica nie jest bardzo prosty
ze wzgledu na duza liczbg wykrytych motywéw (14) i ich liczne powtdrzenia (do 26).
Najmniej zroznicowany modut IR zidentyfikowano w Erica cinerea, gdzie wykryto brak
czterech motywow, pozostale cztery zanotowano jedynie pojedynczo, a wartosé
zroznicowania nukleotydow (Pi) dwdch innych motywoéw byta réwna 0, ale wszystkie
predyktory nie oznaczaja, ze schemat Erica cinerea mozna scharakteryzowac jako prosty.
Poniewaz w tym gatunku odkryto nawet 17 kopii jednego typu powtdrzen, kazdy o
dhugosci 114 pz, nazwanego ER3. Skromny schemat ustalono w regionie IGS Erica
versicolor, gdzie siedem motywow nukleotydowych wystapito tylko w jednej kopii, 3
motywy w dwoch powtdrzeniach, a tylko jeden motyw nukleotydowy powtdrzony jest
dziesigciokrotnie — ER6 (100 pz). W Chamaedaphne calyculata wykazano wystepowanie
dziewigciu réznych powtérzen w zakresie od 20 do 108 pz. Wspolny wzor regionu
organizacji wewngtrznych powtorzen w kazdym gatunku Erica obejmuje waska czgs¢
potozona w poblizu genu 26S rRNA, gdzie wykryto motyw ERI10 oraz czes¢
zlokalizowang w poblizu genu 18S rRNA, obejmujacg konfiguracje 3 motywow
odpowiednio: ER8, ER7 i ER14. U wszystkich przedstawicieli rodzaju Erica
domniemany TIS znajdowat si¢ w sekwencji ER9. Zestawienie wykrytych motywéw w
obrebie IGS u przedstawicieli rodzaju Erica wraz z liczbg ich powtorzen przedstawione
zostalo w tabelo Suplementu 3, natomiast zestawienie wykrytych motywow w

Chamaedaphne calyculata wraz z ich wartoscia Pi w tabeli Suplementu 4.

Ogolng aranzacj¢ wizualng rozktadu motywow u reprezentantow z rodzaju Erica
oraz u gatunku Chamaedaphne calyculata przedstawiono odpowiednio na rycinach

Suplementu 5 oraz 6.
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Tabela 16. Zestawienie regionow wewngetrznych powtdrzen (motywow) okre$lonych dla

gatunkow poddanych analizom

Liczba
oy | MarstE | PR | T | Sreakeke
przeliczeniu | powtérzen
na gatunek
Motif 1 2.5e-096 7 7 92
- Motif 2 6.7e-064 4 4 69
‘—E Motif 3 2.7e-064 7 7 77
% Motif 4 1.0e-048 5 5 55
é’ Motif5 | 4.9e-029 2 2 39
g Motif 6 1.6e-017 4 4 108
% Motif 7 2.5e-012 5 5 55
6 Motif 8 3.2e-011 6 6 20
Motif 9 2.4e-003 2 2 28
ER1 4.3e-1513 2-8 31 130
ER2 4.6e-1321 0-12 35 141
ER3 5.2e-955 0-17 27 114
© ER4 1.7e-944 0-7 24 141
::j ER5 3.1e-847 0-26 35 100
ER6 6.6e-629 0-15 46 100
ER7 1.5e-431 1-2 10 141
ERS8 2.2e-515 2-4 23 140
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Tabela 16. Ciag dalszy.

e o Kompletna
Wartos¢ E- | powtorzenw | |. P Szerokos¢
Motyw ) X liczba
value przeliczeniu N motywu [pz]
na gatunek powtorzen
ER9 3.5e-342 0-4 19 137
ER10 9.3e-141 1 8 100
© ER11 7.9e-060 0-3 11 100
(&)
(0 ER12 2.0e-041 0-1 6 100
ER13 1.2e-033 0-3 7 100
ER14 2.7e-002 0-2 11 100
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Tabela 17. Wykres wykrytych motywow w rodzaju Erica wraz z ich warto$cia Pi

Nazwa gatunku i wartos¢ zréznicowania nukleotydowego (Pi) || <* - jeden motyw, ‘-* — brak motywu

Kompletna
warto$¢ Pi
Motyw

danego
motywu
ER1 0,09487 0 0,03049 0,16462 0,15385 0,37179 0,40769 0,26154 0,15795
ER2 0,36099 - 0,15130 - 0,42514 - 0,26950 0,31746 0,31544
ER3 - 0,03805 * 0,08647 - - * - 0,27123
ER4 0,33097 0 0,04458 0,33546 0,59574 0,42790 * - 0,27212
ER5 0,22972 - * - 0,31333 0,17333 * * 0,29466
ER6 0,61389 - - * 0,35489 * 0,22911 0,19429 0,40780
ER7 * * 0 * * 0,60993 * * 0,15603
ERS8 0,65000 0,66429 0,52381 0,63810 0,64286 0,67143 0,64048 0,63333 0,47230
ER9 0,45499 - 0,59124 0,54258 0,54258 - 0,53041 0,35036 0,46707
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Tabela 17. Ciag dalszy.

Nazwa gatunku i warto$¢ zréznicowania nukleotydowego (Pi) || “* - jeden motyw, *-* —brak motywu | Kompletna

wartos¢ Pi
Motyw

danego

motywu
ER10 * * * * * * * 0,27714
ER11 0,52862 * - * 0,68000 * 0,80000 0,54215
ER12 * * * - - * * 0,43467
ER13 - 0,34000 0,31000 - - - 0,47000 0,48190
ER14 - 0,71000 * 0,52000 * 0,65000 0 0,49927
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4.5. Filogenetyka rodzaju Erica

Dostepnos¢ w bazach danych kompletnych sekwencji genomow réznych gatunkow
ros$lin pozwala na porownywanie i analizowanie ich toku ewolucji poprzez korelacje
gendw w odniesieniu do ich wzglgdnych pozycji w genomach oraz zrozumienie ich

relacji filogenetycznych.

Otrzymanie catego genomu cpDNA dla dwoch gatunkow z rodzju Erica oraz obfite
zasoby genomiczne pozostatych reprezentantow, umozliwity w pierwszym kroku analiz¢
calego genomu, a nastepnie przeprowadzenie badan porownawczych wybranych
rodzin/grup genoéw chloroplastowych. Informacja o sekwencjach tych gendéw

chloroplastowych widnieje w Suplemencie 1.

Wszystkie zidentyfikowane sekwencje gendw z poszczegélnych grup/rodzin
zostaty poddane przyréwnaniu wielu sekwencji (MSA — multiple sequence alignment),
ktory zostat wykonany w celu przeprowadzenia dalszych analiz oraz skonstruowania
drzewa filogenetycznego przy uzyciu parametrow domyslnych. W pierwszym kroku
zestaw danych oparty na catkowitym zasobie sekwencji genéw cpDNA badanych
przedstawicieli z rodzaju Erica, postuzyt do zrekonstruowania sieci filogenetycznej w
programie SplitsTree 4.19.0 w formie sieci konsensusu, tworzac swego rodzaju zestaw
ufnosci zaprezentowanych dalej drzew filogenetycznych (Rycina 22). Drzewa
filogenetyczne zostaty skonstruowane oddzielnie dla poszczegdlnych rodzin/grup genow
przy uzyciu ustawien domyslnych i 2000 replik typu bootstrap, celem zapewnienia
wysokiego zakresu ufnosci i doktadnosci danych. Grupe zewnetrzng stanowit gatunek
Vaccinium macrocarpon oraz Chamaedaphne calyculata w zaleznosci od dostepnos$ci
pelnych danych referencyjnych dla konkretnej rodziny/grupy gendéw w repozytorium
GenBank. Topologia prezentowanych dalej drzew filogenetycznych jest catkowicie
zgodna z wynikami wnioskowania bayesowskiego. Drzewa ML uzyskane z analiz
potaczonych sekwencji nukleotydowych poszczegdlnych gendéw i grup gendw ukazaty
podobng topologie do drzew bayesowskich. Dla wszystkich badanych genow i grup

genow przedstawiono skompilowane wyniki analiz filogenetycznych.
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Wygenerowanie konsensusowej sieci filogenetycznej obejmowato wszystkie geny
z genomow chloroplastowych badanych o$miu reprezentantdow z rodzaju Erica.
Podczas gdy analiza drzew ML kazdego genu zapawnia statystyczne wsparcie dla
sprzecznych filogenez, a oczywistym jest ze analizy ML sg obarczone btedem

systematycznym, postuzyto to do glebszej analizy.

Brak rozszczepionych sieci stanowi 0 niewystepowaniu wyraznej i jawnej relacji
ewolucyjnej, a brak réwnolegtych krawedzi reprezentuje brak wyraznych podzialow.
Po skonstruowaniu sieci filogenetycznej okreslono, ze nie rézni si¢ ona znaczaco od
wygenerowanych drzew, co sugerowa¢ moze przeprowadzenie analizy filogenetycznej

opartej na drzewie filogenetycznym skontruowanym analizg bayesowska.

Wyniki zostaty potwierdzone przez analiz¢ dendrogramoéw obliczong osobno dla
kazdej wymienionej grupy/rodziny genéw i osobno dla poszczegolnych genéw accD,
cemA, ccsA, matK oraz rbcl, metoda maksymalnego podobienstwa (ML)
(Ryciny 23-38).
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Erica plukenetii
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Rycina 23. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowskg dla kompletnych genow rbcL. Wartosci bootstrap ponizej 50% sa ukryte.
Liczby nad galeziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (wartos¢ ML)
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Rycina 24. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowska dla kompletnych genow matK. Wartosci bootstrap ponizej 50% sa ukryte.
Liczby nad galeziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (wartos¢ ML)
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Rycina 25. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowska dla kompletnych genéw ccSA. Warto$ci bootstrap ponizej 50% sg ukryte.
Liczby nad galeziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (wartos¢ ML)
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Rycina 26. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowska dla kompletnych genow cemA. Wartosci bootstrap ponizej 50% sa ukryte.
Liczby nad galeziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (wartos¢ ML)
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Rycina 27. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analiza bayesowska dla kompletnych genow accD. Wartosci bootstrap ponizej 50% sg ukryte.
Liczby nad gateziami reprezentujg wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (wartos¢ ML)
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Rycina 28. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analiza bayesowska dla kompletnych genow atp. Wartosci bootstrap ponizej 50% sa ukryte.
Liczby nad gal¢ziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (warto$¢ ML)
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Rycina 29. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowska dla kompletnych genéw ndh. Wartosci bootstrap ponizej 50% sg ukryte.
Liczby nad gateziami reprezentujg wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (warto$¢ ML)
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Rycina 30. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analiza bayesowska dla kompletnych gendéw pet. Wartosci bootstrap ponizej 50% sa ukryte.
Liczby nad galeziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (wartos¢ ML)

176



Evica cinerea

64

Erica vagans

Ervica mudtiflora

Ervica arborea

Ervica versicolor

Erica imbricata

Erica plukenetii

Erica globiceps

Vacecinium macrocarpon

Rycina 31. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analiza bayesowska dla kompletnych genow rpo. Wartosci bootstrap ponizej 50% sg ukryte.
Liczby nad gateziami reprezentujg wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (warto$¢ ML)
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Rycina 32. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowska dla kompletnych genéw rRNA. Wartosci bootstrap ponizej 50% sg ukryte.
Liczby nad gal¢ziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (warto$¢ ML)
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Rycina 33. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane

analizg bayesowskg dla kompletnych genéw ycf. Wartosci bootstrap ponizej 50% sa ukryte.

Liczby nad gal¢ziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (wartos¢ ML)
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Rycina 34. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analiza bayesowska dla kompletnych genow psa. Wartosci bootstrap ponizej 50% sa ukryte.
Liczby nad gal¢ziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (warto$¢ ML)
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Rycina 35. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowskg dla kompletnych genéw rpl. Wartosci bootstrap ponizej 50% sg ukryte.
Liczby nad gateziami reprezentujg wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (warto$¢ ML)
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Rycina 36. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowska dla kompletnych genow rps. Wartosci bootstrap ponizej 50% sa ukryte.
Liczby nad galeziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (wartos¢ ML)
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Rycina 37. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowska dla kompletnych genéw psb. Warto$ci bootstrap ponizej 50% sg ukryte.
Liczby nad gateziami reprezentujg wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (warto$¢ ML)
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Rycina 38. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowska dla kompletnych genoéw trn. Wartosci bootstrap ponizej 50% sa ukryte.
Liczby nad galeziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne

prawdopodobienstwo (wartos¢ ML)
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Drzewo filogenetyczne zbudowane dla genéw rbcL, matK i ccsA jest utworzone z

silnie wspieranych kladow z warto$ciami fadowania poczatkowego siegajacymi 100%

(Ryciny 23, 24 1 25).

W odréznieniu od drzewa filogenetycznego zbudowanego z sekwencji ITS
(Rycina 21A), pomimo wystepowania niskiego poziomu obslugiwanych kladow w
poniektorych przypadkach, nigdzie nie wystgpito takie drzewo filogenetyczne, by

wszystkie jego wartosci bootstrap siggaty ponizej 60%.

Istotnym jest, iz skonfrontowane drzewa filogenetyczne wskazuja na zauwazalng
rozbiezno$¢ w odniesieniu do lokalizacji przedstawicieli rodzaju. Na przyktad
rekonstrukcja filogenetyczna pochodzaca z genu accD wykazuje $cisty zwigzek migdzy
Erica globiceps i Erica vagans, podczas gdy rozdzielczos$¢ kladogramu skonstruowanego
w obrebie gendw cemA lokuje te gatunki w osobnych liniach o znacznej wiarygodno$ci

(Ryciny 26 1 27).

Drzewa filogenetyczne skonstruowane na pojedycznych genach, ze znaczacym
wsparciem dla ktadow, wykazaty jednoznacznie, iz gatunkiem ancestralnym moze by¢
Erica arborea. Analizy przeprowadzone na poszczegdlnych grupach genow
chloroplastowych potwierdzily t¢ hipotez¢ w przypadkach analiz opartych na genach:
pet (Rycina 30), psa (Rycina 34), psb (Rycina 37) oraz trn (Rycina 38),
statystycznie jest to najczeSciej wylaniany gatunek, bedacy w najwczesniejszej linii

ewolucyjnej.
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4.5.1. Informatywnos¢ filogenetyczna poszczegolnych grup genow

chloroplastowych w rodzinie Ericaceae

Badano kompletne sekwencje kodujgce genoméw chloroplastowych rodzaju Erica
dla gatunkoéw Erica arborea, Erica cinerea, Erica globiceps, Erica imbricata, Erica
multiflora, Erica plukenetii, Erica vagans i Erica versicolor, w celu opisania profilu

informatywnosci filogenetycznej (PI).

Zestaw danych z rodzaju Erica zostal zbadany osobno: dla genow accD, cemA,
ccsA, matK i rbcL, dla genow kodujacych rybosomalne RNA, genow kodujacych
podjednostki polimerazy RNA, gendéw kodujacych podjednostki syntazy ATP, genow
kodujacych podjednostki kompleksu b/f cytochromu, genow kodujacych podjednostki
dehydrogenazy NADH, gendéw kodujacych biatka duzej podjednostki rybosomu, genéw
kodujacych biatka matej podjednostki rybosomu, genéw kodujacych podjednostki
fotosystemu I 1 II, genow kodujacych transportujagce RNA oraz dla hipotetycznych genow
(Ryciny 39-50).
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Grupa gendéw kodujacych karboksylaze acetylo-CoA, biatko jadrowej

membrany, Biatko cytochromu ¢, maturaze K i duza podjednostke Rubisco
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Rycina 39. Informatywno$¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogodlny sieciowy, drugi (B)
powstal w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnosci dla wybranych regionéw w
obrebie genéw accD, cemA, ccsA, matK, rbcl. O$ czasu zostata skalibrowana do drzewka ML
0 ultrametryzowanym obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych genéw
wykorzystanych do kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu

drzewa, a wartos¢ 0 jego wierzchotkom
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Geny kodujace rybosomowe RNA
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Rycina 40. Informatywno$¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogélny sieciowy, drugi (B)
powstal w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnosci dla wybranych regionow w
obregbie genow rrn. O$ czasu zostala skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym
obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych genéw wykorzystanych do
kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a warto$¢ 0 jego

wierzcholkom
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Geny kodujace podjednostki polimerazy RNA
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Rycina 41. Informatywno$¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogdlny sieciowy, drugi (B)
powstal w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnosci dla wybranych regionéw w
obrgbie genow rpo. O$ czasu zostata skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym
obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych genow rpo wykorzystanych do
kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a wartos¢ 0 jego

wierzchotkom
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Geny kodujace podjednostki syntazy ATP
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Rycina 42. Informatywno$¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogdlny sieciowy, drugi (B)
powstal w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnosci dla wybranych regionow w
obrgbie genow atp. O$ czasu zostala skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym
obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych genow atp wykorzystanych do
kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a wartos¢ 0 jego

wierzcholkom
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Geny kodujace podjednostki kompleksu b/f cytochromu

0b1

0.008

0.d0s

0.004

0.002

710657

639591.3

568525.6

497459.9

426394.2

355328.5

284262.8

2131971

1421314

71065.7

107-3 Net Phylogenetic Informativeness

195



170
. petA
petB
peiD 1053
petG
pe[L 936
efN
b 2
819 @
©
Q
/)]
)]
702 2
0]
>
T
£
(¢]
585 E
9
]
&
468 o)
9
>
L
o
™
351 b
o
234
17
! T T 0
0012 0.01 0.008 006 0.004 0002 0

Rycina 43. Informatywnos¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogdlny sieciowy, drugi (B)
powstal w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnosci dla wybranych regionéw w
obrgbie gendéw pet. O§ czasu zostala skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym
obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych gendéw pet wykorzystanych do
kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a wartos¢ 0 jego

wierzchotkom
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Geny kodujace podjednostki dehydrogenazy NADH
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Rycina 44. Informatywno$¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogodlny sieciowy, drugi (B)

powstal w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnosci dla wybranych regionéw w

obrgbie genow ndh. O$ czasu zostata skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym

obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych genéw ndh wykorzystanych

do kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a warto$¢ 0

jego wierzchotkom
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Geny kodujace biatka duzej podjednostki rybosomu
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Rycina 45. Informatywno$¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogodlny sieciowy, drugi (B)
powstal w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnosci dla wybranych regionéw w
obrebie genow rpl. O$ czasu zostala skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym
obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych genéw rpl wykorzystanych do
kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a wartos¢ 0 jego

wierzcholkom
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Geny kodujace biatka matej podjednostki rybosomu

0.0b49

0.0b42

0.0035

0.0028

0.0021

0.0b14

¥ps2
ps3
rps4
psT

B 58
rpsll

rps12
rpsld
rps15
rpsl6

rps18
rps19

0.0007

0

580660.2

516142.4

451624.6

387106.8

322589

258071.2

193553.4

129035.6

645178

1073 Net Phylogenetic Informativeness

201



rps2
rps3
rpsd | 12411
rpsT
B ps8
rps1l [ 11032
rps12
rps14 o
rpsl5 | 9653 =
o
rpsl6 ]
rps18 9
rps19 (8274 2
()
2
©
£
6895 O
£
9
°
c
5516 &
k)
>
£
o
37 7
~ =)
2758
1379
0
0.0056 0.0049 0.0042 0.0b35 0.0b28 0.0021 0.0014 0.0007 ¢

Rycina 46. Informatywno$¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogodlny sieciowy, drugi (B)
powstal w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnosci dla wybranych regionéw w
obrebie genow rps. O$ czasu zostata skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym
obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych genow rps wykorzystanych do
kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a wartos¢ 0 jego

wierzchotkom
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Geny kodujace podjednostki fotosystemu |
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Rycina 47. Informatywno$¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogodlny sieciowy, drugi (B)
powstal w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnosci dla wybranych regionéw w
obrebie genow psa. O$ czasu zostata skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym
obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych genow psa wykorzystanych do
kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a wartos¢ 0 jego

wierzchotkom
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Rycina 48. Informatywnos¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogdlny sieciowy, drugi (B)
powstat w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnos$ci dla wybranych regionow w
obrebie genow pshb. O§ czasu zostata skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym
obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych genow psb wykorzystanych do
kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a wartos¢ 0 jego

wierzchotkom
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Hipotetyczne geny

| BEL

yef2

yefa
yef1s
yefo8

0008

0.006

0.004

0.d02

1195558.2

1062718 .4

929878.6

797038.8

664199

531359.2

398519.4

265679.6

132839.8

107-3 Net Phylogenetic Informativeness

207



| B
yef2
yef3
yefa

I yef15

yefos8

0.01 0.dos 0.006 0.004 0.d02

2593

2333.7

2074.4

1815.1

1555.8

1296.5

1037.2

777.9

518.6

259.3

107-3 Phylogenetic Informativeness per site

Rycina 49. Informatywno$¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogdlny sieciowy, drugi (B)

powstal w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnosci dla wybranych regionéw w

obrebie genow ycf. O$ czasu zostata skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym

obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych genow ycf wykorzystanych do

kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a warto$¢ 0 jego

wierzchotkom
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Geny kodujace transportujace RNA
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Rycina 50. Informatywno$¢ filogenetyczna. Profil pierwszy (A) ogodlny sieciowy, drugi (B)
powstal w przeliczeniu na miejsca filogenetycznej informatywnosci dla wybranych regionéw w
obrgbie genow trn. O$ czasu zostata skalibrowana do drzewka ML o ultrametryzowanym
obliczeniu wyprowadzony ze zbioru danych wszystkich badanych genow ycf wykorzystanych do
kalibracji osi czasu. Czas ewolucji wynoszacy 1,0 odpowiada korzeniu drzewa, a wartos¢ 0 jego

wierzcholkom
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Profil badanej informatywnosci filogenetycznej sieciowej dla wybranych genow w
obrgbie badanych gatunkéw, obejmujacy kompleksowa informatywnos$é regionow
kodujacych biatka, wykazat bardzo niski sygnatl filogenetyczny podtrzymywany przez
geny trn, z ktoérych duza cze$¢ nie zostata nawet uwzglgedniona w obszarze grafow.
Niewystarczajaco wysoki stopien PI ogdlnego ujawniono rowniez w regionie rrn4,5. Piki
tego profilu naktadaty si¢ na ramy osi kalibracyjnej. Najwyzszy zakres PI netto uzyskano
dla genéw rpoC2, ndhF, rpl22, rpsl6, rrnl6, psal, ycfl, rpl22, atpH, atpB, petA oraz
psbB z duzg r6znicg w stosunku do poziomu nastgpnego regionu w wartosci sieciowej PI

(Ryciny A 40-49).

Rozdzielczos¢ profilu PI w przeliczeniu na miejsce potwierdza najnizszy poziom
informatywnosci dla genu rrn4,5 i dla wielu pojedynczych gendw z poszczegdlnych grup.
Potwierdza takze najwyzszy poziom informatywnosci odpowiednio dla genéw rpoC2,
ndhF, rpl22, rpsl6, rrl6, psal i psbB (Ryciny B 40-41, 44-48). W zwiazku z tym, jesli
chodzi o wynik informatywnosci filogenetycznej w przeliczeniu na miejsce 1 ogdlne;j,
najbardziej obiecujagcymi markerami filogenetycznym dla rodzaju Erica okazaly sig¢
wilasnie geny rpoC2, ndhF, rpl22, rps16, rrnl6, psal, psbB oraz atpF.

Gen rpoC2 okazal si¢ ponownie obiecujagcym markerem genetycznym,
potwierdzajac tym samym wyniki badan z roku 2017, gdy analizie poddano 50
przedstawicieli z rodzaju Erica, a dochodzenia filogenetyczne prowadzono na

fragmentach 4 genow z grupy rpo (Gomolinska i in. 2017).

Porownanie filogenetyczne grup gendéw chloroplastowych wykazuje wysoki
stopien zachowania genow matK oraz ccsA, szczeg6lnie ccSA w przeliczeniu miejsc
filogenetycznej informatywnosci, co sugeruje, ze geny te moga poprzedza¢ dywergencje
genow rbcL, accD czy cemA (Rycina 39) oraz wzbogacaja zasob kandydatow do

zadowalajacych markerow filogenetycznych dla rodzaju Erica.

Geny z rodziny pet moga ewoluowac i rozszerzac si¢ szybciej niz rodzina genow
trn (Rycina 43 oraz Rycina 50). Przeprowadzona analiza wykazata, ze podczas ekspansji
rodziny genow atp, pet ewoluowato wiele ich grup, co skutkowato wysokim poziomem
funkcjonalnej dywergencji wsrod wszystkich gendow pet, uniemozliwiajgc wylonienie

pretendenta najwyzeszej informatywnosci filogenetyczne;.
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Drzewa filogenetyczne skonstruowane na pojedycznych genach (Ryciny 23-27), z
relewantnym wsparciem dla ktadow, wskazaly gatunek Erica arborea jako
prawdopodobny gatunek ancestralny. Analizy przeprowadzone na poszczegolnych
grupach genoéw chloroplastowych potwierdzity t¢ hipotez¢ w analizach opartych na
genach z grup: pet, psa, psb oraz trn., statystycznie jest to zatem najczgsciej wytaniany
gatunek, bedacy w najwczesniejszej linii ewolucyjnej. Celem glgbszej weryfikacji tej
hipotezy przeprowadzono jeszcze analiz¢ filogenetyczng na podstawie danych z genow
wytypowanych w badaniu informatywnos$ci filogenetycznej jako najlepsze markery

genetyczne, dla przedstawicieli z rodzaju Erica.

Najwyzsze wsparcie bootstarp otrzymano dla drzew skonstruowanych dla genow
atpF, ndhF, psbB oraz rpoC2, ktére zaprezentowano na Rycinach 51-54. We wszystkich
4 przypadkach najstarszym gatunkiem ewolucyjnie okazat si¢ wrzosiec drzewiasty (Erica
arborea). Wnikliwa analiza poréwnawcza wszystkich otrzymanych dendrograméw
konsensusowych oddala mozliwo$¢ pelnego 1 przekonujacego odtworzenia powigzan
migdzy analizowanymi gatunkami, co moze wynika¢ m.in. ze stosunkowo ograniczone;j
liczby gatunkéw poddanych tym analizom, pomimo obfitych zasoboéw informacji
genetycznej, ktore soba niosg. Odtworzenie historii ewolucyjnej jest zatem wciaz
niewykonalne. Gdy najbardziej odlegly gatunek to gatunek bikontynentalny, mozemy
jedynie przychyli¢ si¢ do teorii rozejscia si¢ linii ewolucyjnej na granicy kontynentu
Afryki 1 Europy, jednak wcigz niewyjasnionym pozostaje skad gatunki z tego rodzaju

rozpoczety swoja ekspansje (Kron i in. 2002).

Zaprezentowane w tej sekcji rezultaty majg szans¢ poskutkowac jeszcze lepszym
zrozumieniem ewolucji roslin z rodzaju Erica i charakterystyki funkcjonalnej

poszczegolnych rodzin/grup genow genomu chloroplastowego w przysztosci.
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Vaccinium macrocarpon

Rycina 51. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowska dla kompletnych genéw ndhF. Warto$ci bootstrap ponizej 50% sa ukryte.
Liczby nad gal¢ziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne
prawdopodobienstwo (wartos¢ ML). Grupe =zewnetrzng stanowil gatunek Vaccinium

macrocarpon.
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Rycina 52. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analiza bayesowska dla kompletnych genow rpoC2. Wartosci bootstrap ponizej 50% sg ukryte.
Liczby nad galeziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne
prawdopodobienstwo (wartos¢ ML). Grupe zewnetrzng stanowit gatunek Vaccinium

macrocarpon
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Rycina 53. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analizg bayesowska dla kompletnych genow psbB. Warto$ci bootstrap ponizej 50% sa ukryte.
Liczby nad gal¢ziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne
prawdopodobienstwo (warto§¢ ML). Grupe zewnetrzng stanowit gatunek Chamaedaphne

calyculata
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Rycina 54. Konsensusowe drzewo filogenetyczne przedstawicieli z rodzaju Erica skontruowane
analiza bayesowska dla kompletnych genow atpF. Wartosci bootstrap ponizej 50% sg ukryte.
Liczby nad gal¢ziami reprezentuja wsparcie bootstrapowe uzyskane przez maksymalne
prawdopodobienstwo (wartos¢ ML). Grupe zewnetrzng stanowit gatunek Vaccinium

macrocarpon
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5. Dyskusja

5.1. Genom chloroplastowy Erica a inne genomy chloroplastowe

Aktualnie wedlug opublikowanych danych literaturowych dostepnych jest okoto
osmiu tysiecy kompletnych, opracowanych genomoéw chloroplastowych, w tym
dotychczas zadnego catego genomu chloroplastowego z rodzaju Erica. Wigze si¢ to z
ogromnym trudem ztozenia kompletnej sekwencji plastomu w tym rodzaju. Sktadaty si¢
na to wielokrotne proby, nielinearno§¢ w pokryciu danych oraz segmenty DNA z
motywem licznych powtorzen tandemowych znaczacej dlugosci. W bazie danych sg
osiggalne jedynie poszczegdlne regiony chloroplastowe (gltéwnie atp-rbcL, psbA-trnH)
lub pojedyncze geny (gtownie rbcL i matK, rpoC1, rpoB, rpl16) dla wielu gatunkow z

rodzaju Erica (Benson i in. 2013).

Przez dhluzszy czas dostgpne byly jedynie pojedyncze kompletne genomy
chloroplastowe z rodziny Ericaceae, gtéwnie rodzajow z grupy niefotosyntetyzujacych i
miksotroficznych. Na przestrzeni ostatnich lat opracowano ich stosunkowo wiecej,
prowadzac intensywne prace genomiczne, w glownej mierze posrod rodzaju Vaccinium
oraz Rhododendron (Lin i in. 2020, Kim i in. 2020, Ma i in. 2021).

Badania z genomiki, ewolucyjne i filogenetyczne, w rodzinie Ericaceae nie
obejmowaty dotychczas przedstawicieli z rodzaju Erica, nie uwzgledniaty takze genomu
Chamaedaphne calyculata. Zwigkszajaca si¢ liczba kompletnych genomoéw
plastydowych moze by¢ szczegdlnie korzystna dla dalszych dziatan genetyki
populacyjnej, analiz molekularnych, ewolucyjnych i genetyki konserwatorskiej.

Zbadano tutaj tylko dwa kompletne genomy Erica, oraz jedynie osiem gatunkow
z rodzaju, ktory liczy 856 gatunkéw, w zwigzku z czym moze to nie w petni pokazad

rzeczywisty stan filogenezy rodzaju Erica.
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Jednak badanie to byto pierwsza tego typu kompleksowg analizg filogenetyczng Erica na
poziomie catego genomu chloroplastowego, czy sekwencji NOR a wynikajace topologie
oparte na calym genomie chloroplastowym lub zestawach danych CDS ostatecznie

pokazuja, ze Erica arborea moze by¢ kandydatem na ancestora Erica.

Miedzygatunkowy przeptyw gendow w odpowiedzi na selekcje ekologiczng mogt
doprowadzi¢ do trudnosci w analazie filogenetyki molekularnej. Biorgc pod uwage, ze
genomy chloroplastowe i jadrowe ewoluuja niezaleznie, sama filogeneza genomow
chloroplastowych moze by¢é niewystarczajgca do  podejmowania  decyzji
taksonomicznych dotyczacych catego rodzaju Erica. Dlatego potrzeba wigcej metod i
zdecydowanie wiekszej liczby gatunkéw w dalszych badaniach, aby poprawi¢ nasza
zdolno$¢ do lepszego zrozumienia filogenezy i ewolucji rodzaju Erica. Wyniki pokazaty
pewne réznice i ewolucje migdzy kompletnymi genomami chloroplastow Erica, w tym
wielko$¢, strukture 1 roznorodnos¢ nukleotydoéw, co dostarczyto cennych informacji do

ekspandacji wiedzy z zakresu klasyfikacji gatunkow, ich charakterystyki i ewolucji.
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5.1.1. Analiza porownawcza struktury i zawartoSci genow
genomow chloroplastowych gatunkow

fotosyntetyzujacych z rodziny Ericaceae

Genomy chloroplastowe poréwnywanych reprezentantow z rodziny Ericaceae to
koliste czasteczki o wielko$ci plasujacej sie¢ w zakresie przekraczajacym dlugosé
wystepujaca u wigkszosci roslin kwiatowych, ze wzgledu na dodatkowa proporcje
niekodujacego DNA reprezentowang przez powtdrzenia i pseudogeny, za wyjatkiem
wielkosci plastomu Arbutus unedo, ktory osiggnat jedynie ~ 150 tys. pz
(Martinez-Arberola i in. 2013).

Plastomy te ustrukturyzowane sag w typowa czterofragmentowa konstrukcje
sktadajaca si¢ z dwodch odwroconych powtdrzen (IRA, IRB), oddzielonych duza
pojedyncza kopig (LSC) 1 mala pojedyncza kopia (SSC). Wyjatek stanowi genom
gatunku Rhododendron pulchrum, ktory nie zawieral regionow odwroconych powtdrzen
(IR) (Shen i in. 2020). Utrata regionu IR jest rzadkim zjawiskiem u roslin
okrytonasiennych, jednak tego typu wyjatki odnotowywano juz wczesniej.
Brak regionow odwroconych powtorzen wykryto m.in. po raz pierwszy w rodzaju
Passiflora (Mg¢czennica) w gatunkach Passiflora capsularis i Passiflora costaricensis,
ktory jest gatunkiem wykazujacym sporadyczne dziedziczenie chloroplastow po obojgu

rodzicach.(Cauz-Santos i in. 2020).

Zawarto$¢ procentowa GC w analizowanych plastomach jest zblizona u wszystkich
gatunkow Ericaceae (uplasowuje si¢ w granicach 35-37%) i jest poréwnywalna do
zakresu odnotowanego w genomach chloroplastowych roslin z kladu Asteridae
(Astrowych) i Rosidae (Rozowe) (Wang i in. 2019; Zhang i in. 2021). Wyzsze wartoSci
zawartosci procentowej GC odnotowano m.in. w rodzinie Apocynaceae (Toinowatych),

gdzie odnotowano wartos$¢ totalng 38,3% (Zheng i in. 2022).
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Rozmiary matego regionu pojedynczej kopii obserwowane u analizowanych
przedstawicieli fotosyntetyzujacych z rodziny Ericaceae u wigkszosci gatunkoéw
rozktada si¢ w zblizonych granicach (2,249 - 3,518 pz). Na ogét maty obszar pojedynczej
kopii jest u wrzosowatych znacznie zmniejszony, przy wielko$ci w granicach ~ 3 tys. pz,
za wyjatkiem kontrastujacego wielkoscia regionu SSC u gatunku Pyrola rotundifolia,
gdzie osiaga wielkos¢ 11,945 pz. (Tabela 11). Gatunek ten wykazal takze obecnosc¢
nowego genu, powstalego w wyniku duplikacji genu rps4. Redukcja regionu SSC
przekracza t¢ zanotowang u niefotosyntetyzujagcych roslin  pasozytniczych,
wyrdzniajacych si¢ wybitng redukcja wigkszosci gendow chloroplastowych, np.
w rodzajach Cuscuta (Kanianka) czy Epifagus (monotypowy rodzaj z jedynym
przedstawicielem Epifagus virginiana znanym pod nazwg ,krople bukowe”)
(Miao i in. 2022). Ekstremalne skrocenie regionu SSC taczy si¢ z powieleniem i
wilgczeniem pewnych operonéw (np. ndhH-D u Vaccinium macrocarpon) w kazdy z
dwoch regionow IR i jednoczesne rozszerzenie regionéw powtdrzeniowych.
Porownywane genomy zawierajg duzg liczbe regionow powtdrzeniowych i translokacji.
Analiza porownawcza rozszerzonego zestawu plastomow Ericaceae sugeruje, ze geny
clpP i accD, obecne w genomach plastydowych prawie wszystkich roslin, nie zostaty
utracone w tej rodzinie, mimo ze we wczesniejszych badaniach stawiano tego typu
hipotezy (Fajardo i in. 2013, Martinez-Arberola i in. 2013, Logacheva i in. 2016).

Uliniowanie calych genoméw chloroplastowych z innymi reprezentantami
Asteridae wykazuje wysoki stopien konserwatywnosci wielu regionéw kodujacych wraz
z unikatowymi rearanzacjami charakterystycznymi dla poszczegdlnych gatunkow.
Pierwszy catkowicie zsekwencjonowany plastyd Nicotiana tabacum (Tyton szlachetny),
stanowi punkt odniesienia nowo badanych cpDNA jako gatunek uznany za posiadajacy
porzadek i zawarto$¢ genow przodkow roslin okrytozalagzkowych. Jest to wzmocnione
przez podobienstwo cpDNA tytoniu do m.in. podstawowych okrytozalazkowych,
Amborella, Nymphaea (Grzybienie), Calycanthus (Kielichowiec), Drimys (Zacierp),
Liriodendron (Tulipanowiec) czy Piper (Pieprz) (Sahoo i Rakshit, 2022). W niektorych
pochodnych liniach okrytozalagzkowych ten stan przodkow zostat nieco lub silnie
zmodyfikowany przez inwersje, utrat¢ gendw, zawartos¢ badz brak ORF czy zmiany w
obrebie IR (Fonseca i in. 2022).

220



Jednak ogdélny wzoér podobny do Nicotiana tabacum jest szeroko
rozpowszechniony np. w przypadku rodzajow Eucalyptus (Eukaliptus), Gossypium
(Bawetna) czy Panax (Wszechlek/Panaks) (Steane, 2005; Lee i in. 2006). Okoto 70 %
Asteridae, ktorych genom chloroplastowy =zostal calkowicie zsekwencjonowany
przedstawial ogolng zawarto$¢ gendéw tego ,,odnosnikowego” gatunku (Ruhlman i

Jansen, 2021).

Gatunki Ericaceae odbiegaja od porzadku przyjetego we wzorcu Nicotiana
tabacum w wigkszym zakresie niz inne gatunki astrowatych, z uwagi na wystepujace
szeroko zakrojone zmiany. Za wyjatkiem plastomu Arbutus unedo, wielko$¢ genomow
chloroplastowych przedstawicieli fotosyntetyzujacych Ericaceae jest dluzsza niz
wigkszosci roslin kwitngcych ze wzgledu na zwigkszony udziat niekodujacego DNA
reprezentowane przez roéznego typu powtorzenia i pseudogeny. Wynika to m.in. z
mechanizmu generujacego transfer genéw z regionu SSC do regionow odwrdoconych
powtorzen (IR) co wigze si¢ z duplikacja i relokacja genoéw, a takze dwukrotng ekspansja
IR oraz znaczagcym zminiaturyzowaniem regionu SSC. Niektoére z przegrupowan
strukturalnych w plastomach obejmuja przesunigcia granic IR (rozszerzenia i skurczenia),
ktdre przyczynily si¢ do rozlegtych przegrupowan. Na przyklad rozmiary IR sg niezwykle
zmienne ze wzgledu na przesuniecia granic IR, wahajac si¢ od 7 000 pz w gatunku
poludniowoafrykanskiej monsoni (Monsonia speciosa), do 88 000pz w gatunku
afrykanskiej pelargonii (Pelargonium transvaalense) (Turudi¢ i in. 2022). Gatunek ten
ma najwickszy znany do tej pory plastom z IR wigkszym niz 87,4 pz. Rodzina
Geraniaceae (Bodziszkowate), do ktorej nalezy Pelargonium transvaalense stynie
rowniez z ekstremalnych rekonfiguracji genoméw plastydow, wykazujacych wiele
unikalnych uktadow, relokacji i powtorzen (Weng i in. 2017). Pomimo gigantycznych
wielkosci regionéw IR, zmiennos$ci strukturalnej i roznic w wielkosciach plastomow
przedstawiciele Geraniaceae, w tym reprezentanci Pelargonium posiadajg regularng
liczbe genow kodujacych biatka i zwykle 29 genow kodujacych tRNA. Dane dostgpne
dla Geraniaceae i innych linii ro$lin kwitnacych sugeruja, ze te przyrosty wielkosci i
rekonfiguracji plastomu niekoniecznie sg zwigzane z istotnymi zmianami w ekspresji

genow lub ogolnej funkcji organelli (Guisinger i in. 2011; Turudié i in. 2022).
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Rozlegte ekspansje IR sa rzadkie i zwykle wiazg si¢ ze zmianami w skladzie genow
i rearanzacjami strukturalnymi. Przy czym §redni rozmiar IR okrytozalagzkowych wynosi
zwykle 25000 pz (Weng i in. 2017). Rozszerzenia i kurczenia IR powodujg rowniez
zmiany w zawarto$ci gendw z powodu przeniesienia genow z regionow SSC do IR lub w
inny sposob. Zaproponowane W literaturze metody to konwersje gendéw, pgkniecia
dwuniciowe i delecje genomowe jako mozliwe mechanizmy przesunig¢¢ granic IR (Cauz-
Santos i in. 2020). Chociaz obecno$¢ IR moze odgrywaé wazng role w stabilnosci
plastomu wsrdd fotosyntezujgcych okrytozalazkowych, zaobserwowano takze proces
utraty IR m.in. u niektorych gatunkow roslin straczkowych , u sukulenta saguaro
(karnegia olbrzymia, Carnegiea gigantea) i niektorych gatunkow iglicy (rodzaj Erodium)
(Blazieriin. 2016). Przesunigcia i inwersje granic IR mogg by¢ Zzrédtem duplikacji genow
i spadku poziomu ich zmiennos$ci. Geny relokowane; przeniesione z regionéw SSC do IR
majg tendencj¢ do zmniejszania szybkosci podstawien poprzez aktywnos$¢ naprawcza
zalezng od kopii. Duplikacje genéw znalezionych w plastomach wynikaja czesto z
polaczenia inwersji 1 przesuni¢¢ IR w procesie tzw. duplikacji tandemowej. (Guisinger i
in. 2011; Ruhlman i Jansen, 2021; Qin i in. 2022).

Najwigksza dywergencja sekwencji badanych plastomow z rodziny Ericaceae
obserwowana jest w poblizu pozycji ok. 90 000 pz, w okolicy sekwencji obejmujacych
regiony IR oraz SSC, co wigze si¢ z faktem, iz region IR-SSC uznany jest nierzadko za
region hipermutacyjny i poréwnywane pomiedzy gatunkami granice IRb-SSC
wykazywaty wielokrotnie wieksze roznice niz region IRa-LSC. Sam region SSC w wielu
badaniach wykazal takze najwigksza roznorodno$é nukleotydow. Nie jest to jednak
norma, w przypadku badan prowadzonych np. na przedstawicielach rodziny Apiaceae
granice migedzy regionami IR i LSC byly do§¢ zmienne, potaczenia IRB-SSC i SSC-IRA

natomiast wykazywaty wysoki stopien konserwatywnosci (Kang i in. 2019).

Region LSC wrzosowatych obrazuje kilka przeniesien genow w plastomie jednego
z reprezentantdéw wrzosowatych. Zaktada sie, ze np. u Arbutus unedo nastapity minimum
dwie gtowne inwersje segmentoOw w plastomie, przez co porzadek gendw w tym gatunku
odbiega nawet od og6lnego schematu innych gatunkéw wrzosowatych. Wsrod
podzbioréw plastomu region LSC ma najwigkszy rozmiar, stanowigc na ogoét ponad

potowe catej wielkos$ci plastomu.
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Ze wzgledu na zalety wyplywajace ze swojej dtugosci, region LSC zawiera wigkszo$¢
miejsc informatywnych catego genomu, dzigki czemu moze sta¢ si¢ alternatywa dla
catego plastomu. Wiele badan wykazato, iz wydajnos¢, przydatnos¢ w identyfikacji
gatunkéw 1 analizy filogenetyczne majg prawie takg samg wydajno$¢ w odniesieniu do
regionu LSC co do catego genomu (Schmitz-Linneweber i in. 2002, Yukawa i in. 2006,
Kuiin. 2013, Yang i in. 2018).

Plastomy badanych przedstawicieli fotosyntetyzujacych Ericaceae zawierajg
tacznie od 73 (Rhododendron pulchrum) do 147 genow (Vaccinium macrocarpon), biorac
pod uwage zduplikowane geny jako jeden gen (Tabela 11). Obecne sg w ich sktadzie
wszystkie geny zwigzane z procesem fotosyntezy, zwykle znajdujace si¢ w plastomach
roslin okrytonasiennych fotosyntetyzujacych (komponenty kodujace fotosystemy 11 II,
kompleks cytochromu b6 / f, rbcL, kompleks syntazy ATP).

Podobienstwa w obrebie tego samego rodzaju w rodzinie Ericaceae przedstawiaja
si¢ w rozny sposob dla kazdego z trzech rodzajow, wérdd ktérych pordéwnano wigeej niz
jednego przedstawiciela. W przypadku rodzaju Vaccinium zauwazy¢ mozna rozbiezno$é
w zawartosci genow. Brak genu trnG-GCC u Vaccinium oldhamii i Vaccinium
macrocarpon, gdzie z kolei wystapity geny petB, petD, rps7, rpsl2, rpsl6 i rpoA, ktore
nie zostaly odnotowane u pozostaltych przedstawicieli tego rodzaju, poddanych
niniejszemu zestawieniu (Kim i in. 2019). Zazwyczaj wypadnigcie jednego genu trn
powoduje tzw. codon usage bias, ktory odnosi si¢ do roznic w czestosci wystgpowania
kodonéw synonimicznych w kodujagcym DNA. W genomie chloroplastowym gatunku
Vaccinium macrocarpon, jako w jedynym z swoim rodzaju, wystapilty geny ycf2, ycf15b,
ycf68 oraz infA, natomiast — rowniez jako w jedynym z rodzaju — nie wystapity geny pshZ
oraz rpl20 (Fajardo i in. 2013). U Vaccinium bracteatum z kolei nie odnotowano genow
rpl2, trnD-GUC, trnfM-CAU, trnK-UUU, trnR-UCU, trnV-UAC oraz trnY-GUA (Kim
i in. 2020).

Porownujgc kompletne genomy chloroplastowe rodzaju Vaccinium, zauwazy¢
mozna takze dysonanse w liczbach introndéw i kopii niektorych genow. Egzemplifikacja
rozbiezno$ci wzgledem liczby kopii gendw jest chociazby przyktad genu rpsl2, ktory
wystapit w dwoch kopiach u gatunkéw Vaccinium oldhamii i Vaccinium macrocarpon,

czy gendéw rps3, rpsl8, rpl22 i rpoA, ktore wystapity w dwoch kopiach jedynie u
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Vaccinium macrocarpon. W kwestii liczby intronow przyktadem sg m.in. geny rpsl6 i
trnG-UCC, ktore mialy po jednym intronie u wszystkich przedstawicieli oprocz
Vaccinium macrocarpon; gen rps3, ktory posiadat jeden intron u trzech przedstawicieli
Vaccinium, za wyjatkiem Vaccinium oldhamii i Vaccinium macrocarpon; gen trnV-UAC
nie zawieral intronéow jedynie w Vaccinium bracteatum, a gen trnK-UUU nie zawierat
intronéw zarowno w Vaccinium bracteatum, jak i w Vaccinium macrocarpon; natomiast
geny petB, petD oraz pshA zawieratly po jednym intronie tylko w Vaccinium oldhamii i
Vaccinium macrocarpon (Schlautman i in. 2017; Kim i in. 2020). Wspolne i
charakterystyczne dla wszystkich plastoméw Vaccinium okazato si¢ wystapienie dwoch

intronoéw genu ycf3 (Fajardo i in. 2013; Kim i in. 2019).

W przypadku rodzaju Rhododendron réznice obrazujg si¢ juz na poziomie samej
wielkos$ci plastomu. Rhododendron pulchrum posiada zdecydowanie najmniejszy genom,
z najmniejsza liczbg gendéw, natomiast Rhododendron platypodum to posesor
najwigkszego genomu chloroplastowego w catej rodzinie (Shen i in. 2020; Mai in. 2021).
Zawiera on 16 gendéw z dwiema kopiami, 6 genéw tRNA z dwiema kopiami, jeden z
trzema, oraz jeden z az pigcioma kopiami, wsréd genow rRNA 4 majg po dwie kopie.
Geny rps12 oraz ycf3 posiadaja po dwa introny, a geny trnl-GAU, trnA-UGC, ndhA,
rpsl6, ndhB, petD, petB, rpll6, trnG-UCC, atpF, trnV-UAC, trnL-UAA, trnK-UUU
maja po jednym intronie. Rhododendron pulchrum wykazat w genie ycf3 obecno$¢ dwoch
intronow. Z kolei w genach ndhA, trnV-UAC, trnL-UAA, trnA-UGC, trnl-GAU oraz
trnG-UCC tego gatunku zanotowano po jednym intronie (Shen i in. 2020). Rhododendron
delavayi posiada 12 genéw z dwiema kopiami posrod genéw kodujacych biatka. Wsrod
genow tRNA ma sze$¢ genow z dwiema kopiami oraz jeden gen z trzema kopiami (Li i
in. 2020). Region IR Rhododendron delavayi ulegt znacznemu rozszerzeniu do dtugosci
46,968 pz, przy czym u Vaccinium macrocarpon przyjmuje on dlugo$¢ 34,232 pz, u
Arbutus unedo 27,924 pz, u Pyrola rotundifolia 23,938 pz, a u gatunkéw Erica —
odpowiednio 35,290 pz (Erica arborea) oraz 35,276 pz (Erica versicolor). W plastomie
Rhododendron delavayi niektére z gendéw normalnie wystepujacych w LSC
konserwatywnych genoméw plastydowych, takie jak cemA, rpsl6, psal, ycf4, petA

zostaly przeniesione do regionu IR.
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Inne geny normalnie wystepujace w SSC, takie jak ccsA, ndhA, ndhD, ndhE, ndhG,
ndhH, ndhl, rpsl15, psaC, rpl32 rowniez przeniosty si¢ do IR. Z drugiej strony geny takie
jak np. rpl2, rpl23, ycf2, ndhB czy rps7 zostaty przeniesione z regionu IR do LSC.
Generalnie u tego gatunku wiecej gendéw ulegto transferowi do regionu IR niz z regionu
IR w genomie plastydowym, co w konsekwencji wptyneto na zwigkszenie jego totalnej
dhugosci (Li i in. 2020).

Geny kodujace sktadniki kompleksu dehydrogenazy NADH czesto sa obcinane,
zawieraja przesuni¢cia ramki, kodony stop w ramce, etc., co moze wskazywaé na
wczesne stadia pseudogenizacji lub edycji RNA — tak jest u Pyrola rotundifolia,
Vaccinium macrocarpon czy Chamaedaphne calyculata (Fajardo i in. 2013; Szczecinska
I in. 2014; Logacheva i in. 2016). Kompleks NDH bierze udzial w chlororespiracji i
cyklicznym transporcie elektronow w fotosystemie I, przypuszczalnie rownowazy
reaktywny tlen gatunkow (ROS) w celu ztagodzenia stresu wywolanego przez czynnik
indukujacy ROS16. Geny NDH sg nieobecne w starszych liniach Archaeplastida, obecne
natomiast u wigkszos$ci reprezentantow Streptophyta, co wraz z ich funkcjg sugeruje, ze
ich obecnos¢ w plastomach wigze si¢ z adaptacja do ladowego trybu zycia (Sabater,
2021). Jednak wtorna utrata genow z grupy ndh z cpDNA byt odnotowany w kilku liniach
roslin. Tego typu zjawisko zauwazono m. in. u Plantaginaceae (Babkowate), gdzie
plastom brzezycy (Litorella) nie posiada funkcjonalnych kopii genéw ndh, co przypisuje
si¢ amfibijnemu trybowi zycia i czeSciowym poleganiu na fotosyntezie CAM (Mower i
in. 2021). Ponadto utrat¢ genow ndh zauwazono takze w rodzaju Impatiens (Niecierpek)
u Impatiens morsei, niektorych i niektorych przedstawicieli rodzin Geraniaceae
(Bodziszkowate),  Pinaceae  (Sosnowate) i  Orchidaceae  (Storczykowate)
(Blazier i in. 2016; Qiu i in. 2023).

Ogolnofilogenetyczne badania transkryptomu ukazato, ze jest to calkowita utrata
kompleksu genow ndh, a nie zastepowanie gendow plastydow przez geny jadrowe i/lub
mitochondrialne. Rosliny tytoniu z usunigtymi genami ndh sa zywotne w optymalnych
warunkach wzrostu, ale podatne na stres wodny, natomiast mutacje w genie ndhF okazaty
si¢ wptywa¢ na wydajno$¢ fotosyntezy przy zmieniajacych si¢ natezeniach $wiatla
(Sabater, 2021; Mower i in. 2021; Qiu i in. 2023).
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Tego typu wyniki sugeruja, ze kompleks NDH odgrywa role w interakcji roslina-
srodowisko i ze jest zalezny od czynnikow ekologicznych. Gen accD jest nienaruszony u
wszystkich gatunkow Ericaceae. Sekwencja genu ycfl zawiera skrocony ORF (~ 200
aminokwasow) 1 dlatego jest mato prawdopodobne, aby dziatat prawidiowo 1 sprawnie u
fotosyntetyzujacych Ericaceae (Fajardo i in. 2013, Martinez-Arberola i in. 2013,
Szczecinska i in. 2014, Logacheva i in. 2016).

Filogeneza kompletnych sekwencji genomu cpDNA trzynastu gatunkow
fotosytentyzujacych z rodziny Ericaceae zostata przeprowadzona na podstawie danych
uzyskanych z sekwencjonowania oraz pobranych z GenBank NCBI. Sekwencje zostaty
wyrownane w programie ClustalW. Drzewo ML zostato skonstruowane przy uzyciu
MEGA11 (Tamura i in. 2021). Skonstruowano takze drzewo BI na podstawie
wnioskowania bayesowskiego w MrBayes. ML 1 analiza BI wygenerowaly taka sama
topologi¢ drzewa. Zgodnos¢ drzew filogenetycznych skonstruowanych tymi metodami
ma potwierdzenie w literaturze. Podobna sytuacja miata miejsce przy klasyfikacji
krasnorostow, gdzie drzewo ML bylo zgodne z drzewem bayesowskim, z wyjatkiem
niektorych stabo obslugiwanych regiondéw, a test statystyczny pokazat, ze drzewo BI nie
jest znaczaco mniej prawdopodobne niz drzewo ML (Verbruggen i in. 2010; Torres i in.
2021). Zbiezno$¢ topologii drzew ML i BI miata tez miejsce w analizie przedstawicieli
rodzaju Erica (Gomolinska i in. 2017). Ocena wplywu decyzji metodologicznych na
powstale hipotezy ma kluczowe znaczenie w filogenetyce. Warto podda¢ ocenie, w jaki
sposob wybor modelu, definicja ortologii 1 czynniki zakldcajace wptywaja na wyniki
filogenomiczne. W przeprowadzonych przez zespéot Torresa badaniach poréwnawczych
ze 157 filogenomicznych zestawow danych otrzymano wyniki z trzech polgczonych
metod filogenetycznych (maksymalne podobienstwo, maksymalna parsymonia i metoda
Bayesowska). Uzyskane w ten sposob drzewa byly wzgledem siebie bardzo podobne,
96,7% podobienstwa dla wszystkich weztéw pomiedzy metodami Bl i ML, 90,6% dla
relacji ML i MP oraz 89,1% dla poréwnania relacji Bl i MP. Gtéwne wnioski wigkszos$ci
badan byly zgodne co do trzech metod filogenetycznych, a niezgodno$¢ dotyczyta tych
weztow, ktore byly dotychczas uwazane za wyjatkowo oporne i problematyczne we

wnioskowaniach systematycznych.
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Roéznice migdzy metodami byly proporcjonalnie wigksze w zestawach danych
analizujacych relacje na wyzszych poziomach taksonomicznych (w szczegdlnosci na
poziomach typu i krolestw) i niezalezne od liczby znakow zawartych w zestawach danych
(Verbruggen i in. 2010; Gomolinska i in. 2017; Torres i in. 2021).

Analiza bootstrap z 2000 powtérzen zostata zastosowana do potwierdzenia
stabilno$ci kazdego z weztdw drzewa. Rekonstrukcja filogenetyczna rodziny Ericaceae
przeprowadzona na bazie kompletnych plastomoéw pokryta si¢ z ta, ktora zostala
przeprowadzona na podstawie regionéw odwrdconych powtdrzen. Jest to pierwsza tego
typu analiza, ktora uwzglednia nie tylko rodzaj Erica, ale takze rodzaj Chamaedaphne,
pomijany dotychczas w zestawieniach wrzosowatych przez innych badaczy. W jednym z
weczesniejszych badaniach Rhododendron pulchrum byt blizszy rodzajowi Vaccinium
(Shen i in. 2019), jednak w pdzniejszych latach ogodlna rewizja rodziny zdaje si¢ by¢

zbiezna z otrzymang w niniejszych analizach (Ma i in. 2021).
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5.1.2. Analiza poréwnawcza regionow powtorzeniowych oraz
struktury i zawartosci genow w plastomach

okrytonasiennych

Poréwnawcze badania plastomoéw wykazuja, iz niektére regiony plastoméw sa
predysponowane do mutacji z powodu nielosowego rozktadu lokalizacji sekwencji
powtorzeniowych, tandemow 1 mutacji. Analizy powtdrzen SSR, powtorzen
oligonukleotydowych i powtdrzen tandemowych wykazuja podobienstwa dwodch
analizowanych kompletnych genoméw Erica. Powtorzenia SSR uchodza czgsto za
niechciany produkt replikacji genomu, badz btad w procesie kopiowania genomu, moga
stanowi¢ potezne narzedzie w zrozumieniu proceséw ewolucyjnych (Schlautman i in.

2017).

Przewaznie SSR zidentyfikowane u Erica byly mononukleotydami w porownaniu
z dinukleotydami i trinukleotydami, podczas gdy poziom A/T SSR w przypadku
mononuklotydéow 1 AT/TA SSR w przypadku dinukleotydu wykazaywat obfitos¢.
Podobny trend dystrybucji SSR odnotowany zostat rowniez w genomach chloroplastow
innych rodzin okrytonasiennych (Wang i in. 2023). Lokalizacja SSR zidentyfikowana w
tych analizach moga pomo6c w zrozumieniu struktury genetycznej gatunkow Erica. Ich
liczba na tle innych gatunkow jest stosunkowo wysoka — w badaniach nad czterema
genomami chloroplastowymi z rodzaju Pinellia (Pinelia) zlokalizowano ich od 68 do 111
(Cui i in. 2022), u przedstawicieli rodzaju Uncaria (Czepota) oszacowano liczbe SSR w
przedziale od 31 do 49 (Chen i in. 2022), w 5 analizowanych plastomach Lepidium
(Pieprzyca) liczba SSR wyniosta od 87 do 98 (Zhou i in. 2022), w rodzaju Gaultheria
(Golteria) liczba SSR wahata si¢ od 57 do 75 (Xu i in. 2022), w rodzaju Carpesium od 37
do 41 (Shi i in. 2022), a w plastomach z rodzaju Avena (Owies) bylo ich 276
(Liu i in. 2020), podczas gdy liczba powtorzen SSR w rodzaju Erica wyniosta
odpowiednio 874 u Erica versicolor i 814 u Erica arborea.
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W rodzinie Ericaceae dotychczas najwigcej powtorzen SSR zanotowano w gatunku
Rhododendron pulchrum, gdzie stanowity liczbg tacznie 221 powtorzen SSR oraz
Rhododendron delavayi, gdzie zanotowano ich 371, co ttumaczono skomplikowanym

podtozem genetycznym w rodzaju rododendronéw (Shen i in. 2020; Li i in. 2020).

W niniejszej pracy okreslono takze powtorzenia oligonukleotydowe w genomach
chloroplastow Erica arborea i Erica versicolor. Postuluje si¢, ze powtorzenia tego typu
generuja substytucje i indele w genomach, moga stanowi¢ punkt wyj$cia do okreslenia
mutacyjnych hotspotow. Te z kolei czgsto sa sugerowane do wykorzystania w
opracowaniu efektywnych markeréw molekularnych do analizy filogenetycznej,
genetyki  populacyjnej 1 barkodéw  gatunkowych.  Liczba  powtoérzen
oligonukleotydowych wyniosta po 50 w obydwu gatunkach, ich dtugo$¢ osiggneta od 187
pz do 704 pz w przypadku Erica arborea oraz od 193 pz do 706 pz u Erica versicolor.
Podobna liczbe powtdrzen oligonukleotydowych rozpoznano w analizie pigciu
plastomow rodzaju Uncaria, gdzie byto ich od 49 do 51, jednak byty one zdecydowanie
krotszymi sekwencjami osiggajac na ogét 30 pz - maksymalnie do 40 pz. Ponadto w
rodzaju tym wykryte zostaly powtorzenia palindromowe, ktorych nie wykazano w
przedstawicielach Erica (Chen i in. 2022). Zbiezne wyniki otrzymano takze dla trzech
analizowanych gatunkow w rodzaju Carpesium, gdzie powtorzen tego typu odkryto 39-
40, o dtugosci nieprzekraczajacej 30-40 pz 1 jednoczesnym wystgpowaniu powtorzen
palindromowych  (Shi i in. 2022), u szesciu reprezentantow z rodzaju Adiantum
(Niekropien/Ztotowlos) powtorzen tego typu zanotowano do 53, w przedziale dtugosci
sekwencji od 30 pz do 123 pz (Gu i in. 2022), natomiast w rodzajach Polygonatum
(Kokoryczka), Disporopsis, Disporum (Parnik) oraz Maianthemum (Konwalijka) badajac
17 reprezentantow liczba zdetektowanych powtorzen nie przekroczyta 70 pz,
a najwyzsza liczba powtorzen to 86, z powtdrzeniami palindromowymi wiacznie

(Wang i in. 2022).

Liczbowa przewaga powtdrzen oligonukleotydowych miala miejsce np. w 11
analizowanych genomach chloroplastowych z rodzaju Avena, gdzie wystapito ich az do
757, jednak ich dlugos¢ byta zdecydowanie duzo krotsza — sekwencje powtdrzeniowe nie

przekraczaty 95 pz (Liu i in. 2020).
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Wsrdd przedstawicieli rodziny Ericaceae tendencja do dlugich sekwencji
powtorzeniowych w niektorych rodzajach zdecydowanie wzrasta. Wérod przedstawicieli
z rodzaju Gaultheria zanotowano powtdrzenia o dtugo$ci nawet do 1722 pz w liczbie od
182 do 259 (Xu i in. 2022). W gatunku Rhododendron delavayi dtugos¢ takich powtorzen
w zakresie od 15 pz do 100 pz odnaleziono w liczbie 1754, a 114 powtdrzen miescito si¢
w zakresie od 101 pz do 1000 pz (Li i in. 2020), z kolei w gatunku Rhododendron
pulchrum najdluzsze powtdrzenie oligonukleotydowe osiageto 951 pz, razem

zidentyfikowano ich 576 (Shen i in. 2020).

Powtorzenia tandemowe (TR) to wszechobecne, niestabilne elementy genomowe,
ktore w przesztosci byty okreslane jako niefunkcjonalne DNA. Przeprowadzona analiza
powtérzen tandemowych wykazata wystgpowanie TR o rozmiarach jednostek
zdecydowanie dluzszym niz 6 pz, zlokalizowanych niemal catkowicie w regionach
niekodujacych. Wsrod 92 znalezionych powtdrzen tandemowych u Erica versicolor ich
wielko$¢ plasowata si¢ od 2 do 330 pz. Natomiast liczba kopii tych powtdrzen
charakteryzowata si¢ bardzo znacznym rozrzutem, ktory dla niektorych z tych powtorzen
wyniést od 2 do 6 kopii, podczas gdy w innych powtoérzeniach liczba kopii osiggneta
wyniki kilkudziesieciu kopii. Z kolei w 99 wykrytych powtorzeniach tandemowych u
Erica arborea wielko$¢ okresu powtorzen tandemowych wyniosta od 3 do 330 pz, z
liczbag kopii od 2 do 63. Podobne wyniki powtorzen tandemowych wykryto podczas
analizy genomow chloroplastowych Salvia plebeia, gdzie wielko$¢ okresu powtorzen
tandemowych wsrod szesciu analizowanych gatunkow wyniosta od 9 do 410 pz. Jednak
w ich przypadku liczba kopii powtorzen byta zdecydowanie nizsza i wynosita na ogot 3
kopie (Cui i in. 2020).

W bardzo wielu przypadkach liczba powtorzen tandemowych, mimo ze zblizona
do wynikow uzyskanych dla wrzoscow, koreluje z duzo mniejszymi dlugosciami
sekwencji. W jedenastu genomach z rodzaju Ficus (Figowiec) zdetektowano od 69 do 82
powtorzen tandemowych, ktorych dtugos¢ nie przekraczata 20 pz (Huang i in. 2022).
W 5 genomach chloroplastowych z rodzaju Lepidium zanotowano od 21 do 30 powtorzen
tandemowych (Zhou i in. 2022), w rodzaju Panax powtorzen tandemowych wykryto 24,
o dtugosci od 9 do 27 pz (Dinh i in. 2023), w rodzaju Uncaria znalezionych od 20 do 32
powtorzen tandemowych miato dlugos¢ od 25 do 98 pz (Chen i in. 2022),
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od 1 do 12 powtorzen tandemowych dlugosci w przedziale 15 do 102 pz zidentyfikowano
u przedstawicieli z rodzaju Adiantum (Gu i in. 2022). Bardzo duze liczby powtoérzen
tandemowych wykryto w 11 badanych osobnikach z rodzaju Avena: od 702 do 712,
jednak byty one na og6t krotkie (7pz), najdtuzsze nie przekroczyty 95 pz (Liu i in. 2020).

Zglebiajac dane dotyczace rodziny Ericaceae w badaniach gatunku Arbutus unedo
stwierdzono, ze liczba powtorzen tandemowych koreluje z wielkoscig genomu, jednak
pomimo niewielkiego plastomu znaleziono tam 53 powtoérzenia tandemowe, co stanowito
w zestawieniu z innymi astrowymi jeden z najwyzszych wynikéw. W badaniu tym
analizie poddano 36 gatunkéw, z czego tylko 5 przekroczylo liczbe powtdrzen
tandemowych wykryta u, w wigkszosci $rednia TR wynosita 30, a ich wielko$¢ na og6t
nie przekraczala 50 pz, najwigksze tandemy wykryto u Vaccinium macrocarpon i
Arbutus unedo (219 i 213 pz) (Martinez-Alberola i in. 2013). Tendencj¢ gromadzenia si¢
powtdrzen tandemowych w rodzinie Ericaceae potwierdzity badania prowadzone m.in.
nad Pyrola rotundifolia (Logacheva i in. 2016). W Rhododendron delavayi znaleziono
facznie 96 powtdrzen tandemowych, w tym powtorzenie tandemowe o dtugosci 126 pz i

dwa o dtugosci 505 pz (Li i in. 2020).

Swoiste nagromadzenie duzych powtorzen tandemowych w regionach
niekodujacych genomoéw chloroplastowych moze mie¢ znaczenie funkcjonalne w
odniesieniu do genomiki poréwnawczej i ewolucyjnej (Shi i in. 2022). Powtorzenia
oligonukleotydowe zidentyfikowane w tych badaniach z jednej strony sg pomocne w
identyfikacji regionow silnie polimorficzncych, z drugiej wraz z duzymi powtorzeniami
tandemowymi stanowilty potezng barier¢ w procesie skladania genomoéw. Z tego tez
powodu udato si¢ ztozy¢ dwa kompletne genomy z catkowitego zasobu genomowego
o$miu gatunkéw. W rodzinie Ericaceae duzo nizsza liczba SSR i krotsze sekwencje
powtdrzeniowe wielu przedstawicieli w rodzaju Vaccinium sprawiaja, ze podobienstwo
miedzygatunkowe jest duzo wyzsze niz w rodzaju Rhododendron, gdzie powtorzen jest
zdecydowanie wigcej 1 ich sekwencje sg zdecydowanie dtuzsze (Shen i in. 2020; Li i in.
2020; Fahrenkrog i in. 2022). Zazwyczaj glebokie zsekwencjonowanie jednego genomu
z konkretnego rodzaju jest wystarczajace dla stworzenia wiarygodnej referencji dla
pozostatych, w przypadku niniejszej pracy wiarygodny alignment dotyczy jedynie

sekwencji kodujacych, bowiem wiekszo$¢ powtdrzen skupia si¢ w obszarach sekwencji

231



niekodujacych — w przypadku SSR jest to przewaga rzedu 70%, natomiast powtdrzenia
oligonukleotydowe oraz tandemowe skupiaja si¢ w regionach niekodujacych niemal
catkowicie. Skumulowanie dtugich sekwencji powtorzeniowych wptywa na zachodzenie
rearanzacji, rekombinacji 1 w kosekwencji odpowiada za destabilizacje genomow.
Sasiednie relacje sekwencji powtorzeniowych sktaniaja do wylonienia tezy, ze
powtdrzenia tandemowe odgrywaja istotng rolg¢ w powstawaniu mutacji plastomicznych
(Long i in. 2023). Ponadto dystrybucja tandemowych powtdérzen zbudowanych z duzych
motywow, szeroko rozpowczechniona w plastomie, moze wptywaé¢ na rearanzacje
genomu przez zaklocanie replikacji DNA. Zrédlem zmiennosci w sekwencjach
powtdrzeniowych jest ,,poslizg” polimerazy DNA podczas procesu replikacji. W wyniku
tego zdarzenia zachodzi do wypadnigcia lub wstawienia znakow powtorzonych (Feng i

in. 2023).

Za pomocg wielu programow bioinformatycznych dokonano poréwnania
otrzymanych kompletnych sekwencji genoméw chloroplastowych Erica versicolor oraz
Erica arborea. Podobienstwa migdzy sekwencjami moga wynika¢ z analogii
strukturalnej tudziez funkcjonalnej badz tez stanowia wypadkowa losowa. Zgodnosé
sekwencji mozna okresla¢ liczbowo np. przez procent identycznosci. Zjawisko
roznicowania sekwencji w toku ewolucji prowadzi do zmian w sekwencjach
poszczegolnych gendéw i np. do wylaniania sie zjawiska dywergencji. Réznicowanie si¢
sekwencji 1 zachodzace w nich modyfikacje przejawiaja si¢ w wystgpowaniu insercji i
delecji — te wywotuja przerwy w wyréwnaniu sekwencji oraz w zamianach nukleotydéw
— tranzycjach 1 transwersjach. W ujeciu catego genomu oraz poréwnania wielu genomow
wpisuje si¢ to w kategori¢ analiz filogenetycznych, ktore rozpoczynajg si¢ od zestawienia
poréwnywanych sekwencji, poprzez wykonanie uliniowania. Poza narz¢dziami
bioinformatycznymi, doréwnuje si¢ poszczegdlne sekwencje takze rgcznie, Czego
dokonano w niniejszej pracy zestawiajac w tabelach poréwnania sekwencji kodujacych i
niekodujacych w regionach LSC, SC 1 IRA pomiedzy poréwnywanymi plastomami.
Dopiero w kolejnych procedurach mozna rozpoczaé jakiekolwiek wnioskowanie
filogenetyczne lub konstruowanie i wyznaczenie drzew filogenetycznych. Dokonanie
dopasowania sekwencji dwoch kompletnych genoméw chloroplastowych z rodzaju Erica
wykazato znaczace roznice w obrebie regionow niekodujacych, a takze polimorfizm

regionow kodujacych biatka. Pomimo wysoce konserwatywnego charakteru plastomow,
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u blisko spokrewnionych gatunkow zanotowuje si¢ zauwazalne rdznice — pomimo
strukturalnego podobienstwa, dopasowanie kompletnych sekwencji chloroplastowych
ujawnia duzg liczbe polimorfizmow pojedynczych nukleotydow (SNP) i insercji / delecji
(InDels). W regionach kodujacych ustalono wystepowanie 454 miejsc polimorficznych.
Stosunek mutacji synonimicznych wobec niesynonimicznych wyniést 1,35. Wsrod
gen6w funkcjonalnych mutacje synonimiczne sg czestsze i dlatego odpowiadaja za

wigkszos¢ sygnatu filogenetycznego (Wang i in. 2022).

Powszechne zjawisko polegajacego na tym, ze liczba niesynonimicznych SNP jest
mniejsza niz synonimicznych SNP w genomie chloroplastu innej rosliny miewa czasem
dysonans, co mialo miejsce w badaniach nad sze$cioma kompletnymi plastomami z
rodzaju  Chenopodium (Komosa) z rodziny Amaranthaceae (Szarlatowatych)
(Park i in. 2021). Niesynonimiczny i synonimiczny wzorzec substytucji nukleotydow jest
waznym markerem ewolucji. Stosunek mutacji niesynonimicznych do synonimicznych
wskazuje na presje selekcyjng wywierang na geny. Kiedy warto$¢ tego stosunku jest
mniejsza od jednosci wskazuje na selekcje oczyszczajaca, gdy przyjmuje wartosé¢ 1
dowodzi o ewolucji neutralng, podczas gdy warto$¢ powyzej jednosci demonstruje
selekcje pozytywna (Lawrie i in. 2013). Geny, ktore wykazywaty wyzsza warto$¢ mutacji
niesynonimicznych w stosunku do mutacji synonimicznych u niektorych gatunkow,
moga podlega¢ niskiej presji selekcyjnej 1 wiekszej selekcji pozytywnej z powodu
pewnych warunkow s$rodowiskowych, takich jak gen clpP w rodzinie Malvaceae
(Malwowate): Firmiana Major (7.4748), Heritiera parvifolia (5.5191) i Althaea
officinalis (Prawoslaz lekarski; 1.1626). Wigzac¢ si¢ to moze z réznym stopniem stresow
biotycznych lub abiotycznych, z jakimi borykaja si¢ rozne gatunki w swoich niszach
ekologicznych (Abdullah i in. 2020). Niektore geny wyr6znity si¢ wysokim poziomem
mutacji niesynonimicznych w niniejszym badaniu, przy czym gen rpsl2 wykazat
zaistnienie jedynie 6 mutacji niesynonimicznych. Gen matK wykazat stosunek mutacji
niesynonimiczny wobec synonimicznych: 1,1428; psaB (8), rpoC2 (0,5357) czy ndhF
(0,6923). Wysokie poziomy mutacji niesynonimicznych matK odnotowyano dotychczas
w wielu liniach roslin (Han i in. 2022). W rezultacie region ten jest cenng sekwencja kodu

kreskowego w badaniach filogenetycznych.
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Poziomy niesynonimicznych mutacji w sekwencji genu matK moga sugerowac, ze gen
taki przyzbliza si¢ do pseudogenizacji, ale konserwatywna wymiana aminokwasoéw w
glebokich podziatach filogenetycznych sprawia, ze podstawowe funkcje zostajg
zachowane (Barthet i Hilu, 2008). Podobnie jak gen matK, gen ndhF posiada specyficzne
miejsca, ktore wydajag si¢ by¢ wysoce konserwatywne dla podstawowych funkcji a
niesynonimiczne zmiany poza tymi miejscami nie zaburzajg ich funkcji ani struktury
(Park i in. 2021). Porownanie czgstotliwos$ci wystepowania mutacji synonimicznych i
niesynonimicznych celem okreslenia zmian funkcjonalnych w sekwencjach kodujacych,
moze nie uja¢ nalezycie wpltywu zmian aminokwasowych na funkcje komorek i wptywu
pozniejszej selekcji na te zmiany. W innych przypadkach selekcja moze dziata¢ w celu
promowania réznorodno$ci aminokwasowej i funkcjonalnej w niektorych genach, aby
umozliwi¢ szybka adaptacje do zmian srodowiskowych, takich jak np. odmienny poziom
natezenia Swiatta (Bludau i Aebersold, 2020), w zestawieniu danych z badanych
genomow Erica, gen zwigzany z procesem fotosyntezy psaB posiada takze wysoki

poziom zmian niesynonimicznych.

W zestawieniu dwoch plastomow Erica mutacji SNP zanotowano w regionach
kodujacych 405, podczas gdy w regionach niekodujacych wystapito ich az 960. Jest to
znaczacy polimorfizm, w zestawieniu dwoch gatunkoéw tego samego rodzaju. W
przypadku np. trzciny cukrowej wiele poroéwnan nie wykazywato zadnych zmian, a jedno
z nich zlokalizowato wystepowanie zaledwie 24 mutacji SNP (Xu i in. 2019). Lokalna
dystrybucja i separacja ekologiczna mogg by¢ przyczyna znacznych réznic genetycznych
miedzy gatunkami tego samego rodzaju 1 mogg wyjasni¢ wysoka roéznorodnosé
nukleotydowa gatunkéw w tym badaniu. Stosunek zrdéznicowania nukleotydowego
rejoné6w niekodujacych wobec rejonow kodujacych byt u Erica ponad czterokrotnie
wyzszy. Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu, po znormalizowaniu na pary zasad,
zgodnie z oczekiwaniami byly zlokalizowane w wigkszej liczbie w regionach
miedzygenowych, poniewaz regiony kodujace sg na ogot bardziej konserwatywne niz
regiony niekodujace, a te ewoluujg szybciej niz sekwencje kodujace (Shaw i in. 2005).
Podobne trendy kreuja si¢ w wielu tego typu badaniach. Analiza dziewigciu odmian
pszenicy wykazata wystepowanie w sumie 564 mutacji SNP i 160 indeli, z ktorych 230
SNO i 4 InDel zlokalizowano odpowiednio w regionach kodujacych biatka (Hassoubah i
in. 2020).



Wyzszy poziom dywergencji w regionach niekodujacych wzgledem sekwencji
kodujacych oszacowano takze w rodzaju Avena , Chenopodium czy rodzinie Malvaceae
(Liu i in. 2020, Abdullah i in. 2020; Park i in. 2021). Nie jest to jednak norma, rozktad
SNP i InDel bywa takze odnotowany ze stosunkowo niewielka przewaga w regionach
niekodujacych, jak miato to miejsce w badaniach poréwnujacych 13 sekwencji
plastoméw ziemniaka, gdzie jedynie ponad 50% SNP jest obecnych w regionach
migdzygenowych i intronowych i tylko w jednym przypadku statystyka SNP w regionach
niekodujacych  przewyzszyla o ponad 100 t¢ zlokalizowang w CDS
(Achakkagari i in. 2020).

Srednia odlegto$¢ genetyczna kompletnych genoméw Erica wyniosta 0,01385.
Odlegto$¢ genetyczna pomigdzy genomami Vaccinium plasowata si¢ w obrgbie wartosci
zdecydowanie nizszych — zmienno$¢ dla pary gatunkow Vaccinium bracteatum a
Vaccinium oldhamii wyniosta p = 0.0087. Natomiast zdecydowanie wyzszg warto$¢
p = 0,8838 otrzymano dla pary gatunkow z rodzaju Rhododendron: migdzy
Rhododendron platypodum a Rhododendron pulchrum (najwyzszy poziom zmiennosci).
Odleglosci genetyczne w rodzinie Ericaceae plasujg si¢ w wartosciach stosunkowo
wysokich. W rodzinie Solanaceae (Psiankowate) na poziomie genomu odleglosci
genetyczne miedzy piecioma gatunkami z rodzaju Physalis (Miechunka) wahaty si¢ od
0,0007 do 0,0048, a s$rednia odlegltos¢ genetyczna wynosita zaledwie 0,0029
(Feng i in. 2020). Jednak nie sg to warto$ci nie wystepujace w literaturze. W rodzinie
Rosaceae (Rozowate) migdzygatunkowe odlegltosci genetyczne wahaty si¢ od 0,0285 dla
Eriobotryae japonica (Niesplik japonski) i Eriobotryae deflexa do 0,8665 dla Magnolia
grandiflora (Magnolia wielkokwiatowa) i Dillenia turbinata, gdzie wystgpowaty takze
wartosci zmiennosci 0,7495 dla Magnolia grandiflora i Eriobotryae fragrans czy 0,1195
dla Magnolia grandiflora i Dillenia indica (Li i in. 2021).

Analizy poréwnawcze regionéw kodujagcych ujawnily szerokie spektrum
zmiennosci, od mutacji punktowych do matych/$rednich insercji/delecji (InDels), przy
czym najbardziej zmiennymi genami okazaty sie¢ rpl22, rpl23, rpoB, rpoC1, rpoC2,
ndhA, ndhB, ycfl oraz ycf2. Ogdlnie rzecz biorac, tacznie 60 genow ma SNP, a kilka
gendow wykazuje wyzszg frekwencje SNP od pozostatych.
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Najwigksza liczbe SNP zidentyfikowano w genach clpP (47 SNP), rpoC2 (43 SNP), ycfl
(40 SNP) i rpl22 (21 SNP). Gen clpP wykazat takze najwyzsza liczbe InDel wsrod
regionéow kodujgcych — 13 indeli. Podobnie sytuacja przedstawiala si¢ w analizie
plastomow ziemniaka, gdzie gen clpP wykazal 17 indeli 1 bylo to najwigcej w zestawie
genow. Jednak w tamtej analizie wysokg liczbg indeli wykazaty takze geny matK i ycfl,
ktore w niniejszej analizie nie wykazaly ani jednej zmiany typu InDel
(Achakkagari i in. 2020).

Sposrod opisanych gendéw kodujacych biatka w rodzaju Erica 20 wykazato
charakter doskonale zachowanych sekwencji nukleotydowych. Stwierdzono powolne
tempo ewolucji genow fotosyntezy, co jest powszechne w komorkach roslinnych
(Menezes i in. 2018). Globalne dopasowania parami specyficzne dla gatunku wykazaty,
ze $rednia zmienno$¢ nukleotydowa miesci si¢ w zakresie od 0,015 dla regionow
kodujacych do 0,067 dla regionow niekodujacych. Jest to warto$¢ wysoka, dla 6
plastomoéw z rodzaju Chenopodium s$rednia warto$¢ roznorodnosci nukleotydow
wyniosta 0,0000625 (Park i in. 2021). W badaniach nad rodzing Orchidaceae
dochodzenia Bi i in. (2018) réznorodnos¢ nukleotydéw o$miu gatunkow z rodzaju
Fritillaria (Szachownica) ustality w granicach od 0 do 0,02583, w badaniach z 2019
Somaratne i in. wartos¢ m wynosita od 0 do 0,05872 dla dziewigciu genomow
chloroplastowych gatunkéw Eragrostis (Mitka), natomiast w 2020 wartosci © byty
zdecydowanie wyzsze, wahaty si¢ od 0 do 0,34889 w rodzaju Paphiopedilium (Sabotek)
(Vuiin. 2020).

Ogo6lnie wyzsza zmienno$¢ nukleotydow wystepuje w regionach niekodujacych 1
wplywa na odcinki A/T, liczbe jednostek powtdrzen tandemowych i regiony DNA o
niskiej ztozonos$ci. Ponadto w sekwencjach niekodujacych zidentyfikowano bardzo duze
InDele. Niektore z nich moga by¢ bardziej artefaktami niz realnymi insercjami/delecjami
(Hassoulbah i in. 2020). Ponad 90% zgromadzonych indeli obecnych jest w regionach
mig¢dzygenowych, co moze mie¢ wplyw na regulacje ekspresji gendw. Jedynie niewielka

liczba InDel odnotowana zostala w genach.
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W oparciu o wyniki informatywnosci filogenetycznej w przeliczeniu na miejsce oraz
ogoblnej, sieciowej najbardziej obiecujagcymi markerami filogenetycznym dla rodzaju
Erica okazaly si¢ geny rpoC2, ndhF, rpl22, rpsl6, rrnl6, psal, psbB, matK, ccsA oraz
atpF. Dwa z nich wykazaly stuprocentowg identyczno$¢ w poroOwnaniu miedzy
genomami Erica arborea a Erica versicolor — byly to rpsl6é oraz psal. Pozostate
natomiast wykazaty duzy stopien polimorfizmu. Warto$ci n tych gendw wyniosty
odpowiednio: rpoC2 (0,0115), ndhF (0,0232), rpl22 (0,1873), rrn16 (0,0322), psbB
(0,0026), atpF (0,0047), matK (0,0098), ccsA (0,0041). Geny ndhF, rpoC2 i rpl22 w
wysoce konserwatywnych plastomach wykazaty zmienno$¢ w badaniach nad rodzing
Apocynaceae (Toinowate) (Zheng i in. 2022). Ponadto gen rpl22 w wielu badaniach
wykazuje wysoka zmienno$¢ na tle zestawu gendéw chloroplastowych np. w rodzinie
Caryophyllaceae (Gozdzikowate), gdzie wykazal najszybsza ewolucje (Lin i in. 2022).
Wytypowanie genu rpoC2 na skuteczny marker filogenetyczny w rodzaju Erica miato
juz miejsce we wczesniejszych badaniach (Gomolinska i in. 2017). Ze wzgledu na
wysoka informatywnos¢ filogenetyczng i najnizszg niezgodno$¢ drzewa genowego,
rpoC2 jest zalecany takze jako obiecujacy kod kreskowy plastydowego DNA do badan
taksonomicznych w rodzinie Gentianeae (Goryczkowate) wraz z wielokrotnie
przewijajacym si¢ pretendentem genem matK (Zhang i in. 2020). Prowadzone badania
wykazuja na ogét przydatnos¢ genu matK w rozwigzywaniu mi¢dzyrodzajowych lub
mi¢dzygatunkowych relacji rosliny kwitnacych oraz traw (Han i in. 2022). Wyrazenie
,»ha ogol” nie jest tu przypadkowe, albowiem w niektorych rodzinach roslin gen matK
umozliwia identyfikacje jedynie czesci gatunkéow. W rodzinie Myristicaceae
(Muszkatolowce) nawet ponizej 50%, w rodzinie Orchidaceae (Storczykowate) ponad
90% przedstawicieli (Li i in. 2015). Z Kkolei eksperyment polegajacy na
przeegzaminowaniu 92 gatunkoéw z 32 rodzajow roznych grup roslin zaprezentowat
wynik 56% skutecznosci genu matK w identyfikacji gatunkowej (Fazekas i in. 2008).
Zatem limity, ktére dostarczata sekwencja tego genu w kategorii barkodu sprawity, iz
sugerowano polaczenie go wraz z genem rbcL, jako swoistym ,,uzupetnieniem” miedzy
innymi z uwagi na tatwos¢ jego amplifikacji. Wolne tempo ewolucji rbcL sposrod genow
chloroplastowych ro$lin okrytonasiennych ogranicza jego przydatnos¢ identyfikacyjng
jako samodzielnej jednostki, dlatego do indentyfikacji ros§lin proponuje si¢ zestaw obu

tych gendéw (rbcL wraz z matK).
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Subsydiarnym faktem jest, iz na trzeciej konferencji kodéw kreskowych DNA, ktora
odbylta si¢ w Meksyku w roku 2009, cztonkowie grupy roboczej Consortium for the
Barcode of Life (CBOL) Plant Working Group zalecita kombinacj¢ rdzen-kod kreskowy
sktadajgcg sie z cze$ci dwoch plastydowych regionéw kodujacych, matK i rbcL,
uzupelnionymi dodatkowymi markerami zgodnie z konkretnymi wymaganiami, do

ktorych najczgséciej nalezy ITS badz wybrany region migdzygenowy (Park i in. 2023).

Gen malej podjednostki biatka rybosomalnego 16 (rpsl6) byt uzywany do
pomyslnego rozwigzywania powigzan miedzy rodzajami w wielu rodzinach i
podrodzinach, jak np. u Fabaceae (Bobowate) czy Apiaceae (Selerowate)
(Lee i in. 2001; Downie i Katz-Downie, 1999). Jednak stwierdzono, ze wykazuje on zbyt
duzg zmiennos¢, by rozstrzygac relacje na poziomie rodzajow (Ingram i Doyle, 2003).
Chociaz pierwotnie sugerowano, ze rpslo6 jest cennym narzedziem do badan na poziomie
rodziny i nizszym, sugeruje si¢, ze nie zapewnia on wystarczajacego wsparcia dla analiz.
Ponadto region ten nie moze by¢ uzywany w niektorych taksonach, ze wzgledu na
absencje catosci badz czesci genu rpslé w sekwencjach niektorych przedstawicieli
Linaceae (Lnowate), Polygalaceae (Krzyzownicowate), Turneraceae, Violaceae
(Fiotkowate), Fabaceae (Bobowate), Pinus (Sosna) (Shaw i in. 2005).

Gen kodujacy podjednostke F dehydrogenazy NADP (ndhF) obecny w regionie
SSC, wykorzystywany jest czesto z powodzeniem do rekonstrukcji relacji
taksonomicznych wnoszac wigkszy wktad znakow informacyjnych niz inne geny bedace
markerami filogenetycznymi. Zadowalajace wyniki z zastosowaniem tego genu
osiggnieto zardwno u jednoliSciennych jak 1 u roslin kwitngcych z rodziny Asteraceae,
gdzie oszacowano ze wnosi trzykrotnie wiecej informacji filogenetycznych niz rbcL,
poniewaz jest dtuzszy i ewoluuje dwukrotnie szybciej oraz przy opracowaniu systematyki
endemitow z rodziny Brassicaceae (Kapustowate) (Kim i in. 1995; Givnish i in. 2006;
Fuentes-Soriano i Kellogg, 2021).

Plastydowy gen psbB, ktory koduje biatko rdzeniowe Fotosystemu II i posiada
najwyzszy poziom translacji wsrod gendéw chloroplastowych, potwierdzil uzytecznosé
filogenetyczng swojej sekwencji podczas przetestowania w wielu rodzajach roslin z

rodziny Lamiaceae (Jasnowate) (Yasodha i in. 2018).
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Gen atpF kodujacy jedna z podjednostek syntazy H+-ATP, ktora jest niezbedna do
transportu elektronow 1 fotofosforylacji podczas fotosyntezy réwniez wykazuje
zastosowanie w filogenetyce — prawdopodobnie odegrat znaczacg role w dywergencji
gatunkow z rodzaju Quercus (Dab) (Yin i in. 2018). Ponadto wigkszo$¢ wolniejszych
genoéw ewolucyjnych byta zwigzana z fotosynteza i samoreplikacja. Ze wzgledu na swoje
podstawowe funkcje geny te sa bardziej konserwatywne i nie wykazuja tendencji do

zmian, podobnie jak cechy wykazujace wiele innych roslin (Cauz-Santos i in. 2020).

Sposrod  regiondw niekodujacych najczgsciej proponowanym  regionem
uzywanym jako marker jest region psbA-trnH, ktory w niniejszych badaniach wykazat
stuprocentowa konserwatywno$¢ miedzy dwoma poréwnywanymi genomami
chloroplastowymi Erica arborea i Erica versicolor. Region migdzygenowy psbA-trnH
jest jednym =z najbardziej zmiennych regiondw w genomie chloroplastow U
nagonasiennych. Jest czesto proponowany jako odpowiedni do badan nad kodami
kreskowymi DNA i jest przydatny w filogenetyce na poziomie gatunku. Jest on bardzo
czesto stosowany w badaniach filogenetycznych i bywa dotaczany do kompleksu
markerow opartych na genach chloroplastowych (Park i in. 2023). Zostat takze uznany
za cenny marker identyfikacji gatunkow w rodzinie Ericaceae na przyktadzie rodzaju
Rhododendron, gdzie w 94 probach z 53 gatunkéw rodzaju wykazat skutecznosé

plasujaca si¢ na poziomie 93,6% (Liu i in. 2012).

Regiony migdzygenowe, ktore w niniejszych badaniach wykazaty najwyzszy
poziom zmiennosci to m.in. rpl32-ndhF, ndhl-psal, clpP-ycf3 oraz rpsl6-rrnl6.
Zmienno$¢ dlugosci, spowodowana stosunkowo duzymi indelami, odnotowano w
opisanych powyzej regionach. W rodzinie Asteraceae (Astrowate) w badaniach nad 19
plastomami z rodzaju Mikania, region rpl32-ndhF rowniez okazat si¢ jednym z
najbardziej zmiennych regionow w genomie chloroplastowym , tuz obok rpl16-rps3,
ktory w badaniach nad Erica takze wykazal zmienno$¢, jednak na nizszym poziomie
(warto$¢ =0, 016) (Thode i in. 2021). W rodzinie Lauraceae (Laurowate) region ten
stanowil jeden z kompleksu jedenastu bardziej rozbieznych sekwencji migdzygenowych,

jednak nie zaklasyfikowat si¢ w kategorii hiperzmiennych (Bai i in. 2022).
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Znaczne zroznicowanie wskazujace na potencjal potencjalnego markera
molekularnego wykazat ten region takze podczas badan nad dziewigcioma genomami
chloroplastowymi banana (rodzaj Musa) (Song i in. 2022). Pozostale regiony stanowig
unikalne sekwencje dla tego konkretnego rodzaju Erica, natomiast wysoce zmienne
regiony mi¢dzygenowe stosowane powszechnie w badaniach np. atpB-rbcL, rpsl6-trnR,
aptF-aptl, rpoB-psbD, rps4-trnL, trnP-psbB, trnS-rps14, rpl16-rpl2; albo wykazywaty
zmienno$¢ jednak nie na najwyzszym poziomie, albo nie wystapily w stricte takiej

aranzacji sekwencji (Lin i in. 2022).

Wszystkie zidentyfikowane sekwencje gendw z poszczegdlnych grup/rodzin
zostaly poddane przyréwnaniu wielu sekwencji, ktory zostat wykonany w celu
przeprowadzenia analiz filogenetycznych oraz skonstruowania drzew filogenetycznych,
ktore nie rozstrzygnety w pelni relacji filogenetycznych w rodzaju Erica. Brak
rozstrzygnie¢ zwiazkow filogenetycznych i ewolucji gendow miat miejsce takze w rodzaju
Pinellia, gdzie znaczace rozbiezno$ci pomi¢dzy sekwencjami plastomow zaprzeczyly

wysokiemu stopniowi konserwatywnos$ci w obrebie tego samego rodzaju (Cui i in. 2022).
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5.2. Analiza NOR

Porzadek sekwencji miedzygenowego regionu dystansowego rDNA 26S-18S
scharakteryzowano po raz pierwszy w rodzaju Erica. Ponadto ujawniono zmienno$¢

dhugosci tych regiondw u o$miu przedstawicieli jednego z gtbwnych rodzajow Ericaceae.

W filogenetycznych konkluzjach dotyczacych réznych pozioméw organizacji
taksonomicznej dane jadrowej sekwencji rDNA sg szeroko i czesto stosowane. W
krolestwie roslin najbardziej znaczacym filogenetycznym markerem jadrowym jest
region ITS. Region ITS zostal z powodzeniem wykorzystany w wielu badaniach
rekonstrukcji  filogenetycznej w roznych kategoriach systematycznych oraz w
oszacowaniu zwigzku miedzy bliskimi poznanymi gatunkami w obrgbie rodzajow.
Przeglad literatury ukazuje nierozwigzane problemy dotyczace szczegdtowej analizy
filogenetycznej i otrzymanych drzew filogenetycznych w obrebie kladow obejmujgcych
rodzaj Erica (Kron i in. 2002).

Badanie przeprowadzone w ramach tej pracy ujawnito niski poziom zmiennosci
ITS u gatunkow Erica w opracowaniu ich filogenetycznego potaczenia. Podobnie profil
filogenetycznej informatywnosci i filogenetyczne drzewo otrzymane z analizy ML o
niskim poziomie rozdzielczo$ci ujawnity stosunkowo niski wskaznik ewolucji sekwencji
ITS. Koreluje to z wynikami badan prowadzonych na rodzaju Stipa, gdzie najnizszy
poziom zrdznicowania genetycznego przypisano rowniez regionom ITS oraz ITS2
(Krawczyk i in. 2017). Nie stanowi to normy, bowiem regiony ITS stanowig jedne z
bardziej prominentnych markeréw filogenetycznych u roslin. Byly one z sukcesem
stosowane m.in. w wielu badaniach rekonstrukcji filogenetycznych na poziomie rodziny
czy rodzaju w rodzinie Poaceae (Wiechlinowate) oraz sa jednym z powszechniej
stosowanych markerow stuzacych okresleniu relacji filogenetycznych w rodzinie

Brassiceccae (Kapustowate) (Edger i in. 2014, Gao i in. 2015).

Zdecydowanie bardziej pomocne w rozdzielczo$ci filogenetycznej z wyzszym
poziomem niesionej informacji w niniejszych badaniach okazaty si¢ wyniki oparte na

informacjach dostarczonych przez analize regionu 1GS.
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Wiele przeprowadzonych badan wykazato, ze region IGS jest cennym markerem w
badaniach filogenetycznych ro$lin kwitnagcych 1 doskonatym dla definiowania
zmienno$ci wewnatrzgatunkowej, czego dowiodty badania prowadzone na przestrzeni
ostatnich lat. Pomiar ro6znorodnosci biologicznej jest kluczowym, ale trudnym
przedsigwzigciem, czego przyktadem sa dgby, gdzie zlozone wzorce zrdznicowania
morfologicznego, ekologicznego, biogeograficznego 1 genetycznego koliduja z
tradycyjng taksonomia, ktéra mierzy réznorodno$¢ biologiczng pod wzgledem liczby
gatunkéw (lub wyzszych taksondw). Analizy wykorzystujace markery IGS nad rodzajem

Quercus (Dab) dowiodty jego wysoki potencjat (Piredda i in. 2020).

IGS charakteryzuje si¢ wysokim tempem ewolucji, co pozwala na ujawnienie
wewnatrzgatunkowego polimorfizmu, a takze charakteryzuje si¢ odmiennym,
niejednorodnym tempem ewolucji, co ilustrujg réznorodne funkcje jego elementow.
Ogolnie w regionie IGS fragment 5'ETS wskazuje na wyzszy poziom konserwatywnosci,
ktéry pokazuje poziom zmiennosci zblizony do ITS lub nieznacznie wyzszy 1 bywa takze
Z powodzeniem stosowany jako marker genetyczny w badaniach powigzan

filogenetycznych, np. w rodzaju Rosa (Réza) (Vozarova i in. 2021).

W gatunkach Erica liczba miejsc Pi w regionie 5'ETS nie przekroczyta liczby
miejsc P1 wykrytych dla ITS1. Wigkszy poziom informatywnos$ci rozpoznany zostat w
regionie IGS, indukowany przez duzg zmienno$¢ NTS z jego powtarzajacymi si¢
fragmentami. Podobnie kladogram jak i filogenetyczny wykres informatywnosci daja
bardziej wiarygodne dowody na rekonstrukcje filogenetyczng opartg o dane IGS, niz te
same informacje otrzymane z sekwencji regionu ITS. Sygnal filogenetyczny uzyskany z
3’ETS + NTS jest dos¢ silny, aby na jego podstawie konstruowa¢ wnioski i omawiaé
zwigzki wewnatrzgatunkowe W rodzaju Erica. Zostato to potwierdzone przez analiz¢ ML
przeprowadzong na grupie przedstawicieli Erica. Kladogram oparty na sekwencjach
3’ETS + NTS w zestawieniu z kladogramem opartym na regionie ITS daje wigcej
informacji pomocnych w filogenetycznym wnioskowaniu w studium przypadku
analizowanych gatunkéw. Jednostka 3’ETS + NTS w wewngtrznym regionie
dystansowym jest bardziej pomocna w analizie filogenetycznej z rodzaju Erica niz inne

markery cpDNA stosowane w innych badaniach filogenetycznych.
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Na przyktad badania filogenetyczne obejmujace szybko ewoluujace sekwencje cpDNA
nie potwierdzity analizowanych genéw jako wiarygodnych markeréow pomocnych w
zrozumieniu zaleznosci filogenetycznych miedzy gatunkami nalezgcymi do rodzaju
Erica. Kladogram oparty na regionie 3’ETS + NTS jest bardziej przydatny niz kladogram
oparty na genach rpo (Gomolinska i in. 2017). Badanie genow rpo oddzielito Erica
multiflora, Erica arborea i Erica cinerea, ktore naleza do jednego podrodzaju Euerica.
W kladogramie uzyskanym z partycji IGS zlokalizowano te gatunki w blizszej relacji.
Szybka ewolucja sekwencji NTS implikuje wystepowanie mutacji, homoplazji,
nasycenia substytucjami, co powoduje co§ w rodzaju szumu informacyjnego.
Wystepowanie tego jest przedstawione w profilu PI, gdzie wierzchotek jest przesunigty
w krotkim odstepie czasu od wihasciwego miejsca na wykresie. Analizy schematu PI
ilustrujg kongresje mutacji, ktore nie niosagc waznych informacji - po lewej stronie
szczytu - przeszty przez duza cze$¢ badanej osi czasu. Z kolei prawa strona piku wykazuje
wysoki poziom informatywnos$ci badanych sekwencji dla najwczesniejszego przejscia
ewolucyjnego. Sekwencje 3’ETS + NTS sa wiarygodnym markerem do
powierzchownych badan filogenetycznych. W badaniach opartych na wyzszym poziomie
ewolucji region 3’ETS + NTS nie jest wlasciwy i1 nie moze pokaza¢ historii ewolucji 1
moze sugerowac niewlasciwe proporcje w renderowaniu linii ewolucyjnej. Z drugiej
strony zastosowanie sekwencji dostosowanych w tej pracy do szerokiej skali
rozdzielczosci  filogenetycznej powoduje powazne problemy =z uzyskaniem
niezawodnego dopasowania, co jest spowodowane duza rozbieznos$cia w zmienno$ci
poszczegbdlnych fragmentow. Do przeprowadzenia szczegotowego 1 wlasciwego badania
konieczne bylo przypisanie powtarzajacych si¢ motywow regionu NTS 1 regionow TIS.
Przypisanie tych regionow pomaga przygotowa¢ wyrownanie wszystkich sekwencji.
Region NTS jest konstruowany 1 ksztattowany przez rézne delecje i multiplikacje calej
tej sekwencji. Przypisanie tych regiondw pomaga przygotowa¢ wyrownanie wszystkich
sekwencji. Aby otrzymaé wiasciwy reprezentatywny obraz ewolucji, nalezy logicznie
komponowa¢ powtarzalne fragmenty NTS. Problem z prawidtowa interpretacja lezy w
mnozeniu réznych motywdéw i dwoch typach mutacji (podstawienie nukleotydow i
indeli). Zestaw najlepszego wyboru uktadu sekwencji powtarzalnych byl bardzo trudny,

rowniez ze wzgledu na duze rozbieznos$ci dtugosci NTS u badanych gatunkow.
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Do wyznaczenia motywoOw powtorzen w obrebie IGS konieczny jest wybodr algorytmu i
metodyki najlepiej dopasowanej do badanych sekwencji, na co wskazuja badania
prowadzone nad gatunkami z rodzajow Stipa (Ostnica), Fagus (Buk) czy Quercus (Dgb).
Liczba 1 rozmieszczenie otrzymanych motywoéw zalezy od liczby analizowanych
gatunkow. Jedna sekwencja jednego gatunku moze mie¢ inny rozklad powtdrzen niz
petny zestaw studium przypadku. W niniejszej pracy metodologia badan zaktada dtugo$¢
pojedynczego powtdrzenia jako stala warto$¢, z rozbiezno$ciami opartymi jedynie na
polimorfizmie pojedynczego nukleotydu. Ta sama metoda zostata wdrozona we
wspomnianych badaniach implikacji filogenetycznych w Stipa oraz w analizie
porobwnawczej pomigdzy Fagus sylvatica (Buk zwyczajny) i Quercus suber
(Dab korkowy). (Inécio i in. 2014, Krawczyk i in. 2017).

To rozwigzanie nie jest uniwersalne i zawsze praktykowane. Inni naukowcy
wybierali wcze$niej metody, ktora uwzgledniaty roéznice w dlugosci pojedynczych
powtdrzen oraz poszukiwanie motywow metodg wyszukiwania wzrokowego (Bailey i in.
2015). Roéznorodnos$¢ zastosowanej metody powoduje dysonans W interpretacji
otrzymanych wynikow, zwlaszcza gdy sa one ze soba potaczone. Jedynym przypadkiem,
w ktorym mozliwe jest uzyskanie niemal identycznych wynikow, jest sytuacja analizy
wystegpowania regularnych i nieskomplikowanych modeli iteracji. Dzigki temu wielu
badaczy moze dyskutowac¢ z r6znymi wynikami, porownywac¢ wlasne wyniki z danymi
literaturowymi i znajdowaé wspdlne wzorce. Analiza zmiennosci IGS w Stipa pokazuje
wiele wspdlnych implikacji w IGS. Zaczynajac od odpowiednich powtdrzen, zgodnych
wzorcow lub wspolnej ptaszczyzny do dogtebnej analizy, jej organizacja i struktura sg w
ogolnym ujeciu podobne do wigkszosci innych badanych przypadkow. W wielu
przypadkach w analizie IGS oznaczono kilka — na ogét od dwoch do pigciu — powtdrzen
z regularng czestotliwo$cia pomiedzy poddanymi badaniom. Na przyklad w analizie
porownawczej Fagus sylvatica i Quercus suber wykazuje 2 podpowtorzenia u Fagus
sylvatica (R1 i R2) w sumie w wielu kopiach oraz trzy typy podpowtorzen u Quercus
suber (A, B i C) w kilku niedoskonatych kopiach. Charakterystyka molekularna Punica
granatum (Granat wilasciwy) wskazata rowniez tylko trzy typy powtarzajacych sie¢
sekwencji (A, B i C) (Parvaresh i in. 2014).
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Podobienstwa migdzy dtugoscia regionu IGS a jego sekwencjami majg tendencje
do zwigkszania si¢ pomigdzy blisko spokrewnionymi taksonami. U roslin dlugosé
regionu IGS waha si¢ od 1,1 Kb w Vicia tetrasperma (Wyka czteronasienna)
do 23 Kb w rodzaju Pinus. Wiele badan dotyczacych niektorych wariantow dtugosci IGS,
rozpoznaje dwa warianty dlugosci IGS, jak w przypadku debu. Sekwencje IGS z
unikalnymi  podpowtdrzeniami majg wspdlng historie ewolucyjng. Pomimo
opublikowanych badan dotyczacych szczegdétowych badan IGS nie wykazano takiego
stopnia zroznicowania i wielokrotnosci powtdrzen w analizowanym rodzaju lub grupie z
jednoczesnymi rozbieznosciami migdzy poszczegdlnymi osobnikami (Inacio i in. 2014,

Rosato i in. 2016, Krawczyk i in. 2017).

Rozbieznos¢ IGS w kierunku indywidualizacji gatunkowej W rodzinie Ericaceae
charakteryzuje si¢ ztozonymi podpowtdrzeniami oraz roznicami w dlugosci IGS.
Sekwencja i budowa strukturalna Erica IGS zostaly juz zdekodowane, zamiast tego,
dzicki przedstawionym tu badaniom, mozna wywnioskowa¢ cze$¢ tendencji
ewolucyjnych tego regionu zaréwno w rodzaju, jak i w rodzinie Ericaceae. Regiony
mi¢dzygenowe Erica i Chamaedaphne calyculata, podobnie jak u dgbow, wykazywaty
0g6lng organizacj¢ typowa dla wigkszosci IGS ztozone z pigciu roznych regionéw: sub-
powtdrzenia (SR), bogate w AT, promotor i sekwencje transkrybowane z zewnatrz (3’ i
5). "-ETS) - o cechach strukturalnych roslinnych sekwencji IGS i wszystkich elementéw
funkcjonalnych potrzebnych do aktywnosci genu rRNA. Zarejestrowano niezgodno$¢
dhugosci IGS migdzy testowanymi gatunkami. W Chamaedaphne calyculata dtugosé¢ 1IGS
osiggneta 5041 pz i wyodrebniono 9 motywoéw nieskorelowanych z motywami
dostepnymi w publicznych repozytoriach danych. W rodzaju Erica dtugo$¢ IGS siegata
od 2890 u Erica vagans do 8620 pz u Erica arborea. Motywy rozktadu i konfiguracji w
IGS Erica byly zupehie inne niz u Chamaedaphne i istotnie r6znity si¢ pomiedzy soba.
Nie mozna stworzy¢ wspolnych blokow motywow dla wszystkich gatunkow Erica, jak
miato to miejsce posrdd przedstawicieli innych rodzajéow. Poczatkowy powtarzajacy sie
region oflankowany przez jeden unikalny motyw (ER10) otwieral wszystkie 1GS-y
rodzaju Erica. Kolejnym wspolnym wzorem jest cze$¢ konca 5’ETS, gdzie wspoélne dla
wszystkich gatunkow Erica sa trzy motywy (kolejno: ER8, ER7 i ER8).

245



W przeciwnym razie 0golny test skladu motywow wykazuje znacznie wigksze
rozbieznosci w NTS niz w S5'ETS 1 brak wspdlnych powtérzen dostepnych i
opublikowanych danych. Zestaw motywow nie jest klarowny 1 tatwy jak w — juz
skomplikowanym systemie — w powtarzalnych regionach Stipa czy u badanych debow.
Roéznice miedzy gatunkami odzwierciedlajg ilo§¢ mutacji, ktére mozna okresli¢ na
podstawie poziomu indywidualnej dywergencji rDNA w genomie gatunku. Wysokie
podobienstwo obserwuje si¢ migdzy regionami kodujacymi rDNA, ale nie miedzy
poszczegdlnymi podpowtdrzeniami IGS, moze to by¢ spowodowane tym, ze regiony
kodujace i nickodujace nie rozwijaja si¢ razem i wykazujg odmienne tempo zmiennosci.
Spacery maja tendencj¢ do bycia bardziej zmiennymi niz regiony kodujace ze wzgledu
na dobor naturalny i zapobieganie rozprzestrzenianiu si¢ mutacji w genach. Kazdy z
badanych gatunkéw reprezentuje inny region geograficzny, posiada rdznice
morfologiczne i ekologiczne — prawdopodobnie brak wspdlnego schematu kolejnosci
motywow odpowiada okreslonej reakcji na zmiany srodowiskowe, rozréznienie i histori¢

ewolucji (Krawczyk i in. 2017, Countihno i in. 2016).

Podsumowujac prowadzong prace, region IGS, a w szczego6lnosci region w poblizu
26S rDNA reprezentuja sekwencje, ktére moga by¢ wykorzystane jako marker
molekularny w analizie filogenetycznej rodzaju Erica. Porownanie jednostek powtorzen
w obrebic NOR z Chamaedaphne calyculata i przedstawicieli Erica pokazuje, ze
organizacja jednostek nDNA Ericaceae nie odbiega od uniwersalnej kombinacji. Tempo
ewolucji w powtorzeniach jest niezwykle wysokie i wstgpnie wyznaczyto testowany
region do przyszlej dogtebnej rekonstrukeji filogenezy i1 szczegdtowych analiz w rodzaju
Erica. Odkrycia te dodatkowo potwierdzajg intensywng inkoherencj¢ rodzaju Erica i

poszerzajg wiedze na temat roznorodnosSci, rozmieszczenia i ewolucji rodziny Ericacea.
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5.3. Potencjal superbarkordingowy plastomow oraz regionéw NOR

Kody kreskowe DNA roslin czesto wykazywaly swoje ograniczenia w rozréznianiu
gatunkow, zwlaszcza w przypadku blisko spokrewnionych taksondéw, czynigc
nierealistyczng mozliwo$¢ wykorzystania uniwersalnego zestawu znacznikéw do
identyfikacji gatunkéw roslin wyzszych. To ograniczenie jest dodatkowo zaostrzone w
przypadku zastosowania na poziomie wewnatrzgatunkowym. Podczas gdy tradycyjne
kody kreskowe czesto majg trudno$ci z niezawodnym rozréznieniem w obrebie
gatunkow, pelne sekwencje plastomow okazuja si¢ skuteczne dzigki globalnym wzorcom
zmian sekwencji. Rzeczywiscie, dzigki zastosowaniu pelnego kodu kreskowego
plastomu jako metody z wyboru do identyfikacji roslin, przewiduje si¢ rosngce
wykorzystanie plastomow pelnej dlugosci w identyfikacji 1 identyfikowalno$ci

organizmow (Yu i in. 2021).

Aktualnie za sprawa intensywnego rozwoju metod sekwencjonowania DNA
sugeruje si¢ uzycie kompletnej sekwencji genomu chloroplastowego jako roslinnego
barkodu. Wynika to m.in. z wysokiego stopnia konserwatyzmu w strukturze genomu,
niskiego poziomu substytucji nukleotydowych oraz braku rekombinacji. Zastosowanie
pelnych sekwencji plastomoéw wyklucza zjawisko subiektywnego rekomendowania
konkretnych regionéw w genomie chloroplastowym przez badaczy. Barkoding DNA jest
obecnie szeroko stosowanym i skutecznym narzedziem, ktére umozliwia szybka i
doktadng identyfikacje gatunkow roslin; jednak Zadne z dostepnych loci nie dziata we
wszystkich gatunkach. Poniewaz kody kreskowe DNA pojedynczego locus nie majg
odpowiednich zmiennosci u blisko spokrewnionych taksondw, ostatnie badania nad
barkodami potozyly duzy nacisk na zastosowanie sekwencji catego genomu
chloroplastowego, ktore sg teraz tatwiej dostepne w wyniku udoskonalenia technologii
sekwencjonowania. Podczas gdy sekwencjonowanie genomu chloroplastow moze juz
dostarczy¢ wiarygodnych barkodéw do doktadnej identyfikacji roslin, nie jest jeszcze
zasobooszczedne 1 nie oferuje jeszcze szybkosci analizy zapewnianej przez barkody z

jednym locus niewyspecjalizowanym obiektom laboratoryjnym (Zhang i in. 2021).
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Wykorzystanie genomu chloroplastowego jako barkodu w literaturze widnieje pod
terminem tzw. ,,superbarkodu”. Takie podejscie do barkodu DNA, ktére dla wybranych
grup taksonow 1aczy najlepsze wykorzystanie barkodéw pojedynczego miejsca i super
barkodow w celu skutecznej identyfikacji roslin. Specyficzne barkody moga zwigkszy¢
zdolno$¢ do rozrdzniania blisko spokrewnionych roslin zaréwno na poziomie gatunku jak

I populacji (Pouchon i in. 2022).

Superbarkoding z powodzeniem zostat wykorzystany do szczegoétowych badan nad
wieloma rodzinami ro$lin, mi¢dzy innymi u ro$lin leczniczych, ktére byty stosunkowo
trudne do identyfikacji. Barkoding DNA jako technologia identyfikacji i klasyfikacji
molekularnej jest stosowana w roslinach leczniczych od roku 2008. Zastosowanie tej
techniki w znacznym stopniu zapewnito bezpieczenstwo i skuteczno$¢ materiatdw
leczniczych, uwierzytelniajac gatunki roslin leczniczych (Yu i in. 2021). Gatunki o
najblizszych relacjach filogenetycznych sg rowniez podobne pod wzgledem skladnikow
chemicznych i efektow leczniczych. Wraz z rozwojem sekwencjonowania nowej
generacji (NGS) wykazano rowniez, ze technologia barkodowania skutecznie
identyfikuje gatunki w probkach mieszanych. W rodzinie goryczkowatych
(Gentianeceae) rodzaj goryczka (Gentiana) stanowi grupe ro$lin leczniczych
wykazujacych wilasnie komplikacje identyfikacyjna. Badania przeprowadzone nad
reprezentantami rodzaju goryczki zasiedlajacych prowincje Yunnan zaimplementowaty
identyfikacje przy pomocy superbarkodingu DNA w oparciu o genomy chloroplastowe.
Otrzymane wyniki uskazaly, ze superkodowanie DNA ma oczywiste zalety w
rozréznianiu gatunkow w przypadku skomplikowanych rodzajéw roslin, analizy te
dostarczyty nie tylko naukowej podstawy do identyfikacji ale i ochrony poszczegolnych
przedstawicieli z rodzaju Gentiana (HS i DQ, 2021). Podobne podejscie zastosowano w
rodzinie makowatych (Papaveraceae). Przeanalizowano struktury molekularne i
powigzania filogenetyczne, uzywajac kompletnych genomow chloroplastow gatunkow
maku polnego (Papaver rhoeas) i maku wschodniego (Papaver orientale), dochodzac do
wniosku, ze genom chloroplastowy moze by¢ uzyty jako potezne narzedzie do
rozwigzywania pozycji filogenetycznych i powigzan w bardzo istotnej medycznie

rodzinie Papaveraceae (Zhou i in. 2018).
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Analiza rozbiezno$ci sekwencji czterech gatunkéw Papaveraceae podobnie jak w
niniejszej analizie przedstawicieli z rodzaju Erica wykazala, ze najbardziej rozbiezne
regiony znajdujg si¢ w niekodujacych sekwencjach z minimalnymi réznicami, ktore
charakteryzuja si¢ hiperzmiennos$cia o cechach sugerujacych wykorzystanie w
barkodingu. W rodzaju szachownicy (inaczej korona; Fritillaria) przeanalizowano 26
kompletnych genomoéw chloroplastowych i ukazano, ze z pomoca superbarkodingu
mozna dokona¢ skutecznych rozréznien na poziomie gatunkowym, co zapewnia
bezprecedensowa glebie 1 skale w strategiach identyfikacji na nizszych poziomach
taksonomicznych. Ustalono, iz cpDNA posiada kwalifikacje do pelnienia funkcji
uniwersalnego markera w zestawieniu z tradycyjnymi markerami identyfikacji
molekularnej, zarowno z uwagi na wspomniang haploidalnos$¢, nierekombinowanie,
wysoce konserwatywne sekwencje ktore mogg funkcjonowac jako miejsca pojedyncze.
Jednak w przeciwiefstwie do pojedynczych sekwencji genéw maja wigksza zmienno$¢ 1
potencjatl do identyfikacji gatunkéw blisko spokrewnionych na nizszych poziomach
taksonomicznych. Superbarkoding w rodzaju Fritillaria wykazat 100% skutecznosc¢
identyfikacyjna i rowniez podobnie jak w rodzaju Erica otrzymane wyniki ktadty duzy
nacisk na impakt regionow niekodujacych i kumulujace si¢ w nich zmiany (Wu i in.
2021). Stwierdzono, Ze na jego podstawie mozna z powodzeniem odrdzni¢ wszystkie
zarejestrowane w encyklopedii farmakologicznej gatunki z rodzaju, ponadto badania te
wykazaly iz superbarkod oparty na petnej dlugosci sekwencji genomu chloroplastowego
moze nie tylko pomyslnie identyfikowa¢ gatunki z rodzaju, ale takze analiza relacji
filogenetycznych dowiodta iz superbarkoding odzwierciedla parametry biogeograficzne

(Wuiin. 2021; Zhang i in. 2021).

Podejscie z wykorzystaniem superkodow kreskowych z wykorzystaniem catych
plastoméw oferuje rozwigzanie ograniczen zwigzanych z uzywaniem krotkich regionow
kodoéw kreskowych w celu wyraznego rozrdznienia roznorodnosci miedzygatunkowej i
wewnatrzgatunkowej. Poniewaz w wielu roslinach plastom jest dziedziczony po matce,
brak rekombinacji pozwala zachowa¢ rozmiar genomu, liczbe gendéw i kolejnos¢ genow
w wigkszosci roslin. Jednak miedzy gatunkami kumulujg si¢ wystarczajace rdznice, aby

umozliwi¢ oszacowanie ich §ciezki ewolucyjnej. Markery plastydowe wykazuja nieraz
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falszywe wykrywanie spowodowane ztozono$cia genomu wynikajaca chociazby ze
zroznicowania wewnatrzgatunkowego. Zbiorcze zastosowanie plastomow i sekwencji
rDNA moze zmniejszy¢ bledy wykrywania i zwiekszy¢ moc superbarkodingu (Park i in.
2023). Obecnie coraz cz¢sciej stosuje sie metode tgczenia analizy chloroplastowego DNA
wraz z tDNA, celem skuteczno$ci wyklarowania wnioskéw, co miato miejsce m.in. w
badaniu ewolucji i réznorodnosci Euonymus hamiltonianus (Trzmielina Hamiltona)

z rodziny Celastraceae (Dlawiszowate) (Park i in. 2022).

W badaniach nad rozréznieniem morfologicznie podobnych gatunkéw roslin zielnych z
rodziny Asparagaceae (Szparagowate): Liriope platyphylla oraz Ophiopogon japonicus
(Konwalnik japonski), postuzono si¢ kompletnymi sekwencjami plastomu oraz regionem
45S rDNA, gdzie zidentyfikowano polimorfizmy miedzy- oraz wewnatrzgatunkowe.
Drzewa oparte na jednej i drugiej partycji danych wykazaty identyczng typologie na
poziomie miedzygatunkowym, a prowadzone analizy potwierdzily potencjal
superbarkodingu (Lee i in. 2022). Jednakze nie jest to rozwigzanie absolutnie doskonate
1 pozbawione rys, nie ma bowiem do tej pory zadnej metody stuprocentowej, ktora sprosta
wszystkim wyzwaniom labilno$ci warunkow §rodowiska i mechanizméw ewolucyjnych.
Dowodzg temu niezadowalajace wyniki badan nad rodzajem Schima z rodziny Theaceae
(Herbatowate), gdzie zastosowanie macierzy danych kompletnych plastoméw i
jadrowego rybosomalnego DNA (rDNA) jako superbarkodu zadna z analizowanych préb
nie zostala prawidtowo przypisana do gatunku przy uzyciu standardowych kodow
kreskowych DNA i macierzy nrDNA, natomiast jedynie 27,27% gatunkéw z wieloma
rozszerzeniami zostalo rozroéznionych przy uzyciu genomu plastydowego 1 jego
podzielonych zestawow danych. Osiggni¢to tymi badaniami najnizszy Szacowany

wskaznik sukcesu superkodu kreskowego w literaturze do tej pory (Yu i in. 2022).
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6. WniosKi

1. Pordéwnanie pelnych sekwencji genoméw chloroplastowych Erica arborea i Erica

3.

cinerea wykazalo istniejgce roznice pomigdzy analizowanymi genomami.
Genom chloroplastowy Erica versicolor jest dluzszy od Erica arborea o 4 197 pz;
rejon LSC jest dtuzszy o 4 224 pz, rejony SSC sa niemal identyczne w dtugosci
(odpowiednio 2 571 pz i 2570 pz), natomiast rejony odwroconych powtdrzen sg
dtuzsze u Erica arborea o 14 pz.

Poréwnujac genomy, zgodnie z zestawieniem wykonanym za pomoca Geneious
Alignment, zidentyfikowano 131,517 miejsc identycznych pomigdzy sekwencjami
analizowanych genomoéw o poziomie identycznos$ci pairwise identity 91,6%.
Frekwencja nukleotydéow po wyrownaniu genomoéw rozklada si¢ nastgpujaco:
A (32,4%), T (32%), C (17,8%) 1 G (17,8%). Natomiast $rednia zawartos¢ GC 98,552
pz (35,6%).

Po zestawieniu porownawczym kompletnych genomow z rodzaju Erica wzglgdem
siebie,  wylaczajac  drugi  region  odwrdoconego  powtorzenia  IRB,
lacznie zidentyfikowano 5570 miejsc polimorficznych. W regionach kodujacych
zidentyfikowano 454 miejsc polimorficznych, w tym 49 insercji/delecji, 233
mutacje synonimiczne i 172 mutacje niesynonimiczne.

Stosunek mutacji synonimicznych do niesynonimicznych (S/N) wynosi 1,35.
W regionach niekodujgcych zostalo zidentyfikowanych 5116 miejsc
polimorficznych, w tym 3556 insercji/delecji oraz 960 mutacji typu SNP.
Srednia odlegto$¢ genetyczna dla catych, porownywanych genoméw wyniosta
0,01385.

Najbardziej zmiennymi rejonami w regionach kodujacych okazaly si¢ gtownie geny
rpl22, rpoC2, rpoCl, ndhA, ndhB i rpl23. Natomiast wsérdéd regionow
miedzygenowych najbardziej zmienne obszary to clpP-ycf3, ndhl-psal, rps16-rrnl6 i
rpl32-ndhF. Najwyzsza warto$¢ zréznicowania nukleotydowego w regionach

kodujacych osiagnat gen rpoC1 (n = 0,3502).
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Natomiast najwyzszg warto$¢ zroznicowania nukleotydowego w regionach
niekodujacych wykazat region rpsl6-rrnl6 (m = 0,6918).
Srednia zroéznicowania nukleotydowego dla regionéw kodujacych wyniosta 7 =

0,015, z kolei dla regionéw niekodujacych = 0,067.

4. Charakter plastoméw wskazuje na tempo ewolucji wystepujace pomiedzy gatunkiem
potudniowoafrykanskim (Erica versicolor) a rozpierzchnigtym gatunkiem
bikontynentalnym (Erica arborea). Poziom konserwatywnosci obu plastomow po ich

wzajemnym porownaniu uplasowat si¢ jedynie na poziomie 63%.

5. Najbardziej prawdopodobnym gatunkiem ancestralnym na aktualnym poziomie
badan w rodzaju Erica wydaje si¢ by¢ Erica arborea, co potwierdzity analizy
filogenetyczne z wysokim wsparciem dla kladow, zar6wno dla analiz dotyczacych
pojedynczych gendw, jak i catych grup. Potwierdzily to konsensusowe kladogramy
otrzymane dla genéw/grup gendow: cemA, ccsA, accD, matK, rbcL, ndhF, pet, psa,

psb, psbB, rpoC2 oraz dla zestawu gendw trn.

6. Przeprowadzone analizy filogenetyczne  wytypowujace  informatywnos$é
filogenetyczng netto oraz w przeliczeniu na pojedyncze miejsca, wskazaty na
najbardziej obiecujace markery filogenetyczne w obrebie rodzaju Erica. Okazaty
si¢ nimi geny: rpoC2, ndhF, rpl22, rpsl16, rrnl6, psal, psbB, atpF, matK oraz ccsA
ktore moga stanowi¢ asumpt do opracowania sekwencji barkodowych dla badanego

rodzaju.

7. Przeprowadzona analiza sekwencji powtdrzeniowych wykazata wystapienie bardzo
duzej liczby powtorzen SSR: u 874 Erica versicolor oraz u 814 Erica arborea,
z czego znaczny procent (w granicach 70%) zlokalizowany byl w regionach
niekodujacych. Zidentyfikowano takze 50 powtdrzen oligonukleotydowcych
o bardzo okazalych rozmiarach od 187 do 704 pz dla Erica arborea oraz

od 193 do 706 pz dla Erica versicolor.
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10.

11.

Dodatkowo znaleziono powtdrzenia tandemowe w liczbie 92 dla Erica versicolor
oraz 99 dla Erica arborea, ktére osiggaly do 330 pz. Powtoérzenia o duzych
rozmiarach, zatem zaré6wno oligonukleotydowe jak i tandemowe zidentyfikowano w
przewazajacej liczbie w sekwencjach niekodujacych genomow, co moze wptywac na
rearanzacje genomu przez zaktdcanie replikacji DNA i1 wptyngto na skomplikowany

proces sktadania genomow.

W odniesieniu do analiz regionow NOR, najbardziej informatywnym filogenetycznie
obszarem okazat si¢ 3’ETS + NTS, jednak rekonstrukcja filogenetyczna bazujaca na
tej sekwencji nie wytypowata zadowalajacego gatunku ancestralnego,

z uwagi na roztgczenie na dwa klady.

Wzorce zréznicowania sekwencji powtdrzonych w obrebie IGS odzwierciedlaja w
pewnym stopniu procesy ewolucyjne zachodzace w rodzaju Erica.
Sekwencje IGS posiadajace unikalne powtodrzenia reprezentuja wspolng historig
ewolucyjna, natomiast przedstawiciele z najwicksza liczba zrdéznicowanych
powtdrzen (zdetektowanych motywdw) obrazuja najwigkszg dywergencje i trudnosci
w okresleniu filogenezy — jak w przypadku bikontynentalnego gatunku

Erica arborea.

Rekonstrukcja filogenetyczna rodziny Ericaceae w oparciu o catle genomy oraz
skonstruowana na podstawie regionow odwroconych powtorzen po raz pierwszy
uwzglednita nie tylko gatunki =z rodzaju Erica, ale takze gatunek
Chamaedaphne calyculata, ponadto nie wykazata zadnych aberracji wobec badan

prowadzonych w latach ubiegtych.

Analiza regionéw odwroconych powtorzen pozwala w znaczacym stopniu odrdznié
sekwencje nalezace do rodzaju Erica od innych przedstawicieli z rodziny Ericaceae,
unikatowa architektonika regionéw IR §wiadczy o silnym rozwoju ewolucyjnym linii

badanego rodzaju.
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Praca ta uwzglednia takze po raz pierwszy budowe regionow IR dla rodzaju

Chamaedaphne (dla gatunku Chamaedaphne calyculata).

12. Zestawienie poszczegdlnych drzew oraz analiz filogenetycznych uniemozliwito
zadowalajgce przeprowadzenie rekonstrukcji filogenetycznej w obrgbie rodzaju
Erica. Niemozliwym pozostaje takze ustalenie szczegotowych powigzan pomigdzy
analizowanymi gatunkami, ze wzgledu na znaczaco odbiegajace uktady wzajemnych

powigzan mi¢dzygatunkowych.
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Spis fotografii

Opublikowane fotografie o$miu gatunkow Erica poddanych badaniom w niniejszej

pracy oraz jedynego reprezentanta flory polskiej - wrzo$ca bagiennego (Erica tetralix).

Zdjecia gatunkéw na nastepujacych licencjach: CC BY-SA 2.0, CC BY-SA 3.0
oraz CC BY-SA 4.0, ktére pozwalaja na udostepnianie, w tym kopiowanie i
rozpowszechnianie materialu na dowolnym no$niku i w dowolnym formacie, w
dowolnym celu, nawet komercyjnym. Z warunkiem uznania autorstwa, tj. podaniem
odpowiedniego autora przy konkretnym zdjeciu oraz podaniem linku do strony

(tu witryny: commons.wikipedia.org oraz casabio.org).
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Suplement

Suplement 1.

Sekwencje genow chloroplastowych otrzymanych dla gatunkoéw Erica cinerea,
Erica globiceps, Erica imbricata, Erica multiflora, Erica plukenetii oraz Erica vagans,
ktore nie zostaly zdeponowane w bazie danych sekwencji genetycznych GenBank,
zestawiono w wersji dodatku do pracy w formie elektronicznej na osobnym pliku Word

oraz na odrgbnym nosniku elektronicznym (tu: dysk CD).

Sekwencje zapisane zostalty w formacie FASTA osobno dla pojedynczych genow
chloroplastowych i osobno dla grup gendéw chloroplastowych. W przypadku zapisu
sekwencji dla calej grupy genow podano wyrazny zapis z doktadng lokalizacja

poszczegolnych gend6w w danej grupie.

Do dokumentu zawierajgcego zestawienia sekwencji niezdeponowanych w bazie
danych GenBank, dotaczono takze kompletne sekwencje gendéw chloroplastowych
gatunkow, dla ktorych otrzymano cate genomy chloroplastowe (Erica arborea i Erica
versicolor), tworzac skompilowane pliki, ktore postuzyty do analiz filogenetycznych w
niniejszej pracy. Sekwencje gendéw chloroplastowych gatunku Erica versicolor
stanowity referencje do otrzymania sekwencji poszczegélnych gendow dla pozostatych

badanych gatunkéw z rodzaju Erica.
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Suplement 2.

Wykresy dot plot regionow IGS poszczegodlnych przedstawicieli z rodzaju Erica.

Erica arborea IGS
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Wykres dot plot odstepow miedzygenowych. Samoporownanie Erica arborea 1GS. Rozmiar

ramki zawierajacej blok mi¢gdzy powtdorzeniami odpowiada dtugosci miedzy powtorzeniami
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E.cinerea IGS
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Wykres dot plot odstepow miedzygenowych. Samopordéwnanie Erica cinerea 1GS. Rozmiar

ramki zawierajacej blok migdzy powtdrzeniami odpowiada dtugosci migdzy powtdrzeniami
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Erica imbricata IGS
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Wykres dot plot odstgpéw migdzygenowych. Samoporéwnanie Erica imbricata 1GS. Rozmiar

ramki zawierajacej blok miedzy powtérzeniami odpowiada dtugosci miedzy powtdrzeniami
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Erica globiceps IGS
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Wykres dot plot odstepéw miedzygenowych. Samopordéwnanie Erica globiceps IGS. Rozmiar

ramki zawierajacej blok migdzy powtdrzeniami odpowiada dtugosci migdzy powtdrzeniami
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Erica multiflora IGS
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Wykres dot plot odstepéw miedzygenowych. Samoporoéwnanie Erica multiflora 1GS. Rozmiar

ramki zawierajacej blok miedzy powtorzeniami odpowiada dtugoséci migdzy powtorzeniami
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Erica plukenetii IGS
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Wykres dot plot odstepéw migdzygenowych. Samoporéwnanie Erica plukenetii 1GS. Rozmiar

ramki zawierajacej blok migdzy powtdrzeniami odpowiada dtugosci migdzy powtdrzeniami
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Erica vagans IGS
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Wykres dot plot odstepéw miedzygenowych. Samoporéwnanie Erica vagans IGS. Rozmiar ramki

zawierajacej blok miedzy powtorzeniami odpowiada dlugosci migdzy powtdrzeniami
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Erica Versicolor IGS
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Wykres dot plot odstepow miedzygenowych. Samoporownanie Erica vesricolor 1GS. Rozmiar

ramki zawierajacej blok migdzy powtdrzeniami odpowiada dtugo$ci migdzy powtdrzeniami
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Suplement 3.

Zestawienie wykrytych motywow w obrebie IGS u przedstawicieli rodzaju Erica

wraz z liczba ich powtorzen.
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Gatunek i liczba powtorzen

o | Caot
ER1 4 5 8 5 2 3 2 2 31
ER2 5 - 12 - 9 - 2 7 35
ER3 - 17 1 8 - - 1 - 27
ER4 4 2 7 5 2 3 1 - 24
ER5 26 - 1 - 3 3 1 1 35
ER6 9 - - 1 10 1 10 15 46
ER7 1 1 2 1 1 2 1 1 10
ERS 3 2 4 3 3 2 3 3 23
ER9 3 - 3 3 3 - 4 3 19
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Gatunek i liczba powtorzen Calkowita
Motyw : __ : - : . liczba
E.arborea | E. cinerea E.imbricata E.multiflora E.plukenetii E.vagans E.versicolor E.globiceps

ER10 8

ER11 3 1 - 1 2 1 1 2 11

ER12 1 1 1 - - 1 1 1 6

ER13 - 3 2 - - - - 2 7

ER14 - 2 1 2 1 1 2 2 11
Razem: 60 35 43 30 37 18 30 40
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Suplement 4.

Zestawienie wykrytych motywow w Chamaedaphne calyculata z ich wartoscig Pi.

Motywy Wartos¢
Chamaedaphne

Liczby

. zroznicowania
powtorzen

calyculata nukleotydowego (Pi)

Motif 1 7 0,14182
Motif 2 4 0,08937
Motif 3 7 0,09895
Motif 4 5 0,07455
Motif 5 2 0,17949
Motif 6 4 0,38117
Motif 7 5 0,41455
Motif 8 6 0,14000
Motif 9 2 0,21429
Razem: 42
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Suplement 5.

Powtorzone regiony zdefiniowane dla rodzaju Erica.

Motywy (kod nazwy wraz z odpowiadajagcym mu kolorem na rycinie):

® ERI (bkekitny),

® ER2 (szary),

® ERS3 (zielony),

® ER4 (fuksja),

® ERS5 (pomaraficzowy),
® ERG6 (seledynowy),

® ER7 (cyjanowy),

® ERS (fioletowy),

® ER9 (czerwony),

® ERI10 (biaty),

e ERI11 (ciemny zielony),
® ERI12 (granatowy),

® ER13 (rézowy),

® ER14 (ciemny fiolet)
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Suplement 6.

Powtorzone regiony zdefiniowane dla gatunku Chamaedaphne calyculata.

Motywy (kod nazwy wraz z odpowiadajacym mu kolorem na rycinie):

e MOTIF 1 (pomaranczowy),
e MOTIF 2 (niebieski),

e MOTIF 3 (zielony),

e MOTIF 4 (szary),

e MOTIF 5 (czerwony),

e MOTIF 6 (granatowy),

e MOTIF 7 (biaty),

e MOTIF 8 (biekitny),

e MOTIF 9 (r6z indyjski)
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Suplement 7.

Frekwencja zidentyfikowanych motywow SSR u Erica versicolor.

Powtorzenia

- 1 - - - |- 240
- - 9 1
C
10
- - 9 1
G
11
- - 108 |42 |20 |16 3 2
T
1 2 1 - 1 |- 214
AG 2 2
AT 23 1 25
CT 2 2
GA 2 2
GT 1 1
TA 22 1 - - 1 32
TC 2 2
AAC 2 2
AAG 30 20 50
AAT 4 4
ACG 3 3

321



Powtorzenia

RAZEM
AGA 4 4
AGC 1 1
ATA 5 |- 1 6
ATC 1 1
ATG 3 3
ATT 8 8
CAA 1 1
CAG 1 1
CAT 1 1
CCT 1 1
CGT 1 1
CTA 2 2
CTT 2 2
GAA 2 |- 61 |4 67
GCA 1 1
GCT 1 1
GGA 1 1
TAA 7 7
TAG 1 1
TAT 7 7
TCA 2 2
TCT 11 - 7 18
TTA 6 6
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Powtérzenia 3 | 4 5 6 7 8 9 10 11 RAZEM

TTC 3081 |4 115
TTG 1 1
AAAT 1 1
AAGA 1 1
AATA 1 1
AATC 1 1
AATT 1 1
AGAA 1 1
GATT 1 1
TATT 1 1
TTTA 1 1
TTTC 3 3
TTTG 1 1
TAAAA |1 1
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Suplement 8.

Frekwencja zidentyfikowanych motywow SSR u Erica arborea.

Powtorzenia
- - - - 9 1
C
10
- - - - 7 1 1
G
9
- - - - 98 |42 26|19 |7 4 3 1
T
- 1 1]- - 201
AG 2 2
AT 1411 15
CT 2 2
GA 2 2
GT 1 1
TA 2815 33
TC 1 1
AAC 2 2
AAG 32114 |2 48
AAT 511 6
ACG 3 3
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Powtorzenia 3

AGA

AGC

ATA

ATC

ATG

ATT

CAA

CAG

CAT

CCT

CGT

CTA

CTT

GAA

57

GCA

GCT

GGA

TAA

TAG

TAT

TCA

TCT

11

17

TTA
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Powtérzenia 3 {4 {5 {6 7 '8 |9 10 |11 RAZEM

TTC 34172 |4 110
TTG 1 1
AAAT 1 1
AAGA 1 1
AATA 1 1
AATC 1 1
AATT 1 1
AGAA 1 1
GATT 1 1
TATT 1 1
TTTA 1 1
TTTC 3 3
TTTG 1 1
TAAAA |1 1
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Suplement 9.

Frekwencja zaklasyfikowanych typéw powtdrzen (biorac pod uwage

komplementarno$¢ sekwencji) u Erica versicolor.

Powtorzenia
AIT
3 12 2 |13 |1 - - |1 1 454
C/IG - |- - - |18 |2 |- |- 1 21
AC/GT 1 1
AG/CT 8 8
ATITA 45| 8 2 |1 |- 1 57
AAC/GTT 4 4
AAG/CTT 791169 |8 256
AAT/IATT 3711 38
ACG/CGT 4 4
ACT/AGT 3 3
AGC/CTG 5 5
AGG/CCT 2 2
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Powtorzenia

ATC/ATG 7

AAAC/GTTT |1

AAAG/CTTT |5

AAAT/IATTT |4

AATC/ATTG |2

AATT/AATT |1

AAAAT/ATTTT |1
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Suplement 10.

Frekwencja zaklasyfikowanych typéw powtdrzen (biorac pod uwage

komplementarno$¢ sekwencji) u Erica arborea.

Powtérzenia
- |- |- |- [213]82 |61|39 |11]|5 6 |1
AIT
2 420
CIG - - |- |- |16 |2 |1 19
AC/GT 1 1
AGICT 7 /
ATITA 215 |1 48
AAC/GTT |4 4
AAG/CTT |85(149(8 242
AAT/ATT 382 41
ACG/CGT |4 4
ACT/AGT |2 2
AGC/CTG |5 5
AGGI/CCT |2 2
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Powtorzenia

RAZEM

ATC/ATG 7

AAAC/GTTT |1

AAAG/CTTT |5

AAAT/ATTT |2

AATC/IATTG |2

AATT/AATT |1

AAAAT/ATTTT |1
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Suplement 11.

Dystrybucja powtorzen oligonukleotydow w genomach chloroplastowych Erica

arborea.

Dhugos¢ T Dhugos¢ Poczatek
powtorzenia Start 'yp . drugiego drugiego
powtorzenia > . > .
[pz] powtorzenia powtorzenia
27751 2 P 27751 140081
3321 29286 P 3321 135270
1029 92157 P 1029 138945
724 93591 F 724 95094
690 32281 F 690 82276
q0] 402 94003 P 402 138423
8 393 6724 P 393 57178
(@) 393 57178 = 393 160717
Q 362 6430 F 362 70736
q0] 362 70736 P 362 161042
(qo] 326 82276 P 326 135270
O
» m— 312 95506 P 312 138513
-
| | | 304 71927 F 304 130444
286 93462 F 286 94416
283 7131 F 283 13900
283 7131 P 283 153651
283 13900 P 283 160420
283 153651 F 283 160420
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Dlugosé Dhugos¢ Poczatek

powtorzenia Start pow:(-'){zenia dru’giego. dru’giego.
[pz] powtlérzenia powtoérzenia
271 57818 P 271 70504
251 6248 P 251 52192
251 52192 F 251 161335
245 12333 P 245 12698
245 12333 F 245 154891
245 12698 F 245 155256
245 154891 P 245 155256
238 12798 F 238 13056
238 12798 P 238 154540
238 13056 P 238 154798
238 154540 F 238 154798
222 90707 F 222 91037
208 12603 F 208 12993
208 12603 P 208 154633
208 12993 P 208 155023
208 154633 F 208 155023
194 11630 P 194 12366
194 11630 F 194 12716
194 11630 P 194 154924
194 11630 F 194 155274
194 12366 F 194 156010
194 12716 P 194 156010
194 154924 F 194 156010
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Dhugos¢ T Dhugos¢ Poczatek
powtorzenia Start yp drugiego drugiego

[pz] powtorzenia powtlérzenia powtorzenia
194 155274 P 194 156010
187 11974 F 187 12352
187 11974 P 187 12737
187 11974 F 187 154910
187 11974 P 187 155295
187 12352 P 187 155673
187 12737 F 187 155673
187 154910 P 187 155673
187 155295 F 187 155673
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Suplement 12.

Dystrybucja powtoérzen oligonukleotydow w genomach chloroplastowych Erica

versicolor.

101199 139046

706 105304 . 706 10763
706 105304 o 706 167177
.
@) 706 107638 o 706 169511
(@) 706 167177 . 706 169511
)
o 701 25121 701 38257
(@b P
< 445 105818 . 445 107991
(@)
= 445 167085 o 445 167085
LU 445 107991 o 445 169258
445 167085 . 445 169258
397 50192 F 397 174190
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Dhugos¢ Dhugos¢ Poczatek

powtorzenia Start pow:;'){zenia drugiego' dru’giego.
[pz] powtlérzenia powtorzenia
353 105657 F 353 105818
353 105657 p 353 169350
353 105818 p 353 169511
353 169350 F 353 169511
298 3124 F 298 3685
283 122259 F 283 129059
283 122259 P 283 146179
283 129059 P 283 152979
283 146179 F 283 152979
278 123193 P 278 124053
278 123193 F 278 151190
278 124053 F 278 152050
278 151190 P 278 152050
276 123489 c 276 124584
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Dhugosé Dhugos¢ Poczatek

powtorzenia Start pow:;'){zenia drugiegon drugiegon
[pz] powtlérzenia powtorzenia
276 123489 p 276 150661
276 124584 p 276 151756
276 150661 F 276 151756
247 58554 F 247 58884
213 19908 p 213 145295
213 19908 F 213 130013
211 123105 F 211 123666
211 123105 P 211 151644
211 123666 p 211 152205
211 151644 F 211 152206
208 24912 P 208 38959
201 124501 g 201 124885
201 124501 p 201 150435
201 124885 P 201 150819
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Suplement 13.

Sekwencje powtdrzen tandemowych w genomie chloroplastowym Erica arborea.

Sklad

Rozmiar Liczba

Indeksy B
powtorzen e P u (moze w genomie i
nieznaczni jego typ
oczatku ado e roznic sie '
Pl . wzorca [K-
sekawencjl konsensusu od kodujac
wielkos$ci jacy
okresu) NK —
niekodujacy]
IR: rpl32-
986--1034 20 2.8 17 26 /12| 6 |55 trnL-UAG;
NK
10956--10989 17 2.1 17 |35 17 23 23 ‘'psab
| ndhl; NK
1107111114 22 20 23 2 2 965 Pl
| ndhl; NK
11076--11123 22 2.2 22 0 22 10 66 'R-Psal-
| ndhl; NK
11404--11496 21 4.4 21 8 25 10 54 [R-psal-
| ndhl; NK
11382--11502| 36 3.6 36 8 24 12 53 [Ripsal-
| ndhl; NK
11446--11477 | 12 2.7 12 0 25 6 6g 'R-psal
| ndhl; NK
1156811959 21 205 21 |8 251055 |Psab
' ndhl; NK
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Sklad

Rozmiar | Liczba

Indeksy KoDii
powtorzen okr'esu 1us aoszlvlvan u (moze W genomie i
wzgledem |POWtorzeni pa 4o |nieznaczni jego typ
poczatku a Wzorca e réznic sie [K-
SELEE] [Pz |konsensusuf o0 kodujac
wielkosci 155
okresu) NK -
niekodujacy]
IR: psal-
11546--11974 36 13.0 36 8 25 11 54 ndhl: NK
IR: psal-
11334--11636 164 1.9 163 12 121 16 49 ndht: NK
IR: psal-
11610--11636 12 2.2 12 0 25 7 66 ndhl: NK
IR: psal-
11778--11939 9 18.0 9 6 25 9 57 ndhl: NK
IR: psal-
11619--11966 63 53 64 8 25 10 55 ndhl: NK
IR: psal-
11649--11924 99 2.8 99 7 12510 55 ndhl: NK
IR: psal-
11736--11939 6 34.0 6 6 25 10 57 ndht: NK
IR: psal-
11975--12578 33 18.8 33 5511125 8 ndht: NK
IR: psal-
12046--12077 12 2.7 12 686 25 0 ndhl: NK
IR: psal-
11975--12344 36 10.4 35 55110 25 7 ndhl: NK
IR: psal-
12009--12077 3 23.0 3 60 8 26 4 ndhl: NK
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Indeksy Rozmiar
powtérzen okresu W genomie i
wzgledem |POWtOrzent nieznaczni jego typ
a o Gz -0
s | ® | [romen "
[pz] :
konsensusu wielkosci kodujacy
okresu) NK —
niekodujacy]
12058--12593 84 6.5 g4 5510 25 g 'psab
' ndhl; NK
12172--12578 36 12.3 33 5510 25 8 IR psal-
' ndhl; NK
11975--12587 132 4.8 131 |55 11 25 7 | Repeal
' ndhl; NK
IR: psal-
12559--12602 9 4.9 9 68625 0 N
1261812677 18 35 18 10 26 10 53 'Ropsal
' ndhl; NK
12604--13363 | 33 233 33 g 2510 55 'R-Psal
' ndhl; NK
12690--12721 12 2.7 12 025 g gg [R-psal-
' ndhl; NK
12604--13330 132 5.6 132 |8 2510 55 '~ peal
' ndhl; NK
12822--12853| 12 2.7 12 0 25 6 g ['Ripsal-
' ndhl; NK
12690--12890 6 33.5 6 6 |25 10 57 'Rpsal
' ndhl; NK
12711--13330 258 2.4 258 |8 25 10 55 |~ Peab
' ndhl; NK
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Sklad

Rozmiar | Liczba

okresu . kopii u (moze w genomie i
BEECEZE opaasdo(;/van nieznaczni Jego typ
wzorca emzondlc S1¢ [K-
konsensusu wielkosci kodujacy
okresu) NK —
niekodujacy]
IR: psal-
12987--13310 6 54.0 6 7 269 56 ndht: NK
IR: psal-
13302--13384 18 4.6 18 12 |26 |10 | 50 ndht: NK
IR: psal-
13248--13364 36 3.3 36 7 27| 8 56 ndhl: NK
16001--16038 14 2.7 14 42 | 5 21 31 IR:ndhA; K
IR: trnT-
32579--32636 28 2.2 28 43 1 3 |10 43 | UGU-ycf15;
NK
IR: trnT-
32587--32644 27 2.2 28 34| 3 13 48 UGU-ycf15;
NK
IR: trnT-
32973--32998 13 2.0 13 69 | 0 15 15 UGU-ycfl5;
NK
43908--43943 12 3.0 12 69 8 5 16 LSC:rps3; K
50080--50198 21 5.7 21 46 |14 |21 17 |LSC: clpP; K
LSC: psbE-
60035--60145 53 2.1 53 5516 2314 petl: NK
72248--72276 15 1.9 15 6 20|10 62 LSC: clpP; K
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Sklad

Indeksy | Rozmiar Liczba
powtorzen okr’esu 1 do k;l:;'v'van u (moze w genomie i
wzgledem |POWtorzeni pa 4o |nieznaczni jego typ
poczatku d Wzorca e roznic sie K-
sekwencji [ od .
pz]
konsensusu wielkosci kodujacy
okresu) N[ =
niekodujacy]
72250--72287 15 2.5 15 10 |18 |10 60 LSC: clpP; K
72272--72326 21 2.6 21 14 121 9 54 LSC:clpP; K
72750--72787 18 2.2 17 2 110 2 84 LSC:clpP; K
LSC: trnT-
82574--82631 28 2.2 28 43 ' 3 110 43 UGU-trnH-
GAG:; NK
LSC: trnT-
82582--82639 27 2.2 28 34| 3 13|48  UGU-trnH-
GAG:; NK
89546--89587 15 2.8 15 16 4 9 gg -SCmatk-
accD:; NK
90625--90819 102 1.9 102 21 22 16 38 -oCmatk-
accD:; NK
90787--90843 24 2.4 24 17 19 14 49 DOC Mmatk-
accD:; NK
90685--90952 126 2.1 126 20 23 14 42 -SC mak-
accD; NK
LSC: accD-
trnT-GGU;
90872--91018 39 4.2 38 21123 15|40 NK
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Sklad

Rozmiar | Liczba

Indeksy "

powtorzen okresu kopi u (moze w genomie i

wzgledem |POWtorzeni dopasowan| ;e naczni jego typ
poczatku a Wi(;jroca e réznic sie [K-

S [z [ —— kodujacy

wielkoSci

okresu) NK —

niekodujacy]

LSC: accD-

90811--91149 102 3.3 102 2122 15 40 | trnT-GGU,;
NK

LSC: accD-

90625--91280 228 2.9 234 21 122 11539  trnT-GGU;
NK

LSC: accD-

91015--91275 126 2.1 126 21 122 14 41 trnT-GGU,;
NK

LSC: accD-

91117--91173 24 2.4 24 17 119 14 49 | trnT-GGU;
NK

LSC: accD-

90625--91297 330 2.0 330 2122 1539 | trnT-GGU,
NK

LSC: accD-

91644--91694 12 4.2 12 9 25/ 0 64 trnT-GGU;
NK

LSC: accD-

91644--91706 24 2.6 24 11 123 1 63| trnT-GGU;
NK

LSC: accD-

93195--93224 15 2.0 15 66 0 1320 trnT-GGU;
NK
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Sklad

_ Liczba formacji
Indeksy | Rozmiar wooii | Konsensus
powtorzen okr’esu 1 do ;F()Jl\;van u (moze W genomie i
wzgledem |POWtorzeni pa oo 1 Inieznaczni jego typ
poczatku d Wzorca e roznic sie K-
sekwencji [ od .
pz]
konsensusu wielkosci kodujacy
okresu) N[ =
niekodujacy]
109506-- LSC: psaA-
109543 19 2.0 19 575 15 21 psbK: NK
110085-- LSC: psaA-
110158 34 2.2 34 33 525 35 psbK: NK
LSC: trnS-
11111f51:3 20 2.0 20 |46 12 9 31 GGA-trnG-
UCC; NK
LSC: trnS-
114585--
115?52 35 1.9 35 32 |11 22 33 GGA-trnG-
UCC; NK
15’25’42;' 39 2.1 39 |21 5 12 61 WG CPPIK
130765-- LSC: clpP-
130793 15 1.9 15 6 2010 62 yof3: NK
130767-- LSC: clpP-
130804 15 2.5 15 10 /18 |10 60 yof3: NK
130797-- LSC: clpP-
130844 21 2.3 21 14 125 10 50 yof3: NK
138887-- IR: rps16-
138912 3 87 3 65010134 rrnl6; NK
1155117:;4 14 2.7 14 3121 5 4 IRENAMATK
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Sklad

Indeksy | Rozmiar Liczba
powtérzen okr'esu i kaoszlvlvan u (moze w genomie i
wzgledem |POWtorzeni pa 4o |nieznaczni jego typ
poczatku a W2orca e roznic sie K-
selowencj| P2 |konsensusu| . % kodujac
wielkosci e/
okresu) NK —
niekodujacy]
154724-- IR: ndhl-
154755 12 2.7 12 68 6 25 0 psal: NK
154525-- IR: ndhl-
154848 6 >4.0 6 1912617 psal; NK
154687-- IR: ndhl-
154848 3 54.0 3 5719 26 6 psal: NK
154505-- IR: ndh-
155231 258 2.8 258 55110 25 8 psal: NK
154982-- IR: ndhl-
erois 12 2.7 12 686 250 N0
155114-- IR: ndhl-
155145 12 2.7 12 68 6 25 0 psal: NK
154945-- IR: ndhl-
155145 6 335 6 57110 25| 6 psal: NK
155158-- IR: ndhl-
155217 18 3.5 18 53 10 26 10 psal: NK
155077-- IR: ndhl-
155145 3 23.0 3 60 8 26 4 psal: NK
155233-- IR: ndhl-
155610 6 63.0 6 7 125 10 |56 psal: NK
155233-- IR: ndhl-
155610 9 42.0 9 7 125 10 |56 psal: NK
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Sklad

_ Liczba formacji
Indeksy | Rozmiar wooii | Konsensus
powthrzen okr'esu 1uo ;F;Ivlvan u (moze W genomie i
wzgledem |POWtorzeni pa 4o |nieznaczni jego typ
poczatku d Wzorca e roznic sie K-
sekwencji [ od .
pz]
konsensusu wielkosci kodujacy
okresu) NK —
niekodujacy]
155254-- IR: ndhl-
155866 33 17.9 36 8 25 11 55 osal: NK
155230-- IR: ndhl-
155860 132 5.0 128 7 125 11 55 osal: NK
155260-- IR: ndhl-
155777 84 6.2 85 8 25 11 55 osal: NK
155758-- IR: ndhl-
155789 12 2.7 12 0 25 6 68 osal: NK
155516-- IR: ndhl-
155727 72 2.7 83 8 25 10 55 osal: NK
155758-- IR: ndhl-
155826 3 23.0 3 4 26 8 60 osal: NK
155876-- IR: ndhl-
156267 21 20.5 21 55110 25 8 osal: NK
155909-- IR: ndhl-
156289 63 5.9 63 5511124 8 osal: NK
155861-- IR: ndhl-
156246 36 11.4 35 55110 25 8 osal: NK
155911-- IR: ndhl-
156186 99 2.8 99 55110 25 7 osal: NK
155896-- IR: ndhl-
156099 6 34.0 6 5711025 6 osal: NK

346




Sklad

Indeksy | Rozmiar Liczba
powtérzen okr'esu i kaoszlvlvan u (moze w genomie i
wzgledem |POWtorzeni pa 4o |nieznaczni jego typ
poczatku a W2orca e roznic sie K-
selowencj| P2 |konsensusu| . % kodujac
wielkosci e/
okresu) NK —
niekodujacy]
156199-- IR: ndhl-
156225 12 2.2 12 66 7 25 0 psal: NK
156339-- IR: ndhl-
156431 21 4.4 21 54110 25 8 psal: NK
156358-- IR: ndhl-
55380 12 2.7 1268625 0
156199-- IR: ndhl-
156501 164 1.9 163 49 116 |21 12 psal: NK
156721-- IR: ndhl-
156764 22 2.0 23 659 22| 2 psal: NK
156846-- IR: ndhl-
156879 17 2.1 17 23123 17 35 psal: NK
IR: trnL-
1f::g;8 20 1.9 19 |55 5 13|26 UAG-rpl32;
NK
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Suplement 14.

Sekwencje powtdrzen tandemowych w genomie chloroplastowym Erica

versicolor.
Wielkosé |  Sklad
Indeksy formacji |procentowy dla| Repion wystepowania
: konsensusu| kazdego z . .
powtorze Ideotvdd powtorzenia w
RUKICOtydOW | genomie i jego typ
[%] K- koduj
poczatku od [ odujacy
wielkosci NK - niekodujacy]
okresu)
161--186 = 13 2.0 13 69 0 15 15| LSC: trnT-ycfl5; NK
11573-- LSC: rps3; K
11608 12 3.0 12 69 8 5 16
17755-- LSC: clpP; K
17873 21 5.7 21 47 14122 15
24614-- LSC: psbB-ycfl; NK
24719 34 3.1 34 32 2 |14 50
24830-- LSC: psbB-ycfl; NK
24857 10 2.8 10 75110 0 14
27773-- LSC: psbE-petL; NK
27883 53 2.1 53 56 5 23 14
34835-- LSC: trnC-GCA-petN;
34864 2 15.0 2 46 0 | 0 53 NK
40029-- LSC: clpP-atpE; NK
40075 21 2.2 20 12123 12 51
40115-- LSC: clpP-atpE; NK
40165 9 5.7 9 913 3 72
40115-- LSC: clpP-atpE; NK
40166 18 2.9 18 915 3 71
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Wielkos$¢
formacji
konsensusu

Skiad
procentowy dla
kazdego z
nukleotydow

Region wystepowania
powtorzenia w
genomie i jego typ

[%0] [K- kodujacy
od . :
wielkosci NK — niekodujacy]
okresu)
50362-- LSC: trnT-UGU-trnH-
50412 27 19 28 35/ 519 |49 GUG: NK
50364-- LSC: trnT-UGU-trnH-
50420 27 2.1 28 33| 5 |12 |49 GUG: NK
58492-- LSC: accD-trnT-GGU;
58621 63 2.1 63 20124 13|41 NK
58504-- LSC: accD-trnT-GGU;
58635 63 2.1 63 19|27 14 38 NK
58557-- LSC: accD-trnT-GGU;
58824 126 2.1 126 20124 14 |41 NK
58659-- LSC: accD-trnT-GGU;
58722 24 2.7 24 15/23 /10 50 NK
58683-- LSC: accD-trnT-GGU;
50028 102 34 102 20124 14|39 NK
58887-- LSC: accD-trnT-GGU;
59154 126 2.1 126 20124 114 |40 NK
58557-- LSC: accD-trnT-GGU;
59161 228 2.7 228 21|24 15|39 NK
58989-- LSC: accD-trnT-GGU;
59052 24 2.7 24 15/23 /10 50 NK
LSC: accD-trnT-GGU;

58555-- NK
59161 330 1.8 330 2112411539
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Wielko$é |  Sklad

formacji proce.ntowy dla Region wystepowania
konsensusu| kazdego z powtorzenia w
nukleotydow genomie i jego typ
[%] [K- kodujacy
od : .
wielkosci NK — niekodujacy]
okresu)
59516-- LSC: accD-trnT-GGU;
50672 12 13.1 12 8124 0 66 NK
61508-- LSC: trnT-GGU-trnT-
61532 10 2.5 10 52/ 0 0 48 GGU: NK
74873-- LSC: psaA-trnQ-UUG;
24911 19 2.1 19 58 0 15|25 NK
75454-- LSC: trnQ-UUG —
75597 34 2.2 34 33/ 525/35 psbK: NK
79971-- LSC: atpA-atpF; NK
80038 35 1.9 35 33111 22|32
96447-- LSC: clpP; K
96493 24 2.0 24 25 6 |10 57
96884-- LSC: clpP-ycf3; NK
96939 21 2.7 20 16 25| 7 51
97657-- LSC: clpP-ycf3; NK
97750 31 3.0 31 29 24| 7 38
102701-- IR: trnM-CAU-rps16;
102731 15 2.1 15 64 0| 0 35 NK
105087-- IR: rps16-rrnl6; NK
105181 39 2.4 39 51 /13| 7 |27
105853-- ) )
106161 161 1.9 161 3111 26 |30 IR: rpsl6-rrnl6; NK
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Wielkosé | Sklad
formacji [procentowy dla
konsensusu| kazdego z

Region wystepowania
powtorzenia w

nukleotyddw | o0 omie i jego typ
[%0] [K- kodujacy
od . :
wielkosci NK — niekodujacy]
okresu)
107982-- | IR: rps16-rrn16; NK
108334 161 2.2 161 33 11 26 28
120399-- IR: ndhA; K
120436 14 2.7 14 31121 5 42
123050-- IR: ndhl-psal; NK
123193 36 4.2 36 551025 8
123171-- IR: ndhl-psal; NK
123202 12 2.7 12 68 6 25| 0
123050-- IR: ndhl-psal; NK
123866 33 24.6 35 54 111/25 | 8
123050-- IR: ndhl-psal; NK
123361 105 3.1 98 55/10 /25| 8
123068-- IR: ndhl-psal; NK
123850 99 7.9 100 55/10 /25| 8
123050-- IR: ndhl-psal; NK
123866 132 6.2 131 54111 25 8
123732-- IR: ndhl-psal; NK
123763 12 2.7 12 68 6 25| 0
123776-- IR: ndhl-psal; NK
123835 18 35 18 53 /10 26 10
. IR: ndhl-psal,
123695 3 23.0 3 60 8 26 4
123763 NK
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Wielkos¢ | Sklad
formacji [procentowy dla
konsensusu| kazdego z

Region wystepowania
powtorzenia w

nukleotydow genomie i jego typ
wzorca [%] [K- kodujacy
poczatku
. konsensus od : .
sekwencji wielkosci NK — niekodujacy]
okresu)
123859-- IR: ndhl-psal; NK
124493 36 18.2 36 8 12511 54
123911-- IR: ndhl-psal; NK
124488 99 6.0 96 8 125 1055
124040-- IR: ndhl-psal; NK
124237 9 22.0 9 7 125 10 57
123875-- IR: ndhl-psal; NK
124493 135 4.7 135 8 |25 11 55
123998-- IR: ndhl-psal; NK
124237 6 40.0 6 7 12510 57
124280-- IR: ndhl-psal; NK
124486 33 6.4 33 7 12510 56
124385-- IR: ndhl-psal; NK
124416 12 2.7 12 0 25 6 68
124112-- IR: ndhl-psal; NK
124488 84 4.5 84 7 12510 55
124486-- IR: ndhl-psal; NK
125064 36 16.8 35 551125 8
124538-- IR: ndhl-psal; NK
125075 99 5.6 99 5511 25 8
124523-- _ _
125011 6 815 6 56 11 25| 7 IR: ndhl-psal,
NK
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Wielkosé | Sklad
formacji [procentowy dla
konsensusu| kazdego z

Region wystepowania
powtorzenia w

nukleotyddw | o0 omie i jego typ
[%0] [K- kodujacy
od . :

wielkosci NK — niekodujacy]

okresu)
125343-- | IR: ndhl-psal; NK
125386 22 2.0 23 65 9 22 2
125468-- IR: ndhl-psal; NK
125501 17 2.1 17 2323 17 |35
135430-- IR: trnL-UAG-rpl32;
135467 20 1.9 19 55/ 5 1326 NK
136476-- SSC: rpl32-ndhF; NK
136516 17 2.5 16 26 9 0 63
140022-- IR: rpl32-trnL-UAG;
140070 20 2.8 17 2612 6 |55 NK
149999-- IR: psal-ndhl; NK
150032 17 2.1 17 3517 2323
150114-- IR: psal-ndhl; NK
150157 22 2.0 23 2 12219 65
150119-- IR: psal-ndhl; NK
150166 22 2.2 22 0 |22 10 66
150425-- IR: psal-ndhl; NK
151014 36 17.1 36 8 24 11 55
150425-- IR: psal-ndhl; NK
150962 99 5.6 99 8 12511 55
150531 -- 9 49.7 9 7 2510 56 IR: psal-ndhl;
150977 NK
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Wielkos¢ | Sklad
formacji [procentowy dla
konsensusu| kazdego z

Region wystepowania
powtorzenia w

nukleotydow genomie i jego typ
wzorca [%] [K- kodujacy
konsensus od : .
wielkosci NK — niekodujacy]
okresu)
150468-- IR: psal-ndhl; NK
150892 117 3.5 117 7 25 11 56
150489-- IR: psal-ndhl; NK
150977 6 815 6 7 12511 56
151084-- IR: psal-ndhl; NK
151115 12 2.7 12 68 6 25 0
151007-- IR: psal-ndhl; NK
151641 36 18.2 35 54 1125 8
151098-- IR: psal-ndhl; NK
151141 21 2.1 21 569 |27 6
151011-- IR: psal-ndhl; NK
151115 3 35.0 3 599 |25 5
151179-- IR: psal-ndhl; NK
151641 99 4.6 98 5511 25 8
151083-- IR: psal-ndhl; NK
151424 84 4.1 84 55110 25| 7
151263-- IR: psal-ndhl; NK
151502 6 40.0 6 57 10|25 7
151012-- IR: psal-ndhl; NK
151628 84 7.2 83 55/10 25| 8
151007-- . .
151625 135 4.7 133 5511 25 8 IR: psal-ndhl,;
NK
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Wielkosé | Sklad
formacji [procentowy dla
konsensusu| kazdego z

Region wystepowania
powtorzenia w

nukleotydow genomie i jego typ
[%0] [K- kodujacy
od . :

wielkosci NK — niekodujacy]

okresu)
151634-- | IR: psal-ndhl; NK
152450 36 24.6 36 8 12511 54
151737-- IR: psal-ndhl; NK
151768 12 2.7 12 0 25 6 68
151683-- IR: psal-ndhl; NK
152419 63 11.7 63 8 25 10 55
151650-- IR: psal-ndhl; NK
152419 99 7.8 99 8 25 10 55
151737-- IR: psal-ndhl; NK
151805 3 23.0 3 4 126 8 60
151634-- IR: psal-ndhl; NK
152450 132 6.2 134 8 2511 54
152073-- IR: psal-ndhl; NK
152366 9 32.7 9 7 12510 56
152298-- IR: psal-ndhl; NK
152329 12 2.7 12 0 25 6 68
152139-- IR: psal-ndhl; NK
152450 105 3.1 102 8 25 10 55
155064-- IR: ndhA; K
155101 14 2.7 14 4215 /21 31
167166-- : .
167518 161 2.2 161 28 26 11 33 IR: rrn16-rpsle6;

NK
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Wielkos¢ | Sklad
formacji proce.ntowy dla Region wystepowania
konsensusu| kazdego z powtorzenia w
nukleotydow genomie i jego typ
wzorca | rozni¢ sie [%] [K- kodujacy
konsensus od : .
wielkosci NK — niekodujacy]
okresu)
169339-- IR: rrn16-rps16; NK
169852 161 3.2 161 29 12611 32
170319-- IR: rrn16-rps16; NK
170413 39 2.4 39 27 7 |13 51
172769-- IR: rps16-trnM-CAU,
172799 15 2.1 15 35 0|0 64 NK
174341-- LSC:trnT-UGU-ycf15;
174391 27 1.9 28 35 59 49 NK
174343-- LSC: trnT-UGU-ycf15;
174399 27 2.1 28 33 5|12 49 NK
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Suplement 15.

Zestawienie polimorfizmow w sekwencjach odpowiadajacych dojrzatym
czasteczkom tRNA i rRNA pomigdzy badanymi genomami Erica arborea a Erica

versicolor.

Dlugos¢ sekwencji w genomie [pz], SNP — liczba substytucji, InDel — liczba

insercji/delecji, p — odleglos¢ genetyczna.

Wykluczono z tabeli geny identyczne pomigedzy genomami.

Nazwa aIrEbrci)Crga vesI,ErE(i:(gjllor Lleeke Hierge g(e)r?:te)%(l:giéa
genu [0z] [z] SNP InDel ©®)
tRNA
trnl-CAU 74 74 1 0 0,01388
trnY-GUA 84 84 1 0 0,01198
trnV-UAC 88 88 2 0 0,00303
trnL-UAA 75 75 5 0 0,08051
trnT-UGU 73 73 4 0 0,05769
trnfM-CAU 67 67 1 0 0,01539
trnG-UCC 71 71 4 0 0,05032
trnT-GGU 73 71 4 2 0,02009
rrl6 1493 1492 3 1 0,03223
rrn23 2803 2803 5 0 0,00179
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Suplement 16.

Analiza zmiennych miejsc w genomach chloroplastow Erica.

- . Miejsca
Miejsca zmienne .
) informatywne
Liczba Zroznicowanie
miejsc nukleotydowe
Liczba % Liczba %
LSC 104460 | 1394 | 1,33% 1394 1,33% 0,01493
SSC 2571 46 1,78% 46 1,78% 0,00209
IR 35596 3857 | 10,9% 3857 10,9% 0,11962
Kompletny 5 2504
genomom 174587 | 9160 | W7 9157 | 5,23% 0,01386
chloroplastowy
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