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STRESZCZENIE 

 

 

Rodzaj Cerastium (Caryophyllaceae) reprezentowany jest przez około 200 

gatunków. Cerastium alpinum to gatunek arktyczno-alpejski występujący w północnej 

części Ameryki Północnej i Europy, notowany w piętrze subalpejskim, także w Polsce, 

na jedynym stanowisku na Babiej Górze (Beskid Żywiecki, Karpaty Zachodnie). Mimo, 

że C. alpinum należy w Polsce do gatunków krytycznie zagrożonych, dotychczas 

brakowało danych na temat zmienności genetycznej jego jedynego stanowiska w kraju. 

Badania wchodzące w skład niniejszej rozprawy doktorskiej wykazały, że pomimo 

izolacji geograficznej oraz doświadczenia w przeszłości silnej redukcji efektywnej 

wielkości populacji C. alpinum z Babiej Góry nadal stanowi ważny w skali gatunku 

rezerwuar zmienności genetycznej. 

Relacje taksonomiczne w obrębie rodzaju Cerastium wciąż są przedmiotem 

dyskusji. Na szczególną uwagę zasługuje kompleks C. alpinum – C. arcticum,  

w którym wyróżnia się gatunki: C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens. W celu 

uzyskania danych umożliwiających jednoznaczną identyfikację tych gatunków oraz aby 

rzucić więcej światła na powiązania filogenetyczne pomiędzy nimi przeprowadzono 

sekwencjonowanie ich genomów chloroplastowych. Uzyskane dane wraz z już 

dostępnymi w bazie NCBI informacjami dla C. glomeratum i C. arvense wykorzystano 

do scharakteryzowania wielkości i struktury genomów, identyfikacji powtórzeń 

genomowych i mikrosatelitarnych oraz analizy ewolucji sekwencji kodujących białka. 

Dane genomiczne posłużyły także do rekonstrukcji relacji filogenetycznych w obrębie 

rodzaju Cerastium i rodziny Caryophyllaceae.  

 

Słowa kluczowe: Cerastium, region arktyczno-alpejski, Babia Góra, zróżnicowanie 

genetyczne, genomy chloroplastowe 
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ABSTRACT 

 

 

The genus Cerastium (Caryophyllaceae) consists of over 200 species. Cerastium 

alpinum is an arctic-alpine species that can be found in the northern part of North 

America and Europe, observed in the subalpine zone, also in Poland, where its only site 

of occurrence is on the Babia Góra (Żywiec Beskids, Western Carpathians). Although 

C. alpinum is a critically endangered species in Poland, so far there has been no data  

on the genetic variability of the species from its only Polish location. The results of the 

studies included in this doctoral dissertation have shown that despite geographical 

isolation and the past experience of a strong reduction of the effective population size, 

C. alpinum from Babia Góra is still an important reservoir of genetic variability on the 

species scale. 

Taxonomic relationships within the genus Cerastium are still a subject of debate. 

The C. alpinum – C. arcticum complex, which consists of the C. alpinum, C. arcticum 

and C. nigrescens deserves special attention here. In order to obtain data enabling the 

unambiguous identification of the species and to shed more light on their phylogenetic 

relationships, the chloroplast genomes were sequenced. The obtained genomic data, 

together with information already available in the NCBI database for C. glomeratum 

and C. arvense, were used to characterize the size and structure of the chloroplast 

genomes, identify genomic repeats and microsatellites, and analyze the evolution  

of protein-coding sequences. The genomic data were also used to reconstruct 

phylogenetic relationships within the genus Cerastium and the family Caryophyllaceae. 

 

Key words: Cerastium, arctic-alpine region, Babia Góra, genetic diversity, chloroplast 

genomes 

 

 

 

 

 

 



 
 

5 

 
 

1. WYKAZ ORYGINALNYCH PRAC STANOWIĄCYCH PRZEDMIOT 

ROZPRAWY DOKTORSKIEJ 

 

 

Publikacja nr 1 Milarska SE, Androsiuk P, Bednarek PT, Larson K, 

Giełwanowska I. 2023. Genetic variation of Cerastium 

alpinum L. from Babia Góra, a critically endangered 

species in Poland. Journal of Applied Genetics 64: 37-53. 

DOI: 10.1007/s13353-022-00731-x 

IF2022 – 2.400; MEiN – 140 pkt. 

Publikacja nr 2 Milarska SE, Androsiuk P, Paukszto Ł, Jastrzębski JP, 

Maździarz M, Larson K, Giełwanowska I. 2023. Complete 

chloroplast genomes of Cerastium alpinum, C. arcticum 

and C. nigrescens: genome structures, comparative and 

phylogenetic analysis. Scientific Reports 13: 18774. DOI: 

10.1038/s41598-023-46017-y 

IF2022 – 4.600; MEiN – 140 pkt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sumaryczny IF – 7.000 

Sumaryczna liczba punktów MEiN – 280 pkt. 



 
 

6 

 
 

2. WSTĘP 

 

 

Przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej jest genetyczna charakterystyka 

wybranych alpejskich i arktyczno-alpejskich gatunków z rodzaju Cerastium: C. alpinum 

L., C. arcticum Lange i C. nigrescens (H.C. Watson). Rodzaj Cerastium należący  

do rodziny goździkowatych (Caryophyllaceae) reprezentowany jest przez około 200 

gatunków (The World Flora Online). Większość z nich występuje na półkuli północnej, 

w strefie klimatu umiarkowanego, a jedynie kilka z nich to gatunki typowo 

kosmopolityczne. W Polsce odnotowano 17 gatunków tego rodzaju, ale na szczególną 

uwagę zasługuje C. alpinum, uważany w Polsce za gatunek krytycznie zagrożony, 

wpisany do Polskiej Czerwonej Księgi Roślin (Parusel 2001, 2014), którego jedyne 

stanowiska znajdują się na Babiej Górze (Beskid Żywiecki, Karpaty Zachodnie)  

na obszarze Babiogórskiego Parku Narodowego (Parusel 2001). Za przyczynę 

zagrożenia tego gatunku w Polsce uważa się niewielki obszar występowania oraz 

przestrzenną izolację stanowiska (najbliższe stanowiska położone są w Alpach  

i Karpatach Wschodnich).  

Aby zaplanować skuteczną strategię ochrony danej populacji, konieczna jest 

znajomość jej aktualnej kondycji genetycznej. Na zmienność genetyczną populacji  

ma wpływ wiele czynników, m.in. wielkość populacji, przepływ genów pomiędzy nimi, 

system kojarzenia, ale również takie zjawiska jak dobór naturalny i dryf genetyczny 

(Ellstrand i Elam 1993). W małych populacjach, w których obserwuje się wzrost 

częstości kojarzeń krewniaczych powstają warunki sprzyjające pojawieniu się depresji 

wsobnej. Zjawisko to może prowadzić do akumulacji szkodliwych mutacji, spadku 

dostosowania osobników i dalszej redukcji wielkości populacji (Ellstrand i Elam 1993; 

Lynch i in. 1995; Young i in. 1996). Kolejnym czynnikiem prowadzącym do degradacji 

genetycznej populacji jest jej izolacja przestrzenna, która może ograniczać lub nawet 

uniemożliwiać przepływ genów. Ze względu na ograniczoną liczebność oraz izolację 

geograficzną stanowiska C. alpinum z Babiej Góry mogą doświadczać wymienionych 

powyżej zagrożeń i być narażone na silną erozję genetyczną, a w konsekwencji również 

na niebezpieczeństwo wyginięcia. Dodatkowym zagrożeniem dla C. alpinum z Babiej 

Góry mogą być postępujące globalne zmiany klimatyczne. Obserwowane ocieplenie 

klimatu naraża rośliny występujące na większych wysokościach (piętro alpejskie)  
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na rosnącą konkurencję ze strony gatunków występujących dotychczas na niższych 

piętrach roślinności (Lenoir i in. 2008; Chen i in. 2011; Rumpf i in. 2018). Badania 

prowadzone w Tatrach na przestrzeni ostatnich 90 lat wykazały zmiany składu 

gatunkowego tego obszaru, właśnie na skutek zmian zasięgu występowania gatunków  

z poszczególnych pięter roślinności. Za najbardziej prawdopodobne przyczyny tego 

zjawiska uważa się podwyższoną temperaturę i zmiany w intensywności opadów 

(Czortek i in. 2018). Nie bez znaczenia dla ochrony C. alpinum jest również 

intensywnie rozwijający się ruch turystyczny, gdyż wraz ze wzrostem liczby turystów 

odwiedzających Babią Górę wzrasta niebezpieczeństwo zniszczenia jedynych w Polsce 

stanowisk tego gatunku. 

 Dotychczasowa wiedza na temat różnorodności genetycznej poszczególnych 

gatunków z rodzaju Cerastium jest bardzo ograniczona i opiera się na niewielkiej 

liczbie badań. Dotychczasowe prace obejmują głównie analizy z wykorzystaniem 

techniki AFLP dla C. dinaricum (Kutnjak i in. 2014), C. decalvans (Niketić i in. 2022), 

C. sylvaticum, C. subtriflorum (Skubic i in. 2018), C. hekuravense (Caković i in. 2018) 

oraz C. grandiflorum, C. decalvans i C. dinaricum (Đurović i in. 2021) oraz  

w mniejszym stopniu markerów RAPD i SCAR dla C. arcticum (Hagen i in. 2001).  

Z kolei badania z zakresu cytogenetyki wykazały spore zróżnicowanie liczby 

chromosomów pomiędzy wybranymi gatunkami Cerastium: C. eriophorum (2n = 36), 

C. alpinum (2n = 72), C. transsylvanicum (2n = 108), C. arcticum (2n = 108),  

C. latifolium (2n = 36), C. carinthiacum (2n = 36), C. banaticum (2n = 36), C. arvense 

ssp. glandulosum (2n = 36), C. arvense ssp. arvense (2n = 72) i C. fontanum (2n = 144) 

(Boşcaiu i in, 1999). 

W przypadku C. alpinum większość badań molekularnych dotyczyła populacji 

występujących na Svalbardzie, Grenlandii, Islandii, Norwegii, Szwecji oraz Finlandii  

i opierała się na analizach polimorfizmu izoenzymatycznego. Badacze skupili się  

na identyfikacji i porównaniu fenotypów izoenzymatycznych z różnych populacji  

w celu opisania ich rozmieszczenia geograficznego i wyciągnięcia wniosków na temat 

historii gatunku (szlaków kolonizacji) w Fennoskandii, a także na problematyce 

hybrydyzacji i introgresji pomiędzy C. alpinum a innymi blisko spokrewnionymi 

gatunkami (C. arcticum, C. nigrescens) (Brysting i Borgen 2000; Hagen i in. 2002; 

Nyberg Berglund i in. 2006). Ponadto badania Scheen i in. (2004) pozwoliły  

na rekonstrukcję dróg rozprzestrzeniania się oraz analizę powiązań filogenetycznych  
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57 gatunków z rodzaju Cerastium w oparciu o sekwencje trzech niekodujących 

regionów plastydowego DNA. Wyniki sugerują, że gatunki z rodzaju Cerastium 

pochodzą ze Starego Świata i skolonizowały Amerykę Północną wskutek co najmniej 

dwóch zdarzeń migracyjnych. Ostatnia migracja do Ameryki Północnej, 

prawdopodobnie przez północny Atlantyk, miała miejsce w czwartorzędzie  

i doprowadziła do obecnego okołobiegunowego rozmieszczenia arktycznych gatunków 

Cerastium. 

Pomimo swojego wyjątkowego charakteru jedyne polskie stanowisko  

C. alpinum na Babiej Górze nie było do tej pory przedmiotem badań mających na celu 

poznanie poziomu zmienności genetycznej. Analiza zmienności genetycznej tego 

stanowiska jest kluczowa do opracowania skutecznego programu ochrony tego gatunku 

w Polsce, a także stanowić będzie punkt wyjścia do monitorowania jego kondycji 

genetycznej w przyszłości. 

Retrotranspozony występują powszechnie we wszystkich genomach 

eukariotycznych. W genomach roślinnych mogą stanowić od kilkunastu (Arabidopsis 

thaliana) do nawet 80% (Hordeum vulgare) materiału genetycznego (The Arabidopsis 

Genome Initiative 2000; Mascher i in. 2017). Ze względu na bogactwo 

retrotranspozonów oraz ich równomierne rozmieszczenie w genomie znalazły one 

zastosowanie jako źródło markerów molekularnych. W oparciu o nie opracowano  

m.in. system markerów iPBS (ang. inter primer binding sites), opisany przez Kalendara  

i in. (2010). Markery iPBS zostały z powodzeniem zastosowane do analizy zmienności 

genetycznej wielu gatunków roślin m.in. ciecierzycy (Andeden i in. 2013), grochu 

(Baloch i in. 2015), komosy ryżowej (Hossein-Pour i in. 2019), winorośli (Milovanov  

i in. 2019), cebuli (Khapilina i in. 2021a, 2021b), a także grzybów chorobotwórczych  

z rodzaju Alternaria (Turzhanova i in. 2020) i Rhizoctonia (Erper i in. 2021). 

Analogiczne badania przeprowadzone zostały z powodzeniem również przez nasz 

Zespół badawczy. Obiektem analiz tych prac były wybrane gatunki reprezentujące 

przedstawicieli rodziny Caryophyllaceae i Poaceae z obszarów polarnych – 

Colobanthus quitensis (Koc i in. 2018), Poa annua (Androsiuk i in. 2019)  

i Deschampsia antarctica (Androsiuk i in. 2020). Zastosowane markery pozwoliły 

skutecznie ocenić polimorfizm DNA, zarówno między osobnikami, jak i populacjami 

badanych gatunków. Nasze dotychczasowe doświadczenie wskazywało, że markery 
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iPBS mogą stanowić także odpowiednie narzędzie do poznania zmienności genetycznej 

C. alpinum. 

Rodzaj Cerastium jest jedną z grup roślin, w przypadku której pozycja 

systematyczna poszczególnych gatunków nadal jest przedmiotem dyskusji. Jednym  

z przykładów budzących kontrowersje wśród systematyków jest kompleks C. alpinum – 

C. arcticum. Według części badaczy w obrębie tego kompleksu wyróżnia się wiele 

gatunków, podgatunków i odmian (m.in. Hultén 1956; Böcher 1977; Rønning 1996). 

Inni autorzy traktują kompleks jako jeden gatunek C. alpinum o dużym poziomie 

zmienności z lub bez wyróżniania taksonów niższego rzędu (Hooker 1884; Porsild  

i Cody 1980). Niemniej jednak, większość autorów wyróżnia w tej grupie dwa gatunki 

C. alpinum oraz C. arcticum (m.in. Clapham i in. 1962; Böcher 1977; Elven i Elvebakk 

1996). Najbardziej problematycznym składnikiem tej grupy okazuje się C. arcticum. 

Najnowsze badania genetyczne i morfologiczne sugerują, że gatunek ten  

w rzeczywistości składa się z dwóch odrębnych taksonów: C. arcticum s. str.  

i C. nigrescens (Brysting i Hagen 1999; Brysting i Borgen 2000; Brysting i Elven 

2000). Obszar występowania pierwszego z nich ogranicza się do obszarów kanadyjskiej 

Arktyki, Grenlandii, Svalbardu i północno-zachodnich wysp rosyjskiej Arktyki. Drugi 

natomiast jest charakterystyczny dla Wysp Brytyjskich, gór Fennoskandii, Wysp 

Owczych i Islandii. Niestety obserwowana duża zmienność w ramach tych gatunków 

powoduje trudności w ich identyfikacji. Istnieje zatem potrzeba badań, które ułatwią 

identyfikację i pozwolą wyjaśnić status poszczególnych taksonów. Aby wyjaśnić 

powiązania pomiędzy powyższymi gatunkami potrzebne są badania dające wgląd  

w ewolucję i historię rodzaju Cerastium oraz umożliwiające znalezienie uniwersalnych 

markerów do identyfikacji taksonów. 

Rozwój i upowszechnienie technologii wysokoprzepustowego 

sekwencjonowania DNA pozwoliły na uzyskanie wysokiej jakości danych 

genomowych i bardzo dynamiczny wzrost liczby sekwencji, reprezentujących genomy 

jądrowe i organellowe, publikowanych w ogólnodostępnych bazach danych.  

W przypadku genetyki roślin, genomy chloroplastowe stały się źródłem danych 

powszechnie wykorzystywanych w badaniach porównawczych, biotechnologii, 

identyfikacji gatunków czy w analizach filogenetycznych (m.in. Jansen i in. 2007; 

Bortiri i in. 2008; Bock 2007; Kress i in. 2005; Chase i in. 2007; Raman i Park 2016; 

Zhai i in. 2023). Dotychczas w bazie NCBI dostępne były tylko dwie sekwencje 
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genomów chloroplastowych dla rodzaju Cerastium – kompletna sekwencja genomu 

chloroplastowego dla C. glomeratum (NC_066897) i częściowa sekwencja tego genomu 

dla C. arvense (MH627219). Z dostępnych danych wynika, że genom chloroplastowy  

w rodzaju Cerastium zachował klasyczną czterodzielną strukturę o wielkości i składzie 

genetycznym typowym dla okrytonasiennych. Oprócz wyżej wspomnianego  

C. glomeratum, kompletne sekwencje plastomów w bazie NCBI dostępne były dla  

60 innych przedstawicieli rodziny Caryophyllaceae (stan na dzień 24 marca 2023  

r., Publikacja nr 2) reprezentujących rodzaje: Agrostemma, Arenaria, Colobanthus, 

Dianthus, Gymnocarpos, Gypsophila, Lychnis, Myosoton, Paronychia, Psammosilene, 

Pseudostellaria, Silene i Stellaria. Obecnie liczba ta jest większa i obejmuje około 100 

gatunków (13 marca 2024 r.). Biorąc pod uwagę fakt, że rodzina Caryophyllaceae liczy 

40 rodzajów i obejmuje około 12 tys. gatunków, liczbę genomów chloroplastowych 

dostępnych obecnie dla tej grupy roślin należy uznać za nieznaczną. 
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3. HIPOTEZY I ZADANIA BADAWCZE 

 

 

 Dostępne dane literaturowe wskazują na ciągle bardzo ograniczoną wiedzę  

na temat zmienności genetycznej gatunków z rodzaju Cerastium, w tym zupełny brak 

danych na temat zmienności genetycznej C. alpinum z jedynego polskiego stanowiska 

tego gatunku na Babiej Górze.  

Rodzaj Cerastium jest także jedną z tych grup roślin, których systematyka wciąż 

budzi kontrowersje. Przykładem skomplikowanej systematyki w obrębie rodzaju 

Cerastium jest kompleks C. alpinum – C. arcticum. Ogromne zróżnicowanie wewnątrz 

tego kompleksu doprowadziło do identyfikacji wielu gatunków, podgatunków i odmian 

w obrębie tej grupy roślin, wśród których możemy wyróżnić C. alpinum, C. arcticum  

i C. nigrescens. Dotychczas brakuje narzędzi umożliwiających jednoznaczną 

identyfikację powyższych gatunków. Niejednoznaczne wyniki dotychczasowych badań, 

niepewny status taksonomiczny gatunków oraz brak narzędzi umożliwiających ich 

jednoznaczną identyfikację wskazują potrzebę kontynuowania badań nad kompleksem 

C. alpinum – C. arcticum. 

 

 Biorąc pod uwagę powyższe, sformułowane zostały główne cele niniejszej 

rozprawy doktorskiej: 

1. Analiza zmienności genetycznej C. alpinum z obszaru Babiej Góry. 

2. Uzyskanie danych umożliwiających identyfikację oraz analizę powiązań 

filogenetycznych pomiędzy gatunkami kompleksu C. alpinum – C. arcticum. 

 

Analiza danych literaturowych pozwoliła na sformułowanie następujących 

hipotez badawczych:  

1. C. alpinum z Babiej Góry jako mała i izolowana geograficznie populacja  

na skutek doświadczenia w przeszłości silnej redukcji efektywnej wielkości 

populacji (efekt szyjki butelki) charakteryzuje się małą zmiennością genetyczną  

i wykazuje ślady erozji genetycznej. 

2. Genomy chloroplastowe C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens wykazują cechy 

charakterystyczne dla większości plastomów roślin okrytonasiennych (tj. kolista, 

dwuniciowa cząsteczka o czterodzielnej strukturze), a ich charakterystyka  
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i analiza porównawcza umożliwia wskazanie cech unikalnych dla gatunku  

i przeprowadzenie rekonstrukcji powiązań filogenetycznych w ramach rodzaju 

Cerastium i rodziny Caryophyllaceae. 

 

W celu weryfikacji postawionych hipotez zaplanowano następujące zadania 

badawcze: 

1. Oszacowanie zmienności genetycznej C. alpinum z obszaru Babiej Góry.  

W celach porównawczych do analiz włączono przedstawicieli gatunku 

pochodzących z innych regionów geograficznych: z Arktyki (Kaffiøyra, 

Svalbard), Austrii (Piz Val Gronda) oraz ze Szwecji (masyw Nuolia, Park 

Narodowy Abisko). Uzyskane wyniki umożliwią określenie kondycji genetycznej 

C. alpinum z Babiej Góry i dostarczą informacji niezbędnych do opracowania 

skutecznej strategii ochrony zasobów genetycznych gatunku z tej lokalizacji 

(Publikacja nr 1). 

2. Uzyskanie, charakterystyka i analiza porównawcza kompletnych sekwencji 

genomów chloroplastowych trzech gatunków: C. alpinum, C. arcticum  

i C. nigrescens; określenie wielkości i struktury tych genomów, identyfikacja 

powtórzeń genomowych i mikrosatelitarnych, przeanalizowanie kierunku 

ewolucji sekwencji kodujących białka chloroplastów, a także zrekonstruowanie 

powiązań filogenetycznych w obrębie rodzaju Cerastium i rodziny 

Caryophyllaceae (Publikacja nr 2). 
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4. MATERIAŁY I METODY 

 

 

4.1. Materiał roślinny 

 Materiałem badawczym niniejszej rozprawy doktorskiej były trzy gatunki  

z rodzaju Cerastium (Caryophyllaceae): 

• Cerastium alpinum L. 

• Cerastium arcticum Lange 

• Cerastium nigrescens H.C. Watson 

 

4.2. Pochodzenie materiału roślinnego 

 Cerastium alpinum zebrano w czterech lokalizacjach: w Polsce, Szwajcarii, 

Arktyce i Szwecji (Tabela 1). Nasiona C. alpinum z Polski zostały zebrane przez nasz 

Zespół w 2020 roku w Babiogórskim Parku Narodowym po uzyskaniu zgody Ministra 

Środowiska. Nasiona C. alpinum i C. arcticum z Arktyki zostały zebrane przez prof. 

Michała Węgrzyna z Instytutu Botaniki Uniwersytetu Jagiellońskiego w Krakowie 

podczas wyprawy arktycznej do Stacji Polarnej UMK na Spitsbergenie w 2012 roku. 

Zebrane nasiona przechowywano w papierowych kopertach w temperaturze 4°C  

i wykorzystano do założenia uprawy roślin w szklarni Katedry Fizjologii, Genetyki  

i Biotechnologii Roślin, Wydziału Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warmińsko-

Mazurskiego w Olsztynie. W Szwecji w 2020 roku w masywie Nuolia na terenie Parku 

Narodowego Abisko zebrano przedstawicieli C. alpinum oraz C. nigrescens. Zbioru 

dokonał dr Keith W. Larson z Uniwersytetu w Umeå (Szwecja). Z kolei okazy  

C. alpinum ze Szwajcarii zebrano w rejonie Piz Val Gronda w 2020 roku. Materiał 

dostarczył prof. Peter Schönswetter z Uniwersytetu w Innsbrucku (Austria). Próby 

roślin C. alpinum zebrane w Szwajcarii i Szwecji oraz C. nigrescens zostały 

dostarczone do Polski w wysuszonej formie.  
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Tabela 1. Miejsce zbioru materiału roślinnego 

Gatunek Miejsce zbioru 

Cerastium alpinum Polska (49°34'N, 19°32'E; 49°34'N, 19°31'E) 

Karpaty Zachodnie, Babia Góra 

Szwajcaria (46°55'N, 10°17'E) 

Graubünden, Samnaun-Gruppe, Piz Val Gronda 

Arktyka (78°40′N, 11°49′E) 

Archipelag Svalbard, Spitsbergen, Kaffiøyra 

Szwecja (68°22’N, 18°44'E) 

Norrbotten, Park Narodowy Abisko, masyw Nuolja  

Cerastium arcticum Norwegia (78°40′N, 11°49′E) 

Archipelag Svalbard, Spitsbergen, Kaffiøyra 

Cerastium nigrescens Szwecja (68°22’N, 18°44'E) 

Norrbotten, Park Narodowy Abisko, masyw Nuolja 

 

4.3. Analiza zmienności genetycznej C. alpinum z Babiej Góry 

 Do realizacji tego zadania wykorzystano populacje C. alpinum z Babiej Góry  

w Polsce, Szwajcarii Arktyce i Szwecji (Tabela 2). Każda populacja była 

reprezentowana przez 14 do 28 osobników (łącznie 133). Wielkość próby każdorazowo 

była uzależniona od wielkości populacji. 
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Tabela 2. Pochodzenie badanych populacji Cerastium alpinum 

Populacja Miejsce zbioru Wysokość  

(m n.p.m.) 

Liczba 

osobników 

1 Polska (49°34'N, 19°32'E; 49°34'N, 

19°31'E) 

Karpaty Zachodnie, Babia Góra 

1592 23 

2 1620 14 

3 1618 28 

4 1629 16 

5 Szwajcaria (46°55'N, 10°17'E) 

Graubünden, Samnaun-Gruppe,  

Piz Val Gronda 

2750 18 

6 Norwegia (78°40′N, 11°49′E) 

Archipelag Svalbard, Spitsbergen, 

Kaffiøyra 

5 17 

7 Szwecja (68°22’N, 18°44'E) 

Norrbotten, Park Narodowy Abisko,  

masyw Nuolja 

654-1164 17 

 

W trakcie badań wstępnych przetestowano 34 startery iPBS. Do analiz 

zasadniczych wybrano osiem (Tabela 3). Informacje na temat zastosowanej metodyki 

przedstawiono w Tabeli 4. 

 

Tabela 3. Startery iPBS wybrane do badań 

Starter Sekwencja 
Temperatura przyłączania 

startera do matrycy (°C) 

2217 5′-ACTTGGATGTCGATACCA-3′ 56 

2228 5′-CATTGGCTCTTGATACCA-3′ 60 

2229 5′-CGACCTGTTCTGATACCA-3′ 60 

2232 5′-AGAGAGGCTCGGATACCA-3′ 58 

2251 5′-GAACAGGCGATGATACCA-3′ 60 

2272 5′-GGCTCAGATGCCA-3′ 56 

2277 5′-GGCGATGATACCA-3′ 56 

2378 5′-GGTCCTCATCCA-3′ 52 
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Tabela 4. Wykaz metod badawczych wykorzystanych w Publikacji 1 

Lp. Zadanie Metoda 

1. Ekstrakcja genomowego 

DNA 

Zestaw do izolacji DNA Genomic Mini AX 

Plant Spin (A&A Biotechnology) 

2. Określenie ilości i czystości 

DNA 

Metoda spektrofotometryczna (NanoDrop) 

3. Amplifikacja DNA PCR z użyciem starterów iPBS wg oryginalnej 

metodyki (Kalendar i in. 2010) z 

modyfikacjami (Androsiuk i in. 2015) 

Protokół reakcji PCR: 

94°C – 3 min. 

94°C – 15 s. 

50-60°C* – 1 min.         30 cykli 

68°C – 1 min. 

72°C – 5 min. 

4. Analiza produktów 

amplifikacji 

Elektroforeza horyzontalna w 1,5% żelu 

agarozowym z 0,5 μg/ml bromku etydyny 

5. Analiza statystyczna Analiza danych genetycznych przy użyciu 

wyspecjalizowanych programów używanych  

w badaniach z zakresu genetyki populacji 

(GenAlEx v.6.5, PAST, Arlequin v.3.5, 

Bottleneck v.1.2.02, Structure v.2.3.4, Structure 

Harvester v.0.6.94) 

* w zależności od startera 

4.4. Uzyskanie kompletnych sekwencji genomów chloroplastowych C. alpinum,  

C. arcticum i C. nigrescens 

 Ekstrakcję DNA genomowego na potrzeby sekwencjonowania nowej generacji 

przeprowadzono z: 

• Cerastium alpinum zebranego w szklarni Wydziału Biologii i Biotechnologii 

Uniwersytetu Warmińsko-Mazurskiego w Olsztynie (Polska) wyhodowanego  

z nasion zebranych na Babiej Górze (Polska); 
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• Cerastium arcticum zebranego w szklarni Wydziału Biologii i Biotechnologii 

Uniwersytetu Warmińsko-Mazurskiego w Olsztynie (Polska) wyhodowanego  

z nasion zebranych na Svalbardzie (Norwegia); 

• Cerastium nigrescens w postaci wysuszonej zebranego w masywie Nuolja 

(Szwecja). 

 

W Tabeli 5 przedstawiono metody wykorzystane w celu realizacji powyższego 

zadania. 
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Tabela 5. Wykaz metod badawczych wykorzystanych w Publikacji 2 

Lp. Zadanie Metoda 

1. Ekstrakcja genomowego 

DNA 

Zestaw do izolacji DNA Maxwell 16 LEV 

Plant DNA Kit (Promega) 

2. Określenie ilości, czystości  

i jakości DNA 

Metoda spektrofotometryczna oraz 

elektroforeza horyzontalna w 1,5% żelu 

agarozowym z 0,5 μg/ml bromku etydyny 

3. Przygotowanie bibliotek  

i sekwencjonowanie nowej 

generacji 

Przygotowanie bibliotek – library kit: TruSeq 

DNA PCR Free (350) (Illumina) 

Sekwencjonowanie na platformie Illumina 

NovaSeq6000 

4. Określenie jakości 

surowych odczytów 

Program FastQC  

5. Adnotacja genomu Programy Geneious v.R7, PlasMapper 

5. Przygotowanie mapy 

genomu 

Program OrganellarGenome DRAW 

6. Identyfikacja powtórzeń 

genomowych i sekwencji 

mikrosatelitarnych 

Programy REPuter, Phobos v.3.3.12 

7. Analiza zróżnicowania 

genetycznego 

Programy MAUVE v.1.1.1, MAFFT v.7.310, 

DnaSP v.6.10.04 

8. Identyfikacja substytucji 

synonimicznych  

i niesynonimicznych 

Program DnaSP v.6.10.04 

9. Analiza częstości 

występowania 

poszczególnych kodonów 

Program Geneious v.R7 

10. Identyfikacja miejsc edycji 

RNA 

Program PREPACT 3.0 

11. Analizy filogenetyczne Programy MAFFT v.7.310, Mega v.7, 

MrBayes v.3.2.6 
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5. OMÓWIENIE PUBLIKACJI STANOWIĄCYCH ROZPRAWĘ DOKTORSKĄ 

 

 

5.1. Publikacja nr 1 

Milarska SE, Androsiuk P, Bednarek PT, Larson K, Giełwanowska I. 2023. Genetic 

variation of Cerastium alpinum L. from Babia Góra, a critically endangered species  

in Poland. Journal of Applied Genetics 64: 37-53. DOI: 10.1007/s13353-022-00731-x 

 

Jedynym miejscem występowania C. alpinum w Polsce jest piętro alpejskie 

Babiej Góry, gdzie rośnie w rozproszeniu na kopule szczytowej w zakresie wysokości 

1629-1717 m n.p.m. (Parusel 2012). Gatunek ten występuje na murawach 

wysokogórskich, a także w szczelinach skalnych i kamienistych rumowiskach, tworząc 

jednogatunkowe skupiska. Ze względu na ograniczony zasięg, niewielką liczebność  

i izolację geograficzną od innych stanowisk tego gatunku, C. alpinum w Polsce 

uznawany jest za gatunek krytycznie zagrożony. Mimo to, dotychczas nie był 

przedmiotem szerszych badań, szczególnie analiz genetycznych.  

W pracy doktorskiej podjęto się oceny kondycji genetycznej C. alpinum z Babiej 

Góry. W tym celu dokonano analizy zmienności genetycznej tego stanowiska  

w porównaniu z populacjami C. alpinum z innych regionów geograficznych: Szwecji, 

Szwajcarii oraz Norwegii. Ze względu na potrzebę przeprowadzenia jak 

najdokładniejszej charakterystyki genetycznej C. alpinum z Babiej Góry, stanowisko  

to podzielono na cztery części (populacje) wyróżnione na podstawie ich przestrzennego 

rozmieszczenia oraz ukształtowania powierzchni. Uzyskane dane stanowić będą istotne 

źródło informacji niezbędnych do opracowania skutecznych strategii ochrony  

C. alpinum w Polsce oraz jego monitoringu.  

 

5.1.1. Ocena skuteczności zastosowanych markerów iPBS 

 Zastosowane w badaniach markery iPBS okazały się skuteczne zarówno  

w ujawnianiu polimorfizmu genetycznego pomiędzy osobnikami z poszczególnych 

populacji, jak i pomiędzy analizowanymi populacjami. Badania z wykorzystaniem 

ośmiu starterów iPBS ujawniły 262 produkty amplifikacji, przy czym najwięcej (38) 

uzyskano dla startera 2228, a najmniej (26) dla startera 2229. Średnio na starter 

przypadało 32,75 amplikonów. Spośród zidentyfikowanych locii 208 (79,39%) było 
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polimorficznych. Ponadto, wśród zaobserwowanych produktów amplifikacji 20 (7,63%) 

występowało tylko w jednej populacji i nie występowało w pozostałych. Najwięcej 

takich unikalnych produktów amplifikacji (4) ujawnił starter 2228. Najwięcej z nich  

(6) zidentyfikowano w populacji 6 (Svalbard, Arktyka). Brak tego typu produktów 

stwierdzono jedynie w jednej populacji (populacja 2 z Babiej Góry). 

 

5.1.2. Zróżnicowanie genetyczne analizowanych populacji C. alpinum 

 Liczba produktów amplifikacji ujawniona z wykorzystaniem markerów iPBS 

wynosiła od 172 w populacji 5 (Piz Val Gronda, Szwajcaria) do 236 w populacji  

3 (Babia Góra). Najwyższą liczbę locii polimorficznych zaobserwowano dla populacji  

3 (45,80%), a najniższą dla populacji 5 (13,36%). Zmienność genetyczną oszacowano 

na podstawie dwóch parametrów: współczynnika Shannona (I) i oczekiwanej 

heterozygotyczności (He). Najwyższe wartości obu parametrów stwierdzono dla 

populacji 3, podczas gdy najniższe dla populacji 5. Zauważono także, że średnie 

wartości parametrów I oraz He dla populacji babiogórskich wynosiły odpowiednio 

0,159 oraz 0,106 i były wyższe od średniej wartości tych parametrów dla pozostałych 

populacji (odpowiednio 0,086 i 0,057). 

 Wyniki analizy głównych współrzędnych (PCoA) wykazały, że 51,56% 

zmienności wyjaśniają pierwsze trzy komponenty (odpowiednio 21,6, 18,83 i 11,13%). 

Przeprowadzone analizy wskazały na wysokie podobieństwo pomiędzy populacjami  

5 (Szwajcaria) i 7 (Szwecja). Populacje 1-4 reprezentujące Babią Górę utworzyły jedną 

heterogeniczną grupę, podczas gdy populacja 6 (Arktyka) wykazała najmniejsze 

podobieństwo do pozostałych. 

 Badania prowadzone z wykorzystaniem programu Structure wykazały wyraźną 

strukturę genetyczną w badanym materiale. Z jednej strony ujawnił się indywidualny 

charakter populacji 5, 6 i 7, które również okazały się genetycznie jednorodne. Z kolei 

w przypadku populacji babiogórskich (1-4) zaobserwowano kombinację różnorodnych 

genotypów wspólnych dla większości tych populacji wskazującą na brak barier  

w przepływie genów pomiędzy nimi. Relacje pomiędzy analizowanymi populacjami  

C. alpinum określone zostały także za pomocą parametru FST oszacowanego pomiędzy 

wszystkimi możliwymi parami populacji (ang. pairwise FST). Największą wartość 

parametru FST (0,839) zaobserwowano pomiędzy populacjami 5 oraz 6, a najniższą 

(0,268) pomiędzy populacjami 1 oraz 3. Również w przypadku tej analizy populacje 
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babiogórskie wykazały się najmniejszym zróżnicowaniem (obserwowano dla nich 

najmniejsze wartości FST, które zawierały się w przedziale 0,268-0,538, dla porównania 

wartości FST pomiędzy populacjami 5-7 mieściły się w przedziale 0,537-0,839). Aby 

sprawdzić czy zróżnicowanie genetyczne pomiędzy populacjami wzrasta wraz  

z dzielącą je odległością przeprowadzono analizę IBD (ang. isolation by distance). 

Uzyskany wynik wskazał na istotną i pozytywną korelację (R2 = 0,5073, p = 0,02) 

pomiędzy wartością dystansu genetycznego między populacjami, wyrażoną za pomocą 

wartości FST/(1-FST), a odległością geograficzną pomiędzy nimi (logarytm dziesiętny  

z odległości). Dane uzyskane za pomocą markerów iPBS wykorzystane zostały także, 

aby sprawdzić czy badane populacje doświadczyły w przeszłości istotnej redukcji 

efektywnej wielkości populacji. Wykorzystanie programu Bottleneck pozwoliło  

na wykrycie śladów efektu wąskiego gardła u wszystkich badanych populacji. 

 Analiza wariancji molekularnej (AMOVA) wykazała, że większość 

zidentyfikowanej zmienności (61,69%) zlokalizowana jest pomiędzy badanymi 

populacjami, podczas gdy pozostałe 38.31% opisuje zmienność między poszczególnymi 

osobnikami wewnątrz populacji. 

 

5.2. Publikacja nr 2 

Milarska SE, Androsiuk P, Paukszto Ł, Jastrzębski JP, Maździarz M, Larson K, 

Giełwanowska I. 2023. Complete chloroplast genomes of Cerastium alpinum,  

C. arcticum and C. nigrescens: genome structures, comparative and phylogenetic 

analysis. Scientific Reports 13: 18774. DOI: 10.1038/s41598-023-46017-y 

 

 Rodzaj Cerastium jest jednym z taksonów, których struktura wciąż pozostaje 

tematem licznych sporów i dyskusji. Obiektem badań niniejszej pracy doktorskiej stał 

się kompleks C. alpinum – C. arcticum. Większość badaczy wyróżnia w jego obrębie 

dwa gatunki: C. alpinum i C. arcticum. Najbardziej problematycznym składnikiem tej 

grupy zdaje się być C. arcticum, w ramach którego część badaczy wyróżnia dwa 

odrębne taksony: C. arcticum s. str. i C. nigrescens (m.in. Clapham i in. 1962; Böcher 

1977; Elven i Elvebakk 1996). Wyniki dotychczasowych badań nad kompleksem  

C. alpinum – C. arcticum bazujące na analizach cech morfologicznych oraz danych 

molekularnych są niejednoznaczne, dlatego istnieje potrzeba dalszych badań  

z zastosowaniem bardziej zaawansowanych metod. W niniejszej pracy doktorskiej,  
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w celu dostarczenia danych umożliwiających identyfikację gatunków wchodzących  

w skład kompleksu C. alpinum – C. arcticum oraz rekonstrukcji powiązań 

filogenetycznych pomiędzy nimi zdecydowano się sięgnąć po dane genomiczne 

reprezentujące genom chloroplastowy. Obecnie dzięki technologii 

wysokoprzepustowego sekwencjonowania genomu, można uzyskać wysokiej jakości 

dane sekwencyjne, użyteczne w badaniach porównawczych, identyfikacji gatunków 

oraz analizach filogenetycznych. Niestety, dane dotyczące genomów chloroplastowych 

przedstawicieli rodzaju Cerastium są bardzo ograniczone. Dotychczas w bazie NCBI 

zdeponowano sekwencje genomów chloroplastowych dla tylko dwóch gatunków tego 

rodzaju: pełną sekwencję dla gatunku C. glomeratum Thuill. oraz niekompletną dla  

C. arvense L. 

W trakcie badań służących realizacji niniejszej pracy doktorskiej 

zsekwencjonowano po raz pierwszy genomy chloroplastowe trzech gatunków z rodzaju 

Cerastium: C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens, a do analiz porównawczych 

włączono dostępne w bazie NCBI sekwencje genomów chloroplastowych gatunków  

C. glomeratum i C. arvense. Uzyskane sekwencje zdeponowano w bazie NCBI pod 

następującymi numerami: OQ696752 (C. alpinum), OQ696753 (C. arcticum)  

i OQ696754 (C. nigrescens). W badaniach filogenetycznych oprócz pięciu gatunków 

Cerastium uwzględniono także 54 reprezentantów rodziny Caryophyllaceae, dla których 

dostępna była kompletna sekwencja genomu chloroplastowego (stan na dzień 24 marca 

2023 r.). 

 

5.2.1. Struktura i organizacja genomu chloroplastowego 

 Genomy chloroplastowe C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens miały postać 

kolistej, dwuniciowej cząsteczki o typowej czterodzielnej strukturze, w której można 

wyróżnić regiony SSC (ang. small single copy) i LSC (ang. large single copy), 

oddzielone od siebie dwiema kopiami regionów IR (ang. inverted repeats)  

o identycznym składzie, lecz odwrotnej orientacji. Wielkość genomu wyniosła 147 945 

pz u C. alpinum, 147 940 pz u C. nigrescens i 148 722 pz u C. arcticum. Zawartość  

GC była prawie identyczna u wszystkich analizowanych gatunków i wyniosła: 36,51% 

dla C. alpinum, 36,46% dla C. arcticum i 36,52% dla C. nigrescens. Genom 

chloroplastowy badanych gatunków Cerastium dzielił identyczny zestaw 113 genów,  

na który składa się 79 genów kodujących białka, 30 genów tRNA oraz cztery geny 
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rRNA. Większość genów kodujących białka miała standardowy kodon ATG jako kodon 

inicjacyjny, a całkowita liczba kodonów dla wszystkich genów kodujących białka 

wyniosła 26 116 dla C. alpinum, 26 115 dla C. arcticum i 26 220 dla C. nigrescens. 

Dominującym aminokwasem okazała się leucyna (10,7%), natomiast najrzadziej 

spotykanym cysteina (1,2%). Najliczniej występującym kodonem (4,46%) był ATT,  

a najmniej licznymi (0,004%) TTG (u wszystkich gatunków) oraz ATA i CTG  

u C. nigrescens. Większość genów w analizowanych genomach chloroplastowych nie 

zawierała intronów, jedynie 14 z nich zawierało jeden intron (atpF, ndhA, ndhB, petB, 

petD, rpl16, rpoC1, rps16, trnA-UGC, trnG-UCC, trnI-GAU, trnK-UUU, trnL-UAA, 

trnV-UAC), podczas gdy kolejne trzy geny składały się z trzech eksonów (clpP, ycf3, 

rps12). W regionie LSC znajdowało się 58 genów kodujących białka, 22 geny tRNA  

i dwie ORF (ang. Open Reading Frames) oznaczone jako ycf3 i ycf4. Region SSC 

zawierał 11 genów kodujących białka, jeden gen tRNA i jedną chloroplastową ORF 

(ycf1). Natomiast region IR zawierał 6 genów kodujących białka, 7 genów tRNA,  

4 geny rRNA i jedną chloroplastową ORF (ycf2). 

 

5.2.2. Powtórzenia genomowe i sekwencje mikrosatelitarne 

 Identyfikację powtórzeń genomowych i sekwencji mikrosatelitarnych 

przeprowadzono dla gatunków Cerastium, dla których dysponowano kompletną 

sekwencją genomu chloroplastowego, tj. dla trzech nowo zsekwencjonowanych 

gatunków (C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens) oraz dla C. glomeratum. Analiza 

wykazała obecność 79 powtarzalnych sekwencji o długości od 30 do 170 pz. Najwyższą 

liczbę powtórzeń (23) ujawniono u C. arcticum, a najniższą (16) u C. glomeratum. 

Wśród zidentyfikowanych sekwencji dominowały powtórzenia palindromowe (od 

47,8% u C. arcticum do 62,5% u C. glomeratum). Najwięcej sekwencji powtórzonych 

(80%) znaleziono w regionie LSC, pozostałe były równomiernie rozmieszczone (po 

10%) w regionach SSC i IR. U każdego z analizowanych gatunków najczęściej 

występowały powtórzenia o długości od 30 do 40 pz (od 13 u C. glomeratum do 18  

u pozostałych). 

 Badania genomów chloroplastowych ujawniły również obecność mono-, di-, tri-, 

tetra-, penta- i heksanukleotydowych sekwencji mikrosatelitarnych (SSR, ang. simple 

sequence repeats). Zidentyfikowano od 20 (C. nigrescens) do 23 (C. arcticum) 

sekwencji mikrosatelitarnych, przy czym dominowały sekwencje mononukleotydowe 
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składające się z jednostek A/T (od 36,4% u C. glomeratum do 43,5% u C. arcticum). 

Drugim najczęściej obserwowanym motywem był AAT/TAA z częstotliwością od 

27,3% (C. glomeratum) do 35% (C. nigrescens). Tetranukleotydowe motywy 

(AAAT/TAAA, AATT/TTAA, ACCT/TCCA, AGAT/TAGA i AAAG/GAAA) 

występowały z częstotliwością od 19% (C. alpinum) do 31,8% (C. glomeratum). 

Ponadto zidentyfikowano również pojedynczo występujący motyw dinukleotydowy 

(AT/TA, C. glomeratum), pentanukleotydowy (AATAT/TATAA, C. alpinum) oraz 

heksanukleotydowy (AAATCC/CCTAAA, C. arcticum). Większość SSRs 

zaobserwowano w regionie LSC (od 72,7% u C. glomeratum do 76,2% u C. alpinum). 

W regionie SSC zidentyfikowano od 14,3% (C. alpinum) do 18,2% (C. glomeratum) 

sekwencji SSRs, a najmniej w regionach IR (od 8,7% u C. arcticum do 10%  

u C. nigrescens). Sekwencje mikrosatelitarne zlokalizowane były głównie  

w przestrzeniach międzygenowych (od 55% u C. nigrescens do 61,9% u C. alpinum), 

natomiast pozostałe mikrosatelity były rozmieszczone w eksonach (od 31,8%  

u C. glomeratum do 35% u C. nigrescens) i intronach (od 4,8% u C. alpinum do 10%  

u C. nigrescens). 

 

5.2.3. Substytucje synonimiczne (Ks) i niesynonimiczne (Ka) 

 W celu przeanalizowania presji selekcyjnej oddziałującej na sekwencje kodujące 

białka w genomach chloroplastowych badanych gatunków Cerastium przeanalizowano 

łącznie 77 genów, dla których oszacowano współczynniki substytucji synonimicznych 

(Ks) i niesynonimicznych (Ka), a także stosunek Ka/Ks. W analizach nie uwzględniono 

genów infA oraz rpl23 ze względu na ich brak w genomie chloroplastowym  

C. glomeratum, który w tej analizie pełnił rolę genomu referencyjnego. Wartość 

współczynników substytucji różniła się w zależności od genu w każdej grupie 

funkcjonalnej i wahała się od 0 do 0,151 i od 0 do 0,0858 odpowiednio dla Ka i Ks.  

W sekwencjach nukleotydowych 11 genów nie zaobserwowano żadnych różnic (Ka=0  

i Ks=0), natomiast w sekwencjach 18 genów zaobserwowano jedynie substytucje 

synonimiczne (Ka=0). Stosunek Ka/Ks był mniejszy niż 1 dla wszystkich genów,  

z wyjątkiem ndhB (2,725 u C. arvense). Stosunkowo wysokie wartości Ka/Ks 

zaobserwowano również w rpl22 (0,8673) u wszystkich badanych gatunków oraz  

w rps14 (0,8776) dla C. arvense. W pozostałych przypadkach wartość Ka/Ks nie 

przekraczała 0,75.  
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Współczynniki Ka, Ks oraz Ka/Ks są ważnymi parametrami w badaniach 

ewolucji genów. Z kolei stosunek Ka/Ks pozwala wnioskować o kierunku ewolucji 

sekwencji na poziomie białka: Ka/Ks > 1 oznacza selekcję pozytywną,  

Ka/Ks < 1 oznacza selekcję negatywną (czyszczącą), podczas gdy Ka/Ks = 1 oznacza 

ewolucję neutralną. Generalnie, w większości regionów kodujących wartość Ks 

dominuje nad Ka. Taką sytuację zaobserwowano także w niniejszej pracy, co 

skutkowało wysokim konserwatyzmem analizowanych sekwencji. Selekcja czyszcząca 

utrzymuje dotychczasową strukturę i funkcję białek, podczas gdy selekcja pozytywna 

faworyzuje nowe warianty genów, co może być korzystne dla adaptacji organizmu do 

zmieniających się warunków środowiskowych. W przypadku analizowanych gatunków 

można stwierdzić, że większość genów zostało poddane selekcji czyszczącej. Wyjątek 

stanowi gen ndhB. Dane literaturowe wskazują, że chloroplastowa dehydrogenaza 

NADH jest wrażliwa na silny stres świetlny i może chronić rośliny przed fotoinhibicją 

lub stresem oksydacyjnym poprzez stabilizację kompleksu NADH i zapobiegać 

związanemu z suszą spadkowi wydajności fotosyntezy i opóźnieniu wzrostu.  

 

5.2.4. Analizy porównawcze genomów chloroplastowych 

Przeprowadzone badania wykazały wysoce konserwatywną strukturę genomów 

chloroplastowych C. alpinum, C. arcticum, C. nigrescens i C. arvense, w przypadku 

których nie wykryto żadnych rearanżacji. Tylko w przypadku C. glomeratum 

zaobserwowano przeciwną orientację całego regionu SSC. Takie zjawisko opisane 

zostało już wcześniej dla roślin reprezentujących różne grupy systematyczne, u których 

obserwuje się typ heteroplazmii, w której genomy chloroplastowe występują w równych 

proporcjach w postaci izomerów inwersyjnych różniących się orientacją regionu SSC. 

Analiza porównawcza sekwencji nukleotydowej genomów chloroplastowych 

gatunków Cerastium, dla których dysponowano ich kompletnymi sekwencjami 

wykazała niski poziom zróżnicowania (π = 0,00493). Jednocześnie badania wykazały 

obecność dziewięciu wysoce zmiennych (π > 0,015) regionów: rpl32–trnL-UAG, ndhA 

(intron), rps16 (intron), trnD-GUC–trnY-GUA, trnF-GAA–ndhJ, ndhC–trnV-UAC, 

petA–psbJ, psbE–petL i trnP-UGG–psaJ. Wysoce zmienne sekwencje występujące  

w genomach chloroplastów są często źródłem markerów molekularnych odpowiednich 

do analiz filogenetycznych i identyfikacji gatunków. W przypadku analizowanych 

gatunków Cerastium największą wartość π (0,02708) zaobserwowano dla regionu trnD-
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GUC–trnY-GUA. Wszystkie wyżej wymienione regiony zidentyfikowano w regionach 

niekodujących, tj. w przestrzeniach międzygenowych i intronach. Ponadto, większość 

wysoce zmiennych regionów stwierdzono w regionie LSC, mniej w SSC, z kolei  

w regionie IR nie zidentyfikowano żadnego. 

 

5.2.5. Miejsca edycji RNA 

Program PREPACT 3.0 umożliwił identyfikację w genomach chloroplastów  

C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens od 578 do 588 potencjalnych miejsc edycji  

w 63 genach kodujących białka. Najmniejszą liczbę miejsc edycji RNA stwierdzono  

u C. alpinum i C. nigrescens, a największą u C. glomeratum. W przypadku 14 genów 

nie stwierdzono takich zmian. Wśród znalezionych miejsc edycji zaobserwowano 

zarówno konwersje C do U, jak i U do C. Podstawienia C do U odpowiadały za 43,05% 

do 43,54% wszystkich miejsc edycji RNA, podczas gdy konwersje U do C były 

odpowiedzialne za 56,46% do 56,95% zdarzeń edycji RNA. Wszystkie zidentyfikowane 

miejsca edycji powodowały niesynonimiczne mutacje. 47% substytucji stwierdzono dla 

pierwszej pozycji kodonu, 53% podstawień dla drugiej pozycji kodonu, natomiast nie 

stwierdzono żadnych miejsc edycji w trzeciej pozycji kodonu. Największą liczbę 

potencjalnych miejsc edycji RNA przewidziano dla genów ycf1 (85-88), ycf2 (77)  

i rpoC2 (64-65). Najczęściej występującą substytucją u wszystkich gatunków była 

zmiana fenyloalaniny na leucynę (16,48-16,75%), podczas gdy najrzadziej 

występującymi były zmiany proliny na fenyloalaninę i argininy na tryptofan 

(odpowiednio 0,353-0,358% i 0,881-0,896%). 

Analogiczne badania przeprowadzono dla C. arvense, jednak ze względu na 

niekompletną sekwencję genomu chloroplastowego dostępną w bazie NCBI nie 

uwzględniono w analizach następujących genów: rpl20, rpoB, rpoC1, rpoC2, ycf1  

i ycf2. W 17 z 71 analizowanych genów nie zidentyfikowano miejsc edycji RNA.  

W pozostałych 54 genach znaleziono 286 potencjalnych miejsc edycji. U tego gatunku 

również dominowała konwersja U do C (56,46%). Najwięcej podstawień stwierdzono 

na pierwszej (53,06%) i drugiej (46,94%) pozycji kodonu, nie stwierdzono miejsc 

edycji dotyczących trzeciej pozycji kodonu. Największą liczbę miejsc edycji RNA 

zidentyfikowano w sekwencjach genów matK (40) i ndhF (37). Wszystkie 

zaobserwowane miejsca edycji powodowały mutacje niesynonimiczne. Najliczniejszą 
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substytucją (18,53%) była zmiana z fenyloalaniny na leucynę, natomiast najmniej liczną 

– leucyny na prolinę i argininy na cysteinę (0,7%). 

 

5.2.6. Analizy filogenetyczne 

Uzyskane sekwencje genomów chloroplastowych dla C. alpinum, C. arcticum  

i C. nigrescens umożliwiły rekonstrukcję powiązań filogenetycznych w ramach rodzaju 

Cerastium oraz rodziny Caryophyllaceae. Topologia uzyskanego drzewa 

filogenetycznego była zgodna z pozycją systematyczną analizowanych gatunków. Co 

więcej, uzyskane wyniki pozwoliły na jednoznaczne rozróżnienie wszystkich 

analizowanych gatunków, w tym pięciu przedstawicieli rodzaju Cerastium (C. alpinum, 

C. arcticum, C. nigrescens, C. glomeratum i C. arvense). Wszystkie gatunki Cerastium 

tworzyły jeden klad, w którym największe podobieństwo wykazały gatunki  

C. nigrescens oraz C. arvense, do których w dalszym przebiegu drzewa dołączyły 

pozostałe gatunki tego rodzaju w następującej kolejności C. alpinum, C. arcticum oraz 

C. glomeratum. W przypadku pozostałych gatunków zaobserwowano, że wszystkie 

gatunki Silene wraz z Lychnis wilfordii tworzyły jeden klad; kolejny utworzyli 

przedstawiciele Caryophylleae, czyli pięć gatunków Dianthus, trzech przedstawicieli 

rodzaju Gysophila oraz Psammosilene tunicoides; trzeci klad obejmował wszystkich 

przedstawicieli Alsineae (osiem gatunków Pseudostellaria, Stellaria dichotoma var. 

lanceolata, Myosoton aquaticum i wszystkie badane gatunki Cerastium, tworzące jedną 

podgrupę), czwarty klad składał się z ośmiu gatunków Colobanthus (Sagineae), 

natomiast Spergula arvensis (Sperguleae) oraz Paronychia argentea wraz 

Gymnocarpos przewalskii (Paronychieae) utworzyły dwie odrębne gałęzie. Najbardziej 

odległe stanowisko zajął Arabidopsis thaliana, który w analizach filogenetycznych 

został użyty jako grupa zewnętrzna. 

Zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki szacowania czasu dywergencji 

sugerują, że różnicowanie się taksonów w obrębie rodziny Caryophyllaceae rozpoczęło 

się ok. 74,46 mln lat temu (czyli jeszcze przed końcem kredy, najmłodszego okresu ery 

mezozoicznej) i było kontynuowane przez cały paleogen i neogen z największą 

intensywnością w ciągu ostatnich 10 mln lat. Zgodnie z naszymi obserwacjami plemię 

Alsinae, do którego zalicza się rodzaj Cerastium, zaczęło różnicować się już ok. 20,6 

mln lat temu, podczas gdy początek tego procesu dla rodzaju Cerastium datowany jest 

na 3,66 mln lat temu. Uzyskane wyniki sugerują, że spośród przeanalizowanych przez 
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nas gatunków Cerastium, C. glomeratum oddzielił się najwcześniej, podczas gdy 

pozostali przedstawiciele znajdują się na wczesnych etapach dywergencji. 
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

 

 

Uzyskane wyniki umożliwiły weryfikację postawionych hipotez oraz 

sformułowanie następującego podsumowania.  

 

6.1. Zmienność genetyczna C. alpinum z Babiej Góry 

1. Markery DNA oparte na retrotranspozonach (iPBS) okazały się być 

wydajnym narzędziem do ujawnienia zmienności genetycznej populacji 

Cerastium alpinum.  

2. Dane molekularne ujawniły niski poziom wewnątrzpopulacyjnej zmienności 

C. alpinum przy jednoczesnym wysokim zróżnicowaniu genetycznym 

populacji. 

3. Istnieje pozytywna i istotna korelacja pomiędzy wartością dystansu 

genetycznego między badanymi populacjami, a odległością geograficzną 

pomiędzy nimi. 

4. Populacje C. alpinum z Babiej Góry stanowią odrębną, aczkolwiek 

niejednorodną grupę o generalnie większej zmienności genetycznej niż 

populacje z innych regionów.  

5. Większość zidentyfikowanej zmienności genetycznej zlokalizowana jest 

pomiędzy badanymi populacjami. 

6. Identyfikacja kombinacji różnorodnych genotypów wspólnych dla 

większości populacji babiogórskich wskazuje na brak barier w przepływie 

genów pomiędzy nimi. 

7. Mimo izolacji geograficznej oraz doświadczenia w przeszłości silnej 

redukcji efektywnej wielkości populacji, C. alpinum z Babiej Góry nadal 

stanowi rezerwuar cennej zmienności genetycznej w ramach gatunku.  

 

6.2. Charakterystyka i analiza porównawcza genomów chloroplastowych  

C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens 

1. Genomy chloroplastowe C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens okazały się 

wysoce konserwatywne pod względem struktury i składu genetycznego. 
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2. Poziom substytucji synonimicznych i niesynonimicznych wykazał wysoki 

konserwatyzm badanych genów. 

3. Zaobserwowane wysokie podobieństwo badanych genomów 

chloroplastowych oraz bardzo niskie wartości szacowanego czasu 

dywergencji można traktować jako możliwe dowody nadal słabo 

wykształconych barier reprodukcyjnych pomiędzy tymi gatunkami, które 

umożliwiają spontaniczną hybrydyzację. 

4. Uzyskane dane genomiczne dla genomów chloroplastowych C. alpinum,  

C. arcticum i C. nigrescens umożliwiły identyfikację cech unikalnych dla 

poszczególnych gatunków. 

5. Ujawnione powiązania filogenetyczne w obrębie rodziny Caryophyllaceae 

były zgodne z pozycją taksonomiczną badanych gatunków, a w przypadku 

rodzaju Cerastium potwierdziły odrębny charakter każdego z badanych 

gatunków (w tym C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens). 
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