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ABSTRAKT

Cilem této prace je zhodnotit dosavadni poznatky o evoluci velikosti genomu a podrobnéji se
vénovat jeho studiu ve fylogenetickém kontextu. U krytosemennych rostlin nachazime Siroké
rozpéti C-hodnot (1C = 0,63 pg — 1C = 127,4 pg), ovSem s modalni hodnotou rovnou 0,6 pg.
O mechanismech a charakteru evoluce velikosti rostlinného genomu stdle nevime mnoho, ale
velikosti genomu mensi taxonomické skupiny a na étyfech z nich demonstruji mozné pfistupy.
Studium v radmci vysSich taxonomickych skupin, jako jsou celedi, je obtizné a o to cennéjsi. Jiz
zapocal vyzkum evoluce velikosti genomu v Celedi Zingiberaceae, jehoz soucdsti by se méla stat i ma

diplomova prace zabyvajici se tribem Globbeae.

ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate the existing knowledge on the evolution of genome size and
also to focus on genome in the phylogenetic context. Among angiosperms we find a wide range
of C-values (1C =0.63 pg —1C = 127.4 pg), but the modal value is 0.6 pg. We still do not know much
about the nature and mechanisms of plant genome size evolution, but we are learning more and
more every year. There are already dozens of studies dealing with the dynamics of genome size
of smaller taxonomic groups and on four of these they demonstrate possible approaches.
Researching within higher taxonomic groups such as families is difficult and so more valuable. New
research on the evolution of genome size in the family Zingiberaceae has started and my master

thesis dealing with the Globbeae tribe should be part of it.

Klicovd slova: genom, evoluce velikosti genomu, C-hodnota, Zingiberaceae, fylogenetika,

taxonomie, mnozstvi DNA

Key words: genome, genome size evolution, C-value, Zingiberaceae, fylogenetics, taxonomy,

DNA amount
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Uvob

V této praci se pokusim prehledné shrnout dosavadni poznatky o evoluci velikosti genomu rostlin.
Zamérfim se obecné na vyvoj predstavy o evoluci velikosti genomu, na mechanismy zmén, ale
predevsim na vyuziti studia velikosti genomu v systematice. Srovnam nékolik vybranych praci, které
se zabyvaji evoluci velikosti genomu ve fylogenetickém kontextu. Jednd se o rizné taxonomické
skupiny jako rody, Celedi nebo napftiklad triby. Ziskané poznatky by mély byt pfipravou na naslednou
studii evoluce velikosti genomu Celedi Zingiberaceae s detailnéjSim zamérenim na tribus Globbeae.

S rozvojem techniky v poslednich desetiletich se objevila nova, velice zajimava charakteristika
rostlin — velikost genomu. Velikosti genomu je mysleno mnozstvi DNA v jadfe. Pro kvantitativni
vyjadieni se pouZivd oznaceni C-hodnota, ktera odpovidd mnozistvi DNA nereplikovaného jadra.
K jejimu snadnému a rychlému zjisténi dnes nejéastéji pouzivame pritokovou cytometrii. Kazda
burnika v jedné rostliné (kromé jistych specifickych pletiv) a vétsinou i v jednom druhu (s vyjimkou
generativnich bunék) ma v tomto smyslu stejnou velikost. Velikost genomu mlzZeme kvantifikovat
jako hmotnost genetického materidlu v pikogramech (pg). Dalsimi doprovodnymi charakteristikami
jsou pocet chromozédmu a stupen ploidie.

Mnozstvi DNA pomérné necekané nesouvisi skomplexitou organismu. Tento fakt
oznacujeme jako paradox C-hodnoty (Thomas, 1971). V rostlinné fiSi najdeme rozpéti od méné nez
0,01 pg do vice nez 127 pg (Bennett &Smith, 1991). U Zivocichl bylo zjisténo rozpéti od 0,04 pg
do 133 pg. Tyto hodnoty ale nekoreluji s evoluéni odvozenosti organismu, nybrz se vyskytuji mezi
skupinami organism( nepravidelné. To znamen3, Ze ke zvétSeni genomu muselo v evoluci rostlin dojit
mnohokrat a nezavisle. MnoZstvi DNA se u rostlin béhem evoluce zvétsuje — nejcastéjsSimi zplsoby
jsou amplifikace retrotranspozént a polyploidizace. A pravdépodobné, coz je znamo mnohem méng,
i zmensuje — nelegitimni rekombinaci a nerovnomérnou homologickou rekombinaci. Tyto jevy
doprovazi evoluci rostlin a jejich vliv je studovan v Siroké skale - jak v rdmci vyssich taxond, jako jsou
napriklad krytosemenné rostliny (Soltis et al., 2003), nebo v celedi, napfiklad Brassicaceae (Johnston
et al., 2005), tak i v nizich taxonech, napfiklad v rodu Curcuma (Leong-Skornickovd et al., 2007),
Gossypium (Ohri, 1998; Wendel et al., 2002; Hawkins et al., 2008).

Jedine€nost této charakteristiky spociva v univerzalnosti jejiho pouziti pro libovolné taxony
pfes celou rostlinnou a potencidlné i eukaryotickou fiSi. Nasla uplatnéni i pfi studiu Slechténi
a hybridizace. Nezfidka lze rozliSovat dva druhy pravé podle mnoistvi DNA, namisto klasickych
morfologickych znakdl, kterymi se ani lisit nemusi. A pfi sledovani C-hodnot v kontextu kvalitniho
fylogenetického stromu ziskdvame zajimavé vysledky.

V Celedi Zingiberaceae se dosud evoluci genomu nikdo nezabyval. V soucasné dobé dostupny

material svétovych botanickych zahrad a existence kvalitniho fylogenetického stromu (Kress et al.,



2002) umoznily &eské skupiné tuto studii zahdjit (Sida et al., in prep.). Podobna prace existuje
napfiklad pro celedi Brassicaceae (Lysdk et al., 2009), Liliaceae (Leitch et al., 2007) a Orchidaceae
(Leitch et al., 2009).



Kapitola 1: TERMINOLOGIE

1.1.

Na zacatek bych ¢tenare rada sezndmila s nékolika zakladnimi pojmy, které budou praci doprovazet.

Velikost genomu

Genom, v modernim smyslu celkové sekvence nukleotidli, obsahuje velké mnozstvi nekddujicich
sekvenci, které se sice neprepisuji do dalSich generaci, ale maji svlij vyznam. Sekvence kddujicich
gen( se podileji na celkovém genomu pouze malym procentem. Useky neobsahujici geny mdzou
zaujimat 90-99 % genomu (Flavell, 1980). Velkou ¢ast DNA tvoti rdzné repetitivni sekvence.
Nejznaméjsi jsou transponovatelné elementy (= transpozdny, TE). U rostlin mohou zaujimat i 80 %
genomu.

Termin ,velikost genomu” se v minulosti uzival dvojim zplsobem — nespravné jako obsah
DNA nereplikovaného jadra pohlavni bunky, kterd ma poloviéni pocet chromozéomU (= haploidni
sada) a spravné jako obsah DNA nereplikovaného jadra normalni bunky, kterd ma zakladni sadu
chromozémU (Bennett et al.,, 1998). Spravné vyjadrend velikost genomu je 2C-hodnota vydélena
ploidnim stupném (pojem C-hodnota viz nize).

Na pfikladu hexaploidni pSenice (Triticum aestivum) lze snadno vysvétlit pojmy monoploidni
a holoploidni sada chromozédmu. Genom psenice se skladda z 6 monoploidnich sad oznacovanych
AABBDD (McFadden & Sears, 1946), monoploidnim genomem se mysli samotné A, B, nebo C,
zapisujeme 2n = 6x. Monoploidni genom pak znacime chromozémovym cislem x. Jak ale nazvat sadu,
ve které chceme zahrnout veskerou genetickou informaci, tedy vsechny rlizné sady chromozéomd, Cili
v pfipadé psenice ABD? Pred péti lety tento problém fesili Greilhuber et al. (2005) a navrhli pojem
holoploidni genom (s chromozémovym Cislem n). Pro srovnavani velikosti genom rdzné ploidnich
jedincll je vhodnéjsi pocitat s monoploidni velikosti genomu. Definice dalSich souvisejicich pojmu
od Greilhubera et al., 2005 viz tabulka €. 1 a pfiloha ¢. 1.

Pro snazSi orientaci bylo zavedeno nékolik kategorii velikosti genomu: a) velmi maly
(C-hodnota < 1,4 pg), b) maly (1,4 — 3,5 pg), c) stiedni (3,5 — 14 pg), d) velky (14 — 35 pg),
e) extrémné velky (> 35 pg) (Soltis et al., 2003). Ctyfi okrajové kategorie vznikly jako dvojnasobek,
pétindsobek, dvacetindsobek a padesatinasobek modalni C-hodnoty, jez byla tehdy ze vzorku 2802
druhl urcena jako 0,7 pg (Leitch et al.,, 1998). Pro predstavu uvadim nékolik prikladd C-hodnot
béznych rostlin: husenicek (1C = 0,16 pg), ryze (1C = 0,50 pg), rajce (1C = 1,00 pg), séja (1C=1,10 pg),
je€men (1C = 5,55 pg), fazole (1C = 13,33 pg), cibule (1C = 16,75 pg), pSenice (1C = 17,32 pg), lilie
(1C =35,20 pg).



1.2.

1.3.

Pocet chromozému

Variabilita po¢tu chromozém1 je u rostlin obrovska. Pocet chromozém udava chromozémové dislo,
které znacime 2n. Toto Cislo je specifické pro druh. MiZeme se béiné setkat s nékolika malo
chromozémy, ale i svice nez stovkou. Pomérné prekvapivé mezi poctem chromozédmi a velikosti
genomu neexistuje pfima souvislost. Pfi¢inou je vysoka variabilita ve velikosti chromozém. Priklad
pro ilustraci: 440 Mb genomu ryZe je rozdéleno do 12 chromozémd, zatimco 4900 Mb jeCmene je

v sedmi chromozémech (Kellogg & Bennetzen, 2004).

C-hodnota

C-hodnota je obsah DNA nereplikované haploidni sady chromozédm jadra. Jeji velikost se nejCastéji
vyjadfuje jako hmotnost v pikogramech (pg). Existuje prevod na pocet pard bazi: 1 pg = 965 Mb.
Hodnota se nejsnaze zjistuje moderni metodou - pritokovou cytometrii, pfipadné Feulgenovou
mikrodenzitometrii (Bennett & Leitch, 1997). Velikost genomu odpovida 2C-hodnoté vydélené
ploidnim stupném. 2C-hodnota je 2x vétsi nez pravé nadefinovana C-hodnota = 1C-hodnota, nejde
tedy o haploidni sadu, nybrz o diploidni. V pfipadé diploidnich druhll rozumime velikosti genomu
1C-hodnotu. Plvod vzniku pismene ,,C“ neni Uplné jasny, casem se k nému pfiradilo slovo , constant”
= konstantni. Dalsi spekulované vyznamy jsou class, category, content, characteristic. (Greilhuber
etal.,, 2005). Vroce 2005 byly zndmy odhady C-hodnot pro vice nez 4400 druhl (= 1,8 %)
krytosemennych rostlin. Pro vyjadreni velikosti genomu nejcastéji pouzivdame 1C, 2C a 4C-hodnoty,
podle stadia bunécného cyklu a typu bunky méreného materidlu. 1C znamend mnozstvi
nereplikované jaderné DNA gamety, 2C se pouZivd pro mnozstvi replikované DNA gamety nebo
nereplikovaného jadra somatické bunky a 4C odpovida replikovanému mnozstvi DNA somatické
buniky. Hodnoty se mezi sebou daji snadno prevadét ndsobenim a délenim dvéma. Bylo by vhodné

v publikacich pouzivat jednu z téchto hodnot, napfiklad 1C, ale nedéje se tak (Stace, 2000).

Tab. 1 Terminologicky prehled vztahujici se k velikosti genomu a C-hodnoté
(Greilhuber et al., 2005).

Genome status

Monoploid

Holoploid

Chromosome number
designation

Covering term for
genomic DNA content
Kinds of genome size

Short terms
Short terms quantified

X

Genome size

Monoploid genome
size

Cx-value

1Cx. 2Cx. etc.

i
Genome size

Holoploid genome
size

C-value

1C. 2C. etc.




1.4.

1.5.

Rozpéti C-hodnot

Rozpéti mezi nejmensi a nejvétsi C-hodnotou se tradiéné udava jako jejich podil (Crax/Crmin). Uvadi se
jako jedna z charakteristik studované skupiny. Napfiklad pro krytosemenné rostliny fikame, ze toto
rozpéti Cini pfiblizné 2000 ndsobek. Nejmensi znamy genom ma Genlisea margareta z Celedi
Lentibulariaceae (1C = 0,063 pg = 63 Mb) a nejvétsi Fritillaria assyriaca z Celedi Liliaceae (1C =
127,4 pg = 120 Gb) (Bennett & Leitch, 2005, Greilhuber et al., 2006). Rozpéti krytosemennych rostlin
spocteme jako 127,4/0,063=2022,22. Pro eukaryotickou Fi$i se uvadi 40 000 nasobek. Zivocichové
predstavuji rozpéti pfiblizné 3 300 nasobku (od 1C = 0,04 pg u vlockovce Trichoplax adhaerens

po 1C =133 pg u ryby Protopterus aethiopicus). Savci variruji pouze ¢tyfnasobné.

Databaze ,Plant DNA C-value database”

S moderni dobou a mnoha novymi daty pftisla potfeba ukladat zjisténé hodnoty do internetové
databaze. Od dubna 1997 existuje ,Angisperm DNA C-value database”, do které roku 2001 byly
pridany dalsi skupiny cévnatych rostlin a nazvala se ,Plant DNA C-value database”

(http://data.kew.org/cvalues/). O vznik se zaslouZili M. D. Bennett a I. J. Leitch. Dnes existuje jiz

4. verze, aktualizovand v roce 2005, obsahujici Udaje o 4427 druzich (= necelé 2 %) krytosemennych
rostlin sebranych ze 466 rGznych zdroj. Udaje jsou dostupné jak v pikogramech, tak v poétu par
bazi. Volit mGZeme i mezi 1C, 2C a 4C. Tato databaze ma obrovské vyuZiti. Hlavnimi pozitivy jsou
mnozstvi dat, snadna a rychlda dostupnost a bezplatnd vefejnd pristupnost. Nevyhodou je rok
posledni aktualizace, tudiz absence vysledk(l za poslednich 5 let! Nicméné na internetovych
strankach se docteme, Ze letos (2010) by se méla objevit nova aktualizace a mélo by pfibyt vice nez
1600 druhd. Jak vypada vystup z této databaze na dotaz Zingiberaceae, vidime na obrazku ¢. 1.

Mimo tuto hlavni oficidlni databazi existuji i jiné, napriklad databdze FLOWER (= ,,Plant DNA

Flow Cytometry Database”; http://botany.natur.cuni.cz/flower/) (Loureiro et al., 2007). MnoZstvim

zdaznamU jsou obé databdze srovnatelné, FLOWER nyni obsahuje Udaje o 3528 druzich z 826 zdroja.
Hlavnim cilem databaze FLOWER je shromaZdovat clanky zabyvajici se pratokovou cytometrii,
pravidelné provadét aktualizace, zprostfedkovat prehlednou orientaci v nich a zajistit spolehlivost

udaju.


http://data.kew.org/cvalues/
http://botany.natur.cuni.cz/flower/

1.6.

RBG Kew DNA C-values query results

Results
. Chromosome . Estimation Original
Genus Species number Ploidy level method 1C (pg) Reference Paper
; . Bharathan et al
Curcuma xanthorrhiza g3 FZPI 1.30 1894 (Ref. 777) 1997
- ) . Bharathan et al.,
Alpinia speciosa FC:PI 275 1894 (Ref. 272) 1987
Raietal., 1997
Zingiber officinale 22 2 Fe .03 (Ref324) 2000
Query Statistics
Fecord Count =13
C Mean C Min. C Max. Standard deviation
1€ (pg) 3.36 1.30 6.03 1.98
Obr. 1 Ukdazka vystupu databaze ,Pant DNA C-value database” na dotaz Zingiberaceae. Zobrazované

charakteristiky jsou pocet chromozém, ploidni stupen, pouzZitd metoda, C-hodnota, odkaz na zdrojovou
publikaci a rok zverejnéni.

Paradox C-hodnoty
Problém lze vystihnout jednou vétou, ale jeho podstata je poslednich priblizné 60 let predmétem
zkoumani, pri¢emz intenzita zajmu vzrista.

Pojem pochdzi z roku 1971 od C. A. Thomase, nicméné problém zname uz z 50. let. Podstata
tkvi vtom, Ze komplexita organismu nekoreluje s velikosti genomu, jak bychom mozna ocekavali.
Nevyresenymi otazkami zlstavd, s ¢im tedy koreluje a proc se tolik lisi. Prvni otdzku objasnime
pozdéji, druhou v nasledujici podkapitole. Zminénou situaci znazorfiuje obrdazek ¢. 2:

birds m— mammals
s reptiles
frogs
salamanders m—
lungfishes mu—
teleosts m— )
—— chondrichthyes
agnathans wm
non-vertebrate chordates m—
et crustaceans
—— o rachnids
myriapods E—
- Molluscs
annelids .
) ———— cchinoderms
tardigrades ——
- flatworms
. mrotifers
angiosperms
pteridophytes anosperms
nematodes I bryothtes
SPONGES m— Cnidarians Obr. 2 Paradox C-hodnoty — rozpéti
fungi algae obsahu DNA v pg u rliznych
t £0d . o . . .
P bacteria organismU nekoreluje s jejich
archaecq m— v . .
‘ ‘ : : ‘ . evoluéni odvozenosti (Gregory, 2004).
104 103 102 101 100 10! 10 102
C-value (pg)

Rostliny samotné se chovaji obdobné. Neni pravdou, Ze odvozenéjsi rostliny maji vétsi
genom, je ¢aste¢nou pravdou, Ze bazalni skupiny maji mensi genom, coZ souvisi s tim, Ze rostliny maji
tendenci genom v evoluci spiSe zvétSovat (Bennetzen & Kellogg, 1997; Bennett et al., 2000; Hawkins

et al., 2008). Touto problematikou se prace zabyva pozdéji.



1.6.1.

1.7.

Teorie vysvétlujici paradox C-hodnoty

Paradox C-hodnoty prestava byt paradoxem, pokud vime, Ze DNA, kterd muiZe za variabilitu
ve velikosti genomu, je nekddujici DNA, tedy DNA bez genl. Problém se proto prejmenoval
na,C-value enigma“ (enigma = zahada) a nyni se hledd pfiina a nasledky této variability
v mnoizstvi nekédujici DNA. Teorie pokousejici se o vysvétleni mlzeme rozdélit podle funkce
nekddujici DNA na dvé skupiny: a) DNA je nadbytec¢nd b) DNA ma adaptivni funkci. Pro prvni bod jsou
znamy 2 souvisejici teorie, a to o ,junk DNA“ (junk = odpad) a o ,selfish DNA“ (selfish = sobecky)
(Gregory, 2004). Junk DNA teorie hovoti o ndhodném zmnoZovani a ukladani, bez vlivu na funkci
buriky, alespon do urcité doby, ktera je ale pomérné vzdalena. Novéjsi verze této teorie — selfish DNA
fika, Ze DNA (predevsim transponovatelné elementy) se chovaji jako parazité, cilené se mnozi, fixuji
a dlouhou dobu Skodi jen malo, takZe selekéni tlak proti nim neni dost silny. Druhy bod navrhuje, Ze
nekddujici DNA ma pozitivni vliv. Povaha pfinosu je rozlicna. Napfiklad je-li pomér sekvenci nesouci
geny a bez genl vyrazné ve prospéch DNA bez genl, potom pfipadné mutace s vétsi
pravdépodobnosti zasdhnou misto bez genl. Jde o jakési ,sebeobétovani ve prospéch cennéjsich
sekvenci. Nebo pfi urcitém idedlnim mnoZstvi nekddujici DNA dojde k homeostazi jadernych
pochodl, coZ se pozitivné projevi hlavné pfi extrémnich podminkach. Pfipadné mlze mit ochrannou
funkci proti chemickym mutagenim. A posledni alternativa, mnoistvi negenové DNA miuze
ovliviiovat fenotyp a tim padem burika podléha selekci, tfeba i pozitivni (Petrov, 2001; Gregory, 2004;

Patrushev & Minkevich, 2008).

Polyploidie

Polyploidizace je proces, pti kterém dojde ke zmnoZeni zakladni sady chromozémui. Bézné jsou
tetraploidie, hexaploidie (Triticum aestivum; 2n = 6x = 42) a znamé jsou i daleko vyssi ploidie
(Curcuma; 2n = 6x, 9x, 11x, 12x a 15x; Leong-Skornitkova et al., 2007). Pomé&rné méné ¢asta je
triploidie (Ramsey & Schemske, 1998). Rozlisujeme eupolyploidii, kdy se vysledny pocet chromozému
rovna presnému ndasobku poctu v zakladni sadé, a aneuploidii, kdy se vysledny pocet chromozomu
od presného nasobku néjak lisi, nejcastéji o 1-2 chromozémy. Jiné déleni je na autopolyploidii,
jakozto zmnoZeni vlastniho genomu a allopolyploidii, vznikajici hybridizaci, tedy kfizenim jedincl
raznych druhd. Amfidiploid ma zdvojené vsechny zakladni sady chromozém pochazejici od rdznych
rodi¢t (Raphanobrassica, Triticum aestivum). Rostliny se s polyploidii vyrovnavaji velice dobre
a nemivaji ani narusenou fertilitu. U rostlin se jednda o velmi obvykly jev, vyskyt se prfedpoklada u cca
70 % krytosemennych rostlin (Leitch & Bennett, 1997). Dokonce vétsina rostlin, dnes povazovanych
za diploidni, pravdépodobné v minulosti prosla polyploidni udalosti (Soltis et al., 2009). Jedina
vyjimka je Amborella, u které se zadné znamky duplikace genomu nenasly. U vSech ostatnich

zkoumanych rostlin mame divod se domnivat, Ze paleopolyploidizaci podstoupily (Cui et al., 2006).



Kapitola 2: EVOLUCE VELIKOSTI GENOMU

2.1.

2.2.

Velikost genomu v zavislosti s jinymi faktory

Velikost genomu je zajimava charakteristika organismu, kterd ndm muZe pomoci vyjasnit evolucni
procesy a hrat vyznamnou roli i pro taxonomy. Dnes uz o vyznamnosti této charakteristiky neni
pochyb. Nasleduje shrnuti zjiSténych souvislosti velikosti genomu s evoluénimi a ekologickymi
faktory.

Pozitivni korelaci s velikosti genomu védci nasli pro hmotnost semen (Beaulieu et al., 2007),
velikost bunky (Beaulieu et al., 2008), délku bunééného cyklu, délku M-faze, minimalni generacni
dobou (Bennett, 1971), miru rekombinace (Ross-lbarra, 2007), sklon k extinkci (Vinogradov, 2003;
Bennett & Leitch, 2000) a habitat (Duskova et al., 2010).

Negativni korelace je zndma v souvislosti s hustotou priduchi (Beaulieu et al., 2008),
schopnosti speciovat (Vinogradov, 2003), indexem SLA (specific leaf area = specificka plocha listu)
a maximalni rychlosti fotosyntézy (Knight et al., 2005).

Souvislost byla nalezena i mezi velikosti genomu a Zivotni formou. Efemery a jednoletky,
rostliny s kratkym bunécnym cyklem, nikdy nemaji velky genom. Dosud nezndme efemerni druh
(s Zivotnim cyklem kratSim neZ 6 tydnu), ktery by nemél velmi maly genom (< 1,4 pg) (Bennett et al.,
1998). Trvalky, s delSim bunécnym cyklem, miZou a nemusi mit velky genom (Bennett, 1972).
Epifytické orchideje nikdy nemaji velky genom (Leitch et al., 2009). Rostliny s velkym genomem nikdy
nemaji mala semena a témér se nenachazeji na extrémnich stanovistich (Knight et al., 2005).
Najdeme je spiSe v temperatnim pasu nez v tropech (Ohri, 2005) a spiSe v oblastech s priimérnou
teplotou a srazkami (Knight & Ackerly, 2002). Rody svelkym genomem maji mensi druhovou
bohatost nez pfibuzné rody s mensim genomem (Knight et al., 2005). Rostliny s malym genomem
jsou ekologicky i evolu¢né flexibilnéjsi, obyvaji nejriznéjsi habitaty, vyraznéji variruji v rlznych

znacich a snaze speciuji.

Uvod do studia evoluce velikosti genomu

Na téma dynamiky genomu védci vystupuji s rGznymi nazory. Dodnes navrhuji nové hypotézy, vraceji
se k plivodnim nebo je vylepsuji. Jiz v 50. a 60. letech se védélo o konstantnosti genomu v ramci
druhu a odlisnosti mezi druhy. Hledaly se mechanismy zpUsobujici zmény velikosti mnoZstvi DNA, ale
muselo se pockat na molekuldrni revoluci. Pokrok omezoval také kriticky nedostatek dostupnych dat.
AZ v devadesatych letech byly popsany transponovatelné elementy a repetitivni sekvence. V této
dobé také vzniklo obrovské mnoizstvi praci zabyvajicich se evoluci genomu a velky narlst zajmu

o tuto problematiku neustale pokracuje.
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NeZ se pustim do prezentace moznych scénari evoluce, rdda bych vzpomnéla nékolik
zadsadnich fakt( - stavebnich kamen(, od kterych se scénéare odraZeji, a o kterych neni dlvod
pochybovat.

(1) Ackoli variabilita velikosti genomu je obrovska, vétsina druhl ma maly genom (< 3,5 pg).
Z udaji C-hodnot pro 4119 druh( krytosemennych rostlin se spocetl modus: 1C = 0,6 pg a median:
1C = 2,9 pg (Leitch et al., 2005). Srovndni s nizSimi rostlinnymi skupinami ilustruje tabulka ¢. 2. Tvar

histogramu C-hodnot je specificky prohnuty (Obr. 3).

Tab. 2 Tabulka prezentuje charakteristiky 1C-hodnot (minimum, maximum, prdmér, modus, a rozpéti
(= max/min)) hlavnich rostlinnych skupin a podil druhd se zndmymi 1C-hodnotami (Leitch et al., 2005).

Min. Max. Mean Mode Range No. of species with No. of species Representation
(pg) (pg) (pg) (pg) (max./min.) DNA C-values recognized™ (%)
Bryophytes 0-17 205 0-51 0-45 12-1 171 ~18 000 ~1-0
Lycophytes 0-16 11-97 3-81 nfa 748 4 ~000 ~0-4
Monilophytes 077 72-08 13-58 780 95-0 63 ~11 000 ~0-6
Gymnosperms 2-25 32-20 16-99 9-95 14-3 181 730 24-8
Anglosperms ~0-11 127-40 6-30 060 ~ 1000 4119 ~250) 000 ~1-4
All land plants ~0-11 127.40 646 0-60 ~ 1000 4538 ~280 000 ~1.6
(2) Rozlozeni velikosti genomu na 500 —
. , . vz , 450 ;
fylogenetickém stromu nevykazuje Zadny TE L
400 —
zjevny trend, vypada spiSe nahodile (Obr. 4). S0 Obr. 3 Histogram 3493 1C-hodnot (pg)
3 . 3 » 3 300 - krytosemennych rostlin. Osa x je
Extrémné velky genom (> 35 pg) maji pouze FE ) )
S s zkracena (Knight et al., 2005).
zastupci dvou skupin, fylogeneticky pomérné ERRT
z C
. , o v v s 150 =
vzdalenych, a to jednodéloZinych a Santalales :
00 —
(Soltis et al., 2003). 50

(3)GenomSeobecnésna’zezvétguje' ‘\\\\‘.\\|||\\|\‘\||\‘\\\|‘.\\\||
0 5 10 15 20 25 30

v v . . s . 1C DNA content (pg)
nez zmensuje. Souvisi to smechanlsmy,

pfedevsim s dobfe prostudovanym mechanismem zmnoZovani transponovatelnych element(
a obtizné predstavitelnym mechanismem efektivné zmensujicim genom (napf. Bennetzen & Kellogg,
1997; Bennett et al., 2000; Bennetzen et al., 2005).

(4) V souvislosti s evoluci velikosti genomu hovofime pouze o sekvencich DNA bez gend.
Sekvence nesouci geny se téchto procesl neucastni, protoZe ztrata nebo zmnoZeni genl by
pravdépodobné mélo katastrofalni nasledky.

(5) Jedinci jednoho druhu maji ve vétsiné pripadl konstantni velikost genomu. Je znamo
mnoho vyjimek, takovy jev nazyvame intraspecifickd variabilita. Obvykle dosahuje nékolika malo

procent. Obecné Ize ale konstantnost predpokladat.
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Obr. 4. Strom znazorfiuje rekonstrukci evoluce velikosti genomu krytosemennych rostlin (Angiospermae)
metodou maximalni parsimonie (Soltis et al., 2003).

2.3.  Vyvoj modelu evoluce velikosti genomu
Nasledujici kapitola se zabyva vyvojem poznani v této problematice. Poznatky jsou pro prakti¢nost
fazeny chronologicky a zjednodusené na minimum.

Jesté na konci 90. let nebyl znam efektivni mechanismus zmensSovani genomu a to védecky
svét privedlo k teorii jednosmérné cesty evoluce genomu k ,obezité“. To znamen3, Ze se v evoluci
uplatfiuje pouze narlst mnozstvi DNA. Tento proces probiha v rlznych liniich s rdznou intenzitou,
¢imz se vysvétluje obrovska variabilita ve velikosti genomu napfi¢ rostlinnou Fisi. Mélo se za to,
Ze mechanismy poklesu pravdépodobné nehraji vyznamnou roli, ale bylo jesté tfeba pockat na dalsi
vyzkumy. Na konkrétnim prikladu fylogenetického stromu Celedi Poaceae (Obr. 5) byly navrhnuty dva
modely evoluce. Prvni, predpokladajici pouze narlst DNA, by musel pfijmout 14 velkych (= 2 a vice
nasobné) zvétseni genomu. Spolecny predek by tedy musel mit stejny nebo mensi genom nez
nejmensi zahrnuty druh a narlst DNA by musel byt ¢asty, ndrazovy a nepravidelny. Zatimco druhému
modelu, pfipoustéjicimu oba mechanismy se stejnou pravdépodobnosti, staci pfijmout pouze 4 velka
(=2 a vice nasobné) zmenseni genomu a zadné zvétseni. V pribéhu evoluce by nastalo vice zmén,
avsak mensich nez v prvnim modelu, a celkové se proto velikost genomu tolik nezméni (Bennetzen
& Kellogg, 1997). Neznalost mechanismu snizovani velikosti genomu prinutila autory pfijmout méné

pravdépodobny prvni model.
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Aegliops spp. B.3, 11.8, 13.6
Triticum urarte 11.4

Triticum monococcum 7.9, 11.3, 11.9
Taeniatherum caput-medusae 8.8
Secale cereale 18.8

Hordeum vuligare 10.9

Bromus spp. 11.8

L c ) Festuca spp. 5.6
‘ ELoHum spp. 5.3
Briza maxima 10.8

Deschampsia spp. 6.4, 10.0
! E Corynephorus canescens 2.3
Alopecurus utriculatus 11,7

Nardus stricta 4.2

1.8
Hygroryza aristata 1.0
= Oryza sativa 0.9
Zizania aquatica 4.4

Eleusine spp. 3.0
EOropetIum thomaeum 0.5
51] [ £ea luxurians 8.8
* Zea diploperennis 3.6, 6.4
B Zea mays 5.7

0 Tripsacum dactyioldes T.7
LS Sorghum bicaotor 1.6
Pennisetum spp. 4.8

Obr. 5 Fylogeneze nékterych diploidnich druh( ¢eledi Poaceae. Cisla napravo odpovidaji znamé 2C-hodnoté
(pg). Hodnoty vramecku teoretické 2C-hodnoty odpovidaji dvéma modelim (viz text) za predpokladu
minimalni zmény genomu. Horni Udaj je pro model dovolujici pokles i narlst, dolni je pro model pfipoustéjici
pouze narlst mnoZstvi DNA (Bennetzen & Kellogg, 1997).

Aby se vysvétlily rozdily v mnozstvi repetitivni DNA rliznych rostlin, musely by alespor néjaké
druhy mit mechanismus zadrzujici proliferaci retrotranspozénd. Rostlinny genom by tak mohl byt
schopen drzet , dietu”. Metylace je jednim z navrhovanych zptsobl (Rabinowicz, 2000).

Proti teorii jednosmérné cesty k obezité byl predlozen fakt, Ze je znam dlkaz ztraty DNA
pozorovany na bunécéné urovni. Delece segment( heterochromatinu z chromozémd Zita (Secale) byly
pozorovany u kfizence Zita s pSenici (Triticale) a vedly k poklesu detekovatelnému Feulgenovou
mikrodenzitometrii (Bennett et al., 2000). C-hodnoty diploidnich druhl rodu Gossypium vynesené
na fylogeneticky strom této skupiny mimo to ukazaly, Ze genom se opakované v evoluci nejen
zvétsuje, ale i zmensSuje a navic velmi dynamicky. Na nazorné vykresleném stromu s deseti
diploidnimi druhy (obrazek €. 6) byl nalezen minimalné ctyrikrat pokles a Sestkrat narlist mnozstvi

DNA (Wendel et al., 2002).
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Obr. 6 Evoluce velikosti genomu tribu Gossypieae. Ve &tvercich na koncich vétvi jsou velikosti genomu v pg,
v zavorkach za jménem jsou pocty chromozém(. V rameccich na vnitfnich vétvich jsou odhady velikosti
genomU spoleénych predkl ziskané tfemi metodami. Po fadé jde o , sum-of-squared-changes” parsimonii,
»generalized least squared” metodu a linedrni (=Wagnerova) parsimonii. Sed4 barva vétve znamend zvétieni
genomu, bild zmenseni, carkované je znazornéna nejednoznacna zména (Wendel et al., 2002).

Byly objeveny minimalné dva mechanismy, které by mohly celit proliferaci retrotranspozénu.
Jsou jimi ilegitimni rekombinace a nerovnovaha inzerci-deleci ve prospéch deleci. Avsak miru jejich
uplatnéni nezndme. Pfitomnost néjakého mechanismu je nutnd, protoZe rostliny s moc velkym
obsahem DNA maji tendenci vymirat (Vinogradov, 2003).

Vsechny dostupné C-hodnoty krytosemennych rostlin vynesené na fylogeneticky strom
v zasadé neodporuji teorii o jednosmérné dynamice ve prospéch pribytku DNA. Existuji vSak
skutecnosti, které podporuji obousmérnou dynamiku. Naslo se prekvapivé malé mnoZstvi DNA
u rodu Gnetum, jehoz vSechny pfibuzné linie maji genom o poznani vétsi. Jako nejlogictéjsi vysvétleni
se nabizi zmenseni genomu této jedné skupiny. Vyrazné rozdily v ramci mensich skupin, jako jsou
Celedi a rody, téZ podporuji existenci mechanismu zmensovani velikosti genomu (Soltis et al., 2003).
Podle autora prace pravdépodobné dochazi k obéma zménam a ohledné mechanismd zmensovani
genomu se odkazuje na neddvné prace Rabinowicze (2000) a Wendela et al. (2002).

Pro nutnost pritomnosti dele¢nich mechanism{ svédci rovnéz fakt, ze LTR-retrotraspozény

studovanych objektld jsou relativné mladé (méné nez 5 miliénu let). Nicméné vse nasvédcuje vzniku

retrotranspozon( uz kratce po vzniku eukaryot. Pro¢ ale vgenomech nenachazime ty staré
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LTR-retrotranspozony? Logické vysvétleni je, Ze byly néjakym mechanismem Uspé$né odstranény.
Genom se takto zfejmé v mnoha liniich musel zmensit (Kellogg & Bennetzen, 2004).

S jistotou tedy vime, Ze evoluce velikosti jaderného genomu podléhd mechanismim, jako
jsou polyploidie, amplifikace transponovatelnych elementl a opakujici se delece. Vzhledem
k obrovské rozdilnosti ve velikosti genomu blizce ptibuznych linii, plsobi vSechny uvedené
mechanismy v rGznych liniich s odliSnou intenzitou (Kellogg & Bennetzen, 2004; Vitte & Panaud,
2005; Leitch et al., 2005).

Rozlozeni velikosti genomu nezavisle na fylogenezi a vzacné se vyskytujici velky genom stéle
zUstdva zahadou. Nabizi se tfi mozna vysvétleni. Prvni, nejpravdépodobné;jsi, navrhuje kontinualni
narGst DNA s ob¢asnymi nahlymi ztratami. NevyreSenou otdzkou zUstdva, proc tedy rostliny nemaji
velké genomy. Druhé pripousti tak casté a velké ztraty DNA, Ze se vyrovnaji rastu. Takové ale zatim
nezndme. A tfeti mozné vysvétleni je, Zze zvétSovani genomu je vzacné a vyskytlo se pouze u nékolika
malo linii. To ale odporuje poznatklim o aktivité transponovatelnych element( a polyploidizaci. Oba
tyto procesy se zdaji byt bézné a v evoluénim meéfitku rychle se odehravajici (Knight et al., 2005).
Existuje selekce proti velkému genomu? Zjistilo se, Ze rostliny s velkym genomem hlre speciuji,
témér se nevyskytuji v extrémnich podminkach a vykazuji i dalsi zhorsené vlastnosti (viz kap. 2.1.).
Tudiz velikost genomu se musi projevovat fenotypové a proto velky genom muzZe podléhat negativni
selekci (Knight et al., 2005). Z predeslych let zname nékolik dikaz( o existenci ztrat DNA a dokonce
nékolik poznatk( i o jejich mechanismu, nicméné jejich konkrétni vliv a Sife uplatnéni zlstavaji nadale
utajeny (Vinogradov, 2004). Byl zkouman vyznam deleci zpUsobenych ilegitimni rekombinaci
a nerovnomérnou homologickou rekombinaci u ryze a Arabidopsis (Bennetzen et al., 2005). Rozdily
v aktivité molekularnich mechanisma jednotlivych linii by mohly vysvétlit variabilitu velikosti genomu
rostlin bez nutnosti predpokladu puUsobeni selekéniho tlaku. Pfi studiu LTR-retrotranspozond
u Arabidopsis se 90 % indell ukazalo byt delecemi. Sekvence nazyvané solo-LTR jsou pravdépodobné
produktem nerovnomérné homologické rekombinace. U ryZe jich bylo nalezeno vice nez
u Arabidopsis. Domnivame se tedy, Ze u ryZe je nerovnomérna homologickd rekombinace
vyznamnéjsi nez u husenicku (Bennetzen et al., 2005). Odhad ubytku DNA v ryZi za poslednich
5 miliéna let prevysuje 190 Mb. Dnes ma ryZze 430 Mb (Ma et al., 2004).

Molekularné se zda moZné pouze zvétSovani, ekologicky a fylogeneticky je ,dokazané”,
Ze ke snizovani dochazi. Presto se Hawkins et al. (2008) priklani k hypotéze , one-way ticket to
genomic obesity” — dynamika genomu se vyviji jednosmérné, a to zvétSovanim genomu. Mechanismy
poklesu sice mohou genom vyrazné redukovat, ale takové situace nastavaji ojedinéle. Odbouravani
prebyteéné DNA je z evoluéniho hlediska neefektivni (Hawkins et al., 2008).

Mdame-li jednu linii s malym genomem obklopenou liniemi s velkymi genomy, logicky to
vysvétlime zmensenim genomu. Ale existuje i alternativni feSeni - u linii s malym genomem dochazi

k jeho expanzi jen velmi pomalu. DalsSim protiargumentem je, jak je mozné, Ze prevaZzuji skupiny



2.4.

s malym genomem? Vysvétleni je obdobné, tyto rostliny podléhaji pouze pomalym zménam (Hawkins
et al., 2008).

Navzdory rozsahlému vyzkumu trend ve vyvoji velikosti genomu zlstava z velké ¢asti utajen.
Doslo se k zavéru, Ze intenzita ztrat DNA je velice variabilni i v rdmci jednoho rodu. Zd3 se, Ze u rostlin
s malym genomem je pomér ztradt dostatecny, aby dlouhodobé udrzel velikost genomu konstantni.
Nadale zlstava fada nezodpovézenych otazek: Jak se s proliferaci TE vyporadavaji jednotlivé linie?
Jaké vnitfni faktory nebo vnéjsi sily spoustéji, pripadné zabranuji, proliferaci TE? Pro¢ jsou nékteré

rodiny TE Uspésnéjsi i u velmi pfibuznych taxond? (Hawkins et al., 2009)

Celé téma je nesmirné zajimava problematika, jejiz vyfeseni se zda byti blizkou budoucnosti.
Nelze zatim sjistotou fict, jakd je konkrétni cesta evoluce velikosti genomu. Nikdo nepochybuje
o dvou prednich mechanismech zvétsovani (a) amplifikaci TE (b) polyploidizaci. Ohledné zmensovani
zndme dva duleZité mechanismy (a) nehomologickou rekombinaci a (b) nerovnomérnou
homologickou rekombinaci, ale jakou mérou se podileji na evolu¢ni dynamice, stale nevime.

Primarni schopnosti DNA je sebereplikace, pro delece nema ptirozené dispozice. Mechanismy
rostouci tendenci velikosti genomu, ke které zcela zjevné nedochazi.

Zavéry o prlbéhu evoluce jsou negativné ovlivnény studiem molekuldrnich mechanism
pouze u malého nereprezentativniho vzorku, jak na absolutni pocet, tak na zastoupeni ¢eledi. Navic
jsou vybirany predevsim modelové rostliny, tedy prevainé druhy s malymi genomy. Aplikace
poznatkl je zatizena chybou zobecriovani zjisténych mechanismi. Nelze fict, Ze mechanismy
objevené u jednoho druhu budou mit stejny vliv i u jiného, byt blizce pfibuzného druhu, natoz
nepfibuzného.

Soucasny model evoluce genomu navrhuje rdzné rychly rist velikosti genomu, v zavislosti
na evoluéni linii, s obéasnymi (dlouhodobé neefektivnimi) poklesy. Charakter rlstu je vétSinou

pomaly az nulovy, s neznamymi mechanismy iniciace a blokace.

ZvétSovani genomu
Extrémné velky genom (> 35 pg) najdeme u dvou druhi rodu Viscum (Santalales) a u jednodéloznych
skupin: Comelinaceae, v péti ¢eledich fadu Asparagales a ve tfech ¢eledich fadu Liliales. Velky genom
(> 14 pg) maji zastupci Celedi Papaveraceae, Ranunculaceae, Droseraceae, rosidll (napf. Brassicaceae,
Rutaceae, Onagraceae), asteridl (napf. Rubiaceae, Solanaceae, Asteraceae) a Viscaceae (Soltis et al.,
2003).

Velky genom ptindsi majiteli predevsim omezeni, ale existuje i par potencidlnich vyhod.

Polyploidni jedinci mohou byt zdatnéjsi, vétsi a Zivotaschopnéjsi, nez jejich diploidni pribuzni. Vétsi
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genom indikuje vétsi bufiky a ty mohou mit v jistém prostiedi kompetiéni prevahu. Slechtitelstvi
prindsi kvalitnéjsi polyploidni druhy kulturnich plodin.
Hlavnimi znamymi mechanismy zvétSovani genomu jsou amplifikace (=zmnoZeni)

retrotranspozdénl a polyploidizace.

Amplifikace retrotranspozonti
Vétsina repetitivnich DNA rostlin je oznacovana jako transponovatelné elementy (TE). Podle zplsobu

transpozice rozdélujeme dvé tfidy. Do prvni patfi retrotranspozdny, které jsou charakteristické Useky

LTR=long terminal repeats (napt. Tyl element) a_retropozény (napf. LINEs= long interspread nuclear
elements, SINEs = short interspread nuclear elements). Do druhé tfidy patfi napfiklad Helitrony. Tato
tfida md vgenomu rostlin mensi zastoupeni, pohybuje se okolo 10 %. Nejvyznamnéjsi jsou
LTR-retrotranspozény. V kukufici zaujimaji az 70 % jaderného genomu. TE maji zasadni vyznam,
jelikoZ se tyto sekvence miZou premistovat systémem copy&paste, tedy vznikaji nové okopirované
Useky DNA, ale zGstavaji pfitomny i plvodni vldkna. Takto vzniklé sekvence se pak transportuji
na nova mista v genomu. Neprekvapi, Ze novych kopii mlze vzniknout i obrovské mnozstvi. Pro¢ se
TE zacinaji nekontrolovatelné mnozit, neni stoprocentné prozkoumané. Jako spoustéce se navrhuji
razné formy stresu nebo polyploidizace (Fedoroff, 2000; Kidwell, 2005; Patrushev & Minkevich,
2008). Proces probiha ve vinach, v evolu¢né kratkém obdobi tzn. nékolik milionG let. Priimérné se
v rostlinném jadre za milion let nashromazdi nékolik tisic novych transponovatelnych elementd
(Kellogg &Bennetzen., 2004). U australské ryze (Oryza australiensis) se zjistilo, Ze nedavno propukla
aktivita tii rodin LTR-retrotranspozén(l. V genomu se za tii miliony let nashromazdilo vice nez 90 000

kopii retrotranspozon, coz vedlo ke zdvojndsobnéni velikosti genomu (Piegu et al., 2006).

Polyploidizace

Za jeden z hlavnich cytogenetickych mechanism( evoluce rostlin vedouci ke vzniku novych druhl se
povaZuje polyploidizace. Rostliny jsou k hospodareni se zmnoZenou sadou chromozomu velice
tolerantni. Vznikaji nové genotypy, coZ muzZe pfinaset evolu¢ni vyhody. Polyploidni jedinci vyuzZivaji i
té vyhody, Ze pfi poruse néjakého genu ho nahradi jeho pritomna, plné funkcni kopie. RGzné
ploidnich jedincl se v rostlinné Fisi vyskytuje podle riznych odhad(i 30-80 % (Leitch & Bennett, 1997;
Hegarty & Hiscock, 2008). Nové se uvaZzuje, Ze timto procesem v historii prosly témér vSechny
rostliny (Soltis et al., 2009).

Podle zpUsobu vzniku rozlisujeme autopolyploidii a allopolyploidii. Pfi autopolyploidii pochazi
vsechny zmnoZené sady chromozémi z jednoho druhu, pfi allopolyploidii z rGznych druh(. V obou
pfipadech je na viné porucha pfi meidéze. Chromozémy, které by se mély rozdélit do dvou bunék,
zUstanou v jedné (2n gamety). Podobné nasledky maji poruchy pfi prvnim i pfi druhém meiotickém

déleni. Lisi se v poméru vyprodukovanych normalnich haploidnich a mutantnich diploidnich gamet.



2.5.

2.5.1.

RGznymi kombinacemi splyvani haploidnich a diploidnich gamet vznikaji rGzné ploidni jedinci.

Pomérné kuridéznim zplsobem vzniku polyploidniho jedince je oplozeni vajicka vice spermiemi.
ZmnoZenim sad chromozom( vyrazné narlsta C-hodnota, je vSak nutné mit na mysli, Ze

monoploidni C,-hodnota se v zdsadé neméni. Ve skutecnosti Ize jisty trend zmény najit, a to dokonce

snizujici C,-hodnotu (viz zmensovani genomu).

Zmens$ovani genomu

Vyhod malého genomu je fada (viz kapitola 2.1.), presto cesta k nému je daleko komplikovanéjsi
nez od néj (Bennetzen & Kellogg, 1997; Bennett et al., 2000; Wendel et al., 2002; Bennetzen et al.,
2005). Do nedavna se o zmensovani genomu pfilis nevédélo, hlavné kvuli technickym nedostatkdm
spojenym s detekci a kvantifikaci. Dodnes je jesté hodné poznatkd predmétem budoucich studii.
Napfiklad jakym zplsobem mohou mechanismy ztrdt DNA predcit rychlou a masovou proliferaci
transpozdnl. Ani o zpUsobu zadrZzovani rdstu genomu neni mnoho znamo. | pfesto se zd3, Ze vyznam
pro evoluci velikosti genomu bude daleko vétsi, nez se predpokladalo v devadesatych letech.
V poslednich deseti letech se u rostlin naslo nékolik zplsobl ztrat DNA. Nejéastéji se sklonuji dva

mechanismy: nehomologicka rekombinace a nerovnomérnd homologickd rekombinace.

Ztraty DNA po polyploidni udalosti
Nedavno se potvrdily dvé jiz dfive pozorované (Murray et al., 2003) zajimavosti: 1) Pozitivni korelace
mezi ploidii a velikosti genomu je logicky o¢ekdvatelnd, ale neni ani zdaleka tak pfim3, jak bychom
predpokladali (Leitch & Bennett, 2004). Napfiklad hexaploid a nonaploid nemuseji byt priitokovou
cytometrii odliitelni (Leong-Skornitkovd et al., 2007). 2) Priimérné mnoZstvi DNA zékladni sady
chromozém (C,) ma tendenci klesat s rostouci ploidii (Leitch & Bennett, 2004). To znamen3, Ze
vysledna C-hodnota je mensi nez soucet C-hodnot rodicl, tedy Ze po polyploidni udalosti nasleduje
redukce genomu. A ¢im vyssi je ploidie, tim mensi je monoploidni velikost genomu. K zapojeni
Sirokého vzorku Leitch & Bennett (2004) vyuzili jiz vySe zminénou databazi , Angiosperm DNA
C-values database”. Nakonec pocitali s vice nez dvéma tisici diploidnich a 800 polyploidnich jedinca.
Vzhledem k vysoké cetnosti vyskytu polyploidnich skupin zadina tento mechanismus ztraty
genetického materidlu byt povazovdn za velice rozSifeny a zasadni. Jako nejpravdépodobné;jsi
vysvétleni se nabizi zmenseni chromozém(. Na misté je pak otdzka, co je spousté¢ a jaky je
mechanismus? Jind mozna vysvétleni jsou chybné urceni ploidniho stupné nebo podhodnocena
velikost v dlsledku technickych omezeni, ¢i viibec odhaleni samotné polyploidie (Leitch & Bennett,

2004).
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Nehomologicka (= ilegitimni) rekombinace

Nehomologicka rekombinace probihda mezi mikrohomolognimi oblastmi. Dochazi k delecim o rozsahu
nékolika jednotek aZ stovek par( bazi. Aby doslo k lokadlni homologii, staci kratka, i 1 bp dlouha
sekvence. Devos et al. (2002) ji prohlasil za ucinnou u Arabidopsis. U rodu Gossypium se ukazalo,
Ze neprobihd (Grover et al.,, 2008). Diskutuje se, jestli dokdze dlouhodobé Ccelit proliferaci
retrotranspozénl (Vitte & Bennetzen, 2006). Obvykle jde o velice malé delece, mensi nez 100 bp.
Vysokou cetnosti mohou mit tyto delece vliv i na celkovou velikost genomu. Jednd se o hlavni
redukéni mechanismus (Bennetzen et al., 2005). Nehomologickou rekombinaci by se dal ¢astecné

vysvétlit pokles mnozstvi DNA po polyploidizaci (Grover et al., 2008).

Nerovnomérna homologicka rekombinace v ramci jedné chromatidy

Pokud se rekombinace déje mezi chromatidami, jde o reciprokou vyménu, pomér indell se vyrovna
a na velikosti genomu se neprojevi (Bennetzen, 2002). Ale v ramci jedné chromatidy ma rekombinace
tendenci prednostné produkovat delece. Odehrava se mezi dlouhymi terminalnimi repeticemi LTR
(long terminal repeat) a vede k deleci vnitiniho segmentu DNA a vzniku solo-LTR. Udajné k ni dochazi
v genové chudych oblastech, pobliZz centromer, ztraty gen( jsou tak minimalni. Délka a typ LTR také
ovliviuji G&innost deleéniho procesu. Cim deldi je LTR sekvence, tim je rekombinace
pravdépodobnéjsi. Napriklad u kukufice zndme pouze kratké LTR a zaroven malo solo-LTR
(Rabinowicz, 2000; Vitte & Panaud, 2005; Morgante, 2006). Zda k nerovhomérné rekombinaci
dochazi plynule, nebo v ndhlych udalostech spojenych napfriklad s amplifikaci retrotranspozént, se
zatim nevi. U jeCmene se za aktivaci povaZzuje prekroceni prahové hodnoty poméru repetic ku genlim
(Rabinowicz, 2000). Omezenim zUstava fakt, Ze timto mechanismem lze vyjmout pouze Usek z obou
stran ohraniceny velkymi (>50 bp) pfimymi repeticemi, které se v LTR retrotranspozénech sice
vyskytuji, ale nejsou pfilis ¢asté. Podle Grovera et al. (2008) se jedna o jev vzacny, ale vlivnéjsi nez
jiné mechanismy. Byl pozorovan naptiklad u ryze (Vitte & Panaud, 2003; Ma et al., 2004; Bennetzen
et al., 2005), Arabidopsis (Devos et al., 2002; Bennetzen et al., 2005), kukufice, psenice a jeémene
(Shirasu et al., 2000).

Dalsi moZnosti je chyba pfi postreplikacni opravé (Comai, 2000), po predchozi hybridizaci.
Sekvence, a¢ pochdzeji od raznych druhd, si jsou dostatecné podobné, aby pfislusné chromozémy
parovaly. Reparacni protein pro opravu nekomplementarnich parQ bazi a smycek se mlze vycerpat
a mnohé tak zanechat neopravené, co? vede k riizné velkym ztratdm DNA. Casté bodové mutace

a malé delece se téz do jisté miry podileji na dynamice genomu.
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Vhodnou prerekvizitou zkoumani zmén velikosti genomu je znalost fylogenetickych vztah
studovanych skupin. Zjisténé C-hodnoty, pfipadné i poéty chromozémi a ploidni stupné, vynesené
na fylogeneticky strom vnaseji svétlo do studia evoluce. Pfi prvnim pohledu je zfejmé kdy a kde
ke zménam velikosti genomu v evoluci doslo a jakym smérem. Z bazalnich linii Ize také prfehledné
predpovidat velikost genomu spole¢ného predka. V soucasnosti je nejvétsim uskalim nedostatek

preciznich fylogenetickych stromu (Bennett et al., 2000).

Vyuziti velikosti genomu v taxonomii

Jednou z prednosti vyse popsaného zplsobu analyzy je jeji pfinos pro systematiku. Zakladni princip
vyuziti v taxonomii je nasledujici. Pokud maji dva druhy stejné velky genom, je velmi pravdépodobné,
je jejich predek mél také takovy. Usudek je jesté vice podporen, pokud se podafi ukdzat, ze dalsi
nejblizsi existujici pribuzny (= outgroup), ma tutéZ velikost genomu. Pokud maji dva druhy r(zné
velké genomy, feknéme y a 2y, pak velikost genomu spolec¢ného predka zavisi na velikosti genomu
outgroupu a pravdépodobnostech nardstu a poklesu DNA. Kdyby pravdépodobnost byla stejn3,
a outgroup mél 2y, bylo by nejsnazsi feSeni povazovat velikost genomu predka za 2y a predpokladat
jedenkrdt pokles ze 2y na y. Kdyby se ale genom dvakrat pravdépodobnéji zvétSoval, dalo by se
uvaZovat, Ze predek mél y a outgroup i sledovany druh podstoupili nardst na 2y. Popsany princip ma
vyuziti predevsim v uzsich taxonomickych skupinach (Bennetzen & Kellogg, 1997). Na tomto principu
pracuji softwary, které nam pomahaji ziskat predstavu o velikostech genomu na uzlech stromd, tedy
hypotetickych predkl, a tedy celkovém wvyvoji velikosti genomu. Jednim z ¢asto pouzivanych
program( je MacClade (Maddison & Maddison, 1992).

Po vyneseni C-hodnot na fylogeneticky strom se hleda pripadny vyvojovy trend nebo jakakoli
jina souvislost. Je-li udalost zmenseni nebo zvétSeni genomu pro taxonomickou skupinu pfitomna, je
snadno ¢itelna. Casto se potvrdi podobnost velikosti genomu v ramci jednotlivych pribuznych skupin,
jako jsou sekce a clades (Lactuca — Dolezalova et al., 2002; Lupinus — Naganowska et al., 2003,
Liliaceae — Leitch et al.,, 2007; Narcissus — Zonneveld, 2008). Nékdy se genom v evoluci vyviji
pozvolna, opakované roste a klesa bez vyraznych zvratil (Festuca — Smarda et al., 2008), jindy se vyviji
nepochopitelné skokové, kdy mnoho sousedicich taxond ma velice odliSnou velikost genomu
(Gossypium — Wendel et al., 2002; Veronica — Albach & Greilhuber, 2004). V takovych pfipadech je
vhodné fylogenetické vztahy prezkoumat. Nebo se taxon diverzifikuje na nékolik skupin s mensim,
¢i vétsSim genomem a charakteristickym chromozomovym cislem (Sorghum — Price et al., 2005).

Vsechny tyto vysledky pomahaji upevriovat nebo zpochybriovat aktualni taxonomicky nazor.
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Badani taxonom( zasadné ovliviiuji dva znamé fenomény. Jsou jimi mezidruhova

a vnitrodruhova variabilita.

Interspecificka (= mezidruhova) variabilita

Interspecifickd variabilita byla objevena mnohem dfive, nez intraspecifickd. OdlisSnosti ve velikosti
genomu mezi druhy jsou klicovou vlastnosti, kterd umoznila studium evoluce velkosti genomu.
Velikost genomu v ramci rodu primérné kolisa 3,28 nasobné (Bennett & Leitch, 2005). Vysoka
mezidruhova variabilita byla popsana napfiklad u rodu Veronica (Albach & Greilhuber, 2004),
Gossypium (Wendel et al., 2002) nebo Allium (Ohri, 1998). Zjisténi vyznamnych rozdili ve velikosti
genomu uvnitf rodu napomaha vymezit jednotlivé druhy, pfipadné i jejich hybridy (Ohri, 1998;
Mahelka et al., 2005). Napftiklad v rodé Empetrum byla u hybridniho taxonu zjisténa triploidni Uroven,
na rozdil od diploidniho a tetraploidniho rodicovského druhu (Suda et al., 2004). Velikost genomu je
v pfipadé shodného poctu chromozéml u ptibuznych druhl vhodnou diferenéni charakteristikou

(Dryopteris — Ekrt et al., 2010).

Intraspecificka (= vnitrodruhova) variabilita

Obecné je zndmo, Ze konzervativnost genomu uvnitf druhu je obrovska (Bennett et al., 2000). Dlouho
se dokonce predpokladalo, Ze vyrazné odchylky ani nejsou moiné. Mnoho prikladll ale svédci
o opaku (Ohri, 1998). Odchylky velikosti genomu jednoho druhu nezfidka dosahovaly i 30 %. P¥icin se
zjistilo nékolik. Na viné mizou byt napfiklad B-chromozémy, variabilita heterochromatinu nebo
aneuploidie. Vliv maji i rdzné podminky v laboratofi (teplota), kontaminace vzorku, $patna kalibrace
pristroje, dlouhé skladovani materidlu a jiné metodologické chyby. Také se miiZe jednat o novou,
dosud nezndmou taxonomickou Uroven typu varieta nebo forma. Tak ¢i tak, vnitrodruhova variabilita
vyrazné komplikuje veskeré vyzkumy spojené s evoluci velikosti genomu (Bennett & Leitch 2005;
Smarda & Bures, 2010).

Existuje nékolik druhd, které pfi opétovnych méfenich vykazuji témér nulové odchylky,
takové se vyuzivaji jako tzv. standardy. Pfi procedure se velikost genomu standardu srovnava se
zkoumanym objektem. Jednoduchym prepoctem tak ziskdme velikost genomu studovaného
materidlu. Mezi cCasto uZivané standardy patti Allium cepa, Hordeum vulgare, Pisum sativum,
Lycopersicon esculentu, Vicia faba a dalsi (Bennett & Smith, 1991).

Pomoci priitokové cytometrie Ize objevit vzacné cytotypy druhu a jejich pripadné geografické
souvislosti (Lythrum salicaria - Kubatova et al. 2008). Detekovatelna je i endopolyploidie ¢asti bunék
ve vzorku (Kochia scoparia - Hold et al., 2007). Velikost genomu téZz slouZi ke zjisténi zpUsobu

reprodukce, a to diky odlisné ploidii embrya a endospermu (DolezZel et al., 2007).
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Studium velikosti genomu v kontextu fylogenetického stromu

Existuji odhadem desitky praci na téma evoluce velikosti genomu skupiny urcité taxonomické drovné
- napriklad Cypripedioideae (Orchidaceae) — Cox et al., 1998; Lactuca (Asteraceae) — DoleZalova et al.,
2002; Lupinus (Fabaceae) - Naganowska et al., 2003; Veronica (Scrophulariaceae) — Albach
& Greilhuber, 2004; Hordeum - Jakob et al., 2004, Oncidiinae (Orchidaceae) — Chase et al., 2005;
Sorghum (Poaceae) — Price et al.,, 2005; Orobanche (Orobanchaceae) — Weiss-Schneeweiss et al.,
2005; Narcissus (Amaryllidaceae) - Zonneveld, 2008; Gossypium (Malvaceae) — Wendel et al., 2002,
Grover et al., 2008; Festuca (Poaceae)- Smarda et al., 2008, Orchidaceae - Leitch et al., 2009
a Lasiocephalus (Asteraceae) — Duskova et al., 2010. Vysledky vétSiny zminénych praci jsou shrnuty
v tabulce ¢. 4.

Podrobnéjsimu rozboru budou podrobeny celedi Brassicaceae a Liliaceae a rody Nicotiana
(Solanaceae) a Curcuma (Zingiberaceae). Vybrala jsem podle mého nazoru jedny z nejkvalitnéjsich
a nejzajimavéjsich  studii vzhledem ke zkoumanému tématu. Vztahuji velikost genomu
k fylogenetickému stromu, vyuZivaji moderni metody a aktualni poznatky. Po stru¢ném pfiblizeni

jednotlivych studii bude nasledovat jejich srovnani.

BRASSICACEAE — Lysdk et al., 2009
Celed brukvovitych je jednou z nejlépe prozkoumanych &eledi, co se evoluce velikosti genomu tyce.
Podobné jako u celedi Poaceae k tomu pfispivd pritomnost mnoha ekonomicky vyznamnych druh,
které se casto studuji z rznych pohled(i. Nejnovéjsi prace (Lysak et al., 2009) navazujici na mnohé
predchozi (Johnston et al., 2005; Bailey et al., 2006) pfichazi s cetnymi novymi vysledky. Jako cil si
autofri vytycili uréeni velikosti genomu predka, rozloZzeni velikosti genomu ve skupiné a poznani
charakteru evoluce v kontextu fylogenetického stromu. Pfispéli vice nez 100 novymi C-hodnotami
a tvorbou fylogenetického stromu vytvoreného na zakladé péti typl sekvenci (matK, chs, adh, trnLF,
ITS).

Brukvovité zahrnuji 338 rodu a asi 3700 druh( v 25 tribech. Pro vlastni vyzkum bylo zahrnuto
185 taxonU. Zastupci této Celedi maji velice malé (< 1,4 pg) nebo malé (< 3,5 pg) genomy. Nejmensi
genom ma Arabidopsis thaliana (1C = 0,16 pg; 2n = 10). Nejvétsi ma Bunias orientalis (1C = 2,43 pg;
2n = 14). Rozsah je roven 16,2 nasobku. Dalsi charakteristiky jsou shrnuté v tabulce ¢. 3. Autofi
vyuzili rozlicnych metod - priitokové cytometrie, pocitani chromozéom( a mnoha statistickych metod.
Nékterymi z nich jsou napfiklad rekonstrukce fylogeneze nazvané SuperNetwork (=“SuperSit”)
vytvorené z nékolika genovych stromi s pfekryvajicimi se taxony, odhad C-hodnoty predka pomoci
Bayesova faktoru, Monte Carlo metody nebo logaritmicka transformace pro docileni proporéniho
vyjadreni zmény velikosti genomu, které se jevi vyhodnéjsi. Z vysledku studie se dozvime, Ze nékteré

skupiny stale vychazeji jako parafyletické az polyfyletické a je tfeba dalSich analyz.
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C-hodnota spole¢ného predka celedi byla stanovena jako 0,504 pg, coz je od dfivéjsiho
odhadu 0,2 pg (Johnston et al., 2005) pomérné vyrazny rozdil. K tomu doslo, protoze Johnston mél
vyrazné mensi soubor dat a nepoutzil tolik statistickych metod. Dynamiku evoluce Celedi Brassicaceae
charakterizuje zmenseni genomu u 52 % druh( a narast u zbylych 48 % (viz obr. 6). Povaha zmén neni
neutralni (random-walk model, Brownlv pohyb), nybrz pozvolnd a zavisla na délce vétvi. Ztraty a
zisky DNA probihaji rychleji na dlouhych vétvich. Tento vysledek se zatim objevil pouze u této Celedi,
drivéjsi vysledky ukazuji na skokovou evoluci, nezavislou na délce vétvi.

Pocty chromozéma jsou velmi variabilni 2n = 8 — 56. Pomérné ¢astym poctem je 2n = 14,
Podil polyploidli se odhaduje na 37 %, ale vzhledem k paleoploidizacnim udalostem a jinym
genomovym Upravam typickym pro tuto celed, Ize ploidie jen téZko urcit. Navic redukce poctu
chromozém{ neni nutné doprovazena poklesem mnoZstvi DNA.

Jako vysvétleni dynamické evoluce a velmi uUzkého rozpéti velikosti genomu se nabizi
diploidizace s velice efektivnim mechanismem neustdlé eliminace amplifikovanych sekvenci
a znemozZnéni jejich proliferace nebo dosud nezndmy mechanismus zabranujici amplifikaci
repetitivnich sekvenci. Podle Lysdka et al. (2009) se manifestuji oba zpUsoby. Je zndmo mnoho studii,
které ukazuji masivni ztraty DNA po polyploidni udalosti u Brassicaceae (napf. Song et al., 1995; Town
et al., 2006). Samotna podstata mechanismu ztraty DNA neni jeSté Uplné objasnéna, ale urcité zde

hraje roli nehomologicka rekombinace a nerovhomérny homologicky crossing-over.

LiLIACEAE — Leitch et al., 2007
Autofi se snaZzi priblizit odpovédi na otazku, kdy a pro¢ genom v pribéhu evoluce u nékterych skupin
vyrazné expanduje. Celed liliovitych se zda byt pro vyzkum idedlni volbou. Liliaceae se vyznaluje
mnoha druhy s obrovskymi genomy (> 35 pg), v€etné rostliny s dosud nejvétsim znamym genomem -
Fritillaria assyriaca. Jak jiz bylo psano, vétSina krytosemennych rostlin ma maly genom (modus
1C=0,6 pg). Tato skupina by tudiZz mohla vyznamné prispét k poznani zplsobu evoluce velikosti
genomu rostlin.

Autofi studovali 32 druh( pochazejicich z kralovské botanické zahrady (RBG Kew) a dalSich
44 druh( (+ 2 jako outgroup), jejichz C-hodnoty prevzali z ,Plant DNA C-values database”. Celkové
material reprezentoval 15 z 16 rodd. 1C-hodnoty pro 78 druhl maji 26 nasobné rozpéti, od 1C =
3,4 pg pro Prosartes smithii (2n = 2x = 16) do 89,2 pg pro triploidni Fritillaria uva-vulpis (2n = 3x = 36).

Nedavné molekularni studie poskytly nové fylogenetické stromy celedi. Na strom se vynesly
Udaje o 78 druzich, a poté statisticky vyhodnotily. Vysledky analyzy se pfiklani ke skokovému vyvoji
evoluce, spiSe neZ k plynulému prlbéhu a ukazuji, Ze vétSina zmén se uddla v nedavné evoluéni
historii. Cesta ke genomové ,obezité” se predpoklada selekéné neovlivnéna, tedy pasivni. Velikost

genomu spole¢ného predka spocetli jako 1C = 6,73 pg (SE + 0,669), 1Cx = 6,67 pg (SE + 0,906).



3.2.3.

Zjistilo se, Ze velikost genomu je stejna pro blizce pfibuzné druhy, tudiz rozloZeni neni
nahodné, lze jej totiz vramci fylogenetického stromu ¢astecné predvidat. Doslo ke dvéma

vyznamnym divergencim nasledovanyma rychlou radiaci velikosti genomu.

NICOTIANA (SOLANACEAE) — Leitch et al., 2008

Rod Nicotiana (tabak) byl ve smyslu dynamiky zmén genomu a ploidnich udalosti podroben detailni
studii. Jako jeden z hlavnich cill prace si autofi kladli objasnéni polyploidnich udalosti a nalezeni
rodicovskych druht. K dispozici méli jiz dfive publikovany fylogeneticky strom zahrnujici témér
40 druhl. Zpracovano bylo 18 druhl (z celkovych cca 75 znamych), z nichz 9 bylo diploidnich
a 9 polyploidnich. Polyploidie se u tohoto rodu vyskytuje asi ve 40 % pfipadl. Obvyklé pocty
chromozom( jsou 2n = 2x = 24 a 2n = 4x = 48. Zkoumaly se naptiklad specifické DNA sekvence
(ribozdmova DNA, nekddujici tandemové repetice, retrotranspozény) nebo celkova organizace
genomu pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Velikost genomu méfili pritokovou
cytometrii a Feulgenovou mikrodenzitometrii. K uréeni rodi¢l prispéla rozsahld molekularni (pf.
metoda GISH) a morfologicka (nap¥. struktura kvétd, chromozdmu) analyza vétsiny druhl rodu, coz
¢ini odhady velice kvalitnimi. Stafi nejstarsich polyploidnich druhl se odhaduje na 3—4 miliony let,
nejmladsich na 200 000 let. Nenasla se Zadna ptima zavislost mezi stdfim a zménou velikosti genomu.
U starSich druhl bylo zaznamenano vétsi mnozstvi zmén. Prace podobného typu provazeji dva
zadsadni predpoklady. (1) Dnesni diploidni druhy jsou blizce pfibuzni tehdejSim diploidnim druhf,
z kterych kdysi polyploidni jedinci vznikli. (2) Velikost genomu tehdejsich diploidd zlistala viceméné
stejnd. Naruseni kteréhokoli z predpokladl znehodnoti vysledky. Nicméné je to zatim nejlepsi
dostupny zplisob jakym lze vibec k néjakym vysledkim dojit. U ¢ty polyploidnich druhl autofi
zaznamenali pokles velikosti genomu a u péti ndrlQst. Pokles ¢i narlst se zjistil porovnanim
namérenych C-hodnot s ocekavanymi, cozZ je suma C-hodnot rodica.

Zvétseni genomu po polyploidni uddlosti je velice vzacné (Leitch & Bennett, 2004). Jeden
pravdépodobné nahrdva selekcni tlak, ktery upfednostni mezi polyploidy ty s o trochu mensim
genomem, protoZe beztak uz ho maji pro dany druh nezvykle obrovsky. lJe tedy prekvapivé, Ze
5 druht tabaku po polyploidizaci podstoupilo narlist genomu. MoZné vysvétleni je prosté — nova DNA
nema zadny vliv, tedy alespon proti ni neni silnd selekce. Nebo jim dokonce dava kompeti¢ni vyhodu

a Ucastni se pozitivni selekce (Leitch et al., 2008).
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CURCUMA (ZINGIBERACEAE) — Leong-Skorni¢kova et al., 2007

Pocet druhli rodu Curcuma (Zingiberaceae) se odhaduje na vice nez sto. Centrum rozsifeni se nachazi
v jihovychodni Asii, predevsim na Uzemi Indie a Thajska. Curcuma longa je v potravinarstvi zndma
jako koreni. Bézné se pridava jako barvivo napftiklad do kari nebo téstovin.

Cilem préace bylo zhodnotit variabilitu poctu chromozéml a velikosti genomu indickych
kurkum. Obé charakteristiky se ukdzaly byt, jak se pfedpokladalo, uzite€nym taxonomickym znakem.
Zkoumano bylo 51 taxonU v jejich ramci 161 jedincl. Ztoho 46 kurkum (z nichz 31 urcenych
do druhu, 15 neurcenych), jeden hybrid a 4 druhy ¢asto razené jako blizce pfibuzné rodu Curcuma.
Pro 26 taxonU byl pouZit vice neZ jeden vzorek. Material se sbiral vindické pfirodé v letech 2000—
2004 a déle byl péstovan v botanické zahradé na izemi Indie. Pro 50 vzorkl se pocitaly chromozomy.
Zjisténé pocty jsou 2n = 22, 42, 63, >70, 77 a 105. Nejvyssi dva udaje jsou pro tento rod nové. Pocet
2n = 105 je dokonce maximem i pro Celed Zingiberaceae. Pocty 42 a 63 jsou nejbéznéjsi. Publikovany
byly i jiné pocty, ale ktomu pravdépodobné doslo chybou, nebo tyto druhy patfi k podrodu
Hitcheniopsis, ktery zahrnuje predevsim thajské druhy a bude mit jiné zdkladni chromozémové cislo.
Dlouhou dobu se za zakladni chromozomové ¢islo povaZovalo x = 21. Autofi z nékolika divodu
navrhuji x = 7. Hlavnim impulzem byl nové objeveny pocet chromozémG 77. Zkoumané druhy pak
odpovidaji cytotyplm 2n = 6x, 9%, 11x a 15x. Publikované byly i poéty x =8, x =9, x =12, nebo x = 16.
Pro druh s 22 chromozémy se navrhuje x = 11. Zajimavé je i zjisténi, Ze hexaploid nelze pritokovou
cytometrii bezpecné odliSit od nonaploida. Vznik nonaploida se vysvétluje fuzi redukované
a neredukované gamety dvou hexaploidnich rodic¢a. Pivod 11-ploida v soucasnosti neni znam.

Rozmezi C-hodnot se zjistilo od 2C = 1,66 pg do 2C = 4,76 pg, coz odpovida rozpéti 2,87
nasobku. Vnitrodruhova variabilita je nizka, v priméru dosahuje 3,4 %. Extrém tvofi druh C. longa,
kde intraspecifickd variabilita ¢ini 15,1 %. Na zakladé homoploidnich velikosti genomu se utvofily
3 skupiny, které si odpovidaji i geograficky, coz je podpofeno negativni korelaci mezi velikosti
genomu a zemépisnou Sitkou i nadmofskou vyskou. Pro 39 taxon( byl zjistén velmi maly genom
(1C < 1,4 pg) a pro zbylych 12 maly (1,4 pg — 3,5 pg). Viadu Zingiberales zndme primérné
1C-hodnoty celedi od 0,33 pg po 1,00 pg, vyjimku tvofi pouze Celed Lowiaceae s 1C = 3,55 pg.

Studie prinesla i nékolik taxonomickych poznatk(. Diky velikosti genomu se podafilo odlisit
dva druhy dfive povaZované za jeden. Rozdilné mély i pocty chromozédm. Tfi morfologicky tézko
odlisitelné druhy popsané z rlznych lokalit byly diky shodné velikosti genomu navrzeny ke slouceni

do jednoho druhu.

SROVNANI
Kazda ze ctyr predchazejicich praci nasleduje trochu jinou myslenkovou linii, presto se je pokusim

srovnat. Zvolila jsem si ktomu nékolik hledisek: (1) Kvalita vzorku, (2) (ne)pfitomnost C-hodnot,



poétu chromozéma, fylogenetického stromu, zjisténi polyploidnich jedincl, (3) vyhodnoceni sméru
evoluce a vztah k fylogenezi (4) prednosti a jedinecnost jednotlivych vyzkumu. Nékteré faktické udaje
poskytuje tabulka €. 3.

1) Nejlepsi soubor se podafilo vytvofit u vyzkumu kurkumy. NejenZze vzorek pokryva pfiblizné
50% diversity, ale mnoZstvi zahrnutych jedincl (161) se blizi poétu jedinct zahrnutych do studia celé
Celedi (Brassicaceae). Také nadpolovi¢ni vétsina druhl byla reprezentovana vice nez jednim vzorkem.
DalSim pozitivem studia kurkumy je, Ze se autofi nesnazili urcit druhy za kaZzdou cenu. Vyhnuli se tak
moznym desinterpretacim vysledkd. | Lysdkovi et al., 2009 se podafilo vytvofit kvalitni soubor. Vzorek
reprezentuje zhruba 5 % celkové diversity a obsaZzeny byly druhy 24 tribl z 25 celkovych. Zbylé dva
soubory se 78 druhy pro celed a 18 druhy ze 75 pro rod se mi jevi méné reprezentativni.

2) Vsichni poutzili k méfeni velikosti genomu pritokovou cytometrii standardnim zplsobem.
U lilit hojné a u tabaku ve dvou pfipadech byla pouzita Feulgenova mikrodenzitometrie. VSichni téz
pocitali chromozdémy, vétSinou cCasti materidlu, protoZze mnoho dat je dostupnych z dfivéjsich studii.
Fylogeneticky strom byl ve dvou ptipadech prevzat z neddvnych dfivéjSich publikaci (Nicotiana,
Liliaceae), vjednom pfipadé byl vytvofen novymi sofistikovanymi metodami (Brassicaceae)
a v jednom pripadé zcela schazel (Curcuma). Cilem studia kurkumy bylo urcit predevsim variabilitu
vrodu, a to jak chromozomovou, tak ve velikosti geonomu, k ¢emuZz neni fylogeneticky strom
nezbytné nutny. Autofi se tim pfipravili o moZnost sledovdni vyvoje velikosti genomu a nalezeni
pfipadného trendu.

Problém ploidie - v ¢lanku o Liliaceae se ploidii autorka nezabyva, ale poskytuje minimalni
a maximalni Cx, véetné rozpéti, jsou-li data dostupna. Vétsina zahrnutych druhu je diploidni, pfipadné
triploidni. Podobné u Brassicaceae je polyploidie nedofesSend. Situaci ztéZuji pro tuto celed zndmé
paleoploidizaéni udalosti. U vétSiny druhl je obtizné ploidii uréit. Autorm nezbylo, neZ pouZzit
C-hodnoty misto Cx-hodnot. Artefaktu jsou si védomi, avSak lepsi feSeni objektivné momentdalné
neexistuje. Rod Curcuma je z hlediska ploidie velmi kvalitné prozkouman. Pocty chromozému
odpovidaji nasobkim cisla 7, bylo proto navrhnuto zakladni chromozédmové Cislo x = 7, vétsina druh(
je potom hexaploidnich nebo nonaploidnich. Diploidni druh byl pfitomen pouze jeden. Srovnani
homoploidni velikosti genomu hexaploidli druhy rozdélilo do tfi velikostnich skupin, odlisSnych
i geograficky. Prlzkum evoluce velikosti genomu tabdku byl ponékud odlisSny. Byl zalozen
na pozorovani polyploidizac¢nich udalosti. Autofi si ke studiu vybrali 9 polyploidnich (tetraploidnich)
druhli a 9 diploidnich. Mezi nimi se jim podafilo urcit rodi¢ovské a dcefiné druhy. Zamérili se
na zmeénu velikosti genomu u dcefinych tetraploidd.

Uvedené tabulky vidy obsahovaly 1C (pfipadné 2C) a 2n. Ve tiech ze Ctyr pripadl byl uveden
i standard, metoda, stupen ploidie a lokalita. Pro ¢eledi navic u jednotlivych nizsich taxond min. 1C,
max. 1C, primér, pocet mérenych jedincl, procentuelni zastoupeni vzorku. Pro kurkumu a lilie byla

pfitomna jesté 1Cx-hodnota a pro kurkumu i intraspecificka variabilita.



Tab. 3. Srovnani nékterych charakteristik 4 vybranych studii. Uvedeny jsou minimalni a maximalni 1C-hodnota,
rozpéti (= max1C/mini1C), odhad velikosti genomu predka, pivod pouZitého fylogenetického stromu, pocet
zkoumanych objektl, pocet druhl ve skupiné, procentudlni zastoupeni vzorku, pfitomnost polyploidie, pocet
chromozdédm a zdroj. NA znadi nedostupnost Udaje.

min | max | Rozpéti | Pfedek | Fylogeneticky # # velikost polyploidie 2n Zdroj
1C 1C (pg) strom zkoumanych | druhl | vzorku
(pg) (pg) objektd skupiny (%)
) . Lysdk et al., 2009
Brassicaceae | 0,16 | 2,43 16,20 0,504 | SuperNetwork 185 3700 5% 37% 4 a7 128
Liliaceae 3,40 | 89,20 | 26,00 | 6,73 prevzali 78 NA NA je gazse | Leitchetal, 2009
51 taxond Ve vzorku je Leong-Skorni¢kova
Curcuma 0,83 2,38 0,35 NA neni 161 vzorkl | cca 100 51% pouze 1 diploid 22 az 105 et al., 2007
24 nebo Leitch et al., 2008
Nicotiana 1,50 | 5,40 3,60 NA prevzali 18 75 24% 40% 48

Tab. 4. Srovnani nékterych charakteristik nékolika vybranych studii. Uvedeny jsou minimalni a maximalni
1C-hodnota, rozpéti (= max1C/minlC), pfitomnost C-hodnot v kontextu fylogenetického stromu, sekvence
pouZité pro tvorbu stromu, pocet zkoumanych objektl, pocCet druhl ve skupiné, procentualni zastoupeni
vzorku, pfitomnost polyploidie, pocet chromozdmu a trend ve zméné velikosti genomu. Zdroj viz kap 3.2. ,NA“
znaci nedostupnost Udaje, GS = genome size = velikost genomu, FS = fylogeneticky strom. Trendy jsou
rozdélené do skupin (1) = Pfibuzné skupiny (jednotlivé klady) maji podobné velky genom, jiny trend pfitomen
neni (2) = velikost genomu je vice ovlivnéna jinym faktorem neZ s fylogenezi (vypsano slovné v tabulce) (3)

neddvna redukce (4) viceméné zvétsujici se genom.

min max 1C GSv Sekvence # druhi velikost
1C (pg) (0g) Rozpéti | kontextu | protvorbu | # objektt <kubin vzorku | polyploidie 2n Trend zmény
Pe FS stromu piny (%)
) pro . 1,2
Orchidaceae 0,33 55,40 | 167,88 Y , NA 327 25 000 1% NA 18 az 170 i o
podceled Vétsi genom u epifytl
2
Oncidiinae 1,70 4,65 2,74 ano NA 54 1700 3% NA 10 az 60 Mensi genom u
jednoletek a epifytl
4,2
Cypripedioiidae | 6,10 34,53 5,66 ano NA 27 59 46% NA 18 a7 42 | Fragmentace genomu
(Robetrsonova fuze)
Lactuca 1,10 8,98 8,16 neni - 25 100 25% malo 16, 18, 34 1
” . 10, 20, 3,2
0,
Sorghum 0,64 5,15 8,11 ano ITS, ndhF 21 25 84% pfitomna 30,40 | V&t genom u trvalek
Lupinus 0,49 1,22 2,52 ano ITS, rbcL 18 500 4% Castd 32az52 1
Festuca 1,94 4,89 2,52 ano ITS, trnL-F 115 600 19% 70% 143770 3
2
Veronica 0,32 2,26 7,06 ano trnL-F 49 NA NA Casta 12 az 64 | Vétsi genom u trvalek
a horskych druhd
Lasiocephalus | 6,91 11,35 1,67 ano ITS 20 30 67% pritomna 40 s » !
Vétsi genom u lian
Narcissus 7,00 19,00 2,71 neni - 36 87 41% Castd 10az75 1

3) Vramci fylogenetického stromu celedi Liliaceae doslo ke dvéma vyraznym udalostem
rozrliznéni velikosti genomu a tim vzniku velkého rozpéti. Ostatni skupiny vykazuji podobné genomy
s malym rozpétim. Stejné tak fylogeneticky blizci zastupci kurkumy vykazuji podobné velky
homoploidni genom, a navic podobné geografické uskupeni.

Nicotiana vykazala po polyploidni udalosti skoro stejné casto pokles jako narlst mnoZstvi
DNA. Tyto zmény vramci fylogenetického stromu nenasvédcuji pritomnosti zadného zjevného

trendu. Podobné v Brassicaceae polovina vzorku vykazala zmenseni a polovina zvétseni genomu
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oproti spole¢nému predkovi. K vyraznéjsSimu zvétseni doslo pouze ve dvou tribech. Evoluce se ukazala
byt dynamicka, zahadou pak je malé rozpéti velikosti genomu celedi. Tempo evoluce bylo urcéeno jako
pasivni, odpovidajici neutralni selekci. Ke zménam dochazi nepomérné rychleji v dlouhych vétvich.

4) Pro Brassicaceae a Liliaceae byly pouZity rozsahlejsi statistické analyzy pro urceni zplsobu
a rychlosti evoluce genomu. Lysak et al., 2009 poskytl velice nazorné a prehledné vyjadreni evoluce
velikosti genomu ve fylogenetickém kontextu (Obr. 7). Nicotiana byla podrobena analyze speciacniho
vyvoje z Casového hlediska. Pro zjisténi charakteru chromozdémovych prestaveb tetraploidl byla
pouzita fluorescenéni metoda GISH. Prekvapivym objevem bylo c¢asté zmenseni genomu
po polyploidni udalosti. Leong-Skorni¢kové et al. (2007) se podafilo pracovat s obrovskym vzorkem,
kvalitné karyologicky zhodnotit taxon a navic najit geografické souvislosti s genomovymi

charakteristikami. Lilie pfedstavuji priklad skupiny s nendhodnym rozloZzenim velikosti genomu.

Obr. 7 RozloZeni C-hodnot 120 taxonU Brassicaceae vynesenych na fylogeneticky strom. Teckovand linie

predstavuje odhad velikosti genomu spole¢ného predka celedi (1C,,.= 0,504 pg) (Lysak et al., 2009).
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Kapitola 4: ZINGIBERACEAE ~

Pantropicka Celed Zingiberaceae zahrnuje 53 rod( a pres 1200
druh( s rozdifenim v Asii a Tichomofskych ostrovech, ¢tyfmi rody  Obr. 8 Rozsifeni Celedi Zingiberaceae

) o , . (http://www.mobot.org/mobot/research/AP
v Africe a jedinym rodem v Neotropech (Obr. 8). Zazvorovité jsou

web/orders/zingiberalesweb.htm).
vytrvalé rostliny bylinného patra tropickych lest. Znamy jsou

i epifytické druhy. Ve vidyzeleném lese a v trvale zamokienych oblastech opadavého lesa si

Zingiberaceae nechdvaiji listy celorocné. V oblastech se suchym obdobim lesa listy shazuji a prezivaji

v podobé& podzemnich kofend. Celed mda obrovsky ekonomicky vyznam. Zahrnuje druhy poskytujici

potraviny (zazvor, kurkuma, kardamon), barviva, IéCiva i okrasné kvétiny (Burtt & Smith, 1972).

RozliSujeme Cctyfi podceledi — dvé malé: Siphonochiloideae, Tamijioideae a dvé vétsi:
Alpinioideae, Zingiberoideae. Nejaktualnéjsi fylogenetické poznatky o celedi poddva prace z roku
2002 (Kress et al. 2002). Na rozdil od drivéjsich taxonomickych praci, které se zakladaly na morfologii,
Kress a kolektiv pouzivaji predevsim molekularni metody. Strom vytvofili metodou maximalni
parsimonie na zakladé ITS (internal trascribed spacer) a matK sekvenci (Obr. 9).

Pocty chromozdmu jsou v Zingiberaceae pomérné dobre prostudovany. Nejmensi pocet
zname u rodUd Mantisia a Boesenbergia (2n = 20), nejvétsi u druhu Curcuma raktakanta (2n = 105)
(Leong-Skornickova et al., 2007). Polyploidni komplexy v ¢eledi zazvorovitych nejsou vzacné, zjisténé
jsou napfiklad v rodech Curcuma (2n = 20, 24, 28, 32, 34, 36, 40, 42, 56, 62, 63, 64, 84 a 86), Globba
(2n =24, 32, 48, 64, 80, 96), Hedychium (2n = 24, 34, 68, 52, 56, 66), Kaempferia (2n = 22, 24, 33, 44,
48, 54), Boesenbergia (2n = 24, 36), Zingiber (2n = 22, 55, 66) (Leong-Skorni¢kova et al., 2007).

Rozpéti velikosti genomu v této celedi zndme od 1C = 1,3 pg u Curcuma zantorrhiza
do 6,03 pg u Zingiber officinale (Leong-Skornickova et al., 2007). Nicméné faktem z(istavd, Ze
C-hodnot této celedi je publikovano pramalo. Jediné uverejnéné udaje, kromé rozsahlé studie
kurkumy (viz 3.2.4.), jsou 4C—hodnoty pro Amonum sublatum (4C = 5,88-6,22 pg), Zingiber officinale
(4C=10,15 pg) a Z rubens (4C = 8,33 pg) (Das et al., 1999).

Vsechny vySe zminéné vlastnosti Cini ¢eled Zingiberaceae idedlnim objektem pro studium
evoluce velikosti genomu. Tedy predevsSim existence fylogenetického stromu, znalost poctd
chromozém( a ploidnich stupnd, vyznamnost a velikost ¢eledi. Navic Prazska botanickd zahrada
(PBG) ve spolupraci s Kralovskou botanickou zahradou v Edinburgu (RBGE) a Singapourskou
botanickou zahradou (SBG) poskytuji dohromady pomérné kvalitni material zdzvorovitych rostlin, coz
umoiznilo ¢eské skupiné se tkolu objasnéni evoluce velikosti genomu v Zingiberaceae ujmout (Sida
et al.,, in prep.). Ja bych se rada v pfistich letech na tomto projektu podilela studiem evoluce velikosti

genomu tribu Globbeae. V nasledujici kapitole nastinim obsah své budouci diplomové prace.
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Obr. 9 Jeden z 980 stejné pravdépodobnych stromi ziskanych metodou maximalni parsimonie. Horni
Cislo udava délku vétve, dolni je hodnota bootstrapu. Hvézdicka oznacuje nody, které ve striktné
konsenzudlnim stromé kolabuji (Kress et al., 2002).

Globbeae

Tribus Globbeae zahrnuje 4 rody: Globba, Mantisia, Hemiorchis a Gagnepainia. Globba patfi s vice

nez 100 druhy k jednomu z nejvétsich rodud v celé Celedi. Zbylé tfi rody jsou druhové velmi chudé.

Centrum rozsifeni skupiny se nachazi v jihovychodni Asii (Obr. 10). RozSifeni Globby saha

od vychodnich Himalaji a jizni Ciny, pfes Indii a Indo&inu po Malaisii, s centrem v Thaisku (Larsen,

1996). Rod je roz¢lenén do 4 sekci: Haplanthera, Cerantanthera, Globba a Nudae (Obr. 11).

Primarnim diferen¢nim znakem je pocet vycnélkl na tyc¢inkach (Obr. 12).
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corolla tube lateral staminode

calyx

Obr. 12 Globba. Zleva kvétenstvi (Williams et al., 2004), morfologie kvétu (Takano & Okada, 2003), listy a rasici

kvétenstvi (vlastni foto). Dole typy tyCinkovych vycénélkl (Williams et al., 2004).

S rekonstrukci evoluce velikosti genomu se poji nékolik metodickych ptistupd, které budou

provazet i moji diplomovou praci:
(1) Sekvenovani a nasledné zjistovani fylogenetickych vztaht, porovnani sjiz existujicim
stromem (Obr. 11; Williams et al., 2004),

(2) méfeni absolutni velikosti genomu pritokovou cytometrii (zjisténi 1C-hodnot),

(3) pocitani chromozémti (ovéreni stupné polyploidie).
Ziskané vysledky vynesu na fylogeneticky strom a vyhodnotim dynamiku zmén velikosti genomu.

Objasnit by se mél i polyploidni scénafr. Pokusim se odhalit i pfipadné geografické souvislosti.

Obr. 10 Rozsifeni rodu Globba. Mapka
zobrazuje jihovychodni Asii. Sekce Globby
jsou znazornény dle klice (Williams et al.,

2004).

— — — Ceratanthera
- = = = Globba
memmssmse== flaplanthera
Mantisia
Nudoe
Sempervirens
X Substrigosa
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Obr. 11 Striktni konsenzudlni strom ze ¢tyf stromu ziskanych metodou maximalni parsimonie z kombinovanych
dat ITS-matK. Horni Cisla predstavuji bootstrap a Bayesian posterior probability, spodni Bremerovu podporu
(Williams et al., 2004).
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Evoluce velikosti genomu, ackoli jde o hojné studovany fenomén, stéle oplyvd mnoha nejasnostmi.
Co je pficinou vysoké variability ve velikosti genomu pfitomné témér ve vsech rostlinnych skupinach?
Spokojime se s vysvétlenim, Ze evoluce probihala v rldznych liniich s rlznou intenzitou? Ma tato
variabilita néjakou vnitfni logiku nebo je dilem nahody? Pro¢ vlibec tak vysoka variabilita vznikla, kdyz
velké genomy s sebou nesou témér sama negativa? Je mozné ocCekdvat néjaké trendy ve zméndch
velikosti genomu? Pokud ano, tak jaké? A jsou predvidatelné? Tyto a mnohé dalsi otazky jisté zodpovi
Cas - ¢as vénovany dalsSimu vyzkumu mechanismu a trend( ve velikosti genomu jednotlivych skupin.
Pravé nedostatek informaci o vyvoji genomu v jednotlivych skupinach, jako jsou celedi, triby nebo
i velké rody, znemoznuje zobecnit tendence evoluce. A kdo vi, jestli se vibec podafi néjaké obecné
tendence prokazat. Dosavadni vyzkumy se v tomto sméru vyrazné lisi. Pomérné casto se dafi nalézat
podobné velky genom u skupin, které jsou si blizké na fylogenetickém stromu (DolezZalova et al.,
2002; Naganovska et al., 2003; Zonneveld, 2008). Nékdy je pozorovatelné mirné zvétSovani genomu
s evoluéni odvozenosti, ale ¢asto je nasledovné redukci (Price et al., 2005; Smarda et al., 2008; Lysak
et al., 2009).

Tato prace se pokusila prehledné predstavit dosavadni Uroven poznani zvoleného tématu
a zjednodusit tak zakladni orientaci v ném. Doufam, Ze md diplomova prace pozitivné prispéje
k projektu evoluce velikosti genomu v Zingiberaceae (Sida et al., in prep.), a Ze ten, spolu s dal$imi,

pomuUZe vnést svétlo do celé problematiky.
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Pfiloha ¢. 1.

2n (5)
Alternation of generations (13)
Alternation of nuclear phases (10)

C-

value (23)

Cx-value (25)
Chromosome complement (1)
Chromosome set (2)
Diploid (7)

Endopolyploid (9)
Endospermic (16)
Gametophytic (15)
Genome (nuclear) (17)
Genome size (22)

Haploid (6)

Holoploid genome (19)
n(4)

Monoploid genome (18)
Non-reduced (12)

Nuclear DNA amount (21)
Nuclear DNA content (21)
Polyploid (8)

Polyploid genome (20)
Reduced (11)

Sporophytic (14)
x(3)

Definitions of terms in a logical order

n

(See index above for terms in alphabetical order)

. Chromosome complement (Darlington, 1932): The

endowment of an organism with chromosomes as typi-
cally found after fertilization (in number 2n) or after
meiosis (in number n).

. Chromosome set (Dyer ef al., 1970): the chromosomes

of a monoploid genome, their number being indicated
by x.

. x: symbol for the chromosome number of the monoploid

genome and for the chromosome base number in a
generatively polyploid series of related organisms.

. n: symbol for the meiotically reduced (haplophasic)

chromosome number of any organism, generatively
polyploid or not.

. 2n: symbol for the non-reduced (diplophasic, zygotic)

chromosome number.

. Haploid: (1) the lowest recognized level of generative

polyploidy in haplophase, where n = x (e.g. a ‘haploid’
moss): (2) the meiotically reduced (haplophasic) chro-
mosome number 7.

. Diploid: (1) level of generative polyploidy in haplo-

phase, where n = 2x (e.g. a “diploid” moss); (2) the lowest
recognized level of generative polyploidy in diplophase,
where 2n=2x(e.g. a ‘diploid’ grass); (3) the non-reduced
(zygotic, diplophasic) chromosome number 2n.

. Polyploid: (1) level of generative polyploidy in haplo-

phase, where n is a multiple of x; (2) level of generative
polyploidy in diplophase, where 2n represents multiples
of x higher than 2x; (3) shortcut for somatically poly-
ploid, endopolyploid or endoreduplicated.

10.

11.

12.

13.

14.
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24,
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. 1Cx-value:

. Endopolyploid: status of nuclei that have undergone

endocycles of replication.

Alternation of nuclear phases: alternation of n and
2n by meiotic reduction and fertilization.

Reduced: in nuclear phase with chromosome number n
(haplophase).

Non-reduced: in nuclear phase with chromosome num-
ber 2n (diplophase).

Alternation of generations (‘primary a. of g.”):
alternation of gametophyte and sporophyte(s). usually
but not necessarily connected with alternation of
nuclear phases. (Exceptions, e.g. in apomicts, in which
non-reduced embryo-sacs alternate with non-reduced
sporophytes.)

Sporophytic: belonging to the sporophyte in plants,
which is in general but not necessarily non-reduced
(diplophasic).

. Gametophytic: belonging to the gametophyte in

plants, which is in general, but not necessarily reduced
(haplophasic).

Endospermic: belonging to the endosperm in
angiosperms, which has variable initial chromosome
numbers, given as multiples of n. dependent on the

embryo-sac type and variations of the fertilization
process.

Genome (nuclear): covering term including the
chromosome complement and its DNA characteristic
for an organism and, in polyploid organisms, also a
monoploid chromosome set of the complement and
its DNA.

Monopleid genome: one chromosome set of an
organism and its DNA having the chromosome base
number x.

Holopleid genome: the whole chromosome comple-
ment (with chromosome number n) and its DNA
characteristic for the organism, irrespective of the
degree of generative polyploidy, aneuploidies, etc.
Polyploid genome: a generatively polyploid chromo-
some complement of an organism and its DNA with
the chromosome number r being multiples of x, or
being derived from such a multiple.

Nuclear DNA content or amount: the amount of DNA
in any given cell nucleus irrespective of the state of
replication, degree of endopolyploidy, etc.

Genome size: covering term for the amount of
DNA in the holoploid genome of an organism and
also in the constituent in
polyploids.

C-value: DNA content of a holoploid genome with
chromosome number n; abbreviation for holoploid
genome size.

1C-value: DNA content of one non-replicated holo-
ploid genome with the chromosome number n. Also
the half of a non-replicated holoploid non-reduced gen-
ome with the chromosome number 2.

monoploid genomes

. Cx-value: DNA content of a monoploid genome

with chromosome base number x; abbreviation for
monoploid genome size.

DNA content of one non-replicated
monoploid genome with chromosome number x.

(Greilhuber et al. 2005)
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