Velikosti rostlinného genomu

Prvni méreni kolem roku 1950 (Swift PNAS 1950) — pro druh viceméné
stala hodnota

Dnes Udaje zndmé pro vice nez 12000 druht cévnatych rostlin (C-value
databaze v Kew)

V posledni dobé se méri témeér vyhradné pomoci prutokové cytometrie

Vyjadruje se v Mbp, Gbp (genomické studie) nebo v pg (cytometrické
studie); prepocet 1pg=978 Mbp (Dolezel et al.)

2C — velikost nereplikovanych zygotickych jader, 1C (polovina 2C — hlavné v
genomice), 1Cx — monoploidni velikost genomu (hlavné pro polyploidni
komplexy)




K cemu se to da pouzit

Identifikace druhu, hybrid{

Pro genomické studie — k c¢emu maji dojit

Jednoducha metoda na sledovani zmén v evoluci genomu a mapovani
modelovych druht (Arabidopsis thaliana, Brachypodium distachyon)

Zajimaveé ekologické souvislosti — to co nas v Brné hodné zajima




Rostliny maji extrémné variabilni

Cévnaté rostliny extrémné velka variabilita ve velikosti genomu >2300x

velikosti genomu

variabilita ve velikosti genomu (jader)

Angiosperms
Gymnosperms
Monilophytes
Lycophytes
Bryophytes
Algae
Mammals
Birds

Reptiles
Frogs
Salamanders
Lungfishes
Teleost fishes
Elasmobranchs
Jawless fishes
Insects
Arachnids
Crustaceans
Echinoderms
Annelids
Molluscs
Flatworms
Nematodes
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Extrémy ve velikosti genomu

Miniaturni genomy: Lentibulariaceae

Genlisea tuberosa 2C=122 Mbp
Utricularia gibba 2C=176 Mbp

Arabidopsis thaliana 2C=314 Mbp
Bellis perennis 2C=3 090 Mbp
Clovék 2C=6 153 Mbp

Gigantické genomy:

Viscum album 2C=178 000 Mbp
Paris japonica 2C=300 000 Mbp
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Velikost genomu — modelové
organizmy

Table 16-1 Haploid Genome Sizes (in Nucleotide Pairs)
of Model Genetic Organisms
Crganism {sroup Genome Size

T4 bacteriophage 2.0 > 10°
E. coli bacterium 4.2 > 10°
Saccharotwyces cereviside reast 1.8 X 107
Neurospord crassg rmold 2.7 X 107
Dictyostelivum discoidentn alime mold 5.4 > 107
Cacnorhabditis elegans nermatode 1.0 > 10°
Arabidopsis thaligng plant 1.0 < 10°
Drasophila melanogaster insect 1.4 > 10°
s s e s marntmal 3.0 107
Hotno sapiens rnatnnal 3.3 X 1¢°
Zeq tavys plant 5.4 X 10°




Velikosti genomu u vyssich rostlin
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VG u hahosemennych a
krytosemennych
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VG u mechorostu a kapradin

Spermatophytes

‘Polypodiaceous” ferns (390

Tree ferns (6}
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DUvody

 Chromozomalni prestavby, B-chromozomy — prakticky zanedbatelné

e Soucasnd nebo historicka polyploidie (celogenomové duplikace) — dulezité na
mensSich evolucnich skalach ale napfric rostlinami vétSinou nepodstatné
(Arabidopsis je historicky asi 512-ploid, ale skoro uplne nejmensi rostlinny
genom)

* Podstatné: amplifikace repetitivni DNA, zejména rtuznych druh
retrotranspozonu; tvori (3-)10-60(-80)% genomu

e (C-value paradox — velikost genomu neodpovida poctu genu ani komplexité
organizmu (kukufice = ¢lovék)

Utricularia Triticum
gibba aestivum

2C genome size (Mbp) 176 34 000

Retrotranspozony <3% > 80%
Geny > 66% < 2%




Obsah repetitivnich sekvenci —

retrotranspozony
Gra_m:le;in1 Opic-1
Hur.'k—1li i1 Ji Qpie:3_Ji-5solo
:;\. ; Tekay " Opie-2 Husck-2 Ji-2soloii- ll Ji-4 Cinful-1
re‘\- cmf.-.rr-; it Fourf | - Reina fKakrl—‘l Kake-2 Opic-4
e = e
gy 4 'L"r"j . =
adh1-F  psg 10 kb 022
Oryza sativa Triticum aestivum B genome
C/n=0.04 pg C/n= 0.83 pg
30.7 % retrotoelements 74.0 % retroelements
27.3 % (101 Mbp) genes 2.5 % (100 Mbp) genes




Slozeni repetic

% of % of % of maize o of
Class, subclass, family MNo. hits MNo. bases, bp chromaosome 3B wheat D-genome genome rice genome
Class | elements (retrotransposons) 16 167 7427 147 687 480 634 1858
LTR retrotransposons 15 762 1 284 358 614 470 51.2 126
gy psy-like gan 4 183 825 |7 244 30.5 g9
copia-like 3473 151714 14.0 137 207 37
athialike 3257 1577 450 145 8B ind el
TRIM 20 haG2 00 0.1 d i
MNon-LTR retrotransposons 405 142 785 13 1.1 0.1 0.5
LINE 390 135 475 13 1.1 0.1 0.1
SINE 15 3314 00 0.0 0.0 0.4
Class |l elements (DNA transposons) 2025 610 236 56 116 1.3 10.4
CACTA 1567 SFL 612 45 108 0.3 28
Mutator 3 7443 0.1 0.1 0.0 0.5
MITE 338 50 530 05 0.4 0.3 4.0
LITE g9 22 58 0.2 03 d i
Unclassified elements 386 168 453 16 28 nd i
Other known repeats 254 34816 03 34 1.3 1.1
High-copy-number genes 12 1571 0.0 11 0.0 0.1
{ribosomall
Simple repeats 158 25 036 0.2 22 1.2 1.0
Tandem repeats 84 8X09 0.1 0.2 i i
Unknown repeats 3595 1 036 509 96 82 i g

Total 22417 8 &8 207 #59 140 66.0 30.7




LTR-retrotranspozon

LTR-retrotranspozon

LTR = long terminal repeat
TSD = target site duplication
PBS = primer binding site
PPT = poly purine tract

gag, pol, env = open reading frames for genes
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Retrotranspozony — Oryza
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Eliminace retrotranspozonu

Hlavni mechanizmus snizovani VG — mozna ze schopnost
eliminace dokonce urcuje velikost genomu (Petrov 2002).
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Polyploidie

Celd eukaryota paleopolyploidni (¢lovék
je asi paleohexaploid) — v pribéhu Jurassic Cretacsous | Tettay
evoluce béZzn3d diploidizace genomu — | )
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Recentni polyploidie -
neopolyploidie

Historické odhady od 30—70(80) %; 34% (Rice et al. 2019)

[ ]
* Neékteré skupiny malo polyploidni — Apiaceae, Arecaceae
 Hodné polyploidizuji napt. Poaceae, Violaceae
 Malo polyploidl u rostlin s velkym genomem
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Recentni polyploidie -
neopolyploidie

* Polyploidie castéjsi ve vysSich zemépisnych Sirkach (Rice et al. 2019), na horach

e Polyploidi jsou Castéji vytrvalé byliny, ,selffi“, jen vzacné ale stromy

* Polyploidni rody jsou druhové bohatsi avsak polyploidi maji méné ¢asto speciuji (viz
Mayrose et al. 2011)

125¢ — ‘

50 | ‘

Average species richness

¥ 0-25% 25-50% 50-75% T5-100%

Polyploid frequency y
| - ] - £ . "
0% O : Degree of polyploidy in genera




Recentni polyploidie — extrémy

Haplopappus gracilis
2n=4

Viola modesta
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Extrémni polyploidie — pletiva

Somatické polyploidie
- endopolyploidie

- Scilla, Beta (70-80 % bung¢k)

- ¢asto u malych genomd, zasobnich pletiv

Scilla bifolia
antipody - 1 024 n
elaiosom - 4 096 n

Phaseolus coccineus
suspensor - 8 192 n

Pisum sativum
dé¢lohy - 64 n

Arum alpinum
endosperm - 24 576 n




Dusledky — nucleotype effect

VloZeni retrotranspozonu do/v okoli genu mze zménit jeho expresi a
funkci; proc ale rostliny toleruji/potiebuji tak moc transpozont v genomu
ale neni jasné (mozna pouzivany k diverzifikaci genomu za stresu/v nouzi?;
transpozony asi nemaji néjakou vyznamnou strukturni funkci jak se
predpokladalo — viz genom Utricularia gibba fungujici i se 3% transpozon)

Duplikované geny polyploidd dovoluji rdzné mutacni/evoluéni experimenty
s ,redundantnimi“ kopiemi genu -> muze za vyssi adaptivni potencial
polyploidl a jejich vyssi Sanci na Uspésny ,,uték” z daného genomického
nastaveni (staze)

Nicméné i sdm obsah DNA ma pasivnich, okamzitych a stalych efektt
(nucleotypic effects; ,,genome size syndrome*“), které mohou podstatné
ovlivihovat dostupné zivotni a ekologické strategie rostlin:

— Trvani bunécného cyklu (mitéza, meidza)

— Velikost buriky

— Nutri¢ni (fosfor) naroky



eV /

Vetsi genom = pomalejsi bunécné déleni

Existuje pozitivni korelace mezi velikosti genomu a trvanim DNA replikace (S
faze bunécného cyklu), trvanim meidzy, mitdzy a nasledné i celého bunécéného
déleni
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Simova & Herben Proc. Roy. Soc. London B 2012 Francis et al. Ann. Bot. 2008



Dusledky pomalého bunécného déleni

* Rostliny s velkym genomem nemohou rlst dostatecné rychle na to, aby
stihly dokon it svuj Zivotni cyklus v rdmci jedné sezény, a musi byt proto
vytrvalé

* Velmi malé genomy jsou proto typické pro efemérni druhy (Arabidopsis,
Erophila, Veronica...) a jednoletky
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Funguje i u ceskych kytek

* Velikosti genomu pro >1600 druh, pgls analyza z trait daty v databazi
CLOPLA (reprezentativni pro ¢eské kytky)
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Velikosti genomu pro >1900 druh
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Velky genom ale nemusi prekvapive
znamenat pomaly rust

* Temperatni jarni geofytni druhy maji napadné vétsi genomy nez jejich pribuzni; i pres to
jsou ale na jare schopni vyrast velmi rychle, aby stihly vyvoj pred zdpojem stromového
patra (zastinéni)

* Tady je rychly ,rlst” zajistén preddélenim bunék v hlizach, které probiha v ,,dormatnim“

stavu, kdy jsou hlizy pod zemi (mUze trvat i nékolik mésicll). Na jare se preddélené bunky

naplni vodou, coz zajisti rychly nardst objem a ,,rast” — vysledkem je duznatost

Podobné to moznd funguje obecné i u pupent a vypada to, Ze byliny s vétsim genomem

rostou paradoxné rychleji! (Herben et al.)
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Zasobni organ = vetsi genom

20 000

* Energetické/materialni zasoby u rostlin se zasobnimi P
organy pravdepodobné dovoluji nerusenou DNA replikaci <
a bunécné déleni — geofytni rostliny proto asi mohou .
tolerovat vetsi genomy - \

b
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Cx=470 Mbp Cx=676 Mbp Vesely et al. Ann. Bot. 2013



Nuclear area (umz)

Vetsi genom = vetsi bunka

Existuje uzka korelace mezi velikosti jddra (genomu) a mnozstvi cytoplazmy v burice
(ddvody jsou nejasné — mozna optimalizace metabolické efektivity)

Velikost genomu a obsah cytoplazmy proto napfic riznymi organizmy urcuji minimalni
velikost bunky; burika se ale mUze dale zvétSovat vakuolami témér do nekonecna
Nejtésnéjsi korelace velikosti genomu u meristematickych bunék a prdduchl — maji
minimum vakuol a je zde silna selekce na metabolickou efektivitu; nebo u pylovych
zrn — velka velikost by omezovala pohyblivost (dolet; treba u kukurice)

Relativné dobra korelace u rostlin také s velikosti epidermalnich bunék
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Vetsi genom (=) vétsi rostlina

» Korelace s velikosti genomu slabne pri porovnani velikosti organt a témér
zmizi pri porovnani s celkovou velikosti rostliny — se vzrustajici komplexitou
roste dulezitost poctu a tvaru bunék

* Velikostni trendy ale patrné pri porovnani pribuznych druht (polyploidni
agregaty, diploidni a polyploidni plodiny = gigas efekt)

Leucanthemum album

Citrulus lanatus
L. xsuperbum

Fragaria vesca Fragaria xananassa



Vetsi genom (=) vetsi semeno

V absolutnim méritku velikost semena samozrejmé zavisi hlavné na jeho
designu a poctu bunék, ze kterého je tvoreno

Vztah se velikost genomu pozorovatelna zejména u blizce pribuznych
druhd, napf. v polyploidnich agregatech

Rozdily mzou hrat roli v Uspésnosti Sireni, uchyceni,....
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Vetsi genom = vetsi pruduchy

Beaulieu et al. New Phytol. 2008
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Vetsi pruduch = méneé efektivni pruduch

VVVVVV

fyziologii a ekologii rostlin; zatim skoro neprobadané

Cim je vétsi (8irsi) svéraci burika, tim je hlubsi priduchova §térbina a
tim je delSi i cesta pro difuzi/vyménu plynud (CO,, vodni pdra)

Vetsi pruduch je proto méné efektivni pfi prijmu CO, (zakladni strava
rostlin a slozka biomasy) — k ziskani stejného mnozstvi CO, musi vétsi
priduch zUstat otevreny déle — to je bezpecné pouze ve stabilné
vihkém prostredi

Z vétsiho tepla se kytky har chladi (mensi transpirace)




Hypotetické dusledky

Uspé&snost kytek v glacidlu za velmi nizkého CO, vesrsus soucasnost —
mohlo by souviset s expanzivnosti jednotlivych druh

Jarni geofyty (velké genomy a pruduchy) — muzou fungovat jen za dostatku
vlahy na jare + stabilni podminky uvnitr lesa +nemusi tolik chladit

Potencialné horsi chlazeni listl mozna dusledek toho, proc jsou polyploidi
zejména v arktickych oblastech a ne v tropech a subtropech (krom jinych
teorii) a proc jsou v tropech kytky jen s malyma genomama.

parazitické rostliny maji vétsi genomy (napfr. Viscum, Melampyrum) — o
vodu a efektivitu priducht se nestaraji — vodu si berou z hostitele
(asociované houby)

pokud rostliny s velkym genomem a velkymi priduchy chtéji rist v suchém
prostredi, vyZzaduje to radu xerofytnich adaptaci (napft. jehlicnany s
univerzalné velkymi genomy a prtduchy)

udrzeni transpiracniho proudu (branéni kavitaci) mozna mdlze za malé, ne-
polyploidni genomy u krytosemennych strom)

Efektivni prdduchy nutné pro fotosyntézu a produkci biomasy — mozna
vztah velikosti genomu a produktivity prostredi (napr. malé genomy v
tropech)



Vetsi pruduch = pomalejsi pruduch

Rychlé zavirani umoznuje lepsi hospodareni s vodou, hodi se jako reakce na
nahlé zmény prostredi — napf. zvySena transpirace v dusledku vétru

Mechanizmus komplexni, ale pfispiva k tomu asi i rozdil v poméru povrch/objem
u razné velkych svéracich bunék (zmensuje se s velikosti bunky) a dobu, za jakou
jde tato bunka naplnit vodou

Nejrychlejsi priduchy u trav - muze souviset s jejich extrémnim evoluénim
uspechem na otevrenych stanovistich v poslednich = 30 Myr.

Asi budou i dalsi konsekvence — odpovéd na zménu klimatu a rostouci CO,?

s
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PR ' ©
Ak e
' - <
\E o) . o
- S L ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
—_— = 50 100 200 500 1000 2000 5000 10000

. Objem sveéraci buriky (ums3)
Vesely, Smarda et al. rejected



Vetsi bunka = levnejsi bunka

* Pokud buduje rostlina pletivo z velkych bunék, na stejny objem spotrebuje
méné uhliku (fotosyntézy), zejména pokud bunku vyplni vakuolou s vodou —
rostliny asi pouzivaji vétsi buriky kdyz je potreba zajistit ,rust“ s
minimalnimi fotosyntetickymi naklady (za C/svételné limitace)

e ZvétSeni bunék Casto zprostredkovano endopolyploidii (ackoli replikace
DNA také néco stoji — viz dale); klasicky priklad je endopolyploidie u
hypokotylu

Malé buriky = vétSi mnozstvi Velké bunky = mensi mnozstvi
bunécnych stén v daném objemu bunécnych stén v daném objemu



Hypotetické dusledky

* Lepsi (rychlejsi) rast kofenu u sucho-tolerantnich rostlin — pouziva se v
soucasnosti k selekci plodin pro suché oblasti (napfr. kukurice)

e Jarni geofyty mozna potrebuji velké genomy a bunky k tomu, aby
Setrili materialem na stavbu téla, které stejné dlouho neposlouzi

e Urcité rada dalSich vztahu v souvislosti s ,,levhou” tvorbou zivé
biomasy — napr. rychly rist a kompetice o svétlo; diploidi vs. polyploidi



Vetsi genom =? zvysené naroky na
ziviny (fosfor)

DNA a RNA jsou na fosfor jedny z nejbohatSich molekul v bunce

Leitch & Leitch (Science 2008) se domnivaji, Ze polyploidni buriky mohou
byt narocnéjsi na P — to by mohlo ovlivnit rozsifreni polyploidu a rostlin s
velkymi genomy, stejné jako je to znamo u rasovych spolecenstev nebo u
nékterych plzQ

Grantovy projekt 2011-2014 (pokusy Rengen, Svalbard, Cape, Ruzyné)
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Rengen Grassland Experiment - dukaz?

Zalozen 1941 a od té doby pravidelné udrZzovan; oligotrofni travnik na zacatku zoran a
oset smési produkénich trav a picnin; hnojeno ro¢né, blokovy design zasahu

Rostliny s vétSimi genomy jsou Uspésnéjsi na P hnojenych plochach — hlavné
kompetitivni polyploidni travy; produkce biomasy vzrista na ukor druhové bohatosti

Kompetitivni vlastnosti polyploidd podminény dostatkem P

Podobné vysledky také ted v Park Grass Experiment

Mean ploidy level
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Smarda et al. New Phytol. 2013




Percentage of

Svalbard

Arktické souostrovi, kompletné zalednéno, 162
pUvodnich druhu, vice nez 80% polyploidnich
(nejvyssi na svété)

Nasbirano 125 druht (77%) ve dvou oblastech,
cytofloristika, fytocenologické snimky + vzorky
pld

Zadny rozumny vztah s P, ale s bare ground a
nadmorskou vyskou (=teplotou)

Vyssi zastoupeni polyploid( dano asi jen jejich
vysSsi schopnosti prezivat nez dostupnosti P
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Flora Kapska (jizni Afrika)

* =9 000 druhl na uzemi 90 000 km?; 67% endemizmus; radiace asi 30 linii v
prubéhu poslednich 14 Mya, kdy se vysusil jih Afriky

* Kontrastni podlozi a ptdy s radou specialistli (endemitu)

D Superficial sands and limestones (Quarternary)

Uitenhage sandstones and shales {Cretaceous)

Witteberg sandstone (Devonian)

= Bokkeveld shale (Devonian)

D Cape sandstone (Silurian and Ordovician)

. Cape granite (Cambrian)

Malmesbury shale (Precambrian)

Port Elizabeth

Cape Agulhas




Kapsko vysledky

Cytofloristika: sbirany vSechny druhy 8 rodu v 8 tzemich (500 druh()+FCM;
analyza Zivin v pudé a biomase

Polyploidi paradoxné nejc¢astéjsi na P chudych substratech - ?dikaz vétsi
adaptivity polyploidd (na P chudy substrat)?
Polyploidi zde také témeér chybi u drevin — asi globalni trend.
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Jak je to tedy s P limitaci polyploidu?

Praktické pokusy na Svalbardu a v Kapsku neukazaly Zadnou zavislost frekvence polyploidie
a P, stejné tak kultivaéni experimenty s pary diploid a polyploid v Ruzyni (Smarda et al., to
be published)

Vysledky z Rengenu i z Parkgrass mGzZou byt stejné dobre dané tim, Ze polyploidi jsou zde
zaroven nejvétsi kytky + to mlze byt dano jejich vyselektovanou schopnosti byt
kompetitivné zdatnéjsi

Vétsi jadro znamena vétsi bunku a vic P, ale vétsi bunka zarovert znamena méné
fosfolipidovych membran na jednotku objemu — chtélo by to model

Rostliny na zvétsSeni buriek pouzivaji casto endopolyploidii — pro¢ by to délaly, kdyby to
bylo néjak zivinové narocné

U rostlin se P naroky musi chapat jako naroky celé rostliny, ne jen jednotlivé buriky — to
je asi dlvod, proc teorie P limitace a genomu funguje dobfe u ras a ne u rostlin, kde jsou
celkové naroky dany do znacné miry poctem bunék (velikosti téla)

V soucasnosti dva pokusy — endopolyploidie (Ondra a Lucka - nevychazi) a obsah P na
buriku u diploid( a polyploid’ — vychazi!

Mozna interakce s herbivory (preferuji P bohatou stravu) — viz vysledky v Anglii kde to
vychazi



Konec pohadky o fosforu a co ke
zkousce
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Co ,prevazné” ridi evoluci velikosti
genomu

Mutacni teorie — resi, jak genom roste; predpokladaji, ze velké a pomaleji se
délici bunky jen toleruji vétsi genom
e Driftem —junk DNA teorie

* Selfish mnozenim transpozont (jak mUzou, tak se mnozi) — selfish DNA
theory

Optimalni teorie — resi, jaka je optimalni velikost genomu

* Velikost genomu koevolvuje s velikosti buriek (velikost DNA jako dllezity
strukturni bunécny komponent) — nucleocytoskeletal theory (velikost
genomu selektovana ke spravnému fungovani bunky)

* Genom si zije vlastnim Zivotem a jeho zmény se jen , pasivné” projevuiji
na velikosti bunek — nucleotype theory

Daji se najit argumenty pro i proti kazdé z nich — nic nefunguje univerzalné



Varibilita velikosti genomu uvnitr
druhu?

Variabilita - nutny predpoklad evoluce kazdého znaku

Variabilita uvnitf druhu — mozny vhled do ranych stadii evoluce velikosti genomu
Od 60. let prvni prace u Linum, Lolium

Velky boom kolem 80. a zacatkem 90. let

Greilhuber 1995-1998 a skepse k méreni

Greilhuber 2005 a dvojpiky

V soucasnosti vice nez 200 praci; vice nez 50 zpochybnéno nebo zamitnuto



Nesmyslna variabilita

Metabolity:
* Helianthus annuus — rizné oslunéné listy
* Euphorbia pulcherrima — rGzné barevné listy

Absence interni standardizace:
* Glycine max

Horka hydrolyza u Feulgenovy reakce:

* Hedera helix — rozdil mezi starymi a mladymi listy
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Nekteré priklady ze soucasnosti

Microseris douglasii

Zea mays (zde objeveny transpozony — B. McClintock, Nobelova cena 1983)
Hordeum spontaneum

Silene latifolia (pohlavni chromozomy)
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Rumunské kostravy a vnitrodruhova variabilita
v obsahu DNA
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Variabilita v obsahu DNA Festuca pallens — area
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Variabilita v obsahu DNA F. pallens

Palava Hills

LALLM

i PAVLOV

LAAN

LA

LLL

Rl |

MIKULOV

Vitava River valley

MASLOVICE

» [N
Rl

B>
GG G %g q VETRUSICE

Rokytna Riverwvalley

inlave

<GGO

L) IR
——— 1L

smalest 25% 50% 75%

@ diploids 2x

largest D tetraploids 4x

Smarda & Bures. Annals of Botany 2006



Vnitropopulacni variabilita obsahu DNA

A \ positioning range
ety \ median 50%
o <l T W A '

100 m | smallest highest 10% 100%

Smarda, Bures, Horova. Annals of Botany 2007



Vnitropopulacni variabilita obsahu DNA

Mean
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ta obsahu DNA
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Velikost genomu — matka versus potomek?

17 matek 565 semenacku
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Velka variabilita mezi potomstvem jedné matky
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C

Iledian genome sze of zeedlings(an)

im vétsi VG matky, tim vétsi VG potomku
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Percentage of seedlings
with genome size below their mother (M)

M

M

Vliv otce na VG semenacku?!
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kontrola

intraspec.

Stablizujici selekce na VG

interspec.
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Co to znamena?

RGzna velikost genomu se mlZe generovat rychle uz u jedné kytky.

Co za to u Festuca pallens mize se nevi (?tfeba rekombinace ruzné velkych
chromozom?) a neni jasné, nakolik je to univerzalni i v jinych skupinach rostlin —
je potreba dalsi vyzkum.

Nové generovana variability nemusi byt nutné adaptivni, jen ty extrémné malé
nebo velké genomy trpi néjakymi nedostatky (néco asi chybi nebo prebyva) a maji
mensi Sanci se etablovat.

O velikosti genomu nového druhu tak bude spis rozhodovat nahoda nez néjaka
selekce prostredim — aspon u Festuca pallens.



Genomicky GC obsah

e Zatoupeni ATGC bazi v genomu neni stejné; vyjadrenim obsahu jakékoliv
baze mUzeme spocitat koncentraci zbyvajicich; nejcastéji se pouziva GC
obsah

* Miuze se ménit rGznymi strukturalnimi zménami nebo selekénimi tlaky
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GC extrémy

16,6%0 — nejmensi bakteridlni genom
endosymbiotické Candidatus carsonella ruddii

74,9%0 — anaerobni Anaeromyxobacter dehalogenans

299%06 — pavouk Stegodyphus lineatus

47,4%0 — mihule Fiéni Lampetra

fluviatilis

23,9 % - Calypso bulbosa
34,7%0 — Ginkgo biloba, Allium cepa
49,7%0 — Sesleria caerulea




Centromere loss

N

Chromosomal rearrangements
by genome duplications

Homeologous
chromosomes
divergence

Retrotransposons
amplification/removal

Telomere variation

Co urcuje GC obsah?
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Strukturalni zmény

Coding Non-coding

DNA DNA

Arabidopsis 441 % 32.7 %

Zea mays 52.0 % 47.0 %

Oryza sativa 45.3 % 42.9 %
Introns (Oryza) 38.3 %
Exons (Oryza) 54.2 %
Huck retrotransposons (Zea mays) % 60 %
Wallabi retrotransposons (Oryza) 50.9 %
MITE retrotransposons (Oryza) 28-34 %
Ribosomal DNA 270 %




Selection drive |

genes  1st codon 2nd codon 3rd codon
Oryza sativa 542 % 575 % 32.7 % 61.8 %
Arabidopsis 446 % 446 % 47.0% 417 %
Allium cepa 453 % 435 % 429 % 40.9 %

0.25 Arabidopsis thaliana

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

GC3 content (%)
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Mutacni bias

Evolucni vyznam vzdy jen ten, co se dedi
Biased gene conversion/Heteroduplex base mismatch repair -

Replication associated bias — rlizna expozice retézcl pri
replikaci, muze byt ovlivnéno také dostupnosti jednotlivych
nukleosidu

e f.\}



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=DNA+replication+okazaki&source=images&cd=&cad=rja&docid=Pa4hPErzIOB3gM&tbnid=mWwPFcTMdsIldM:&ved=0CAUQjRw&url=http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA-Okazaki-Fragment-prelim.PNG&ei=Y4duUY28O8eatQaW9oHoDw&bvm=bv.45368065,d.bGE&psig=AFQjCNF1INzYb6ReHczoPIyHa6Z5bmyufA&ust=1366284275995068
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=DNA+replication+okazaki&source=images&cd=&cad=rja&docid=Pa4hPErzIOB3gM&tbnid=mWwPFcTMdsIldM:&ved=0CAUQjRw&url=http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA-Okazaki-Fragment-prelim.PNG&ei=Y4duUY28O8eatQaW9oHoDw&bvm=bv.45368065,d.bGE&psig=AFQjCNF1INzYb6ReHczoPIyHa6Z5bmyufA&ust=1366284275995068

Meéreni GC obsahu

Nejlépe kompletni genomova sekvence (pres 1200 je jich znamo u
bakterii, u eukaryot snad ani jedna)

RUzné biochemické metody
DNA melting
Flow cytometrie



DNA melting

GC baze se vazou pevnéji nez AT pary — obecné se mysli, Zze je to tim, Ze se vazou
trojnou vazbou, ale je to spis diky strukturfe aromatickych vazeb v molekule

Pri metlingu se DNA naseka na mensi kousky, postupné se zahriva a denaturuje —
z dvoretézce se stavaji jednoretézce

Zaznamenava se absorbance a mnozstvi rozvolnéné DNA(dvousroubovice a
jednoretézce se lisi); muze se nechat renaturovat

ZjiStuje se teplota, kdy je denaturovano 50% DNA. Z této hodnoty se potom
spocita GC obsah.
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Flow cytometrie |

Z méreni se dvéma barvickami — jedna
barvi celkovou DNA (napt. Pl), druhd je
specificka na nékteré baze (napf. DAPI)
Pl se vaze interkalarné do
dvousroubovice

AT/GC specifickeé barvicky se vazi
interkalarné (ale tam malo sviti) a potom
na povrch na urcity pocet bazi (tam sviti
nékolikaradové intenzivnegji

Frequency
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Flow cytometrie Il

* Vztah mezi fluorescenci a obsahem AT/GC neni linearni ale podle nize uvedeného vztahu

«  Regeni vyzaduje vyfesit sloZitou rovnici — k tomu je na webu excelovsky soubor:
http://www.sci.muni.cz/botany/systemgr/download/Festuca/ATGCFlow.xIs

0.25
0.15 A
0.1 4
0.05 -
0 T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
JCAT ) = DF e X F (AT, e ) =0 =

(1 - ATsample )ATsZmple

(1 - AT reference )AT rneference

1_ ATn sample X

sample

1- AT

reference

=0

Relative fluorescence of a sample

1.0

o
=

o
o)

e
'S

e
[N}

0.0

n=2

n=3

n=5

20 40 60 80
AT content of a sample (%)

100



Co GC znamena

Termostability hypothesis — na zakladé vétsi stability GC bazi — hlavné u

baktérii; u rostlin mozna funguje pfi stabilizaci DNA za sucha (Smarda et
al. 2014)

Narocnost syntézy (Rocha & Danchin 2002)

Funkénost genomu — Vinogradov 2001, 2003, 2005 — korelace GC s
bendabilitou DNA, schopnosti B-Z tranzice, DNA curvature, tvoreni
nukleosomu — dulezité pri regulaci transkripce a kondenzace chromatinu
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Prikladové studie

Barow a Meister 2002

1.3
Table 2
Differences Benween the DAPT DI 12 A O
of the Ineestipated Families* H " 0
- 1.1 4 H O ©
Averape DAPL factor Significance F

Family with SD code® § H
Poaceae 0.70 + 0.06 a 10 o LI
Asparagiceas 0.00 + b g = o f G, L.B EE
Ranunculaceae 0.93 + 0.02 be & g
Rosaceae 0.94 = 0.05 be T be g M
Pinaceae 0.96 = 002 be g
Brassicaceae 0.97 + 0.01 b 0.8 - a
Lamiaceae 0.98 = 006 be
Chenopodiaceae 1.02 £ 0104 bed Q¢
Asteraceae 1.02 + 0.08 bed 0.7 =
Cucurbitaceae 104 = 0.05 bed o
Urticaceae 1.05 = 0.05 bed o
Solanaceae 1L.07 + 0.06 cd 0.6
Fagaceae LO7 £ 0.02 cde
Fabaceae 1.07 = 0.06 cde 05 —
Liliaceae L1507 de
Alliaceas LI5S £ 0104 de 0.1 1 10 100
Ginkgoaceae 120 xO° e Genome size [pg)




Festuca

Monoploid genome size (pg)
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Festuca ll
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Festuca lll

Monoploid genome size (pg)
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Festuca IV

Monoploid genome size (pg)
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Average chromosome size — C/n-value (pg)
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Monocots Il
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gh GC grasses

@ Flagellaria indica M259
@ Joinvillea plicata

@ Joinvillea borneensis

0 Ecdeiocolea monostachya
@ Pharus latifolius

(O Ehrharta longiflora

@ Oryza sativa

@ Olyra latifolia

@ Dendrocalamus hamiftonii
@ Stipa pennata

) Trticum monococcum

@ Elymus distichus

(D) Koelena capensis

Iy Festuca breistrofferi

D Ansfida purpurea

@ Molinia caerulea

@ Phragmites australis

i Harpachne schimperi

() Eragrosfis minor

O Pentaschistis densifolia
@ Tnbolium brachystachyum
3 Danthonia decumbens

® Centotheca lappacea

@ Lophatherum gracile

12 Chasmanthium latifolium
&) Digitaria sanguinalis

@ Panicum sumatrense

() Zea diploperennis

) Sorghum halepense

Mya

Correlates with the extreme
evolutionary succes of grasses in
open and drough stressed
habitats and Tertiary expansion
of grass biome (Smarda et al.
PNAS 2014)

High GC correlates with presence
of GC rich genes’ orthologs of
unknown function (? is this the
same in GC-rich Xyridaceae and
algae)



GC content (%)

34 36 38 40

Low GC in holokinetics?

= * Unknown molecular reasons

= * Single example - holokinetics rare in vascular plants
= but common in various groups of arthropods
= = (Odonata, Trichoptera, Nematodanthognata,

s e Stiff holokinetic chromosomes tolerate breaks —
—= known in many ancient lineages - might allow
= terrestrialization (Zedek & Bures submitted) (for
= plants e.g. holokinetic Zygnemataceae — GC

= content unfortunately not known)
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Average chromosome size
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Pooideae

log Average chromosome size (pg)
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Co priste doplnit

* Endopolyploidi
 Genome size downsizing u polyploidu
* Genome size u fosilnich rostlin



