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Abstrakt

Variabilita velikosti genomu dosahuje u rostlin nékolika fadd i v ramci pomérné pribuznych skupin.
Studiem velikosti genomu ve fylogenetickém kontextu je dosahovano zajimavych vysledkd
charakterizujici evoluci jednotlivych skupin rostlin. Vtomto sméru doposud nebyly zkoumany
tropické rostliny.

Tropicky rod Globba (cca 100 druh() patfi do ekonomicky vyznamné celedi Zingiberaceae.
Centrum diverzity rodu se nachazi v Thajsku, ale roziifeni sahd od vychodni Indie a jizni Ciny aZ
po Indonésii a Filipiny. Jedna se o polyploidni komplex s vyskytem dvou cytotypl v rdmci jednoho
druhu (2n =32 a 2n = 48) charakteristickym minimdlné ve tfech ze sedmi rozliSovanych sekci.

Cilem této prace byla rekonstrukce fylogeneze skupiny, zjisténi role polyploidie a zhodnoceni
evoluce velikosti genomu rodu Globba ve fylogenetickém kontextu, k cemuz bylo vyuZito modernich
biosystematickych metod (prdtokova cytometrie, pocitani chromozédmu, sekvenovani jadernych a
chloroplastovych DNA Usekl). Ke zpracovani a vyhodnoceni dat bylo pouZito ¢etnych softwar( a
statistickych metod.

Velikost genomu byla v této skupiné mérena poprvé. Z 87 jedincl byla nejmensi velikost
genomu namérena u druhu Globba nuda (2C = 1,11 pg). Nejvétsi velikost genomu byla zjiSténa
u druhu Globba sp. E20110277 (2C = 3,84 pg). Prlimérna hodnota cinila 2C = 2,35 pg a median 2C =
2,14 pg. Nejmensi monoploidni velikost genomu byla namérena téz u druhu Globba nuda (C, = 0,139
pg), nejvétsi u druhu Globba sessiliflora (C, = 0,475 pg), prdmeér Cinil C, = 0,262 pg a median C, = 0,255
pg. Nové chromozémové pocty byly zjistény pro druhy Globba siamensis (2n = 32), G. atrosanguinea
(2n = 32) G. nisbetiana (2n = 20-24) a G. sp. novum E20081114 (2n = 32). Fylogenetické analyzy jsou
oproti dfivéjSim rozsiteny o druhy G. purpurascens, G. unifolia, G. corneri, G. kerrii, G. nisbetiana a
G. sp. novum (E20081114).

Bylo zjisténo, Ze v evoluci této skupiny nedochazi k obecnému trendu zvétSovani ani
zmensovani velikosti genomu, Ze mnoiZstvi DNA je Uzce spojeno s fylogenezi (taxony nejsou
nezavislé), a Ze zmény jsou plynulé (ne skokové). Velikost genomu spolecného predka byla
odhadnuta na 2C=1,46 pga 1C, = 0,21 pg.

Klicova slova: Globba, evoluce velikosti genomu, C-hodnota, fylogeneze, chromozdmy, Zingiberaceae



Abstract

The variability of the genome size reaches several grades even within relatively close groups of
plants. The study of the genome size in the phylogenetic context provides interesting results which
characterize the evolution of the individual groups of plants. In this respect, tropical plants have yet
not been studied.

Tropical genus Globba (ca. 100 species) belongs to an economically significant family
Zingiberaceae. The diversity centre is found in Thailand but it spreads from east India and southern
China up to Indonesia and the Philippines. It is a polyploid complex which exists in two cytotypes
within one genus (2n = 32 a 2n = 48); it is characteristic minimally in three out of seven distinguished
sections.

The aim of this thesis has been a reconstruction of the group phylogeny, discovering the role of
the polyploid and evaluation of the genome size evolution of the Globba genus in the phylogenetic
context. To this end, modern biosystematic methods were used (flow cytometry, chromosome
counting, sequencing of the nuclear and chloroplast DNA regions). Many types of software and
statistical methods were used to process and interpret the data.

In this group, the genome size was measured for the first time. Out of 87 individuals, the
smallest size was measured with Globba nuda (2C = 1.11 pg). The largest genome size was discovered
with Globba sp. E20110277 (2C = 3.84 pg). The smallest monoploid genome size was measured also
with Globba nuda (C, = 0.139 pg), the largest monoploid genome size was in Globba sessiliflora (C, =
0.475 pg), the average amounts to C, = 0.262 pg and the median is C, = 0.255 pg. New chromosome
counts were discovered with Globba siamensis (2n = 32), G. atrosanguinea (2n = 32), G. nisbetiana
(2n = 20-24) and G. sp. novum E20081114 (2n = 32). Unlike in earlier studies, the phylogenetic
analyses were enriched with G. purpurascens, G. unifolia, G. corneri, G. kerrii, G. nisbetiana and G. sp.
novum (E20081114).

It has been found out that in this group evolution, there does not occur the general tendency
to enlarge or reduce the genome size, that the DNA amount is closely connected to the phylogeny
(taxa are not independent), and that changes are gradual (not punctual). The genome size of a
common ancestor was estimated at 2C = 1.46 pg and 1C, = 0.21 pg.

Keywords: Globba, genome size evolution, C-value, phylogeny, chromosomes, Zingiberaceae



Seznam zkratek

BI Bayesian inference, Bayesovska analyza

bp Base pair, komplementarni pary bazi (Mbp — megabase pair, milion par( bazi)
cl Consistency index, konzistenéni index

Cl Confidence interval, konfidenéni interval

GLS Generalized least squares

ILD Incongruence lenght difference

ITS Internal transcribed spacer

Lh Likelihood

LR Likelihood ratio

LRT Likelihood ratio test

ML Maximum likelihood, maximalni vérohodnost
MP Maximum parsimony, maximalni parsimonie
RI Retention index, retencni index

SAT-chrom. Satelitni chromozémy
sp. Z latinského species, znaci druh z uréeného rodu ¢i vyssi taxonomické jednotky
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1 Uvod

Velikost genomu a stupen ploidie se v poslednich desetiletich staly v biosystematické botanice velmi
uZite¢nymi a casto studovanymi charakteristikami rostlin. V souvislosti stim vzrostl zajem o
rozlusténi charakteru evoluce velikosti genomu. Tento jev je zkouman v rlznych taxonomickych
urovnich, jako jsou napfiklad celd skupina krytosemennych rostlin (Soltis et al., 2003), celedi
(Brassicaceae - Lysak et al., 2009; Orchidaceae - Leitch et al., 2009) nebo rody (Orobanche - Weiss-
Schneeweiss et al., 2006; Hieracium - Chrtek et al., 2009; Allium - Gurushidze et al., 2012).

Variabilita ve velikosti genomu je u rostlin obrovskd a to i na vnitrorodové Urovni (velikost
genomu se u krytosemennych lisi 2400 nasobné, Pellicer et al., 2010) a ¢asto nekoreluje s evolucni
odvozenosti organismu. Tyto velké rozdily ve velikostech genomu jsou zpUsobovany nékolika
mechanismy, z nichz ke zvétSovani genomu nejvice pfispiva zmnozovani transponovatelnych
element( a polyploidizace a ke zmensovani genomu vedou chyby pti rekombinaci (Grover et Wendel,
2010). | pres vysokou efektivitu mechanismd zvétsujicich genom ma vétsina rostlin maly genom
(Leitch et al., 2005), protozZe se zda, Ze velké genomy jsou evoluéné nevyhodné (Knight et al., 2005).
Ndzor na charakter evoluce velikosti genomu stale provdzi mnoho nejasnosti. K jejich rozklicovani je
prozkoumané naptiklad tropické a subtropické skupiny. Ackoli jsou tropy vyznamnym centrem
diverzity, byvaji ¢asto v modernich biosystematickych projektech opomijeny (pfedevsim z ddvodu
obtizné dostupnosti).

Existuji odhadem desitky praci na téma evoluce velikosti genomu urcité skupiny v souvislosti
s fylogenezi. Tyto publikace maji rlizné zavéry s rozdilnymi hypotézami. Nevyplyva z nich Zadny
obecny model evoluce velikosti genomu. Nicméné v nékolika pfipadech byl pozorovan néjaky trend
jako napfiklad zmengovani genomu v odvozenych taxonech u Festuca (Smarda et al., 2008), Allium
(Ricroch et al., 2005) nebo naopak zvétseni genomu v odvozenych skupinach u Liliaceae (Leitch et al.,
2007). Velmi casto je pozorovana alesponn podobnd velikost genomu v rdmci jednotlivych
fylogenetickych skupin, coz bylo pozorovano napfiklad u rodu Lupinus (Naganowska et al., 2003),
Hieracium (Chrtek et al., 2009), Lasiocephalus (Duskova et al., 2010) a Echinops (Sanchez-Jiménez et
al., 2012). V nékterych pfipadech se souvislost velikosti genomu s fylogenezi neprokazala, ale byly
nalezeny korelace spise s jinymi faktory, naptiklad ekologickymi. Mezi takové patfi rod Gossypium
(Wendel et al., 2002) nebo Veronica (Albach et Greilhuber, 2004). V soucasnosti probiha vyzkum
evoluce velikosti genomu v ¢eledi Zingiberaceae, ktery vede O. Sida (Botanické oddéleni Narodniho
muzea, Horni Pocernice). Tento projekt bude jako prvni v tomto sméru zkoumat tropickou skupinu
rostlin.

Pfedmétem této prace je analyza evoluce velikosti genomu v tropickém rodé Globba

(Zingiberaceae). Celed zazvorovitych je z fylogenetického hlediska pomérné kvalitné prozkoumdna



(Kress et al., 2002). Reprezentuje ji 53 rodl a pfiblizné 1200 druh(. Tribus Globbeae a Zingibereae,
kazdy pfiblizné se 100 druhy, patfi mezi dva mensi. Alpinieae a Hedychieae, po fadé pfiblizné s osmi
sty a tfemi sty druhy, jsou dvéma vétsimi. Vramci Celedi byla velikost genomu zkoumana pouze
u rodu Curcuma (Leong-Skorni¢kova et al., 2007; Zaveska et al., 2011). Rod Globba L. (cca 100 druh(i)
patfi do tribu Globbeae, ktery zahrnuje jesté 2 malé rody Hemiorchis Kurz (3 druhy) a Gagnepainia K.
Schum. (3 druhy). Dfive sem pattil i rod Mantisia Sims. (4 druhy), ale ten se stal soucéasti rodu Globba
(Williams et al., 2004). Do této prace byly zapojeny mimo rodu Globba i tyto pribuzné taxony.
Nedavna fylogeneticka studie tribu Globbeae pracuje se 7 molekularné a geograficky vymezenymi
sekcemi (Williams et al., 2004). PFirozend stanovisté se nachazi v jihovychodni Asii, saha od jizni Ciny,
pres Indii, aZz po Sumatru a Borneo s centrem diverzity v Thajsku (Larsen, 1996). Ackoli zname
pfibliznou fylogenezi tribu Globbeae, nikdy nebyla mérena velikost genomu. PfestoZe se ma za to, Ze
polyploidie je v tropickych oblastech pomérné vzacnd, podobné jako i dalsi rody z celedi
Zingiberaceae (napt. Hedychium, Kaempferia, Curcuma) je Globba polyploidnim komplexem (Takano
et Okada, 2002). V literatufe je dohledatelnych pfiblizné 10 rdznych chromozémovych poctd pro rod
Globba. Nejcastéji bylo zjisténo 32 a 48 chromozému. Zajimavosti je, Ze tyto dva pocty se béiné
vyskytuji jako dva cytotypy vramci jednoho druhu. V ptipadé, kdy je 2n = 48 se mlze jednat
o triploidni (Takano, 2001) nebo hexaploidni jedince (Lim, 1972). S nejvétsi pravdépodobnosti doslo
k nékolikanasobnému vzniku cytotypu 2n = 48 (Okada et Takano 2002).

K vypracovani tématu bylo pouzito vhodnych metod soucasné biologie rostlin, zahrnujici
zejména molekuldrni techniky. Vytvoreni predstavy o fylogenezi bylo dosazeno sekvenovanim
vybranych Usek rnDNA a cpDNA. Velikost genomu byla stanovena pritokovou cytometrii.
Chromozémové pocty byly zjiStény klasickou roztlakovou metodou. Ke zpracovani dat bylo pouzito
rozlicnych softward. Stémito Udaji bylo mozné uréit monoploidni velikost genomu (= velikost
genomu vydélena ploidii) a tu dale zkoumat a vyhodnotit v kontextu fylogenetického stromu.

Tato prace si klade za cil vytesit otdzku fylogenetickych vztah( uvnitf tribu Globbeae a rozsifit
tak dosavadni fylogenezi (Williams et al., 2004), zhodnotit vyvoj velikosti genomu tribu Globbeae

ve fylogenetickém kontextu a analyzovat karyologické a polyploidizacni procesy.



1.1 Kladené otazky

1) Jaké jsou fylogenetické vztahy v tribu Globbeae?
a. Jsou sekce monofyletické?
b. Jaké jsou vztahy mezi sekcemi?
2) Jakou roli hraje polyploidie?
a. Je pfitomna ve vSech sekcich nebo omezena jenom na nékteré?
b. Jaké stupné ploidie jsou ve skupiné pfitomny?
c. Jenéjaky rozdil v monoploidnich velikostech genomu u rizné ploidnich jedincd?
3) Existuje patrny trend v evoluci velikosti genomu daného tropického tribu?
a. Pokud ano, existuje tendence ke zvétSovani ¢i naopak zmensovani velikosti genomu?
b. Je evoluéni zména velikosti genomu spiSe dokladem adaptivni radiace nebo druhové
specifické evoluce?
c. Jsouzmény postupné nebo skokové?
d. Jaka je ancestralni velikost genomu?



1.2 Velikost genomu

Genom je celkova sekvence nukleotidd v organismu. Je zndmo, Ze sekvence kédujicich genl se
na velikosti genomu podileji pouze malym procentem a Useky neobsahujici geny mizZou zaujimat 90—
99 % genomu (Flavell, 1980). Velké genomy obsahuji priblizné stejné mnozZstvi gend, jako je obsazeno
v malych genomech. Vysoka variabilita ve velikosti genomu je zplsobena mnoZstvim oblasti DNA,
které jsou bez genl, mezi takové patii tandemové repetice a transponovatelné elementy (TE).
Samotné TE mohou reprezentovat vice nez polovinu celého genomu (Kubis et al., 1998; Vicient, 2010;
Harrison et Schwarzacher, 2011).

Pojmem C-hodnota se rozumi mnozstvi DNA v jadfe bunky s nereplikovanou haploidni sadou
chromozom( (Swift, 1950, Greilhuber et al., 2005). Jeji velikost se nej¢astéji vyjadfuje jako hmotnost
v pikogramech (pg), ale existuje i pfevod na pocet pard bazi: 1 pg = 978 Mbp (Dolezel et al., 2003).
Vzhledem k rGznym vykladdim termin( ,velikost genomu“ a ,mnozstvi DNA“ Greilhuber et al. (2005)
navrhli ustaleni terminologie. Pro monoploidni obsah DNA (tj. somaticky obsah DNA vydéleny
stupném ploidie) byl zvolen termin ,C,-value” (kde x je zdkladni chromozémové Cislo, value =
hodnota) a pro obsah DNA bez ohledu na ploidii termin ,C-value“. Nejcastéji se pouZziva ,1C-value”
pro mnozstvi DNA v haploidnim stavu (gamety) a ,2C-value” pro mnoZstvi DNA v somatickych
bunkach. Velikost genomu se nejsnaze zjistuje pritokovou cytometrii (Dolezel et al., 2007).

Za poslednich 60 let byly nashromazdény udaje o velikosti genomu pro 6287 druhd, které jsou
dostupné v internetové databazi ,Plant DNA C-values Database” (Bennett et Leitch, 2010). Toto
mnozZstvi druhl odpovida pfiblizné 1,8 % z celkem 352 tisic odhadovanych druhl krytosemennych
rostlin (Paton et al., 2008).

Nejmensi znamy genom ma drobnda masozirava rostlina Genlisea margaretae zCeledi
Lentibulariaceae (1C = 0,063 pg = 63 Mbp, 2n = ¢ 52; Greilhuber et al., 2006) a nejvétsi Paris japonica
z Celedi Melanthiaceae (1C = 152,20 pg = 149 000 Mbp, 2n= 8x = 40; Pellicer et al., 2010). Rozpéti C-
hodnot krytosemennych rostlin se spocte jako nejvétsi hodnota vydélend nejmensi, tedy jako
152,2/0,063 = 2 415,87. Zatimco pro krytosemenné rostliny je rozpéti velikosti genomu témér 2 500
nasobné, pro eukaryotickou Fisi se uvadi 40 000 nasobek. Zivocichové predstavuji rozpéti pfiblizné
3 300 nasobné (od 1C = 0,04 pg u vlockovce Trichoplax adhaerens po 1C = 133 pg u ryby Protopterus

aethiopicus). Savci maji rozpéti pouze ¢tyfnasobné (Gregory, 2005).



Skute€nost, Ze komplexita organismu

nekoreluje svelikosti genomu, se nazyva

paradox C-hodnoty (Thomas, 1971). Na obrazku
1.1 je zndzornéna situace pro nékolik hlavnich

skupin  organizm(. Paradox prestal byt

paradoxem, kdyz se zjistilo, Ze za variabilitou
ve velikosti nekodujici  DNA.

genomu stoji

Problém se proto prejmenoval na,C-value
enigma“ (enigma = zdhada) a nyni je otazkou
jak a proc se nekddujici DNA tak uspéSné mnozi
a eliminuje.

U rostlin se zjistilo, Ze v ramci druhu je
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Obr. 1.1: Paradox C-hodnoty — rozpéti obsahu DNA v pg
u rliznych organism( nekoreluje s jejich evoluéni
odvozenosti (Gregory, 2004).

velikost genomu zpravidla konstantni, ale mezi druhy, i v ramci rodu, se ¢asto mlze vyrazné lisit,

tfeba i nékolikandsobné (Bennett et al., 2000).

Ackoli variabilita velikosti genomu je obrovska, vétSina druhd ma podle nadefinovanych

kategorii (Soltis et al., 2003) maly genom (1C < 3,5 pg, obr. 1.2). Velké genomy jsou obvykle evolu¢né

nevyhodné kvuli obtiznému zpracovani velkého mnoiZstvi genetické informace (Knight et al., 2005).

Toto je zajimavé vzhledem k prevladdajicimu ndzoru, Ze genom sndze roste, nez se zmensuje

(Bennetzen et Kellogg, 1997; Bennett et al., 2000; Wendel et al., 2002; Bennetzen et al., 2005).

Z udaju C-hodnot pro 6288 druhl krytosemennych rostlin byl stanoven modus 1C = 0,6 pg a

median 1C = 2,6 pg (Leitch et al., 2010).
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Obr. 1.2: Histogram mnozstvi DNA u 6288 krytosemennych (vlevo) a 2527 jednodéloznych (vpravo)
rostlin. Vyznacen je modus, median, primér a maximalni hodnota (upraveno, Leitch et al, 2010).

Bylo odhaleno nékolik jevl souvisejici s velikosti genomu. Pozitivni korelace velikosti genomu

byla zjisténa naptiklad s velikosti burniky (Beaulieu et al., 2008), délkou bunécného cyklu, minimalni

generacni dobou (Bennett, 1971; Francis et al., 2008), hmotnosti semen (Beaulieu et al., 2007),

velikosti praduchl (Hogson et al, 2010), mirou rekombinace (Ross-lIbarra, 2007), sklonem k extinkci



(Bennett et Leitch, 2000; Vinogradov, 2003), typem prostfedi (Duskova et al., 2010) apod. Negativni
korelace je zndma v souvislosti s hustotou priduchd (Beaulieu et al., 2008), schopnosti speciovat
(Vinogradov, 2003) a maximalni rychlosti fotosyntézy (Knight et al., 2005). Rizné vysledky byly
ziskany pti srovnavani velikosti genomu se zemépisnou Sifkou, délkou a nadmofiskou vyskou (shrnuto
v Knight et Ackerly, 2002; Knight et al., 2005).

Vztah byl zjistén i mezi velikosti genomu a Zivotni formou. Efemérni druhy a jednoleté rostliny
nikdy nemaji velky genom. Dosud nezndme druh s Zivotnim cyklem kratSim nez 6 tydn(, ktery by
nemél velmi maly genom, tzn. 1C < 1,4 pg (Bennett, 1998). Vytrvalé rostliny mzou, ale nemusi mit
velky genom (Bennett, 1972). Také bylo pozorovano, Ze dfeviny maji mensi genom nez byliny (Ohri,
2005) a epifytické orchideje nikdy nemaji velky genom (Leitch et al., 2009). Rostliny s velkym
genomem se vyskytuji na extrémnich stanovistich jen minimalné, maji omezenou $kalu ekologickych
podminek, které jim vyhovuji (Knight et al., 2005), najdeme je spiSe vtemperdtnim pdsu nez
v tropech (Ohri, 2005) a spiSe v oblastech s primérnou teplotou a srazkami (Knight et Ackerly, 2002).
Rody s malym genomem maji vétsi druhovou bohatost nez pribuzné rody s velkym genomem (Knight
et al., 2005). Rostliny s malym genomem jsou ekologicky i evolucné flexibilnéjsi, obyvaji rozmanité;jsi

stanovisté, maji vétsi variabilitu riznych znakl a snaze podléhaji speciaci.

1.3 Evoluce velikosti genomu

Velikost genomu ovliviiuji genetické a ekologické faktory. Mezi genetické patfi polyploidie,
epigenetické procesy, homogenizace a (retro)transpozice. Do ekologickych faktor( je fazena
napftiklad generacni doba nebo rlistova forma (Leitch et Leitch, 2012).

Evoluce velikosti genomu nevykazuje na prvni pohled Zadny zjevny trend v souvislosti
s evoluéni odvozenosti organismu. Naptiklad Soltis et al. (2003) vynesli velikost genomu
na fylogeneticky strom krytosemennych rostlin, kde je dynamika zmén velikosti genomu ndazorné
zobrazena. Napfiklad extrémné velky genom (> 35 pg) se objevuje pouze u zastupct dvou skupin,
fylogeneticky pomérné vzdalenych, a to u jednodéloZznych a v fadu Santalales. Malé a stfedné velké
genomy jsou zastoupeny pomeérné rovhomeérné po celém stromé.

Je dobfe znamo, Ze rostlinny genom daleko snaze roste, nez se zmensuje (Bennetzen et
Kellogg, 1997; Bennett et al., 2000; Wendel et al., 2002; Bennetzen et al., 2005). Co udrZuje genomy
malé, neni zifejmé. Podle sou¢asného modelu evoluce velikosti genomu dochazi k rGzné rychlému
narlstu genetického materidlu (v zavislosti na evolucni linii) a obéasnym poklesiim (Leitch et al.,
2005; Vitte et Panaud, 2005; Hawkins et al., 2009). Tyto evoluéni procesy jsou zplsobovany nékolika
mechanismy, z nichZ nejefektivnéjsi je zmnoZovani transponovatelnych elementl a polyploidizace,
oboji vedouci ke zvétseni genomu (Hawkins et al., 2008; Grover et Wendel, 2010). O mnoho méné se

vi o mechanismech zmensujici velikost genomu. Patii mezi né procesy zaloZzené na dvouvlaknovych



zlomech (nehomologickda rekombinace a nerovnomérna homologickd rekombinace) (Devos et al.

2002; Vitte et Panaud, 2003, 2005; Vitte et Bennetzen, 2006; Grover, 2008).

1.3.1 Polyploidie

Nejsnazsi zpUsob jak rychle a efektivné zvétsit velikost genomu je polyploidie. Rostliny se s polyploidii
vyrovnavaji velice dobre. Vyskyt se predpoklada u vétsiny krytosemennych rostlin (Leitch et Bennett,
1997). Dokonce se spekuluje, Ze vSechny rostliny (i ty, co jsou dnes povazovany za diploidni)
pravdépodobné v minulosti prosly polyploidni udalosti, a Ze jedinou vyjimkou by mohla byt
Amborella, u které se Zadné znamky duplikace genomu nenasly. U vSech ostatnich zkoumanych
rostlin je dlivod se domnivat, Ze paleopolyploidizaci podstoupily (Cui et al., 2006; Soltis et al., 2009).

K polyploidnim uddlostem nejc¢astéji dochdzi poruchami pfi meiéze. Chromozémova sada,
kterd by se méla rozdélit do dvou bunék, zUstane vijedné (2n gamety). Poruchy pfi prvnim i
pfi druhém meiotickém déleni maji podobné nasledky. Lisi se v poméru vyprodukovanych normalnich
haploidnich a mutantnich diploidnich gamet. Splyvdnim haploidnich a diploidnich nebo dvou
diploidnich gamet vznikaji v pfirodé rtzné ploidni jedinci, ktefi jsou casto neplodni, protoZe se
potykaji s potizemi pfi parovani homolognich chromozéma.

Zjistilo se, Ze polyploidizace ma kromé zvétseni holoploidni velikosti genomu (C-hodnota) i vliv
na monoploidni velikost genomu (C,-hodnota). MnoZstvi DNA zakladni sady chromozému (C,) ma
s rostouci ploidii tendenci klesat (Leitch et Bennett, 2004). Tedy vyslednd velikost genomu
allopolyploida je mensi nez soucet C-hodnot rodicli, coZz znamenad, Ze po polyploidni udalosti dochazi
k redukci velikosti genomu. A navic ¢im vyssi je ploidie, tim mensi je monoploidni velikost genomu.
Leitch et Bennett (2004) pfi této studii vyuZili jiZz vySe zminénou databazi ,,Angiosperm DNA C-values

database” a zavéry vychazely z analyzy vice nez dvou tisic diploidnich a 800 polyploidnich jedincu.

1.3.2 Chromozémové prestavby

Nezanedbatelnou roli ve zméndach velikosti genomu a poctu chromozéom( hraji chromozémové
prestavby.

DNA je uspofadana do chromozdémdi, jejichz pocet se u rostlin pohybuje od 2n =4 po 2n = 1440
(Harrison et Schwarzacher, 2011; Khandelwal, 1990). Ctyfi chromozémy v diploidnim stavu ma
napftiklad Viola modesta (Erben, 1996), Haplopappus gracilis z Celedi Asteraceae (Tanaka et Terasaka,
1972), Zingeria biebersteiniana z celedi Poaceae (Bennett et al., 1986), nebo Rhynchospora tenuis
z Celedi Cyperaceae (Vanzela et al., 2000). Nejvétsi pocet chromozdémi se udava 2n = 1440
u kapradiny Ophioglossum reticulatum (Khandelwal, 1990) a u kvetoucich rostlin byl zjiStén pocet 2n
= 640 u Sedum suaveolens (Uhl, 1978).

Pomérné prekvapivé mezi poétem chromozémi a velikosti genomu neexistuje pfima
souvislost. Pricinou je vysoka variabilita ve velikosti chromozém. Pfiklad 440 Mbp genomu ryZe je
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rozdéleno do 12 chromozémd(, zatimco na 4900 Mbp jeCmene staci pouze sedm chromozomd
(Kellogg et Bennetzen, 2004).

Poéty chromozom muzou byt v ramci rodl stejné, ale mohou byt i velice variabilni jako
napfiklad u rodu Pelargonium (Weng et al., 2012) nebo v Celedi Asteraceae, kde jsou zakladnimi
chromozdémovymi Cisly celé série Cisel (Jones, 1985).

Podle modernich vyzkum( pravdépodobné v evoluci opakované dochazi k polyploidizaci
(paleoploidizace) nasledované diploidizaci. Diploidizace je proces, kdy se allopolyploidni taxony musi
vyrovnat s nadbytecnymi kopiemi genli a zajistit si funkéni genom (Ma et Gustavson, 2005).
Neznamena to zbavit se nové sady chromozéml, nybrZ novy geneticky material preusporadat a
stabilizovat do funkéni formy. Hlavnimi procesy ucastnici se diploidizace jsou eliminace sekvenci a
chromozdémové prestavby. Z pohledu nadbytecnych gent jsou tfi hlavni zplsoby jak s nimi naloZit.
Prvni je ztrata funkce, druha je redukce exprese na plvodni Uroven a treti je ziskani nové, vyhodné
funkce. Ztrata funkce muze byt zplsobena bodovymi mutacemi, inzercemi, delecemi nebo
epigenetickymi procesy (DNA metylace, deacetylace histond, strukturni pfestavba chromatinu) (Ma
et Gustavson, 2005).

Obrovsky prilom ve studiu chromozémovych prestaveb umoznila metoda chromozdémového
barveni CCP (comparative chromosome painting, srovnavaci barveni chromozdmu). Rozlisuji se
primarni prestavby (obr. 1.3, coZ jsou vysledky ilegitimni rekombinace — inzerce, delece, duplikace,
inverze, reciproka translokace) a sekundarni pfestavby (u pavodniho karyotypu dojde k translokacim
pfipadné i inverzim, poté pfi meiotickém parovani dojde ke crossing-overu, ¢imZ vzniknou nové
karyotypy nebo znovu sestaveny plvodni karyotyp) (Schubert, 2007; Schubert et Lysak, 2011).
dopady na organismus maji nebalancované zmény, jako jsou delece a inzerce, pfi kterych dochazi
ke zméné ddze gen(.

Chromozdémové prestavby mohou byt pti¢inou zmény poctu chromozoml (= dysploidie).
Zpusoby dysploidie jsou 1) fuze chromozém( (ve smyslu reciproké translokace, protoZe fuze
ve smyslu pfipojeni telomery na zlom nebo na telomeru je velice nepravdépodobny) a ndsledna
inaktivace jedné centromery 2) nerovhomérna reciproka translokace 3) centricka fuze 4) komplikace
pfi meiose, kdy homologni chromozémy jdou spolu k jednomu pélu (Guerra, 2008; Schubert et Lysak,

2011).
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Obr 1.3: Primarni chromozémové prestavby: (a) inzerce mimochromozémové kruhové DNA, (b) typy
delece a duplikace, (c) typy inverze, (d) typy reciprokych translokaci, (Schubert et Lysak, 2011).

Dvouvldknové zlomy (DSB - double-strand break) jsou hlavni pfi¢inou chromozémovych
prestaveb. Pro bunku jsou ptirozené, protoze jsou nezbytné napfiklad pro rekombinaci. Nejcastéji
vznikaji pti replikaci, zvlasté pak pri replikaci repetitivnich Usekd DNA. V idealnim pfipadé se tyto
zlomy podati opravit pomoci homologni rekombinace, kdy je sesterska chromatida pouzita jako
predloha pro opravu. Casté&ji ale dojde k ilegitimni (nehomologni) rekombinaci, kdy se na zlom napoji
jiny ,volny“ konec dvouvlaknové DNA (Schubert et Lysak, 2011).

Ukdzka evoluce karyotypu a konzervace chromozémovych prestaveb je vyjadfenad na obrazku
¢. 2.3. Tisic bazi genomu ryzZe v kolinearnich oblastech odpovida 3200 bazim kukufice. Je znamo, Ze

kukurice ma pfiblizné Sestinasobné vétsi genom nez ryze. Vétsina Usekl z ryze koresponduje s dvéma



Useky z kukutice. To znamena, Ze po evolu¢nim oddéleni ryZe a kukutice doslo v linii s kukuftici

k polyploidni udalosti (Wei et al., 2007).
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Obr. 1.4: Chromozdmové prestavby vedouci ke zménam poctl chromozédmi u obilnin. Pomoci
barevné kédovanych oblasti chromozoml ryze byly zrekonstruovany genomy kukuftice a jejiho predka
(A) a dalsich obilnin (B), (Wei et al., 2007),

1.3.3 Studium evoluce velikosti genomu

Mnoho autorll vyvozovalo zavéry o charakteru evoluce pozorovanim vynesenych velikosti genomu
vedle fylogenetického stromu (Cox et al., 1998; Wendel, 2002; Jacob et al., 2004; Price et al., 2005;
Chase et al., 2005; Leitch et al., 2005, 2009; Kaur et al., 2012). Brzy pfisla potfeba urcit a prokazat
charakter evoluce statistickymi metodami, coZ provazi mnoho omezeni a komplikaci (kapitola
1.3.3.1).

PFi studiu evoluce velikosti genomu je zdsadni otazkou, jakou velikost genomu do statistickych
vypocltl pouzit. Nejvhodnéjsi je C,-hodnota, kterd neni zkreslena polyploidii a nejlépe tak vysvétluje
charakter evoluce genomu. Pokud polyploidie pfitomna neni, C-hodnota da stejné vysledky. Pokud se
pouzivd C-hodnota a polyploidie se ve zkoumané skupiné vyskytuje, je nutné ziskané vysledky

spravné interpretovat. Vysledky pak vypovidaji o evoluci jak ristu a zmensovani velikosti genomu, tak
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(a to hlavné) intenzité polyploidizace.Z rlznych dlivod(l s C-hodnotou pracovali napf. Weiss-
Schneeweiss et al. (2006) u rodu Orobanche, Lysak et al. (2009) u celedi Brassicaceae, Chrtek et al.
(2009) u rodu Hieracium, Gurushidze et al. (2012) u rodu Allium.

Rhzné studie evoluce velikosti genomu ve fylogenetickém kontextu dosly k rznym vysledkim.
Nedavno byl specifikovan charakter evoluce velikosti genomu u jednodéloZznych jako spiSe plynuly
nez skokovy, s pfevahou zmén v kratkych vétvich, coZz znamen3, Ze na delSich vétvich zmény probihaji
pomaleji a s vétsSinou zmén orientovanych do pocatecnich stadii evoluce (Leitch et al., 2010). Tento
rychlejs$i vyvoj vranych fazich diferenciace je v souladu s evoluci velikosti genomu pozorované
u zarazy Orobanche (Weiss-Schneeweiss et al., 2006) a naopak je jiny neZ v Celedi Liliaceae (Leitch et
al., 2007), kde doslo k rychlé radiaci velikosti genomu v evolu¢né mladych skupinach. Pro eukaryota
bylo zjisténo, Ze evoluce velikosti genomu je Umérna velikosti genomu, tedy Ze u organismu s velkymi
genomy je pfitomen trend ve zrychlovani rliistu velikosti genomu (Oliver et al., 2007).

Velikost genomu predka jednodéloznych rostlin byla odhadnuta na 1C = 1,9 pg (Leitch et al.,
2010). Na obrdzku 1.5 je graficky znazornén vyvoj velikosti genomu u jednodéloznych rostlin (Leitch

et al., 2005).
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Obr. 1.5: Graficky znazornény vyvoj velikosti genomu na fylogenetickém stomé jednodéloznych rostlin
(Leitch et al., 2005).

V nékolika pripadech byl pozorovan zietelny trend v evoluci velikosti genomu, napfiklad
zmen3ovani genomu v odvozenych taxonech u Festuca (Smarda et al., 2008), Allium (Ricroch et al.,

2005) nebo zvétseni genomu v odvozenych skupinach u Liliaceae (Leitch et al., 2007). Velmi ¢asto je
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pozorovana alespon podobna velikost genomu v rdmci jednotlivych fylogenetickych skupin, coz bylo
pozorovano naptiklad u rodu Lactuca (Dolezalova et al., 2002), Lupinus (Naganowska et al., 2003),
Sorghum (Price et al., 2005), Hieracium (Chrtek et al., 2009), Lasiocephalus (Duskova et al., 2010),
Echinops (Sanchez-Jiménez et al., 2012) a celedi Orchidaceae (Leitch et al., 2009). U mnoha studii se
trend v evoluci velikosti genomu neprokazal, ale byly nalezeny korelace s jinymi faktory. Mezi takové
patfi napriklad Gossypium (Wendel et al., 2002), Brassicaceae (Lysak et al., 2009), Oncidiinae
(Orchidaceae) (Chase et al., 2005), Orobanche (Weiss-Schneeweiss et al., 2006) nebo Veronica
(Albach et Greilhuber, 2004). V tabulce 1.1 jsou shrnuty charakteristiky a vysledky vybranych studii

evoluce velikosti genomu ve fylogenetickém kontextu.

Tab. 1.1: Srovnani nékterych charakteristik nékolika vybranych studii. Uvedeny jsou minimalni a maximalni 1C-
hodnota, rozpéti (= max1C/min1C), sekvence pouZité pro tvorbu stromu, pocet zkoumanych objektl (#),

pfitomnost polyploidie, pocet chromozdmli, zptsob vyhodnoceni a trend ve zméné velikosti genomu (Sedy
text). —
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. min max | Roz , polypl o ,
zdroj 1€ (pg) 1€ (pg) | péti usek DNA # oidie 2n zplsob vyhodnoceni
Cypripedioiidae |Coxet al ., 1998 6,10 | 34,53 | 5,7 - 27 v nejCastéji 26,18 az42 Pozorovani
Dochazi k fragmentaci chromozému, pfi které se velikost genomu neméni
Gossipieae Wendel et al ., 2002 [ o060 410] 7] CesAl [13 Jidrun] 20,22,24,26.42 | Pozorovani
Vzhledem k fylogenetickému stromu se velikost genomu 4xzmenSila a 3xzvétsila
Lupinus Naganowska et al ., 2003 [ 0,49 [ 1,22 [2,5] ITS, rbcl [18 | v | 32,36,38,40,42,48,50,52 | Rozdily mezifylog. skupinami - ANOVA
Ptribuzné druhy podobné velky genom, jedna ze 4 fylogen. skupin ma vyrazné vétsi genom
Veronica Albach et Greilhuber, 2004 | 0,32 | 2,26 I 7,1 I trnL-F |49 I v | 12 az64 I BayesTraits, Independent contrast - CAIC (R)
Cx-hodnoty neukdzali souvislost s fylogenezi, ale 1Cano (lambda =0,99), zmény dfive v evoluci, skokovy charakter,vétsi genom u trvalek (ale jen 1C ne cx) a horskych druht
Oncidiinae Chase etal ., 2005 [ 1,70 [ 4,65 [ 2,7] - [s4 | v | nejeast&ji2s, ale 182742 [ Pozorovani
Ve vétsiné fylogenetickych skupin doslo k redukci velikosti genomu, poc¢et chromozém nekoreluje s velikosti genomu, mensi genom u epifytd a jednoletek
Sorghum Price et al ., 2005 [ 0,64 | 515 [8,1] ITS, ndhF [21 | v | 10,20,30,40 | Pozorovani
Velikost genomu nekoreluje s poétem chromozém, jedna ze dvou hlavnich fylogen. skupin ma vyrazné mensi Cx-hodnoty, mensi genom (pouze 2C) u jednoletek
Allium Ricroch et al ., 2005 [ 7,00 [31,50]3,3] ITS [4a3 | v ] 14,16,32 | Mmesquite
Genom se celkové zmensuje, tetraploidni druhy maji mensi genom (Cx) neZ diploidni
Orobanche Weiss-Schneeweiss et al., 2006 | 1,45 | 9,95 [ 6,9 | ITS [76 | v | 24,38,48,76,114 | BayesTraits
Fylogeneze souvisi s velikosti genomu, zmény jsou skokové (nezavislé na délce vétvi), vyvoje rychlejsi v rannych stadiich evoluce, neni pfitomen obecny trend rlstu ani poklesu
Liliaceae Leitch et al ., 2007 [ 3,40 [87,20] 26 | - [7z8 | v | 16,24,36 | AOT modul ve PHYLOCOMu, BayesTraits
Fylogeneze ma vliv, zmény probihaly evolu¢né nedavno a spis skokové nez plynule, predek mél maly genom ackoli vét$ina druhl ma velky genom, analyzovano 1Ci 1Cx
Festuca Smarda etal ., 2008 | 1,94 | 4,89 | 2,5 | ITS, trnL-F |115 | v | 14az70 | Porovnavani Cxa C/n -t-test, faktorova ANOVA
Doslo k expanzi genomu u bazdlnich skupin a ndsledné redukci u odvozenych taxona.
Orchidaceae Leitchetal., 2009 | 0,33 | 55,40 | 168 I - |327 l v | 18a7170 I Pozorovani
Fylogeneze souvisi s velikosti genomu, zmény jsou skokové (nezavislé na délce vétvi), vyvoje rychlejsi v rannych stadiich evoluce, neni pfitomen obecny trend rdstu ani poklesu
Hieracium Chrtek et al ., 2009 [ 352 [ 834 [2,4] ETS [215 | v ] 18,27,36 | BayesTraits
Rozdily u vychodnich a zdpadnich druh, které jsou zaroven fylogenetiky podpofenymi skupinami, redukce Cxpo polyploidni udalosti, kappa >1 =>dlouhé vétveé prispivaji vice.
Brassicaceae |Lysaketal.,2009 | 0,16 | 2,43 I 16 I matK, chs, adh, trnLF, ITS |185 l v | 8az56 I BayesTraits, t-testy

Zmenseni genomu nastalo u 52 % druh( a narastu u zbylych 48 %, povaha zmén je pozvolna a zavisla na délce vétvi, zmény probihaji rychleji na dlouhych vétvich

Lasiocephalus

Rozdil i fylog. skupinami skupiny - Mann-
Duskovi et al ., 2010 6,91 |11,35 | 1,7 ITS 20 40, 60 ozdily mezi fylog. skupinami skupiny - Mann

v Whitney test, Kruscal-Wallis test (Statistika
Ruzna velikost genomu u dvou hlavnich fylogen. skupin, vétsi genomu lidan
PGLS =phyl tically based lised
Echinops Sanchez-liménezet al. , 2012 3,26 | 4,69 | 1,4 ITS, trnL-F 24 x |28,30,32 phylogenetically based generalise
least squares, Phylogr (R)
Pramérna velikost chromozému roste s klesajicim poctem, jedna ze dvou hlavnich fylogen. skupin ma vyrazné mensi a variabilnéjsi velikost genomu
Allium Gurushidze etal ., 2012 [13,13 36,37 2,8] ITS [160 | v | 16,(18,20),32 BayesTraits
Velikost genomu je vsouladu s fylogeneticky rozpoznanymi skupinami, bazalni skupina ma mensi genom, jaddrova skupina ma genom vetsi, variabilita zrejmé vznikla v
odvozenejsich skupinach, charakter evoluce je skokovy (ne pozvolny)
rbcL, matK, ndhF, rpoC1, e L. M .
Pelargonium Wengetal. 2012 0,32 | 2,54 8 P 58 v 16 -88, série Sesti zakl. chrom. ¢&. geiger (R)

trnL-F, nad5

Velikost genomu neni zavisla na fylogenezi, koreluje s velikosti chromozom, ale ne s po¢tem, dochazelo tedy spiSe k fuzim a rozpadlim chromozémU neZz k duplikacim a delecim.
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1.3.3.1 Statisticka analyza velikosti genomu

Pro vyhodnoceni charakteru evoluce velikosti genomu je potfeba porovnat kvantitativni proménnou
s topologii stromu, coZ vyZaduje specialni statistické zpracovani. Existuje nékolik softwar(, které toto
umoznuji. Patfi mezi né napfiklad BayesTraits [Pagel et al., 2004, soucdsti tohoto baliku je
Continuous (Pagel, 2004)], Mesquite (Maddison et Maddison, 2007), baliky caper (Orme, 2012),
geiger (Harmon et al. 2008) a ape (Paradis, 2004) do statistického programu R (R Development Core
Team., 2011) a Phylocom (Webb et al., 2008) s modulem AOT (Ackerly, 2006). Snadné navody
na praci s nékterymi ztéchto programl jsou dostupné na internetové strance The AnthroTree
Website nebo vknize The Comparative Method in Evolutionary Anthropology and Biology oboji
od britského odbornika na primaty Charlese Nunna (http://nunn.rc.fas.harvard.edu/groups/pica/; Nunn,
2011).

Statistické metody obvykle predpokladaji nezavislost objektli, coZz v pripadé fylogenetické
pribuznosti splnéno neni. Jednim ze zpUsobd, jak fylogeneticky signal odhalit, je pouZit metodu
zobecnénych nejmensich ¢tverct (generalized least squares = GLS; Felsenstein, 1985) nebo na této
metodé zaloZeny vypocet fylogeneticky nezavislych kontrastl (phylogenetically independent
kontrast). Pokud vliv fylogeneze oSetfen neni, dochazi k neefektivnim odhadlm evoluénich
parametrd, snizuje se pravdépodobnost, Ze budou vztahy odhaleny a jsou nadhodnoceny stupné
volnosti, ¢imZ dochazi k chybé prvniho druhu (test odmitne pravdivou nulovou hypotézu). Metoda
fylogeneticky nezavislych kontrastl se od GLS lisi tim, Ze nepracuje s transformacemi délek vétvi a
neumoznuje odhadovat dalsi parametry popisujici charakter evoluce (Orme, 2012).

Parametry charakterizujici evoluci proménné jsou tfi: A (lambda), k (kappa) a 6 (delta) (Pagel,
1997, 2004). Pro vyjadreni vlivu fylogeneze (v tomto pripadé na velikost genomu) se pouziva
parametr nazvany lambda (A). Lambda odhaduje, zda jsou taxony pfi dané fylogenezi a hodnotach
proménné nezdvislé. Lambda = 1 znamen3, Ze se proménna vyvijela v souladu s danou topologii a
zvolenym modelem, tudiZ topologie hraje vyznamnou roli. Lambda = 0 odpovida stromu ve tvaru
hvézdy, tedy nezavislosti taxonUl. Existuji jesté dalsi dva parametry (kappa a delta) vyjadfujici
charakter a tempo evoluce na zakladé délky a usporadani vétvi. Parametr kappa (k) zkouma vliv délky
vétvi, ¢imzZ lze rozlisit vyznamny ¢i nevyznamny vliv délky vétvi na charakter evoluce dané promeénné
(gradualismus zmén). Kappa >1 znamen3, Ze delsi vétvé se podili na charakteru evoluce vyraznéji nez
kratké. Naopak vice zmén na kratsich vétvich prevazuje, pokud kappa <1. Kappa = 0 znamena, Ze
charakter evoluce je nezavisly na délce vétvi a nazyva se punktualisticky (tj. teorie prerusovanych
zmén, skokovy). Je-li kappa priblizné jedna, charakter evoluce je gradualisticky (pozvolny, plynuly).
Parametr delta (8) proméfuje vzdalenosti taxonl od kofene a udava, zda se evoluce proménné
zrychlila ¢i zpomalila vzhledem k topologii daného stromu. Delta <1 znadi adaptivni radiaci (rychlou

pocatecni evoluci nasledovanou pomalejsimi zménami). Naopak delta >1 fika, Ze delsi cesty prispivaji
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k evoluci vyraznéji, coZ vypovida o viceméné konstantnim mnozstvi zmén za urcity ¢as a adaptaci
(druhové specifické evoluci) jednotlivych taxonl. Delta = 0 neni definovano (Pagel, 1999, 2004).
Defaultné jsou tyto tfi parametry nastaveny jako 1. Pokud se lisi od jedné, evoluce studovaného
znaku neodpovida topologii stromu nebo délce vétvi. Pfehledna interpretace parametr( je v tabulce
4.1 v kapitole 4.3.3 Pro odhad téchto parametrl se vyuziva technik zaloZzenych na maximalni
vérohodnosti (ML) nebo na Bayesovském principu (MCMC). Druhd metoda umozZniuje prohledavat i
vice strom(l zaroven a obsahnout tak i jisté nespolehlivosti v rekonstrukci fylogeneze.

Vétsiny zminénych softwarl umoznuje odhadovani ancestralniho stavu znaku. Pro vypocet se
pouzivd napfiklad metoda zobecnénych nejmensich c¢tvercl (GLS - generalized least squares),
parsimonie (squared-change parsimony, Maddison, 1991) nebo maximalni vérohodnost (Maximum
likelihood). Squared-change parsimonie rekonstruuje evoluci tak, aby doslo k co nejméné zménam
(pfesnéji hleda nejmensi hodnotu souctu ¢tvercll zmén) a to bud's ohledem na délku vétvi (weighted)
nebo bez (unweighted) (napf. Mesquite). Maximalni vérohodnost hleda nejpravdépodobnéjsi evoluci
(napf. BayesTraits, caper, ape, Mesquite). Mimo vySe zminéné softwary existuje jeSté napftiklad
Compare (Martins, 2004). Hodnota odhadujici plvodni velikost znaku (tedy hodnotu v kofeni
studovaného zakorenéného stromu) se nékdy oznacuje jako alfa (napf. BayesTraits).

Software BayesTraits umoziuje analyzovat charakter evoluce pod dvéma modely nazvanymi
model A (ndhodny, random walk) a model B (usmérnény, directional random walk). Druhy model ma
dva parametry, prvnim je rozptyl a druhym je smér zmény (v modelu A je roven nule). Druhy
parametr méfi regresi zkoumané proménné vici celkové délce cesty od korene stromu ke koncové
vétvi a urci tak, zda md proménna tendenci se v celkovém rdmci zmenSovat nebo zvétSovat.
Pro model B je nutné pouZzit stromy s ulozenymi délkami vétvi (Pagel, 1997, 1999, 2004; Nunn, 2011).
Pokud je ve zvoleném souboru dat pfi dané fylogenezi pfitomny obecny trend (v tomto pfipadé
pokles ¢i narlst velikosti genomu) vyjde model B signifikantné lépe neZz model A.

K testovani hypotéz lze pouZit test porovnavajici pravdépodobnosti modell (LRT, Likelihood
ratio test), ktery ma v tomto pripadé (kdy H; je specidlni pripad Hy) pfiblizné stejné rozdéleni jako x2
(chi kvadrat) s poctem stupnd volnosti rovnému rozdilu poctu parametr( testovanych model(l. Pocet
stupnd volnosti je obvykle 1, protoZe pfi nulové hypotéze Hy jsou vSechny parametry nastaveny
na defaultni hodnoty a pfi alternativni hypotéze H, se necha jeden z parametri odhadnout. Z x2 se
pak urci, zda je pravdépodobnostni hodnota signifikantni ¢i nikoli. LRT se spocte jako LR = 2[log-
likelihood(lepsi model) — log-likelihood(horsi model)]. Pravdépodobnost modeld Ize zjistit napfiklad
Markov chain Monte Carlo (mcmc) metodu nebo maximum likelihood (ML) metodu. Obdobou
Likelihood ratio testu je BayesUv faktor, ktery se lisi v tom, Ze neporovnava maximaini vérohodnost,
ale marginalni vérohodnosti. Margindlni vérohodnost Ize aproximovat harmonickym primérem
vérohodnosti za jednotlivé generace pocitané mcmc metodou. Bayesiv faktor se spocita jako BF =

2[log[harmonicky pramér (lepsi model)] — log[harmonicky prlmér (horsi model)]]. Srovnanim
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zlogaritmovanych pravdépodobnosti jsou testovany hypotézy o charakteru evoluce a ancestralnim
stavu. Testuje se model A proti modelu B, odhady parametr( lambda, kappa a delta proti modelim,
kdy jsou tyto parametry nastaveny na 1 (pfipadné na nula).

Jednotlivé softwary se li§i v poZadavku na vstupni data. Casto byva vy7adovén strom bez
polytomii suloZzenou délkou vétvi (BayesTraits). Tyto dva poZadavky nejsou potreba napfr.
v programu Phylocom nebo caper (doplnék do R).

Evoluci velikosti genomu pro statistické zpracovani je vhodnéjsi uvazovat jako proporcni zménu
znaku, ¢ehoZ se dosahne logaritmickou transformaci dat. Tim se totiZz zamezi pfipadim, kdy by
napfiklad jedinec s 1C = 0,5 pg mél stejnou pravdépodobnost, aby mu jeden pg ptibyl i ubyl, coz by
nedavalo smysl, protoZze nemuzZe mit zapornou velikost genomu (O’Meara et al., 2006; Oliver et al.,

2007).

1.4 Rekonstrukce fylogeneze

Fylogeneze se snazi najit poradi vétveni taxon(l (kladogenezi) a prlbéh vzniku evolucnich novinek
(anagenezi) a toto graficky znazornit jako fylogeneticky strom. Ke konstrukci fylogenetickych stromu
jsou vyuzivany dva druhy metod. Prvni je rekonstrukce na zakladé znakovych (kvalitativnich) dat
(typicky DNA sekvence). Do této skupiny patfi napf. metoda maximalni parsimonie a maximalni
vérohodnosti. Druhou metodou je rekonstrukce zaloZena na distanénich (kvantitativnich) datech
(matice vzdalenosti — Ize spocitat i na zakladé DNA sekvence, ale obvykle se pouziva na morfologické
znaky). Sem patti napfiklad shlukova analyza, ordinac¢ni metody a diskriminacéni analyza.

V této kapitole jsou shrnuty zakladni informace o vybranych usecich DNA a fylogenetickych

metodach pouZzitych v této praci.

1.4.1 Vybrané useky DNA

Prvnim byl zvolen usek matK (gen kodujici enzym maturasu). Tento Usek je dlouhy priblizné 1500 bp
a je soucasti chloroplastové DNA. Chloroplastovd DNA (cpDNA) je kruhovad molekula o délce asi 70-
230 kbp, nesouci okolo 120 genq, ktera se v chloroplastu vyskytuje v nékolika desitkach kopii. Tato
DNA je haploidni a vétSinou se dédi po materské linii. Dalsi zasadni vlastnosti je, Ze cpDNA
nerekombinuje. Fixace alel je v chloroplastu rychlejsi (pravé diky haploidii), proto je na vnitrodruhové
urovni pomérné malo variabilni. Ve fylogenetickych studiich allopolyploidnich komplex( vypovida
cpDNA o pfibuznosti pouze s jednim rodi¢em (typicky matkou) a navic se ani neodhali, Ze k pfipadné
hybridizaci doslo. Kédujici useky jsou vhodné pro studium na urovni cCeledi, ale intergenové oblasti
jsou vhodné i pro mezidruhové analyzy (Krak, 2011). Vyhody oblasti matK pro rekonstrukci

fylogeneze shrnuje Shaw et al. (2005).
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Druhym usekem je ITS (internal transcribed spacer), ktery je soucasti ribozomalni jaderné DNA
a uplatiuje se pfi formovani ribozémovych podjednotek. Ribozomalni jaderna DNA (nrDNA) je v
genomu v nékolika stovkach az tisicich kopii v nékolika lokusech. Zakladni stavebni jednotka nrDNA je
usek ITS nesouci geny pro ribozomalni DNA (obr. 1.6). Ribozomalni DNA se na potomstvo pienasi
biparentalné, tedy potomek nese kopie obou rodicl, které se mohou lisit, coz komplikuje
fylogenetické analyzy. Nicméné je znamo, Ze tyto kopie se v ramci jedince postupem casu
homogenizuji do jedné sekvence. Tento jev se nazyva koncertovana evoluce (Elder et Turner, 1995).
U hybridnich taxond, kde jesté nedoslo k Uplné homogenizaci tohoto Useku je mozné (napf. pomoci
rozklonovani) zjistit obé rodicovské varianty sekvence a tim tvofit hypotézy o moznych rodicich.
Vzhledem k variabilité tohoto useku je ITS vhodny predevsim pro studium na mezidruhové a

mezirodové urovni (Krak, 2011).

"ITS5" "ITS3"

> >

ITS |5.85| 1TS
1 |oNA 2

18S NUCLEAR rDNA

- | -

"ITs2" "ITS4"

L__I__g

ITS Region

Obr. 1.6 : Schéma ITS useku. (Krak, 2011)

Z dosavadnich védeckych poznatk( vyplyva, Ze oblasti ITS a matK vystihuji evoluci pomérné
dobre (Alvarez et Wendel, 2003; Shaw et al., 2005). Ale at uZ se pro rekonstrukci fylogeneze vybere
jakykoli usek DNA je potfeba mit na paméti, Ze ziskany strom zobrazuje pouze jednu z moznych

evoluci zkoumaného Useku DNA (tzv. gene tree), nikoli skutec¢nou evoluci druht (tzv. species tree).

1.4.2 Bayesovska analyza

Tato metoda je zaloZenda na vypoctu posteriorni pravdépodobnosti topologie stromu za podminky, Ze
mame danou matici sekvenci (tzv. multiple alignment). Bayestv teorém (Ronquist et al., 2009) fika,
Ze podminénou pravdépodobnost Ize vypocitat z obracené podminéné pravdépodobnosti, na ¢em? je
celd metoda zaloZend. Tedy, Ze pravdépodobnost topologie stromu za pfedpokladu pouZiti nasich dat
ze sekvenci [P(topologie|data)] lze vypocitat pomoci pravdépodobnosti nasich sekvencnich dat za
predpokladu, Ze plati vybrana topologie [P(data|topologie)]. Informace je zaloZzena na posteriorni
pravdépodobnosti, kterd se na vysledném stromu pouZivd podobné jako bootstrapova hodnota,
ackoli jeji hodnoty jsou obvykle o néco vyssi.

Vzhledem k velkému poctu moznych topologii je tfeba vybrat vhodny zplsob hledani stroma

s nejvyssi posteriorni pravdépodobnosti. Takovou metodou je Markov chain Monte Carlo (MCMC).
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Pro fylogenetické analyzy je vhodnd varianta MCMCMC (Metropolis coupling Markov chain Monte
Carlo), kterda kombinuje nékolik Markovovych fetézcu. Hledani nejlepsi topologie stromu lze pfirovnat
k hledani nejvyssiho kopce, ktery predstavuje nejvyssi posteriorni pravdépodobnost, v, krajiné”
s mnoha rlizné hlubokymi Gdolimi a rtzné vysokymi kopci. Obvykle se prvnich 25 % nalezenych
strom( do analyzy nezahrnuje (tzv. burn-in), protoze analyza za¢ne s ndhodnym stromem, ktery se
velmi rychle zkvalitiuje.

Nejdulezitéjsi hodnotou, kterou je mozno pti analyze sledovat je ,average standard deviation
of split frequences” (Ronquist et al., 2009). Tato hodnota fika, nakolik si jsou dvé zaroven bézici
analyzy podobné, ¢im je mensi tim dostavame pravdépodobnéjsi topologie stromu. Pfijatelné jsou

hodnoty < 0,05, ale idedlni jsou < 0,01 (Ronquist et al., 2009).

1.4.3 Maximalni parsimonie

Maximalni parsimonie je metoda, pfi které je hledan nejkratsi strom ve smyslu nejmensiho poctu zmén
stavl znak(. Pro vice neZ cca 11 taxonl Ize vyzkouset vSechny mozZné topologie, ale pro vice taxon( je to
Casové extrémné narocné a je potreba hledani strom( néjak optimalizovat (naptiklad postupnym
pridavanim taxont nebo vymeénami vétvi). Takové zpUsoby se nazyvaji heuristické a jsou béZznou soucasti
softwarll (napf. PAUP). Kluge a Farris (1969) zavedli konzistenéni index (consistency index, Cl) jako
méfitko toho, do jaké miry topologie stromu odpovida informaci obsazené v matici dat. Ti sami autofi
zavedli i retencni index (retention index, Rl) jako méritko mnoZstvi synapomorfii, které se zachovaji na

stromé.

1.4.4 Maximum likelihood

Pfi této metodé se hledaji nejvérohodnéjsi topologie strom0. Vérohodnost evolu¢niho stromu (L) je
pravdépodobnost, Ze se vyvinou pozorované sekvence DNA pfi dané topologii stromu a pfi daném
evolu¢nim modelu. Cilem metody nejvétsi vérohodnosti je najit strom s co nejvétsi hodnotou L. U této
metody je zcela zdsadni vybrat spravny model evoluce DNA (obr. 1.7), ktery nejlépe odpovida
zkoumanému souboru dat. Nejlepsi substitu¢ni model je mozné zjistit napriklad v programu Modeltest

(Posada et Crandall, 1998).
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Obr 1.7: Zakladni substituéni modely evoluce DNA. JC = Jukes-Cantor, F81 = Felsenstein (1981)

K2P = Kimura 2 parametry, HKY = Hasegawa, Kishino et Yano, GTR = General time-reversible

model. Podle Karola Marholda.
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1.5 Zingiberaceae

Rad Zingiberales (obr. 1.8) je jednou z nejodvozenéjsich skupin jednodéloznych rostlin. Zastupci jsou
obvykle statné byliny s fapikatymi listy, zygomorfnimi kvéty a rozsitenim v tropickych oblastech.
V osmi Celedich tohoto fadu najdeme mnoho ekonomicky vyznamnych plodin (bandny, zazvor),

koreni (kurkuma, kardamom) a nespocet okrasnych kvétin (Heliconia, Strelitzia, Canna, Costus,

Calathea,...).

Heliconiaceae

The Zingiberales

Obr. 1.8: Kladogram fadu Zingiberales (prevzato z Simpson, 2005; namalovala llda Lopez).

U této skupiny dochdzi k vyznamné evoluci poctu a funkce tycinek. U celedi Musaceae,
Heliconiaceae, Strelitziaceae a Lowiaceae je vyvinuto 5 tycinek, zanikla jedna tycinka vnitfniho kruhu.
Celedi Zingiberaceae a Costaceae maji fertilni pouze jednu ty¢inku, dal$i étyfi jsou obvykle petaloidni
a jedna tyc¢inka vnéjsiho kruhu zanikla (obr. 1.9). Celedi Marantaceae a Cannaceae maji oproti
predchozim fertilni jenom polovinu tyCinky (tzn. pouze jeden prasny vacek). Morfologie tycinek je

dalezitym taxonomickym znakem i na vnitrorodové urovni.
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Obr. 1.9: A) Kvétni diagram celedi Zingiberaceae (Kress et al., 2002); B) Kresba
kvétu rodu Globba, popsany jsou nitka (filament), ¢nélka (style), prasnikové
vycnélky (anther appendages), blizna (stigma), pysk (labellum), korunni listek
(corolla lobe), korunni trubka (corolla tube), postrani staminodia (lateral
staminoides), kalich (calyx) a semenik (ovary), Takano et Okada, 2003.

Rozpéti velikosti genomu i primérna velikost u tohoto fadu jsou oproti jinym jednodéloZznym

radim malé. Hodnoty (1C) se pohybuji od 0,3 pg do 6 pg (obr. 1.10; Leitch et al., 2010).
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Obr. 1.10: Fylogeneze jednodéloznych rostlin s vyznacenymi poklesy a narUsty velikosti genomu (a) a

histogramy jednotlivych fadd jednodéloznych rostlin ukazujici rozloZzeni velikosti genom( (b) na
zakladé 2527 druh( se znamymi C-hodnotami (Leitch et al., 2010).
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Zastupci Celedi Zingiberaceae jsou aromatické vytrvalé byliny s oddenky, lodyhy jsou obvykle
kratké, ale vytvari se neprava lodyha z listovych pochev, kterd u nékterych druhl umoziiuje dordst
vysky cca 6 metr(. V soucasné dobé je znamo pfiblizné 50 rod(l a 1200 - 1500 druhd (Kress, 1990; The
Plant List, 2010).

Centrum diverzity se nachazi v jihovychodni Asii (Indonésie, Malajsie), Ctyfi rody se vyskytuji
v Africe (Renealmia, Aframomum, Aulotandra, Siphonochilus) a jeden je zastoupen v Americe
(Renealmia). Ve vlhkém vidyzeleném lese a na stale vlhkych mistech opadavého lesa si zazvorovité
rostliny ponechdvaji zelené listy po cely rok. Na ostatnich stanovistich se pfi suchych obdobich stahuji
pod zem a preZivaji v podobé podzemnich oddenkl. Zazvorovité jsou zndmé predevsim pro svij
ekonomicky uZitek. Z vyznamnych plodin sem patfi napftiklad zdzvor (Zingiber officinale), kurkuma
(Curcuma longa), kardamom (Elettaria cardamomum) a z fezanych kvétin napf. zastupci rod( Alpinia,
Globba, Etlingera a Curcuma. Dalsi vyuZiti je zndmo ve farmaceutickém primyslu, jako barvivo a
parfémy.

Typickou vlastnosti ¢eledi je specidlni svinuti listd, kterému se Fika ptyxis. Zygomorfni kvéty
(obr. 1.9) jsou charakteristické pritomnosti jedné fertilni a ¢tyf petaloidnich tycinek, které po dvou
srlstaji a vytvari pysk a vnéjsi staminodia. Podobné jako u jinych celedi fadu Zingiberales kvéty
vytrvavaji jen pfriblizné jeden den. NejcastéjSi typ kvétenstvi je thyrsoid. Semenik je trilokularni
s axilarni placentaci nebo unilokuldrni s parietalni placentaci. Septdlni nektaria zndma napftiklad u
Costaceae byla nahrazena postranimi kuzelovitymi nektarii na bazi kvétni trubky. Pritomnost
unilokuldrnich semenik(l a parietalni placentace je se ztratou septalnich nektarii Gzce spojena.
Nékteré rody (Curcuma, Camptandra, Roscoea) maji na bazi tyCinek vybézky, které slouzi jako
mechanicka paka, ktera pfi dosednuti opylovace ohne tycinku s pestikem, a generativni organy kvétu
se otfou o zada opylovace. Jako opylovacdi byli pozorovani ptaci (Celed Meliphagidae), mury, motyli,
vcely (Euglossini), ale celkové je o opylovani zndmo jen velmi malo (Endress, 1994).

Kress et al. (2002) analyzovali 104 zastupc(, 41 rodU a navrhli novou klasifikaci (tab. 1.2, obr.

1.11), ktera rozdéluje celed do ¢tyf podceledi a Sesti tribU.
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Tab. 1.2: Zafazeni rod( Celedi Zingiberaceae do podceledi (Kress et al., 2002). Hvézdicky oznaduji rody, které
nebyly zahrnuty do molekularni analyzy a jsou zarazeny na zdkladé morfologické podobnosti.

Zingiberaceae

Podéeled  Siphonochiloideae Tamijioideae Alpinioideae Zingiberoideae
(W. J. Kress) (W. J. Kress) (Link) (Haask.)
Tribus Siphonochileae Tamijieae Alpinieae Riedelieae Zingibereae Globbeae
Rody Siphonochilus Tamijia Aframomum Burbidgea Boesenbergia Gagnepainia
Alpinia Pleuranthodium  Camptandra Globba
Amomum Riedelia Cautleya Hemiorchis
*Aulotandra Siamanthus Cornukaempferia  Mantisia
*Cyphostigma Curcuma
*Elettaria Curcumorpha
Elettariopsis Distichochlamys
Etlingera Haniffia
*Geocharis *Haplochorema
*Geostachys Hedychium
Hornstedtia Incertae Sedis Hitchenia Incertae Sedis
*Leptosolena Siliquamomum Kaempferia Caulokaempferia
Paramomum *Laosanthus
Plagiostachys *Nanochilus
Renealmia *Paracautleya
Vanoverberghia *Parakaempferia
Pommereschea
Pyrgophyllum
Rhynchanthus
Roscoea
Scaphochlamys
Smithatris
*Stadiochilus
Stahlianthus
Zingiber

1.5.1 Karyologie a velikost genomu

Chromozémy v Celedi Zingiberaceae jsou pomérné malé, jejich velikost se pohybuje od 0,7 um do cca
6 um (Sharma et Bhattacharya, 1959), coZ studium karyotypu znacné ztéZuje. V mitotickych
preparatech vétSinou neni mozné pozorovat umisténi centromery ani satelity a vSechny chromozémy
se obvykle jevi stejné velké. S ohledem na tyto faktory lze ze somatickych bunék ziskat jedinou
informaci o karyotypu a to pocet chromozémdi. Sledovdanim meiose je mozné ziskat o néco vice
informaci. Sato (1960) cytologicky studoval 48 druhl z 11 roda celedi Zingiberaceae a zjistil Siroké
spektrum zakladnich chromosomovych ¢isel x=8, 9, 11, 12, 13 a 17.

Nejmensi znamy pocet chromozdmi 2n = 20 je znam u rodu Globba, sekce Mantisia (Datta et
Sarkar, 1980; Newman et Jong, 1986) a Boesenbergia (Beltran et Kiew, 1984). Naopak nejvyssi pocet
byl zjistén u druhu Curcuma raktakanta, kde 2n = 105 (Leong-Skornic¢kova et al., 2007).

U nékolika rodd (predevsim z podceledi Zingiberoideae) byl zjistén vyskyt nékolika ploidii. Patfi
mezi né rody Globba, Curcuma, Hedychium, Kaempferia, Boesenbergia a Zingiber. Podceled

Alpinioideae je mnohem uniformnéjsi, vétsina rodd ma 2n = (44), 48.
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Velikost genomu doposud nebyla zndma témér pro zadné zastupce celedi.V nejznaméjsi
databazi shromazdujici zdznamy o velikosti genomu rostlin ,Plant DNA C-value database”
(http://data.kew.org/cvalues/) je momentalné uvedeno 39 Udajl pro Celed Zingiberaceae, z toho 33
pro rod Curcuma ze studie Jany Leong-Skorni¢kové a kol. (2007). Rozpéti velikosti genomu z této
databdze saha od 2C = 1,66 pg u Curcuma vamana do 12,05 pg u Zingiber officinale. Mimo rod
Curcuma jsou v databazi uvedeny druhy Paracautleya bhatii (2C = 2,18 pg), Hitchenia caulina (2C =
2,24 pg), Stahlianthus involucratus (2C = 3,11 pg), Kaempferia scaposa (2C = 2,33 pg) a Alpinia
speciosa (2C = 5,50 pg). Dalsi udaje jsou znamy pro Amomum subulatum (4C = 5,88-6,22 pg), Zingiber
officinale (4C = 10,15 pg) a Z rubens (4C = 8,33 pg) (Das et al., 1999). U rodl Globba, Hemiorchis a
Gagnepainia velikost genomu dosud mérena nebyla.

Malé mnoizstvi Gdaju o velikosti genomu brzy zméni v souéasnosti probihajici vyzkum evoluce
velikosti genomu v Celedi Zingiberaceae, v ramci kterého bude publikovano vyhodnoceni cca 200
novych cytometrickych udaja ve fylogenetickém kontextu. Predbézné vysledky ukazuji na minimalni
2C = 0,984 pg u Hemiorchis rhodorhachis, maximalni 2C = 15,520 pg u Elettariopsis sp., primérna 2C
= 3,82 pg a median 2C = 3,52 pg (Sida et al., in prep.).

1.6 Tribus Globbeae

Tribus Globbeae je bazalni skupinou celedi (obr. 1.11). Tvofi ji rody Globba (vCetné dfive
samostatného rodu Mantisia; Williams et al., 2004), Hemiorchis a Gagnepainia. Posledni dva maji
kazdy pouze 3 druhy. Monofylie tribu neni molekuldarné podporend a vyzaduje dalsi studium (Kress et
al, 2002; Williams et al., 2004). Determinace rodl tohoto tribu je zaloZena na pozici kvétenstvi, tvaru
plodu, délce nitky a postaveni petaloidnich ty¢inek. Synapomorfii skupiny je unilokularni semenik
s parietdlni placentaci (oproti trilokularnimu semeniku s axilarni placentaci u zbylych zastupctl celedi)
a dlouha nitka jediné fertilni tycCinky. Petaloidni tyCinky nejsou srostlé s pyskem koruny. Ve vétsiné
pfipadl se jedna o oddenkové geofyty do 1 m vysky rostouci v tropickych oblastech jihovychodni

Asie.
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Obr. 1.11: Fylogeneze Celedi Zingiberaceae (Kress et al., 2002).

1.6.1 Hemiorchis Kurz

Maly rod Hemiorchis ma tti druhy (H. burmanica (obr. 1.12 C), H. pantlingii, H. rhodorrhachis) a roste
v severovychodni Indii, Bangladési a Barmé. Na rozdil od rodu Globba vyrista kvétenstvi toto rodu na
kratké lodyze s redukovanymi listy, prasniky nemaji privésky, nitka je kratka, pysk je volny, kvét neni

prohnuty a oddenek je dlouhy a tzky.

1.6.2 Gagnepainia K. Schum.

Gagnepainia ma taktéZ pouze tfi druhy (G. godefroyi, G. harmandii (obr 1.12 D), G. thoreliana). Rod
je znam z Thajska, Laosu, Vietnamu a Kambodzi. Na rozdil od rodu Globba je kvétenstvi na kratké

lodyze s redukovanymi listy, prasniky nemaji pfivésky, nitka je dlouhd, pysk je volny a kvét neni
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prohnuty. Hemiorchis a Gagnepainia jsou sesterskymi taxony, ale monofylie tribu Globbeae se na

zakladé molekularnich dat (ITS a matK sekvenci) nepotvrdila (Kress et al., 2002; Williams et al., 2004).

1.6.3 Mantisia Sims.

Rod Mantisia (M. radicalis, M. wardii, M. salarkhanii, M. spathulata, M. wengerii) je dnes soucasti
rodu Globba, klasifikovana jako jedna ze sedmi sekci rodu nazvana Mantisia (Williams et al., 2004).
Posledni dva jmenované druhy jsou kriticky ohrozené (Sharma et al., 2012). Jedna se vytrvalé byliny
endemické v hornatych oblastech severovychodni Indie, Barmy a Bangladése. Od rodu Globba se
Mantisia se liSi hlavné pfipojenim boc¢nich staminodii, které jsou nad pyskem, nikoli pod nim. Lidové

se rodu Mantisia tikd tancici divka, protoZe velkolepé kvéty tanecnici pfipominaji (obr. 1.12 A, B).

Obr. 1.12: A) kvétenstvi Mantisia wengerii (Bhowmik et al., 2010), B) ilustrace kvétu M. sanatoria
(http://etc.usf.edu/clipart/54000/54028/54028_danc_ginger.htm), C) Hemiorchis burmanica
(http://botany.si.edu) D) Gagnepainia harmandii (http://botany.si.edu).

1.6.4 Globba

Globba (obr. 1.13) patfi s vice nez 100 druhy k jednomu z nejvétsich rodl v celé celedi. RozSifeni saha
od vychodnich Himalaji a jizni Ciny, pfes Indii a Indo¢inu po Malajsii a Filipiny. Hlavnim centrem
diverzity je Thajsko (Larsen, 1996). Druhy severné od pevninské Sije ,Isthmus of Kra“ na pomezi
Thajska a Malajsie preckavaji sucha obdobi v dormantnim stavu (zhruba od listopadu do dubna),
druhy rostouci jizné od tohoto bodu zUstéavaji zelené po cely rok.

Rod Globba je polyploidnim komplexem s mnoha publikovanymi chromozémovymi pocty [2n =
20, 22, 24, 28, 32, 34, 44, 48, 64, 80; shrnuto v Takano (2001)]. NejcastéjSimi pocty jsou 32 a 48

chromozémd, které se také bézné vyskytuji jako dva rizné cytotypy jednoho druhu (Takano, 2001).
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Obr. 1.13: Fotky rodu Globba. A - G. sp (E19972553A); B, D — G. siamensis; C - G. sp (E20010323); E-G.
atrosanguinea; F — G. nuda; G — G. brachyanthera, (zdroj: vlastni fotografie).

V posledni monografii rodu (Schumann, 1904), bylo zahrnuto 74 druh( a byly stanoveny tfi
sekce podle poctu prasnikovych vybézk( (tab. 1.3). Na zakladé molekularnich dat bylo vhodné
nékteré sekce rozdélit. Dnes je rod roz€lenén do 7 sekci: Haplanthera, Mantisia, Substrigosa,
Sempervirens, Ceratanthera, Globba a Nudae (Obr. 1.15). Sekce Nudae ma podsekce Nudae a
Mediocalcaratae (Williams et al., 2004; tab. 1.3). Vyvoj prasnikovych vybézki v kontextu fylogeneze

ukazuje obr. 1.14.

Tab. 1.3: Pocet prasnikovych pfivéskl rodu Globba u jednotlivych sekci sensu Schumann (1904) + Larsen (1972)
a v soucasném pojeti sekci sensu Williams et al. (2004).

Systém sekci Sekce Pocet pFivéskd = Redukce listent

Schumann (1904) Haplanthera
+ Ceratanthera
Larsen (1972) Globba

Nudae

Ne
Ano

Williams et al., 2004 Haplanthera
Substrigosa
Mantisia
Ceratanthera
Globba
Nudae subsect. Mediocalcaratae
Nudae subsect. Nudae
Sempervirens

A B NS DNDNOO AN O
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Obr 1.14: Fylogeneze sekci tribu Globbeae s poc¢ty chromozdm a grafickym znazornénim tvaru a
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poctu pradnikovych vybézka. Cislo v trojuhelniku vyjadfuje pfiblizny pocet druhd v linii (Williams et al.,

2004).
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1.6.4.1 Reprodukéni systém a morfologie kvétu
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Obr. 1.15: Striktni konsenzudIni strom ziskany metodou maximalni parsimonie z ITS a matK Usekl
DNA. Cisla nad vétvemi predstavuji bootstrap a Bayesovskou posteriorni pravdépodobnost, ¢isla pod
vétvemi vyjadfuji Bremerovu podporu (Williams et al., 2004).

Vétsina druhll je schopna vegetativni reprodukce pacibulkami, které se vytvareji ve spodni ¢asti

kvétenstvi. Bylo zjisténo, Ze u druhi s 2n = 48 tento zplsob rozmnoZovani pfevazuje nad sexualnim

rozmnozovanim (Takano, 2001; Williams et al., 2004). Tento zpUsob rozmnoZovani neni u tropickych

rostlin Uplné bézny, ale nalezneme ho v Celedi jesté u nékterych druhd rodl Hedychium a Alpinia (M.

Newman, osobni sdéleni).

29



Zkoumani sexualniho rozmnoZovani zacina u unikatni morfologie kvétu rodu Globba. Kvéty na
prvni pohled zaujmou vyraznou obloukovitou nitkou a boénimi vybézky prasnikd (obr. 1.16, 1.17).
Kvétenstvi je svéSeny nebo vztyCeny thyrsoid. Listeny v kvétenstvi byvaji vyrazné zbarvené, oranzové,
razové, cervené nebo zelené a ¢asto kontrastuji s barvou kvétu, ktera byva bila, Zlutd, oranZova nebo
fialova. Povrch uvnitf trubice je vybaven vlasky, které slouzi jako kapilarni systém pro nektar (Muller,
1931). Jako u vsech zazvorovitych je blizna seviena prasnikem a v poupéti je uloZena ve ventralni
brazdé nitky. A protoze ¢nélka je kratSi nez ohnutd nitka, vznikne utvar pfipominajici luk s tétivou
(obr. 1.16). Blizna, kterd se nachdazi v tésné blizkosti prasniku, je vyduta a lemovana tuhymi vlasky

(Endress, 1994).

/

Obr 1.16: Kvét druhu Globba winitii, pohled z boku, zpfedu a zezadu. A (Anther) = prasnik svirajici

bliznu, F (Filament) = nitka tyCinky objimajici ¢nélku, L (Lip) = spodni pysk, S (Style) = ¢nélka. Zdroj
Endress, 1994.

Obr. 1.17: Typy prasnikovych pfivéskll u rodu Globba. A) Sekce Haplanthera (bez privéskl). B) Sekce
Ceratanthera ser. Basicalcaratae (dva privésky pfipojené na bazi). C) Sekce Nudae ser. Mediocalcaratae
(dva Siroce napojené privésky). D) Sekce Globba a Nudae (Ctyfi privésky). Zdroj: Williams et al., 2004.
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Kdyz opylovac dosedne na kvét, prasnik smackne bliznu, kterd uvolni sekret, na ktery se nalepi
pyl z téla opylovace. Bocni privésky prasniku slouzi pravdépodobné jako pdka, ktera udrzi spravnou
orientaci struktury, i kdyZ opylovac pfileti z boku. O opylovani rodu Globba nejsou prakticky zadné
zaznamy (Endress, 1994; Box, 2006). Z architektury kvétu Ize usuzovat, ze vhodnymi opylovaci by byli
motyli (Muller, 1931). Na Malajském poloostrové byl na kvétu Globba fasciata jedenkrat zpozorovan
motyl Eurema hecabe jak saje nektar a pfi sevieni kfidel se otfel o prasniky a bliznu (Newman, 1988).
Na druhou stranu vzhledem k pozici nektarii a malému kvétu u rodu Globba jsou podle Box (2006)
béini opylovaci celedi Zingiberaceae (kolibfici, euglosiny, motyli) nepravdépodobnymi prenaseci
pylu. Kato (1993) studoval opylovace druhu Globba aurantica na Sumatie a zjistil zde jediného

navstévnika, jimz byla vosicka z podceledi Anthophorinae (Elaphropoda impatiens).

1.6.4.2 Karyologie

Cytologické studie rodu ptinesly celou $kalu chromozdmovych poctd: 2n = 22, 24, 28, 32, 34, 44, 48,
64, 80 a 96 (shrnuto v Takano, 2001). Nazor na zakladni chromozémové Cislo se v minulosti ¢asto
ménil. RGzna Cisla byla navriena i pro jednotlivé sekce. Nicméné naprosta vétsina zdrojd udava dva
chromosomové pocty, a to 2n =32 a 2n = 48 a s nimi nevyjasnéné zakladni chromosomové Cislo x = 8
nebo x = 16.

Studium karyotypu je znacné ztizeno malou velikosti somatickych chromosoma (0,7-2,5 um) a
jejich uniformnim vzhledem (Lim, 1972), proto je vhodnéjsi studovat chromozdmy v meiotické fazi.

K poznani karyologie prispélo nejvice pét praci, jejichz vysledky zde jsou struéné shrnuty. Prvni
z nich je cytologicka studie fadu Zingiberales (Mahanty, 1970), do které byly zahrnuty druhy Globba
atrosanguinea, G winitii, G. albiflora var. aurea a G. heterobractea [= G. marantina podle The Plant
List (2010)]. U prvniho druhu byly poditany pouze meiotické chromozémy z pylovych materskych
bunék a pocet byl vidy 2n = 48. Mnozstvi bivalentl mirné prevaZzovalo nad poctem trivalent( a
univalentl, které se vyskytovaly ve velmi podobné mire. Zfidka byly pozorovany tetravalenty a
pentavalenty. Kvili tomuto parovani, bylo navrZeno, Ze G. atrosanguinea by mohla byt, tetraploidnim
druhem hybridniho plvodu se zdkladnim chromozémovych Cislem x = 12. U G. heterobractea bylo
pozorovano 32 bivalent(, tedy 2n = 4x = 64, zde bylo navrZzeno druhé zadkladni chromozdémové Cislo x

= 16. U zbylych dvou druht bylo zjisténo pravidelné parovani a 2n = 32 (obr. 1.18).
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Obr 1.18: Chromozémy z pylovych materskych bunék v prvni metafazi (A, B) a prvni anafazi (C). A)
Globba heterobractea — 32 bivalentl; B) G. winitii — 16 bivalent(; C) G. albiflora — 32 dcefinych bivalentu
(Mahanty, 1970).

Druha studie (Lim, 1972) se zabyvala malajskymi druhy a zahrnula 12 ze 13 v Malajsii se
vyskytujicich druhd. Zjistény byly pocéty 32 chromozdm pro Globba unifolia, G. fragilis, G. leucantha
a G. albiflora, 48 chromozdmu pro G. curtisii, G. holttumii a G. intermedia, oba poCty u G. cernua. G.
pendula, G. patens a G. variabilis a 80 chromozém u G. marantina. Ukazka fotografii metafazickych
chromozom( 2n = 32 a 2n = 48 je na obr. 1.19. V této praci bylo navrzeno zékladni chromozémové
Cislo x = 8 na zakladé seskupovani chromozém u nékterych ze studovanych zastupcll. Zastupci s 2n =
32 tvorili vétSinou bivalenty. Nejmensi podil bivalentl byl nalezen u G. pendula a G. cernua, kde byl
detekovan relativné vyssi vyskyt univalentld (v poctu 0-4) a castéjsi non-disjunkce pfi rozchodu
chromozém( pfi meiotickém déleni, ¢imz vznikaji numerické aberace. Multivalenty byly pozorovany
u sedmi z tfinacti taxonl. Extrémné vysoky vyskyt multivalentd (85 %) byl objeven u G. pendula,
zatimco u ostatnich taxonu byl vyskyt relativné nizsi (pouze 5,6 — 16,9 %). Byla zjisténa silna korelace

mezi parovanim chromozéml, nepravidelnostmi v meidze a Zivotaschopnosti pylu.

Obr. 1.19: Mitotickd metafaze bunék kofenovych Spicek (Lim, 1972). A),B) Globba pendula, 2n = 32; C),
D) G. cernua, 2n =48. A),C) fotky; B), D) upravené obrazky.

Chromozémovy pocet 2n = 48 byl nalezen u Sesti druhl z dvanacti zkoumanych v Malajsii.
Zastupci této skupiny tvofi vétsinou trivalenty. U vétsSiny taxonl byl minimalni zjistény pocet

trivalent(l vétsi nez 8 (mnoistvi trivalentl Ize vyjadfit v procentech jako ¢ 54-90 %). V jednom jedinci
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se pocet trivalentl velmi rlznil. Rozchod chromozémG do gamet byl nepravidelny (v poméru od
24:24 do 17:31). VSechny taxony mély nepravidelnou meidézu a ve srovnani staxony s2n = 32
zhorsenou Zivotaschopnost pylu. Nepravidelnost meidzy se projevovala nesparovani chromozéma pfi
prvni a druhé metafazi, zaostavanim chromozém v anafazi, nerovhomérnou segregaci a polysporii
Ustici v tetrady ¢i triddy misto dyad. Semena nebyla nalezena ani v pfirodé ani v péstované sbirce,
s vyjimkou druhu G. variabilis (zndmo pouze 2n = 48).

PFi seskupovani chromozomU v metafazi | v pfipadé 2n = 32 byly nejcastéji pozorovany dvé
skupiny osmi bivalentll a v pfipadé 2n = 48 byla pozorovana jedna skupina osmi aZ Sestnacti
trivalent(l a skupina zbylych chromozém? jako bivalenty a univalenty.

Zvlastnosti byl nalez endopolyploidie (2n = 160) u druhu G. marantina (2n = 80) v burice
korenové Spicky.

Vysokd mira tvorby bivalentl a malé mnoZstvi univalentd u druhd s 2n = 32 indikuje diploidni
stupen organismu. Naopak u druhl s 2n = 48 vysoka mira tvorby trivalent(, nepravidelnd meidza a
maléd Zivotaschopnost pylu indikuje triploidni stuper. Jako zpUsob vzniku triploidd se nabizi
autotriploidizace, protoze trivalenty vykazovaly vysokou homologii. Alotriploidni jedinci obvykle maji
maly pocet trivalentd a problémy s parovanim chromozémda. Druhy Globba holttumii, G. cernua a G.
pendula mély relativné mensi pocet trivalent(i (54—68 %), jsou tedy moZnymi adepty na alotriploidni
vznik. Nicméné nalez multivalentd (predevsim tetravalent() u taxonl s 2n = 32 naznacuje moZnou
polyploidii v téchto taxonech. Tuto teorii podporuje i zjisténé formovani skupinek chromozémi
v metafazi |. Je tedy moiné, Ze zakladni chromozémové Cislo je x = 8, pak jsou druhy s 2n=32
alotetraploidni (AABB), ackoli se pfi meidze chovaji jako diploidni, a druhy s 2n = 48 jsou hexaploidni
(AAABBB). Toto Cislo dobfe koresponduje s nalezenymi pocty 2n = 24, 32, 48, 64 a 80, ale méné se
hodi k dalsSim publikovanym poc¢tim jako 2n = 20 (Datta et Sarkar, 1980, Newman, 1988), 22, 44
(Sharma et Bhattacharya, 1959).

Ve treti studii pocital Larsen (1972) chromozdémy tfinacti Thajskych druhl rodu Globba. V této
cytologické praci byly nové popsany druhy Globba nuda (2n = 34), G. aphanantha (= substrigosa, 2n =
28; 3 SAT-chromozdémy), G. obscura (2n = 32; bez SAT-chrom.) a G. laeta (2n = 32). Dal$imi
analyzovanymi druhy byly G. clarkei (2n = 24; 1-2 SAT-chrom., 12 bivalent(), G. pendula (2n = 32; az
2 SAT-chromozémy), G. schomburgkii (2n = 48, ca 64), G. winitii (2n = 32; 1-2 SAT-chrom., 16
bivalentl), G. garrettii (2n = 32, 48; morfologicky neodlisitelné rostliny), G. kerrii (2n = 32), G.
nisbetiana (2n = 32), G. purpurascens (2n = 32; 1-2 SAT-chrom.) a G. reflexa (2n = 32). Ukazka

nékterych metafazickych rozloZzeni chromozémi je na obr. 1.20.
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Obr. 1.20: Mitotickd metafaze bunék korenovych Spicek (Larsen, 1972, upraveno). Zleva
Globba clarkei (2n = 24), G. winitii (2n = 32), G schomburgkii (2n = c 64), (Larsen, 1972).

Prfedpokladané zakladni chromozémové Cislo je x = 8. Druhy s 2n = 24, 28 jsou povazovany za
tetraploidy a byla pro né navrZzena druhotna zakladni Cisla x = 6 a x = 7 jako dysploidni série od x = 8.
V meidze dochazi k pravidelnému parovani a nejcastéjsi pocet SAT-chromozdoml je 2. Nepfitomnost
¢tyr SAT-chromozému ocekavanych u tetraploid(l autor vysvétluje ztratou pfi diploidizacnim procesu.
V hornatych oblastech severniho Thajska evidentné doslo k rychlé speciaci za vzniku nékolika
neoendemity.

Dalsi praci je dizertacni prace Marka Newmana (1988), ve které se zabyva cytotaxonomii a
opylovanim u zastupcl celedi Zingiberaceae. Z tribu Globbeae byly pocitany chromozémy u druhu
Mantisia wardii (dnes Globba wardii, viz vyse) a Sesti druh( rodu Globba. Chromozémy druhu
Mantisia wardii byly spocitany vibec poprvé a to ze sedmi kofenovych spi¢ek a 48 bunék se zavérem
2n = 20 (obr 1.21). Velikost chromozému tohoto druhu se pohybovala mezi 2,0-4,5 um. Pravidelné
parovani chromozémU dovedlo autora k hypotéze, Ze zakladni chromozémové Cislo je x = 10. Dale
byly spocteny chromozémy u G. marantina (2n = 64), G. winitii (2n = 32) a poprvé byly pocitany
chromozémy u G. fasciata (2n = 32, bez SAT-chrom., pfi meiose se tvofilo 16 bivalentl), G.

brachyanthera (2n = 32, bez nebo 2 SAT-chrom.), G. propinqua

(2n = c 48, 3 SAT-chrom.) a G. atrosanguinea (2n = c 48, 3 SAT- >

\ t
g2 T2

chrom.). Velikost chromozémud téchto druhl se pohybovala

mezi 1,3-2,7 um.

o

% .
Zatimco G. fasciata pti samoopylovacich pokusech plody ;" ‘.'\
3 . iR k S
nevytvofila, u G. marantina plody pozorovany byly. U Mantisia iy ’ L
&% A

wardii byl z18 samoopylenych kvétd vytvofen plod pouze | A

v jednom pripadé.

Obr. 1.21: Mantisia wardii — metafaze
mitotického déleni v burice kofenové
Spicky, 2n = 20, Sipky oznacuji SAT-
chromozémy (Newman, 1988).
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Posledni prezentovanou studii je vyzkum japonského autora Atsuko Takano (2001), ktery
analyzoval 19 taxonl rodu Globba ze Sumatry a Javy. Byly zjistény nové pocty pro 13 druh(l (2n = 32
pro G. campsophylla, G. franciscii, G. platystachya, G. leucantha var. flavidula, G. fecunda; 2n = 48
pro G. maculata, G. acehensis, G. albobracteata, G. aurantica, G. flavibracteata, G. talangensis a oba
cytotypy byly zjistény pro G. paniculata, G. leucantha var. bicolor, G. multifolia). Z dalsich bylo
stanoveno 2n = 32 pro G. pendula a 2n = 48 pro G. atrosanguinea, G. cernua a G. patens.

Studium fertility pylu vedlo autora u zavéru, ze zakladni chromozdmové Cislo by mohlo byt x =
16, protoze 2n = 48 maji vyrazné méné fertilniho pylu, rozmnozuji se hlavné vegetativné (oddenky a
pacibulkami), obvykle netvofi semena, dva homologni satelitni chromozémy byly zjistény u rostlin
s 2n = 32 (G. paniculata, G. franciscii) a tti satelitni chromozédmy u cytotypl 2n = 48 (G. paniculata, G.
flavibracteata). Navic byly detekovany trivalenty u taxont s 2n = 48.

Druhy s 2n = 48 pravdépodobné vznikly splynutim redukované (n) a neredukované (2n) gamety
rodicovskych taxond. Tuto hypotézu podporuje velmi vzacny vyskyt vyssich ploidnich drovni (proto je
nepravdépodobny vznik 2n = 48 kfizenim cytotypl 2n = 32 a 2n = 64) a navic tyto druhy s vyssi ploidii
se ve fylogenetickych analyzach nepodobaly cytotypdm 2n = 48. Naopak taxony s 2n = 48 se
podobaly taxonlm s 2n = 32 (Takano et Okada, 2002). Podobny zavér byl konstatovan i v rodé
Curcuma (Soontornchainaksaeng et Anamthawat-Jénsson, 2011).

Tabulka 1.4 shrnuje pocty chromozomi vrodé Globba dostupné z literatury. Pro rody
Hemiorchis a Gagnepainia zddné Udaje nejsou znamy.

Tab. 1.4: Publikované pocty chromozém u rodu Globba. Bisson et al., 1968; Ramachandran, 1969; Mahanty,

1970; Lim, 1972, 1973; Larsen, 1972; Datta et Sarkar, 1980; Newman, 1988; Takano, 2001. Pro druh Globba

vvvvv

Druh J, Rok-> 68/9 | 70 72 74 80 84 | 88 | 90 | 2001
Globba acehensis A.Takano & H.Okada 48
Globba albiflora Ridl. 32 32

Globba albobracteata N.E.Br. 48
Globba atrosanguinea Teijsm. & Binn. 48 48 48
Globba aurantiaca Mig. 48
Globba brachyanthera K.Schum. 32

Globba campsophylla K.Schum. 32
Globba cernua Baker 32,48 48
Globba clarkei Baker 24

Globba corneri A.A.Weber 48, c 64

Globba curtisii Holttum 48

Globba emeiensis 2.Y. Zhu 24

Globba fecunda A.Takano & H.Okada 32
Globba flavibracteata A.Takano & H.Okada 48
Globba fragilis S.N.Lim 32

Globba franciscii Ridl. 32
Globba garrettii Kerr 32,48

Globba glavibracteata 48
Globba holttumii S.N.Lim 48

Globba intermedia S.N.Lim 48

Globba kerrii Craib 32

Globba laeta K.Larsen 32

Globba leucantha Migq. 32 32,48
Globba maculata Blume 48
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Globba marantina L. 48,96 | 64 80 64

Globba multifolia A.Takano & H.Okada 32,48
Globba nisbetiana Craib c32

Globba nuda K.Larsen 34

Globba obscura K.Larsen 32

Globba paniculata Valeton 32,48
Globba patens Mig. 32,48 48
Globba pendula Roxb. 32,48 32 32
Globba platystachya Baker 32
Globba propinqua Ridl. 48

Globba purpurascens Craib 32

Globba racemosa Sm. 32 24 32
Globba reflexa Craib 32

Globba sessiliflora Sims 22

Globba schomburgkii Hook.f. 48, c 64

Globba substrigosa King ex Baker 28

Globba talangensis A.Takano & H.Okada 48
Globba unifolia RidI. 32

Globba variabilis Ridl. 32,48 48

Globba winitii C.H.Wright 48 32 32 32

Mantisia saltatoria Sims 20

Mantisia spathulata (Roxb.) Schult. 20

Mantisia wardii 20

1.6.4.3 Geografie

Priblizné geografické rozsiteni jenotlivych sekci je zndzornéno v praci Williams et al. (2004), viz obr.

1.22. V severni oblasti arealu se vyskytuje sekce Haplanthera a Mantisia, ve stfedni ¢asti Globba, ve

stfedni a jizni ¢asti je sekce Nudae a na jihu se setkdme s sekcemi Ceratnthera a Sempervirens.

— — — Ceratanthera
- - = = Globba
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Obr 1.22: Rozsiteni sekci rodu Globba bez Globba marantina (Williams et al., 2004) a mapa statl

jihovychodni Asie (http://wwp.greenwichmeantime.com/time-zone/asia/).

Z flér, checklistl a dalSich zdroja byla sestavena tabulka 1.5, kde je soupis poctu druh( tribu

Globbeae podle geografickych oblasti. Vypis druhll pro jednotlivé geografické oblasti byl zhotoven
jako pfiloha 1. Vhodna literatura nebyla nalezena pro Bangladés, KambodZu a Indonésii. Vzhledem
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k tomu, Ze pro rod neexistuje zadna revize (novéjSi nez 1904), jsou Udaje o rozsifeni zatizené
nevyresenou synonymikou, neaktudlnosti literatury, odliSného pojeti nékterych taxond v rlznych
Castech arealu, neprobadanymi oblastmi apod. Ziskané informace proto nelze povaZovat za
smérodatné, jsou spiSe orientacni. Na zdkladé téchto dostupnych udaji byla vytvofena mapka
rozsireni s pribliznou hustotou druht (obr. 1.23).

Tab. 1.5: Pocty druhd rodd Globba, Gagnepainia a Hemiorchis podle statd.

Oblast Globba endemitli = Gagnepainia @ Hemiorchis zdroj

Indie 24

(o)}
'
i
N

In Singh et Kumar, 2010

Cina 5 2 - - Wu et al., 1994+
Bhutan 5 ? -- 1 Noltie, 1994
Barma (=Myanmar) 23 ? 1 3 Kress et al., 2003
Vietnam 13 ? -- Ho, 1999
Laos 19 ? -- -- Newman et al, 2007
Thajsko 41 ? 3 2 Larsen et al., 2006; Sirirgusa, 1999
Malajsie 46 ? -- -- Newman et al., 2004
Filipiny 10 7 - - Ridley, 1909
Indonésie
Sumatra 16 Takano et Okada, 2003
Borneo, Java ?
Bangladés ?
Kambodza ?

— g

Pocet druhu
() 1-10

11-20
® 2130
® 3140
@® 1150

Obr 1.23: Mapka jihovychodni Asie s vyznacenou druhovou hustotou rodu Globba v

jednotlivych statech. Bilé oblasti neznamenaji nepfitomnost rodu, ale chybéjici idaje. Zdroj:
vlastni.
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2 METODIKA

2 Material a metodika
2.1 Material

Do analyz bylo zahrnuto 87 jedinct (2 druhy rodu Gagnepainia, 2 druhy rodu Hemiorchis, 28 druht
rodu Globba a 19 neurcenych jedincld rodu Globba; pfiloha 2). Materidl pochazi ¢astecné z Zivych
shirek péstovanych ve sklenicich botanickych zahrad zabyvajicich se ¢eledi Zingiberaceae a ¢astecné
z vyjezdl do terénu. Nejbohatsim zdrojem materidlu byla Kralovska botanicka zahrada v Edinburghu
(RBGE, kody téchto jedinc zacinaji pismenem ‘E’ nasledovnym 8 Cislicemi), kterd shromazduje
zastupce Celedi Zingiberaceae vice nez 40 let a je mimo jiné zdsobena i ze Singapurské botanické
zahrady (BGS). Mnoho druhi je shromaZdéno i v botanické zahradé v Praze v Tréji (PBG). Nékteré
druhy pochazeji z vyse zminénych botanickych zahrad, jiné z nedavnych terénnich exkurzi kolegli do
JV Asie (Thajsko, Malajsie). Vsechny duhy byly uréeny nebo alespor konzultovany s odbornikem na
rod Globba hlavnim evropskym specialistou na cytotaxonomii a fylogenezi cCeledi Zingiberaceae
Markem Newmanem (Royal Botanical Garden, Edinburgh). Pro fylogenetické analyzy byly pfidany
sekvence DNA z databdze GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), které byly vybrany na zakladé
prace Williams et al. (2004) z doplnujicich materidld online. Tyto materidly obsahuji sekvence
z dlvéryhodnych zdrojd, vsechny jsou od autord Kyle Williams (Duke University, North Carolina),
John Kress (Smithsonian Institution, Washington), Atsuko Takano (Osaka City University, Japan),
pfipadné jejich spolupracovnikl, proto lze predpokladat i spravné urceni druhl. Kody pouZitych
zaznamU jsou v pfiloze 3. Celkem tedy bylo pracovano se 195 vzorky (z toho 12 tvofi mimoskupinu) a
celkem 70 druhy tribu Globbeae. Taxony mimoskupiny byly zvoleny stejné jako v praci Williams et al.
(2004) a to na zakladé vysledkl fylogenetické studie celedi Zingiberaceae (Kress et al., 2002).
Mimoskupinu tvofili tfi druhy podceledi Alpinioideae a 9 druhl podceledi Zingiberoideae.

Druhy, o které je fylogeneze tribu Globbeae (Williams et al., 2004) v této praci rozsitena, jsou
G. purpurascens, G. unifolia, G. corneri, G. kerrii, G. nisbetiana a G. sp. novum (E20081114).

V letech 2011 a 2012 byly z Zivych rostlin odebrany listy a kofenové Spicky. Material urceny pro
pratokovou cytometrii byl uzavien do plastikovych sacku, skladovan v chladu a zpracovan do dvou
tydna. Korfenové Spicky byly po nize popsané proceduire uskladnény v lednicce a zpracovany do cca 5
mésich. Pletiva listu uréené k izolaci DNA byly v mnoistvi cca 3 cm? plochy listu vysougeny v saécich

se silikagelem po dobu minimalné ¢trndact dni.

2.2 Metodika

2.2.1 Velikost genomu a priitokova cytometrie

Méreni absolutni velikosti genomu bylo provedeno v cytometrické laboratofi botanického oddéleni

Narodniho muzea v Hornich Pocernicich. Byl ndsledovan postup, ktery popisuje napf. DolezZel et al.
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(2007). Do Petriho misky bylo dano pfiblizné 0,5-1 cm? plochy listu studované rostliny spole¢né se
stejnym mnoiZstvim standardu [Bellis perennis (2C = 3,42 pg) nebo Glycine max (2C = 2,28 pg)], zalito
0,5 ml ledového pufru ,,Otto 1“ (0,1 M monohydrat kyseliny citrénové, 0,5% Tween 20; Otto 1990) a
rozsekano ostrou Ziletkou. Nasledné byla suspenze prefiltrovana pres nylonovy filtr (velikost oka 42
pim) a ponechana 10-20 min v pokojové teploté. Pak bylo pfiddno 960 pl barviciho roztoku [smés 20
ml pufru ,Otto II” (0,4 M Na,HPO,.12H,0; Otto, 1990), 1 ml fluorescencniho barviva propidium
jodidu (Sigma), 1 ml RNazy lIA (Sigma) a 40 ul B-mercaptoethanolu (Sigma)]. Pro kazdy vzorek bylo
méfeno minimalné 3500 jader. Vzorky byly analyzovany pfistrojem Partec CyFlow® ML se zelenym
laserem (532 nm) jako excita¢nim zdrojem a zpracovany pomoci softwaru Partec FloMax®.

Méreni bylo opakovano ve trech rdznych dnech. Pokud se maximalni namérena 2C-hodnota
lisSila od minimalni 2C-hodnoty jednoho vzorku o vice nez 2 %, byl vzorek zméren znovu, dalsi den, a
odlehld hodnota byla z analyzy vyfazena. Témér vSechna méreni (97 %) méla CV hodnoty (koeficient
variance, coefficient of variation) standardu i vzorku mensi nezZ 3,5. Ostatni nepresahly 5.

Osvédcilo se vybirat stfedné staré listy, které Ize uchovdvat navlhéené v ziplockovém sacku
v lednici a analyzovat i po cca dvou tydnech. Vhodné se ukazalo pouzit material z baze listu
studované rostliny a to ve stejném nebo o néco malo vétsim mnozstvi nez standardu (Bellis perennis
/ Glycine max). Cést listu o plose pfiblizné 1,25 x 1,25 cm bylo lepsi nasekat méné, ne7 brat mensi
plochu listu a sekat vice. Také bylo nezbytné nutné nasekany a prefiltrovany vzorek ve zkumavce
nechat minimalné 10 min odstat v pokojové teploté, nez byl pfidan barvici roztok. Naopak vibec
nevadilo, pokud prefiltrované vzorky staly delsi dobu (pUl dne). Barvici roztok se nechal plsobit vidy
po dobu pfedchozi analyzy, tedy minimdlné 7 minut pfi pokojové teploté. Nejlepsi vysledky pak byly
ziskany pti nastaveni programu FloMax® (Partec) na rychlost 0,2-0,4 ul/s, kdy proslo zhruba 10-15
jader za sekundu.

Monoploidni velikost genomu (1C,-hodnota) byla spoc¢tena jako 2C-hodnota vydélana ploidnim
stupném (Greilhuber et al., 2005), pficemz jako zakladni chromozémové cislo bylo zvoleno x = 8 (Lim,
1972; Williams et al., 2004). Absolutni velikost genomu byla zmérena celkem u 87 jedincll (viz tab.
3.2).

Velikost genomu (2C i C,) byla rozdélena do kategorii podle fylogenetickych sekci, testovdna na
normalni rozdéleni (Shapirdv-Wilk(v test) a vizualizovana krabicovymi diagramy. Rozdily mezi
sekcemi byly testovany Kruscal-Wallisovym testem. Obdobné byly zpracovany hodnoty velikosti
genomu rozdélené podle poctu chromozém(. Veskeré toto statistické zpracovani bylo pocitano

v programu PAST (Hammer et al., 2001).
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2.2.2 Pocty chromozému

Kofinky byly béhem jara (2011 a 2012) odebrany z 50 jedinc( (23 druhtd a 19 neuréenych jedincll) ve
sklenicich prazské botanické zahrady v Troji a Kralovské botanické zahrady v Edinburghu. Zpracovany
byly do podzimu téhoz roku. V ideadlnim pfipadé byl odbér délan dopoledne za slunec¢ného pocasi,
kdy se predpoklada nejvétsi meristematicka aktivita. U nékolika jedincl byl odbér opakovan.

Postup pfi pocitani chromozom( ve velké mife nasledoval navod pro praktickd cviceni
(Krahulcova, 1998). Cerstvé oddélené kofinky s mlé&né zabarvenou kofenovou $pickou, indikujici
aktivni meristematické pletivo, byly na cca 2—-3 hodiny viloZeny do epruvet s nasycenym roztokem
para-dichlorbenzenu a ponechany v pokojové teploté. Poté byl tento roztok odpipetovan a epruveta
s materidlem byla nékolikrdt opatrné proplachnuta destilovanou vodou. Nasledné byl materidl
zafixovan ve smési 96% etanolu a ledové kyseliny octové v poméru 3:1 a uloZzen na noc do chladnicky.
Rano byla fixaéni smés nahrazena 70% etanolem, ve kterém byl materidl uchovdn az do dalsiho
zpracovani (i nékolik mésica).

Pfi maceraci se rozpusti stfedni lamela, kterd spojuje bunky a na podloznim sklicku je pak
mozné bunky rozprostfit do roviny. Macerace bylo docileno ponofenim kofinkl ve smési
koncentrované HCl a 96% etanol (1:1) pfi laboratorni teploté po dobu cca 15-30 sekund. Poté byly
kofinky premistény do kadinky s vodou. Na podloZznim sklicku byla v kapce vody Ziletkou oddélena
mlécné bila Spicka, pomoci filtracniho papiru odsana prebytecnd voda, kofenova Spicka byla nasledné
zakdpnuta barvivem ,lakto-propion-orcein” a roztlacena pfitlacenim jehly na kryci sklicko. Pro lepsi
probarveni bylo kryci sklicko pomoci jehly a Ziletky v jednom rohu nadzdvizeno. Po barveni orceinem
jsou chromozémy a interfazova jadra intenzivné tmavé Cervené. Lepsich vysledkd bylo dosaZzeno
pozorovanim vzorku pod mikroskopem az po nékolika hodinach po barveni nebo i dalsi den, protoze
chromozémy byly zfetelnéji probarvené. Lakto-propion-orcein je smés kyseliny mlééné (5 ml),
kyseliny propionové (5 ml), orceinu (0,2 g) a destilované vody (9,5 ml). Pouzit byl mikroskop Olympus
BX41TF s imerznim objektivem Plan N se zvétSenim 100x, snimaci kamera Olympus U-CMAD3 a
software QuickPHOTO CAMERA 2.3 nebo mikroskop Olympus BX61 s imerznim objektivem se
zvétSenim 100x a software AnalySIS.

Do analyz evoluce velikosti genomu byly pouZity pouze vlastni pocty chromozému, zadné

nebyly pfevzaty z literatury.
2.2.3 Fylogenetické analyzy

2.2.3.1 l1zolace DNA

Zdrojem DNA byla rostlinna pletiva listu vysusena silikagelem. DNA byla vyizolovdna pomoci kitu
Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek) v DNA laboratofi PfF UK v Praze. Priblizné 0,5 g suchého

materidlu bylo vloZzeno do 2ml eppendorfek a nasledné drceno wolfram-karbidovymi kulickami
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v mlynku Retsch Mixer Mill 200 pti 27 000 ot./min po dobu 2—3 minut, ptipadné o néco déle, dokud
nebyl na sténach zkumavky jemny prasek. Ddle postup nasledoval instrukce vyrobce, s vyjimkou
nékolika drobnych Uprav: po 30 minutach v termomixu pfi 65°C a 1000 rpm, se vzorky minutu a pul
centrifugovaly na 12 tis. rpm, , Lysis Buffer P“ byl pfidan v mnoZstvi 500 pl misto 400 pul, ,RNasy A“
(10 mg/ml, Fermentas) bylo pfidano pouze 5 pl namisto doporucenych 40 pl, ,,eluéniho pufru D“ bylo
pfidano 70 ul a pred posledni centrifugaci se vzorky nechaly misto 15 min odstat minimalné 30 min.
Pro druhou eluci bylo pfidano 50 pl elu¢niho pufru a vzorky se nechaly stdt minimalné 45 minut.

U extrahované DNA byla pro kontrolu zméfena koncentrace s pomoci spektrofotometru

Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

2.2.3.2 PCR (Polymerase Chain Reaction) amplifikace

Pomoci dvojice specifickych primerii dojde k namnoZeni urcitého Gseku DNA. Zvoleny byly 2 Useky
DNA. Oblast ITS (internal transcribed spacer) ribozomalni jaderné DNA a oblast matK, kterad je
soucasti chloroplastové DNA. Pro jejich namnoZeni byly pouZity pfislusné primery (koncentrace 25
pmol/ul): ITS4, ITS5, trnK1F a trnK2R (tab. 2.2).

Izolovand DNA byla nafedéna sterilni Mili-Q vodou na 5 ng/ul do objemu 20 pl. Namisto
nafedéné DNA byla v nékterych pripadech pouzita DNA z druhé eluce. K 19 pl (u Useku matK k 20 pl)
PCR mixu byl ptidan 1 pl nafedéné DNA. SloZeni PCR smési viz tabulka 2.1.

Tab. 2.1: SloZeni PCR smési pro useky ITS a matK.

ITS ul matK pul
Sterilni Mili-Q H,0 15,6 Sterilni Mili-Q H,0 15,8
10x PCR Buffer JSRT 2,0 Buffer IMMO 2,1
dNTP (10 mM) 0,4 dNTP (10 mM) 0,4
Primer froward ITS 5 (25 pmol/ul) 0,25 MgCl, (50 mM) 1,2
Primer reverse ITS 4 (25 pmol/pl) 0,25 Primer froward trnK1F (25 pmol/ul) | 0,2
JumpStar RedTaq DNA Polymeraza 0,5 Primer reverse trnK2R (25 pmol/ul) | 0,2
(Sigma) (1U/u) Immolaza 0,1
celkem 19 celkem 20
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PCR probéhla v zavislosti na Useku DNA s nasledujicimi teplotnimi cykly.

ITS matK

94°C 1:00 95°C 7:00

94°C 0:45 95°C 1:00

50°C 0:45 35x% 60°C 1:00 35x%
72°C  0:50 68°C 2:00

72°C 10:00 72°C 10:00

Pro analyzy byly pouzivany termocyklery Eppendorf mastercycler, Eppendorf Mastercycler ep S
— gradientovy a Techne Touchgene — gradientovy.

Pomoci elektroforézy byla zhodnocena kvalita PCR produktll. Zaporné nabité fragmenty DNA
putuji v elektrickém poli ke kladné elektrodé. Kratsi fragmenty jsou mobilnéjsi a gelem putuji rychleji,
dlouhé fragmenty se naopak pohybuji pomaleji. Vysledkem Uspésné amplifikace by méla byt
pfitomnost prislusné dlouhych molekul DNA.

PCR produkty byly po 3 ul naneseny na 1% agardzovy gel (s jednou kapkou ethidium bromidu)
v 1xTAE pufru. Jako velikostni standard slouzil Zebticek O'GeneRuler™ 100bp Ladder Plus
(Fermentas). Pro vizualizaci DNA byl gel vloZzen do UV transiluminatoru (Herolab UVT-20M) a za
pomoci pfistroje Gel Logic 100 (Kodak) a softwaru 1D Image Analysis (Kodak) nasnimdn do pocitace.

Ukdzka vizualizace namnozeného ITS Useku je na obrazku 2.1.
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Obr. 2.1: Ptiklad vizualizace PCR amplifikace u jedincd rodu Globba. Na agarésovém gelu jsou patrné
naamplifikované fragmenty Useku ITS o délce zhruba 800 bp. Vpravo je schéma pouzitého Zebfticku
O'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas).
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2.2.3.3 Precisténi PCR produktu

Precisténim se produkt zbavi zbylych primer( a nevyuzitych dNTP. Princip precisténi spociva v tom,
Ze prebytecné uUseky DNA (krat$i nez 100 bazi) protecou kolonkou, ¢imz jsou ze smési eliminovany.
K precisténi byl pouZit purifikac¢ni kit Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid). Postup
nasledoval instrukce vyrobce. Na zavér byla zmérena koncentrace DNA na Nanodropu 1000 (Thermo

Scientific).

2.2.3.4 Sekvenacni reakce

PCR produkt byl nafedén sterilni Mili-Q vodou do objemu 13 pl tak, aby do reakce vstoupilo
minimalné 110 ng. K této smési byl pridan vidy 1 pl pfislusného sekvenaéniho primeru (3,2 pmol/pul,
tabulka 2.2). Sekvenovani probéhlo vsekvenacni laboratofi PfF UK v Praze, Vinicna 7
(Sestndactikapilarni sekvenator 3130xI Genetic Analyzer od firmy Applied Biosystems).

Pro osekvenovani Useku ITS byly pouZity 2 primery (tab. 2.2). Usek matK byl sekvenovan

pomoci 5 primer( (obr. 2.2, tab. 2.2).

Tab. 2.2: Sekvence primer( pouZitych pro PCR a sekvenaci.

Usek | nazev primeru | sekvence zdroj
ITS ITS4 5‘- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' White et al., 1990
ITS5 5‘- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ White et al., 1990
matK | trnK1F 5‘- CTCAACGGTAGAGTACTCG-3* Manos et Steele, 1997
trnK2R 5‘- AACTAGTCGGATGGAGTAG-3' Steele et Vilgalys, 1994
mlF 5‘- GTTCAGTACTTGTGAAACGTT-3' Kress et al., 2002
m5R 5‘- AGGATCCTTGAAAATCCATAG-3* Kress et al., 2002
mIR 5‘- CGTTTCACAAGTACTGAACTA-3 Kress et al., 2002
matK
K1F MIF
MIR K2R
N M5R -

Obr. 2.2: Schéma sekvenacnich reakci Useku cpDNA matK (vlastni obrazek). Sekvence primer( jsou
v tab. 2.2
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2.2.3.5 Prace se sekvencemi

Obdrzené sekvence ze sekvenatoru ve formatu *.abl byly zkontrolovany prohlédnutim v programu
FinchTV (http://www.geospiza.com/finchtv). V programu Segman (soucast baliku DNAstar) byly
vytvoreny tzv. ,contigy” (spojené forward a reverse sekvence), které byly nasledné uloZeny do FASTA
formdtu. Pomoci  algoritmu  MAFFT  (Multiple Alignment  using Fast Fourier Transform;
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/) byl automaticky vytvoren alignment (sefazeni homolognich
bazi pod sebe). Alignment byl kontrolovdan  prohlizenim v programu  BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/), kde byly ru¢né provedeny drobné Gpravy.

2.2.3.6 Fylogenetické stromy

Ze ziskanych matic sekvenci byly vytvofeny fylogenetické stromy tfemi rlznymi metodami. Byly to
Bayesovska analyza (Bayesian inference, Bl), maximalni parsimonie (MP) a maximalni vérohodnost
(maximum likelihood, ML). Kazda z metod byla aplikovana postupné na nékolik soubord dat. Celkové
bylo vytvoreno pét soubor( sekvenci:

1) matK sekvence vsech dostupnych taxon( (145 taxon(),

2) ITS sekvence vsech dostupnych taxon( (195 taxonu),

3) spojené matK-ITS sekvence vsech dostupnych taxond (139 taxon(),

4) spojené matK-ITS vlastni sekvence, u kterych byla zméfena 2C-hodnota (65 taxon(),

5) spojené matK-ITS vlastni sekvence, u kterych byla zjisténa C,-hodnota, ale vybrané tak, aby

co nejméné zkreslovaly vysledky testu vlivu evoluce, tzn. ze stejnych druh( se stejné velkym

genomem a totoZnym umisténim na stromé byl ponechan pouze jeden (39 taxona).
Na prvni dva soubory byly aplikovany vSechny tfi metody, na tfeti soubor pouze Bayesovska analyza a
na posledni dva pouze maximalni parsimonie. Ziskané stromy byly prohlizeny a upravovany
v programu FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) a Dendroscope (Huson et Scornavacca,
2012). Do zavérecné podoby byly upraveny v Adobe lllustrator (Adobe CS5).

Pro kontrolu, zda jsou topologie ziskané na zékladé ITS a matK Usekl dostatecné podobné, aby
mohly byt analyzovany ve spojeném souboru, byl udélan ILD (incongruence lenght difference) test
spojeného souboru dat (Farris et al., 1994) v PAUP. Signifikantni vysledek (p < 0,01) indikuje velké
rozdily v topologiich. V tom ptipadé neni spojeni Usekl vhodné, protoze se kazdy vyvijel odlisSné a
mUzZe byt lepsi interpretovat evoluci Usekd samostatné (Darlu et Lecointre, 2002).

Pro Bayesovskou a ML analyzy byl vybran evolu¢ni model porovnanim log likelihood skore
v programu ModelTest (Posada et Crandall, 1998) nebo MrModelTest 2.3 (Nylander, 2004).

Nejvhodnéjsi model evoluce byl vybran na zdkladé principu Akaike information criterion (AIC).
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V pripadé maximalni parsimonie byly okddovany indely v programu SeqState
(http://www.nees.unibonn.de/downloads/SeqState) pomoci algoritmu ,,simple indel coding” (Simmons et

Ochoterena, 2000).

2.2.3.6.1 Bayesovska analyza

Vypocet byl proveden v programu MrBayes v.3.2.1 (Huelsenbeck et Ronquist, 2001). Substitucni
model byl na zédkladé vysledkd Modeltestu vybran GTR + | + G (nst = 6 rate = invgamma). Variabilita
substituci vzhledem k jejich pozici byla oSetfena gama distribuci a do vypoctu byla zahrnuta proporce
invariabilnich pozic. Teplota byla zvolena tak, aby si studeny fetéz obcas ménil pozici se tfemi
teplymi, coZz znamena, Ze teplé fetézce se vyuZivaji a tedy metoda Metropolis coupling se spravné
uplatriuje. Pocet generaci byl nastaven na 5000000 nebo 10 000 000, zapisovala se kazdd sta
generace a prvnich 25 % generaci bylo smazano jako burn-in. Hodnoty posteriorni pravdépodobnosti
mensi nez 90 % byly povazovany za slabé podpory a na stromech jsou vyznaceny ¢drkované. Pro
spojeny soubor sekvenci matK a ITS useku bylo vyuzito ptikazu ,Iset applyto”, ktery umozni nastavit
jiné parametry pro rGzné ¢asti sekvence DNA.

Priklad pouzitych pfikazu:

begin mrbayes;

log start filename=matK.log;
set autoclose=yes nowarn=yes;
help lset;

lset nst= 6 rates=invgamma;
help mcmc;

mcmcp ngen=10000000 Temp=0.01 samplefregq=100 printfreq=1000 nchains=4
savebrlens=yes;

mcmc;

sump burnin=25000;

sumt burnin=25000;

End;

2.2.3.6.2 Maximalni Parsimonie

Analyza probéhla v programu PAUP* v. 4.0b10 (Swofford, 2002). Jako outgroup byly vybrany 3
taxony patfici do podceledi Alpinioideae, pocet opakovani random addition sequence byl nastaven na
1000, maximalni pocet stromd byl omezen na 500 — 10 000 podle velikosti souboru dat, metoda
vymeény vétvi byla ponechana TBR (tree bisection reconnection) a bootstrap byl pocitan z tisice
opakovani. Hodnoty bootstrapu mensi nez 80 % byly povaZovany za slabé podpory a na stromech
jsou vyznaceny ¢arkované.

Priklad pouzitych pfikazu:

Begin PAUP;

log file=ITS.log;

cstatus;

Set autoclose=yes warnreset=no increase=auto;

Outgroup 24634653 Amomum longiopetiolatum

24634721 Siamanthus siliquosus 24634729 Vanoverberghia sepulchrei;
Set criterion=parsimony;
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Set maxtrees=500 increase=no;

Hsearch addseg=random nreps=1000;

Roottrees outroot=paraphyl;

Describetrees 1/plot=phylogram brlens=yes;

Savetrees brlens=yes file=its.tre;

Contree/strict=yes majrule=yes percent=50 treefile=consensus.trees;
Cleartrees;

Bootstrap nreps=1000 search=faststep treefile=Bootstrap.tre;

End;

2.2.3.6.3 Maximum Likelihood

Maximum likelihood (nejvétsi vérohodnost) analyza probéhla v programu GARLI v0.69 (Genetic
Algorithm for Rapid Likelihood Inference; Zwickl, 2006). Zvoleno bylo 5 000 000 generaci, tvorba
pocatecniho stromu s nastavenim ,streefname=random”, parametr ,genthreshfortopoterm” byl
zvysen na 100000, jinak bylo ponechano plvodni nastaveni (Zwickl, 2008). Celd analyza byla
vypoctena desetkrat a byly porovnany hodnoty vérohodnosti pro ovéreni kvality stromu. Vypocet
bootstrapu probéhl ze 100 opakovani a se snizenymi hodnotami nasledujicich parametr(, které
bootstrap zpomaluji, ale maji minimalni vliv na kvalitu: attachmentspertaxon = 10 a
genthreshfortopoterm = 20 000. Bootstrap mensi nez 80 % byl povaZzovan za slabou podporu vétve a

byl vyznacen prerusovanou ¢arou.

2.2.4 Vyhodnoceni evoluce velikosti genomu

Nasledujici testy byly aplikovany na soubor dat s 65 taxony (se zndmou 1C-hodnotou) a soubor 39
vybranych taxon( (u kterych byla k dispozici C,-hodnota). Oba soubory byly testovany na normalni
rozdéléni (Shapirdv-Wilk(lv test v programu PAST). Velikosti genomu byly pred analyzami
zlogaritmovany (Oliver et al.,, 2007). Grafické znazornéni velikosti genomu (2C, C,, 2C/2n) na
fylogenetickém stromu bylo vypracovdno v programu Mesquite (Maddison et Maddison, 2007)
pomoci squared-change nebo linear parsimony. Pro dalsi testovani byla 2C-hodnota prevedena na
1C-hodnotu. Programy pouZité pro vypocty byly BayesTraits (Pagel et al., 2004), caper (Orme, 2012) a
geiger (Harmon et al. 2008). Tyto softwary vyZaduji jako jeden ze vstupnich soubor(i strom
s uloZzenou délkou vétvi. Tento strom kvili programu BayesTraits nesmi obsahovat polytomie, proto

byl vybran jeden z maximalné parsimonickych strom.
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2.2.4.1 Test trendu evoluce

Pomoci softwaru BayesTraits byl zvolen model evoluce (A versus B), volba modelu byly testovany

likelihood ratio testem ,LR = 2[log-likelihood(lepsi model) — log-likelihood(horsi model)]“, ktery lze

vtomto pripadé aproximovat x> testem. Signifikance (p-hodnota) byla zji§téna pomoci webové

aplikace pro vypocet x* hodnot (http://www.fourmilab.ch/). Ze dvou nabizenych algoritmd vypoctu

(maximum likelihood a mcmc) byl vybran maximum likelihood.

2.2.4.2 Odhady skalovacich parametrt

Parametry lambda, kappa a delta (viz kapitola 1.3.3.1) byly odhadnuty ML algoritmem v programech

BayesTraits a caper (funkce ‘pgls’). V BayesTraits byly odhady testovany likelihood ratio testem (LRT)

a v caper byl vypocitdn 95% konfidencni interval. Postup v caper byl inspirovdan ndvodem popsanym

Charlesem Nunnem (http://nunn.rc.fas.harvard.edu, Nunn, 2011) a navodem k baliku caper (Orme,

2012).

Pouzité prikazy, které nactou data, pomoci ML odhadnou parametry A, k a §, jejich 95%

intervaly a nakresli jejich grafy, jsou:

library ("caper")
library ("ape")

tr = read.nexus ("s.tre")

write.tree (tr, file = "tree.tre")

trl = read.tree ("tree.tre")

a <- read.table ("logCx.txt",sep = "\t", header = TRUE)
sumdata <- comparative.data (phy = trl, data = a, names
vcv = TRUE, na.omit = FALSE, warn.dropped = TRUE)
model.lambda <- pgls (cvalue~1l, data = sumdata, lambda=

summary (model.lambda)

mod.l <- pgls.profile (model.lambda, "lambda")
plot (mod.l)

dev.copy (png, "lambda.png")

dev.off ()

summary (model.kappa)

mod.k <- pgls.profile (model.kappa, "kappa")
plot (mod.k)

dev.copy (png, "kappa.png")
dev.off ()

vcv = TRUE, na.omit = FALSE, warn.dropped = TRUE)

summary (model.delta)

mod.d <- pgls.profile (model.delta, "delta")
plot (mod.d)

dev.copy (png, "delta.png")

dev.off ()

sumdata 3d <- comparative.data (phy = trl, data = a, names.col
taxon, vcv.dim = 3, vcv = TRUE, na.omit = FALSE, warn.dropped
model.kappa <- pgls (cvalue~l, data = sumdata 3d, kappa= "ML")

sumdata <- comparative.data (phy = trl, data = a, names.col

model.delta <- pgls (cvalue~l, data = sumdata, delta = "ML",
list (lambda=c(0.001,1), kappa=c(le-6,3), delta=c(le-6,7)))
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2.2.4.3 Rekonstrukce ancestralni velikosti genomu

V programu BayesTraits byla velikost predka (parametr a) odhadnuta na zdkladé ML i mcmc

algoritmi u souboru s 1C i C,-hodnotami. Hodnota log-likelihood modelu a parametr a byly u memc

metody stanoveny jako prdmérna hodnota vSech ziskanych (v programu Tracer, Rambaut et

Drummond, 2007).

Pomoci baliku geiger, respektive funkce ,getAncStates’ byly vypocteny ancestralni velikosti

genomu (kazdého nodu i kofene) na principu maximalni vérohodnosti a vykresleny na strom. Pouzita

série prikaz(:

library ("geiger")
data = read.csv("logcx.csv")
tree = read.nexus ("s.nex")

plot (tree)

nodelabels (round(10”gas call, digits=3),
"c", cex=0.1)

nodelabels (round(10”gas call, digits=3),
"none", cex=1.0)

gas _call = getAncStates (data$cvalue, tree)

adj

adj

c(l.

c(l.

1,

1,

-0.5),

-0.5),

frame

frame
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3 Vysledky
3.1 Fylogenetické analyzy

Pro matK sekvence byl metodou Akaike information criterion (AIC) vybran jako nejlepsi evoluéni
model GTR + | + G (General Time Reversible s gamma korekci a proporci invariabilnich pozic; Tavaré
1986). Pro ITS sekvence vysel jako nejlepsi evoluéni model SYM + | + G (= Symmetrical model,
Zharkikh, 1994). Model SYM se od znaméjsiho modelu GTR lisi tim, Ze uvaZuje stejnou frekvenci bazi.

Pocet druhll v jednotlivych analyzach a charakteristiky alignmenti (pocet bazi, pocet
variabilnich pozic, pocet parsimonicky informativnich pozic) jsou uvedeny v tabulce 3.1.

Skupina Hemiorchis a Gagnepainia vysla ze vsech analyz jako monofyleticka a sesterska k sobé
navzajem, ale snevyjasnénym postavenim vzhledem krodu Globba a ostatnim zastupcim
Zingiberoideae, jak jiz bylo diskutovano drive (Kress et al., 2002, Williams et al., 2004). Ze vSech
analyz bylo rozliSeno 7 ocekavanych sekci (Williams et al., 2004) a navic se vytvofila vétev s Globba
nisbetiana (v dfivéjsSich analyzach zahrnuta nebyla), kterd se s vysokou podporou vyclefiuje mimo
sedm rozezndvanych sekci. V ndsledujicim textu je stouto skupinou pracovano jako s potencialné
novou sekci Nisbetiana a je oznacena uvozovkami. Pro ITS Usek byla tato skupina v polytomii se
sekcemi Globba, Nudae a Sempervirens, pro matK Usek byla z nékterych vysledkd, ale s minimalni
podporou, sesterskd ke skupiné Haplanthera a Mantisia. Sekce Haplanthera a Mantisia se vidy
s vysokou podporou tadily k sobé, nékdy se k nim do polytomie pridala i sekce Substrigosa. Obé
podsekce sekce Nudae vytvarely nepfiliS dobfe podporenou monofyletickou skupinu. Globba
racemosa (FCM 362), ktera byla zahnuta pouze do ITS souboru, se rfadi krodu Hedychium,

pravdépodobné doslo k néjaké zdméné nebo chybnému urceni.

3.1.1 ITS soubor dat

Nejparsimonictéjsi stromy mély délku 1029 krokt (konzistenéni index Cl = 0,5423 a retencni index Rl
= 0,8739). Striktni konsenzualni strom s bootstrapovymi podporami je na obrazku 3.1. V tomto
pfipadé bylo nejvyraznéjsi odliSnosti od ostatnich dvou metod na ITS Useku postaveni sekce
Ceratanthera, kterd se objevila jako sesterska ke vSem ostatnim Globbam (ovSsem s minimalni
podporou), jinak byla sekce Ceratanthera sesterska sekcim Haplanthera a Mantisia. Také Globba
fragilis zde nebyla sesterskd k sekci Nudae. Nicméné podpory vétvi v Ucastnénych skupinach byly
malé, proto se nejedna o rozpor v datech.

Vysledkem Bayesovské analyzy useku ITS byla hodnota , Average standard deviation of split
frequencies” = 0,005850, cozZ je vyrazné mensi nez 0,01, a to znamena, Ze oba béhy analyzy dosly

v podstaté ke stejnému vysledku. Primérna marginaini pravdépodobnost jednotlivych béhl byla -
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6302,96 a -6296,11. Celkovy pocet uloZzenych strom( byl 150002. Topologie stromu (obr 3.2) byla
v zasadé shodnd a ML a rozdily od MP jsou popsany vyse.
V ML analyze dosahl nejvérohodnéjsi strom hodnoty L = -5914,98. Topologie stromu (obr 3.3)

je v podstaté stejna jako z Bayesovské analyzy.

3.1.2 matK soubor dat

Stromy ze vSech tfi metod mély velmi podobnou topologii.

Nejparsimonictéjsi stromy mély délku 1434 krokid (konzistencni index Cl = 0,7078 a retencni
index Rl = 0,8673). Striktni konsenzudlni strom s bootstrapovymi podporami je na obrazku 3.4. Sekce
Ceratanthera vysla (s malou bootstrapovou podporou) sesterska ke vSem ostatnim sekcim, u jinych
metod byla fazena na Uroven ostatnich sekci.

V Bayesovské analyze vysSla hodnota ,Average standard deviation of split frequencies” =
0,002695 vyrazné mensi nez 0,01, coz znamena, Ze oba béhy analyzy dosly ke stejnému vysledku.
Primérna marginalni pravdépodobnost jednotlivych béhl je -12258,83 a -12261,04. Celkovy pocet
uloZzenych strom@ byl 150002. Konsenzualni strom je na obrazku 3.5. Skupina s druhem Globba
nisbetiana zde nebyla na rozdil od ostatnich metod sesterskym taxonem k sekcim Haplanthera a
Mantisia.

Nejvérohodnéjsi strom (obr. 3.6) z ML metody dosahl hodnoty L = -11410,20. Sekce substrigosa

vytvofila skupinu se sekci Ceratanthera, ale opét bez silné podpory.

3.1.3 Rozdily mezi ITS a matK soubory

Vysledky Useku matK sekvenci daly vzniknout stromim s méné polytomiemi, prfedevsim v koncovych
vétvich, nez ITS sekvence. Napfiklad sekce Ceratanthera se v pfipadé matK useku rozdélila na dvé
pomérné dobfe podporené vétve chybéjici v ITS souboru.

Globba nuda (FCM 485) byla celkem prekvapivé v ITS analyzach zjisténa v sekci Globba namisto
sekce Nudae, kde byla spravné zarazena pti analyzach matK Useku. Podobné G. propinqua (FCM 101)
se v pfipadé ITS analyz zafadila do sekce Sempervirens, kam tento druh patfi, ale v druhém pfipadé
(matK sekvence) byla umisténa do sekce Nudae, do blizkosti G. paniculata.

Dalsim rozdilem mezi topologiemi zaloZzenymi na rdznych sekvencich (ITS, matK) bylo sesterské
postaveni sekce Sempervirens a Nudae u matK a v polytomii s ostatnimi sekcemi, na rozdil od ITS
useku, kde byly v odvozené skupiné (pomérné dobie podporené) sekce Sempervirens, Nudae a
Globba a , Nisbetiana®. Sekce Substrigosa u ITS souboru vysla sesterska sekci Mantisia zatimco u
matK Useku byla v polytomii s ostatnimi sekcemi. Vétve pUsobici dalsi drobné rozdily v topologii mély

malé statistické podpory.
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V nékterych sekcich se nékolik taxond v jednom z Useki shlukovalo a v druhém se rozpadlo do
nékolika skupinek, tyto shluky byly nékdy i pomérné dobfe podporené. Mezi takové sekce patfily

Globba, Sempervirens a Ceratanthera.

3.1.4 Spojeny soubor matK-ITS

Pro kontrolu, zda je moZné oba soubory dat spojit a analyzovat spolec¢né, byl udélan ILD test
homogenity v programu PAUP. Vysledek byl signifikantni (p=0,001), coZ znamen3, Ze jsou topologie
ITS a matK strom( v konfliktu a neni vhodné tyto dva Useky spojovat. Po odstranéni taxoni
zpUsobujici nejvétsi rozdily (Globba nuda FCM 485, G. propinqua FCM 101, G. xantoleuca, G.
insectifera a G. fragilis) vysel test opét signifikantni. Soubory dat proto nebyly viemi tfemi metodami
analyzovany spolecné.

Jako kompromisni feSeni byla zvolena analyza v programu MrBayes vyuzivajici moznost
nastavit jiné parametry pro rGzné Casti vstupni sekvence DNA (pfikaz ,/set applyto”). Hodnota
LJAverage standard deviation of split frequencies” = 0,124289 sice neni mensi nez 0,05, ale znamena
to pouze, Ze se nasly dvé topologie dobfe odpovidajici vstupnim datim a vysledny strom pak muze
mit horsi podpory a vice polytomii. Primérna marginalni pravdépodobnost obou béht je -20476,58.
Konsenzualni strom je na obrazku 3.7. Nejvyraznéjsi rozdil oproti jednotlivym DNA uUseklm se vyskytl
v sekci Nudae, kde se nevytvofily dvé podsekce (Nudae a Mediocalcaratae). V polytomii s témito
skupinami byla i sekce , Nisbetiana®.

Pro soubor 65 taxonu, kde byla k dispozici 2C-hodnota a redukovany soubor 39 taxon(, kde
byla zndma C,-hodnota, byla pouZita maximalni parsimonie na soubor dat se spojenymi Useky matK a
ITS i pres signifikantni vysledek ILD testu. Topologie téchto stroml pomérné dobre odpovidaly
topologiim ziskanych z jednotlivych Usekd DNA. VZidy se pomérné spolehlivé vylisily sekce, nékdy se

ukazalo vetSi mnozZstvi polytomii a nizsi podpory vétvi.
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Tabulka 3.1: Charakteristiky vSech souborl dat a vysledky fylogenetickych analyz. Pro jednotlivé metody (B,
MP, ML) je uvedena velikost souboru, pocet vlastnich sekvenci, pocet sekvenci z GenBanku, délka alignmentu,
pocet variabilnich pozic, unikatnich pozic, parsimonicky informativnich pozic a hodnoty hlavnich statistik.

Soubor
dat

ITS
matK

ITS+matK
MP

matK
ITS
»2C"
HCX”
ML
ITS
matK

Celkem

195
145

139

145
195
65
39

195
145

Pocet taxont

Tato
prace

72
67

68

67
72
65
39

72
67

Prevzato z
Genbank

123
78

71

78
123

123
78

Délka
[bazi]

673
3169

3999

3406
787
3723
3715

711
3153

Pocet
var.
pozic

919
402
701
636

329
684

Pocet | Parsim.

unik. | inform.
pozic | pozic
405
1153
456 +
1142
404
266
314
313
427 268
1146 440

Vysledek

Average standard deviation

of split frequencies
0,00585
0,00269

0,12429

Konzistencni a retenéni
index
Cl=0,708, Rl =0,867
Cl=0,542,RI =0,874
Cl=0,782, Rl =0,899
Cl=0,786, Rl =0,855

-5914,977
-11410,200
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Obr 3.1: Striktni konsenzualni strom tribu Globbeae ziskany metodou maximalni parsimonie na zakladé useku cpDNA
matK. Nad vétvemi jsou vynesené bootstrapové hodnoty > 50 %. Vétve s bootstrapovou hodnotou mensi néz 80 %
byly povazovany z slabé podpory a jsou oznaceny prerusovanou carou. Jména sekci nasleduji terminologii vytvorenou
v praci Williams et al. (2004). Taxony prevzaté z databaze Genbank zacinaji osmimistnym identifikacnim GI (Gen/nfo
Identifier) kddem. Ostatni zacinaji dvoj-trojmistnym FCM kodem.
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Obr 3.2: Striktni konsenzualni strom tribu Globbeae ziskany metodou maximalni parsimonie na zakladé Useku jaderné
DNA ITS. Nad vétvemi jsou vynesené bootstrapové hodnoty > 50 %. Vétve s bootstrapovou hodnotou mensi néz 80 %
byly povazovany za slabé podpory a jsou oznaceny prerusovanou ¢arou. Jména sekci nasleduji terminologii vytvorenou
v praci Williams et al. (2004). Taxony prevzaté z databaze Genbank zacinaji osmimistnym identifikacnim GI (GenInfo
Identifier) kddem. Ostatni zacinaji dvoj-trojmistnym FCM kédem.
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Obr 3.3: Konsenzualni strom tribu Globbeae vytvoieny Bayesovskou metodou na zakladé tseku cpDNA matK. Cisla
na vétvich jsou posteriorni pravdépodobnosti. Pravdépodobnosti mensi nez 95 % jsou povazovany za slabé
podpory vétvi a jsou vyznaceny Carkované. Jména sekci nasleduji terminologii vytvofenou v praci Williams et al.
(2004). Taxony prevzaté z databaze Genbank zacinaji osmimistnym identifikacnim Gl (Geninfo Identifier) kédem.
Ostatni zacinaji dvoj-trojmistnym FCM kodem.
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Obr 3.4: Konsenzualni strom tribu Globbeae vytvoreny Bayesovskou metodou na zékladé useku jaderné DNA ITS.
Cisla na vétvich jsou posteriorni pravdépodobnosti. Pravdépodobnosti mensi ne? 95 % jsou povaZovany za slabé
podpory vétvi a jsou vyznaceny Carkované. Jména sekci nasleduji terminologii vytvofenou v praci Williams et al.
(2004). Taxony prevzaté z databdze Genbank zacinaji osmimistnym identifikacnim Gl (Geninfo Identifier) kédem.
Ostatni zacinaji dvoj-trojmistnym FCM kodem.
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Obr 3.5: Nejvérohodnéjsi strom tribu Globbeae ziskany metodou maximalni vérohodnosti (ML) na zdkladé useku
cpDNA matK. Nad vétvemi jsou vynesené bootstrapové hodnoty > 50 %. Vétve s bootstrapovou hodnotou mensi
néz 80 % byly povazovany za slabé podpory a jsou oznaceny prerusovanou ¢arou. Jména sekci nasleduji
terminologii vytvorenou v praci Williams et al. (2004). Taxony prevzaté z databaze Genbank zacinaji osmimistnym

identifikacnim Gl (Genlnfo Identifier) kédem. Ostatni zacinaji dvoj-trojmistnym FCM kdédem.
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Obr 3.6: Nejvérohodnéjsi strom tribu Globbeae ziskany metodou maximalni vérohodnosti (ML) na zadkladé useku
jaderné DNA ITS. Nad vétvemi jsou vynesené bootstrapové hodnoty > 50 %. Vétve s bootstrapovou hodnotou
mensi néz 80 % byly povaZzovany za slabé podpory a jsou oznaceny prerusovanou ¢arou. Jména sekci nasledu;ji
terminologii vytvorenou v praci Williams et al. (2004). Taxony prevzaté z databaze Genbank zacinaji osmimistnym
identifikacnim Gl (Genlinfo Identifier) kédem. Ostatni zac¢inaji dvoj-trojmistnym FCM kédem.
4—

Obr 3.7: Konsenzudlni strom tribu Globbeae vytvofeny Bayesovskou metodou na zakladé spojeni sekvenci Usek(
ITS a matK. Cisla na vétvich jsou posteriorni pravdépodobnosti. Pravdépodobnosti mensi ne# 95 % jsou povazovany
za slabé podpory vétvi a jsou vyznaceny carkované. Jména sekci nasleduji terminologii vytvorenou v praci Williams
et al. (2004). Taxony prevzaté z databaze Genbank zacinaji osmimistnym identifikaénim Gl (GenlInfo Identifier)
kédem. Ostatni zalinaji dvoj-trojmistnym FCM kédem. _—
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3.2 Pocty chromozému

Pocty chromozdmi se podafrilo ziskat celkem pro 66 jedinct (16 druhl a 13 neurcenych jedinca).
Zjisténé pocty shrnuje tabulka 3.2. Nékteré vzorky se z jihovychodni Asie podafilo dovézt pouze
v listu na cytometrii a DNA, ale nebylo moZzné odebrat kofinky na karyologii, proto je tabulka 3.2
nekompletni. Dostupné druhy (i s kofinky) se podafilo spocitat témér vsechny.

U druh( Gagnepainia godefroyi a Globba aff. siamensis (E19991176) pocet 2n = 28 a 2n = 32
uréila Vlasta Jarolimova (Botanicky Gstav AV CR, Priihonice).

Bohuzel se ani v takto relativné velkém souboru dat nepodafilo najit jeden druh se dvéma
cytotypy (2n = 32 a 2n = 48), jak bylo dfive jiz nékolikrat publikovano (viz kapitola 1.6.4.2).

Nové pocty byly zjiStény pro Hemiorchis burmanica E19991652 (2n = 24), Gagnepainia
harmandii E19991163 (2n = c 28), Gagnepainia godefroyi T-11-51 (2n = 32), Globba siamensis (2n =
32), G. atrosanguinea (2n = 32, dfive pouze 2n = 48, viz tab. Z) G. nisbetiana (2n = 20-24, dfive 2n =c¢
32, viz tab. Z) a G. sp. novum E20081114 (2n = 32). Ostatni zjisténé pocty byly v souladu s dfive
uvedenymi. Fotografie vybranych figur metafazickych chromozémt jsou v priloze 4.

Pro sekci Haplanthera byl zjistén charakteristicky pocet 2n = 24. V sekcich Sempervirens a
Globba se vyskytovali jedinci s 32 i 48 chromozdmy. V sekci Ceratanthera byl nalezen pouze jeden
pocet chromozémU 2n = 32 a v sekci Nudae 32 nebo 34. Ve skupiné Nisbetiana bylo zjisténo c 24
chromozém. Globba nuda je jedinym druhem s 34 chromozdémy. Situaci prehledné demonstruje
fylogeneticky strom s vynesenymi chromozémovymi pocty (obr 3.14).
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Obr 3.14: Rekonstrukce evoluce poctu chromozédmu. Poc¢ty chromozédmd jsou vyneseny na jeden
z maximalné parsimonickych fylogenetickych strom( podsouboru se znamymi C,-hodnotami. Obrazek
byl vytvoren v programu Mesquite 2.75 pomoci linearni parsimonie.
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3.3 Velikost genomu

Z 87 cytometricky zmérenych jedinci mél nejmensi absolutni velikost genomu (2C-hodnotu) druh
Hemiorchis rhodorhachis (2C = 0,98 pg), v rodé Globba to byla Globba nuda (2C = 1,11 pg). Nejvétsi
velikost genomu byla zjisténa u druhu Globba sp. (E20110277), kde 2C = 3,84 pg. Prlimérna hodnota
¢inila 2C = 2,35 pg a median 2C = 2,14 pg.

Nejmensi monoploidni velikost genomu byla Cx = 0,139 pg (Globba nuda), nejvétsi C, = 0,475
pg (Globba careyana = sessiliflora), primér C, = 0,262 pg a median C, = 0,255 pg. VSechny namérené
hodnoty jsou v tabulce 3.2.

Byla zjisténa minimalni primérna velikost chromozému 2C/2n = 0,035 pg = 34,23 Mbp,
maximalni 2C/2n = 0,130 pg = 127,14 Mbp, priimérna 2C/2n = 0,065 pg = 63,57 Mbp a median 2C/2n
= 0,065 pg = 63,57 Mbp.

Velikost genomu (2C) pro stejné druhy z rliznych lokalit byla obvykle velmi podobna. Jediny
druh, u kterého se zjistil rizné velky genom je Globba racemosa. Tito 2 jedinci se liSili i poCtem
chromozémd. Jednalo se o Globba racemosa E20011052, kde bylo naméfeno 2C=2,08 pgs2n=24a
Globba racemosa E19962254 s 2C = 3,154 pg a 2n = ¢ 32-34, coz je vice nez 1,5 nasobny rozdil ve

velikosti genomu a rozdil osmi chromozémd.

Tab. 3.2: Tabulka velikosti genomu a poc¢tu chromozémi studovanych zastupcd tribu Globbeae. Razeno po
sekcich. St = standard pfi pratokové cytometrii, B = Bellis perennis, G = Glycine max. C, = 1C/ploidie, 2C/2n =
prdmérna velikost chromozému (v pikogramech). Pro taxony, které nebyly zafazeny do sekce, nebyla
k dispozici DNA.

FCM kéd | identifikaéni kod | druh [st| 2ctse. | 1c, [ 2n [2¢/2n
Sekce Ceratanthera
FCM 630 | E20110273 Globba brachyanthera B | 1,998 + 0,004
FCM 543 | KL20100197 Globba leucantha B | 1,554 + 0,005
FCM 130 | E19860743 Globba fasciata B |1,664+0,004]0,208| c32 | 0,052
FCM 113 | E20081102 Globba pendula B |1,380+0,006(0,173 32 0,0431
FCM 166 |JLS 529 Globba pendula B |1,441+0,004| 0,18 32 0,045
FCM 536 | KL20102320 Globba sp. B | 1,559 + 0,004
FCM 184 |JLS 186 Globba sp. B | 1,464 + 0,005

Pramér 1,58 0,187 0,047
Sekce Globba
FCM 120 | E20081066 Globba aff. marantina B | 2,908 + 0,009 | 0,242 48 0,0606
FCM 126 | E19871259 Globba aff. marantina G [3,559+0,00910,297 | c48 |0,0742
FCM 706 | ex PBG Globba bulbifera B |2,141+0,004 0,178 | 44-48 | 0,0446
FCM 123 | E20081050 Globba marantina B |2,935+0,0080,245| c48 |0,0611
FCM 102 | E19613981 Globba marantina B |3,061+0,0040,255| c48 |0,0638
FCM 249 | Dang 256 Globba marantina B | 2,959+0,01 |0,247| c48 |0,0616
FCM 704 | Dang 423 Globba marantina B 12,917 +0,007 | 0,243 | c48 |0,0608
FCM 476 | T-11-12 Globba purpurascens B |1,603+0,002| 0,2 32 |0,0501
FCM 480 |T-11-54 Globba purpurascens B |1,691+0,007]0,211| 32 |0,0529
FCM 481 | T-11-64 Globba purpurascens B 11,623 +0,005]0,203| 32 |0,0507
FCM 705 | Ex PBG BG Turku Globba schomburgkii B | 2,142 £ 0,002
FCM 073 | E20060813 Globba siamensis B |2,198+0,0080,275| 32 |0,0687
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FCM 100 | E20060813A Globba siamensis B 2,168 +0,006|0,271| 32 ]0,0678

FCM 479 | T-11-153 Globba siamensis B | 2,155+ 0,006 | 0,269 32 0,0673

FCM 124 | E20091357 Globba siamensis B |2,353+0,004 0,294 32 0,0735

FCM 074 | E19991176 Globba aff. siamensis B |2,336 +0,008 | 0,292 32 0,073

FCM 133 | E19991176A Globba aff. siamensis B | 2,290 + 0,003 | 0,286 32 0,0716

FCM 128 | E20081055 Globba sp. B |2,929+0,001(0,244| c48 | 0,061

FCM 111 | E20081125 Globba sp. B |2,919+0,005(0,243 | c48 |0,0608

FCM 129 | E20081114 Globba sp. nov B |2,327 +£0,009 | 0,291 32 0,0727

FCM 364 | E20091380 Globba sp. B | 2,054 +0,004 | 0,257 32 0,0642

FCM 474 | T-11-35 Globba sp. B |3,042 +0,014

FCM 475 | T-11-66-7 Globba sp. B | 2,405 £ 0,005

FCM 477 | T-11-20 Globba sp. B |3,130+0,011 10,261 48 0,0652

FCM 484 | T-11-47 Globba sp. B 13,116 £0,009| 0,26 | c48 |0,0649

FCM 478 | T-11-18 Globba villosula=adhaerens B | 1,844 + 0,009

FCM 114 | E19594068 Globba winitii B | 1,966 £ 0,003 | 0,246 32 0,0614

FCM 482 | T-11-162 Globba winitii B |1,947 £ 0,008 | 0,243 32 0,0608
Primér 2,454 0,252 0,063

Sekce Haplanthera

FCM 486 |T-11-137 Globba careyana=sessiliflora B| 2849+0,01 |0,475| c22 |0,1295

FCM 369 | E19920039 Globba clarkei B |2,071+0,003 (0,345 24 0,0863

FCM 338 |JS 71405 Globba macroclada G | 3,610 £ 0,009

FCM 369 | E19920039 Globba clarkei B |2,071+0,003 (0,345 24 0,0863

FCM 108 | E19962254 Globba racemosa B | 3,154 + 0,008 | 0,394 | 32—-34 | 0,0986

FCM 368 | E20011052 Globba racemosa B |2,083+0,006]|0,347| 24 |0,0868

FCM 488 | T-11-6 Globba racemosa B | 2,288 + 0,007

FCM 132 | E19991625 Globba sp. B |2,188+0,004]0,365| 24 |0,0912

FCM 362 | E19962152 Globba racemosa G |3,525+0,005|0,441| c32 |0,0734
Pramér 2,721 0,394 0,094

Sekce ,Nisbetiana“

FCM 355 | T-11-10 Globba nisbetiana B |1,724 £ 0,007 | 0,287 | 20-24 | 0,0718

FCM 473 | T-11-138 Globba sp. nov. B | 2,064 +0,006]|0,344 | c24 | 0,086
Pramér 1,894 0,316 0,079

Sekce Nudae-mediocalcaratae

FCM 147 | VL2415 Globba albiflora B | 2,110+0,01

FCM 104 | E20081062 Globba albiflora var. aurea B |1,651+0,003]|0,206| 32 |0,0516

FCM 121 |E20081112 Globba albiflora var. aurea B|1,676+0,004| 0,21 32 10,0524

FCM 076 | E20060805 Globba albiflora var. aurea B |1,674+0,008]|0,209| 32 |0,0523

FCM 107 | E20060805A Globba albiflora var. aurea B |1,634+0,002]0,204| 32 0,051

FCM 134 | E20060805B Globba albiflora var. aurea B|1,619+0,006]0,202| 32 |0,0506

FCM 250 | Dang 425 Globba albiflora var. aurea B |1,666 +0,001]0,208| 32 |0,0521

FCM 115 | E20010323 Globba sp. B |2,928+0,015]|0,366| 32 |0,0915

FCM 131 | E19972553 Globba sp. B | 1,974 +0,004 | 0,247 32 0,0617
Pramér 1,751 0,212 0,053

Sekce Nudae-nudae

FCM 127 | E19991624 Globba aff. kerrii B|1,199+0,001| 0,15 | c32 |0,0375

FCM 487 | T-11-63 Globba kerrii B |1,395+0,003(0,174| c32 |0,0436

FCM 485 | T-11-34 Globba nuda B |1,110+0,002 0,139 c32 |0,0347

FCM 491 |T-11-11 Globba nuda B |1,174+0,003 0,147 | 34-36 | 0,0345

FCM 483 | T-11-46 Globba sp. ,,orange nuda” B 11,418 +0,006 0,177 | c32 |0,0443
Pramér 1,259 0,157 0,039

Sekce Sempervirens

FCM 033 | Borneo, VR Globba atrosanguinea B |2,742 +0,005 0,343 | 32 |0,0857

FCM 110 | E19820784 Globba atrosanguinea B | 2,759 + 0,004 | 0,345 32 0,0862

FCM 071 | PS 006/2010 Globba cernua (brachycarpa) B | 3,209 + 0,007

FCM 528 | M-11-6 Globba cernua G | 3,342 £ 0,008

FCM 195 | Jaap 5396 Globba aff. cernua B | 3,147 £ 0,006

FCM 196 |JLS 586 Globba corneri B | 2,124 + 0,004

FCM 490 |T-11-158 Globba fragilis B |1,721+ 0,009

FCM 116 | E19680620 Globba patens G| 3,580+0,01 |0,298| c48 |0,0746
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FCM 340 | Yala prov. Globba patens B | 3,640+ 0,007 | 0,303 | c48 |0,0758
FCM 526 |M-11-4 Globba patens G |3,595+0,015( 0,3 c48 |0,0749
FCM 527 | M-11-5 Globba patens x cernua G | 3,231 £0,002
FCM 101 |E19841252 Globba propinqua G |3,548+0,009|0,296 | c48 |0,0739
FCM 105 |E19772463 Globba propinqua G | 3,558 +0,008 0,297 | 48 |0,0741
FCM 109 | E19841210 Globba propinqua G | 3,564 +0,008|0,297 | 48 |0,0742
FCM 118 | E19841255 Globba propinqua G |3,561+0,015|0,297| 48 |0,0742
FCM 544 | KL20090599 Globba sp. nov. B | 2,099 + 0,004
FCM 534 | KL20100822 Globba unifolia B | 2,034+0,01
FCM 547 | EX PBG Johor Globba variabilis var. pusilla B | 2,007 + 0,006

Pramér 2,968 0,314 0,079
Rod Gagnepainia
FCM 054 | E20010444 Gagnepainia godefroyi B |1,838 £ 0,003
- T-11-51 Gagnepainia godefroyi 32
FCM 078 | E19871253 Gagnepainia godefroyi B |1,821+0,007]0,228 | 28 0,065
FCM 084 19991163 | Gagnepainia harmandii B | 1,890+ 0,003 | 0,236 | 2628 | 0,0675
Rod Hemiorchis
FCM 075 | E19991652 Hemiorchis burmanica B |1,021+0,004| 0,17 24 10,0425
FCM 079 | E19871260 Hemiorchis rhodorrhachis B 10,984 +0,002 0,164 | >24 | 0,041
nezafazeno
FCM 489 |T-11-151 Globba sp. B | 2,528 + 0,006 c48
FCM 631 |[E20110277 Globba sp. B |3,835+0,003| 0,32 48 10,0799
FCM 632 | E20110269 Globba sp. B | 2,264 + 0,008

Variabilita velikosti genomu mezi sekcemi byla vyjadirend krabicovymi diagramy (obr. 3.15).

Test normality neprokazal normalni rozdéléni. Kruskal-WallisGv test ukazal signifikantni rozdily mezi

vétsinou porovnavanych sekci. Kruskal-Wallisiv test nevyZzaduje normalni rozdéleni, ale predpoklada

nezavislost vybér(, kterd splnéna neni. Vysledek je proto pouze orientacni. Malé genomy (2C) byly

typické pro sekce Nudae, ,Nisbetiana“, Ceratanthera a rody Gagnepainia a Hemiorchis. Velké

genomy (2C) méli zastupci sekci Sempervirens, Globba a Haplanthera. Velikost genomu (2C) druht

s 2n = 48 byla signifikantné vétsi nez u druh( s 2n = 24 a 2n = 32 (Obr. 3.16). C,-hodnota se mezi

jedinci se 32 a 48 chromozdmy nelisila (obr. 3.16). Sekce Nudae, Ceratanthera a rody Hemiorchis a

Gagnepainia méli malé nejen 2C, ale i C,-hodnoty. Sekce Globba méla stfedné veliké C,-hodnoty a

sekce Haplanthera a Sempervirens mély nejvétsi C,-hodnoty.
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Obr. 3.15: Krabicové diagramy vyjadfujici velikost genomu vzhledem k fylogenetickym skupinam.
Vlevo: velikost genomu (2C) jednotlivych sekci tribu Globbeae. Vpravo: velikost genomu (2C,)
jednotlivych sekci, kde byla k dispozici vice neZ jedna hodnota. Cisla v obrazcich udavaji podet

pouzitych udajl. Vytvoreno v programu PAST 2.10 (Hammer et al., 2001).
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Obr. 3.16: Krabicové diagramy vyjadrujici velikost genomu vzhledem k poctu chromozémd. Vlevo:
velikost genomu (2C) ve tfech rlznych kategoriich po¢tu chromozédma (2n = 24, 2n =32 a 2n = 48).
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Vpravo: velikost C,-hodnoty pro 32 a 48 chromozém. Cisla v obrazcich udévaji pocet pouZitych udajc.

Vytvoreno v programu PAST 2.10 (Hammer et al., 2001).
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3.4 Evoluce velikosti genomu

Evoluce 2C i Ci-hodnot byla metodou squared-change parsimony barevné zndzornéna na

fylogenetickém stromé v programu Mesquite (obr. 3.17, 3.18).

chromozému byla zndzornéna obdobné (obr. 3.19).
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Obr. 3.17: Vyvoj velikosti genomu (2C-hodnoty) znazornény na jednom z maximalné parsimonickych
stromU souboru taxond se zndmou 2C-hodnotou. Obrazek byl vytvofen v programu Mesquite 2.75
pomoci squared-change parsimonie.
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Obr. 3.18: Rekonstrukce evoluce C,-hodnoty. Vyvoj C,-hodnoty je zndzornény na jednom z maximalné
parsimonickych stromi podsouboru taxonl se znamou C,-hodnotou. Obrazek byl vytvoren v programu
Mesquite 2.75 pomoci squared-change parsimonie. Hodnoty nad vétvemi jsou bootstrapové podpory.
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Obr. 3.19: Rekonstrukce evoluce pramérné velikosti chromozédmu (2C/2n). Vyvoj je znazornény na
jednom z maximalné parsimonickych stromd podsouboru taxonl se znamou C,-hodnotou. Obrazek byl
vytvoren v programu Mesquite 2.75 pomoci squared-change parsimonie. Uvedené hodnoty v legendé

jsou v pikogramech.

3.4.1 Statistické testovani

Testovany byly dva soubory dat. Prvni byl soubor 1C-hodnot (65 taxonu) a druhy C,-hodnot (39

taxon(). ShapirGv-WilkGv test ukdzal normalni rozdéleni pro prvni soubor dat (p= 0,002) a nepotvrdil

normalni rozdéleni pro druhy soubor (p = 0,218). Hodnoty v obou souborech byly zlogaritmovany

(nejen kvali docileni normalniho rozdéleni; Oliver et al., 2007). Ani po log-transformaci nemél C,

soubor normalni rozdéleni (p = 0,516), histogram hodnot se normalnimu rozdéleni alespon podobal

vice nez pred zlogaritmovanim.
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3.4.1.1 Test trendu evoluce

Testovani modelu B (, directional random walk”) oproti modelu A (,,random walk“) v obou datovych
souborech vyslo nesignifikantné (p = 0,854 a p = 0,196), coz znamena, Ze ve zkoumanych souborech
neni pfitomen jednosmérny trend (zvétSeni Ci zmensSeni). Proto byl pro dalsi testovani (odhad

parametrl) v BayesTraits vybran model A. Pravdépodobnosti modell ziskanych v BayesTraits

algoritmem ML, hodnoty LR test( a p-hodnoty jsou v tabulce 3.3.

Tab. 3.3: Pravdépodobnosti modell A a B vypoctené algoritmem ML v BayesTraits, jejich porovnani a

p-hodnoty.
Likelihood (Lh) | p
1C | Model A 66,646
Model B 66,663
Test AxB LR =0,034 p=0,854
C, | Model A 41,416
Model B 42,229
Test AxB LR =1,626 p=0,196

3.4.1.2 Odhady skalovacich parametri

Pravdépodobnost modelu s odhadnutymi parametry lambda a kappa se vidy (v 1C i C, souboru)
signifikantné lisily od téch, kdy byla lambda a kappa nastavena jako nula. To znamen3, Ze velikost
genomu se s ohledem na topologii stromu nevyvijela ndhodné.

Odhad parametru lambda v programu BayesTraits vySel v obou pripadech (1C i C,) mirné vétsi
nez jedna, coZ je v konfliktu s tim, Ze lambda je definovana pouze na intervalu 0-1. V caperu vysel
odhad lambdy pro C, roven jedné. Pravdépodobné se jedna o néjakou chybu v modelu a je mozné
predpokladat, Ze lambda se signifikantné neliSi od jedné. To znamena, Ze fylogeneze hraje
vyznamnou roli a taxony nejsou nezavislé.

Odhady parametr( v BayesTraits pro 1C (tabulka 3.4) soubor (kappa = 0,83 a delta = 1,06) a
logC, (tabulka 3.5) soubor (kappa = 1,58 a delta = 1,45) se signifikantné neliSily od nastaveni kappa =
ladelta=1(p>0,01). V programu caper byly vypocteny odhady parametri pouze pro mensi soubor
39 taxon(l s logC,-hodnotami. Odhady parametrd (A = 1, k = 1,539, 6 = 1,461) a jejich konfidencni
intervaly jsou vtabulce 3.3. Opét parametry kappa a delta nebyly signifikantné vétsi neZ jedna.

Ziskané 95% konfidencni intervaly byly vykresleny i do grafl (obr. 3.20).
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Obr 3.20: Grafy znazorfiujici 95% konfidencni interval parametr( A,
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Tabulka 3.4: Zjisténé hodnoty a jejich signifikance parametrd charakterizujici evoluci velikosti genomu ve
fylogenetickém kontextu pro soubor dat se znamou 1C-hodnotou. Vypocteno v programu BayesTraits na

zakladé ML algoritmu.

ML odhad parametru Lh (parametr = 0) Lh (parametr = 1)
A K 5 Al ok | 6 A, K &
Hodnota parametru 1,05 0,829 1,06 0 0 - 1
Lh odhadu: 335,239 66,923 66,661 21,195 59,145 -- 66,646
>0 >0 -
1C | LRT (MLvs.0) ? 628,088 15,556
p-hodnota p =0,000? p =0,000
<1 <1 >1
LRT (ML vs. 1) ? 537,186 0,554 0,03
p-hodnota ? p=0,457 p=0,862

Tabulka 3.4: Zjisténé hodnoty a jejich signifikance parametra charakterizujici evoluci velikosti genomu ve
fylogenetickém kontextu pro C, soubor dat. Vypocteno v programu BayesTraits a caper na zakladé ML
algoritmu. Vysledky z programu caper jsou podbarveny. Cl (confidence interval) = konfidenéni interval.

ML odhad parametru Lh (parametr =0) | Lh (parametr=1)
A K | 5 A k[6 ALK 6
Hodnota parametru 1,0245 1,5756 1,4463 0 0 - 1
Odhad parametru 1,000 1,539 1,461
(95% CI 0,976-NA) | (95% Cl 0,825-2,206) | (95% Cl 0,502-2,273)
Lh odhadu: 154,3266 42,6217 41,8478 23,310 | 33,884 41,416
C, >0 >0 -
LRT (ML vs. 0) 262,033 17,476
p-hodnota p =0,000 p =0,000
<1 >1 >1
LRT (ML vs. 1) 225,821 2,411 0,864
p-hodnota konflikt p=0,12 p=0,353

3.4.1.3 Rekonstrukce ancestralni velikosti genomu

Velikost genomu predka byla metodou squared-change parsimony odhadnuta na C, = 0,20-0,25 pg a

1C = 0,75-0,85 pg. V BayesTraits byla velikost genomu predka obéma algoritmy (ML a mcmc)

odhadnuta na a(C,) = 0,211 pg a a(1C) = 0,731 pg (tab. 3.5). V programu geiger byly vypsany odhady

velikosti

genomu predk(

(pouze u C,

souboru)

ke kazdému uzlu vybraného maximalné
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parsimonického stromu souboru (obr. 3.21). Odhadnutd ancestralni velikost genomu u kofene

skupiny byla C, = 0,210 pg.

Tab. 3.5: Odhady velikosti genomu spole¢ného predka. V tabulce jsou vysledky pro dva soubory dat
(1C a C,) ziskané dvéma moznymi algoritmy (ML a mcmc). (o = logaritmus odhadnuté hodnoty, Var =

variance)
o Var Odlogaritmovana
hodnota a [pg]
1C | ML -0,136 | 0,001 0,731
MCMC | -0,136 | 0,001 0,731
C, | ML -0,676 | 0,000 0,211
MCMC | -0,676 | 0,000 0,211
0.177 84 Gagnep
75 Guegainis Ay
79 Hemi dorhach
75 Hemiorchis burmanics
0.1 20 Globba fasciata
0.21 {0.405: = bebape;;:gmba,
<486 Globba carrey
0.18:269 Globba clarkei
0.221) 63 Globba racemosa

114 Globba winitii

02 Globbz marantina
0.275,

10 Globba strosanguines
5 16 Globbz patens
24l 26 Globba aff marantinz
18 Globba propinqua

122 Globba sp

Obr 3.21: Vypocet ancestralnich hodnot velikosti genomu v kazdém nodu fylogenetického stromu metodou ML
v programu geiger. Cisla u nodu jsou C,-hodnoty [pg].
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4 Diskuze

Pro tuto praci se zasluhou nékolika botanickych zahrad podafilo zajistit velké mnozstvi vzacného
tropického materialu pokryvajici vétsinu diverzity. Riznymi fylogenetickymi pristupy bylo dosazeno
konzistentnich fylogenetickych vztah(, se kterymi mohlo byt dale pracovano v souvislosti s po¢tem
chromozém( a velikosti genomu. PFi urcovani stupné polyploidie (a monoploidni velikosti genomu)
nastal problém s nevyjasnénym zakladnim chromozémovym cislem (diskutovano nize). Nakonec se

Uspésné podatilo vyhodnotit evoluci velikosti genomu (1C i C,) nékolika statistickymi pfistupy.

4.1 Fylogenetické analyzy

4.1.1 Synonymika jmen

V praci bylo ponechano pojmenovani druhl takové, jaké uzivaji v botanickych zahradach, ale
v nékterych pripadech se jednalo o jména synonymni. Jejich akceptovana jména podle databdze The
Plant List (2010) jsou (v poradi ,synonymum® = , pravé jméno“) Globba fasciata Ridl. = G. pendula
Roxb., G. bulbifera Roxb. = G. marantina L., G. careyana Roxb. = G. sessiliflora Sims, G. villosula Sm. =
G. adhaerens Gagnep. Jméno G. clarkei Baker je sice akceptované jméno, ale podle specialisty na rod

Globba Marka Newmana (RBG, Edinburgh) se jedna o druh G. racemosa Gagnep.

4.1.2 Srovnani s dosavadni fylogenezi

Pfi rekonstrukci fylogeneze tribu Globbeae pracovali Williams et al. (2004) se 122 taxony pro
fylogenezi ITS Useku a s 65 taxony pro fylogenezi matK Useku (spojeny soubor ITS-matK mél téz 65
taxon() oproti 195 taxondm pro ITS a 145 taxondm pro matK zahrnutych v této praci. S timto vétsSim
souborem taxon( bylo dosaZzeno mirné vyssich konzistencnich a retencnich index(. Ziskané topologie
byly v obou studiich konzistentni. V této praci se navic objevila potencialné nova sekce okolo druhu
G. nisbetiana (kterd drive ve fylogenetickych analyzich zahrnuta nebyla). Tento druh byl podle
morfologickych znakl fazen do byvalé sekce Globba (Schumann, 1904), dnes je tato sekce na zakladé
molekuldrnich dat rozdélend na Globba a Sempervirens. Vyskyt je znam v Thajsku (Larsen et al.,
2006). V tuto chvili neni mozné délat zadné zavéry o objeveni nové sekce, bude potieba se na tuto
skutecnost vice zaméfit a doplnit dalsi druhy z okruhu druhu G. nisbetiana.

Po vyrazeni druhl G. xantholeuca a G. insectifera se autorim (Williams et al., 2004) podafilo
dosahnout nesignifikantniho ILD testu a analyzovali spojeny soubor dat ITS-matK, ktery mél mirné
vysSi Cl a Rl a lepsi podpory vétvi nez jednotlivé soubory dat. Zde se nesignifikantniho ILD testu
nepodafilo dosahnout ani vyrfazovanim dalSich a dalSich taxon(. Nepfiznivé vysledky testu
homogenity (ILD) a velké mnozstvi polytomii v analyzach spojeného souboru (neprezentovano) jen

potvrzuji odliSnou evoluci jadernych a chloroplastovych usek( (Mort et al., 2006; Kim et Donoghue,
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2008). Z téchto faktl Ize vyvozovat, Ze ve zkoumané skupiné doslo k hybridizacnim procestim a ddvné

introgresi.

4.1.3 Hybridizace a jeji dasledky

Holttum (1950) navrhl moZnou hybridizaci v sekci Sempervirens mezi G. patens a G. cernua
s potomkem intermediérniho charakteru (G. curtisii). Lim (1973) studovala kfizeni druhd G. patens a
G. cernua detailnéji. G. marantina by se Udajné na zdkladé morfologickych podobnosti mohla kfizit
s G. fragilis, G. patens a G. unifolia (Lim, 1972). Jiné zminky o kfiZzeni v rodé Globba se v literature
nalézt nepodafilo. Podle J. Leong-Skorni¢kové (Singapore Botanic Garden), se rod Globba kfizi velmi
ochotné, tedy témér vidy, kdy druhy rostou spolecné (ustni sdéleni). Jedinec pojmenovany G. patens
x cernua (M-11-5) byl v Malajsii odebran jako jedinec i intermediérnim vzhledem mezi druhy G.
patens (M-11-4) a G. cernua (M-11-6), coz je ve shodé s dfive zjisténymi fakty. Vysledky Bayesovské
analyzy spojenych soubor(, kde se rozpadly podsekce sekce Nudae do polytomie, by mohlo byt
zpUsobeno i intenzivnéjsim kfizenim uvnitf této sekce. Podobné zména pozice na stromé v zavislosti
na pouzitém useku DNA u jedincl Globba nuda (FCM 485) a G. propinqua (FCM 101) mezi sekcemi a
cetné drobné presuny v ramci sekci lze vysvétlit pravé kfizenim a introgresi. Rozdilnd evoluce dvou
Usek( DNA je zndmy jev a neni neobvykld ani u jinych skupin rostlin (Mort et al., 2006; Kim et

Donoghue, 2008).

4.1.4 Zarazeni novych a neurcenych druhti

Ve zkoumaném souboru byly 3 hypoteticky nové druhy. Prvni, Globba sp. novum (KL20090599, FCM
544), se zaradila do sekce Sempervirens do blizkosti druh( G. corneri a G. unifolia. Druhd, Globba sp.
novum (T-11-138, FCM 473), se s vysokymi podporami fadila k druhu G. nisbetiana (T-11-10, FCM
355), se kterym tvofila specifickou dvojici vyclenujici se ze vSech ostatnich sekci. Treti novy druh
Globba sp. novum (E20081114, FCM 129) byl klastrovan do sekce Globba mezi druhy jako G.
marantina, G. adhaerens a G. globulifera.

Navrhy na zarazeni neurcenych druhl (Globba sp.) podle vysledk(l ITS a matK fylogeneze jsou

nasledujici:

FCM kéd Unikatni kod Sekce Nejblizsi taxon

FCM 536 KL20102320 Ceratanthera G. leucantha

FCM 128 E20081055 Globba G. marantina

FCM 111 E20081125 Globba G. marantina

FCM 364 E20091380 Globba G. marantina/G. adhaerens/G. obscura
FCM 474 T-11-35 Globba G. schomburgkii/G. candida

FCM 475 T-11-66 Globba nelze urcit

FCM 477 T-11-20 Globba G. marantina

FCM 115 E20010323 Nudae-Med G. paniculata

FCM 132 E19991625 Haplanthera G. racemosa
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FCM 131 E19972553 Nudae-Med G. campsophylla/G. gracilis

FCM 484 T-11-47 Globba G. marantina
FCM 184 JLS 186 Ceratanthera G. leucantha
FCM 483 T-11-46 Nudae-Nudae G. nuda

Globba marantina (E19871259, FCM 126) se ve stromech zaloZenych na ITS i matK zaradila do
sekce Sempervirens, kam nepatfi. Je vysoce pravdépodobné, Zze se nejednd o tento druh. Globba
racemosa (E19962152) je s nejvyssi pravdépodobnosti Spatné urcena, protoze ve fylogenetickych
analyzach se na zakladé ITS Useku zafadila mimo vSechny Globby mezi outgroup vybrany z podéeledi
Zingiberoideae. Usek matK se u tohoto jedince nepodafilo osekvenovat, proto v analyzach

zaloZzenych na matK nebyl zahrnut.

4.2 Polyploidie

4.2.1 Pocty chromozémt

Pocty chromozédmu jsou Casto psané jako priblizné, to je proto, Ze chromozomy této skupiny jsou
velice malé a je obtizné spravny pocet urcit. Zvlast narocné bylo urcit pocet 2n = 48, u kterého bylo
témér nemozné k tomuto Cislu dojit s absolutni jistotou. Také k dodanym fotkdm z mikroskopu je
tfeba poznamenat, Ze v mikroskopu bylo daleko snazsi rozlisit prekryvajici se chromozémy a urcit
pocet.

BohuzZel nebylo mozné porovnat velikost genomu u jednoho druhu se dvéma rdznymi cytotypy
(2n =32 a 2n = 48), nebot se takové v nasem souboru dat nevyskytly.

U druh(l zastoupenych vice jedinci z rGznych lokalit, u kterych byla namérena stejna velikost
genomu, byli vétSinou pocitdni vSichni tito jedinci, nikdy se vSak pro dany druh nezjistil rozdilny pocet
chromozéma. Z tohoto dlivodu se na zavér u nékterych jedincl pro vypocet C,-hodnot pouZil pocet
chromozéma zjistény u jiného jedince se stejnou velikosti genomu. | na zakladé vysledk( porovnani
velikosti genomu podle poctu chromozému (obr 3.8) je nepravdépodobné, Ze by dva cytotypy (2n =
32, 2n = 48) mély stejné velky genom. TotéZz se neda fict o jedincich s 2n = 24 a 2n = 32, u kterych
byla velikost genomu podobna. Z vlastni zkuSenosti pfi mikroskopovani bych fekla, Ze chromozémy u
druhll s 2n = 24 (sekce Haplanthera) jsou o néco vétsi. Je tedy mozné, Ze u této skupiny doslo
k chromozémovym prestavbam (fuzim) a mnozstvi genetické informace se u téchto dvou cytotypu
pfilis nezménilo. Je tedy otazkou, kolika ploidni jsou taxony s 2n = 24 (sekce Haplanthera) a jak by se
méla pocitat C,-hodnota (viz dale).

Dva cytotypy (2n = 32 a 2n = 48) byly dfive zndmy ve tfech sekcich (Globba, Sempervirens a
Ceratanthera), v této praci se potvrdily v sekcich Globba a Sempervirens. Tento jev lze ocekdvat i

v dalsich sekcich, protoZe prozkoumanych druh (i jedincd) bylo pomérné malo.
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Oproti dfive publikovanym vysledkim bylo pozorovano 32 chromozémU u G. atrosanguinea, kde bylo
drive zjisténo pouze 48 chromozém. JelikoZ v sekci Sempervirens je pfitomnost dvou cytotypl
bézna, byl tento ndlez ocekavatelny. Také u druhu G. nisbetiana byl dfive zjiStén jiny pocet (2n = 32)
nez nyni (2n = 20-24). Pocet 2n = 24 byl zatim zndm pouze v sekci Haplanthera.

U druhu Globba nuda bylo s jistotou pozorovano vice nez 32 chromozdéml, coZ je ve shodé
drive publikovanym poétem 2n = 34 (Larsen, 1972). Tento o 2 chromozdmy vétsi pocet, nez obvykly,
byl zajimavym nalezem v kontextu nejmensi velikosti genomu ve skupiné, kterou tento druh ma (2C =
1,11 pg). Pravdépodobné doslo k néjakym prestavbam, rozpadlm a ztratam genetické informace.
Pfestoze ma G. marantina extrémné variabilni poCet chromozém (2n = 24, 44, 48, 64, 80, 96) byl
zde zjiStén pouze pocet 2n = ¢ 48. G. marantina je Casty druh rozSifeny témér po celém arealu.
Pravdépodobné velmi ochotné hybridizuje s ostatnimi druhy a soucasné se efektivné Sifi vegetativné
pacibulkami, ¢imzZ vznikaji a udrzuji se bizardni po¢ty chromozéomd.

Dva rtzné pocty (2n = 28, 2n = 32) nalezené u rodu Gagnepainia jsou prekvapivé a bude
vhodné je ovéfit. Totéz plati pro rod Hemiorchis, kde bylo zjisténo 24 chromozdému (Hemiorchis
burmanica E19991652) a s jistotou vice nez 24 chromozémU (Hemiorchis rhodorrhachis E19871260).
Pro ani jeden z téchto rodu drive nebyly publikovany Zadné pocty.

Velikost genomu se v zavislosti na po¢tu chromozdm signifikantné lisi mezi skupinami 32 a 48
chromozémd, ale hodnoty velikosti genomu se prolinaji. Naptiklad byly mezi studovanymi taxony
pfitomny dva druhy s rozdilnym poétem chromozém( (2n=24 a 2n=48) se stejné velkym genomem
[G. sp. E19991625A s 2C = 2,188 pg a G. bulbifera (= marantina, FCM 706) s 2C = 2,141 pg].
Extrémnim pfipadem je G. careyana (= sessiliflora), kterd ma c 22 chromozémui a jeden z nejvétsich
genom (2C = 2,849 pg).

Minimalni a maximalni velikost chromozému (2C/2n) se lisi 3,7krat. Tato variabilita neni nijak
prekvapiva vzhledem k jiz dfive zjisténému 3,5 nasobnému rozdilu v délce chromozém (Lim, 1972).
Otazkou je, zda je tento rozdil zavisly na poétu chromozému, nebo je pfitomna obecna variabilita bez
ohledu na pocet chromozom(. Ve shodé s vysledky velikosti genomu bylo zjisténo, Ze primérna
velikost chromozém u jedincl se 32 chromozédmy se nelisi od jedinch se 48 chromozomy. Pouze
druhy s 24 chromozémy mély o trochu vétsi (nesignifikantné) priimérnou velikost chromozému
(vysledky neprezentovany).

NedoreSenou zaleZitosti zlstdva zakladni chromozémové Cislo. Vzhledem k chromozémovym
prestavbam (viz kap. 1.3.2), polyploidizacnim, paleoploidizaénim a diploidizacnim procesiim je u
nékterych skupin prakticky nemozné zakladni chromozomové Cislo urdit, protoze uz zadné takové

neni.
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4.2.2 Vznik raznych cytotypi

Jako nejpravdépodobnéjsi vznik polyploidnich taxond se 48 chromozomy se v literatufe udava
splynuti redukované a neredukované gamety druhu s 32 chromozémy (Takano, 2001; Takano et
Okada, 2002). O plvodu cytotypu 2n = 24 nebyly nalezeny 7adné Udaje. Jedna z mozZnosti je fuze
chromozémd, coZ je nepravdépodobné i proto, Ze se vSsechny chromozémy jevily stejné veliké (u
jedincli s 32 i 24 chromozémy). Jinou moznosti je vznik gamety s 8 chromozémy (chybou pfi meiose)
a splynuti s normalni redukovanou gametou. Pak by se pfi meiose pravdépodobné tvofily trivalenty.

Nejspise ale ke vzniku tohoto minoritniho cytotypu doslo kombinaci vice a sloZitéjsich procest.

4.2.3 Velikost genomu

Zjisténa prlmeérna velikost genomu 1C = 1,17 pg a median 1C = 1,07 pg tribu Globbeae v porovnani
s hodnotami pro krytosemenné rostliny [pramér 1C = 6,2 pg a median 1C = 2,6 pg (Leitch et al,,
2010)] jsou vyrazné nizsi a v porovnani s tymiz hodnotami pro jednodélozné [(primér 1C = 11 pg a
median 1C = 6,3 pg (Leitch et al., 2010)] je rozdil jesté markantnéjsi. V ramci Celedi Zingiberaceae
patti tribus Globbeae spiSe ktém s mensim genomem, nicméné celd Celed ma pomérné malé
genomy (O. Sida, nepublikovéno).

Pomérné zajimavym nalezem byly dva cytotypy druhu G. racemosa (2n = 24 a 2n = 32), lisici se
velikosti genomu. Ze jde opravdu o Globba racemosa, je podporeno fylogenetickymi analyzami, ve
kterych spadajici oba jedinci do jedné skupiny s ostatnimi jedinci tohoto druhu. Ostatni zkoumané

druhy se velikosti genomu liSily minimalné.

4.2.3.1 C,-hodnota a ploidni stupen

U tribu Globbeae Ize spocdist pomérné snadno C,-hodnotu pro druhy s 32 a 48 chromozdémy, protoze
mezi nimi je jasny pomér (2:3) podporeny i velikosti genomu a pro analyzy velikosti C, genomu
v zasadé nezdlezi na tom, zda se zvoli x = 16 nebo x = 8. PotiZ je s druhy, které maji 24 a 28
chromozému (nemluvé o druhu Globba marantina) a zvlast pokud se jedna o jiné rody. Jedinci s 2n =
34 byly povazovany za aneuploidni od jedincl s 2n = 32 a tedy téZ za tetraploidni. Rod Gagnepainia
(2n = 28, 32) byl povaZzovan za tetraploidni a rod Hemiorchis (2n = 24) za triploidni podobné jako
sekce Haplanthera (2n = 24). Pfi volbé x = 8 se sice snadno ziska C,-hodnota druhi s 2n = 24, ale tyto
hodnoty jsou pak extrémné vysoké, protoze druhy s 24 chromozémy maji podobné velké genomy
jako druhy s 32 chromozémy. Neni vyloucené, Ze pro ziskani spravné C,-hodnoty, by druhy sekce
Haplanthera mély byt povaZované za stejné ploidni jako ty s 2n = 32. K ovéfeni tohoto pfedpokladu
by bylo mozné zkusit zkoumat parovani chromozém( v meiose, ale pravdépodobné by parovaly
viceméné pravidelné. DalSi mozZnosti by bylo aplikovat nékteré z metod barveni chromozémi

fluorescencnimi barvivy. Napfiklad pomoci FISH (fluorescence in-situ hybridisation) je moziné
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zviditelnit napf. rDNA Useky na chromozdmech a podle poctu signalt a umisténi na chromozémech
by bylo moiné detekovat fuze i prestavby (Soontornchainaksaeng et Anamthawat-Jénsson, 2011).
etal., 2010).

Je zifejmé, Ze urceni spravného ploidniho stupné je pfi statistické analyze C,-hodnoty zasadni,
nicméné v rdmci diplomové préce nebylo mozné toto udélat Iépe. V nékterych pfipadech (napf. Lysak
et al., 2009) je v podstaté nemozné ploidii urcit vzhledem k celé sérii zakladnich chromozdémovych
Cisel ovlivnéné paleoploidizaci a naslednymi diploidizacemi, zvlast jesté pokud se pracuje s vétsi
skupinou jako napft. celedi. Poté neni jinda moZnost, nez pracovat s 1C-hodnotou (Lysak et al, 2009;
Gurushidze et al.,, 2012). Obé varianty, 1C i C,, se podafilo analyzovat a porovnat napf. v rodé
Veronica (Albach et Greilhuber, 2004), v rodé Orobanche (Weiss-Schneeweiss et al., 2006) a v Celedi
Liliaceae (Leitch et al., 2007). V téchto pripadech vysly stejné vysledky pro 1C i C, soubory dat.
Jedinou vyjimkou byla studie Albach et Greilhuber (2004), kde pro 1C byl zjistén silny vliv fylogeneze
a pro C, Zadny vliv fylogeneze.

Ocekavalo se, Ze velikost monoploidniho genomu (C,) bude odfiltrovanim vlivu polyploidl
oproti 2C velikosti genomu v ramci sekce celkové vyrovnanéjsi, coz se naplnilo. Tento trend byl
zietelny predevsim v sekcich Sempervirens a Globba, kde byl dostupny vétsi podet zastupcl a

pfitomny oba nejcastéjsi cytotypy.

4.3 Charakter evoluce velikosti genomu

Statistické vyhodnoceni charakteru evoluce je od reality pomérné vzdalené, protoZe programy
zalozené na GLS predpokladaji rovhomérny charakter zmén (Brown(v pohyb), coZ je v ptripadé
velikosti genomu vyrazné zobecnéni. Bylo by vhodné model specificky vylepsit pro velikost genomu
na zakladé znalosti mechanisma uplatnujicich se v evoluci velikosti genomu. Ackoli jsou principy jako
GLS, ML a parsimonie jen zobecnénymi modely, jsou zatim nejlepsim zplsobem, jakym evoluci ve

fylogenetickém kontextu aproximovat.

4.3.1 C, versus 1C-hodnoty

Vzhledem k tomu, Ze ve studované skupiné bylo obtizné urcit ploidni stupen, prestoze byly zjistény
chromozdémové pocty, nebylo mozZné s jistotou urcit ani C,-hodnotu. Na toto je tfeba brat ohled pfi
interpretaci vysledkd evoluce C,-hodnoty. Nespravné urcené ploidni stupné by meéli vliv na
gradualismus (mohly by byt chybné detekovdny skokové zmény nebo naopak by mohly byt
prehlédnuty). Jelikoz druhy se stejnym poctem chromozéma si byly ve zkoumaném souboru dat
fylogeneticky pribuznéjsi, mohlo by dojit i k nadhodnoceni vlivu fylogeneze. Riziko chybné urceni

ploidie je pouze u rodt Hemiorchis a Gagnepainia a sekcei Haplanhera a ,Nisbetiana“.
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Pouzitim 1C-hodnot se sice vyhneme obtizim spojenymi s chybnym uréenim ploidie, ale
budeme zkoumat docela jinou evoluci. Evoluce 1C-hodnot vypovida zaroven o evoluci C,-hodnot a
polyploidie. A jelikoz zmény C,-hodnot v evoluci jsou daleko mensi (mysleno napf. v pg), nez zmény
pfi polyploidni uddlosti, vypovida evoluce 1C-hodnot predevsim o vyvoji polyploidie. Které studie je

timto potykaly bylo popsano vyse (kapitola 4.2.3.1).

4.3.2 Pritomnost trendu v evoluci

Bylo zjisténo, Ze neexistuje prokazatelna tendence ke zmensSovani ani zvétSovani genomu v Zadném
ze zkoumanych soubord. Se stejnym vysledkem se setkali i napf. Weiss-Schneeweiss et al. (2006) u
rodu Orobanche, Leitch et al. (2007) u Celedi Liliaceae, Lysak et al. (2009) u celedi Brassicaceae a
Chrtek et al. (2009) u druhu Hieracium. Nepodafilo se dohledat Zadny pripad, kde by u rostlin byl

signifikantné lepsi ,model B“ (directional random-walk).

4.3.3 Skélovaci parametry A, k, &

Vysledky vSech provedenych analyz (programy Mesquite, BayesTraits, caper a geiger) vybranych
souborl taxon(l (tab. 3.3, obr. 3.18) se shoduji na tom (pro 1C i C,), Ze velikost genomu je ovlivnéna
fylogenezi, tedy Ze velikost genomu se na stromé vyskytuje nendhodné. Tento vysledek je ovéfitelny
na stromech s barevné vyznacenou velikosti genomu (obr. 3.9, 3.10) pouhym pohledem. Vysledek je
jisté zkreslen pritomnosti nékolika zastupct jednoho druhu, proto byl soubor C,-hodnot vybiran tak,
aby nebyly pfitomny duplicitni taxony se stejné velkym genomem. Kvlli pfitomnosti neurcéenych
druht nebylo mozné shodam zamezit stoprocentné.

Parametry testujici pritomnost adaptivni radiace oproti druhové specifické radiaci (delta) a
punktualistickou (skokovou) oproti gradudlni (pozvolné) evoluci (kappa) vysly nesignifikantné odlisné
od jedné (interpretace vtab. 4.1). Podle tohoto se tedy nepotvrdila ani adaptivni ani druhové
specifickd radiace, ale potvrdila se gradudlni evoluce (nedochazelo ke skokovym zménam). Pro
soubor s C,-hodnotami parametry k > 1 a § > 1 znamenaji, Ze pokud néjaky trend pfitomen je, tak
delsi vétve a delsi cesta na stromu pfispivaji k evoluci znaku vice a dochazi ke zrychlovani evoluce
velikosti genomu u mladsich taxonu vic nez u evoluc¢né starsich.

Pozvolny vyvoj velikosti genomu byl mimo tribu Globbeae zjistén i u celedi Brassicaceae (Lysak et al.,
2009) a jednodéloznych (Leitch et al., 2010), oproti skokové evoluci napfiklad u Allium (Gurushidze et
al., 2012), Orobanche (Weiss-Schneeweiss et al., 2006), Veronica (Albach et Greilhuber, 2004) a
Liliaceae (Leitch et al., 2007). Ovsem skokova evoluce mizZe byt disledkem pouZziti 2C-hodnot nebo
absence délky vétvi na stromé. Ve vSech téchto pracich byla alespon jedna pfic¢ina pfitomna.
Podobné jako v této praci bylo vice zmén pozorovano v dlouhych vétvich u Brassicaceae (Lysak et al.,

2009) a Hieracium (Chrtek et al., 2009). Naopak prevaha zmén v kratkych vétvich byla typicka pro
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jednodélozné (Leitch et al., 2010). Adaptivni radiace jako u Orobanche (Weiss-Schneeweiss et al.,

2006), Veronica (Albach et Greilhuber, 2004) a jednodéloznych (Leitch et al., 2010), ani radiace u

odvozenych taxon( jako u rodu Allium (Gurushidze et al., 2012) a Celedi Liliaceae (Leitch et al., 2007),

neni pfipad tribu Globbeae, podobné jako Brassicaceae (Lysak et al., 2009) a Hieracium (Chrtek et al.,

2009).

Nejvétsi rozdil mezi 1C a C,-hodnotami byl v parametru kappa, kdy v prvnim pfipadé byla k<1

(vice zmén na kratSich vétvich) a v druhém k > 1 (vice zmén na delSich vétvich). Interpretace souboru

s 1C-hodnotami je kvili zahrnuti polyploidnich taxond vseobecné obtizné, protozZe jde vice o evoluci

polyploidizace nez velikosti genomu ve smyslu C,-hodnoty. V tomto pripadé parametr kappa rika, ze

k polyploidnim udalostem (které se do zmény velikosti genomu promitnou nejvice) dochazelo spise

na kratkych vétvich.

Tab. 4.1: Parametry popisujici charakter evoluce kontinualni proménné a jejich interpretace (upraveno z Pagel,

2004).

Parametr interpretace

A (lambda) | fylogeneze

k (kappa) Vliv délky vétvi

6 (delta) Vliv délky cesty od
korene k taxontim

0

Taxony jsou
nezavislé (neni
vliv fylogeneze)

Skokova evoluce

nedefinovano

4.3.4 Ancestralni velikost genomu

<1

Fylogeneticka
historie ma maly vliv

Staze v delsich
vétvich

Vice zmén drive

v evoluci (Adaptivni
radiace)

Fylogeneze
ma vliv

gradualismus

gradualismus

>1

nedefinovano

Vice zmén na delSich
vétvich

Vice zmén na koncovych
vétvich (druhové
specifickd adaptace)

Odhady velikosti genomu predka 1C souboru 1C = 0,731 pg (ML i mecmc) a 1C = 0,75-0,83 pg

(squared-change parsimonie) jsou pfiblizné stejné v porovnani s prlmérnou velikosti 1C = 1,17 pg

vyrazné mensi.

Odhadnuté ancestralni stavy znaku C, = 0,211 pg (ML i memc) a C, = 0,20-0,25 pg (squared-

change parsimonie) se perfektné shodly a jsou o malinko mensi nez zjistény primér v souboru (C, =

0,259 pg). Velikost genomu predka je obvykle mensi nez vétsina namérenych hodnot (napf. Leitch et

al., 1998; Soltis et al., 2003; Lysak et al., 2009; Leitch et al., 2010).
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4.4 Plany do budoucnosti

Momentalné je ve skleniku prazské botanické zahrady v Tréji a Edinburghu k dispozici nékolik dalsich
druhll (G. brachyanthera, G. globulifera, G. insectifera a 3 neurcené druhy). Dals$i druhy ma i
Singapurska botanickd zahrada, kde jsou z intenzivnich terénnich vyjezdi neustdle dovazeny dalsi
vzorky. Vétsi zajem bude vénovan po morfologické i fylogenetické strance druhu G. nisbetiana. V
dalSich letech by se dalo rozsifit soubor dat (pfedevsim o zastupce sekci Mantisia a Substrigosa),
dopoditat a ovérit chromozdmové pocty, pokusit se vice zjistit o cytotypu 2n = 24 (meidza, FISH) a

ziskana data interpretovat v souvislosti s geografickymi a ekologickymi faktory.
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5 Zaveér

V tribu Globbeae se na zdkladé molekuldrni fylogeneze vzdy vyclenilo 7 dobte podpotenych sekci,
které byly rozpoznany jiz dfive (Williams et al., 2004). Navic se vytvofila skupina okolo Globba
nisbetiana nespadajici do Zzadné ze znadmych sekci. Monofylie sekci byla ve dvou pfipadech narusena
zménou pozice taxonu mezi sekcemi na stromech zaloZzenymi na rlznych DNA usecich (ITS, matK).
Rozdilna pozice v ramci sekce vzacna nebyla. Sekce Mantisia je se silnou podporou sesterska sekci
Haplanthera. Sekce Sempervirens, Nudae a Globba tvofily (podle ITS Useku) odvozenéjsi skupinu
oproti sekcim Haplanthera, Mantisia, Ceratanthera a Substrigosa. Z fylogenetickych analyz nevysel
tribus Globbeae jako monofyleticka skupina. Rody Hemiorchis a Gagnepainia jsou navzajem
sesterské, ale s nevyjasnénou pozici vici rodu Globba a dokonce i vici skupiné taxonl z podceledi
Zingiberoideae.

Definovat stupné ploidie nebylo snadné, ptitomny byly druhy hlavné s24, 32 a 48
chromozémy, proto byly po rfadé provizorné povazovdany za triploidni, tetraploidni a hexaploidni
taxony. Pocet 24 chromozoml byl typicky pro sekci Haplanthera a ,Nisbetiana“, pocdet 32
chromozom( mély sekce Nudae a Ceratanthera a 32 i 48 chromozdmi bylo zjisténo, oproti
ocekavanému hojnéjsSimu vyskytu, pouze v sekcich Globba a Sempervirens. Velikost genomu (2C)
triploidnich a tetraploidnich druh( se nelisila, ale oproti hexaploidnim druhdim byl rozdil signifikantni.
Monoploidni velikosti genomu (C,) tetraploidnich a hexaploidnich jedinct se nelisila. Otazkou zlstava
pavod triploidnich druhd, jejichz monoploidni velikost genomu byla mirné (nesignifikantné) vétsi nez
u tetra- a hexaploidd. Z vysledkl je patrné, Ze v této skupiné doslo a pravdépodobné stale dochazi ke
kfizeni a introgresi, které vedly ke zménam v karyotypu a variabilité ve velikosti genomu.
Monoploidni velikosti genomu jsou v ramci sekce velmi podobné a lisi se mezi sekcemi.

Studium evoluce velikosti genomu provazi nékolik technickych a metodickych obtiznosti.
Vyuzitim dostupnych prostiedk( bylo zjisténo, Ze v tribu Globbeae nedochazi k obecnému trendu
zvétSovani ani zmensovani velikosti genomu v evoluci. Ddle bylo zjisténo, Ze velikost genomu je silné
ovlivnéna fylogenetickymi vztahy a zmény jsou plynulé (ne skokové). Dalsi testované vlastnosti
charakteru evoluce (adaptivni radiace, druhové specifickda radiace a prevazujici mnoZstvi zmén
v kratkych/dlouhych vétvich) prokazany nebyly. Nejblize ma studovany soubor dat k prevazujicim
zménam v delSich vétvich. Velikost genomu predka byla odhadnuta na 1C = 0,73-0,83 pg a C, = 0,21
pg.
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Prilohy

Priloha 1: Seznam druh tribu Globbeae podle geografickych oblasti.

Malajsie

Globba acehensis, G. albiflora, G. albobracteata, G. atrosanguinea, G. aurantica, G. aurea, G. brachyanthera, G.
brevifolia, G. bulbifera, G. campsophylla, G. cernua, G. corneri, G. curtisii, G. dubia, G. ectobolos, G. fecunda, G.
flavibracteata, G. fragilis, G. franciscii, G. glandulosa, G. gracilis, G. hasseltii, G. holttumii, G. latifolia, G.
leucantha, G. leucocarpa, G. maculata, G. marantina, G. merrilli, G. multifolia, G. muluensis, G. nawawii, G.
paniculata, G. parviflora, G. patens, G. paucibractea, G. pendula, G. propinqua, G. pumila, G. pyramidata, G.
talangensis, G. tricolor, G. unifolia, G. urophylla, G. ustulata, G. variabilis.

Thajsko

Gagnepainia godefroyi, Gagnepainia harmandii, Gagnepainia thoreliana, Hemiorchis rhodorrhachis, H.
burmanica; Globba adhaerens, G. albiflora, G. annamensis, G. barthei, G. bulbifera, G. cambodgensis, G.
cernua, G. colpicola, G. fasciata, G. flagellaris, G. fragilis, G. garrettii, G. geoffroyi, G. globulifera, G. integra, G.
keithii, G. kerrii, G. laeta, G. leucantha, G. macrocarpa, G. marantina, G. nisbetiana, G. nuda, G. obscura, G.
patens, G. pendula, G. platystachya, G. praecox, G. purpurascens, G. racemosa, G. reflexa, G. schomburgkii, G.
siamensis, G. strobilifera, G. substrigosa, G. thorelii, G. unifolia, G. variabilis, G. villosula, G. winitii, G.
xantholeuca, G. yetsiana.

Barma (= Myanmar)

Gagnepainia godefroyi, Hemiorchis burmanica H. pantlingii, H. rhodorrhachis Globba arracensis, G. bracteolata,
G. bulbifera, G. cernua, G. expansa, G. hookeri, G. insectifera, G. kerrii, G. laeta, G. macroclada, G. marantina,
G. mogokensis, G. multiflora, G. orixensis, G. pauciflora, G. pendula, G. racemosa, G. schomburgkii, G.
sessiliflora, G. stenothyrsa, G. subscaposa, G. substrigosa, G. winitii.

Laos

Globba adhaerens, G. albiflora, G. angcorensis, G. annamensis, G. bathei, G. clarkei, G. expansa, G. globulifera,
G. macrocarpa, G. marantina, G. parva, G. pendula, G. racemosa, G. reflexa, G. rosea, G. schomburgkii, G.
siamensis, G. thorelii, G. villosula.

Bhutan

Hemiorchis pantlingii, Globba andersonii, G. clarkei, G. multiflora, G. macroclada, G. racemosa

Vietnam

Gagnepainia godefroyi, Gagnepainia thoreliana, Globba schomburgkii, G. angcorensis, G. annamensis, G.
barthei, G. cambodgensis, G. globulifera, G. macrocarpa, G. marantina, G. parva, G. rosea, G. pendula, G.

violacea, G. wallichii.
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identifikaéni nadm. ‘g gislo
Kkod FCM kéd druh sekce lokalita GPS sbératel vyska datum € | herbarové
[m n. m] 2 polozky
- . . . 19.57708 N;
T1151 Gagnepainia godefroyi (Baill.) K.Schum. Ping Khong 99.06157 E 680 [23.5.2011
E19871253 | FCM 078 |Gagnepainia godefroyi (Baill.) K.Schum. Thailand E |e00149940
E20010444 | FCM 054 |Gagnepainia godefroyi (Baill.) K.Schum. Thailand
E19991163 | FCM 084 |Gagnepainia harmandii (Baill.) K.Schum. Thailand E |e00228077
T1118 FCM 47g [Clobba cf. villosula Gagnep. = adhaerens |\, Doi Suthep foothills 18.81408 N; 490 [22.52011 |PRC| bude
Gagnep. 98.93708 E
E20100769 Globba albiflora var. albiflora Ridl. Nudae-mediocalcaratae |Cambodia :]:L?rl:]%(:;?dzlzﬁ\lewman, Mark F. Collection no
VL 2415 FCM 147 |Globba albiflora var. albiflora Ridl. Nudae-mediocalcaratae
ECM 107 Collected by Newman, M F; Thomas, P |;
E20060805 FCM 134 Globba albiflora var. aurea Holttum Nudae-mediocalcaratae |Lao, Bolikhamxai Armstrong, K E; Sengdala, Khamphone & 31.5.2006
Lamxay, Vichith Collection number: LAO 1529
. I Viet Nam, Lam Dong
E20081062 | FCM 104 |Globba albiflora var. aurea Holttum Nudae-mediocalcaratae Prov Collected by Tran, Huu Dang 23.6.2008 E |e00421682
. . Vietnam, Bak Néng Prov., [12°32'14.7"N
Dang 425 FCM 250 |Globba albiflora var. aurea Holttum Nudae-mediocalcaratae Dray Sap waterfall 107°53'30.3"E
E20060805 | FCM 076 |Globba albiflora var. aurea Holttum Nudae-mediocalcaratae |Lao 00294327
E20081112 | FCM 121 |Globba albiflora var. aurea Holttum Nudae-mediocalcaratae |Viet Nam, Dong Nai Prov. fj"'“wd by Tran, Huu Dang Collection number: 18.6.2008 €00421689
Borneo-VR | FCM 033 |Globba atrosanguinea Teijsm. & Binn. Sempervirens
E19820784 | FCM 110 |Globba atrosanguinea Teijsm. & Binn. Sempervirens Malaysia, Sarawak Collected by_ Sinclair, Ia.n W.J. & Argent, George 8.3.1982 E |e00294290
C.G. Collection number: 85
E20110273 | FCM 630 |Globba brachyanthera K.Schum. Ceratanthera Indonesia : Kalimantan Collected_ by Conlon! Tony; Arggnt, George; & 17.2.2011
Barat Sharp, Nicky Collection number: 1
T11137 FCM 486 |Globba careyana Roxb. = sessiliflora Sims [Haplanthera QSBG PRC bude
. Malaysia, Pahang, 3°42'28" N;
M11-6 FCM 528 |Globba cernua Baker Sempervirens Fraser’s Hills 101°43'10" E 1230 |19.11.2011
PS 006/2010 | FCM 071 |Globba cernua Baker Sempervirens
Jaap 5396 | FCM 195 |Globba cf cernua Baker Sempervirens Peninsular Malaysia,
exact locality unknown
JLS 586 FCM 196 |Globba corneri A.A Weber Sempervirens Peninsular Malaysia,
exact locality unknown
T11158 FCM 490 |Globba fragilis S.N.Lim Sempervirens Tak
) . Collected by Newman, Mark F. Collection
E20100754 Globba geoffrayi Gagnep. Ceratanthera Cambodia number: 2422
E19991624 | FCM 127 [Globba aff. kerrii Craib Nudae-nudae Thailand Callected by Argent, George C.G. Collection 2481999 | E |e00294324
. . 18.92203 N,
T1163 FCM 487 |Globba kerrii Craib Nudae-nudae Pong Yaeng 08.81917 E 1070 |24.5.2011 |PRC bude
KL20100197 | FCM 543 |Globba leucantha Mig. Ceratanthera
JS 71405 FCM 338 |Globba macroclada Gagnep. Haplanthera
E20081050 | FCM 123 |Globba marantina L. Globba \F{:itVNam - Kien Glang E\?gggted by L Ngoc Sam Collection number e00421681
E19613981 | FCM 102 |Globba marantina L. Globba cultivated 00421691
. Vietnam, Kon Tum Prov., (14°30'58.4"N
Dang 256 FCM 249 |Globba marantina L. Globba road to Kon Plong 108°15'05.8"E
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E20081066 | FCM 120 |Globba aff. marantina L. Globba \lj':)tv'\‘am - Lam Dong Collected by Tran, Huu Dang 23.6.2008
E19871259 | FCM 126 |Globba aff. marantina L. Globba Thailand Collected by Newman, Mark F.
ex PBG FCM 706 |Globba bulbifera Roxb. = marantina L. Globba
DANG 423 FCM 704 |Globba marantina L. Globba
T1110 FCM 355 |Globba nisbetiana Craib "Nisbetiana" Doi Suthep ég;igg? g; 1040 [|22.5.2011 |PRC bude
T1111 FCM 491 |Globba nuda K.Larsen Nudae-nudae Doi Suthep ég;igg? g; 1040 [|22.5.2011 |PRC bude
T1134 FCM 485 |Globba nuda K.Larsen Nudae-nudae Pong Yaeng ggggigi El; 18.90983 N; 98.85467 E 870 [23.5.2011 [PRC bude
’ . Malaysia : Collected by Woods, Patrick James Blyth
E19680620 | FCM 116 (Globba patens Miq. Sempervirens Selangor/Pahang border Collection number: 596 1.4.1968 E |e00269263
. - Malaysia, Pahang, 3°42'28" N;
M11-4 FCM 526 |Globba patens Mig. Sempervirens Fraser’s Hills 101°4310" E 1230 |19.11.2011
Yala prov. FCM 340 |Globba patens Mig. Sempervirens
. Malaysia, Pahang, 3°42'28" N;
M11-5 FCM 527 |Globba patens x cernua Sempervirens Fraser’s Hills 101°4310" E 1230 |19.11.2011
E19860743 | FCM 130 |Globba fasciata Ridl. = pendula Roxb. Ceratanthera mzlri?r?]%r;akhon Si Collected by Newman, Mark F. E |e00269278
JLS 529 FCM 166 |Globba pendula Roxb. Ceratanthera Bong Nai Prov., Tan Phu
forest, Ngd 3 Quan Y
E19841210 | FCM 106 |Globba propinqua Ridl. Sempervirens Malaysia : Sabah ﬁsrl:]izttra_dslz%/é\rgent, George C.G. Collection 1.3.1984
E19841252 | FCM 101 |Globba propinqua Ridl. Sempervirens Malaysia : Sabah ﬁs:]i%ﬁdsgylgrogem' George C.G. Collection E |e00269271
E19772463 | FCM 105 |Globba propinqua Ridl. Sempervirens Malaysia : Sabah ﬁs:]i%ﬁdzgy Gardner, Martin Fraser Collection 30.5.1905
. . . . Collected by Argent, George C.G. Collection
E19841255 | FCM 118 |Globba propinqua Ridl. Sempervirens Malaysia : Sabah number: 84/103
E19841210 | FCM 109 |Globba propinqua Ridl. Sempervirens Malaysia : Sabah CoIIecte.d by Argent, George C.G. Collection 1.3.1984
number: 84/58
T1112 FCM 476 |Globba purpurascens Craib Globba Doi Suthep ;g;iggé g; 1040 |22.5.2011 |[PRC bude
T1164 FCM 481 |Globba purpurascens Craib Globba Pong Yaeng éggisgg g 1070 |24.5.2011 |PRC bude
. 19.33428 N;
T1154 FCM 480 |Globba purpurascens Craib Globba Mueang Na 08.88434 E 850 [23.5.2011 |PRC bude
! _ Collected by Edinburgh Makalu Expedition
E19920039 | FCM 369 |Globba clarkei Baker = racemosa Sm. Haplanthera Nepal (1991) Collection number: 74 19.9.1991
E20011052 | FCM 368 |Globba racemosa Sm. Haplanthera Nepal : Koshi Zone Collected by Edinburgh Nepal Expedition (2001) 28.9.2001
Collection number: 102
T116 FCM 488 |Globba racemosa Sm. Haplanthera Doi Pui ;g'ggggg E‘? 18.82534 N; 98.88799 E 1580 [22.5.2011
L Collected by Gaoligong Shan Biotic Survey
E19962254 | FCM 108 (Globba racemosa Sm. Haplanthera China : Yunnan Expedition (1996) Collection number: 7855 19.10.1996 | E |e00294325
) Collected by Gaoligong Shan Biotic Survey
2?2 R
E19962152 | FCM 362 |Globba racemosa?? China - Yunnan Expedition (1996) Collection number: 7411 12.10.1996
BG Turku FCM 705 |Globba schomburgkii Hook.f. Globba
T11153 FCM 479 |Globba siamensis (Hemsl.) Hemsl. Globba red form, Mukdahan
, ; Collected by Newman, M F; Thomas, P |;
E20060813 | FCM 100 |Globba siamensis (Hemsl.) Hemsl. Globba g;o E;:’Cp_'esi lﬁ;’:ﬁ&:['c Armstrong, K E; Sengdala, Khamphone & 3152006 | E |e00310914
P ) Lamxay, Vichith Collection number: LAO 1533
E20091357 | FCM 124 |Globba siamensis (Hemsl.) Hemsl. Globba Lao Collected by Newman, Mark F. Collection
number: VL1986
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E19991176 | FCM 133 |Globba aff. siamensis (Hemsl.) Hemsl.  |Globba Thailand ﬁﬂ%céﬁdggi Newman, Mark F. Collection 681999 | E |e00294297
KL20102320 | FCM 536 |Globba sp Ceratanthera
Collected by Newman, Mark F. Collection
E20091380 | FCM 364 |Globba sp. Globba Lao number: VL2008
between Thung Khao 19.65814 N;
T1166 FCM 475 |Globba sp. Globba Phuang and Mae Na 08.95271 E 250 |25.5.2011
E20081125 | FCM 111 |Globba sp. Globba Viet Nam : Kien Giang Collected by L1 Ngoc SdmcCollection number: E |e00421684
Prov LY257
E20081055 | FCM 128 |Globba sp. Globba iet Nam Dak Nong Collected by Tran, Huu Dang 24.6.2008
18.90882 N;
T1135 FCM 474 |Globba sp. Globba Pong Yaeng 08.85491 E 870 [23.5.2011 [PRC bude
19.33443 N;
T1147 FCM 484 |Globba sp. Globba Mueang Na 98.91802 E 620 [23.5.2011 |[PRC bude
. . 18.81408 N;
T1120 FCM 477 |Globba sp. Globba Doi Suthep foothills 98.93708 E 490 |22.5.2011 |PRC bude
between Thung Khao 19.65814 N;
T1167 FCM 475 |Globba sp. Globba Phuang and Mae Na 98.95271 E 250 [25.5.2011
E20010323 | FCM 115 |Globba sp. Sempervirens Indonesia : Aceh ?g/lflsezcted by Smith, Paul S. Collection number:
E10991625 | FCM 132 |Globba sp. Haplanthera Thailand ﬁﬂ%céﬁdfy Argent, George C.G. Collection 24.8.1999
19.33526 N;
T1146 FCM 483 |Globba sp. Nudae-nudae Mueang Na 08.91690 E 650 [23.5.2011 |[PRC bude
] I S . Collected by RBGE & Philippine National Herb.
E19972553 | FCM 131 |Globba sp. Nudae-mediocalcaratae |Philippines : Luzon Exped. (1997) Collection number: IS8 22.3.1997 E |e00269272
E20110269 | FCM 632 |Globba sp.
T11151 FCM 489 |Globba sp. Phetchabun, G038
Indonesia : Kalimantan Collected by Conlon, Tony; Argent, George; &
E20110277 | FCM 631 |Globba sp. Barat Sharp, Nicky Collection number: 5 18.2.2011
- Peninsular Malaysia,
JLS 186 FCM 184 |Globba sp. (bila) Ceratanthera exact locality unknown
KL20090599 | FCM 544 |Globba sp. novum Sempervirens
T11138 FCM 473 |Globba sp. novum "Nisbetiana" QSBG
E20081114 | FCM 129 |Globba sp. novum Globba \élritVNam : Dak Nong %)IIected by Tran, Huu Dang Collection number: 25.6.2008
KL20100822 | FCM 534 |Globba unifolia Ridl. Sempervirens
Johor FCM 547 |Globba variabilis var. pustla S.N.Lim Sempervirens
T11162 FCM 482 |Globba winitii C.H.Wright Globba Tak
E19594068 | FCM 114 |Globba winitii C.H.Wright Globba Cultivated E [e00294309
E19991652 | FCM 075 [Hemiorchis burmanica Kurz Bangladesh : Chittagong Sl?ru]%(;tﬁdl%{\lewman, Mark F. Collection 10.9.1999
E19871260 | FCM 079 |Hemiorchis rhodorrhachis K.Schum Thailand Collected by Newman, Mark F. E |e00198739
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Priloha 3: Seznam poutzitych sekvenci z databdze GenBank.

GenBank GenBank
. accession accession
Jméno taxonu Inf?rmacev? mate"al,g: Stat number pro number pro
shératel, Cislo, herbar
ITS matK

sekvenci sekvenci
Outgroup
Amomum longipetiolatum Merr. Kress et al. (2002) China AF478722 AF478822
Boesenbergia rotunda (L.) Mansf. Kress et al. (2002) Myanmar AF478727 AF478826
Caulokaempferia saxicola K. Larsen Kress et al. (2002) Thailand AF478732 AF478831
Cornukaempferia aurantiflora J. Mood & K.
Larsen Kress et al. (2002) Thailand AF478736 AF478835
Curcuma roscoeana Wall. Kress et al. (2002) Thailand AF478739 AF478839
Hedychium bordelonianum W. J. Kress & K.
J. Williams Kress et al. (2002) Myanmar AF478757 AF478856
Kaempferia rotunda L. Kress et al. (2002) Myanmar AF478767 AF478868
Pommereschea lackneri Wittm. Kress et al. (2002) China AF478776 AF478877
Roscoea purpurea Royle Kress et al. (2002) Himalayas AF478787 AF478888
Siamanthus siliquosus K. Larsen & J. Mood Kress et al. (2002) Thailand AF478790 AF478891
Vanoverberghia sepulchrei Merr. Kress et al. (2002) Philippines AF478798 AF478899
Zingiber gramineum Blume Kress et al. (2002) Ex hort Hawaii AF478800 AF478902
Ingroup
Gagnepainia harmandii (Baill.) K. Schum. Williams #02-601 [DUKE] Thailand AY339740 AY341103
Gagnepainia thoreliana (Baill.) K. Schum. #1  Kress et al. (2002) Thailand AF478752 AF478851
Gagnepainia thoreliana (Baill.) K. Schum. #2  Williams #00-290 [DUKE] Thailand AY339704
Globba acehensis A. Takano & H. Okada#1 Takano & Okada (2002) Sumatra AB049308 AB049263
Globba acehensis A. Takano & H. Okada #2 Kato et al. #8168 [BO] Sumatra AY339732
Globba adhaerens Gagnep. Williams #02-556 [DUKE] Thailand AY339729 AY341099
Globba albiflora Ridl. var. albiflora Williams #00-211 [DUKE] Thailand AY339697 AY341091
Globba albiflora Ridl. var. aurea Holttum Williams #98-57 [DUKE] Ex hort Florida AY339693
Globba albobracteata N.E. Br. Takano & Okada (2002) Sumatra AB049314 AB049269
Globba annamenensis Gagnep. Williams #02-582 [DUKE] Thailand AY339719
Globba atrosanguinea Teijsm. & Binn. var.
atrosanguinea #1 Williams #98-01 [DUKE] Borneo AF478753 AF478852
Globba atrosanguinea Teijsm. & Binn. var.
atrosanguinea #2 Takano & Okada (2002) Malaysia AB049316
Globba atrosanguinea Teijsm. & Binn. var.
sumatrana A. Takano & H. Okada Takano & Okada (2002) Sumatra AB049315 AB049270
Globba aurantiaca Miq. Takano & Okada (2002) Sumatra AB049324 AB049278
Globba brachyanthera K. Schum. Cannon #98-735 [DUKE] Malaysia AY339680
Globba bulbifera Roxb. Kress 96-5648 [US] Myanmar AY339691 AY341095
Globba candida Gagnep. Williams #02-563 [DUKE] Thailand AY339715
Globba cernua Baker #1 Takano & Okada (2002) Sumatra AB049309 AB049264
Globba cernua Baker #2 Takano & Okada (2002) Malaysia AB049310 AB049265
Globba cernua Baker #3 Williams #98-12 [DUKE] Ex hort Florida AY339671
Globba “complanata” sp. nov. Williams #02-604 [DUKE] Thailand AY339737
Globba copicola K. Schum. Williams #99-51 [DUKE] Thailand AY339684
Globba curtisii Holttum Kress et al. (2002) Malaysia AF478754 AF478853
Globba deliana Valeton Ng #2 [BO] Sumatra AY339733
Globba expansa Baker Kress #96-5643 [US] Myanmar AY339677
Globba fecunda A. Takano & H. Okada #1 Takano & Okada (2002) Sumatra AB049311 AB049266
Globba fecunda A. Takano & H. Okada #2 Kato et al. #8063 [BO] Sumatra AY339734
Globba flagellaris K. Schum. Williams #00-364 [DUKE] Thailand AY339743 AY341106
Globba flavibracteata A. Takano & H. Okada Takano & Okada (2002) Sumatra AB049323 AB049277
Globba fragilis S.N. Lim Lindstrom #730 [DUKE] Thailand AY339721 AY341081
Globba geoffrayi Gagnep. #1 Newman #921 [E] Thailand AY339696
Globba geoffrayi Gagnep. #2 Williams #00-387 [DUKE] Thailand AY339692 AY341087
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Globba globulifera Gagnep.

Globba gracilis K. Schum.

Globba holttumii S.N. Lim

Globba insectifera Ridl.

Globba keithii Ridl.

Globba laeta K. Larsen

Globba leucantha Mig. var. leucantha #1
Globba leucantha Mig. var. leucantha #2

Globba leucantha Mig. var. leucantha #3
Globba leucantha Miq. var. flavidula (Ridl.)
Holttum #1

Globba leucantha Mig. var. flavidula (Ridl.)
Holttum #2

Globba “lindstromii” sp. nov.

Globba “lithophytica” sp. nov.

Globba macroclada Gagnep.

Globba “magnifica” sp. nov. #1

Globba “magnifica” sp. nov. #2

Globba “magnifica” sp. nov. #3

Globba marantina L.

Globba mogokensis W.W. Sm. & Banerji
Globba multiflora Wall. ex Baker
Globba multifolia A. Takano & H. Okada #1
Globba “nongnoochensis” sp. nov.
Globba nuda K. Larsen

Globba ophioglossa Wight

Globba orixensis Roxb.

Globba orixensis Roxb.

Globba paniculata Valeton #1

Globba paniculata Valeton #2

Globba patens Mig. var. patens #1
Globba patens Mig. var. patens #2
Globba patens Mig. var. costulata S.N. Lim
Globba pendula Roxb. #1

Globba pendula Roxb. #2

Globba pendula Roxb. #3

Globba propinqua Ridl. #1

Globba propinqua Ridl. #2

Globba racemosa Sm. #1

Globba racemosa Sm. #2

Globba racemosa Sm. #3

Globba racemosa Sm. #4

Globba racemosa Sm. #5

Globba radicalis Roxb. #1

Globba radicalis Roxb. #2

Globba reflexa Craib

Globba rosea Gagnep.

Globba schomburgkii Hook. f. #1
Globba schomburgkii Hook. f. #2
Globba schomburgkii Hook. f. aff. (Red)
Globba schomburgkii Hook. f. aff. (white)
Globba sessiliflora Sims #1

Globba sessiliflora Sims #2

Globba siamensis (Hemsl.) Hemsl.
Globba spathulata Roxb. #1

Globba spathulata Roxb. #2

Globba sp. nov.

Williams #99-48 [DUKE]
Williams #98-25 [DUKE]
Takano & Okada (2002)
Williams #99-56 [DUKE]
Lindstrom #707 [DUKE]
Kress #98-6221 [US]

Takano & Okada (2002)
Takano & Okada (2002)
Williams #98-03 [DUKE]

Takano & Okada (2002)

Williams #98-06 [DUKE]
Williams #01-424 [DUKE]
Williams #00-334 [DUKE]
Kress et al. (2002)
Williams #99-53 [DUKE]
Lindstrom #784 [DUKE]
Williams #98-11 [DUKE]
Williams #99-52 [DUKE]
Kress #01-6907 [US]
Williams #00-271 [DUKE]
Takano & Okada (2002)
Williams #02-578 [DUKE]
Kress #98-6233 [US]
Williams #02-428 [DUKE]
Kress #01-6897 [US]
Kress #01-6932 [US]
Takano & Okada (2002)
Takano & Okada (2002)
Takano & Okada (2002)
Williams #98-08 [DUKE]
Takano & Okada (2002)
Williams #98-23 [DUKE]
Williams #98-24 [DUKE]
Williams #02-603 [DUKE]
Takano & Okada (2002)
Williams #98-22 [DUKE]
Williams #99-58 [DUKE]
Williams #00-270 [DUKE]
Williams #00-316 [DUKE]
Williams #00-259 [DUKE]
Williams #01-500 [DUKE]
Kress #01-6920 [US]
Kress #99-6431 [US]
Williams #99-55 [DUKE]
Williams 02-555 [DUKE]
Takano & Okada (2002)
Williams #98-13 [DUKE]
Williams #02-560 [DUKE]
Williams #98-17 [DUKE]
Kress #98-5613 [US]
Kress #98-6210 [US]
Williams #02-605 [DUKE]
Kress et al. (2002)

Kress #01-6910 [US]
Lindstrom #713 [DUKE]

Ex. hort Florida
Philippines
Malaysia
China
Thailand
Thailand
Malaysia
Sumatra
Malaysia

Sumatra

Malaysia
Thailand
Thailand
India
Myanmar
Thailand
Thailand
Philippines
Myanmar
China
Sumatra
Thailand
Thailand
India
Myanmar
Myanmar
Sumatra
Sumatra
Sumatra
Ex hort Florida
Malaysia
Ex hort Hawaii
Ex hort Hawaii
Thailand
Malaysia
Ex hort Hawaii
Bangladesh
China
Thailand
China
Nepal
Myanmar
Bangladesh
Thailand
Thailand
Thailand
Ex hort Florida
Thailand
Thailand
Myanmar
Thailand
Thailand
Bangladesh
Myamar
Thailand

AY339690
AY339669
AB049320
AY339688
AY339742
AY339668

AB049300
AY339679

AB049301

AY339675
AY339718
AY339741
AF478755
AY339686
AY339713
AY339674
AY339685
AY339731
AY339667
AB049312
AY339726
AY339672
AY339725
AY339736
AY339738
AB049296
AB049298
AB049317
AY339673
AB049319
AY339689
AY339678
AY339720
AB049321
AY339665
AY339694
AY339703
AY339699
AY339698
AY339724
AY339707
AY339695
AY339687
AY339709
AB049305
AY339670
AY339728
AY339681
AY339666
AY339702
AY339727
AF478769
AY339708
AY339717

AY341097
AB049275
AY341080
AY341105
AY341086
AB049254

AB049255
AY341078

AB049256

AY341104
AF478854

AY341100

AY341094

AY341083
AB049267

AY341101

AB049286
AB049253
AB049272
AB049274

AY341088
AB049276

AY341084
AY341093

AY341089

AB049260

AY341096

AF478870
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Globba sp. nov.

Globba sp. nov. (sect. Nudae) #2
Globba sp. nov. ‘Saraburi winitii’
Globba sp. nov. ‘white adherans’ #1
Globba sp. nov. ‘white adherans’ #2
Globba substrigosa King ex Baker #1
Globba substrigosa King ex Baker #2
Globba talangensis A. Takano & H. Okada #2
Globba variabilis Ridl.

Globba wardii (Burtt & R.M. Smith) K. J.
Williams

Globba wengeri (C. E. C. Fischer) K. J.
Williams

Globba winitii C. H. Wright

Globba winitii C. H. Wright

Globba winitii aff. sp. nov.

Globba xantholeuca Craib #1

Globba xantholeuca Craib #2
Hemiorchis pantlingii King #1 (=H.
rhodorrachis of Kress et al. 2002)
Hemiorchis pantlingii King

Hemiorchis rhodorrachis Baker ex. K. Schum.

#1

Hemiorchis rhodorrachis Baker ex. K. Schum.

#1

Williams #01-438 [DUKE]
Williams #01-443 [DUKE]
Williams #02-588 [DUKE]
Williams #00-385 [DUKE]
Williams #02-589 [DUKE]
Williams #02-602 [DUKE]
Williams #01-400 [DUKE]

Mori & Takano #8856 [BO]

Williams #99-50 [DUKE]
Ward #22356 [L]

Kress et al. (2002)
Williams #98-10 [DUKE]
Lindstrom #778 [DUKE]
Williams #99-33 [DUKE]
Williams #00-378 [DUKE]
Williams #594 [DUKE]

Kress et al. (2002)
Kress et al. (2002)

Kress #00-6666 [US]

Kress #00-6670 [US]

Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Sumatra
Ex hort Maryland

Myanmar

Myanmar
Ex hort Florida
Thailand
Ex hort Maryland
Thailand
Thailand

Thailand
Thailand

Myanmar

Myanmar

AY339714
AY339730
AY339711
AY339701
AY339710
AY339722
AY339723
AY339735
AY339683

AY339739

AF478770
AY339676
AY339712
AY339682
AY339700
AY339716

AF478764
AF478763

AY339705

AY339706

AY341082
AY341092

AY341098

AY341102

AF478871

AY341085

AY341079

AF478862
AF478863

AY341090
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Priloha 4: Vybrané fotografie metafazi mitotickych bunék korenovych spicek.

Foto 3: Chromozémy Globba atrosanguinea E19820784 (2n = 32).
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Foto 5: Nahote chromozémy Globba purpurascens T-11-64 (2n = 32); Dole
chromozdémy G. sp. novum E20081114 (2n = 32).
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Foto 6: Chromozdomy Globba propinqua 19841252 (2n = 48).
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