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Abstrakt

Variabilita ve velikosti genomu dosahuje u rostlin velkého rozpéti; u krytosemennych
rostlin mtze byt toto rozpéti az 2400-nasobné. Proto Castym predmétem studia je snaha
vysvétlit tyto rozdily v mnoha kontextech. Jednim z nich je i fylogenetické hledisko, kdy se
studuje vztah velikosti genomu K jednotlivym taxonomickym skupinam. Doposud bylo
publikovano mnoho praci zabyvajici se rostlinami temperatniho pasu. Praci, které reflektu;ji
velikost genomu u tropickych rostlin, je vSak velmi malo. Proto byla pfedmétem této prace
analyza velikosti genomu u pantropicky rozsitené celedi Costaceae Nakai.

Tato cCeled” v soucasnosti zahrnuje sedm rodi: Monocostus K.Schum.,
Dimerocostus Kuntze, Costus L., Paracostus C.D.Specht, Chamaecostus C.D.Specht &
D.W.Stev., Hellenia Retz. a Tapeinochilos Miq., které dohromady ¢itaji pfiblizné 300 druh.
Celed’ je sesterska k &eledi Zingiberaceae, ktera je diky svému ekonomickému vyznamu
vyrazné lépe prozkouména.

Cilem této prace byla ¢astena revize fylogeneze, kterou publikovala Specht (2006).
K analyze fylogenetickych vztahli byly pouzity molekularni metody, a to jednak klasické
sekvenovani tseku trnL-F, jednak next-generation sequencing — konkrétné metoda HybSeq,
kdy byly pouzity pfedem designované proby pro zisk cilovych gend. DalSim z cilt této prace
bylo srovnat absolutni velikosti genomu ¢eledi Costaceae se ziskanymi fylogenetickymi daty.
Byla pouzita metoda pratokové cytometrie a z ni ziskané hodnoty byly poté namapovany na
fylogenetické stromy. Z vysledku této analyzy se ukazalo, Ze v této Celedi absolutni velikost
genomu blizce koreluje se zde navrZzenymi fylogenetickymi vztahy; tyto vztahy byly vétSinou

rodové specifické.

Klicova slova: Velikost genomu, Costaceae, fylogeneze, next-generation sequencing,

pratokova cytometrie.



Abstract

Genome size in plants varies greatly; in angiosperms this variability can make a 2400-
fold difference. This is why the subject of many studies is the attempt to explain these
differences in various contexts. One of these is the phylogenetic viewpoint, which studies the
relationships between genome size and different taxonomic groups. Many studies have been
published so far which explore the plants of the temperate zone; there are however very few
studies investigating genome size in tropical plants. For this reason, the subject of this thesis
is the analysis of genome size in the pantropical family Costaceae Nakai.

This family presently includes seven genera: Monocostus K.Schum., Dimerocostus
Kuntze, Costus L., Paracostus C.D.Specht, Chamaecostus C.D.Specht & D.W.Stev, Hellenia
Retz. and Tapeinochilos Mig., counting altogether about 300 species. The family is sister to
the family Zingiberaceae, which has been notably better explored due to its economic
importance.

One of the aims of this thesis was a partial revision of the phylogeny published by
Specht (2006). Molecular methods were used to analyse the phylogenetic relationships; these
methods included classical sequencing of the trnL-F region and next-generation sequencing,
where probes designed in advance were used to obtain the targeted genes. Another aim of this
thesis was to compare the genome size in Costaceae with obtained phylogenetic data. Flow
cytometry was used to measure the absolute genome size. The acquired values were then
mapped onto phylogenetic trees, showing that in this family the absolute genome size
correlates closely with the phylogenetic relationships suggested herein; most of these

relationships were genus-specific.

Keywords: Genome size, Costaceae, phylogeny, next-generation sequencing, flow

cytometry.
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UVvOoD

Studium rostlinné velikosti genomu je jednim z aktudlnich botanickych témat. At uz
se jedna o studie mezidruhové, zabyvajici korelacemi velikosti genomu s riznymi parametry
¢i jeji evoluci. Nedilnou soucasti jsou i studie na vnitrodruhové urovni, které se zabyvaji
pritomnosti rtiznych cytotypti v rdmci jednoho druhu.

Obecné je variabilita ve velikosti genomu (genome size) velmi Siroka, kdy dosahuje
vice nez 24 000 nasobného rozdilu s faktem, ze velikost genomu casto nekoreluje s mirou
komplexity a evoluéni odvozenosti jednotlivych organismi. Hlavnimi zdroji takto Siroké
velikostni variability jsou pfedev§im transponovatelné elementy, které svym zmnozovanim
dokazi vyrazné ovlivnit vyslednou genomovou velikost. U nékterych skupin transponovatelné
elementy mohou tvofit az 75 % celkového genomu. Dal§im dulezitym zdrojem variability
jsou polyploidiza¢ni udalosti, které dokézi vyrazné ménit chemismus a komplexni chovani
organismil. DalS§imi plvodci variability ve velikostech genomu jsou nerovnomérna
rekombinace u homolognich chromozomt a ilegitimni rekombinace, jez vedou k celkovému
snizeni obsahu DNA v jadfe. Ze znalosti téchto obecnych mechanizmu ovliviiyjicich velikost
genomu vyplyva otazka, zda lze pozorovat urcité evoluéni trendy u jednotlivych rostlinnych
skupin. Souvislost mezi velikosti genomu a fylogenetickymi hypotézami z doposud
publikovanych praci pfili§ nevyplyva, nicméné v nékterych skupinach byly ur¢ité trendy
pozorovany, a to napiiklad v rodech Festuca a Allium nebo celedich Liliaceae ¢i
Zingiberaceae. Pro pochopeni a spravnou interpretaci evoluce velikosti genomu je nezbytné
roz§ifit studium co nejvétsim poctem taxonomickych skupin pokryvajicich dosavadni
diverzitu rostlin (Leitch et al., 1998; Bennetzen, 2000; Soltis et al., 2003; Puttick et al., 2015;
Wendel et al., 2016).

Doposud publikované prace se zabyvaly piedevsim rostlinami temperatniho pasu,
naopak téch, které se vénuji rostlinam tropickym, je velmi malo. Byly naznaceny nékteré
trendy typické pro tropické rostliny, jako je obecna tendence k vétSim velikostem genomu a
délce chromozom, neZ u temperatnich rostlin. AvSak jedna se o velmi kusé informace. Proto
je naplni této diplomové prace rozsifit znalosti o velikosti genomu u tropickych rostlin.

Konkrétné se tato prace zabyva analyzou velikosti genomu pantropicky rozsifené ¢eledi
Costaceae Nakai., ktera je sesterskou skupinou vyse zminéné celedi Zingiberaceae. Tato
¢eled’ ma centrum druhové diverzity v Jizni Americe na rozdil od Zingiberaceae s nejvyssi

diverzitou v Jihovychodni Asii. Costaceae v soucasnosti ¢itd néco mezi 150 az 300 druhy



nalezicich do sedmi rodG: Monocostus, Dimerocostus, Chamaecostus rozsifené Vv Jizni
Americe, Costus, Hellenia, Paracostus rozsitené na vice kontinentech a Tapeinochilos s
omezenou distribuci v Jihovychodni Asii. Tento taxonomicky koncept vyplyva z v minulosti
publikovanych praci Chelsie Specht (2001 -2006), kdy byly pro analyzu fylogenetickych
vztahll pouzity molekuldrni i morfologické metody. Vysledky téchto praci sice objasnily
nékteré vztahy v této Celedi, nicméné pripousti i jistou miru nejasnosti. Proto je soucasti této
diplomové prace i CasteCna fylogeneticka revize. Jsou zde pouzity molekularni metody
konkrétné DNA sekvenovani. Byl pouzit jak klasicky pfistup sekvenovani Sangerovou
metodou nékolika lokust, tak sekvenovani nové generace v podobé HybSequ, ktery vyuziva
specificky vyvinutych prob pro sekvenovani low-copy gent (Specht et al., 2001; Specht,
2006a; Specht & Stevenson, 2006; Cronn et al., 2012; Weitemier et al., 2014).

Diky zatazeni NGS je mozné nejen ziskat fylogenetické hypotézy zaloZzené na mnoha
genech, ale je téz mozné tento pfistup porovnat s doposud pouzivanymi metodami pro

objasnéni fylogeneze v této celedi.

1.1 Kladené otazky

1) Jaké jsou fylogenetické vztahy v celedi Costaceae, jsou srovnatelné s jiz publikovanou
praci nebo Ize nalézt i alternativni hypotézu?

2) Koreluje velikost genomu s fylogenezi ¢eledi?

3) Maji rizné geografické skupiny i odlisnou velikost genomu, a pokud ano, jsou tyto
skupiny monofyletické?

4) Je mozné pozorovat jednoznaény trend v evoluci velikosti genomu, nebo se genom
opakovan¢ zvétSuje a zmensuje?

5) Jakou roli hraje v této ¢eledi polyploidizace?



1.2 Velikost genomu

Velikost genomu je dnes velmi studovanou charakteristikou druhu, nejcastéji byva
popsana jako C-hodnota neboli mnozstvi DNA obsazené Vv jadie s nereplikovanou haploidni
proto byly zavedeny pojmy holoploidni velikost genomu (C-hodnota), ktera udava mnozstvi
nereplikované DNA v jadie bez ohledu na ploidni stupen, oproti tomu monoploidni velikost
genomu (Cx-hodnota) vyjadfuje obsah DNA v jedné chromozomové sad€, vypocet CXx-
hodnoty lze provést vydélenim 2C-hodnoty stupném ploidie. Plati Ze, v ptipadé diploidniho
organismu se 1C-hodnota rovna 1Cx-hodnot¢, oproti tomu u polyploidniho organismu je 1Cx-
hodnota vétsinou mensi nez 1C-hodnota (Greilhuber, 2005; Suda et al., 2015).

Velikost genomu byva nejcastéji vyjadiena v pikogramech (pg), ale je mozné provést
pfepocet na pocet parti bazi. Prepocet 1ze provést vyndsobenim velikosti genomu v (pg) 0,978
x 10° (Dolezel et al., 2003). V pribéhu studia velikosti genomu bylo prokazano, Ze obsah
jaderné DNA neodpovida komplexité jeho nositele, tento fakt byl oznacen jako paradox C-
hodnoty (Thomas, 1971). Tento paradox lze vysvétlit faktem, Ze pfevaznou vétsinu obsahu
jaderné DNA tvofi nekodujici tseky, tady ty co nemaji na prvni pohled zjevny vliv na svého
nositele a naopak bylo zjisténo, Ze pocet genti napii¢ rostlinami je v celku konzistentni
(Bennetzen, 2000).

U rostlin bylo zjisténo, Ze v ramci druhu je velikost genomu zpravidla konstantni, ale
mezi druhy, i v ramci rodu, se ¢asto muze vyrazné lisit (Bennett et al., 2000). Z doposud
publikovanych praci ma nejmensi velikost genomu Genlisea aurea s velikosti 60 Mbp,
zatimco nejvétsi velikost byla namétena u druhu Paris japonica (>150 Gbp), coz odpovida
vice jak 2000 nasobku (Wendel et al., 2016). Obecn¢ proti extrémnim hodnotim ma velka
¢ast krytosemennych rostlin genom maly. Pro exaktni piedstavu Skaly velikosti bylo navrzeno
ttidéni na genom velmi maly, coz odpovida 1C hodnoté < 1,4 pg, maly s 1C hodnotami < 3,5
pg, intermediarni 1C 3,51 — 13,99 pg, velky 1C > 14,0 pg a velmi velky kdy 1C hodnota je >
35,0 pg (Leitch et al., 1998; Soltis et al., 2003).

Byly hledany mechanismy, které vysvétluji takto enormni rozrtiznénost v genomovych
velikostech nezavislych na komplexité jejich nositele. Vysledkem bylo zjisténi, ze velikost
genomu se mize v evoluci jak zvétsovat, tak zmensovat nikoli, pouze nabyvat na objemu, jak

predpokladala teorie genomické obesity (Bennetzen & Kellogg, 1997). Za narist celkového



obsahu DNA na molekularni arovni mohou jednak transponovatelné elementy. U rostlin jsou
to predevsim LTR-retrotranspozony, coz jsou sekvence DNA, které jsou schopné pfesouvat se
Z mista na misto prostfednictvim RNA intermediatu, ktery je opé&tovné vlozen do DNA
reverzni transkripci. Tato skupina elementt je specificka tim, Ze nese na obou svych koncich
dlouhou repetici. Za zvétseni velikosti genomu je téz zodpovédna polyploidizace, kdy dochazi
k celogenomové duplikaci (WGD — whole genome duplication), tento proces je velmi ¢asty u
mnoha rodu i Celedi, uvazuje se 0 polyploidnim puvodu 30 — 70 % kvetoucich rostlin.
Piedstavuje tak dualezity proces v diverzifikaci krytosemennych rostlin. Naopak ke snizeni
velikosti genomu vede nerovnomérna rekombinace u homolognich chromozomi a ilegitimni
rekombinace, jez je sice mén¢ efektivni co do objemu ztraty DNA, za to je castéjsi
(Masterson, 1994; Devos et al., 2002).

Za celkovou kontrolu a stabilitu obsahu jaderné DNA jsou zodpovédné nékteré
epigenetické faktory, jako jsou methylace ¢i ruzné rodiny malych RNA, které zabranuji v
nekontrolovatelné proliferaci transponovatelnych elementd tim, ze v misté jejich vyskytu
udrzuji heterochromatin. Na zakladé toho je usuzovano, ze transponovatelné elementy, které
dokazi tak mocné zvétsit obsah jaderné DNA, mohou volné fungovat pouze v ptipadé, ze
vn&jsim stresem ¢i mezidruhovou hybridizaci. Nutno dodat, ze toto plati pro krytosemenné
rostliny, pro ostatni linie cévnatych rostlin nejsou doposud epigenetické procesy ptili§ znamé
(Leitch & Leitch, 2012; Wendel et al., 2016).

Dalsimi faktory ovliviwgjici velikost genomu jsou: selekce, geneticky drift a efektivni

velikost populace (Grover & Wendel, 2010).

1.2.1 Evoluce velikosti genomu u rostlin

Jednim z hledisek, jak je nahlizeno na velikost genomu, je jeho postaveni v evolu¢nim
kontextu. Zde jsou struéné shrnuty zasadni poznatky. Byly zjistény zasadni rozdily mezi
jednotlivymi ,,oddélenimi. V piipadé plavuni jsou velikosti genomu pievazné malé, rozpéti
velikosti se pohybuje mezi 1C 0,09 — 11,97 pg, tedy v rozpéti 136 nasobku. V ptipadé
Monilophyt, kam dnes nalezi kapradiny, pteslicky a Psilophyta, ma nejvice druhti maly az
stiedni velikost genomu, ackoli jsou zde zastoupeny druhy s vyrazné velkym genomem, a to
konkrétn¢ u rodu Psilotum a Ophioglossum, kdy se velikost genomu pohybuje mezi 1C 65 —

72,7 pg, u zbytku Monilophyt se pohybuji 1C hodnoty od 0,77 do 30 pg. Celkové maji 1C
4



hodnoty rozpéti 94 nasobné. V ptipad¢é nahosemennych rostlin byl prekvapivé nalezen velmi
maly rozdil ve velikostech genomu mezi jednotlivymi taxony, celkové odpovidajici pouze 16
nasobku. Oproti tomu krytosemenné rostliny se od sebe 1isi vice jek 2400 nasobné v rozmezi
1C 0,06 — 152,26 pg viz Obr. 1, kde jsou navic uvedeny pramérné hodnoty, skala poctu
chromozomu a ¢etnost polyploidizace (Leitch & Leitch, 2012; Suda et al., 2015).

Co se konkrétné krytosemennych rostlin tyka Soltis et al. (2003) vynesli pomoci
parsimonické analyzy velikosti genomu na fylogeneticky strom krytosemennych rostlin
(Obr. ¢. 2), kde je patrné, Ze vétSina bazalnich skupin ma velmi maly genom. Konkrétné se to
tykd bazalnich krytosemennych, bazdlnich jednod€loznych, bazalnich dvoudé€loznych a
nékterych z hlavnich cladii odvozenych dvoudéloznych napt.: Caryophyllales nebo Asteridy.
Naopak v nékterych vrcholnych liniich jsou zastoupeny taxony s velmi velkymi genomy
napi.: v fadu Liliales, rod Viscum nalezici do fadu Santalales a rod Adoxa z fadu Ericales.

Ztejmy rozdil ve variabilit¢ velikosti genomu a celkové odlisné evoluéni uspésnosti
vedl k podrobnému zkoumani pfi¢in odliSnosti mezi nahosemennymi a krytosemennymi
rostlinami. Jednim z divodi je, Ze nahosemenné rostliny piedstavuji dieviny, které maji
obecné pomalejsi rychlost evoluce (Smith & Donoghue, 2008). To souvisi S nizkou rychlosti
oplozeni, pomalym ristem embrya, dlouhov€kosti a Castym opilovanim vétrem. Tyto
vlastnosti vedou k tvorbé velkych populaci, kde je maly prostor pro geneticky drift, pficemz
selekce pusobi pomalu. Dale nahosemenné rostliny maji nizkou frekvenci polyploidizace a
genetickou diverzitu. Dohromady tyto faktory vedou k pomalé evoluci genomu u
nahosemennych. V pfipadé krytosemennych rostlin je situace opac¢na, tedy je u nich casta
polyploidizace, vysoky podil transponovatelnych elementd, mezidruhové hybridizace, rychly
rast embrya, tvoii kratkoveéké byliny s castou entomofilii, tedy dochazi k tvorbé malych
fragmentovanych populaci, kde je prostor pro rychlou selekci a geneticky drift, které
umoznuji rychlou evolu¢ni odpovéd (Leitch & Leitch, 2012). V soucasnosti Se jevi jako
zasadni vysoky podil polyploidnich udalosti u krytosemennych rostlin, kdy po WGD
nasleduje zmenseni genomu, v disledku fragmentace genomu a ztraté velké cCasti
duplikovanych genii. Je tedy volny prostor pro utvafeni novych funkci. Ukazuje se, ze u
krytosemennych rostlin rychlost zmény velikosti genomu tzce koreluje s rychlosti evoluce,
viz Obr. 2 (Puttick et al., 2015; Wendel et al., 2016).
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Obrazek 2: Rekonstrukce velikosti genomu krytosemennych rostlin pomoci maximalni parsimonie.

Jsou uvedeny 1C-hodnoty v pikogramech (Soltis et al., 2003).



1.2.2 Vlastnosti rostlin spojené s velikosti genomu

Velikost genomu lze také chapat jako fenotypovy znak, ktery je korelovan s mnoha
proménnymi at’ uz pozitivné, ¢i negative, silné, nebo méné patrné. Pozitivni vztah k velikosti
genomu ma Vvelikost bunky a rychlost bunééného déleni, potazmo rychlost rustu tkani. Uz
pouhé tyto vztahy naznacuji, ze velikost genomu je jednim ze zakladnich vlastnosti, ktera
ovlivituje rostlinou fitness (Bennett, 1987; Knight et al., 2005; Knight & Beaulieu, 2008;
Hodgson et al., 2010; Simova & Herben, 2012). Dale je velikost genomu korelovana se
specifickou listovou plochou (SLA — specific leaf area), ackoli je sila tohoto vztahu rozdilna
mezi rdznymi rostlinnymi skupinami napf.: U nahosemennych rostlin, jedna se o korelaci
prevazné negativni oproti krytosemennym rostlinam, kde je vétSinou pozorovana korelace
pozitivni (Grotkopp et al., 2004; Knight et al., 2005; Morgan & Westoby, 2005; Beaulieu et
al., 2008).

Dale byl empiricky pozorovan negativni vztah velikosti genomu s relativni riistovou
rychlosti semenackt, oproti tomu byla pozorovana pozitivni korelace mezi minimalni
generacni dobou. To vysvétluje fakt, Ze rostliny s vétsimi genomy jsou typicky vytrvalé.
Navic je velikost genomu korelovana s hmotnosti semen pozitivné a jejich po¢tem negativné
(Thompson, 1990; Grotkopp et al., 2004; Knight et al., 2005; Leitch & Bennett, 2007; Herben
et al., 2012). Dalsim s velikosti genomu negativné korelovanym znakem je hustota umisténi
praduchut, naproti tomu jejich velikost je s velikosti genomu korelovana pozitivné (Beaulieu
et al., 2008b; Hodgson et al., 2010).

Bylo analyzovano mnoho dalSich proménnych napi. Vinogradov (2003) pozoroval, ze
ohrozené druhy rostlin mivaji vétsi genomy nez rostliny nechranéné. Z toho je vyvozovan
zavér, ze rostliny s vétsimi genomy snaze podléhaji extinkci. Dale byl analyzovan vztah
velikosti genomu a regionalni abundance, kdy rostliny s vétsimi genomy maji nizsi abundanci
nez rostliny s malym genomem. Tento vztah vySel signifikantnéj$i u jednoletych rostlin,
oproti trvalkam (Simova & Herben, 2012). Nakonec jednim z aktualnich témat je studium
invaznoti rostlin a neni divu, Ze do tohoto studia byla zahrnuta i velikost genomu, kdy se
ukazuje, ze znaky spojené s velkymi genomy jsou neslucitelné s Gsp€Snou invazi (Rejmanek,
1996, 2000; Suda et al., 2015).

Obecné lze fici, ze rostliny s malym genomem mohou zaujimat $irs$i ekologickou niku
a mohou mit rozli¢né zivotni strategie, oproti tomu rostliny s velkym genomem jsou obligatné

vytrvalé. Navic rostliny s velkym genomem mohou byt selektovany v na ziviny chudych
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stanovistich, kde je nedostatek fosforu a dusiku, jelikoz jsou nedostatkem zivin limitovany pii
syntéze DNA. Obecné rostliny s velkym genomem nejsou schopny zaujimat extrémni
stanovi$té, kde jsou limitujicimi faktory napi. sucho, nizka nebo vysoka teplota (Knight &
Ackerly, 2002; Beaulieu et al., 2007; Smarda et al., 2013; Leitch et al., 2014).

1.2.3 Velikost genomu tropickych rostlin

Ohriho prace (2005) se zabyvala tématem, jak je velikost genomu ovlivnéna
Klimatickymi podminkami a Zivotni formou, kdy byly pouzity C4 hodnoty ziskané z databaze
C hodnot pro krytosemenné rostliny (Bennett et al., 2000). Zde jsou stru¢né shrnuty poznatky
tykajici se tropickych rostlin. Skala pouzitych C4 hodnot se pohybovala v rozmezi 356-ti
nasobku, kdy nejniz§i pouzitd hodnota byla 0,66 pg druhu Amoreuxia wrightii
(Cochlospermaceae) a nejvyssi 235,4 pg pro Haemanthus katherinae (Amaryllidaceae).
Ukazalo se, Ze celkové tropické rostliny maji signifikantné mensi velikost genomu 4C = 17,35
pg nez rostliny temperatni 4C = 29,2 pg. Stejné pattern bylo pozorovano pifi vzajemném
srovnavani samostatné jednodé€loznych a dvoud€loznych rostlin, dale pii samostatném
porovnani bylin a dfevin.

V praci Levin & Funderburg (1979) byla téz porovnana 4C hodnota tropickych a
temperatnich rostlin, kde navic byla zkoumana i primérna délka chromozomu. Vysledek byl
obdobny. Tropické rostliny mély jak mensi velikost genomu, tak pramérnou délku
chromozomu. U tropickych rostlin byla priméma délka chromozomu 3,1 pm oproti

temperatnim rostlinam s primérnou délkou 5,6 pm.

1.3 Rekonstrukce fylogeneze

Rekonstrukce fylogeneze neboli analyza ptibuzensky vztahti mezi taxony je jeden z
pristupi jak taxonomicky ftadit organismy. Vysledkem téchto analyz jsou fylogenetické
stromy, které mohou byt zkonstruovany fadou metod za pouziti rozlicnych typu dat. Data
pouzivana ke konstrukci fylogenetickych stromti mohou byt ve formé vlastnich znakii napf.
ptitomnost urc¢itého nukleotidu na konkrétnim mist¢ DNA sekvence, nebo ve form¢ distanci
neboli vzdalenosti napf. procentualni rozdilnost taxont ve sledovanych znacich. Pouzivané

znaky mohou byt jak kvalitativni tak kvantitativni. Dilezitou podminkou pro volbu znaku je
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jejich vzajemna nezavislost, a pro porovnani konkrétniho znaku, jejich homologie. Pro
rekonstrukci fylogeneze mohou byt pouzity napt. molekularni znaky, kdy se muze jednat o
pofadi nukleotidi v sekvenci DNA, nebo mikrosatelity (kratké tandemové repetice
rozmistény napfi¢ celym genomem) a dalsi. Do fylogenetickych analyz lze zapojit i
morfologické znaky, avsak je nezbytné, aby byly homologické, coz v ptipadé morfologickych
znakll nemusi byt na prvni pohled ziejmé. (http://www.zoologie.frasma.cz/fylogeneze/fylogen
eze_C.html; http://www.protistologie.cz/files/MolTax/Molekularni%20taxonomiel-text.pdf).

Pro tvorbu fylogenetickych hypotéz mizeme zvolit dva hlavni pfistupy. Prvnim
piistupem je definice algoritmu, ktery vede ke konstrukci stromu. Sem spadaji vSechny
metody shlukové analyzy napi. metoda Neighbour-joining (Nejblizsiho souseda) ¢i nékteré
z ordinacnich metod jako PCA nebo PCoA. Pro vSechny tyto metody plati, Ze je vzdy
vytvofena urcitd matice vzdalenosti a na zdkladé ni je pak odvozen dendrogram. Druhy
ptistup se snazi definovat kritéria K porovnavani alternativnich hypotéz a rozhodnout, ktera
hypotéza je nejoptimalnéjsi. Sem patii metody Maximalni parsimonie (MP), Maximalni
vérohodnosti (ML), Bayesvska analyza (BI), Fitchova-Margoliashova metoda a metoda
Minimalni evoluce (ME) (Marhold & Suda, 2001; https://web.natur.cuni.cz/~muncling/FYLO
.DOC).

1.3.1 Maximalni parsimonie

Metoda Maximalni parsimone je zaloZena na principu hledani takovych stromu, které
budou tvofeny €O nejmensim poctem evoluc¢nich krokd neboli budou co nejkrat$i. Tato
metoda je zalozena na principu Occamovy bfitvy, ktera spociva v tom, ze nejjednodussi
mozna hypotéza, vysvétlujici dany problém, je ta nejspravnéjsi. Tedy ta hypotéza, ktera
vyZzaduje nejméné evolucnich zmén. Ptfi hledani nejparsimonictéjSich stroml je moznost
prohledat vS§echny mozné stromy a z nich vybrat ten nejparsimonictéjsi (toto lze uplatnit u
omezené¢ho mnozstvi taxont zahrnutych do analyzy, jedna se 0 rozmezi mezi 8 — 20 taxony,
zalezi na vykonosti vypocetni techniky) nebo Ize vyuzit tzv. heuristickych algoritmt, které
umozni prohledavat prostor vsech stromd pomoci hledani lokalnich optim. Napiiklad pfi
pouziti heuristické metody postupného piidavani (Stepwise addition) je na pocatek stromu
tvofen tfemi taxony, poté je na strom ptidan dalsi taxon, pro ktery je spoc¢teno, ktera topologie

je nejkratsi, takto se piidava po jednotlivych taxonech, dokud nejsou zafazeny vSechny. Pfi


http://www.zoologie.frasma.cz/fylogeneze/fylogeneze_C.html
http://www.zoologie.frasma.cz/fylogeneze/fylogeneze_C.html
https://web.natur.cuni.cz/~muncling/FYLO.DOC
https://web.natur.cuni.cz/~muncling/FYLO.DOC

pouziti heuristickych algoritmi je vysledek analyz vzdy piiblizny, a proto Casto nasleduje
krok hodnoceni spolehlivosti stromu napi. pomoci Bootstrapu nebo Jackknifu.

1.3.2 Maximum likelihood

Statisticka metoda Maximum likelihood (Maximalni vérohodnosti) Se snazi
zodpoveédét otazku, jaka je pravdépodobnost, ze budou pozorovana vstupni data za pouziti
konkrétniho modelu evoluce DNA. Substituéni model uréuje pravdépodobnost jednotlivych
evolu¢nich zmén s tim, Ze je brana v potaz topologie stromu i délka vétvi, které se téZ podili
na ur¢eni pravdépodobnosti modelu. Jsou generovany stromy a na zakladé vstupnich dat jsou
skorované podle zvoleného modelu. Za nejlepsi strom je pak povazovan ten s nevét$im
likelihood skore (Huelsenbeck & Crandall, 1997).

V této diplomové praci je pouzit model GTR+GAMMA. Gamma popisuje kontinualni
model, ktery popisuje miru heterogenity zavislou na rychlosti zmény znaku. K popisu je
pouzivan parametr a, jehoz hodnota je rovna reciproké hodnoté gamma a jeho vzristajici
hodnota svédc¢i o snizujici se mite heterogenity. V piipadé, Zze se a blizi nekonecnu, plati, ze
se vSechna mista na stromé vyviji stejnou rychlosti. GTR (Generalised time-reversible) je
jeden z modelt tykajici se evoluce sekvence DNA, kdy jsou uréeny parametry, za jakych

okolnosti mize byt jeden nukleotid nahrazen za druhy. V pifipadé GTR je pro ¢&tyti znaky

moznych Sest riznych parametrt popisujicich substitucnich rychlost.
3 .
i A-G
fifpur)  |A < » G
4
(I)A—C
L

ti (pyr) ‘C

Obrazek 3: Nakres substitu¢niho modelu GTR. ti = tranzice, tv = transverze, pur (purinové baze
adenin a guanin) pyr (pyrimidinové baze cytosin a thymin) GTR model ma pro kazdou zménu unikatni

substitu¢ni rychlost (http://www.ccg.unam.mx/~vinuesa/Model_fitting_in_phylogenetics.html).

10



1.3.3 Bayesovska analyza

Bayesovska analyza je zaloZzena na Bayesovském teoremu 0 podminéné
pravdépodobnosti, tedy Ze Ize spocitat posteriorni pravdépodobnost stromu z
pravdépodobnosti apriorni, coz jsou nahodné sestavené stromy ze vstupnich dat pied
jakymkoli testovanim, Kkdy jsou béhem analyzy apriorni Stromy testovany, S jakou
pravdépodobnosti vzniknou za pouziti konkrétnich dat. Vystupem je soubor stromt, které
jsou nejpravdépodobnéjsi pii pouziti daného modelu a dat. S ohledem na velké mnozstvi
riznych moznych topologii stromu pii pouziti vétsiho poctu taxont, je pro prohledavani
krajiny stromd pouzita Metropolisova-Hastingsova metoda vybéru, zalozend na metodé¢
Monte Carlo a vychazejici z ptedpoklad Markovovych fetézcta (Markov chain Monte Carlo
metod, MCMC). Analyza probiha nasledovné: Na zacatku je vybran jeden strom, a to bud’
nahodné, nebo je piedem definovan, poté je modifikaci délek vétvi nebo pfemisténim jedné z
vétvi navrzen novy stav fetézce a vypocitana jeho pravdépodobnost. Strom je akcepotovan
Vv piipad¢, ze je pravdépodobnost vétsi nez pivodni stav. V opaéném piipad¢ zistava stav
topologie stromu puvodni. Takto je prohledana cela krajina stromu s tim, ze fetézce si mezi
sebou vymeénuji informace, aby se zamezilo dosahu lokalniho maxima. Takto analyza
pokracuje, dokud nedojde k tzv. Kkonvergenci stromd neboli stabilni hodnoté

pravdépodobnosti (https://web.natur.cuni.cz/~muncling/FYLO.DOC).

1.3.4 Vybrané useky DNA

V této diplomové praci byly sekvenovany dva lokusy - jaderny ITS a chloroplastovy
trnL-F, které byly pouzity jako zdroj dat pro fylogenetické analyzy. ITS (Internal transcribed
spacer) neboli vnitini pfepisovany spacer je soucasti gent kodujicich ribosomalni DNA.
Tento usek se nejcastéji sklada z casti 18S rRNA, vnitini piepisované oblasti (ITS1), celého
5,8S rRNA, vnitini pfepisované oblasti (ITS2) a ¢asti 25S rRNA. Tento usek se v genomu
vyskytuje v tandemovych repeticich. Tedy je tento tisek v genomu piitomen ve stovkach az
tisicich kopii. Z toho plyne jedna z vyhod vyuziti tohoto useku, a to Ze staci malé mnozstvi
DNA k uspésné amplifikaci tohoto useku. Druhou vyhodou je relativné velka variabilita, diky
niz je mozné tento usek vyuzit pro objasnéni vztahd na riznych taxonomickych trovnich. S

timto usekem je spojen dalsi fenomén, a to concerted evolution. JelikoZ se jedna o jaderny
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usek, je ziejmé, Ze se dédi kopie tohoto tseku od obou rodicd, nicméné tento usek podléha
rychle intramolekularni rekombinaci (homogenizaci). Diky tomuto jevu je mozné tento tisek
vyuzit pro fylogenetické analyzy rovnou pifimym sekvenovanim bez klonovani, na druhou
stranu tento jev muze piedstavovat riziko, v piipadé, Ze studovani jedinci vznikli davnou
hybridizaci nebo allopoliploidizaci. V tomto pfipadé mizeme dostat zkreslenou informaci
diky pfitomnosti ¢asti DNA z jiného druhu. Nicméné tento jev neplati univerzalné a bylo jiz
publikovano mnoho praci, kde to zdaleka neplati napt. (Mayol & Rosselld, 2001; Nieto
Feliner & Rossello, 2007). V piipadé, ze tsek neni homogenizovan, a nebo je jen z ¢asti
homogenizovan, je nezbytné pro ziskani sekvenci tohoto usek klonovat. Na druhou stranu Ize
takto ziskané sekvence vyuzit pro zjisténi rodi¢t. Druhym tsekem je chloroplastovy trnL-F,
ktery zahrnuje geny kodujici tRNA. Jehoz ptiblizna délka je 1000 bp. Tento usek je na
kruhové molekule cpDNA umistén v LSC (long single copy) regionu a zahrnuje trnL intron,
3'trnL exon a trnL-F intergenovy spacer. TrnL-F je vhodny pro systematické studie blizce
ptibuznych druhti, avSsak mize byt problematické alignovat jednotlivé sekvence zvlasté u

ptibuzensky vzdélenéjsich taxont.

EEPR|M-R4
PFPRIM-F3 ITS1
RIA 2 i IS8, T84
I 18S rRNA 5.8S rRNA ITS2 28S rRNA
1 4
i ~500-800bp iy
401bp .

Obrazek 4: Schématicky nakres sekvenovaného tseku ITS pro houby s vyznaGenymi misty pro vazbu
primerd.  (Rostlinny tsek je slozen misto 2z 28S TrRNA z 255 rRNA)
(http://www.biomedcentral.com/1471-2415/8/7/figure/F1?highres=y)

LI, 1
- -
D trol intron [ ] trL-trmF intergenic spacer
3| |_‘ 5!
frol 5° trnl 3 trrF
exon exon

Obrazek 5: Schématicky nakres sekvenovaného tiseku trnL-F (http://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.
php?img=3055156_97320630005405F1&req=4)
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1.3.5 NGS Next-Generation Sequencing

Na rozdil od tradicniho Sangerova sekvenovani, které probiha v kapilarach a je
zalozeno na principu zaznamenavani fluorescenéné znacenych dideoxinukleotidi (ddNTP)
vazicich se na DNA misto béznych nukleotidi, je NGS (next-generation sequencig)
kvantitativni metodou. To znamena, Ze poskytuje jak primarni nukleotidové sekvence, tak
kvantitativni informaci kolikrat byla dana baze zaznamenana tzv. sequencing depth (Shendure
& Ji, 2008; Straub et al., 2012). Dale je schopno poskytnout né¢kolika nasobné vétsi objem
dat, v fadu stovek az miliard bazi za jeden béh. V piipadé NGS je mozné sekvenovat celé
genomy, nebo pouzit néjaky z pristupd cileného obohaceni (target enrichment), ktery cilené
snizi mnozstvi DNA ur¢ené K sekvenovani, coz je velmi praktické, obzvlast v piipadech
rostlin s velkymi genomy. K témto piistupum patéi PCR-enrichment (PCR-obohaceni), kdy
jsou vyvijeny specialni primery pro cilené obohaceni, dale hybridization-based enrichment
(na hybridizaci zaloZzené obohaceni), jenz funguje na principu vyvoje specifickych prob, které
hybridizuji s DNA, dale restriction enzyme-based enrichment (obohaceni zalozené na §tépeni
pomoci restrikénich enzymu) a izolace mRNA, kdy je tento pfistup soustfedén na cast
genomu, ktera je transkribovana tzv. transkriptom. Transkriptom se stava z relativné malé
¢asti celkového genomu v rozmezi 25 — 1 % u krytosemennych rostlin (Cronn et al., 2012).

Pro lepsi orientaci jsou nejpouzivanéjsi NGS technologie shrnuty v Tab. ¢. 1, kde jsou

zaroven stru¢né uvedeny vyhody a nevyhody jednotlivych metod.

13



Tabulka 1: Porovnani next-generation sequencing platforem pievzato z: (Metzker, 2010).

Platforma | Knihovna/p¥iprava Princip Délka | Doba Gb | Cena Klady Zapory
templatu sekvenovani readd | béhu na pristroje
(baze) | (dny) béh | (US$)
Roche/454's | Frag, MP/emulzniPCR | Pyrosekvenovani | 330" 0,35 0,45 500.000 Dlouhé ready, které zlepsuji Vysoka cena chemie, vysoy error
GS FLX mapovani na repetitivni regiony; | rate u homopolymert
Titanium rychla doba béhu
Illumina/ Frag, MP/solid-faze Reverzibilni 75¢& | 4% 9% | 18, 540.000 V soucasnoti nejpouzivangjsi Nizka schopnost multiplexovani
Solexa's terminace 100 358 platforma vzorkl
GA
Life/APG's | Frag,MP/emulzniPCR | Ligace 50 7+ 148 | 30F, 595.000 Two-base kodovani provadi Dlouha doba b&hu
SOLID 3 508 prirozené korekce chyb
Polonator Pouze MP Ligace, stépeni 26 5% 128 170.000 Nejlevnéjsi platforma; moznost Povinnost udrzovat a kontrolovat
G.007 /emulzniPCR prob volného pouziti alternativni NGS | kvalitu Cinidel; nejkratsi délka
chemie readl ze vech
Helicos Frag, MP Reverzibilni 32" 8t 37 999.000 Neni tfeba pfedchozi PRC a je Vysoké error rates oproti RT
BioSciences | /jednomolekulové terminace tak zamezeno chybam pfi chemi
HeliScope amplifikaci
Pacific Pouze fragmenty Sekvenovani v 964" N/A N/A N/A Ma n&jvétsi potencial vytvaret Vysoké error rates v porovnani s
Biosciences | /jednomolekulové realném Case ready vétsi nez 1 kb ostatnimi NGS chemiemi
(target
release:
2010)

"Primérna délka readu.

fFragmenty.

SMate-pair ready. Frag, fragment; GA, Genome Analyzer; GS, Genome Sequencer; MP, mate-pair; N/A, neni k dispozici; NGS, next-generation sequencing; RT, reversible
terminator; SOLID, support oligonucleotide ligation detection.

14




1.3.5.1 Hyb-Seq

Hyb-Seq neboli Hybridization based sequencing je jednou z NGS metod, ktera

kombinuje cilené obohaceni (target enrichment) a mélké sekvenovani (genome skimming) pro
vyvoj prob, kdy jejich pouziti vede ke snizeni celkové genomové komplexity. Vysledkem je
zisk stovek az tisici low-copy i high-copy jadernych exond. Mimo jiné jsou ziskany i malé
Casti intrond, vyskytujici se bezprostiedné pied a za samotnym exonem tzv. splash zones,
které je mozné vyuzit pro feSeni vztaht na nizsi taxonomické trovni. Tento piistup poskytuje
rozsahly objem dat, ktery Ize pouzit pro fylogenomické studie (Weitemier et al., 2014).
Cely proces HybSeq metody se sklada ze tii ¢asti. Prvni je design prob, druhy je obohaceni 0
chténé tseky a tieti Casti je uprava ziskanych readd a analyza dat. Prvni je tedy design prob,
kdy jako vstupni material slouzi genom zisany genome skimmingem a transkriptom od
jednoho taxonu. Proby se skladaji z RNA oligonukleotidii pfipojenych vodikovymi mistky ke
komplementarni sekvenci (RNA-DNA hybridizace), jsou tedy vysoce specifické. Princip
designu prob spoc¢iva ve srovnani genomu a transkriptomu, kdy jsou hledany single nebo low
copy useky, které vykazuji vhodnou variabilitu. Tedy ne pfili§ malou, aby bylo mozné
rekonstruovat fylogenetické vztahy a ne pfili§ velkou, aby se zamezilo zisku paralogii. Téz je
pozadavek na jejich uréitou délku, a to je v piipadé exonu minimalné 120 bp a v ptipadé genu
sestaven¢ho z téchto exonli o minimalni dilce 960 bp. Béhem tohoto procesu je odfiltrovana
vétsina repetitivnich tsekt, cpDNA a mtDNA.

Samotné obohaceni muze byt provedeno dvéma zpusoby jednak on-array neboli na
pevném podkladu, ktery tvoti nylonovy filtr, sklicko, nebo microarray. V tomto ptipad¢ je
testovanda DNA nalita na desticku, kde pozadované useky hybridizuji s probami. Poté se
odstrani nenahybridizované tseky DNA. Nakonec je obohacena DNA namnozena pomoci
PCR, takto jsou vzorky pripraveny pro sekvenovani. Druhy pfistup je obdobny s tim
rozdilem, ze misto pevného podkladu probiha obohaceni ve vodném roztoku (solution
hybridization), proby jsou umistény pfimo Vv roztoku a jsou vétSinou opatfeny biotinem.
Zbytek procesu je stejny jako v ptipadé on-array enrichmentu. Jak bylo vySe zminéno,
soucasti HybSeq protokolu je i zpracovani sekvenovanim ziskanych dat. V principu jsou
nejdiive odstranény duplikaty, ofezany adaptory a vyfiltrovany kvalitni ready. Poté jsou z
readil vytvofeny contigy, které jsou identifikovany pomoci mapovani na pseudoreferenci.
Pseudoreference jsou sestavené sekvence vSech exonl, mezi kterymi jsou vlozena N (any),
byva jich kolem 200-400. Je to z divodu, aby se jednotlivé mapované contigy nemohly
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prekryvat. Nasledné jsou namapované cotigy alignovany a zkonkatenovany tak, aby tvofily
jednotlivé exony. Pak uz Ize konstruovat species tree hypotézy na zaklad¢ rozli¢nych piistupt
viz dale (Cronn et al., 2012; Weitemier et al., 2014).

1.3.5.2 Chybéjici data

V této diplomové praci jsou pouzity pro rekonstrukci fylogeneze proby primarné
designované pro celed Zingiberaceae, coz znamena, Ze PO namapovani sekvenci na
pseudoreferenci, bude generovat velké mnozstvi chybéjicich dat, to nutné nemusi byt na
prekazku, jak bylo prokdzano v minulych letech v pracich napi. (Philippe et al., 2004;
Thomson & Shaffer, 2010). Pro rekonstrukci musi byt splnény uré¢ité podminky, a to ze dat
musi byt relativni dostatek. Cim vice vzorkd, tim 1épe, i kdyZ to znamena vétsi mnoZzstvi
chybgjicich dat. V mnoha pfipadech se jedna o vice jak 90 % chybéjicich dat. Obecné
ptitomnost chybé&jicich dat mize byt zapficinéna nékolika faktory. Prvnim je nedostateéna
hloubka sekvenovani pti NGS experimentech, dale degradovana vstupni DNA nebo RNA,
zejména Se to tykd materidlu ziskaného ze starych herbafovych polozek. Také se to tyka
skupin s velkou substituéni rychlosti, kde je pfitomna velmi vysoka variabilita v sekvencich.
Vysledkem je pak nefunk¢nost univerzalnich primert ¢i prob, zvlast’ pokud jsou uplatiovany
na Siroké Skale taxon.

Chybgjici data mohou byt jak nahodné rozmisténa, tak mohou tvofit i urcita pattern, a

to jak napfic geny, tak i napti¢ studovanymi taxony (Xi et al., 2015).

1.3.6 Gene trees versus Species trees

Jednou ze zakladnich otazek pii rekonstrukci fylogeneze je, zda genova genealogie
neboli strom vytvofeny na zaklad¢ jednoho ¢i vice gent (gene trees) skutecné odpovida
fylogenezi druhu, které studujeme (species tree). Ukazuje se, ze ne vzdy jsou gene trees
totozné se species trees, jelikoz kazdy gene tree reflektuje unikatni historii, ktera je
nepochybné spjata s historii druhu, ale ¢asto se také v mnohém lisi (Maddison, 1997; Szollosi
rozliénymi procesy. Patii sem horizontalni genovy transfer, mezidruhova hybridizace,

neuplné sortovani linii (ILS — incomplete lineage sorting), genova duplikace potazmo

16



polyploidizace ¢i extinkce, rekombinace a selekce (Maddison, 1997; Degnan & Rosenberg,

2009).

Horizontalni genovy transfer je spiSe problémem praci, zabyvajici se bakteriemi ¢i

kvasinkami, u kterych je bézné vyménovani si genetické informace jiného jedince, ac¢koli neni

jeho potomkem. Daleko vétsi problém u rostlin predstavuje mezidruhova hybridizace at’ uz

A D

B C

ILS-nepravdépodobny

D

ILS-pravdépodobny

Pocet generaci

Velikost populace

L

Obrazek 6: Species trees s naznaCenym incomplete
lineage sortingem (ILS) pro gene tree taxonu B, C a
D. Vptipad¢ (a) je ILS méné pravdépodobny,
z divodu nizké velikosti efektivni populace a
dlouhych (b) vyssi

pravdepodobnost ILS z diavodu velké efektivni

piitomnosti veti,
populace s pfitomnosti kratkych vétvi. * speciaéni
udalost pro taxona B a C, ** specia¢ni udalost, kdy
se odeleily taxon D a predek B a C. Pfevzato z:

(Maddison, 1997).

recentni nebo historicka. Vysledek je
obdobny, kdy se muzou vzdalen&jsi druhy
jevit ptibuznéj$i pravé v duasledku sdileni
genetické informace po hybridiza¢ni udalosti.
Oproti tomu incomplete lineage sorting se
tyka vSech skupin. Dochazi k nému v
ptipadé, ze je zachovan ancestralni genovy
polymorfismus tzn., existuje vice jak jedna
alela na jeden lokus, které pietrvavaji béhem
druhové divergence. Vysledkem tohoto
procesu mohou byt mylné podobnosti mezi
vedouci Kk

¢. 6.

méné pribuznymi  taxony
nespravnému species tree viz Obr.
Dalsim problémem je genova duplikace, kdy
po

koexistujici linie gend, to ¢ini problém v

bezprostiedné duplikaci  vznikaji
ptipadé, ze pii fylogenetické analyze nedojde
k zachyceni pouze ortolognich genu. V
ptipadé, Zze neni znam skutecny Species tree
a jsou pro rekonstrukci fylogeneze pouzity
ortologni 1 paralogni geny, které prosly
samostatnou evoluci (extinkce casti linii),
mize dojit K vytvofeni nespravné hypotézy
0 ptibuznosti jednotlivych taxont a feSitel
na to nemusi vibec pfijit (Maddison, 1997;
Degnan & Rosenberg, 2009).
Rozpory mezi jednotlivymi gene

trees obsahuji informace o rysech species
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tree, jako je jeho topologie, doba divergence a velikostech populace. Proto je tieba pouzit
takovych metod, které nepracuji s predpokladem gene tree = species tree, jsou statisticky
konzistentni a jejich algoritmus je pfiméfené vypodetnd slozity. Radi se sem: konsenzualni
metody, konkatenace a koalescencni metody (Degnan & Rosenberg, 2009). Nékteré z

nejpouzivanéjsich metod pro odhady species trees jsou nize stru¢né popsany.

1.3.6.1 Konsenzualni metody

Konsenzualni metody zkonstruuji strom, ktery shrnuje topologii jednotlivych
vstupnich stromli. Na zaklad¢ vstupnich strom je vytvofena matice, kterd je pak
analyzovana. Jednotlivé vstupni stromy nemusi vzdy obsahovat stejny pocet taxoni. V tomto
piipadé se pak hovoii 0 tzv. supertree metodach. Piikladem je supertree (MRP) Matrix
Representation with Parsimony, ktery s ILS nepocita, navzdory tomu vykazuje celkem
konzistentni vysledky za kratky vypocetni ¢as, ddle pak (MRL) Matrix Representation with
Likelihood, tato metoda oproti MRP zahrnuje maximulm likelihood algoritmus, kdy dosahuje
lepsich vysledki nez MRP (Bayzid & Warnow, 2012; Nguyen et al., 2012).

1.3.6.2 Konkatenace

Dalsi z ptistupti je konkatenace, kdy jsou vSechny ziskané geny (sekvence) pro kazdy
taxon spojeny dohromady a nasledné¢ vyhodnoceny. Tato metoda ignoruje odlisnosti v
evolu¢ni historii pro rtuzné lokusy, které teoreticky vedou k nadhodnoceni podpory pro
nespravné species tree (Degnan & Rosenberg, 2009). Konkrétnim piikladem je RAXML
(randomized axelerated maximum likelihood), kde je mozné pouzit velky dataset za pouziti

maximum likelihood (Stamatakis, 2014).

1.3.6.3 Koalescen¢ni metody

Koalescen¢ni metody se snazi ve svych species tree odhadech zohlednit pfitomnost
deep coalescent neboli incomplete lineage sortingu. Pfitom je kladen didraz na jejich

statistickou konzistentnost a schopnost zahrnout co nejvétsi mozny pocet taxont a znakt do
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analyzy. Jako vstupni data mohou slouzit bud’ piimo sekvence DNA, nebo jednotlivé gene
trees. V ptipad¢ pouziti koalescen¢nich metod je tieba dobte zvazit, zda je jejich pouziti
vhodné, jelikoz se ukazuje, ze v piipadé velkého poctu chybéjicich dat s nizkou mirou ILS je
vhodnéjsi pouzit metodu konkatence (Xi et al., 2015). Tyto metody je mozné rozd¢lit na tzv.
summary methods a co-estimation methods. Pro summary methods slouzi jako vstupni data
zkonstruované gene tress, které jsou danou metodou vyhodnocovéany, nakonec je odhadnut
species tree. Co-estimation methods pouzivaji jako vstupni data alignment, kdy jsou soucasné

konstruovany jednotlivé gene trees a species tree.

1.3.6.3.1 Summary methods

1.3.6.3.1.1 ASTRAL, ASTRAL-II: Accurate Species TRee ALgorithm

Tato metoda je statisticky konzistenti a je velmi rychla. Dokaze zpracovat i velké
mnozstvi taxond, coz V piipadé *BEASTU neni vypocetné mozné. Jako vstupni data slouZi
nezakofenéné gene trees. Poté je v piipadé velkého objemu dat pouzito heuristické
vyhledavani a jako species tree je vybran ten, ktery souhlasi S nejvétsim poétem kvartetovych
stromt, které byly vytvofeny ze vstupnich gene trees. ASTRAL-Il je vylepsen 0 dalsi
parametry a zvlada tak jesté vétsi objem dat v kratSim case (Mirarab et al., 2014; Mirarab &
Warnow, 2015).

1.3.6.3.1.2 ASTRID: Accurate Species TRees from Internode Distances

Jedna se o metodu zalozenou na NJst vzdalenostech, ackoli je vypocetné rychlejsi a
Ize u ni pouzit chybéjici data. Vypocet se sklada ze dvou krok. V prvnim je vypoctena
matice vzdalenosti a v druhém kroku probéhne velmi piesny odhad species tree. (Vachaspati
& Warnow, 2015).

1.3.6.3.1.3 MDC: Minimizing deep coalescence

Tato metoda je zaloZena na maximalni parsimonii, kdy je heuristiky hledan species tree. Jsou

porovnavany jednotlivé topologie gene trees a jako nejlepsi species tree je vybran ten, ktery
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ptipousti nejmensi pocet deep coalescent udalosti a zaroven nejsou v rozporu s zadnym gene

tree (Huang et al., 2010; Tonini et al., 2015).

1.3.6.3.1.4 MP-EST: Maximum Pseudo-likelihood approach for Estimating Species Trees under the
coalescent model

Zde je pro odhad species tree pouzita tzv. pseudo-likelihood funkce. Vysledkem této
metody je topologie species tree s délkami vétvi. Tato metoda nepracuje s moznym vlivem
genového toku nebo horizontalniho genového transferu, zato je velmi robustni ¢ili pfitomnost
malé miry HGT nemusi nutné vadit. Tato metoda je vhodna pro velké objemy dat, avSak
pouze se stfednim mnozstvim taxontl, navic vyzaduje zakofenéné stromy, coz muze Cinit

potize v ptipad¢, Ze neni znam skuteény outgroup (Liu et al., 2010).

1.3.6.3.1.5 NJst

V piipadé NJst je species tree odhadovan ze stromu vytvofeného pomoci neighnour
joining (NJ) z matice vzdalenosti, kde vzdalenost mezi dvéma druhy je definovana jako
primérny pocet internodii mezi dvéma druhy napfic¢ gene trees = gene-tree internode distance
(NJst). Tato metoda je statisticky konzistentni v pfipad¢€, Ze jsou odhadovany nezakotenéné
species trees. Tato metoda ptipousti chybé&jici data a diky jednoduchému vypocetnimu
algoritmu je velmi rychla, av§ak nepfipousti chybéjici taxony v jednotlivych gene trees (Liu
& Yu, 2011).

1.3.6.3.1.6 STAR: Species Tree estimation using Average Ranks of coalescences

V této metod¢ jsou definované tzv. koalescen¢ni ranky. Jedna se o deskriptivni
statistiku koalescence prostfednictvim fazeni oc¢ekavanych pozic koalescence mezi
sekvencemi. Konkrétné je vZdy na kofeni gene tree stejny pocet koalescen¢nich rankd, jako
pocet pouzitych taxonl. Pozice se vzdy snizi o 1 pii pohybu smérem od kotene ke Spicce
stromu. Tato metoda je na €as velmi nenaro¢na, oproti odhadiim Bayesovského modelovani a

1ze tak do ni zahrnout velky objem dat (Liu et al., 2009; Tonini et al., 2015).
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1.3.6.3.2 Co-estimation methods

1.3.6.3.2.1  BEST Bayesian Estimation of Species Trees

Zde je implementovan Bayesovsky hierarchicky model, kdy jsou spole¢né
odhadovany jednotlivé gene trees (samostatné) a species tree ptimo ze sekvenci. Dale jsou
odhadnuty casy divergence a velikosti populaci. Tento model ptedpoklada, Ze rozpory mezi
jednotlivymi gene trees jsou zapti¢inény ILS za volné rekombinovatelnosti mezi geny, nikoli
mezi nimi samotnymi. Proto neni tuto metodu vhodné pouzivat v piipadé, ze nesoulad mezi
gene trees je jiného puvodu napi. HGT. Tato metoda je vypocetné naro¢na a v piipadé pouziti
vétsiho mnozstvi taxond to muze ptedstavovat vazny problém (Liu, 2008; Tonini et al.,

2015).

1.3.6.3.2.2 *BEAST: Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling Trees

Tato metoda je velmi podobna metodé BEST, pouziva téZz Bayesovsky pfistup za
pouziti Markovovych fetézcli. Rozdilem oproti metodé BEST je, ze jsou odhadovany gene
trees a species tree spole¢né najednou. Vysledkem jsou kvalitni gene trees spolu se species
tree. Nicméng¢ tento ptistup je vysoce vypocetné narocny. Pro vypocet je limitujici pocet genti

vétsi nez 40 a pocet taxont vétsi nez 50 (Heled & Drummond, 2010).
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1.4 Costaceae Nakai

1.4.1 Charakteristika

Celed Costaceae nalezi do fadu Zingiberales
spolu s celedi Zingiberaceae, ktera je k této cCeledi
sesterskou. V soucasné dob& zahrnuje sedm rodu
Monocostus K.Schum., Dimerocostus Kuntze, Costus
L., Paracostus C.D.Specht, Chamaecostus C.D.Specht
& D.W.Stev, Hellenia Retz. a Tapeinochilos Mig.
Celkovy pocet akceptovanych druhti je pfiblizn¢ 140 s
kolem 300
(http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Costaceae/).

tim, Ze publikovanych jmen je
Jedna se 0 nearomatické vytrvalé rostliny tvofici

oddenky, které jsou vétSinou silné a banaté.
Neotropické druhy jsou terestrické, na rozdil od
nékterych africkych zastupcl, jez mohou rust
epifyticky. Rostliny vétSinou dosahuji do vysky 1 — 2
metri az na vyjimky, kdy mohou tvofit pouze listové
rizice nebo piesahovat vysku 6 m. Stonky jsou

specificky spiraln¢ stoCené zpravidla nevétvené. Na

bazich jsou kryty listovymi pochvami bez ¢epele. Listy

vyrastajici vySe od zemé a jsou spiralné usporadany
podél stonku monostichiatné. Listova cepel byva k
listové pochvé pfipojena kratkym fapikem. Listové
pochvy jsou kruhového tvaru s vyénivajicim jazyckem.
Kvétenstvi jsou vétSinou bohata, kulovitého nebo
valcovitého tvaru, smérem K vrcholu se zuZzujici.

Kvétenstvi muze vyrdstat na vrcholcich stonku,

poptipadé z pazdi listu, nebo na samostatném

neolisténém stonku. Neolistény stonek mize byt dlouhy
a vzpifimeny, ¢i velmi kratky popfipadé plazivy.
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Costus cuspidatus. (g) Tobolka se
k sobé

semeny, (h) Semena
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V takovém ptipad¢ lezi kvétenstvi na povrchu nebo muze byt i ¢astécné v zemi. Kvétenstvi se
sklada z vytrvalych listent, které na sobé mohou nést listovité piivésky. U mnoha druhti jsou
na listenech ptitomna extrafloralni nektaria, lakajici mravence, ktefi nejen rostlinu chrani, ale
i $ifi jeji semena (Schemske, 1980). V kvétenstvi byva pfitomen listenec, jenz mize mit
lodickovity tvar (boat-shaped), nebo kruhovity s dvéma Zzebry (bicarinate). Kvéty jsou
zygomorfni, rozdélené na kalich, kvétni trubku a korunu. Kalich je obvykle maly, lalo¢naty,
srostly ze tfi vétSinou nestejné¢ velkych kaliSnich listkii. Koruna tvoii tii korunnimi listky,
které jsou na bazich srostlé. Zadni korunni list je vyrazn¢ vétsi nez zbylé dva boc¢ni. Barva
koruny variruje od bilé pies zlutou a oranzovou po ¢ervenou. V kvétu je pfitomna pouze jedna
petaloidni ty¢inka se dvéma prasnymi pouzdry. Zbylé tyCinky jsou pfeménény na staminodia,
vzajemnym sristem tvoii labellum, které svym vzhledem pfipomina korunu Obr. 7. Labellum
nabyva dvou zakladnich forem. V prvnim pfipadé je Siroce oteviené a jeho barva byva ve
svétlych odstinech, tyto kvéty opyluje hmyz respektive véely, pro které siroké labellum slouzi
jako ptistavaci plocha a sméruje opylovace ke zdroji nektaru. Druha forma labella tvoii uzkou
a kratkou trubku, ktera s pomoci kalicha a koruny tvoii pevny utvar. V tomto ptipadé se jedna
0 adaptaci na opylovani ptaky. U téchto druhti labellum a koruna maji ¢ervenou, oranzovou az
tmav¢ zlutou barvu. Posun k opylovani ptdky vznikl v této skupin€ nékolikrat nezavisle na
sob¢. Proto lze nalézt oba typy labella napti¢ celou celedi (Specht et al., 2012). Bliznu tvofi
téi laloky, ¢nélka prorusta mezi dvéma prasnymi pouzdry a semenik je bi- nebo trilokularni. V
semeniku jsou septalni nektaria ustici do kvétni trubky. Plodem jsou nazky. Semena jsou
hnédavé az Cerné barvy a maji bily nebo Zlutavy miSek (arilus). Hlavnim zasobnim pletivem
semen je perisperm s bohatym obsahem skrobu, naopak endosperm je velmi slabé vyvinut bez
pfitomnosti Skrobu.

Celed Costaceae je charakteristickda svou pantropickou distribuci. Nejvétsi druhova
diverzita je koncentrovana v Centralni a Jizni Americe. VétSina druhti je soucéasti nizinného
tropického destného lesa, nicméné nékteré druhy se mohou nachazet v lesich do 2000 m n. m.
Jedinci rostou bud’ v lesnich svétlinach, nebo naopak ve velmi vlhkych lokalitach, jako jsou
biehy fek nebo mocaly.

Tato Celed’ se netési prilisSnému ekonomickému vyznamu, na rozdil od sesterské celedi
Zingiberaceae. Oddenky druhu Hellenia speciosa jsou v Asii lokalné vyuzivané pro jejich
zdroj Skrobu a jako 1éCiva bylina (anithelmintikum). Trubkovité kvéty nékterych
jihoamerickych druhti se konzumuji diky sladkému nektaru. Africky Costus lucanusianus se

pouziva jako zelenina, leCivka i jako rostlina pro ritualni tcely. Nezanedbatelnou soucasti
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vyuziti Costaceae je jejich dekorativni vzhled, diky némuz jsou v tropickych oblastech hojné
péstovany jako okrasné rostliny (Larsen, 1998; Specht & Stevenson, 2006b)(Mass, 1972;
Larsen, 1998; Specht and Stevenson, 2006).

Costaceae, diive povazované za podceled v ramci Celedi Zingiberaceae, byly
rozeznany jako samostatna celed” Nakaiem (1941), ktery definoval diagnostické znaky:
Nepritomnost aromatickych latek ve vegetativnich ¢astech rostlin, spiralné stoc¢ena fylotaxe a
pfitomnost pfivésku na ty¢ince. Dal§imi rozdilnymi znaky jsou: Piitomnost nevétvenych
chlupt, dobie vyvinuta hypodermis, slabé vyvinuté pruduchy piitomné pouze na svrchni
stran¢ listu a silikova téliska hvézdicovitého tvaru (Tomlinson, 1956, 1962). Labellum je
tvofeno péti srostlymi petaloidnimi ty¢inkami na rozdil od Zingiberaceae, kde je labellum

srostlé pouze ze tiech ty¢inek (Kirchoff, 1988).
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Obrazek 8: Kvétni diagram ¢eledi Costaceae (Kress, 1990).
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Obrazek 9: Costus villosissimus, ukazka kvétni stavby celedi Costaceae. V piipadé ty¢inky je vidét
zbytek kvétni trubky ve spodni casti. Pestik je vidét se vSemi Castmi, blizna a ¢nélka ve vrchni Casti,

semenik v ¢asti spodni, kde na n¢j naseda kalich (vlastni foto).
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Obrazek 10: Druhy opylovac¢u vstazené k fylogenetickym vztahtim ¢. Costaceae (Specht et al., 2012).
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Obrazek 11: Rozsiteni celedi Costaceae podle databaze GBIF.
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1.4.2 Rody

1.4.2.1 Chamaecostus C.D.Specht & D.W.Stev.

Rostliny  nalezici do rodu Chamaecostus jsou *
charakteristické svym nizkym vzrlstem, ktery neptesahuje
vysku 1 metru. Mivaji velmi kratky stonek, poptipad¢ tvoii
pouze listovou razici. Listy jsou eliptické a na koncich
zGzené. Tvoii hlavkovité kvétenstvi kryté listeny, jez
mohou byt plné bylinné, nebo pfipominaji pergamen, nékdy
maji listovité piivésky. Barva listent je zelena nebo zluta.

Kazdy kvét kryje jeden listenec, v piipadé rodu

Chamaecostus je membrandzni se dvéma zebry na adaxialni

Obriazek 12: Chamecostus

strané. Kalich je blanity valcovitého tvaru. Koruna vyéniva z _ .
cupsidatus (http://www.infojar

kalichu a je tvofena velkymi kopinatymi laloky. Labellum je din.com/foro/showthread.php2t
velké, Siroce oteviené. Kalich i koruna mivaji stejnou barvua _-1079 &page=19).
to zlutou, oranZovou nebo bilou. Tyc¢inka je petaloidni.
Blizna je poharovita, semenik trilokularni. Plodem jsou pukavé duznaté tobolky (Mass 1972,
1977; Specht and Stevenson 2006).

V soucasnosti je do tohoto rodu fazeno 8 druht, které jsou svym vyskytem omezeny
na Jizni Ameriku (od Guianského $titu po amazonské niziny v Bolivii a Brazilii). Druhy

tohoto rodu maji tendenci rist v pocetnych populacich na malém uzemi, ale na celkovou

rozlohu arealu jsou zastoupeny vzacné. (Specht and Stevenson 2006; André¢ et. al. 2015)

Obrazek 13: Chamaecostu
cuspidatus, listeny s vyvinutymi
- listovymi piiveésky
(http://www.gingersrus.com/ima
ges/ImageFrame.php?ImagelD=
13165).
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1.4.2.2 Costus L.

Zastupci rodu Costus L. jsou stiedné velké vytrvalé
byliny dosahujici vysky 2 — 5 m. Stonky jsou nevétvené na
bazi kryté listovymi pochvami. Listy jsou na lodyze spiralné
uspotadané. Jazycek byvad velky a ndpadny. Kvétenstvi
vyrasta bud’ terminalné na olisténé lodyze, nebo vyrtsta
samostatné na neolisténém stonku piimo z oddenku. Listeny
vyrustaji konicky a navzajem sSe piekryvaji. Jsou koZovité,
uzce ¢i Siroce vejcité a mohou mit zelenou, zlutou, oranzovou
nebo &ervenou barvu. Casto byvaji na koncich vyvinuty

listové piivésky. Listenec je bud’ trojhranny, nebo trubkovity.

Kalich je tvofen tfemi laloky, ziidkakdy svou délkou

5 s L Lo, Obrizek 14: Costus lasius (Lyon
ptesahujici listeny. Koruna je bila, zlutad, oranzova nebo
) Arboretum).
¢ervena. Labellum je malé nebo velké, bilé, Zluté, oranzové ¢i

¢ervené. TycCinka je petaloidni S prasnikem umisténym veprostied. Blizna je poharovita nebo
bilamelarni. Semenik je trilokularni. Plodem je pukava nebo nepukava tobolka. Semena jsou
Cerna nebo hnéda a opatiena bohatym miskem (Mass, 1972; Larsen, 1998; Specht &
Stevenson, 2006b)

Tento rod je nejvétsim z celé ¢eledi a zahrnuje ptiblizné¢ 90 druht. Druhy rodu Costus
L. se vyskytuji v tropickych destnych lesech Afriky a Jizni Ameriky s centrem diverzity v
neotropis (Larsen, 1998; Specht & Stevenson, 2006b).

1.4.2.3 Dimerocostus Kuntze

Tento rod je typicky svym vysokym vzrustem piesahujicim do vysky 3 m. Masivni
stonky se nevétvi a rostou jen mirné spiraln€. Listy vyrustaji az na koncich stonku. Samotné
listy jsou protahlé a na konci se zuzuji. Jazycek je velmi kratky nebo chybi. Kvétenstvi
vyrasta na vrcholcich stonkd, je podlouhlé ve tvaru Sistice. Listeny jsou ovalného az
trojhranného tvaru, na jejichz konci jsou nékdy vyvinuty listovité piivésky. Barva je v
odstinech zelené a zluté. Listenec je trubkovity bikarinatni. Kalich je velky tvoteny tiemi

nestejné velkymi laloky obvykle pierustajici listeny. Koruna je zbarvena bile nebo Zluté.
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Labellum je napadné velké a ma bud zlutou, nebo bilou
barvu. V pripadé, ze ma labellum bilou barvu, byva
veprostied zluta skvrna. Tyc¢inka je petaloidni na vrcholku
zahnutd. Prasniky jsou vprostied ty¢inky. Pyl je velky
dikolpatni nebo kolpo-poratni. Blizna je poharovita a
semeni bilokularni. Plodem je tobolka, nékdy pukava.
Semena jsou leskle ¢erna opatiena miskem (Mass 1972,
Larsen 1998, Specht and Stevenson 2006).

Rod Dimerocostus se vyskytuje na tizemi Stiedni a

Jizni Ameriky od Nikaragui po severni Bolivii (Specht and Obrazek 15: Dimerocostus
Stevenson, 2006). Distribuce vétsinou kopiruje vychodni Strobilaceus (Lyon Arboretum).
svah And. V soucasnosti jsou akceptovany tfi druhy

(Dimerocostus argenteus, Dimerocostus cryptocalyx,

Dimerocostus strobilaceus).

1.4.2.4 Hellenia Retz.

Zastupci rodu Hellenia dosahuji vysky vice
nez 1,5 m. Stonky jsou spiralné stoCené a Vv
terminalnich ¢astech se bohaté vétvi. Listy jsou k
listové pochvé pfipojeny kratkym fapikem a u
nékterych druhd jsou sezoné opadavé. Kvétenstvi
vyriusta pfimo na olisténé lodyze nebo na
samostatném neolisténém stonku piipadné vyrtsta

ptimo z oddenku. Listeny jsou tuhé az dievnaté,

zelené, Cervené nebo hnédé bez listovych priveéska.
Listenec je bikarinatni. Kalich je tvofen tfemi stejng Obrazek 16: Hellenia speciosa (vlastni
velkymi laloky. Kvétni trubka vyéniva z kalicha, O

Samotna koruna je tvofena membrandznimi laloky. Labellum je velké, Siroce oteviené s
dlouhou trubkou. Mize mit bilou, Zlutou, oranzovou barvu. Ty¢inka je trojhranna, petaloidni,
kryjici vchod do kvétni trubky. Blizna je poharovita s pfivésky. Semenik je trilokularni
s nektarii na vrcholu. Plodem je po stranach pukajici tobolka. Semena jsou mala, ¢erna

opatiena bohatym arilem, ktery poji jednotliva semena k sobé, viz Obr. ¢. 7.
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Tento rod zahrnuje ¢tyfi druhy s omezenym vyskytu v Jihovychodni Asii, Malajsii a
Nové Guinei (Specht & Stevenson, 2006b)

Soucasny nazev rodu (Hellenia Retz.) byl navrzen jako nejstar$i spravné jméno pro
tento rod (Dutta; Govaerts, 2013). Vzdhledem ktomu, Ze toto jméno je potencialné
problematické (Hellenia Willd. byla, i kdyz illegitimné, pouzito v piibuzné celedi
Zingiberaceae a je V potencialnim rozporu také s Hellenia Mill./Hellenium L. v celedi
Asteraceae), piipravuje se navrh na konzervaci jména Cheilocostus (Leong-Skornickova &

Sida, ustni sdélent).

1.4.2.5 Monocostus K.Schum.

Monocostus je monotypickym rodem zahrnujici druh
Monocostus uniflorus. Jedna se o byliny velmi malého
vzrustu netvotici oddenky. Vyska se pohybuje od 20-60 cm.
Stonky se nevétvi a jsou na bazi pochvaté. Listy jsou malé, po
okrajich nacervenalé. Jazycek je drobny nebo chybi. Kvéty
vyrustaji jednotlivé v horni ¢asti stonku z pazdi listu na kratké

stopce. Listenec je dlouhy trubkovitého tvaru. Koruna je

kratsi nez labellum a ma svétle Zlutou barvu. Labellum je
velké ovalného tvaru Zluté zbarvené. Tycinka je petaloidni na Obrazek 17: Monocostus uniflorus,
vrcholu ohnuta. Prasniky vyrustaji uprostied délky tycinky. prevzato z: Gingers are us.
Blizna je poharovita a semenik bilokularni. Plodem je po stranach pukava tobolka. Semana
jsou leskla, ¢erné barvy s ptitomnym slabé vyvinutym arilem.

Tento rod se vyskytuje pouze ve vychodnim Peru v Jizni Americe. Je znimo pouze
malo lokalit vyskytu (Mass 1972, Specht and Stevenson 2006).

1.4.2.6 Paracostus C.D.Specht

Rod Paracostus je formaln¢ zastoupen dvéma druhy (Paracostus englerianus,
Paracostus paradoxus). Jedna se 0 poléhavé oddenkaté byliny, které mohou tvotit vystoupavé
popinavé lodyhy. Dortistaji do vysky mezi 10 - 50 cm. Na lodyze je pfitomno pouze par listt,

které mohou slouzit jako opora pro axilarni kvétenstvi.
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Rostliny tvoti dlouhé plazivé oddenky. Na jedné “

lodyze jsou piitomny 1 - 4 lesklé listy s kratkymi
fapiky, jimiZ jsou pfiipojeny K listové pochvé€, ktera
vytvaii pouze kratky jazycek. Rostliny jsou celé lysé.
Kvétenstvim je zkraceny klas vyristajici z uzlabi listu.
Listeny jsou membranozni zelené barvy. Listence jsou
trubkovité pfipominajici pergamen. Kalich je tvoifen
ttemi laloky stejné velikosti. Korunni trubka vyéniva z
kalichu, tvori blanité laloky uzce kopinatého tvaru.
Labellum je velké, tzké a obvej¢ité. Na bazi je tvoreno
uzkou a dlouhou trubkou, na vrcholu Siroce otevienou. Obrazek 18: Paracostus paradoxus
Barva labella je bila, nékdy se Zlutou skvrnou uprostied, (Lyon Arboretum).
naproti fertilni tyCince. TyCinka je petaloidni a ma
trojtihelnikovity tvar, jez kryje vstup do kvétni trubky. Tyc¢inka je na svém konci zahnuta
smérem nahoru. Semenik je trilokularni. Blizna je poharovitého tvaru bez jakychkoli
privésku. Plodem je tobolka. Semena jsou opatiena miSkem (Specht & Stevenson, 2006).
Distribuce tohoto rodu je omezena na Afriku a ostrov Borneo v Jihovychodni Asii.
Kdy v Africe se vyskytuje druh Paracostus
englerianus a na Borneu Paracostus
paradoxus. V soucasné dob& byly popsany
dalsi tii druhy z Bornea (Costus bullatus,
Costus eburneus a Costus muluensis), ale
jejich autofi neuznavaji novou Klasifikaci rodu
Paracostus, a proto jsou prozatim formalné

evidovany pod rodem Costus

(http://www.gingersrus.com/Paracostus.php).

Obrazek 19: Paracostus englerianus (Lyon Arboretum).

1.4.2.7 Tapeinochilos Miq.

Jedna se o byliny dosahujici stfedniho a vysokého vzrustu se vzpfimenymi nebo pouze
mirné spiralné sto¢enymi stonky. Rostliny se na vrcholcich bohaté vétvi a jsou husté olisténé.
Listy maji velmi kratky jazycek a listova Cepel je eliptického nebo obvejéitého tvaru.
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Kvétenstvi ma SiSticovity tvar a vyrista bud’ piimo
na olisténé lodyze, nebo samostatné na neolisténém
stonku. V kvétenstvi jsou nejvyraznéj$i slozkou
listeny, které maji kozovitou az dievnatou strukturu a
byvaji zbarveny v odstinech cervené. Listence
vétsinou chybi. Kvéty svou velikosti stézi piesahuji
délku listend. Maji zlutavou az hnédavou barvu.

Kalich byva kozovity tvofici tfi navzajem srostlé

nestejné velké laloky. Koruna je na bazi srostla a
tvori ti1 kratké laloky, kdy zadni je SirSi a del$i neZ Obrazek 20: Tapeinochilos (Lyon
zbylé dva vyristajici na bocich. Labellum je Arboretum).

nenapadné a po obvodu zubaté. Ty¢inka je petaloidni. Blizna je trojhrané zplostéla, semenik
je bi- ¢i trilokularni.

Rod Tapeinochilos vzdy tvotil separatni rod diky své jedinecné morfologii a byl fazen
do blizké piibuznosti s jihoamerickymi druhy opylovanymi kolibiiky, nicméné fylogenetické
analyzy prokazaly, Ze se jednalo o mylnou teorii a ze je tento rod pfibuzny asijskému rodu
Hellenia (Specht & Stevenson, 2006).

1.4.3 Fylogeneze ¢eledi Costaceae

V letech 2001 a 2006 byly publikované prace Chelsea Specht, které se zabyvaly
fylogenezi celedi Costaceae, vztahy byly postulovany na zakladé molekularnich a
morfologickych dat. Jako molekularni data poslouzily dva chloroplastové lokusy trnL-F, trnK
a jeden jaderny ITS. Pro morfometrickou analyzu bylo zahrnuto 73 znakd.

Z téchto dat byla vytvorena souhrnna matice o 67 taxonech a 5827 znacich. V
programu PAUP*4.0b10 byla vytvofena analyza maximalni parsimone S binarné
okddovanymi gapy, dale byly provedeny ILD testy pro zjisténi zda Ize kombinovat data z
jednotlivych usekt dohromady (Specht, 2006a). Pro méfeni podpory topologie stromu byl
pouzit jackknife (jk). Vysledkem této analyzy bylo 12 nejparsimonictéjsich stromt, z ¢ehoz
jeden z nich je na Obr. ¢. 21. Vysledek fylogenetické analyzy ukézal, ze diive popsané rody
Tapeinochilos, Monocostus a Dimerocostus jsou monofyletické a mohou byt dale uznavany
jako rody. Rod Costus se ukazal byt parafyletickym, na stromé& Obr. ¢. 21 jsou popsany

jednotlivé clady (Cheilocostus clade, Paracostus clade, Costus clade, Chamaecostus clade).
32



Na zaklad¢ vysledd této analyzy byly tyto clady popsany jako samostatné rody v praci

(Specht & Stevenson, 2006).

| % fiéﬁi‘.i:m 5 I Siphonochilus
T. solomonensis
T. dahlii
%’ pubescens Tapeinochilos
. gqueenslandiae
T. ananasse
T. holrungii
C. speciosus 3
C. speciosus 2
C. speciosus i
C. lacerus Cheilocostus clade

C. globosus 3
C. gs

Asian Costaceae
ohaosis 2
C. g{obosus
C. englerianus Paracostus clade
" paradoxus
C. woodsonii
C. stenophyvilus
C. pulverulentus 2
C. pulverulentus
C. curvibracteatus
C. comosus
C. montanus
C. sp. nov.
C %p 126
¢ vitlossisimus o
" gitaniensis var. guaniensis
C. pﬁcﬂ{‘us ) ) NEW Wol'ld
C. g!rcma{c’m‘u Yar. farmicus C{?SmS
C. amazonicus
C. lastus
C. allenii
C. malortieanus
C. VO rZeadrirm
C. claviger
C. chartaceus
C. erythrocoryne
C. laevis
C. pictis 2
C. pictus 1
C. acreanus
C. megalobractea
C. afer African
. dubius . .
C. aff. lucanusianus | melittophilous
C. lucanusianus Costus
C. deistelii
C. maculatus | C. maculatus clade
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_ . aAeorrichus .
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South American clade C. subsessilis
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Obrazek 21: Fylogram jednoho ze 12 nejparsimoniétéjSich stromi (Specht, 2006a).
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1.4.4 Chromozomové pocty

Doposud publikované pocty chromozémi jsou znamy pro 59 druhtt — celedi
Costaceae (Tab. ¢. 2), 2n=18, 27, 28, 36, 72. To odpovida minimaln¢ ¢tyfem ploidiim S tim,
7e U vétsiny zastupcu bylo spocitano 2n=18. Nejvétsi Skala spocitanych chromozomu byla pro
druh Hellenia speciosa (=Costus speciosus, Cheilocostus speciosus). Zakladnim
chromozomovym Ccislem je x=9, v pfipad¢ rodi Monocostus a Dimerocostus pak x=7 nebo
x=14. Pro rod Costus bylo nalezeno 48 zaznamu s pocty 2n=18, 27, 28, 36. Pro rod Paracostu
1 druh 2n=36, Hellenia 2 druhy s poéty 2n=13, 18, 27, 34, 36, 72, Tapeinochilos Miq. 1 druh
2n=18, Monocostus K.Schum. 1 zaznam 2n=18, Dimerocostus Kuntze 2 druhy 2n=28 a pro
rod Chamaecostus C.D.Specht & D.W.Stev. 2 druhy s 2n=18 (Mahanty, 1970; Mass, 1972,
1977; Gill, 1978; Subrahmanyam & Khoshoo, 1986; dos Santos Guerra, 1988; Vovides &
Lascurain, 1995; Edeoga & Okoli, 2000).

Tyto ziskané udaje 0 pocétech chromozomu jsou brana jako orienta¢ni s ohledem k
faktu, Ze zadna z praci neposkytuje uspokojivou dokumentaci spocitanych chromozomi. V
nékterych pracich neni uveden zadny doklad, ve zbytku je doklad publikovan ve formé
namalovaného obrazku (Mahanty, 1970; Mass, 1972, 1977; Gill, 1978; Subrahmanyam &
Khoshoo, 1986; dos Santos Guerra, 1988; Vovides & Lascurain, 1995; Edeoga & Okoli,
2000).

Tabulka 2: Soupis z literatury dohledanych chromozomovych pocti sefazeny podle pfislusnosti k
rodim. Akceptovana jména (podle World checklist of selected plant families) jsou vytiSténa silng,
synonyma pod kterymy byl pocet uveden je v zavorce). Tabulka byla sestavena na zakladé téchto
praci: (Mahanty, 1970; Mass, 1972, 1977; Gill, 1978; Subrahmanyam & Khoshoo, 1986; dos Santos
Guerra, 1988; Vovides & Lascurain, 1995; Edeoga & Okoli, 2000).

Druh Pocet chromozomi
2n n
| Costus | |
Costus afer 18, 36
Costus albus (Costus dubius) 36
Costus bicolor 18
Costus deistelii 18
Costus dinklagei 18
Costus dubius 36
Costus englerianus (Paracostus englerianus) 36
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Costus giganteus

18

Costus lucanusianus 18, 27, 36
Costus megalobractea 36
Costus schlechteri 27

Costus spectabilis 18, 27
Costus talbotii 18

Costus zechii (Costus dubius) 18

Costus dhaninivatii 18

Costus rumphianus 18

Hellenia

Hellenia speciosa (Costus speciosus, spec)

13, 18, 27, 34, 36,

Costus tonkinensis [member of Hellenia, combination not yet

18

Tapeinochilos

Tapeinochilus ananassae 18
Costus allenii 18
Costus amazonicus 18
Costus arabicus 18
Costus brasiliensis (Costus arabicus) 18
Costus claviger 18
Costus comosus 18
Chamaecostus

Costus congestiflorus (Chamaecostus congestiflorus) 18
Costus curvibracteatus 18
Costus cylindricus (Costus spicatus) 18
Costus dirzoi 27,28
Costus discolor (Costus arabicus) 18
Costus elegans (Costus malortieanus) 18, 27
Costus erythrocoryne 18
Costus fredrichsenii (Costus villosissimus) 18
Costus glabratus (Costus arabicus) 36
Costus glaucus 18
Costus guanaiensis 18
Costus igneus (Chamaecostus cuspidatus) 18
Costus lacerus (Cheilocostus lacerus ) 18
Costus lima 18
Costus macrostrobilus (Costus guanaiensis var. macrostrobilus) 18
Costus malortieanus 18, 27, 36
Costus niveopurpureus (Costus arabicus) 18
Costus niveus (Costus arabicus) 18
Costus pictus 18, 36
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Costus pulverulentus 18
Costus scaber 18
Costus spiralis 18 19
Costus stenophyllus 18
Costus varzearum 18
Costus villosissimus 18
Costus villosus (Costus spiralis var. villosus) 27
Costus vinosus 18
Dimerocostus
Dimerocostus aregenteus 28
Dimerocostus strobilaceus 28
Monocostus
Monocostus uniflorus 28
Costus acreanus 18
C. sp (asi cylindricus); (Costus spicatus) 16
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2. MATERIAL A METODY

2.1 Material

Rostlinny material pochazi z Zivych sbirek Botanické zahrady v Singapuru, Kralovské
Botanické zahrady v Edinburghu, ze skleniku National Museum of Natural History,
Botanické zahrady v Innsbrucku a sbirky Johna Mooda na Havaji. Rostlinny material byl
dovezen v podobé samostatnych listtl uzavienych v zip-lockovém sacku. Cést vzorki pochazi
z ptirozenych lokalit pienesenych do kultury a ¢ast vzorkli pochazi z kultury s neznamym
pivodem. Do analyz byly preferovany vzorky se znamou lokalitou a dualezité druhy, které
nejlépe pokryvaji diverzitu eledi Costaceae. Zivy material byl zpracovan do &trnacti dnd od

jeho potizeni.

2.2 Metody

2.2.1 Prutokova cytometrie

Pro méfeni absolutni velikosti genomu byl pouZit priatokovy cytometr Partec
CyFlow® za pouziti postupu podle Dolezela et al. (2007). Pro izolaci jader bylo pouzito
rostlinné pletivo z listl. UstfiZeny rostlinny material o pfiblizné velikosti 1 cm? byl vlozen do
plastové Petriho misky spole¢né se standardem (Bellis perennis nebo Solanum
pseudocapsicum). K materialu bylo pfidano 500 ul vychlazeného pufru Otto I (0,1 M
monohydrat kyseliny citronové, 0,5% Tween 20; Otto 1990), poté byla smés dukladné
rozdrcena ziletkou a pomoci pipety prefiltrovana pies nylonovy filtr o priméru oka 42 pm do
zkumavky. Suspenze se nechala odstat v pokojové teploté po dobu piiblizn€ 15 minut.

Pfed samotnym méfenim byla suspenze barvena 15 minut barvicim roztokem
slozenym z 1 ml propidium jodidu (Sigma), 1 ml RNazy IIA (Sigma), 40 pul B-
mercaptoethanolu (Sigma) a pufru Otto 11 (0,4 M Na;HPO..12H,0; Otto, 1990).

Mgéfeni probihalo na pfistroji Partec CyFlow® ML se zelenym solid state laserem 532
nm a pfidruzenym softwarem Partec FloMax®. Z kazdého vzorku bylo zméteno 3500 jader s
tim, Ze vSechna méfeni byla provadéna pro kazdy méfeny druh minimalné tiikrat, pokazdé v
jiny den. V piipadé, Ze se 2C-hodnoty neliSily o vice nez 2 %, bylo méfeni ukonceno. V

pfipadé, Ze se hodnoty odchylovaly o vice neZ 2 % a rostlinny materidl byl jesté¢ v
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pouzitelném stavu, méfilo se poctvrté popt. popaté. Vzdalené hodnoty nebyly pouzity pro
vypocet priméru z namétenych hodnot.

Jako idealni se ukdzalo pouzivat vétSi mnozstvi vzorku nez standardu a celkové
pouzivat vétsi kusy listli a méné je sekat, dale pak vzorky nenechévat piili§ dlouho odstat. V
krajnich ptipadech dochazelo ve zkumavce k tvorbé hustého slizu, ktery bylo nutné znovu
prefiltrovat.

N¢kdy bylo tieba cytometr promyt vodou béhem méieni, jelikoz suspenze byla velmi
hustéd a dochazelo k zanaSeni pfistroje. Pii méfeni byla nejcastéji pouzita rychlost 0,1-0,2 ul/s,
coz odpovidalo méfeni do 20-ti jader za sekundu. Primérna délka trvani jedné analyzy byla
15-20 minut. Jako primarni standard bylo pouzivano Solanum pseudocapsicum. V piipadé, ze
nebylo mozné odecist hodnoty vzorku, byla pouzita Bellis perennis.

Hodnoty CV v cca 70 % nepiekrocily 2, ve zbylych piipadech nepiekrocily 4,5.
Celkem bylo zméteno 146 vzorkd. Méteni bylo provadéno v Narodnim ptirodovédném

Muzeu v Hornich Pocernicich.

2.2.2 Molekulirni analyzy

Veskeré laboratorni prace souvisejici s praci s DNA byly provedeny na
Piirodovédecké  fakult¢  Univerzity Karlovy v Praze v  DNA laboratofi
(http://botany.natur.cuni.cz/dna/).

2.2.2.1 lzolace DNA

DNA byla izolovdna ze suSeného rostlinného materidlu uchovavaného v silikagelu.
Pro samotnou izolaci byl pouzit Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek). Byl nasledovan
piiloZzeny protokol s né€kolika upravami tykajicimi se pfidaného mnoZstvi pufru a doby eluce,
viz podrobnéjsi popis niZe.

Do 2ml zkumavek byla piidana ¢ast listu o velikosti cca 1x3 cm?, v piipadé, Ze byl list
pokryt velkym mnoZstvim chlupli, bylo pfiddno rostlinného materialu vice. Dale byly do
zkumavek pfidany 2 wolframkarbidové kulicky. Poté byly zkumavky umistény do mlynku
Retsch Mixer Mill 200, kde bylo rostlinné pletivo drceno 3 minuty pfi 30ot./s.
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K rozdrcenému materidlu bylo ptidano 400 pl Lysis Bufferu P a 20 pl Proteinase K,
smés byla inkubovana v Thermomixeru comfort (Eppendorf) po dobu 30 min pii 1400 prm.
Poté byla smés cetrifugovéana v cetrifuze 5415 R (Eppendorf) 30s pii otdCkach 13200 rpm.
Vznikly supernatant byl piepipetovan do Prefilter kolonky a centrifugovan 1 minutu pii
12000 rpm. K filtratu bylo pfidano 5 u RNase A. Po 5 minutach bylo k odstatému filtratu
pfidano 200 pl Binding Bufferu P a cela smés byla piepipetovana do Reciever Tube s
pfipravenou Spin Filter kolonkou. Smés byla centrifugovdna 1 minutu pfi 12000 rpm.
Kolonky byly pfemistény do novych zkumavek, kde byl produkt promyt nejprve Wash
Bufferem I poté Wash Bufferem II v objemu 550 pl.

Kolonky byly pfemistény do novych zkumavek, kde bylo pfidano 70 pl Elution
Bufferu F a smés se nachala odstat 30 minut, poté byly vzorky centrifugovany 1 minutu pii
10000 rpm. Nasledné& byly kolonky pfemistény do novych zkumavek, do kterych bylo pfidano
50 ul Elution Bufferu F, nechdno odstat 45 minut, poté nasledovala centrifugace 1 minutu pfi
10000 rpm. Poté byla orienta¢né zméiena koncentrace DNA pro ovéfeni, zda izolace probéhla

uspesné. Izolovana DNA byla oznacena a uchovavana v lednici pti 5 °C.

2.2.2.2 Sekvenovani useku ITS a trnL-F a jejich zpracovani

22221 PCR

Pro namnoZeni pozadovaného tiseku DNA byla pouzita PCR (Polymerase Chain
Reaction). Celkové byly amplifikovany 2 useky. Prvni byl pouzit jaderny tsek ITS (Internal
transcribed spacer) a jako druhy chloroplastovy tsek trnL-F, ktery zahrnuje trnL intron i exon
a trnL-F intergenic spacer.

Tyto dva tseky byly zvoleny na zakladé publikované prace (Specht et al., 2001), kdy
byly pouzity totozné primery a dodrZena teplota annealingu. V ptipadé¢ ITS byly pouzity dvé
sady primera. Jednak totozné z prace (Specht et al., 2001) a zadruhé primery ITS4, ITS5
(White et al., 1990). Pro usek trnL-F byly pouzity totozné primery z prace (Specht et al.,
2001).

Pro oba useky byla napipetovana reakéni smés, viz Tab. ¢. 3 o objemu 19 pl, k ni byl
pifidan 1 ul DNA vzorku z 2. eluce. Poté byl spustén reakéni cyklus v termocykleru
Mastercycler Pro (Eppendorf), popis cyklu je uveden v Tab. ¢. 4. Po dobéhnuti cyklu byla

testovana uspeéSnost PCR reakce pomoci horizontalni agarosové elektroforézy. Byl pfipraven
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0,8% gel smichanim piislusného mnozstvi Agarosy I s 1xTAE pufrem a 1 kapkou
ethidiumbromidu. Na pfipraveny gel v elektroforetické vané s IXTAE pufrem bylo naneseno
1,5 ul Zebiicku O'GeneRuler™ 100bp Ladder Plus (Fermentas) a 2-3 ul obarveného vzorku.
V piipadé¢ pouziti MyTaq polymerazy se vzorky nebarvily, v pfipadé Immolasy byly vzorky
smichany s 1 pl barvici smési DNA Gel Loading Dye. Po skonéeni elektroforézy byl pro
vizualizaci tiseku DNA pouzit piistroj Gel Logic 100 (Kodak), kdy pomoci UV-
transiluminatoru a piidruzeného programového vybaveni 1D Image Analysis Software

(Kodak) byl vysledek vizualizovan. Ptiklad ziskanych obrazki geld, viz Obr. €. 22.

Tabulka 3: Slozeni smési pro PCR reakce.

Reakce ITS ul Reakce trnL-F n|
Sterilni Mili-Q H;0 13,8 Sterilni Mili-Q H;0O 147
MyTaq pufr 4 IMMO pufr 2
Primer forward (ITS 5/ITS leu) 0,5 MgCl, 1
Primer reverse (ITS 4) 0,5 dNTP 0,5
MyTaq HS polymeraza (Bioline) | 0,2 Primer forward trnLc 03
Primer reverse trnFf 0,3
Immolase polymeraza (Bioline) | 0,2

Tabulka 4: Teplotni  Cyklus trnL-F cykly pouzité pii PCR reakcich.
Cyklus  ITS 95°C 7min

94°C 5 min 95°C 1 min

94°C  30sec 56°C 45 sec > 35X

55°C  30sec »35x 68°C 2 min

72°C 45 sec 72°C 7 min

72°C  7min 10°C o0

10°C 0

40



bpRgOS Py %
000 280 56
000 280 56
00 280 56

280 56

80.0
270 54
27.0

bpng/0Sp %
W00 280 56
2000 280 586
500 280 56
20 280 56
0 800 160
27.0 54
270 54
270 54
270 54
800 160
300 6.0

300 6.0
300 60

300 6.0

Obrazek 22: Ukazka 0,8% gelu s namozenymi useky, (a) ITS a (b) trnL-F spo pravé strané
pfipojenym obrazkem Zebiicku O'GeneRuler™ 100bp Ladder Plus (http://eshop.biogen.cz/generuler-
100-bp-plus-dna-ladder#lightbox).

2.2.2.2.2 Predisténi

Pro odstranéni nezadoucich nevyuzitych prvki po PCR reakci byly PCR produkty
precistény pomoci Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kitu s upravou, ze misto Elution
Bufferu byla pouzita sterilni Mili-Q H20 a doba eluce byla prodlouzena.

K PCR produktu byl piidan DF Beffer v pétinasobku mnozstvi reakéni smési. Poté
byla smés ptenesena do kolonek a nasledné centrifugovana 30 sekund p#i 13400 rpm. Filtrat
byl odstranén a PCR produkt byl promyt skrze kolonku 600 pl Wash Bufferu. Produkt byl
eluovan 15 min po pfidani 20 ul sterilni Mili-Q H20 do kolonek. Takto ptecistény PCR

produkt byl pouzit k ptipravé vzorkt na sekvenaéni reakci.

2.2.2.2.3 Sekvenovani DNA
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Vsechny useky byly sekvenovany pouze z jedné strany s ohledem na délku tseku,
ktera je v ptipad¢ ITS piiblizné 700 bp a u trnL-F 1000 bp dlouha. Tedy je mozno ziskat
skoro celou sekvenci jiz po sekvenovani z jedné strany.

Sekvenacni reakce byla pfipravena do celkového objemu 8 pl. Do zkumavky byl
napipetovan 1 pl pfislusného primeru a zbytek byl doplnén Sterilni Mili-Q vodou s
amplifikovanou DNA v ptislusné koncentraci, ktera se ftidila podle rozpisu na 1000 bp
koncentrace 100 ng/ul. Primer byl pouzit bud’ forward, nebo reverse pro ptislusny tsek.
Sekvenovani probihalo na Sestnactikapilarovém sekvenatoru 3130xl Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) v sekvenacni laboratofi na Piirodovédecké fakulteé Univerzity Karlovy

Vv Praze, Vini¢na 7.

2.2.2.2.4 Prace se sekvencemi

Sekvence ziskané ve formatu *.abl byly nejprve zkontrolovany a primarné editovany
v programu FinchTV 1.4.0 (Geospiza, Inc.; Seattle, WA, USA; http://www.geospiza.com).
Kontrolou je minéno zhlédnuti parametri sekvence, konkrétné Cistoty pikti a relativni
fluorescence. Upravy sekvenci spoéivaly v nahrazeni bazi, u kterych nebylo patrné, kterd ma
byt zatazena za N (any), tedy za chybéjici informaci. Takto upravené sekvence byly ulozeny

ve formatu FASTA (*.fas) pro dalsi manipulaci.

2.2.2.25 Tvorba Datasetu

Pro dalsi analyzy byl vytvofen Dataset spojeny ze ziskanych sekvenci useku trnL-F a
upravené datové matice pouzité v praci (Specht 2006), kterd byla ziskdna z TreeBASE (A
Database of Phylogenetic Knowledge, M1009). V datasetu C.D. Specht byl zahrnut jaderny
usek ITS, chloroplastovy usek trnL-F, trnK a vysledky morfometrické analyzy.

Pro tvorbu Datasetu byl C.D. Specht dataset pfeveden do formatu FASTA a rozdélen
na jednotlivé partitions (oddily) v programu Cygwin pomoci perlovského skriptu cutfasta.pl.
Byly vytvofeny tfi datové oddily 1. pro ITS, 2. pro sekvence pochazejici z chloroplastu a 3.
pro morfologicka data. Dale z 2. datového oddilu byla v programu Geneious 7.0.6 (Kearse et

al., 2012) vytvotfena konsenzualni sekvence a k ni namapovany z GeneBanku stazené
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sekvence pro trnL-F a trnK z prace (Specht, 2006). Tak bylo zjisténo, kde v 2. oddilu zacinaji
a kon¢i jednotlivé useky. Pak v programu Cygwin byl tento oddil rozdélen na jednotlivé
lokusy. Nakonec byly vytvofeny oddily ¢tyii (ITS, trnL-F, trnK, morfologicka data).

K oddilu trnL-F byly pfipojeny ziskané sekvence trnL-F regionu a dale z tohoto
souboru byl vytvoren alignment pomoci algoritmu MAFFT multiple sequence alignment
software (Katoh & Standley, 2013) za pouziti webového rozhrani. Alignment byl
zkontrolovan a upraven v programu BioEdit (Hall, 1999).

Nakonec byl spojen upraveny oddil trnL-F s oddilem trnK a oddilem morfologie
pomoci skriptu FASconCAT-G_v1.02.pl (Kiieck & Koenig, 2014). Takto vytvofeny Dataset

byl pouzit pro vytvoteni fylogenetickych stromt.

2.2.2.2.6 Fylogenetické stromy

Pro tvorbu fylogenetickych stromi byly pouzity tfi metody: Maximalni parsimonie
(Maximum parsimony, MP), Maximalni vérohodnosti (Maximum likelihood, ML) a
Bayesovska analyza (Bayesian inference, Bl). Jako vstupni matice byl pouzit vyse zminény

Dataset.

2.2.2.2.6.1 Maximalni parsimonie

Fylogeneticky strom konstruovany metodou Maximalni parsimonie byl vytvofen v
programu PAUP* 4.0a146 (Swofford, 2003). Do programu PAUP* byl importovan Dataset
ve formatu FASTA, kde byl pieveden do formatu NEXUS. Pro konstrukci stromu byla
pouzita parsimonicka analyza S pfedem nastavenymi parametry. Pro hledani nejkrat$iho
stromu bylo pouzito heuristické vyhledavani metodou stepwise addition. Sekvence byly
pridavany nahodn¢ a jako substitu¢ni model byl zvolen GTR. Poté byl vypocitan bootstrap,
ktery byl nastaven na 100 opakovani. Vysledné podpory byly namapovany na jeden z
nejkratSich stromt. Stejny postup byl proveden pro soubor dat z prace Specht (2006)
ziskanych z treeBASE.

2.2.2.2.6.2 Maximum likelihood
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Pro konstrukci fylogenetického stromu pomoci metody Maximum likelihood byl
pouzit program RAXML v8.2 (Stamatakis, 2014). Byl pouzit algoritmus rapid Bootstrap,
ktery najde nejpravdépodobnéjsi strom a soucasné vypocita bootstrapové podpory.
Substituénim modelem byl GTRGAMMA s nastavenim 100 opakovani. Pouzity piikaz
vypadal takto: raxmIHPC -f a -m GTRGAMMA -p 12345 -x 12345 -# 100 -s DNA.phy

-n rbs. Vysledkem byl fylogeneticky strom s namapovanymi bootstrapovymi hodnotami.

2.2.22.6.3 Bayesovska analyza

Pro vypocet byl pouzit program MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001).
Jako substitu¢ni model byl zvolen GTR + | + gamma (I + gamma = gamma S proporci
invariabilnich pozic). Pro dosazeni vhodné zmény pozic chladného fetézce tzv. swapovani
byla nastavena teplota 0,01. Pocet generaci byl nastaven od 5000000 po 10000000 s tim, ze
vzdy prvnich 25 % stromi bylo odstranéno (burn-in).

Byly provedeny piedbézné analyzy variability jednotlivych tseki pouzitych v praci
Specht (2006) pro trnL-F, trnK a ITS. Bylo nastaveno 5000000 generaci a burn-in 12500
zbytek odpovidal Tab. ¢. 5. Pro vyslednou analyzu Datasetu bylo nastaveno 10000000
generaci a burn-in 25000 Tab. ¢. 5. Stejnym zpisobem byl vytvoten strom obsahujici pouze

druhy z treeBASE, ke kterym lze ptifadit velikost genomu.
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Tabulka 5: Prikazy pouzité v programu MrBayes pro analyzu Datasetu.

begin mrbayes;

log start filename=Dataset.log;
set autoclose=yes nowarn=yes;
help Iset;

Iset nst=6 rates=invgamma;
help memc;

mcmcep ngen=10000000 Temp=0.01 samplefreq=100 printfreq=100 nchains=4
savebrlens=yes;

mcmc;

sump burnin=25000;

sumt burnin=25000;

end;

2.2.2.3 Priprava knihovny, zisk NGS dat a jejich zpracovani

2.2.2.3.1 Priprava knihovny pro Hyb-Seq

Pii ptipravé samotné knihovny byly nejprve opraveny délky fragmentli a nasledné¢ byl
na jejich konce navazan adenin. Déle byly k fragmentiim ligaci navdzany adaptory. Po ligaci
byly produkty ptecistény pomoci kitu NEBNext Adaptor for Illumina (BioLabs). V dal$im
kroku byla provedena délkova selekce na 1% agardézovém gelu a nasledné vyiezani fragmentt
o priblizné délce 500 bp. Vzorky byly obarveny barvou orange DNA loading dye, vyfezavani
probé&hlo pod UV lampou pomoci obracenych 1ml Spicek. Byl vytiznut tercik o priiméru cca
0,5 cm. Vytezané produkty byly promyty kitem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Dale
byly produkty namnozeny pomoci PCR, konkrétni cyklus a pouzity mix jsou uvedeny v
tabulce 6 a 7. Namnozené produkty byly dvakrat ptecistény pomoci Agencourt AMPure XP
kitu (Beckman Coulter) a vysledna kvalita ovéfena na 1% agar6zovém gelu. Dale byla
knihovna tzv. ekvimolarn€ zpoolovéana, kdy byly vSechny pfipravované vzorky smichdny do
jedné zkumavky tak, aby od kazdého vzorku bylo pfitomno stejné mnozstvi fragmentt. Pred
samotnym poolovanim byla zméfena koncentrace vSech vzorkti na fluorimetru Qubit 2.0
(Invitrogen), aby bylo mozné napipetovat do celkového objemu kazdého vzorku stejné

mnozstvi v ng. Vysledny objem zpoolovanych vzorkii musel dosahovat 6 pl, pro dosazeni
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pozadovaného objemu byly vzorky zkoncentrovany na koncentratoru IR Concentrator NB
503CIR (N-Biotek).

Obrazek 23: Vzorky nanesené po sonikaci na 0,8% agar6zovém gelu. (a) vizualizace vzorkd na gelu,

(b): gel po vyfezani fragmentl o piiblizné délce 500 bp.

Tabulka 6: Slozeni pouzité PCR smési. Tabulka 7: Teplotni cyklus pouzity pii PCR.
Reakce Q5 pl Cyklus Q5

NFRNext Q5 HotStart Hifi PCR ot 98°C 30 sec

Master Mix 98°C 10 sec

Universal PCR Primer 10 65°C 1 min 15 sec }SX

Index Primer 10 65°C 30 sec

DNA 15 7°C 00
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2.2.2.3.2 Obohaceni (Enrichment)

V nasledujicich krocich byly ke vzorkiim nahybridizovany (byly obohaceny o) piedem
nadesignované proby nasyntetizované firmou MYcroarray pomoci protokolu MYbaits —
Sequence Enrichment for Targeted Sequencing (MYcroarray) (Gnirke et al., 2009). Proby
byly dodany v podob¢ tzv. Baits, coz jsou jednoietézcové oligonukleotidy RNA o délce 120
bp s navdzanym biotinem. Samotny design prob probehl automaticky pomoci sondovace
(Schmickl et al., 2015), kdy byly nejdiive vybrany sekvence s 99,9% identitou spojenim
sekvenci ziskanych z genome skimmingu a transcriptomu Curcumy. Ze ziskanych sekvenci
byly filtrovanim vytvofeny klastry, kdy byly odstranény sekvence s >90% podobnosti, aby
bylo zabranéno nékolikandsobnému vzniku prob pro stejny lokus. Déle byla provedena
délkova selekce, kdy byly ponechany exony o délce >120 bp a lokusy o délce >960 bp.
Nakonec byly znovu odfiltrovany useky sdilejici >90% identitu. Vysledkem byl soubor ve
formatu FASTA, ktery obsahoval 1180 lokusti se 4618 exony (Weitemier et al., 2014).

V prvnim kroku samotného obohaceni byly do 0,2ml Lo-bind zkumavek pfipraveny tii
mixy: LM - Library Master Mix, HM — Hybridization Master Mix, CB — Capture Baits
Master Mix, jejich slozeni je uvedeno v tabulce ¢. 8. Dale byly jednotlivé zkumavky vloZeny
do termocykleru Mastercycler Pro (Eppendorf), s cyklem uvedenym v Tab ¢. 10. Zde
prob&hla denaturace DNA a specificka hybridizace prob na jednotlivé tseky. Schéma postupu
prace je uvedeno na obrazku ¢. 24. Dale byly pomoci streptavidinem potaZenych kulicek
vyselektovany pouze useky DNA, kde doslo k hybridizaci s biotinem opatfenymi probami.
Pak byly vytvofené komplexy pomoci magnetu vytaZzeny a promyty. Promyti bylo provedeno
pro odstranéni nespecifickych DNA molekul. Vysledkem byl zisk obohacené DNA o cilové
lokusy. Déle byly tyto tiseky namnozeny pomoci PCR. Pouzity mix a cyklus jsou uvedeny
v tabulce ¢. 10 a 11, mix byl napipetovan do celkového objemu 50 pul za pouziti specialnich
primert uvedenych v Tab. ¢. 9. Nakonec byla namnozena DNA promyta pomoci QIA quick
PCR Purification kitu do celkového objemu 30 ul a zméfena na fluorimetru Qubit 2,0
(Invitrogen). Takto ptipravené vzorky byly odeslany na Masarykovu univerzitu v Brn¢ do
Stredoevropského technologického institutu — CEITEC, kde byly vzorky sekvenovany na
pfistroji lllumina MiSeq 2x 150 PE. Vsechny kroky obohaceni probihaly v RNA sterilnim
prostiedi. Téchto podminek bylo dosazeno vysvicenim UV lampou a aplikaci

dekontaminaéniho roztoku RNaseZAP™ (Sigma) do uzavieného boxu.
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Ptipravu knihovny a obohaceni provedly Mgr. Monika PospiSilova a Ing. Lenka

Flaskova v DNA laboratofich situovanych v Bendtské 2, Univerzita Karlova v Praze.

Tabulka 8: Slozeni jednotlivych mixda.

Tabulka 9: Sekvence primert pouzitych v Post—

Capture Amplification.

Sekvence primeru

P5_Zingiber — 5" AATGATACGGCGACCACCGA

P7_Zingiber — 5" CAAGCAGAAGACGGCATACGA

LM — Library Master Mix pl

Block #1 2,5
Block #2 2,5
Block #3 0,6
DNA 5,9
HM — Hybridization Master Mix | ul
HYB #1 20
HYB #2 0,8
HYB #3 8

HYB #4 0,8

CB - Capture Baits Master Mix

Capture Probe

RNase Block
;?;gk 15 _ Library
— o min Master Mix

Krok 2

0 . Library
Krok 3

Library

0 . ¥
65 C N 2 .
Krok 4
65°C — 36 hod

9.5 1l

Hybridization
Master Mix

Hybridization
Master Mix

Capture Baits
Master Mix

ol

Obrazek 24: Nacrtek znazornujici postup pridavani jednotlivych mixu.
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Tabulka 10: Slozeni pouzité PCR smési.

Tabulka 11: Teplotni cyklus pouzity pii PCR.

Post - Capture Amplification ul Cyklus
Nuclease-free H20 (Gibco) 8,5-185 98°C  30sec
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix | 25 98°C  20sec
A 62°C 30 sec 12x
P5_Zingiber 1,5
s 72°C 45 sec
P7_Zingib : .
—~Ingrber 72°C 5 min
DNA z knihovny 5-15 40C o
e =—=————  DNAdenaturace —
I e ha—— é AN 2 B
. _.. Navazani sond na DNA = :
ﬁ ﬁ
Baits s navazanym biotinem
Zachyveni obohacenych
S ——— )ic useki na kulicky
3. — + _— S p—
—— 3(
Streptavidinové kulicky
== +
et . m
3( M Selekce vybrané DNA
e — Amplifikace
5. —

Sekvence

Obrazek 25: Schéma znazornujici proces obohaceni. Pievzato z: MYbaits Sequence Enrichment for

Targeted Sequencing User Manual Version

2.3.1-5/22/2014.
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2.2.2.3.3 Zpracovani NGS dat

Ze sekvenatoru byla ziskdna data v podob¢ raw reads pro 30 vzorkii. Raw reads byly
nejprve kvalitativné filtrovany, pak byly odstranény duplikdty pomoci skriptu
HybPipel_rawprocess.sh (Fér, 2015). Kvalitativni filtrovani odstranilo adaptory a ready s
kvalitou niz$i nez Q20 a délkou kratsi nez 36 bp pomoci programu Trimmomatic 0.32 (Bolger
et al., 2014). Duplikaty byly odstranény pomoci programu FASTX-0.0.13 (Gordon &
Hannon, 2010). V dalsim kroku byly ziskané ready namapovany na tzv. pseudoreferenci, coz
jsou za sebou poskladané exony, které jsou mezi sebou oddéleny 400 N. Tento krok byl
proveden v programu Geneious 7.0.6 (Kearse et al., 2012). Z programu Geneious byl
vyexportovan konsenzus s namapovanymi ready, z kterého byly vytvofeny pslx soubory,
zaroven byla provedena identifikace ziskanych contighh pomoci programu BLAT (Kent, 2002)
a skriptu HybPipe2_generatepsix.sh (Fér, 2015). V nasledujicim kroku byl proveden
alignment jednotlivych exonli pomoci algoritmu MAFFT-7.029 (Katoh & Standley, 2013).
Alignované exony byly zkonkatenovany do jednotlivych lokusi. VSe bylo provedeno
prostiednictvim skriptu HybPipe3_processpsix.sh (Fér, 2015). Potom byly pomoci skriptu
HybPipe4_missingdataremoval.sh (Fér, 2015) odstranéna chybé&jici data.

Ze sekvenatoru byla ziskana data v podob& raw reads pro 30 vzorkl.. Raw reads byly
nejprve kvalitativné filtrovany, pak byly odstranény duplikdty pomoci skriptu
HybPipel rawprocess.sh (Fér, in prep.). Kvalitativni filtrovani odstranilo adaptory a ready s
kvalitou niz$i nez Q20 a délkou kratsi nez 36 bp pomoci programu Trimmomatic 0.32 (Bolger
et al., 2014). Duplikaty byly odstranény pomoci programu FASTX-0.0.13 (Gordon &
Hannon, 2010). V dalsim kroku byly ziskané ready namapovany na tzv. pseudoreferenci, coz
jsou za sebou poskladané exony, které jsou mezi sebou oddéleny 400 N. Tento krok byl
proveden v programu Geneious 7.0.6 (Kearse et al., 2012). Z programu Geneious byl na
zakladé namapovanych readu vyexportovan konsenzus, ze kterého byly identifikovany
druhové specifické sekvence konkrétnich exonti pomoci programu BLAT (Kent, 2002) a
skriptu HybPipe2_generatepsix.sh (Fér, in prep.). V nasledujicim kroku byly spojeny
sekvence vSech druhi pro jednotlivé exony a byl proveden jejich alignment pomoci algoritmu
MAFFT-7.029 (Katoh & Standley, 2013). Alignované exony byly posléze zkonkatenovany do
jednotlivych lokust podle jejich ptislusnosti. VSe bylo provedeno prostiednictvim skriptu
HybPipe3_processpslx.sh (Fér, in prep.) zahrnujicim skript assembled_exons_to_fastas.py

(Weitemier et al., 2014). Dale byla pomoci skriptu HybPipe4 missingdataremoval.sh (Fér, in
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prep.) odstranéna chybéjici data tak, ze byly nejprve odstranény druhy, které obsahovaly vice
jak 70 % chybéjicich dat, nasledné byly odstranény alignmenty, kde bylo obsazeno mén¢ jak
75 % druhl. Pomoci skriptu HybPipe5b FastTree for selected.sh (Fér, in prep.) byly pro
vybrané geny zkonstruovany jednotlivé gene trees pomoci programu FastTree (Price et al.,
2009, 2010), ktery je schopen analyzovat velké alignmenty za kratky ¢as. Pro jednotlivé
stromy jsou vypocteny lokalni podpory pomoci Shimodaira-Hasegawa testu (Shimodaira,
2001), jedna se o obdobu klasického bootstrapu. LepSich vysledkt rekonstrukce gene trees
dosahuje metoda RaxML, se kterou je ovSsem metoda FastTree srovnatelnd. V této praci nebyl
RaxML pouzit proto, ze doposud neprobéhla potfebna optimalizace pro analyzu dat (Fér, in
prep.).

Z jednotlivych gene trees byly konstruovdny species trees pomoci metod MRL,
konkatenace, ASTRAL a ASTRID. Nejprve byly stromy zakofenény skriptem
HybPipe6_roottrees.sh a dale odhadnuty stromy pomoci skriptt HybPipe7a astra sh,
HybPipe7b_astrid, HybPipe7c mrl.sh a HybPipe7e concatenatedFastTree.sh (Fér, in prep.).

Stejny postup analyzy dat prob&hl 1 pro ziskané chloroplastové geny s tim rozdilem, ze
jako reference slouzil plastom druhu Curcum roscoeana. Dale byly pouZzity dva jiné skripty
konkrétné HybPipe2 generatepslx cp.sh a HybPipe3 processpslx cp.sh. Zbytek pouzitych
skriptti byl totozny jako pro analyzu jadernych gent.

2.2.2.3.3.1  Testy monofylie

Pro otestovani riznych monofyletickych skupin byl pouzit skript, viz Tab. ¢. 12, kdy
bylo vytvofeno 7 potencidlné monofyletickych skupin. Konkrétné skupina Para, kterd
testovala, zda rod Paracostus je na bazi celé ¢eledi; skupina Tapein, ktera testovala, zda jsou
monofyletické vSechny asijské druhy; skupina Specht para, testovala, zda je rod Paracostus
na bazi asijskych druhti; skupina Afr testovala, zda jsou monofyletické africké druhy; skupina
Afr old JA testovala, zda jsou monofyletické africké druhy srodem Chamaecostus,
Dimerocostus a Monocostus; skupina OldJA_asie testovala monofylii mezi asijskymi druhy a
rody Chamaecostus, Dimerocostus a Monocostus a Afr_asie testovala monofylii mezi
africkymi a asijskymi druhy. Pak byly jednotlivé skupiny porovnény s topologiemi kazdého
genového stromu. Vystupem byla matice TRUE/FALSE, pro kazdou testovanou skupinu.
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Tabulka 12: Ptikazy pouzité pro testy monofylie (Fér, unpubl.).

library (phytools)
library (ape)
#define monophyletic groups of interest

Para=c("Costus-afer_S185","Costus-allenii_S247","Costus-arabicus_S251","Costus-
curvibracteatus_S246","Costus-dinklagei_S364","Costus-glaucus_S69","Costus-
laevis_S265","Costus-ligularis_S267","Costus-lucanusianus_S188","Costus-
phaeotrichus_S306","Costus-pictus_GB","Costus-pulverulentus_S302","Costus-
scaber_S305","Costus-spectabilis_S269","Costus-talbotii_S189","Costus-
tappenbeckianus_S303","Costus-tonkinensis_S268","Costus-vargasii_S304","Costus-
varzearum_S192" "Costus-villosissimus_S240","Dimerocostus-argenteus_S190","Chamaecostus-
cuspidatus_S191","Cheilocostus-borneensis_S239","Cheilocostus-candidus_S333","Cheilocostus-
globosus_S184","Cheilocostus-speciosus_S183","Monocostus-uniflorus_S187","Tapeinochilos-

ananassae_S182","Tapeinochilos-dahlii_S365")

Tapein=c("Cheilocostus-borneensis_S239","Cheilocostus-candidus_S333","Cheilocostus-
globosus_S184","Cheilocostus-speciosus_S183","Tapeinochilos-ananassae_S182","Tapeinochilos-
dahlii_S365","Costus-tonkinensis_S268")

Specht_para=c("Paracostus-englerianus_S186","Paracostus-paradoxus_S266","Cheilocostus-
borneensis_S239","Cheilocostus-candidus_S333","Cheilocostus-globosus_S184","Cheilocostus-
speciosus_S183","Tapeinochilos-ananassae_S182","Tapeinochilos-dahlii_S365","Costus-
tonkinensis_S268",)

Afr=c("Costus-afer_S185","Costus-spectabilis_S269","Costus-talbotii_S189","Costus-
dinklagei_S364","Costus-lucanusianus_S188","Costus-phaeotrichus_S306","Costus-
tappenbeckianus_S303","Costus-ligularis_S267")

Afr_old_JA=c("Costus-afer_S185","Costus-spectabilis_S269","Costus-talbotii_S189","Costus-
dinklagei_S364","Costus-lucanusianus_S188","Costus-phaeotrichus_S306","Costus-
tappenbeckianus_S303","Costus-ligularis_S267","Monocostus-uniflorus_S187","Dimerocostus-
argenteus_S190","Chamaecostus-cuspidatus_S191™)

OldJA_asie=c("Cheilocostus-borneensis_S239","Cheilocostus-candidus_S333","Cheilocostus-
globosus_S184","Cheilocostus-speciosus_S183","Tapeinochilos-ananassae_S182","Tapeinochilos-
dahlii_S365","Costus-tonkinensis_S268","Monocostus-uniflorus_S187","Dimerocostus-
argenteus_S190","Chamaecostus-cuspidatus_S191")

Afr_asie=c("Costus-afer_S185","Costus-spectabilis_S269","Costus-talbotii_S189","Costus-
dinklagei_S364","Costus-lucanusianus_S188","Costus-phaeotrichus_S306","Costus-
tappenbeckianus_S303","Costus-ligularis_S267","Cheilocostus-borneensis_S239","Cheilocostus-
candidus_S333","Cheilocostus-globosus_S184","Cheilocostus-speciosus_S183","Tapeinochilos-

ananassae_S182","Tapeinochilos-dahlii_S365","Costus-tonkinensis_S268")

#define list of groups (must be defined twice, once as a lists, once as hames) - TO BE SOLVED IN
THE FUTURE

groupsToTest=list(Para, Tapein,Specht_para,Afr,Afr_old_JA,OldJA_asie, Afr_asie)
groupsToTestNames=c("Para","Tapein","Specht_para","Afr","Afr_old_JA","OIdJA asie","Afr_asie")
#define trees (all files with *.tre in current directory) - this command will store all tree names in
'trees_files'

trees_files <- dir(pattern="*.tre")

#function reading newick tree and evaluating monophyly of species in a group (tips = "group")
monophyletic <- function(file, monolist) {
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print (file)
#read newick tree
tree = read.newick(file)
#put all species to "alltips'
alltips <- treeS$tip.label
#in 'comparelist' will be only thouse species from 'monolist' that are present in a tree
comparelist <- alltips[alltips %in% monolist]
#if nr. of species in comparelist is at least two function is.monophyletic is called
if (length(comparelist) > 1) {
mono <- is.monophyletic(phy = tree, tips = comparelist)
#otherwise function returns "NA"

Yelse {

mono <- NA
return(c(mono))

#put names of trees to ismonophyl
ismonophyl <- trees_files
#make dataframe (trees names in the first column)
ismonophyl <- data.frame(matrix(unlist(ismonophyl), nrow=(length(ismonophyl)), byrow=T))
#colnames(ismonophyl) <- c("tree™)
x<-0
#loop over all groups
for(i in groupsToTest) {
X<-x+1
#apply monophyly test of a group to all trees
ismonophyl[[x+1]] <- lapply(trees_files, monophyletic, monolist = i)
¥
#add column names to the matrix
colnames(ismonophyl) <- c("tree", groupsToTestNames)
#make matrix
ismonophyl <- as.matrix(ismonophyl)
write.csv(ismonophyl, file="monophylyResults.txt", quote=FALSE, row.names=FALSE)
#***SCRIPTEND***

2.2.3 Vyhodnoceni Velikosti genomu a fylogeneze

2.2.3.1 Korelace fylogenetické hypotézy s velikosti genomu

Pro vypocet a vizualizaci velikosti genomu na fylogenetickém stromé byl pouzit
program R a balik phytools (Revell, 2012) funkce contMap. Funkce ContMap nakresli na
strom kontinualné se vyvijejici parametr za pouziti Maximum likelihood k odhadu stavu
znakl ve vnitfnich nodech stromu. Tento vypocet byl proveden pro tfi stromy. Prvni byl
pouzit strom pochazejici z analyzy Datasetu za pouziti ML. Zde byly zahrnuty vzorky, ke
kterym  nebyla znama  velikost genomu, proto byla pouzita  funkce

contMap(method="anc.ML"), kdy se k vétvim, kde nejsou znamé hodnoty, dopocita
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prumérna hodnota podle okolnich znamych hodnot. Vétve vedouci ke vzorkiim bez velikosti
genomu byly obarveny na Sedo v programu Adobe Photoshop CS6. Driihy byl species tree

sestaveny konkatenaci a FastTree. Tietim byl strom sestaveny metodou ASTRID.

2.2.3.2 Rekonstrukce ancestralni velikosti genomu

Pro vypocet ancestralni velikosti genomu pro jednotlivé nody na stromé byl pouzit
program R balik phytools (Revell, 2012) funkce fastAnc. Tento vypocet bylo mozné
uskute¢nit pouze u stromu bez chybg&jicich dat. Byl pouZit species tree vytvofeny metodou
ASTRID.

Byly vypocteny Skalovaci parametry A=lambda, k=kappa, 6=delta, pro species tree
vytvofeny metodou ASTRID a species tree vytvofeny konkatenaci. Skalovaci parametry
charakterizuji evoluci proménné v tomto piipadé velikost genomu (Pagel, 1997, 2004).
Parametr lambda (A) popisuje, zda jsou hodnoty proménné pro jednotlivé taxony nezavislé na
fylogenezi. Tento parametr nabyva hodnot v intervalu od 0 do 1, kdy ¢im vyssi je tato
hodnota, tim vice topologie stromu ovlivnila vyvoj proménné. Parametr kappa (k) odhaduje,
jaky vliv ma délka vétvi na evoluci proménné. k >1 znamena, Ze se delsi vétve podileji na
evoluci proménné vice nez kratké. k <1 naopak znamena, Ze na evoluci dané proménné mély
veétsi vliv kratké vétve. V piipadé€, Zze se k=0, evoluce parametru probihala skokov¢, naopak
pokud se k=1, evoluce probihala pozvolné. Parametr delta (6) odhaduje, zda evoluci
proménné charakterizuje spiSe pomala akumulace zmén v case, nebo zda doslo k adaptivni
radiaci. & >1 odpovida viceméné konstantnim zménam béhem evoluce, 6 < odpovida
adaptivni radiaci. Odhad skalovacich parametrti byl proveden ML algoritmem v programu R
pomoci baliku caper (funkce pgls) (Orme et al., 2012) spolu s vypoctenim 95%

konfidenéniho intervalu.
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3. VYSLEDKY

3.1 Meéreni velikosti genomu

Na priatokovém cytometru bylo celkem analyzovano 146 vzorku. 2C-hodnota se
pohybovala v rozmezi 1,07 - 9,41 pg. Nejmensi 2C-hodnota byla namétfena pro druh Costus
talbotii, naopak nejvyssi pro druh Costus cf. ligularis. Nejmensi primérna 2C-hodnota byla
naméfena u rodu Monocostus K.Schum. 1,56 pg a rodu Dimerocostus Kuntze 1,65 pg,
nejvyssi potom pro rod Paracostus C.D.Specht 5,07 pg. Souhrn vSech naméfenych hodnot je
uveden v Tab. €. 13. Nejveétsi rozpéti hodnot bylo naméteno pro rody Costus L., Paracostus
C.D.specht a Cheilocostus C.D.Specht viz Obr. €. 26.

Tabulka 13: Namétené absolutni velikosti genomu (2C) pro ¢eled” Costaceae. St = standartd, B =

Bellis perennis, S = Solanum pseudocapsicum, 2C-hodnoty jsou uvedeny v pikogramech.

FCM kéd Identifikaéni ¢islo rod druh St 2C
Rod Chamaecostus

FCM 1257 | JLS 1935 Chamaecostus | cuspidatus B | 2,7836
Rod Dimerocostus

FCM 1343 | E19750179 Dimerocostus | argenteus B | 1,6543
FCM 1413 | US 1994712 Dimerocostus | strobilaceus B | 1,6407
FCM 1523 | R3137 Dimerocostus | strobilaceus white S | 1,6490
FCM 599 519990324 Dimerocostus | strobilaceus ‘Yellow' B | 1,6707
Primér 1,6537
Rod Monocostus

FCM 1431 | US 1994725 Monocostus uniflorus S | 1,5609
FCM 588 | JLS-431 Monocostus uniflorus B | 1,5605
Prumer 1,5607
Rod Costus

FCM 1307 | S20060821 Costus afer S | 4,8190
FCM 1611 | Innsb, ex Miinchen Costus afer (Munchen) S | 4,8459
FCM 1433 | US 1994671 Costus aff.afer B | 4,7916
FCM 1436 | US 1994675 Costus aff. guanaiensis B | 2,9001
FCM 1491 | L88,0426 Costus aff. curvibracteatus basal B | 23723
FCM 1492 | R3032 Costus aff. curvibracteatus terminal B | 2,3383
FCM 1293 | JLS 1950 Costus aff. lasius B | 2,4670
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FCM 1297 | S20100776 Costus aff. lucanusianus (yellow fls) S | 3,6631
FCM 1550 | R3245 Costus aff. villosissimus B | 2,6275
FCM 1254 | JLS 2084 Costus allenii 'Red Stem’ S | 3,5336
FCM 1316 | E19973663 Costus amazonicus B | 2,6248
FCM 1488 | L82,1252 Costus amazonicus B | 2,8344
FCM 1510 | R3124 Costus arabicus B | 2,6623
FCM 1515 | R3213 Costus barbatus B | 2,3806
FCM 1410 | US 1994678 Costus bracteatus B | 2,6699
FCM 1613 | 3485 ex Innsbruck Costus brasiliensis S | 4,8486
FCM 1241 | JLS 1930 Costus cf. scaber B | 2,4245
FCM 1432 | US 1994703 Costus comosus B | 2,3978
FCM 1549 | R3208 Costus comosus "Cliff Dweller" B | 2,2674
FCM 1517 | R3212 Costus comosus "Cliff Dweller" B | 2,2371
FCM 1312 | E19902066 Costus comosus (barbatus) B | 2,4062
FCM 1315 | E19973660 Costus curvibracteatus B | 24777
FCM 1304 | S20040282 Costus deistelii S | 4,8079
FCM 1612 | 17560 ex Innsbruck Costus dinklagei S | 4,8237
FCM 1440 | US 1994668 Costus dubius B | 4,8450
FCM 1305 | S20040277 Costus erythrocoryne S | 2,3504
FCM 1332 | E19750176 Costus glaucus B | 2,4336
FCM 1246 | JLS 2085 Costus guianensis var, tarmicus ‘Marmallade’ | B | 2,6289
FCM 1251 | JLS 2098 Costus chartaceus S | 23631
FCM 1428 | US 1990016 Costus chartaceus B | 2,3597
FCM 1334 | E19751801 Costus laevis B | 2,5447
FCM 1424 | US 1994681 Costus laevis B | 2,5519
FCM 1521 | R3086 Costus laevis B | 2,4610
FCM 1548 | R3135 Costus laevis B | 2,6222
FCM 1253 | R19990780 Costus lasius B | 2,5702
FCM 1406 | US 1994670 Costus lasius B | 2,6177
FCM 1256 | JLS 2117 Costus lateriflorus S | 1,3706
FCM 1434 | US 1998224 Costus lateriflorus S | 1,3658
FCM 1538 | R3126 Costus longibracteolatus green B | 2,5365
FCM 1429 | US 1994673 Costus malorteanus B | 2,3224
FCM 1490 | R2972 Costus montanus B | 2,5690
FCM 1507 | L2003,0187 Costus nudicaulis B | 2,0321
FCM 1514 | M97P45 Costus phaeotrichus B | 2,5619
FCM 1427 | US 1994685 Costus pictus B | 2,2466
FCM 1335 | E20080228 Costus pulverulentus B | 2,5020
FCM 1539 | R3133 Costus pulverulentus B | 2,5995
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FCM 1618 | 7264 ex Innsbruck Costus pulverulentus B | 4,5834
FCM 1435 | US 1994677 Costus scaber S | 3,5854
FCM 1511 | R3076 Costus scaber B | 2,4958
FCM 1537 | R3220 Costus scaber B | 2,3757
FCM 1614 | 120070ex Innsbruck Costus scaber B | 2,4120
FCM 1266 | JLS 1873 Costus sp. "aff. plicatus, hairy' B | 2,8240
FCM 1268 | JLS 1901 Costus sp. nov, aff plicatus B | 2,5995
FCM 063 E19881617 Costus spectabilis B | 4,3934
FCM 1314 | E19881617 Costus spectabilis S | 4,1958
FCM 1430 | US 1996284 Costus spectabilis B | 4,2146
FCM 1437 | US 2002127 Costus spicatus B | 2,5416
FCM 1518 | R3129 Costus spiralis, green bract form B | 2,4600
FCM 1291 | JLS 2115 Costus talbotii S |1,3723
FCM 1522 | M07P213 Costus talbotii S | 1,0741
FCM 1426 | US 1994682 Costus tappenbeckianus B | 4,8710
FCM 1438 | US 1994680 Costus vargasii B | 2,6383
FCM 1519 | R3264 Costus vargasii B | 2,4843
FCM 1301 | S20110245 Costus varzearum B | 2,9356
FCM 1313 | E19822834 Costus villosissimus B | 2,5516
FCM 1238 | JLS 1931 Costus villossisimus B | 2,7724
FCM 1242 | JLS 1931 Costus villossisimus B | 2,7465
FCM 1439 | US 1994707 Costus vinosus B | 2,4558
FCM 1524 | L2001,0523 Costus vinosus B | 2,5562
FCM 1520 | R3092 Costus wilsonii B | 24772
FCM 1615 | 4405 ex Innshruck Costus woodsonii B | 2,5032
Pramér 2,8563
Rod Cheilocostu (Hellenia)

FCM 591 | JLS-437 Cheilocostus Candidus sp. Nov. B | 2,3067
FCM 1509 | R3170 Cheilocostus aff. potierae B | 1,9974
FCM 1235 | JLS 2198 Costus aff. speciosus S | 18134
FCM 1338 | E20040728 Cheilocostus borneensis S | 2,8922
FCM 1237 | JS 74749 Cheilocostus cf. speciosus S | 1,9513
FCM 1250 | JLS 711 Cheilocostus cf. speciosus Moluky S | 1,9386
FCM 597 S20060634 Cheilocostus globosus B | 2,2194
FCM 600 S20040135 Cheilocostus globosus B | 2,1270
FCM 1300 | S20040135 Cheilocostus globosus =FCM 600 S | 2,1554
FCM 1489 | R3091 Cheilocostus globosus yellow ? Mellow yellow? B | 2,2842
FCM 1339 | E20090617 Cheilocostus sopuensis S | 1,3961
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FCM 590 | JLS-584 Cheilocostus sopuensis B | 1,4115
FCM 1249 | JLS 1723 Cheilocostus sp. S | 16771
FCM 1274 | JLS 1605 Cheilocostus sp. S | 1,8040
FCM 1275 | JLS 1785 Cheilocostus sp. S | 1,8309
FCM 592 | JLS-436 Cheilocostus sp. B | 1,7201
FCM 739 | JLS 1693 Cheilocostus sp. B | 1,9754
FCM 1469 | M1731 Cheilocostus sp. nov. B | 2,0999
FCM 1245 | JLS 816 Cheilocostus speciosus S | 3,5354
FCM 1270 | JLS 1176 Cheilocostus speciosus S | 1,9138
FCM 1272 | JS 74766 Cheilocostus speciosus S | 1,9857
FCM 1296 | JS 74757 Cheilocostus speciosus S | 2,1213
FCM 1342 | E19751812 Cheilocostus speciosus B | 1,9373
Primér 2,0476
Rod Tapeinochilos

FCM 1458 | W89567 Tapeinochilos | aff. dahlii B | 1,8070
FCM 601 20001570*B Tapeinochilos | anannasae B | 1,7669
FCM 1340 | E20070119 Tapeinochilos | dahlii S | 11,7928
FCM 1294 | JLS 2078 Tapeinochilos | densum S | 1,8016
FCM 1456 | W14P83 Tapeinochilos | palustris B | 1,8655
FCM 1258 | JLS 2118 Tapeinochilus | queenslandiae S | 1,7577
FCM 1457 | W04P28 Tapeinochilos | solomonensis B | 1,7684
FCM 1318 | E20131999 Tapeinochilos | sp. S | 1,7764
Prumer 1,7920
Rod Paracostus

FCM 1319 | E19622228 Paracostus paradoxus B | 4,9693
FCM 1320 | E19773474 Paracostus paradoxus B | 49613
FCM 1333 | E19773484 Paracostus paradoxus S | 4,9564
FCM 1341 | E20040947 Paracostus sp. B | 2,7224
FCM 1512 | L93,0288 Paracostus englerianus B | 5,3056
FCM 1513 | M756 Paracostus paradoxus B | 7,0156
FCM 589 | JLS-888 Paracostus englerianus B | 55279
Primeér 5,0655
Nezarazené

FCM 1508 | R2261 Costus "El Whiskey" B | 2,8725
FCM 1525 | R3160 Costus aff. nitidus B | 2,4035
FCM 1516 | R3139 Costus aff. ricus B | 2,2796
FCM 1317 | E19521080 Costus cf. ligularis B | 9,4139
FCM 1252 | JLS 2101 Costus hieroglyficus S | 2,2392
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FCM 1628 | FRI 48457 Costus oligophyllus B | 1,9769
FCM 1262 | JLS 2100 Costus productus var. productus 'red stems' B | 24784
FCM 1240 | JLS 1929 Costus sanguineus B | 2,3945
FCM 1067 | MP 17 Costus sp. B | 1,8514
FCM 1236 | JLS 1227 Costus sp. S | 1,7025
FCM 1239 | JLS 2033 Costus sp. S | 2,9681
FCM 1244 | JLS 1870 Costus sp. S | 2,8468
FCM 1255 | JLS 1605 Cheilocostus sp. S | 1,7941
FCM 1264 | No1785 Costus sp. S |1,8439
FCM 1265 | JLS 972 Cheilocostus sp. B | 2,5845
FCM 1295 | S20060114 Costus sp. B | 4,7287
FCM 1306 | S20041027 Costus sp. (green fl) B | 2,7080
FCM 1247 | S20010315 Costus sp. Africa S | 4,8243
FCM 1269 | S20100779 Costus sp. Africa B | 2,5297
FCM 1243 | JLS 887 Costus sp. ‘blue flowers' S | 2,0319
FCM 1292 | JLS 2037 Costus sp. nov.? (red pulvinus) S | 1,6522
FCM 1248 | JLS 1680 Costus tonkinensis B | 2,5099
FCM 1271 | JLS 1690 Costus tonkinensis B | 2,5068
FCM 1273 | JLS 371 Costus tonkinensis B | 2,5334
FCM 593 | JLS-831 Costus tonkinensis B | 2,4700
FCM 966 | JLS 2153 Costus tonkinensis B | 25774
FCM 1299 | JLS 831 Costus tonkinensis =FCM 593 B | 2,4915
FCM 1302 | JLS 2153 Costus tonkinensis glabrous B | 2,5447
FCM 1303 | JLS 2153 Costus tonkinensis hairy B | 2,7260
FCM 1267 | S20100780 Costus xx of Gabon S | 2,0109
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Obrazek 26: Krabicové diagramy v§ech namétenych 2C-hodnot pro jednotlivé rody celedi Costaceae.

3.2 Doplnéni druhu a rekonstrukce fylogeneze

Do souhrnného Datasetu bylo pouzito celkem 104 jedincl. Bylo zatfazeno 23 jedincti
shodnych z ptedchozi fylogenetické studie (Specht, 2006a) a 62 jedinct pochazejici piimo z
této studie, z ¢ehoz 2 slouzily jako outgroup (Siphonochilus decora a Siphonochilus kirkit).
Déle bylo ptfidano 15 novych druhi, které doposud nebyly analyzovany. Kvilli casto
pfitomnému dvojitému signalu a celkové Spatné Citelnym sekvencim nebyl do analyz zatazen
usek ITS.

Z HybSeq sekvenovani byly ziskany jak jaderné geny, tak i geny chloroplastu. Do
analyz jadernych gent bylo pouzito 33 jedincti, pouze v ptipad¢ odhadu species tree metodou
ASTRAL bylo zatfazeno 31 jedincl. Pro analyzu chloroplastovych gent bylo zatazeno 32
jedincd. V obou piipadech slouzil jakou outgroup Siphonochilus aethiopicus. Druhy byly
vybrany tak, aby co nejlépe odrazely diverzitu celedi Costaceae a soucasn¢ byly zahrnuty

taxony, které se doposud neanalyzovaly.
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3.2.1 Fylogenetické analyzy z klasického sekvenovani

3.2.1.1 Maximalni parsimonie

Celkové byla metoda Maximalni parsimonie uplatnéna na dva datové soubory. Prvni
byl pouzit vySe zminény Dataset, z analyzy celkové vyslo 1585 stromi, délka stromu byla
2950 krokd. Konzisten¢ni index byl CI=0,909 a reten¢ni index byl RI=0,910. Jeden z
nejparsimonic¢téjSich stromd je uveden v ptiloze 1, konsenzus neni uveden, jelikoz nemél
V podstaté zadnou rozliSovaci schopnost.

Druhy soubor dat byl vytvoten ze vzorki z ptvodni analyzy s tim, ze byly zatazeny
pouze ty druhy, ke kterym byla métena i velikost genomu. Celkem vzniklo 14
nejparsimongjSich stromd. Délka nejkratSich stromt byla 2717 krokt. Konzisten¢ni index byl
Cl =0,704 a retenc¢ni index byl Rl = 0,735. Zakladni taxony byly dobie odd€leny, avsak Casto

s podporami mensimi nez 50 %. V rodé Costus byla topologie velmi nestabilni.

3.2.1.2 Maximum likelihood

Strom vytvofeny metodou Maximum likelihood dosahl vérohodnosti -18445,06.
Celkové procento chybéjicich dat je 68,7 %. Topologie jednotlivych taxont nejlépe
odpovidala publikované praci (Specht, 2006) ze vSech pouzitych 3 metod rekonstrukce
fylogeneze. Podpora nizsi nez 70 % byla povazovana za slabou. Celkové neni strom dobie
podpofen bootstrapovymi hodnotami, coz je s nejvétsi pravdépodobnosti zptisobeno velkym

mnozstvim chybg&jicich dat. Vysledny strom je uveden v piiloze 2.

3.2.1.3 Bayesovska analyza

Strom vytvofeny na zakladé¢ Datasetu mél Average standard deviation of split
frequencies = 0.016277, coz je na hranici pouzitelnosti. Tato hodnota by se méla pohybovat
do 0,01 v tomto piipadé to znamena, Ze stromy konvergovaly k velmi podobnému vysledku.
Primérna marginalni pravdépodobnost jednotlivych béhti byla -18511,44 a -18515,45.
Celkovy pocet uloZenych stromi byl 149966. Topologie stromu pfiblizné odpovida praci

61



(Specht, 2006), ale pouze pro jednotlivé rody, jinak byl strom bez rozliSovaci schopnosti.

Vysledny strom je uveden v piiloze 3.

3.2.2 Fylogenetické analyzy z NGS-HybSeq

3.2.2.1 Odhady species trees

Metodou FastTree bylo ziskano 650 stromt pro jednotlivé jaderné geny a 82 stromt pro
chloroplastové geny. Z téchto genovych stromli byly odhadnuty species trees jednak
konkatenaci s konstrukci stromu pomoci FastTree dale metodami MRL, ASTRAL a ASTRID.
Stromy vytvorené na zakladé¢ jadernych genii jsou uvedeny v pfilohach 4 - 7, pro

chloroplastové v pfilohach 8 - 11.

3.2.2.2 Testy monofylie

Pii testech monofylie bylo analyzovdno 650 genovych stromi, pro jednotlivé
definované skupiny. NejlepSiho skoré dosahla skupina Tapeino, kterd testovala, zda jsou
monofyletické asijské druhy s rodem Tapeinochilos, kdy toto pattern bylo nalezeno v 53,38 %
genovych stromd. Ve 21,69 % genovych stromt byl rod Paracostus bazalni, coz bylo
testovano zarazenim vSech zéstupcl ¢eledi mimo zmineny Paracostus a ve 12 % genovych
stromt vySly monofyletické jihoamerické rody Chamaecostus, Dimerocostu a Monocostus

s asijskymi druhy. Vysledky testu monofylie jsou shrnuty v tabulce ¢. 14.

Tabulka 14: Vysledky testu monofylie. Je uveden celkovy pocet monofyletickych shod pro
jednotlivé skupiny z celkového poctu 650 genovych stromid. V druhém tadku jsou vysledky

vyjadfeny v procentech.

Para Tapein Specht_para | Afr Afr_old _JA | OIdJA asie | Afr_asie
141 347 2 7 1 78 0
21.69% |53.38% | 0.31% 1.08% |0.15% 12.00 % 0.00 %
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3.3 Korelace velikosti genomu s fylogenezi

Pro porovnani velikosti genomu s fylogenetickymi vztahy celedi Costaceae byly
jednotlivé 2C-hodnoty namapovany na stromy vytvorené metodou Maximum likelihood. Poté

byly pomoci ML odhadnuty parametry A, «, .

3.3.1 Evoluce velikosti genomu

Velikosti genomu byly namapovany na tii stromy. Prvni byl pouzit strom pochazejici
z analyzy Datasetu za pouziti ML viz pfiloha 12. Drihy byl species tree sestaveny
konkatenaci a FastTree viz piiloha 13. Tfetim byl strom sestaveny metodou ASTRID, viz
priloha 14, soucasné byly pro tento strom vypocteny ancestralni velikosti genomu pro

jednotlivé nody pomoci ML, viz ptiloha 15.

3.3.2 Odhady skalovacich parametru

Odhady skalovacich parametrii byly vypocéteny pro konkatenovany species tree a
species tree sestaveny metodou ASTRID. Jednotlivé odhady Skalovacich parametri spolu
$95% konfidenénimi intervaly jsou uvedeny v tabulce 15 a 16 spolu s grafickym
znazornénim na obrazku 27 a 28. Parametr A byl defaultné¢ nastaven na 1 stim, Ze byl
dopocten 95% konfidenc¢ni interval (CI). Parametr k vySel pouze v pfipadé konkatenovaného
species tree, kdy se rovnal 0,980, coz naznacuje, ze evoluce proménné méla spiSe pozvolnou
evoluci. Parametr & vysel u kazdého species tree odlisné a jsou spolu v rozporu, ¢ili nelze pomoci

tohoto parametru charakterizovat evoluci proméné.

Tabulka 15: Odhady Skalovacich parametrii A, k a & pro konkatenovany species tree spolu s 95%

konfiden¢nimi intervaly.

Parametr | Odhad parametru (ML) | 95% konfidenéni interval
A 1.000 0.547 - NA
K 0.980 NA, 2.317
) 1.007 0.072, 2.981

Obr 27
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Obrazek 27: Grafy znazornujici 95% konfidenéni interval parametrii A, k a & pro 2C-hodnoty na

konkatenovaném species tree.

Tabulka 16: Odhady $kalovacich parametri A, k a & pro species tree vytvofeny na zakladé ASTRID

spolu s 95% konfiden¢nimi intervaly.

Parametr | Odhad parametru (ML) | 95% konfidenéni interval
A 1,000 0,884, NA
K 0,000 NA, NA
) 0,304 0,023, 0,847
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Obrazek 28: Grafy znazornujici 95% konfidenéni interval parametrii A, k a & pro 2C-hodnoty na

species tree vytvoreném metodou ASTRID.
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4. DISKUZE

4.1 Nomenklatura a taxonomie

V této diplomové praci byla pouzita néktera synonyma k dnes akceptovanym nazvim.
Jedna se o rod Hellenia (=Cheilocostus). Bylo tak u¢inéno z divodu, Ze tento nazev je platny
pouze kratkou dobu a je reflektovan pouze v databazi World checklist of selected plant
families ([online]), databaze IPNI ([online]) a The Plant List ([online]) tuto zménu zatim
nereflektovaly. Dalsim diivodem je fakt, ze je usilovano o konzervaci jména Cheilocostus, viz
kapitola 1.4.2.4. Rod Hellenia v soucasnosti zahrnuje ¢tyfi druhy, coz ziejmé dostateéné
neodpovida morfologické diverzité tohoto rodu, jak uz naznacuje (Specht, 2006a), kdy druhy
Hellenia speciosa a Hellenia globosa ziejmé piedstavuji Siroké komplexy. Dale byl do této
prace zahrnut asijsky druh Costus tonkinensis, ktery neodpovida rodové charakteristice pro
Costus, ktery je zastoupen pouze Jizni Americe a Africe. I ve vysledcich fylogenetickych

analyz tento druh spada k asijsému rodu Hellenia.

4.2 Sekvence DNA

Pti sekvenovani jednotlivych tiseki DNA byla optimalizovana PCR reakce, viz Obr. €.
22 (obrazky gel). Navzdory tomu byly v sekvencich ¢asto pfitomny dvojsignaly. V piipadé
ITS se jednalo skoro 0 vsechny sekvence, v tomto ptipad¢é lze tento jev nejspise vysvétlit
nedokonalou ,,concerted evolution®, nicméné tento usek byl soucasti prace (Specht et al.,
2001; Specht, 2006a), proto bylo ptedpokladano, ze vysledky budou dobré. Je ziejmé, ze i v
ptipadé¢ téchto praci ITS nefungovalo optimalné, jelikoz pro nékteré taxony tento usek chybi.
Je otazkou, jak piesné vypadaly pouzité Specht sekvence. Celkové se pii prubézném testovani
ukazalo, Ze usek ITS ma malou vypovédni hodnotu o fylogenezi této celedi. Je to jeden
z diivodu, pro¢ nakonec nebyl tsek ITS do analyz zahrnut. Nizka variabilita ITS je do jisté
miry pfekvapenim S ohledem na sesterskou celed’ Zingiberaceae, kde je tento usek znacné
variabilngjsi rovnajici se n¢kolikanasobné delsimu matK (Pospisilova, 2012; Hlavata, 2014).
V ptipad¢ tseku trnL-F byl detekovan stejny problém, nicméné v mensi mife, zato vysvétleni
puvodu dvojsignalu v useku chloroplastové DNA neni trividlni. Muze se jednat o

nedokonalost polymeraz, nicméné v nékterych piipadech byl i po nékolikanasobném
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opakovani vysledek stale stejny, oproti tomu jiné sekvence byly velmi kvalitni uz od zacatku.
Celkove byla do analyz pouzita piiblizné tfetina ziskanych sekvenci.

V piipadé metody HybSeq byly nekvalitni sekvence odfiltrovany. Z téchto sekvenci
byly pomoci vySe zminéné pipeline ziskany gene trees. Je tieba fici, ze tyto gene trees nebyly
déale hodnoceny ani filtrovany. Na zaklad¢ ziskanych statistik o stromech je mozné provést
manualni odstranéni nékterych gend, kdy vysledkem mohou byt lepsi odhady species tree
s veétsimi statistickymi podporami. I kdyz v této praci nebyla provedena korekce gene trees,
jsou statistické podpory jednotlivych species trees vysoké a maji dobrou rozliSovaci

schopnost.

4.3 Rekostrukce fylogeneze

V této praci nebyly provedeny ILD (Incongruence Length Difference) testy, které by v
ptipad¢ signifikantniho vysledku naznacovaly, Ze pouzité sekvence z tiseku ITS a trnL-F jsou
ve vzajemném Kkonfliktu a nebylo by pak vhodné je zafadit do analyz spolecné. ILD testy
nebyly zafazeny proto, ze byly pro jednotlivé tseky provedeny v praci (Specht et al., 2002;
Specht, 2006a), kdy nevysly signifikantni a také diky tomu, ze do analyz nebyl zahrnut Gsek
ITS, ktery by spolu s chloroplastovymi tseky mohl potencialné jevit inkongruence.

Vysledné stromy z analyz MP, ML a Bayesovské analyzy, viz ptilohy 1 — 3,
vykazovaly stejnou topologii pro oddéleni rodu Monocostus, Dimerocostua a Chamaecostus
od zbytku zastupct Costaceae. Rod Chamaecostus mél ve vsech piipadech stejnou topologii,
cozZ lze vysvétlit pfitomnosti pouze jednoho vzorku s velkym mnozstvim chyb¢jicich dat, dale
totoznou topologii pro vSechny stromy mél rod Monocostus. Rod Dimerocostus tvofil
monofyletickou skupinu s dobrymi bootstrapovymi podporami pouze v piipadé ML, ve
stromech MP a Bl vykazovala tato skupina polytomie spolu s rodem Monocostus. Stejna
topologie vSech stromii byla detekovana i pro oddéleni rodu Cheilocostus a Tapeinochilos od
zbyvajicich skupin Paracostus a Costus. Rod Tapeinochilos byl v ptipadé MP a BI s nizkymi
podporami, ale beze zbytku oddélen, v piipadé MP byl Tapeinochilos anannasae ptifazen k
druhim komplexu Cheilocostus globosus. Rod Cheilocostus vysel ve vSech analyzach jako
parafyleticky, kdy je na bazi oddélen komplex Cheilocostus globosus a od néj jsou oddéleny
rod Tapeinochilos a komplex Cheilocostus speciosus spole¢né s druhy Cheilocostus aff.

Potierae a Cheilocostus sopuensis. Topologie rodu Paracostus byla nestabilni i po vyfazeni
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vzorku Paracostus paradoxus puvodem z datasetu (Specht, 2006a), ktery obsahoval jen
kratkou sekvenci, a kde zbytek byla chybéjici data. Tato skupina se ve vSech analyzach
zatradila na bazi ke skupin¢ Costus, coz je v rozporu s publikovanou praci (Specht, 2006a),
kdy skupina Paracostus tvofila bazi ke skupinam Cheilocostus a Tapeinochilos. Nejvétsi
skupina Costus vysla ve vSech analyzach jako nejodvozengjsi. VSechny taxony odpovidaji jiz
diive publikované praci (Specht 2006a), ale pouze zatazenim do jihoamerického rodu Costus.
Vnitini vztahy byly velmi mélo podpoteny, nebo tpln€ bez podpory. Diivodem muze byt
jednak velky podil chybéjicich dat, tak i1 fakt, ze tato skupina rychle radiovala a vybrané
useky nejsou dostate¢né variabilni, aby uspokojivé vysvétlovaly vztahy v ramei této skupiny.
Celkové nejveétsim problémem vSech v této praci provedenych analyz z Gseku trnL-F je nizka
statistickd podpora vétvi, coz je s velkou pravdépodobnosti zplisobeno velkym podilem
chybéjicich dat, kterd ptesahovala 60 %.

Vysledky fylogenetickych analyz zalozenach na NGS datech jsou znacné
jednotlivé rody stejnou topologii, rozdily jsou patrné az v rdmci vztahu na vnitrorodové
urovni, viz ptilohy 4 - 11. Tyto vysledky nenaznacuji né&jakou fylogenetickou souvislost
s riznymi adaptacemi na opylovani a je tak v souladu s praci (Specht et al., 2012), ktera téz
postuluje homoplasie v piechodu z opylovani hmyzen na opylovani ptaky.

Zésadnim a novym zjisténim je, ze rod Paracostus je s nejvétsi pravdépodobnosti na
bazi celé Celedi. Tento vysledek je v rozporu jak s publikovanou praci Specht (2006a), tak
s vysledky ziskanymi na zakladé useku trnL-F. Co se vnitrorodového vztahu ty¢e se svym
disjunktnim rozsitenim v Africe a Asii se bud’ mize jednat o reliktni druhy, kdy mohl byt
spole¢ny ptedek pro tento rod Siroce rozsifen a v soucasnoti miizeme pozorovat zbytky SirSiho
arealu, nebo se muze jednat o jednorazovou disperzi a to bud’ Americko-Asijsou nebo
Asijsko-Americkou. Dale vsechny fylogenetické analyzy v této praci naznacuji, Ze rod
Hellenia neni monofyleticky, nybrz se jedna o parafyletickou skupinu, do které je vmezefen
rod Tapeinochilos, ktery tvofi sesterskou skupinu sdruhem Hellenia speciosa
(=Cheilocostus speciosus). Tuto hypotézu potvrzuji i testy monofylie, kdy tento stav byl
pfitomen pro 53 % jadernych genovych stromil. Tento vysledek je v rozporu s navrzenou
fylogenezi Specht (2006), kde je rod Hellenia monofyleticky. Zajimavym zji§ténim téz bylo,
ze stejnou topologii Specht publikovala v praci zabyvajici se datovanim celedi Costaceae
(Specht, 2006b), kdy tento fakt nikterak nekomentuje, soucasné pii predbéznych testech
variability jednotlivych useku, kdy byla pouzita data z prace (Specht, 2006a) ziskana
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z treeBASE, bylo pozorovéno stejné pattern. Je tedy otdzkou, jak presné Specht data
analyzovala, ze vysledky ukazovaly na monofyleti¢nost rodu Hellenia. Co se morfologie rodt
Hellenia a Tapeinochilos tyka, je naklonéna spise hypotéze monofylietického rodu Hellenia.
Lze najit morfologické podobnosti pro Hellenia speciosa a Hellenia globosa Vv jejich rozsifeni
na asijském kontinenté, kde jsou opylovany vcelami. V kontrastu srodem Tapeinochilos
s centrem diverzity na Nové Guinei a jejim blizkém okoli, kdy tyto rostliny opyluji ptaci. U
rodia Cheilocostus, Dimerocostus a Monocostus je pozorovana stejna topologie jako
v publikaci (Specht, 2006a).

4.4 Velikost genomu

V této diplomové praci namétené velikosti genomu (2C 1,07 — 9,41 pg) patii podle
Soltise et. al. (2003) do kategorie velmi malych aZ malych genomii. Radi se tak k mnohym
zastupcim s podobnou velikosti genomu z ¢eledi Zingiberaceae podéeledi Zingiberoideae,
jez je charakteristickd svou distribuci v tropickém sezonnim lese, kde tvofi dormantni stadia.
V celedi Costaceae se dormantni stadia nevyskytuji, nicméné jsou zde zastupci, ktefi se téz
vyskytuji v tropickych sezonnich lesech a maji sezénné opadavé listy. Naopak druhd
podceled’ Alpinoideae ma signifikantné vétsi velikosti genomu, pficemz se vyskytuje pouze v
tropickém destném lese (Specht & Stevenson, 2006; Fér etal, unpubl.). Piekvapivym
zjisténim bylo naméfeni nejvetSich genomovych velikosti (2C ~ 5 pg) z celé ¢eledi u rodu
Paracostus, ktery je typicky svym vibec nejmenSim vzristem ze vSech zastupci celedi
Costaceae a zahrnuje dva druhy Paracostus englerianus vyskytujici se v Africe a Paracostus
paradoxus s typickym vyskytem na Borneu. I timto 1ze poukazat na fakt, Ze jsou tyto dva
druhy nejspi§ blizce piibuzné, 1 kdyZ maji odliSny aredl rozSifeni. Naopak pro rod
Dimerocostus, jez zahrnuje zastupce dosahujici nejvétsiho vzristu, byly naméteny jedny z
nejmensich 2C-hodnot (2C ~ 1,7 pg). Toto zjisténi naznacuje, Ze velikost genomu v této
celedi s nejvetsi pravdépodobnosti nesouvisi z velikosti rostlin, ale spiSe odpovidad procesiim

probihajicim na chromozomalni Grovni.
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4.5 Velikost genomu a fylogeneze

Pro porovnani, zda velikosti genomu koreluje s fylogenezi, byl pouzit jednak vlastni
Dataset, kde byly pfifazeny velikosti genomu pouze k odpovidajicim vzorkiim. Zbylé taxony,
puvodem z prace (Specht, 2006a), které byly k tvorbé stromu téz pouzity, aby bylo dosazeno
roz¢lenéni jednotlivych skupin, byly ponechany bez ptitazené 2C-hodnoty, viz ptiloha 12,
protoze samotny usek trnL-F nemél dostate¢nou vypoveédni hodnotu o fylogenetickych
vztazich v rdmci celedi.

Dale byly velikosti genomou namapovany na species trees na zaklad¢ konkatenace a
ASTRID, navic byly pro promnénou vypocteny skalovaci parametry. Na strom zkonstruovany
metodou ASTRID byly jesté pomoci ML vypocteny ancestralni genomové velikosti, viz
ptilohy 13 - 15.

Vysledky ze vSech analyz naznacuji, Ze velikost genomu hrala vyznamnou roli v
evoluci Celedi Costaceae, kdy jednotlivé rody s vyjimkou rodu Costus vykazovaly vzajemné
podobné genomové velikosti a liSily se od rodd blizce ptibuznych. Vysledky velikosti
genomu pro rod Costus naznacuji, Zze ptuvodni africké druhy maji vétsi genomové velikosti a
druhy jihoamerické radiace prodélaly redukci ve velikosti genomu. Z vysledkti popisujicich
trendy v evoluci genomu je ziejmé, ze se fylogeneze podilela na evoluci tohoto parametru,

nicmén¢ dal$i charakteristiky parametrti k a 6 nelze uspokojivé interpretovat.

4.6 Velikost genomu a pocet chromozému

Z literatury bylo zjisténo pomérné dost udajii o poctech chromozomu pro jednotlivé
druhy celedi Costaceae (2n=18, 27, 28, 36, 72), (Mahanty, 1970; Mass, 1972; Mass, 1977,
Gill, 1978; Subrahmanyam and Khoshoo, 1986; Guerra, 1988; Prathepa, 1995; Vovides &
Lascurain, 1995; Edeoga and Okoli, 2000). Pfi srovnani téchto udaji s fylogenetickymi
vztahy a zaroven velikosti genomu pro jednotlivé rody, je mozno nalézt urcité konsekvence.
Pro rody Chamaecostus a Tapeinochilos s jednémi z nejmensich genomu bylo napocitano
2n=18 ¢ili nejmensi spocteny pocet. Pro vzajemné piibuzné rody Monocostus a Dimerocostus
s téz malymi velikostmi genomu, bylo spocitano 2n=27. V rod¢ Hellenia byla zjisténa cela
Skala poctli chromozomi, ackoli velikosti genomu jsou piiblizné€ konstantni. V tomto ptipadé

muze jit bud’ o nedostate¢né podchyceni celkové variability velikosti genomu, nebo a to je
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Slechténim, jelikoz druh Hellenia speciosa je velmi hojné péstovana a splanuje zpét do volné
ptirody. I diky tomuto faktu ma dnes tento druh o hodné vétsi areél vyskytu, nez byly ptivodni
lokality. Napftiklad pfitomnost tohoto druhu Vv Jizni Americe miize byt disledkem zavleceni
nikoli dusledkem disperze. Pro rod Paracostus s nejvétsi naméfenou velikosti genomu bylo
zjisténo 2n=36, coz odpovida tetraploidni Grovni. Takto velky genom mtize byt vyhodny na
mistech, kde je velké zastinéni, jelikoz je takto efektivnéjsi fotosyntéza, coz presné tento rod
splituje. Pro rod Costus bylo zjisténo 2=18, 27, 36 a velka Skala velikosti genomu, ktera by
mohla v nékterych ptipadech odpovidat jednotlivym po¢tim chromozému. Napi. pro Costus
afer byla 2C-hodnota ~4,8 pg a zaznamenano 2n=18, 36. Teoreticky je to mozné, protoze se

jedné o nejmadsi druhy celedi Costaceae.
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ZAVER

Vysledky fylogenetickych analyz ukazuji na zasadni rozdily v chapani piibuzenskych
vztahii Celedi Costaceae, kdy vychézi jako bazélni skupina rod Paracostus a asijsky rod
Cheilocostus se jevi byt parafyleticky, kdy se do n¢j vmezetil rod Tapeinochilos.

Z vysledki méfeni absolutni velikosti genomu bylo zjiSténo, ze zastupci Celedi
Costaceae maji spiSe maly genom a jednotlivé 2C-hodnoty se pohybuji v rozmezi 1,07 - 9,41
pg. Namétené hodnoty byly namapovany na fylogenetické stromy, kde se ukazalo, ze velikost
genomu celkem dobie odrazi fylogenetické vztahy v ramci této ¢eledi. U jednotlivych druhd v
ramci rodu je velikost genomu srovnatelnd, oproti velikostem genomu mezi jednotlivymi rody
se lisi. Nejvetsi velikost genomu byla prekvapivé naméfend v rod¢ Paracostus, ktery je
charakteristicky svym velmi malym vzriistem, oproti zbylym rodim v ramci této ¢eledi. Jedna
z nejmensich velikosti genomu byla naméfena v rodé Dimerocostus, ktery dosahuje nejvysiho

vzrustu.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

Bl Bayesian inference, Bayesovska analyza
bp base pair, komplementarni pary bazi
GBIF Global Biodiversity Information Facility
GTR Generalised time-reversible

Hyb-Seq Sequencing using Hybridization-based enrichment, Sekvenovani, kdy pro

tvorbu obohacenych knihoven bylo pouzito hybridizace

HGT Horizontal gene transfer

ILS Incomplete lineage sorting

ITS Internal transcribed spacer, vnitini ptepisovany spacer

LSC Long single copy (region)

ML Maximum likelihood, maximalni vérohodnost

m.n.m metri nad mofem

MP Maximum parsimony, maximalni parsimonie

NGS Next-Generation Sequencing, sekvenovani nové generace (sekvenovani dalsi
generace)

treeBASE databaze (A Database of Phylogenetic Knowledge)

trnL-trnF trnL intron, 3'trnL exon a trnL-F intergenovy spacer
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Priloha 2: Strom zaloZeny na maximum likelihood s pouzitymi daty z Datasetu.
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Priloha 3: Strom vytvofeny na zakladé Bayesovské analyzy.
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Ptiloha 4: Species tree na zakladé jadernych genti zkonstruovany metodou MRL.

Costus ligularis S267

100 I Costus tappenbeckianus S303
L Costus phaeotrichus S306
100 Costus scaber S305
Costus pulverulentus S302
Costus vargasii $304
o Costus glaucus S69
m Costus villosissimus $240
Costus curvibracteatus S246
Costus arabicus 251
100 Costus varzearum $192
Costus laevis 8265
100 Costus allenii 5247
Costus pictus GB
100 Costus lucanusianus S188
100 Costus dinklagei S364
ﬂ _I— Costus afer S185
100 Costus spectabilis $269
_I— Costus talbotii $189
100 | Monocostus uniflorus 187
100 | - Dimerocostus argenteus $190
= Chamaecostus cuspidatus S191
E 100 Cheilocostus globosus 184
- _: Cheilocostus borneensis $239
100 100 p— Cheilocostus speciosus S183
100 Tapeinochilos ananassae S182
E _: Tapeinochilos dahlii S365
100 Costus tonkinensis S268
_:Cheilocostus candidus S333
Paracostus paradoxus S266
Paracostus englerianus S186
100 | Siphonochilus aethiopicus S$130

| Siphonochilus decorus $24
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Priloha 5: Species tree na zaklad¢ jadernych gent za pouziti konkatenace.

Paracostus-englerianus_S186

Paracostus-paradoxus_S266

Cheil i1s-borneensis_S239
Cheilocostus-globosus_S184

1 1 Cheil tus-candidus_S333

Costus-tonkinensis_S268

Cheilocostus-speciosus_5183
1 Tapeinochilos-ananassae_S182
1 _: Tapeinochilos-dahlii_S365
Ch tus-cuspidatus_S191
1 Dimerocostus-argenteus_S190
{ Monocestus-uniflorus_S187
1 1 Costus-spectabilis_S269
- —

Costus-talbotii_S189
Costus-ligularis_S267
1
1 —
| Costus-phaeotrichus_S306
_|— Costus-tappenbeckianus_S303
Costus-| i _S188
1 1
1 | Costus-afer_S185
Costus-dinklagei_S364
Costus-curvibracteatus_S246
1
| Costus-pictus_GB
Costus-allenii_S247
Costus-glaucus_S69
Costus-vargasii_S304
" Costus-pulverulentus_S302
! Costus-scaber_S305
| Costus-arabicus_S251
Costus-varzearum_S192
! Costus-| 5265
Costus-vil ws_S240
1 I Siphonochilu: iopicus_S130
1 Siph ilus-decorus_S24
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Piiloha 6: Species tree na zaklad¢ jadernych genti zkonstruovan metodou ASTRID.

Paracostus-englerianus S186

Paracostus-paradoxus S266
_: Costus-afer $185
Costus-dinklagei $364

Costus-lucanusianus S188

Costus-pictus GB

Costus-allenii 5247

Costus-arabicus $S251

Costus-varzearum S192
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Costus-villosissimus S240
Costus-glaucus S69
Costus-pulverulentus S302

Costus-scaber S305

Costus-vargasii $304

Costus-ligularis $267

Costus-phaeotrichus S306
| I Costus-tappenbeckianus S303

Costus-spectabilis S269
_: Costus-talbotii $189
Cheilocostus-speciosus S183
Tapeinochilos-ananassae S182
_: Tapeinochilos-dahlii S365
Cheilocostus-candidus S333
_: Costus-tonkinensis 5268

—

_: Cheilocostus-borneensis S239
Cheilocostus-globosus S184
Dimerocostus-argenteus S190

— Monocostus-uniflorus 5187

Chamaecostus-cuspidatus S191

Siphonochilus-aethiopicus S130

Sipheonochilus-decorus 524
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Priloha 7: Species tree na zéklad¢ jadernych genti zkostruovany metodou ASTRAL.
Siphonochilus-aethiopicus_S130

Siphonochilus-decorus_S24

Paracostus-englerianus_S186
Paracostus-paradoxus_S266

| p— Cheilocostus-speciosus_S183

Tapeinochilos-ananassae_5182

1 |
Cheilocostus-borneensis_S5239

Cheilocostus-globosus_S184

Cheilocostus-candidus_S333

Costus-tonkinensis_S268

Costus-talbotii_S189

Costus-spectabilis_S268

Costus-phaeotrichus_S306

Costus-tappenbeckianus_S303

Costus-ligularis_S267

Costus-afer_S185

—— COStUS-lUCANUSIANUS_S188

! Costus-pictus_GB
Costus-vargasii_S304
Costus-pulverulentus_S302
Costus-scaber_S305
Costus-glaucus_S69
Costus-curvibracteatus_5S246
Costus-allenii_S247
Costus-villosissimus_S240
Costus-laevis_S265
Costus-arabicus_S251

Costus-varzearum_S192

Chamaecostus-cuspidatus_S191

Monocostus-uniflorus_S187

——imerocostus-argenteus_S180
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Piiloha 8: Species tree na zaklad¢ chloroplastovych genli zkostruovany metodou MRL.

= Siphonochilus aethiopicus S130 cpDNA

100

Siphonochilus decorus S24 cpDNA

100

Paracostus englerianus S186 cpDNA

Paracostus paradoxus S266 cpDNA

100
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100

100

99

100

20

Costus spectabilis S269 cpDNA

Costus tapp

100

enbeckianus S303 cpDNA

Costus talbotii S189 cpDNA

Costus lucanusianus S188 cpDNA

100 I Costus afer S185 cpDNA
Costus dinklagei S364 cpDNA

Costus vargasii S304 cpDNA

Costus arabicus S251 cpDNA
Costus curvibracteatus S246 cpDNA
Costus scaber S305 cpDNA
Costus glaucus S69 cpDNA
Costus varzearum S192 cpDNA
Costus villosissimus 5240 cpDNA
Costus allenii S247 cpDNA
Costus pulverulentus S302 cpDNA

Costus laevis S265 cpDNA

Er Costus phaeotrichus S306 cpDNA

Costus ligularis S267 cpDNA

e Chamaecostus cuspidatus S191 cpDNA

100 I— Monocostus uniflorus S187 cpDNA

Dimerocostus argenteus S190 cpDNA

Cheilocostus borneensis $239 cpDNA

100 [ Cheiloc

ostus candidus S333 cpDNA

Costus tonkinensis S268 cpDNA

Cheilocostus globosus S184 cpDNA

s Cheilocostus speciosus S183 cpDNA

100 E

Tapeinochilos dahlii S365 cpDNA

Tapeinochilos ananassae S182 cpDNA



Piiloha 9: Species tree na zakladé chloroplastovych genti za pouziti konkatenace.

Paracostus-englerianus_S186_cpDNA
Paracostus-paradoxus_S266_cpDNA

pr— Chamaecostus-cuspidatus_S191_cpDNA

1 Dimerocostus-argenteus_S190_cpDNA

0,968
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Cheilocostus-speciosus_5183_cpDNA
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Costus-tonkinensis_S268_cpDNA
Cheilocostus-globosus_S184_cpDNA
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Costus-vargasii_S304_cpDNA

Costus-lasvis_S265_cpDNA
Costus-pulverulentus_S302_cpDNA
Costus-allenii_S247_cpDNA
Costus-varzearum_S192_cpDNA
Costus-villosissimus_5240_cpDNA
Costus-arabicus_5251_cpDNA
Costus-curvibracteatus_S246_cpDNA
Costus-glaucus_S69_cpDNA

Costus-scaber_S305_cpDNA
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Priloha 10: Species tree na zakladé chloroplastovych geni zkostruovany metodou ASTRID.
Paracostus-englerianus S186 cpDNA

Paracostus-paradoxus S266 cpDNA

Costus-afer S185 cpDNA
_: Costus-dinklagei S364 cpDNA

Costus-arabicus S251 cpDNA
_: Costus-curvibracteatus S246 cpDNA

Costus-glaucus S69 cpDNA

Costus-wvillosissimus S240 cpDNA

l_ Costus-varzearum S192 cpDNA

| I Costus-allenii S247 cpONA

Costus-scaber S305 cpDNA
_: Costus-laevis S265 cpDNA
Costus-pulverulentus S302 cpDNA

Costus-vargasii S304 cpONA

Costus-lucanusianus S188 cpDNA

Costus-ligulanis S267 cpDNA

Costus-phaeotrichus S306 cpDNA

Costus-talbotii S189 cpDNA

Costus-tappenbeckianus S303 cpDNA

Costus-spectabilis S269 cpDNA

Cheilocostus-borneensis S239 cpDNA
st e—— Cheilocostus-candidus S333 cpDNA

———— C ostus-tonkinensis S268 cpDNA

Cheilocostus-gicbosus S184 cpONA

Chellocostus-speciosus S183 cpDNA
_: Tapeincchilos-ananassae S182 cpDNA
Tapeinochilos-dahlii S365 cpDNA

Dimerocostus-argenteus S150 cpDNA

Monocostus-unifiorus S187 cpDNA

Chamaecostus-cuspidatus S121 cpDNA

Siphonochilus-aethiopicus S130 cpDNA

Siphonochilus-decorus S24 cpDNA
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Priloha 11: Species tree na zaklad¢ chloroplastovych geni zkostruovany metodou ASTRAL.
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L Monocostus-uniflorus_S187_cpDNA
’ Cheilocostus-speciosus_S183_cpDNA
1 I Tapeinochilos-ananassae_S182_cpDNA
L Tapeincchilos-dahlii_S365_cpDNA
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Ptiloha 12: Velikosti genomu namapované na ML strom vytvoteny z Datasetu.
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Ptiloha 13: Species tree konkatenovany (FastTree) s namapovanymi velikostmi genomu.

Esmhﬂnochﬁus decorus 524
Siphonochilus aethiopicus 5130

Costus villosissimus S240
Costus laevis 5265
Costus varzearum S182
Costus arabicus 5251
T Costus scaber 5305
Castus pulverulentus 5302

| Costus vargasii S304

Costus glaucus S69

I Costus allenii 5247
| Costus pictus GB
Costus curvibracteatus 5246
Costus dinklagei 5364
— Costus afer 5185
Costus lucanusianus S188
Costus tappenbeckianus 5303
{:’_E' Costus phaeotrichus 5306
Costus ligularis 5267

Costus talbotii S189
Costus spectabilis S269

Monocostus uniflorus S187
:ll_;-:[)imemcnsws argenteus 5190
Chamaecostus cuspidatus 5191

| Tapeinochilos dahlir 5365
Tapeinochilos ananassae 5162
Cheilocostus speciosus 5183
Costus tonkinensis 5268

' Cheilocostus candidus 5333
Cheilocostus globosus 5164
Cheilocostus borneensis 5239

:||§Paraccrstus paradoxus S266
Paracostus englerianus 5186

1.37 trait value 0.41

length=0.072
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Piiloha 14: Species tree odhadnuty metodou ASTRID s namapovanymi velikostmi genomu.

ﬁ Siphonochilus decorus 524
Siphonochilus aethiopicus 5130

Chamaecostus cuspidatus 5191
:|_IF_= Monocostus uniflorus S187
Dimerocostus argenteus S190

_Ilez Cheilocostus globosus 5184

Cheilocostus borneensis 5239
Costus tonkinensis S268
Cheilocostus candidus 5333
Tapeinochilos dahliif S365
Tapeinochilos ananassae 5182

Cheilocostus speciosus S183
Costus talbotii 5189
Costus spectabilis S269

:E Costus tappenbeckianus S303
Costus phaeotrichus 5306
e Costus ligularis S267

Costus vargasii 5304

% Costus scaber S305
Costus pulverulentus 5302
— Costus villosissimus S240
4|:|'§ Costus curvibracteatus S246
Costus laevis 5265

%;E Costus varzearum S192

Costus arabicus 5251

Costus allenii 5247
Costus pictus GB

Costus lucanusianus S188
4@; Costus dinklagei S364
Costus afer 5185
:E Paracostus paradoxus S266
Paracostus englerianus 5156
1.37 trait value 9.41

length=5.75
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Priloha 15: Species tree odhadnuty metodou ASTRID s vypo¢tenymi ancestralnimi velikostmi pro jednotlivé nody.
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