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Abstrakt

Rod Arthroderma zahrnuje prevazné geofilni druhy dermatofyti (pfirozen¢ se vyskytujici v pide).
Nékteré druhy, zejména zastupci n¢kdejsiho Trichophyton terrestre komplexu, ptilezitostné zptisobuji
dermatomykoézy u lidi a zvitat. Mezidruhové hranice v tomto komplexu byly v minulosti urCovany
prevazné na zakladé biologického konceptu druhu, tedy za pomoci in vitro kiizicich experiment.
Platnost téchto témét 70 let starych zaveérd ale dosud nebyla testovana za pomoci modernich

taxonomickych metod.

V této praci bylo zahrnuto celkem 194 izolatd rodu Arthroderma (véetné vSech dostupnych
ex-typovych kmenti) pochazejicich pirevazné z USA, Kanady a Evropy, které byly izolovany nejcastéji
z pudy (n = 77), zvitat (n = 50), lidského klinického materialu (n = 41) a jeskynniho sedimentu (n =9).
Primarnim cilem této prace bylo objasnéni hranic mezi druhy A. insingulare, A. lenticulare
a A. quadrifidum, které se tadily do T. ferrestre komplexu kvili zdanlivé identickému nepohlavnimu
stadiu. Dale méla prace oziejmit vzajemné vztahy mezi druhy Arthroderma pomoci vicegenové

fylogeneze a zjistit, které druhy jsou medicinsky vyznamné.

Vicegenova fylogeneze rodu Arthroderma byla zalozend na sekvencich oblasti ITS rDNA
a genech pro B-tubulin (TUB2) a translacni elongacni faktor la (TEFIa). Rod Arthroderma byl dle
fylogeneze rozdélen na 8 dobfe statisticky podpofenych kladii zahrnujicich 24 znadmych druht
a 15 linii, které pravdépodobné reprezentuji nepopsané druhy. Fylogeneze jasné podpofila druhy
A. insingulare, A. lenticulare a A. quadrifidum, které vSak netvorily monofyleticky druhovy komplex.
Trichophyton terrestre je samostatnym druhem, ktery neni fylogeneticky ptribuzny s zadnym ze tii
jmenovanych druhli. Tento druh bude v budoucnu tfeba typifikovat a ptevést ho do rodu Arthroderma
spole¢né s druhy Chrysosporium magnasporum a Ch. oceanitesii, které fylogeneticky také nalezi
do rodu Arthroderma.

U druhtt zT. terrestre komplexu byly déale vyuzity kiizici experiementy na 4 médiich
a pfi 3 kultivacnich teplotach pro indukci pohlavniho stadia a zkoumany byly morfologické znaky jak
na pohlavnim, tak na nepohlavnim stadiu. Kiizici experimenty ukdzaly, Ze pozadavky jednotlivych
druhti pro pohlavni proces jsou odlisné. Bylo zjisténo, Ze pohlavni i nepohlavni stddium nese znaky,
které jsou pouzitelné pro rozliSeni druht 7. terrestre komplexu. Kontroverzni je taxonomicka pozice
druhu A. redellii (patogen netopyrl), ktery se sice fylogeneticky nachazel uvnitt linie 4. quadrifidum
a byl schopen kiiZeni s kmenem UAMH 2941 druhu A. quadrifidum, ale kli¢ivost askospor ,,hybridniho*
potomstva byla velmi nizka v porovnani s jinymi kiizenci v ramci A. quadrifidum. Navic A. redellii
vykazoval fadu morfologickych a fyziologickych odlisnosti od 4. quadrifidum, proto bude vzajemny
vztah téchto dvou druhli pfedmétem dalSiho zkoumani. Revize 41 kment z lidského klinického
materialu ukazala, ze druhy A. quadrifidum, A. onychocola, A. insingulare, A crocatum, A. eboreum
a T. terrestre jsou potencialnimi patogeny ¢loveéka. Podobné bylo identifikovano 12 zndmych

a 9 nepopsanych potencialné patogennich druhti pro zvitata, a to pfevazné pro netopyry (4. redellii,



A. insingulare, A. quadrifidum A. vespertilii a nepopsané druhy oznacené Arthroderma sp. 8, 11, 12, 14,

15) a hady (A. quarifidum, A. insingulare, A. curreyi, A. onychocola a nepopsané druhy
Arthroderma sp. 2, 3, 6, 8, 10).

Kli¢ova slova: Arthroderma, dermatofytoza, geofilni dermatofyty, hybridizace, fylogeneticka analyza,
ktizici experimenty, mating type geny, polyfazicka taxonomie, Trichophyton terrestre komplex,

skenovaci elektronova mikroskopie, viabilita askospor



Abstract

The genus Arthroderma contains predominantly geophilic dermatophytes (naturally occuring in soil).
Some species, especially those from Trichophyton terrestre complex, cause human and animal
dermatomycosis. In the past, the species boundaries were determined mainly on the basis of biological
species concept using in vitro mating experiments. But these nearly 70-years-old findings have not been

tested by means of modern taxonomic methods.

In total 194 species of the genus Arthroderma (including all available ex-type strains)
originating predominantly in USA, Canada and Europe were studied in this thesis. They were mostly
isolated from soil (n = 77), animals (n = 50), human clinical material (n = 41) and cave sediment
(n = 9). The main goal of the thesis was to elucidate the species boundaries between species
A. insingulare, A. lenticulare and A. quadrifidum, that were classified into the 7. ferrestre complex
because of their seemingly identical asexual stage. Further, this work aimed to resolve the relationship
between Arthroderma species using the multigene phylogeny and clarify which species

are clinically relevant.

A multigene phylogeny of the genus Arthroderma was based on the sequences of the ITS rDNA
region, B-tubulin (7UB2) and translation elongation factor 1a (TEF1a) genes. The genus Arthroderma
was divided into 8 statistically well-supported clades encompassing 24 known species and 15 lineages
probably representing undescribed species. Phylogenetic analysis clearly supported the recognition
of species A. insingulare, A. lenticulare and A. quadrifidum, which however did not form a monophyletic
species complex. Trichophyton terrestre is a separate species phylogenetically distantly related
to the three above mentioned species. The typification of this species is required along with its transfer
to the genus Arthroderma, similarly to Chrysosporium magnasporum and Ch. oceanitesii, that also

belong to the genus Arthroderma based on the phylogeny.

The mating experiments on 4 media and at 3 cultivation temperatures were conducted to induce
the sexual stage in 7. terrestre complex species and the characters on both sexual and asexual stages
were studied. The mating experiments revealed different requirements of particular species
for the sexual reproduction in vitro. It was found that the both asexual and sexual stages show characters
usable for species discrimination in 7. terrestre complex species. The taxonomic position of A. redellii
(bat pathogen) is controversial. This species was phylogenetically located in the lineage
of A. quadrifidum and was able to mate with the A. quadrifidum strain UAMH 2941, but the ,,hybrid*
progeny showed very low level of germination compared to crosses between A. quadrifidum isolates.
Additionally, 4. redellii differed from A. quadrifidum in many morphological and physiological
characters; the reason why mutual taxonomic position of these two species will be subjected to further
analyses. A taxonomic revision of 41 strains from human clinical material showed that 4. quadrifidum,
A. onychocola, A. insingulare, A crocatum, A. eboreum a T. terrestre are potential human pathogens.

Similarly, 12 known and 9 undescribed species were identified as potentially pathogenic for animals,



especially for bats (4. redellii, A. insingulare, A. quadrifidum A. vespertilii and undescribed species
Arthroderma sp. 8, 11, 12, 14, 15) and snakes (4. quarifidum, A. insingulare, A. curreyi, A. onychocola
and undescribed species Arthroderma sp. 2, 3, 6, 8, 10).

Key words: Arthroderma, dermatophytosis, geophilic dermatophytes, hybridization, phylogenetic
analysis, mating experiments, mating type genes, polyphasic taxonomy, Trichophyton terrestre

complex, scanning electron microscopy, viability of ascospores
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Predmluva

Predkladana prace se soustfedi na revizi taxonomie a druhového konceptu rodu Arthroderma,
ktery zahrnuje prevazné geofilni dermatofyty. Prestoze tento rod obsahuje druhy bézné nachdzené
v ptirod¢ i klinickém materialu, nebyla mu ze strany taxonomie vénovana v poslednich nékolika
desetiletich zaslouzena pozornost. Patogenni druhy Arthroderma jsou soustfedény predevSim
v tzv. Trichophyton terrestre komplexu, kam byly diive fazeny nejméné tfi druhy. Druhovy koncept byl
u této skupiny v minulosti zaloZen pievazné na morfologii, ktera je pomérn¢ jednoducha a neposkytuje
dostatek taxonomicky informativnich znakt, a dale na kfiZicich experimentech in vitro. Zejména zcela
chybi revize druhovych hranic pomoci mnohagenové fylogeneze, které se v poslednich dvou desetiletich
dockala vétsina skupin obsahujicich klinicky a ekonomicky vyznamné houby. Multidisciplinarni pistup
odhaleni mezidruhovych hranic zahrnuje i kiizici experimenty in vitro, které odhali biologicky koncept

druhu.

Cile této prace jsou nasledujici:
1. Provést taxonomickou revizi klinicky vyznamnych geofilnich dermatofytd rodu Arthroderma
na zaklad¢ vicegenové fylogeneze podpofené analyzou morfologie a fyziologie a in vitro
ktizicimi experimenty.

2. Zjistit, které druhy rodu Arthroderma jsou klinicky relevantni pro ¢lovéka a obratlovce.



1 UVOD

1.1 Vyskyt a vyznam geofilnich dermatofytu

Dermatofyty jsou skupina mikroskopickych keratinofilnich hub (Arthrodermataceae, Onygenales,
Eurotiomycetidae, Eurotiomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota), které¢ jsou vyznamné svou
schopnosti rozkladat material s obsahem keratinu. Mnohé druhy zptisobuji povrchové mykozy zndmé
jako dermatofytozy (synonymum tinea) na ktizi a jejich derivatech u clovéka a zvirat. Dermatofytozami
celosvétove trpi mezi 20-25 % lidské populace, coz je fadi mezi nejbézné&jsi infekce vlbec
(Havlickova et al. 2008). Prevalence dermatofytdz je zavisla na nékolika faktorech, jakymi jsou
napi. klima v dané oblasti, socioekonomické podminky, hygienické standardy apod. Obecné se

dermatofyty vyskytuji vice v zemich s horkym a vlhkym klimatem (Sharma & Sharma 2011).

Mezi dermatofyty je v soucasnosti fazeno 9 rodt (7Trichophyton, Epidermophyton, Nannizzia,
Paraphyton, Lophophyton, Microsporum, Arthroderma, Ctenomyces a Guarromyces) a 57 druhl
(de Hoog et al. 2017), které l1ze rozdélit do tii ekologickych skupin — antropofilni, zoofilni a geofilni
(Georg 1960) (Obrazek 1). Antropofilni dermatofyty nalezneme v rodech Epidermophyton,
Microsporum a Trichophyton. Tyto druhy plsobi pouze onemocnéni ¢lovéka a jen vzacné mize byt
infekce prenesena i na jiné hostitele (Elewski & Hazen 1989). Nejcastéj$im puvodcem lidskych
dermatomykoéz ve vyspélych zemich je 7. rubrum (Seebacher et al. 2008). Naproti tomu zoofilni
dermatofyty (rody Lophophyton, Microsporum a Trichophyton) zplsobuji onemocnéni u zvifat, kde je
Sance pienosu na ¢lovéka z hospodarskych nebo domacich zvirat pomérné vysoka. Geofilni dermatofyty
jsou evolu¢né nejstarsi skupinou dermatofytt (Summerbell 2002), ze které se vyvinuly zoofilni
a antropofilni dermatofyty. Geofilni druhy se pfirozené vyskytuji v pade¢ (Ajello & Cheng 1967,
Bohme 1967) na materidlu s obsahem keratinu, napt. v blizkosti zvifecich nor a pastvin (Dawson 1963,
Weitzman & Summerbell 1995), na pefi v ptacich hnizdech (Otcenasek ef al. 1967), sovich vyvrzcich
a vykalech masozravcii obecné (Kuehn 1960, Currah ef al. 1996), dale na pta¢im a netopyiim trusu
(tzv. guano) v jeskynich a dllnich sedimentech (Kajihiro 1965, Evolceanu & Alteras 1967, Hubalek
1970, Zeller 1970, Lorch et al. 2013) a nekteré druhy mohou byt patogenni (Demange et al.1992,
Muller et al. 2011, Hubka et al. 2015, Lorch et al. 2015). Z ptdy lze keratinofilni houby izolovat pomoci
tzv. ,hair-bait“ techniky (Vanbreuseghem 1952) poloZenim zklavovanych vlast, koniskych Zini, pefi ¢i
jiného materidlu s obsahem keratinu na Petriho misku se vzorkem nejlépe zvlhcené ptdy s pridavkem
cyclohexamidu. Geofilni dermatofyty nalezneme zejména v rodech Arthroderma, Nannizzia
a Paraphyton. Geofilni dermatofyty jsou ze vSech tii skupin druhové nejbohatsi, ale pomérné malo

prozkoumané, a presné hranice mezi druhy nejsou ¢asto zcela objasnéné.

10



Ay

© N

Obrazek 1. Schéma znazoriwujici zivotni cykly dermatofyti. A. Geofilni dermatofyty. B. Zoofilni dermatofyty zptisobujici bézn¢ onemocnéni

®

¢loveka. C. Zoofilni dermatofyty zpisobujici ziidka onemocnéni ¢lovéka. D. Antropofilni dermatofyty. a = arthrokonidie, b = plodnice

(gymnothecium), ¢ = mikro-/makrokonidie. PIné Sipky znaci ¢asty a pferuSované mén¢ Casty pfenos onemocnéni.

Upraveno podle Dvoiak & Otcenasek (1969).

1.2 Taxonomie rodu Arthroderma a Trichophyton terrestre komplexu

Studium taxonomie dermatofyti sahd do prvni poloviny 19. stol. (Gruby 1841). V té dob¢ byly nové
druhy dermatofytti definovany ptredevsim na zaklad¢ klinického obrazu a morfologickych charakteristik
pomoci piimé mikroskopie. Od toho okamziku doslo diky rozvoji kultivacnich a taxonomickych metod
k vyraznému nartstu novych druhd a k pfejmenovavani celé fady dfive popsanych druht.. Obtizna
identifikace druhti na zaklad¢ fenotypu a Casto chyb¢jici herbafovy ¢i obrazovy material vedly
k navrzeni velkého poctu nadbyte¢nych jmen. Mnozstvi jmen spojenych s dermatofyty bylo dano také
dualni nomenklaturou, kdy byla oddélené¢ pojmenovana nepohlavni (anamorfa) a pohlavni ¢ast
zivotniho cyklu houby (teleomorfa). V roce 2012 bylo upusténo od pouzivani dualni nomenklatury
(McNeill et al. 2012) a zavedeno do praxe pravidlo ,,One fungus, one name* (jedno jméno pro jednu
houbu) (Taylor 2011). Vyrazny dopad mély tyto zmény na geofilni dermatofyty, kde doslo k nartstu
poctu uznavanych rodt a fadé presunit druhti mezi nimi (de Hoog et al. 2017). Tyto zmény se také
vyrazn€ dotkly druh@ z Trichophyton terrestre komplexu (Durie & Frey 1957), ktery je z velké casti

pfedmétem této prace. Trichophyton terrestre je anamorfou hned tfi biologickych druht
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— A. quadrifidum (Dawson & Gentles 1961), A. lenticulare (Pore et al. 1965) a A. insingulare
(Carmichael & Padhye 1972) (Obrazek 2). Morfologie 7. terrestre se vyznaCuje vatovitymi
az praskovitymi, bilymi az svétle Zlutymi koloniemi se zlutohnédym nebo cervenym reverzem
(Marples 1961, English 1964, Otcenasek et al. 1967), hruskovitymi pfisedlymi mikrokonidiemi
a protahle vejc¢itymi nebo kyjovitymi, 2 az 6-bunéénymi makrokonidiemi (Durie & Frey 1957). Typicka
je 1 produkce spiralnich hyf a nodularnich tvard podobnych plodnicim.

Druhy Arthroderma quadrifidum, A. lenticulare a A. insingulare byly definovany pfevazné
konceptu druhu je reprodukéni izolace jedincii jednoho druhu od jedinct dalSich druhtt (Mayr 1942,
Dobzhansky 1951). V ptipadé, ze dojde k vytvoteni mezidruhovych hybridii, mivaji tito vétSinou
snizené fitness (u hub se miize projevit jako snizena zivotaschopnost jedinct F1 generace nebo sterilita
jedinci F1 nebo F2 generace, mikromorfologie F1 generace muze byt odlisnd od rodicovské,

apod.)(Dettman et al. 2003, Olarte et al. 2015, Hubka et al. 2018).

Trichophyton terrestre komplex

Arthroderma A lenticulare A.insigulare

guadrifidum

5 |
E I @ 88 @9
E 1:57 1961 1965 1972
g

T terrvestre = It = Tt = 1

r

NEPOHLAVNI STADIUM
.‘\

\/
... P73, -’ \‘(.o
)“. - ‘OI .’-

Obrizek 2. Casova osa s popisy druhti naleZejicich do Trichophyton terrestre komplexu.

V soucasnosti ma rod Arthroderma 22 druhll a mezi nejnovéji popsané patii 4. onychocola
(Hubka et al. 2014b, Hubka et al. 2015), druh popsany z lidskych neht, a druh A. redellii
(Lorch et al. 2015) plsobici kozni onemocnéni hibernujicich netopyri pfipominajici tzv. white nose
syndrome (WNS). Sekvence ITS rDNA tohoto druhu vykazovaly 98 % podobnost se sekvencemi
A. quadrifidum, ale na rozdil od A. quadrifidum neroste A. redellii pti 25 °C.
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Geofilni dermatofyty z rodu Arthroderma tvoti vzhledem k antropofilnim a zoofilnim druhiim bazalni
skupinu (Gréser et al. 2000a) (Obrazek 3). Druhy skupiny G na Obrazku 3 nesly jest€¢ donedavna rodové
jméno Trichophyton pro nepohlavni a Arthroderma pro pohlavni stadium (pokud bylo znamé). Dnes je
pro vSechny tyto geofilni druhy Trichophyton pouzivano rodové jméno Arthroderma
(de Hoog et al. 2017). Divodem piejmenovani byla polyfilie rodu Trichophyton, kdy antropofilni
a zoofilni druhy tvofily zcela oddélenou fylogenetickou skupinu od geofilnich druhti (Gréser et al.
2008). Typovym druhem rodu Arthroderma je A. curreyi (Padhye & Carmichael 1971), druh poprvé
izolovany v roce 1854 z mrtvych listi a vétvicek (Currey 1854). Platné ho popsal Berkeley v roce 1860.

Trichophyton

100

B 100

g0 r Epidermophyton
99
C Nannizzia

76

100

D 100

Eimo Lophophyton

Paraphyton

85 71

Microsporum

Arthroderma

GQQ

Ctenomyces

100
Guarromyces

—
0.05

Obrazek 3. Fylogeneticky strom &eledi Arthrodermataceae zalozeny na sekvencich ITS rDNA (= internal transcribed spacer), LSU rDNA
(large subunit), TUB2 (B-tubulin) a 60S L10 (ribozomalni protein L10 podjednotky 60S). Skupina G zahrnuje druhy Arthroderma, které jsou

studovany v této diplomové praci. Pievzato z de Hoog et al. (2017).
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1.3 Pohlavni systém dermatofyta

Pohlavniho rozmnozovani spojeného s tvorbou pohlavnich struktur (plodnice, viecka, askospory) jsou
schopny rizné druhy napti¢ dermatofyty. Pohlavni stadium je znamé pro vétSinu geofilnich a nékteré
zoofilni dermatofyty. Naproti tomu drtiva vétSina antropofilnich druht a nékteré zoofilni dermatofyty
ztratily schopnost tvorby pohlavniho stadia, které je predevSim véazané na plidni prostiedi
(Gréser et al. 2000a, Summerbell 2000, Gréser et al. 2006, White et al. 2008). Protoze jsou antropofilni
a zoofilni druhy tzce vazané na hostitele, §ifi se pfevazné klondlné (nepohlavnimi arthrosporami
v koznich Supinéach) a fada druhtt ma ve svych populacich pouze jedince jednoho pohlavniho ladéni
(MATI-1-1 nebo MATI-2-1)(Griser et al. 2008). Nicméné¢ i u druhti hub nepohlavné se rozmnozujicich
byly zaznamenany znamky sexualnich ¢i parasexualnich procesti, které vnasi genetickou variabilitu do
jinak témét klonalnich populaci téchto druht (Hull er al. 2000, O’Gorman et al. 2009). Geofilni
dermatofyty zrodu Arthroderma jsou schopny jak pohlavniho, tak nepohlavniho rozmnozovéani.
Vytvaieji kulovité plodnice (gymnothecia, dfive pojmenovavany Kkleistothecia) s Cinkovitymi
peridialnimi a spirdlnimi hyfami na povrchu a obsahuji kulovita nebo hruskovita prototunikatni viecka
s 8 askosporami. Casto (i vtéto praci) byly pozorovany nodularni ttvary morfologicky podobné
plodnicim (,,pseudokleistothecia®), které jsou vSak sterilni nebo obsahuji konidie misto askospor
(Durie & Frey 1957, Otcenasek et al. 1967, Brasch & Griaser 2005, Hubka et al 2015,
UhrlaB et al. 2018).

Proces pohlavniho rozmnozovani probih4 pod kontrolou genti tzv. MAT lokusu (mating type
locus). Zastoupeni n€kterych genti v tomto lokusu je urcujici pro pohlavni strategii druhu nebo pohlavni
ladéni (MATI-1-1/MATI-2-1) konkrétniho jedince. U heterothalickych druhli je v MAT lokusu
ptitomen bud’ MATI-1-1 nebo MATI-2-1 gen, u homothalickych druhti se v MAT lokusu nachazi oba
geny. U hub jsou tyto geny zpravidla oznacovany jako idiomorfy kviili své vzajemné sekvenéni i funkéni
odlisnosti. U askomyceti koduje gen MATI-1-1 tzv. alfa doménu (alfa box domain) s funkei aktivatoru
transkripce a gen MATI-2-1 kdéduje HMG doménu (high mobility group box domain) s funkci regulatoru
transkripce (Kronstad & Staben 1997). Délka a struktura MAT lokusu je specificka pro kazdy druh
houby. U dermatofytli se délka MAT lokusu pohybuje kolem 3000 bazi (3 kbp), zatimco u druhi
Coccidioides a Paracoccidioides dosahuje MAT lokus délky vétsi nez 9 kbp (Li et al. 2010). Prilehlé
geny MAT lokust jsou SLA2 (gen kodujici protein tvorici cytoskelet), COX13 (gen kodujici cytochrom
¢ oxidazu) a APN2 (gen pro DNA lyazu). Zatimco u dermatofytl tyto geny navazuji na 5’konec
MAT lokusu, u ostatnich hub z oddé€leni Ascomycota obvykle obklopuji tyto geny MAT lokus z obou
stran (Li et al. 2010) (Obrazek 4). Znamé sekvence sousedicich genti 1ze vyuzit pro navrhovani novych
primertt pro amplifikaci MAT idiomorf. Spravné urCeni pohlavniho ladéni je stézejni pro kiizici
experimenty a identifikaci hranic biologickych druhi.

Vétsina pohlavné se rozmnozujicich druhti rodu Arthroderma je heterothalickych

a pro vytvoreni pohlavniho stadia je tedy nutné setkani jedinct s opa¢nym pohlavnim ladénim.
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Zktizenim jedince s MATI-1-1 idiomorfou a jedince s MATI-2-1 idiomorfou dojde za specifickych

podminek k vytvoreni pohlavniho stadia.

Mezi geofilnimi dermatofyty najdeme i druhy homothalické (4. ciferrii, A. crocatum,
A. curreyi), které maji v MAT lokusu jak MATI-1-1, tak MATI-2-1 idiomorfu, a tudiZ nepotiebuji pro

vznik pohlavniho stadia jedince opacného pohlavniho ladéni.

Trichophyton rubrum MATI-1 ) - <+
Trichophyton tonsurans MATI-1 D) — - —— =) — - — <+
Arthroderma otae MAT1-1 ) (- —)

Arthroderma benhamiae MATI-1
Arthroderma benhamiae MATI-2

Microsporum gypseum MATI-1 ——m S RPN S g—

Microsporum gypseum MATI-2 :>—-—L‘>
Trichophyton verrucosum MATI-1  E) (0 ——— ) — - — )<+
Histoplasma capsulatum MATI-1 o) 4_—‘(:3—@—-——-
Histoplasma capsulatum MATI-? I y———— e —-
Coccidivides immitis MATI-1 e s —
Coccidivides immitis MATI-2 ) ) — )<
Aspergillus fumigatus MATI-1 e ——
Aspergillus fumigatus MATI-2 ——
R —
2kh

) SLA2 ) MATI-2-1 (HMG tf) =D CIHG_02239

=) CoxI3 = HYPI W) CIHG 02234

mp APN2 =D HYP2 T sutt

=) MATI-i-4 =) RPS4 =) MATI-2-1-like

=) MATI-I-I (alpha-box tf) =D CIHG 02233

Obrazek 4. Struktura MAT lokusu (vymezeny ¢ernym rameckem) u dermatofyti a blizce pfibuznych patogennich hub. Pro druhy Trichophyton

rubrum, T. tonsurans, Microsporum canis (Arthroderma otae) a T. verrucosum hranice MAT lokusu nejsou znamé.

Pifevzato z Metin & Heitman (2016).

1.4 Metody pouzivané k uréovani geofilnich dermatofytt

Identifikace dermatofytli obecné je na zakladé mikro- a makromorfologickych znakii nesnadna a casto
chybna (Kuehn 1958, Griser et al. 2008), a to obzvlast u malo sporulujicich druhti. Druhy geofilnich
dermatofyti byly v minulosti odliSovany na zakladé barvy kolonii a tvaru a velikosti mikro-
a makrokonidii (Durie & Frey 1957, Marples 1961, Dawson 1963, Marples & Smith 1963,
Varsavsky & Ajello 1964), tvorby jinych typt spor (Kuehn 1960) a na zaklad¢ bunék peridialnich hyf
na gymnotheciich (Pore ef al. 1965, Bohme 1967) (Obrazek 5). Vyznamnym prosttedkem pro uréovani
téchto druhd byly kiizici experimenty, které se hojn¢€ pouZzivaly od 60. let minulého stoleti, tedy jesté
pred nastupem pouzivani molekuldrnich metod (Dawson & Gentles 1961, Ajello & Cheng 1967). Byl

to jediny mozny zptisob, jak od sebe druhy né€kterych velmi podobnych geofilnich dermatofytii rozeznat.
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Obrazek 5. Morfologicka variabilita konidii, konidioford (1-12) a bunék peridialnich hyf (13, 14) rodu Arthroderma. 1. A. curreyi. 2. A.
ciferrii. 3. A. cuniculi. 4. A. multifidum. 5. A. tuberculatum. 6. A. uncinatum. 7. A. flavescens. 8. A. quadrifidum. 9. A. gloriae. 10. A. gertleri.
11. A. benhamiae. 12. A. simii. 13. Asymetrické peridialni butiky 4. benhamiae. 14. Symetrické peridialni buiiky A. lenticulare.
Prevzato z Padhye & Carmichael (1971).

Samotné in vitro kiizici experimenty byly provadény na padé (sterilizované i nesterilizované)
s ptidavkem materialu obsahujiciho keratin. Dawson a Gentles (1961) navrhovali pouziti nesterilni
pudy, kde podminky vice pripominaji piirozené prostiedi geofilnich dermatofytl (napf. padni
organizmy mohou stimulovat pohlavni rozmnozovani hub). U nesterilni pidy vSak miize dojit
k prertistani dermatofytil jinou houbou a tudiz ke zniceni kiiziciho pokusu.

Pro navozeni pohlavniho stadia je stéZejni najit vhodné podminky (teplotu, médium, material
s obsahem keratinu, pH, svétlo). Teploty, pfi nichz v minulosti doSlo k navozeni pohlavniho stadia
u geofilnich druht rodu Arthroderma se pohybuji vrozmezi 17-28 °C (Hubka et al. 2015,
Dawson & Gentles 1961). Alternativnim substratem k pidé jsou agarova média, ktera se pozdéji
osvédcila jako vhodna pro kiizeni dermatofytt: Czapklv agar (Dawson & Gentles 1961), ryzovy agar
svlasy (Bohme 1967), ovesny agar (OA), kukuficny agar s kvasniénym extraktem

(Weitzman et al. 1967, Currah et al. 1996, Li et al. 2010), nebo tzv ,alphacel medium*
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(Sloan et al. 1960). Dal$imi médii, na kterych dochazelo ke kiiZeni opa¢né pohlavné ladénych kment,
byly vodni agar, agar s malt extraktem (MEA), bramborovomrkvovy agar (PCA) a tzv. Takashio
medium (Currah et al., 1996, Hubka et al. 2015). Indukci plodnic mtze ptiznivé ovlivnit napiiklad
pritomnost soli vmédiu (Takashio 1972) ¢i piirodni material v podobé semen (napi. Guizotia
abyssinica) (de Vroey 1964, Demange et al. 1992) a predevsim material s obsahem keratinu. Jako
nejvhodngjsi se osveédCily détské vlasy (Pore er al 1965, Otcenasek et al. 1967), konské zZing
(de Vroey 1964, Ajello & Cheng 1967), srst morcat, kousky kravich rohti a pefi. Naopak vlasy dospélych
a krali¢i chlupy se piili$ neosveéd¢ily (Dawson & Gentles 1961). Na krali¢ich chlupech naopak tvoftily
ve velké mife plodnice druhy 4. cuniculi a A. multifidum (Dawson 1963). Podminky pro kiizeni se tedy
mezi geofilnimi druhy rodu Arthroderma vyznamné lisi.

Vedle vyse zminovaného biologického konceptu zajisténého kiizicimi pokusy maji pro
determinaci druhii zdsadni pfinos morfologie (makro- a mikromorfologie) podpotfena fyziologickymi
testy (Ajello & Georg 1957, Georg & Camp 1957, Weitzman et al. 1983) a dale ekologicka
a fylogeneticka data. Hruba ekologicka data casto odpovidaji datim fylogenetickym (geofilni druhy
si jsou navzajem pribuzné, podobn¢ i primarné patogenni druhy zoofilnich a antropofilnich dermatofytt
se ve fylogenetickych analyzach shlukuji). Fylogeneticky koncept predpoklada monofyleti¢nost druhu,
ktery vtom pfipadé zahrnuje vSechny potomky spole¢ného predka. Druhy jsou vymezovany
na podkladé molekularné genetickych dat ziskanych molekularnimi metodami zalozenymi na PCR
(DNA sekvenace, fingerprintové analyzy, apod.). Vedle PCR metod je obzvlast’ v klinické praxi Siroce
roz§ifena determinace pomoci metody MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption/ionization - time-
of-flight) (Nenoff et al. 2013, L’Ollivier et al. 2013).

Pro druhovou determinaci a popis novych druhti je nejvhodnéjsi pouzit tzv. polyfazicky pristup,
a to kombinaci vysledki ziskanych z fylogenetické analyzy, ekologie, morfologie i kiizicich pokusi,
které jsou povazovany za vhodny nastroj pro urCeni druhovych hranic predev§im u geofilnich
dermatofytli na rozdil od primarné patogennich druhti. Nicméné kiiZici pokusy byly provadény
i u vybranych antropofilnich a zoofilnich druhti a neni bez zajimavosti, Ze odhalily schopnost n¢kterych
dvojic druhd tvofit mezidruhové hybridy in vitro (Kawasaki et al. 2009, Anzawa et al. 2010,
Kawasaki et al. 2010). Tyto vysledky lze vysvétlit ptitomnosti neuplnych prezygotickych reprodukénich
bariér u téchto fylogeneticky mladych druhti. Diky odlisSnym ekologickym prostfedim, ve kterych se
tyto druhy vyskytuji (odlisni hostitel¢), je kiizeni a vznik mezidruhovych hybridd v piirodé
nepravdépodobné a lze ho dosdhnout jen v laboratornich podminkach. Vysledky ktfizeni in vitro
u primarné patogennich druhl se tedy jen obtizné daji interpretovat bez znalosti mnohagenové
fylogeneze a ekologie. Jednoduché metody odliseni téchto hybridi od pravych biologickych druht
pritom u hub nebyly vyvinuty.
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1.5 Patogenita geofilnich dermatofytu

Geofilni dermatofyty jsou v porovnani s antropofilnimi ¢i zoofilnimi druhy malo béznymi phvodci
dematomykéz. Pro svilj piirozeny vyskyt vpudé jsou povazovany spiSe za nepatogenni
(Gréser et al. 2008), existuji vSak dokumentované piipady dermatomykoéz u zvitat a ¢lovéka zptisobené
touto skupinou mikroskopickych hub (Brasch & Gréser 2005, Nenoff ef al. 2014, Hubka ef al. 2014b,
Lorch et al. 2015). Na srsti savcil €i pefi ptakd se vSak mohou tyto druhy vyskytovat i bez znamek
infekce (Marples 1967, Otfenasek et al. 1967). Celosvétové pusobi geofilni dermatofyty zrodt
Arthroderma, Nannizzia a Paraphyton jen asi 1-5 % vSech dermatofytdz v zavislosti na geograficke
oblasti (Hubka et al. 2014c, Segal & Frenkel 2015, Faure-Cognet et al. 2016). Vzhledem k vysoké
prevalenci dermatofytoz v populaci piedstavuje ale i toto nizké procento nezanedbatelny pocet. Nejvice
postizenym mistem byva kiize koncetin a nehty, které jsou nejcastéji v kontaktu s ptidou obsahujici
spory dermatofytt (Brasch & Griser 2005, Hubka et al. 2014a, Hubka et al. 2014c). Lidské
dermatomykoézy zplsobené geofilnimi a zoofilnimi dermatofyty jsou akutni, vysoce zanétlivé,
ale pomérné snadno 1éC¢itelné. Naproti tomu antropofilni dermatofyty plisobi mirné, nezanétlivé, ale zato

chronické mykozy (Metin et al. 2015).

U geofilnich dermatofyti rodu Arthroderma byla také zkoumdna patogenita na modelovych
organizmech. U 7. terrestre bylo modelovym organizmem morce (Durie & Frey 1957, English 1964,
Otcenasek er al. 1967), mys (Marples 1961), kralik a jezek (English 1964). U A. flavescens bylo
modelovym organizmem morce a kufe (Rees 1967), u 4. gloriae morce (Ajello & Cheng 1967). Pouze
Otcenasek et al. (1967) zjistil, ze ve 2 piipadech z 9 byl T. terretre pro morce patogenni, a English

(1964) pozoroval klinickou reakci na bodlinach jeZka s inokulovanym druhem 7. terrestre.
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2 METODIKA

2.1 Studované kmeny

Celkem bylo analyzovano 194 izolatd rodu Arthroderma, znichz 95 izolath bylo pivodné fazeno
do T. terrestre komplexu podle morfologickych metod. Izolaty byly ziskany znebo ulozeny

do nasledujicich sbirek:

UAMH (Centre for Global Microfungal Biodiversity, University of Toronto, Canada;
Connie F. C. Gibas, Lynne Sigler), CBS-KNAW (Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht,
Netherland), CFMR (Center for Forest Mycology Research, Medison, Wisconsin, USA), CCF (Sbirka
kultur hub katedry botaniky, PtF UK, Praha, Ceska Republika).
Céast izolatd byla ziskana zklinickych pracovist v Ceské Republice zabyvajicich se
diagnostikou dermatofyt6z:
1) Zdravotni stav se sidlem v Ostravé, CR: Mgr. Radim Dobias, RNDr. Stanislava Dobiasova
2) Centralni laboratofe Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s., CR: MUDr. Nad’a Mallatova
3) Dermatovenerologicka klinika 1. I1ékafské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné
fakultni nemocnice vPraze, CR: doc. MUDr. Magdaléna Skofepova, CSc.,
doc. MUDr. Ivana Kuklova, CSc., Jifina Stara
4) Zdravotni stav se sidlem v Usti nad Labem, Ceska Republika: RNDr. Pavlina Lyskova
5) Ustav mikrobiologie, LF Univerzity Palackého v Olomouci, CR: doc. MUDr. Petr Hamal, Ph.D,
MDDr. Lucie Svobodova
6) Oddéleni klinické mikrobiologie a imunologie, Krajskd nemocnice Liberec, a.s., CR:
MUDr. Jana Dolezalova
7) Ustav mikrobiologie, Fakultni nemocnice Plzen-Lochotin, CR: MUDr. Helena Janougkovcova,

RNDr. Jana Hanzlickova.

Anamnestické tudaje pacientd s dermatofytézami byly ziskany zanonymni databaze

http://www.biomed.cas.cz/mbu/ lbwrf/dermatofyta.

Zbyvajici izolaty byly ziskany od zahranic¢nich spolupracujicich pracovist’:

1) National Wildlife Health Center, US Geological Survey, Madison, Wisconsin, USA:
Dr. Jeffrey M. Lorch

2) National Center for Microbial Resource, National Center for Cell Science, Pashan, Pune,
Mabharashtra, India: Dr. Rahul Sharma

3) Laboratory for Medical Microbiology, Modlbis, Deutschland: Dr. Silke UhrlaB,
Prof. Pietro Nenoff.

19



2.2 Kultivace a uchovavani kultur

Slozeni a vyrobce médii pouzitych pro kultivaci, kiizici pokusy a morfologickou analyzu jsou uvedeny

v Tabulce 1. Dlouhodobé byly kmeny uchovavany ve tmé v lednici pii 4 °C na Sikmych padach

(sladinovy agar SL 2° nebo agar s maltézovym extraktem MEA).

Tabulka 1. Média pouzita pro kultivaci, kiizici pokusy a morfologickou analyzu.

Médium Zkratka SloZeni na 1000 ml destilované vody

Agar s maltézovym extraktem MEA (malt extract agar) 20 g malt extraktu (Oxoid, Basingstoke, United Kingdom),
20g glukoézy, 1g peptonu (Himedia, Mumbai, India), 15 g agaru,
pH 5,4

2° sladinovy agar SL 2° 2° malt extrakt, 20 g agaru, pH 5

Bramborovodextrézovy agar

Sabouraudiv dextrézovy agar
Ovesny agar

Agar s piridavkem semen

PDA (potatoe dextrose agar)

SAB (Sabouraud dextrose agar)
OA (oatmeal agar)

GAA (G. abyssinica agar)

39 g bramborovodextrézového agaru (Himedia, Mumbai, India),

pH 5,6
40 g glukdzy, 10g peptonu, 20 g agaru, pH 5,6
72,5 g ovesného agaru (Difco, Le Pont de Claix, Francie), pH 6

30g semen G. abyssinica, 20 g agaru

Guizotia abyssinica (mastiiak
habessky)*
A2%

vodni agar 20 g agaru, pH 6,3

PCA (potatoe carrot agar) 24 g bramborovomrkvového agaru (Himedia, Mumbai, India),

pH 6,5

Bramborovomrkvovy agar

*pievzato z de Vroey (1964)

S kulturami jsem pracovala podle pravidel pro praci sorganismy skupiny BSL-2

(http://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/bmbl5_sect iv.pdf).

2.3 KiFizici pokusy — indukce tvorby pohlavniho stadia

Ki#izeni jsem provadéla u druhii nalezejicich do 7. ferrestre komplexu s determinovanymi idiomorfami
MAT gend, tedy u izolat A. insingulare, A. lenticulare a A. quadrifidum reprezentujicimi rizné vétve
ve fylogenetické analyze (viz nize). Vybrané kmeny A. quadrifidum byly kiizeny i s ex-typovym
izolatem druhu A. redellii. Kiizici experimenty byly provadény na sterilni ptudé (2x klavované)
s ptidavkem sterilnich koniskych Zini a détskych blondatych vlast (1x klavovanych). Dale pak
i na agarovych médiich, a to na GAA, A 2% s pridavkem sterilnich blond’atych détskych vlasi a PCA
s détskymi blond’atymi vlasy. Na jednu polovinu misky byl nao¢kovan kmen s parovacim typem
MATI-1-1, na druhou polovinu MATI-2-1 kmen ve vzdalenosti pfiblizné 10 mm od sebe navzajem.
Misky byly inkubovany pii 12, 17 a 25 °C ve tmé; v ptipadé pudy s vlasy a konskymi zinémi
pii pokojové teploté na svétle. Pokusy byly kontrolovany od 3. tydne inkubace v tydennich intervalech

(plodnice jsou viditelné pouhym okem, kontrola tedy probihala aspekci bez pouziti optiky, ptipadné
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s pouzitim binolupy Leica EZ4). Pfitomnost viecek a askospor byla kontrolovana pod svételnym
mikroskopem Leica ICC50 W a vzniklé plodnice byly dokumentovany pod binokularni lupou Olympus
SZ61 vybavenou fotodokumenta¢nim systémem Olympus Camedia C-5050. Misky se zalozenymi

ktizicimi pokusy byly sledovany po dobu 6 mésicti a poté zniceny autokldvovanim.

2.4 Molekularni metody a fylogeneticka analyza

2.4.1 lzolace DNA

DNA byla izolovana ze 7 dni starych kultur rostoucich na MEA za pouziti komeréniho kitu
ZYMO RESEARCH Quick-DNA ™ Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Irvine, USA). Izolace probihala
dle pokynti vyrobce. Kvalita DNA byla kontrolovana na 0,8 % agarosovém gelu s TAE pufrem
(Tris-Acetate-EDTA pufr) a na spektrofotometru Nanodrop ND-1000. Extrahovana DNA byla pouzita
k amplifikaci DNA sekvenci pomoci PCR (z anglického ,,polymerase chain reaction, polymerazova

fetézova reakce).

2.4.2 PCR amplifikace

Pro ucely nasledné fylogenetické analyzy byla pomoci PCR amplifikovana oblast ITS rDNA
(z anglického ,,internal transcribed spacer®, vnitini pfepisovany mezernik ribozomalni DNA) zahrnujici
podoblasti ITS1, 5.8S a ITS2. Dale byly amplifikovany geny kddujici proteiny - B-tubulin (7UB2),
translacni elonga¢ni faktor (TEF/a) a idiomorfy MAT lokust. Primery pouZzité pro amplifikaci vyse
jmenovanych geni jsou uvedeny v Tabulce 2. Kvtili neuspokojivym vysledktim pti amplifikaci cilovych
genll u nekterych druhii byla fada primerti navrzena de novo dle dostupnych sekvenci. Primery
DERM-TEF-REV1 a¢ DERM-TEF-REV4 byly pouZzity pouze pro sekvenaci a ne pro vlastni

amplifikaci.
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Tabulka 2. Primery pouzité k amplifikaci a sekvenaci fragmenti studovanych gent.

Oznadeni genu Forward primer (sekvence 5-3") Reverse primer (sekvence 5-3") Zdroj
ITS ITS1-F ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Gardes & Bruns
(CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) 1993, White et al.

TUB2

TEFla

MATI-1-1

MATI-2-1

Bt2a
(GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC)
T10 (ACGATAGGTTCACCTCCAGAC)

EFdermF
(CACATTAACTTGGTCGTTATCG)

TR MAT1 F1
(GAAYRCSAAAYTRAGRCC)

TR MAT1 F2
(TGAACTCITTYATTGCYTTYCGA)
TR MAT1 F3
(TCYCARAAAGTCAAGTCTG)

TR MAT1 F3N
(TCCCAGAAAGTCAAGTCTG)

TR MAT1 F4
(TCTGATCCYTTCAAAGCRAAATG)

TR MAT2 F1
(TCTGGRACCATGYCGATRCCAGC)
TR MAT2 FIN
(TCTGGGACCATGTCGATGCCAGC)
TR MAT2 F2
(CAGCITCWGGRTCGGTWGAG)

TR MAT2 F2N
(CAGCTTCAGGATCAGTAGAA)

TR MAT2 F3
(GCAGAAGACNAACAAYGAGAT)
TR MAT2 F3N
(GCAGAAGACGAACAAYGAGAT)
TR MAT2 F4
(TGATATTCGCTCTATTGTCGGAGGA)
TR MAT2 F5
(AGCATCGAAGTCATCAAGA)

Bt2b
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC)

EFdermR
(CATCCTTGGAGATACCAGC)
DERM-TEF-REV1
(TTGCCCAACTCTTCRGCTTCC)
DERM-TEF-REV2
(GGACTTCTTGCCCAACTCTTC)
DERM-TEF-REV3
(ATGGTGATACCACGCTCACGC)
DERM-TEF-REV4
(GAACTTCCAGAGGGCGATATC)
TR MATI1 R1
(TGAGSGARAAITGCTTG)

TR MAT1 R2
(GCTTGTCYTCWGTCGARAC)
TR MAT1 R2N
(TGCTTGTCCTCTGTCGAAAC)
TR MATI1 R3
(GYAAACCCATGGYAT)

TR MAT1 R3N
(TGCAAACCCATGGCAT)

TR MATI1 R4
(CAGANACAATTCCAATGA)
TR MAT2 R1
(GGAGTYGGCATGATKCGATAGACT)
TR MAT2 R2
(ACGCTRTCCTCRAAYGC)

TR MAT2 R3
(TTMAGTAAYTTYCTGTC)

TR MAT1 R3N
(TTCAGTAACTTCCTGTC)

TR MAT2 R4
(TCTTGATGACTTCGATGCT)
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PCR reak¢ni smés byla pfipravena v objemu 20 ul o nasledujicim sloZeni:

deionizovana H,O 14,2 ul

pufr (MyTaq Bioline 5x obsahujici nukleotidy a MgCl, ) 4 ul

primery (25 pmol/ul) forward i reverse 0,3 pl
MyTaq HS Red DNA polymeraza (Bioline, London, UK) 0,2 ul

genomickd DNA 1l

Pro vSechny PCR reakce byl pouzit nasledujici amplifikacni cyklus:

95 °C/60 s; 95 °C/20 s, 55-60 °C/30 s, 72 °C/60 s (40x); 72 °C/10 min

Vyssi teplota annealingu (58—60 °C) byla pouzita pievazné pro amplifikaci MAT idiomorf.
Amplifikace probihala v cycleru Mastercycler Eppendorf pro v DNA laboratofi katedry
botaniky PfF UK.

PCR produkty byly zobrazeny na gelové elektroforéze (1% agardzovy gel) s elektroforetickym
pufrem TAE a pfidavkem 0,5 pg ethidium bromidu (Top Bio s.r.o., Vestec, CR) za pomoci
transiluminatoru Herolab UVT — 28M a programu Kodak 1D 3.6.

2.4.3 Purifikace PCR produktu

PCR produkty byly purifikovany srazenim v acetatu sodném (NaOAc) a ethanolu (EtOH) podle
nasledujiciho postupu:
1. KPCR produktu (16-20 pl) ve stripech/desti¢ce byly pfidany 2 pl 3M NaOAc a 50 pl
96% EtOH.
2. Smés byla promichdna (Vortex) 1 min pfi 490 rpm a inkubovdna 10-15 min pfi
laboratorni teplote.
3. Smés byla centrifugovana (Centrifuge 5804 R, Eppendorf) 30 min pfi 3700 rpm a teploté 21 °C.
4. Supernatant byl slit a otoCené stripy/desti¢ky sto¢eny v centrifuze po dobu 1 min pii 490 rpm.
5. K precipitatu bylo pfidano 250 ul 70% EtOH a smés byla dale centrifugovana na 10 min
pti 3700 rpm.
6. Supernatant byl opatrné slit a otoené stripy/desti¢ky byly centrifugovany po dobu 1 min
pti 490 rpm.
7. Precipitat byl suSen 5 minut pii 65°C v termobloku (Thermomixer, Eppendorf).

8. Vznikla peleta byla rozpusténa ve 20 pl deionizované vody.
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2.4.4 Sekvenace DNA a uprava sekvenci

K sekvenaci PCR fragmentl byly pouZity oba koncové primery (Tabulka 2) pouzité pro amplifikaci.
Sekvencni analyza byla provedena v centru BIOCEV na kapilarnim sekvenatoru MiSeq Illumina.
Sekvence byly upravovany v programu BioEdit v7.0.5 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html)
(Hall 2005).

2.4.5 Konstrukce fylogenetického stromu

Ze ziskanych sekvenci byly vytvoreny tii jednogenové stromy a jeden kombinovany strom sestrojeny
ze tii jednogenovych alignmentd (ITS, TEFlo, TUB2). Alignmenty sekvenci byly vytvoreny
v programu MAFFT v7 (http://mafft. cbrc.jp/alignment/server/)(Katoh & Standley 2013). Stromy
vypocitané z Maximum likelihood analyzy (ML) byly konstruovany v programu IQ-TREE v1.4.0
(Nguyen et al. 2015). Optimalni rozdéleni jednotlivych alignmentl na segmenty a dale nejlepsi
substitu¢ni modely byly zvoleny programem PartitonFinder v1.1.0 (Lanfear et al. 2012). Pro kazdy
alignment byl vybran podle bayesovského informacniho kritéria (BIC) vhodny model evoluce. Hodnoty
podpor u jednotlivych vétvi byly ziskany z 1000 bootstrapovych vybért. Pro vypocet bayesovské
posteriorni pravdépodobnosti (pp) byl pouzit program MrBayes v3.2.6 (Ronquist et al. 2012)
a optimalni rozdéleni alignmentd na segmenty a nejlepSi substituéni modely byly opét zvoleny

programem PartitonFinder v1.1.0. Délka fetézce byla 5 000 000 generaci, burn-in 25 %.

2.5 Morfologicka analyza — studium fenotypu

2.5.1 Makromorfologie

Pro srovnani makromorfologickych znakt a rychlosti riistu geofilnich druhd Arthroderma byla pouzita
média MEA, PDA, OA a SAB. Vybrané kmeny od kazdého druhu byly naockovany na Petriho misky
(primér 90 mm) a kultivovany po dobu tfi tydnti ve tmé pfi teplote 25 °C. Po 7, 14 a 21 dnech byly
méfeny rozméry kolonii, po 14 dnech byly misky dokumentovany fotoaparatem Canon EOS 500D
a byla stanovena barva kolonii véetné reverzu (Kornerup & Wanscher 1978) a také textura kolonii

(Otéendsek & Dvorak 1973).

2.5.2 Mikromorfologie

Mikromorfologick4 analyza probihala za pouziti svételného mikroskopu Olympus BX-51 s digitalni
kamerou Olympus DP 72. Pro jednotlivé znaky bylo u kazdého kmenu provedeno nejméné 35 méteni.
U nepohlavniho stadia byly méfeny a sledovany nasledujici struktury: tvar, ornamentace a rozméry

mikro- a makrokonidii, vétveni konidioforu; u pohlavniho stadia: pramér plodnice, rozméry viecek,
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jsem pouzivala program QuickPHOTO MICRO 3.0 (PROMICRA, s.r.0., Praha, CR). Struktury
na nepohlavnim stadiu byly méfeny po 14 dnech kultivace pti 25 °C na MEA a struktury na pohlavnim
stadiu u 5-17 tydnt starych kultur s plodnicemi. Preparaty pro foceni byly pfipravovany v kyseliné
mlécné s pridavkem bavinikové modfi. U kazdého znaku byla zjiStovana minimalni a maximalni

hodnota, primér a smérodatna odchylka.

Mikrostruktury byly dale pozorovany prostfednictvim skenovaci elektronové mikroskopie
(SEM) za pouziti mikroskopu JEOL 6380 LV. Fixaci vzorkli pro SEM provadéla RNDr. Alena
Kubatova podle nésledujicio postupu: plodnice s askorporami byly fixovany parami oxidu osmicelého
po dobu 7 dnii v 5-10 °C. Déle byly preparaty pozlaceny pomoci pfistroje Bal-Tec SCD 050 a tim

pripraveny k pozorovani a fotografovani, které jsem provadéla samostatné.

2.6 Statistické zpracovani dat

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program R Studio (Gandrud 2015).

2.7 Stanoveni zivotaschopnosti (viability) a kli€ivosti askospor

U askospor byla stanovovana jejich zivotaschopnost (viabilita) a kli¢ivost. Gymnothecia (20-30 kust,
5-17 tydni staré kultury) byla odebirana sterilni jehlou z média na misce a pfenesena do zkumavky
o objemu 1,5 ml s0,5 ml pufru Tris-MgClL, [200 mM Tris, 4 mM MgCI2.6H20, 0,5 % (v/v)
Triton X-100 (pH 7,5)] (Pfosser et al. 1995). Pro uvolnéni askospor z plodnic byla gymnothecia v pufru
rozetfena sklenénou ty¢inkou. Smés byla promichéna na vortexu a ptefiltrovana ptes filtr Cell Trics 30
um (Sysmex Partec GmbH) do nové 1,5 ml zkumavky eppendorf (odstranéni vétsich ¢astic, napt. stén

plodnic, filtraci ptes filtr s pory 30 um).

Procento viabilnich askospor bylo méfeno na cytometru BD LSR II ve Stfedisku Cytometrie
a Mikroskopie v MBU AV CR za pouziti softwaru FACS Diva 6.0 (BD Biosciences, San Jose, CA).
Ke kazdému vzorku byl pfidan propidium jodid (2 pg/ml) a poté byly vzorky inkubovany 5 min pfii
pokojové teplote¢ (Pozn.: Propidium jodid pronikne do mrtvych askospor, diky ¢emuz lze odlisit
nezivotaschopné askospory od Zivotaschopnych.). Data byla analyzovana v programu FlowJo v9.9.4

(Tree Star, Inc., USA).

Askospory byly oddéleny od konidii na sorteru Bio Rad S3 Cell Sorter (Pozn.: Askospory
vykazuji na rozdil od konidii vy$si miru autofluorescence, ¢cimz lze od sebe tyto dva typy spor odlisit.).
Sto askospor bylo sortovano do 1,5 ml zkumavek s 0,2 ml pufru Tris-MgCl, . Suspenze byla pipetou
prenesena na Petriho misku s médiem MEA a rozetiena sklenénou ,,hokejkou*. Misky byly inkubovany
na svétle pfi pokojové teploté a pocet klicicich kolonii pro stanoveni procentudlni klic¢ivosti byl

zjistovan po 5—7 dnech. Postup byl ctytikrat opakovan pro kazdy zkoumany vzorek.
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3 VYSLEDKY

3.1 Molekularni metody a fylogeneticka analyza

3.1.1 Sekvenace a tvorba alignmentu

Pro fylogenetickou analyzu bylo k dispozici celkem 197 izolati (Tabulka 3 — viz nasledujici strana).
Sekvence ITS se podatilo ziskat od vSech 197 izolat, sekvence TEFIa byly ziskany od 189 izolath
a sekvence TUB2 od 150 izolatl. Z téchto sekvenci byly vytvofeny alignmenty, jejichz délky a pocty
variabilnich pozic jsou uvedeny v Tabulce 4. Podle udajti z Tabulky 4 je ziejmé, Ze nejvyssi procento
variabilnich pozic bylo pfitomno v genu pro TUBZ2 a nejvice konzervativnim lokusem v tomto ohledu je

ITS oblast rDNA.

Tabulka 4. Délka alignmentu a pocet variabilnich a parsimonné informativnich pozic u zkoumanych lokust.

lokus délka (pocet bazi) variabilni pozice parsimonné informativni
pozice

ITS 766 389 (50,8 %) 309 (40,3 %)

TEFla 762 435 (57,1 %) 322 (42,3 %)

TUB2 503 295 (58,7 %) 256 (51 %)

kombinovany dataset 2031 1119 (55,1 %) 887 (43,7 %)

ITS + TEF1a + TUB2
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Tabulka 3. Seznam kment zahrnutych ve fylogenetické analyze a data o jejich ptivodu.

Druh / shirkovy kéd izoldtu'-> Lokalita, substrit Sbér / izolace MAT lokus’ Irs? TuB2* TEF1a"*
Arthroderma amazonicum

CBS 221.75 = ATCC 28356 = CDC Y-81 = IHEM neznama lokalita, chlupy z hlodavce (,,spiny rat®) sb. aizol. A. A. Padhye neidentif. * * *
3454 =RV 34870 (Echimyidae) (MT+)

CBS 967.68 = ATCC 18393T Brazilie, Manaus, chlupy z hlodavce (Oryzomys) izol. D. Borelli neidentif. < < <
Arthroderma ciferrii

CBS 272.66 = UAMH 25347 USA, Arkansas, puda sb. aizol. L. Ajello homothalicky AJ877217 HF937403 '
Arthroderma crocatum

CBS 130.70 Nizozemsko, Oostelijk Flevoland, pida izol. J. H. van Emden 1969 neidentif. < < <
CCF 5300 = ATCC 66309 = I[HEM 5251 = NHL Japonsko, Hokkaido, Nakagawa-cho, Nakagawa-gun, puda  izol. H. Kubo 1986 homothalicky * * *
2986 = UAMH 63317

CCF 5206 =KVK 101_15 CR, Brno, muz 37 let, nehty na ruce sb. a izol. R. Dobias 2015 neidentif. & & &
CCF 5207=KVK 173_15 CR, Bro, Zena 33 let, nehty na nohou sb. a izol. R. Dobias 2015 neidentif. * * *
CLIS 5170_16 CR, Praha, koZni Supiny a srst kotky sb. aizol. R. Dobias 2016 homothalicky < < <

Arthroderma cuniculi

CBS 492.71 = ATCC 28442 = IHEM 4437 = IMI
096244MT

CBS 495.71 = ATCC 18444 = IMI 096245™"

Arthroderma curreyi
CCF 5965 = CFMR 44736-30-110-I5

CBS 353.66"

UAMH 2208

Arthroderma eboreum

CBS 117155 =DSM 16978"
Arthroderma flavescens
CBS 473.78 =IMI 1173417

Arthroderma gertleri

UAMH 2620"

UAMH 2818 = CDC X-847

UAMH 2819 = CBS 665.77 = CDC X-848
UAMH 2998

UAMH 3424

UK, Skotsko, pida a krali¢i chlupy

UK, Skotsko, ptda a krali¢i chlupy

USA, Wisconsin, Green County, kiize koralovky sedlaté
(Lampropeltis triangulum)

UK, puda
Novy Zéland, ptida

Némecko, kuize ¢lovéka

Australie, Queensland, pefi lediacka posvatného (Halcyon
sancta)

Némecko, puda

neznamé

neznamé

Kanada, Alberta, Edmonton, Alberta Game Farm, puda
USA, Kalifornie, Needles, puda
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sb. aizol. C. O. Dawson

sb. aizol. C. O. Dawson

sb. aizol. J. M. Lorch. 2013

izol. A. E. Apinis 1966

neznamé

sb. 2004

sb. a izol. R. G. Rees 1965

izol. Bohme

izol. Ajello

izol. Ajello

izol. A. Padhye 1968

neznamé

neidentif. (MT-)

neidentif.
(MT+)

neidentif.

homothalicky
homothalicky

neidentif.

neidentif.

neidentif.
MATI-2-1
neidentif.
neidentif.
MATI-1-1



Tabulka 3. Seznam kment zahrnutych ve fylogenetické analyze a data o jejich ptivodu.

Druh / shirkovy kéd izoldtu'-> Lokalita, substrit Sbér / izolace MAT lokus’ Irs? TuB2*

Arthroderma gloriae

CBS 228.79 = UAMH 658 = ATCC 16655 USA, Nové Mexiko, puda neznamé neidentif. ' '

CBS 663.77 = ATCC 16658 = UAMH 2821MT USA, Arizona, puda izol. Ajello neidentif. * *

CBS 664.77 == ATCC 16657 = UAMH 2820M" neznama lokalita, pada izol. Ajello neidentif. < <

UAMH 3417 USA, Kalifornie, San Diego County, pida neznamé neidentif. * *

UAMH 3418 USA, Kalifornie, San Diego County, pida neznamé neidentif. < <

UAMH 3421 USA, Kalifornie, San Diego County, ptida neznamé neidentif. * _

Arthroderma insingulare

BY 3809 USA, koberec v loznici izol. Z. Jurjevi¢ 2016 neidentif. * *

CBS 521.71 = UAMH 3441 = ATCC 22519 Kanada, Alberta, Emonton, puda izol. A. Padhye 1971 MATI-2-1 o o

CBS 522.71 = UAMH 3442 = ATCC 22520 Kanada, Alberta, Emonton, puda izol. A. Padhye 1971 MATI-1-1 * *

CCF 5417=D 331 15 CR, Ceské Budgjovice, Zena 65 let, nehty na pravé noze sb. a izol. N. Mallatova 2015 MATI-2-1 e e

CCF 5938 = 24230-02 dorsal skin #1 12 USA, Vermont, Rutland County, kiize chiestyse lesniho sb. D. Blodgett 2009, MATI-1-1 * *
(Crotalus horridus) izol. J. M. Lorch 2013

CCF 5939 = CFMR 24411-01 skin 12 USA, Massachusetts, Middlesex County, kiize koralovky sb. J. Marzolf 2013, MATI-1-1 o o
sedlaté (Lampropeltis triangulum) izol. J. M. Lorch 2013

CCF 5940 = CFMR 24411-01 skin I3 USA, Massachusetts, Middlesex County, kiize koralovky sb. J. Marzolf 2013, MATI-1-1 * *
sedlaté (Lampropeltis triangulum) izol. J. M. Lorch 2013

CCF 5941 = CFMR 24825-01 skin 12-DTM USA, Massachusetts, Norfolk County, klize chfestyse sb. A. Stengle 2014, MATI-2-1 o o
lesniho (Crotalus horridus) izol. J. M. Lorch 2014

CCF 5942 = CFMR 44736-22-snout-11 USA, New Jersey, Morris County, kuze Stihlovky americké  sb. K. Michell 2013, MATI-1-1 * *
(Coluber constrictor) izol. J. M. Lorch 2013

CCF 5943 = CFMR 44797-157-11-DTM USA, Alabama, Conecuh County, ktize na kiidlech sb. N. Sharp 2015, MATI-2-1 & &
hibernujiciho netopyra (Myotis austroriparius) izol. J. M. Lorch 2015

CCF 5944 = CFMR 45692-17-shed-11-DTM UK, Essex, Epping Forest, kiize uzovky obojkové (Natrix sb. L. Franklinos 2014, MATI-1-1 * *
natrix) izol. J. M. Lorch 2016

SK 1555 16 CR, Praha, Zena 53 let, nehty na noze sb. a izol. M. Skofepova 2016 MATI-1-1 © ©

UAMH 754 Kanada, Alberta, Edmonton, kofiska pastvina izol. J. W. Carmichael 1959 MATI-1-1 * *

UAMH 2922 Mad’arsko, ptida izol. Szathmary 1962 MATI-2-1 * _

UAMH 2923 Mad’arsko, pida izol. Szathmary 1962 neidentif. * _

UAMH 2925 USA, Kalifornie, pida neznamé MATI-2-1 S -

UAMH 3438M" Kanada, Alberta, Edmonton, Alberta Game Farm, pida izol. A. Padhye 1968 MATI-2-1 * *

UAMH 3439 Kanada, Alberta, Edmonton, Alberta Game Farm, puda izol. A. Padhye 1968 MATI-2-1 © ©
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Tabulka 3. Seznam kment zahrnutych ve fylogenetické analyze a data o jejich ptivodu.

Druh / shirkovy kéd izoldtu'-> Lokalita, substrit Sbér / izolace MAT lokus® st TuB2* TEF1a"*

UAMH 3440MT Kanada, Alberta, Fort Macleod, slepi¢i pefi izol. A. Padhye 1969 MATI-1-1 * * *

Arthroderma lenticulare

CBS 307.65 = ATCC 18445 = THEM 3717M" USA, Kalifornie, Los Angeles County, piida z nory sb. aizol. R. S. Pore MATI-2-1 * * *
hlodavct

CBS 308.65 = ATCC 18446 = THEM 3703M" USA, Kalifornie, Los Angeles County, pida z nory sb. aizol. R. S. Pore MATI-1-1 & & &
hlodavct

UAMH 2900 = CDC X-756 neznamé neznamé MATI-2-1 * * *

UAMH 2931 = IMI 113772MT neznamé neznamé MATI-2-1 & & &

UAMH 2932 = ATCC 18445 =THEM 3717 =IMI neznamé neznamé MATI-1-1 * * *

113773MT

Arthroderma melis

CBS 669.80 = CCM F-514" CR, Morava, nora jezevce (Meles meles) neznamé MATI-1-1 * HF937404 *

Arthroderma multifidum

CBS 419.71 = ATCC 18440 = THEM 4432 = IMI UK, puda a chlupy z krali¢i nory izol. C. O. Dawson neidentif. * KT155559.1 *

094205 = RV 20033MT (MT+)

CBS 420.71 = ATCC 18441 = IMI 094206M" Velka Britanie, puda a chlupy z krali¢i nory izol. C. O. Dawson neidentif. (MT-) o o o

AK 108 14 CR, Cesky Kras, podzemni chodba u Velké Ameriky, sb. aizol. A. Kubatova 2014 neidentif. * * _
jeskynni sediment

Arthroderma onychocola

CBS 132920 = CCF 4259 = SK 3941_11" CR, Ji¢in, muz 33 let, nehty na nohou M. Skofepova 2011 MATI-1-1 HF937405 HF937401 *

CCF 4802 Dansko, Kodan, muz 56 let, nehet na levém palci u nohy sb. a izol. 2013 MATI-2-1 & LN589971 &

LN624597,
LN713932

CCF 5208 =D 412_15 CR, Ceské Budgjovice, zena 70 let, kiize na bérci sb. a izol. N. Mallatova 2015 neidentif. * _ *
pravé nohy

CCF 5927=MYK-I9 1=PL9 17 CR, Havitov, Zena 52 let (onkologicka pacientka), nehet na  sb. a izol. P. Lyskova 2017 neidentif. 3 3 3
prostiednicku pravé ruky

CCF 5945 = CFMR 24230-03 snout 12 USA, Vermont, Rutland County, ktize hada (Pantherophis sb. D. Blodgett 2011, neidentif. * * *
alleghaniensis) izol. J. M. Lorch 2013

D233 16 CR, Ceské Budgjovice, Zena 71 let, kiize na obou bércich sb. a izol. N. Mallatova 2016 neidentif. & & &

D578 15 CR, Tébor, zena 29 let, nehty na noze sb. a izol. N. Mallatova 2015 neidentif. * * *

UAMH 824 Novy Zéland, chlupy z jezka (Erinacues sp.) izol. M. J. Marples 1960 neidentif. & _ *

Arthroderma phaseoliforme

CBS 364.66" Venezuela, kozeSina z hlodavce (Proechimys guyanensis) sb. aizol. D. Borelli neidentif. < < <
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Tabulka 3. Seznam kment zahrnutych ve fylogenetické analyze a data o jejich ptivodu.

Druh / shirkovy kéd izoldtu'-> Lokalita, substrit Sbér / izolace MAT lokus’ Irs?

Arthroderma quadrifidum

CCF =5198 = AN-TRICH 5198 Spanélsko, Castanar de Ibor Cave, jeskynni sediment sb. a izol. 2009 MATI-2-1 &

CBS 117.61 neznamé sb. aizol. 1961 MATI-2-1 *

CBS 118.61 neznamé sb. aizol. 1961 MATI-1-1 '

CBS 138.26 = ATCC 13550 = IFO 31699 Svycarsko, neznamy substrat neznamé MATI-1-1 *

CBS 613.74 = UAMH 11336 Kanada, New Brunswick, Underground Lake Cave, kiize izol. K. J. Vanderwolf 2010 MATI-2-1 ©
netopyra (Myotis septentrionalis)

CCF 4743 =KVK 2023 11 CR, Frydek-Mistek, muz 76 let, nehty na ruce sb. aizol. S. Dobiasova 2011 MATI-2-1 *

CCF 4826 = DMF 3040 13 CR, Ostrava, Zena 44 let, nehty obou nohou sb. a izol. S. Dobiasova 2013 MATI-1-1 &

CCF 5079 =KVK 3575_11 CR, Frydek-Mistek, muz 51 let, kiize na dlani, Dobiaova sb. aizol. S. Dobiasova 2011 MATI-2-1 *

CCF 5080 = DMF 1472 13 CR, Karvina, 7ena 71 let, nehty na noze sb. a izol. S. Dobiasova 2013 neidentif. ©

CCF 5431=D342 13 CR, Prachatice, Zena 62 let, nehty na noze sb. a izol. N. Mallatova 2013 MATI-2-1 *

CCF 5776 =D 51 16 CR, Ceské Budgjovice, Zena 40 let, nehty na ruce sb. a izol. N. Mallatova 2016 MATI-1-1 ©

CCF 5777=D2%4 14 CR, Ceské Budgjovice, Zena 70 let, nehet na malicku na sb. a izol. N. Mallatova 2014 MATI-1-1 *
ruce

CCF 5792=D 326 16 CR, Tébor, Zena 56 let, kiize na plosce nohy N. Mallatova 2016 MATI-2-1 o

CCF 5932 =CLIS 5933 _16 CR, Orlov4, Zena 63 let, palec na levé noze sb. a izol. R. Dobias 2016 MATI-2-1 *

CCF 5946 = CFMR 46654-01 19VA06 USA, Virginie, Bath County, jeskynni sediment sb. W. Orndorff 2009, MATI-1-1 <

izol. J. M. Lorch
CCF 5947 = CFMR 46654-01 19VA09 USA, Virginie, Bath County, jeskynni sediment sb. W. Orndorff 2009, MATI-1-1 *
izol. J. M. Lorch

CCF 5948 = CFMR 46655-01 20KY07 USA, Kentucky, Wayne County, jeskynni sediment sb. 2009, izol. J. M. Lorch MATI-2-1 3

CCF 5949 = CFMR 24834-02 skin I1-DTM USA, Minnesota, Fillmore County, kiize plaza (Crotalus sb. J. Edwards 2014, MATI-1-1 *
horridus) izol. J. M. Lorch 2014

CCF 5950 = CFMR 44797-062-11-LNA USA, Missouri, Shannon County, ktize na kiidle sb. J. Colatskie 2015, MATI-1-1 &
hibernujiciho netopyra (Myotis sodalis) izol. J. M. Lorch 2015

CLIS 2233 15 CR, Partutovice, Zena 35 let, kiize na predlokti sb. a izol. S. Dobiasova 2013 MATI-2-1 *

D345 14 CR, Ceské Budgjovice, divka 6 let, kiize na obli¢eji a krku sb. aizol. N. Mallatova 2014 MATI-1-1 &

D388 11 CR, Ceské Budgjovice, Zena 67 let, nehet na palci poranény  sb. a izol. N. Mallatova 2011 MATI-1-1 *
pfi praci na zahradé

IDE 13 1531 =DERM 10 CR, Krnov, Zena 57 let (revmaticka artritida), kiize na bérci  sb. a izol. P. Hamal 2013 MATI-2-1 o

KVK 2380 11 CR, Frydek-Mistek, zena 19 let, kiize v levé podpazni sb. aizol. S. DobiaSova 2011 MATI-2-1 *
jamce

SK 646 14 CR, Jinonéany, Zena 48 let, kiize na plosce nohy sb. a izol. M. Skotfepova 2014 MATI-1-1 o

SK 1539 15 CR, Zdiby, Zena 60 let, kiize v tiislech sb. a izol. M. Skofepova 2015 MATI-1-1 *

UAMH 458 Kanada, Alberta, Edmonton, kiize na pravé ruce izol. J. W. Carmichael 1956 MATI-1-1 ©
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Tabulka 3. Seznam kment zahrnutych ve fylogenetické analyze a data o jejich ptivodu.

Druh / shirkovy kéd izoldtu'-> Lokalita, substrit Sbér / izolace MAT lokus® st TuB2* TEF1a"*
UAMH 544 Kanada, Alberta, Edmonton, piida ve vyb&hu pro ovce izol. J. W. Carmichael 1956 MATI-2-1 * _ *
UAMH 546 Kanada, Alberta, Edmonton, piida ve vyb&hu pro prasata izol. J. W. Carmichael 1956 MATI-1-1 & _ &
(Sus scrofa domesticus)
UAMH 755 Kanada, Alberta, Edmonton, pida ve vyb&hu pro prasata izol. J. W. Carmichael 1959 MATI-2-1 * * *
(Sus scrofa domesticus)
UAMH 763 Kanada, Alberta, Edmonton, pida pobliz kurniku izol. J. W. Carmichael 1959 MATI-2-1 & _ &
UAMH 790 Kanada, Alberta, Edmonton, kiize na noze izol. J. W. Carmichael 1960 MATI-2-1 * _ *
UAMH 794 Kanada, Alberta, Edmonton, seSkraby z nehtli na noze izol. A. Padhye 1960 MATI-1-1 © _ ©
UAMH 864 Madarsko, puda neznamé MATI-2-1 * _ *
UAMH 1049 USA, Kalifornie, Riverside County, zasadita puda izol. Orr MATI-2-1 © _ ©
UAMH 1328 Kanada, Alberta, Edmonton, Alberta Game Farm, pis¢ita izol. J. W. Carmichael 1962 MATI-1-1 * * *
puda ve vyb&hu pro koné
UAMH 1491 Kanada, Alberta, Edmonton, piida pod hnizdem vrabce izol. J. W. Carmichael 1962 MATI-1-1 © _ ©
polniho (Passer montanus)
UAMH 1687 Kanada, Alberta, Edmonton, piida v kvétinovém zahonu izol. J. W. Carmichael 1963 MATI-1-1 * _ *
UAMH 1688 Kanada, Alberta, Edmonton, pida v kvétinovém zahonu izol. J. W. Carmichael 1963 MATI-2-1 © _ ©
UAMH 1848 Madarsko, ptida neznameé MATI-1-1 * _ *
UAMH 1863 USA, Utah, Tooele County, Dugway, pida neznamé MATI-2-1 3 3 3
UAMH 1914 neznama lokalita, sputum ¢lovéka neznameé MATI-1-1 * * *
UAMH 1915 Kanada, Alberta, Edmonton, kiize na ruce izol. J. W. Carmichael 1964 MATI-2-1 e _ e
UAMH 2125 Kanada, Alberta, Edmonton, Zzena 16 let, kiize na noze izol. J. W. Carmichael 1964 MATI-1-1 * _ *
UAMH 2496 Kanada, Alberta, Edmonton, kozni Supiny z ramenou izol. J. W. Carmichael 1965 MATI-1-1 © _ ©
UAMH 2514 Mad’arsko, ptida izol. Szathmary 1964 MATI-1-1 * _ *
UAMH 2517 Mad’arsko, ptida izol. Szathmary 1964 MATI-1-1 * * *
UAMH 2527 Madarsko, ptida izol. Szathmary 1964 MATI-1-1 * * *
UAMH 2562 Austrélie, Queensland, Rattus assimilis 1964 MATI-2-1 * _ *
UAMH 2703 Kanada, Alberta, Edmonton, chlupy a kozni Supiny ko¢ky izol. J. W. Carmichael MATI-1-1 * _ *
(Felis silvestris f. catus)
UAMH 2843 Kanada, Alberta, Edmonton, chlupy na pfedni tlapce kocky  izol. J. W. Carmichael 1967 MATI-1-1 * _ *
(Felis silvestris f. catus)
UAMH 2858 Mad’arsko, pida izol. Szathmary 1967 MATI-1-1 * * *
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Tabulka 3. Seznam kment zahrnutych ve fylogenetické analyze a data o jejich ptivodu.

Druh / shirkovy kéd izoldtu'-> Lokalita, substrit Sbér / izolace MAT lokus® st TuB2* TEF1a"*

UAMH 2920 USA, Kalifornie, pida neznamé MATI-2-1 © © ©

UAMH 2941 = ATCC 22954 = IMI 84307 = UAMH neznamé (monosporicky izolat) izol. Dawson & Gentles 1961 MATI-2-1 * * *

3183MT

UAMH 2942 = ATCC 22955 = IMI 84308 = UAMH neznamé (monosporicky izolat) izol. Dawson & Gentles 1961 MATI-1-1 < < <

3184 = UAMH 3187M"

UAMH 3065 = ATCC 26339 USA, Illinois, Farina, slepi¢i pefti izol. R. K. Benjamin 1950 MATI-2-1 * * *
(Gallus gallus f. domestica)

UAMH 3449 Nizozemsko, Flevoland, puida z polderu (vodni nadrz) neznamé MATI-2-1 < < <

UAMH 3455 Guatemala, lidské vlasy neznamé MATI-1-1 * _ *

UAMH 3456 neznama lokalita, lidské vlasy (bez znamek onemocnéni) neznamé MATI-2-1 © _ ©

UAMH 3458 neznama lokalita, lidské vlasy (bez znamek onemocnéni) neznamé MATI-1-1 * * *

UAMH 3459 USA, Kalifornie, sputum ¢lovéka neznameé MATI-1-1 & _ &

UAMH 3564 Sudan, puda neznamé MATI-2-1 * * *

UAMH 6435 Kanada, Alberta, kiize kravy (Bos taurus) izol. K. Manninen 1989 MATI-1-1 © © ©

Arthroderma redellii

CBS 134550 = CCF 5974 = CFMR 44738-01 = USA, Wisconsin, Grant County, kiize na kiidle sb. M. L. Verant 2012, MATI-1-1 & & &

44738-01-11-SD hibernujiciho netopyra (Myotis lucifugus) izol. J. M. Lorch 2012

CBS 1345517 USA, Wisconsin, Grant Co., Atkinson Mine, kiidla sb. M. L. Verant 2012, MATI-1-1 * * *
hibernujiciho netopyra (Myotis lucifugus) izol. J. M. Lorch

CBS 134554 = CCF 5975= CFMR 44738-08 = USA, Wisconsin, Pierce County, kiize na kiidle sb. M. L. Verant 2012, neidentif. e e _

44738-08-11-SD hibernujiciho netopyra (Myotis lucifugus) izol. J. M. Lorch 2012

CCF 5976 = CFMR 24245-01-11-SD USA, Wisconsin, Lafayette County, kiize na ktidlech sb. J. P. White 2013, MATI-1-1 * * *
hibernujiciho netopyra (Perimyotis subflavus) izol. J. M. Lorch 2013

CCF 5977 = CEMR 24300-01-11-SD USA, Wisconsin, Richland County, kiiZe na kiidle sb. J. P. White 2013, MATI-1-1 & & &
hibernujiciho netopyra (Myotis lucifugus) izol. J. M. Lorch 2013

CCF 5978 = CFMR 44738-13-11-SD USA, Wisconsin, lowa County, kiize na ktidle sb. J. P. White 2013, MATI-1-1 * * *
hibernujiciho netopyra (Myotis lucifugus) izol. J. M. Lorch 2013

Arthroderma silverae

CBS 141576 = UAMH 65177 Norsko - Spicberky, ostrov Svalbard, oblast Glundnest, izol. R. Currah 1988 neidentif. * * *
Ny-Alesund, trus polarni lidky (4lopex lagopus)

Arthroderma thuringiense

CBS 417.71 = ATCC 22648 = IMI 134993 = NCPF byvalé Ceskoslovensko, chlupy z hlodavce izol. Ot¢enasek 1967 MATI-2-1 * HF937402 _

492A = UAMH 34317 LN624596,

LN713931
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Tabulka 3. Seznam kment zahrnutych ve fylogenetické analyze a data o jejich ptivodu.

Druh / shirkovy kéd izoldtu'-> Lokalita, substrit Sbér / izolace MAT lokus® st TuB2* TEF1a"*

Arthroderma tuberculatum

CBS 473.77 = ATCC 26700 = UAMH 873" USA, Illinois, Urbana, pefi drozda (Turdus americanis) izol. H. H. Kiihn 1954 neidentif. * * *

MT+)

UAMH 2831 Indie, Puné, puda izol. A. Padhye 1967 neidentif. < _ <

Arthroderma uncinatum

CBS 128.75 = ATCC 28687 = IMI 156619 = NCPF Polsko, Stétin, ptida na dvorku s prasaty (Sus scrofa izol. 1973 MATI-2-1 < _ <

472 = UAMH 3955 domesticus)

CBS 180.64 = UAMH 3389 byvalé Ceskoslovensko, ptida izol. M. Hejtmanek 1964 MATI-2-1 * _ *

CBS 315.65MT USA, Kalifornie, Kern Country, puda sb. aizol. O. A. Plunkett 1962 MATI-2-1 & & &

CBS 316.65MT USA, Kalifornie, Kern Country, puda sb. aizol. O. A. Plunkett 1962 MATI-1-1 * * *

CBS 101515 = NCPF 216 Belgie, neznamy substrat izol. R. Vanbreuseghem MATI-1-1 < < <

UAMH 519 Kanada, Alberta, Edmonton, ptida ve vybéhu s prasaty (Sus  izol. J. W. Carmichael 1956 MATI-2-1 * _ *
scrofa domesticus)

UAMH 520 Kanada, Alberta, Edmonton, piida na pastviné ovci (Ovis izol. J. W. Carmichael 1956 MATI-1-1 < _ <
sp.)

UAMH 536 Kanada, Alberta, Edmonton, pida na dvorku s dribezi izol. J. W. Carmichael 1956 MATI-1-1 * _ *

UAMH 547 Kanada, Alberta, Edmonton, piida u prase¢iho chlivku izol. J. W. Carmichael 1956 MATI-2-1 & _ &

UAMH 556 Kanada, Alberta, Edmonton, piida na poli izol. J. W. Carmichael 1956 MATI-1-1 * _ *

UAMH 557 Kanada, Alberta, Edmonton, pida izol. J. W. Carmichael 1956 MATI-2-1 © _ ©

UAMH 735 Kanada, Alberta, Edmonton, zahradni puda izol. J. W. Carmichael 1959 MATI-1-1 * _ *

UAMH 736 Kanada, Alberta, Edmonton, zahradni puda izol. J. W. Carmichael 1959 MATI-1-1 & _ &

UAMH 745 Kanada, Alberta, Edmonton, ov¢i vina izol. J. W. Carmichael 1959 MATI-1-1 * * *

UAMH 1315 Kanada, Alberta, Edmonton, Alberta Game Farm, pis¢ita izol. J. W. Carmichael 1962 MATI-1-1 & & &
puda v ohradé pro koné

UMAH 2711 Kanada, Alberta, Edmonton, piida pod smrkem (Picea sp.) izol. J. W. Carmichael 1967 MATI-2-1 * _ *

UAMH 2759 Kanada, Alberta, Edmonton, zahradni ptida izol. J. W. Carmichael 1967 MATI-2-1 © _ ©

UAMH 3271 = UAMH 2929 = UAMH 3185 = UK, pida (monoaskosporicky izolat) izol. Dawson & Gentles 1961 MATI-2-1 * * *

UKNCC 71194 = IMI 084305

UAMH 3272 = UAMH 2930 = UAMH 3186 = IMI UK, ptda (monoaskosporicky izolat) izol. Dawson & Gentles 1961 MATI-1-1 o o o

84306

UAMH 3394 neznamé neznamé MATI-2-1 * * *

UAMH 5157 USA, Michigan (monaskosporicky izolat), neznamy izol. C. D. Jeffries 1985 MATI-2-1 o o

substrat
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Tabulka 3. Seznam kment zahrnutych ve fylogenetické analyze a data o jejich ptivodu.

Druh / shirkovy kéd izoldtu'-> Lokalita, substrit Sbér / izolace MAT lokus® st TuB2* TEF1a"*

UAMH 5161 USA, Michigan (monaskosporicky izolat), neznamy izol. C. D. Jeffries 1985 MATI-2-1 * _ *
substrat

UAMH 6480 = ATCC 58594 neznamé neznamé MATI-2-1 < _ <

UAMH 9278 Kanada, Alberta, Edmonton, Zzena 60 let, nehty na nohou izol. C. Sand 1998 MATI-1-1 * * *

Arthroderma vespertilii

CBS 355.93 = FMR 3752 = IMI 357403 =RV 27093"  Belgie, Louvain, zaZivaci trakt netopyra (Microchiroptera) ~ sb. C. de Vroey 1971 neidentif. AJ007846 * *

Chrysosporium magnasporum

CBS 132551 =FMR 11770" Antarktida, Ostrov krale Jifiho; Potterova zatoka, Jubanska ~ sb. W. P. Mac Cormack 1996, neidentif. * * *
argentinska védecka stanice, pelety chaluhy velké izol. A. M. Stchigel
(Catharacta skua)

Chrysosporium oceanitesii

CBS 132552 =FMR 117717 Antarktida, Ostrov krale Jifiho, Three Brothers Hill, mrtvé sb. A. Archuvi 2011, neidentif. * * *
mladé buinacka Wilsonova (Oceanites oceanicus) izol. A. M. Stchigel

Trichophyton terrestre

CBS 132929 = CBS 124118 = DSM 25999 = GE Némecko, muz 58 let, nehet na palci pravé nohy sb. a izol. Nenoff 2014 neidentif. * * *

204847 07

UAMH 657 Australie, New South Wales, puda izol. Durie 1959 MATI-2-1 & & &

UAMH 662 Australie, New South Wales, puda neznameé MATI-2-1 * * *

Arthroderma sp. 1

UAMH 565 Kanada, Alberta, Edmonton, zorané pole izol. J. W. Carmichael 1956 MATI-1-1 * * *

UAMH 566 Kanada, Alberta, Edmonton, zorané pole izol. J. W. Carmichael 1956 neidentif. © © ©

UAMH 567 Kanada, Alberta, Edmonton, pida ve vyb&hu pro dribez izol. J. W. Carmichael 1956 neidentif. * * *

UAMH 629 Kanada, Alberta, Edmonton, pida na zahradé izol. J. W. Carmichael 1959 neidentif. & & &

UAMH 734 Kanada, Alberta, Edmonton, pida na zahradé izol. J. W. Carmichael 1959 neidentif. * * *

Arthroderma sp. 2

CCF 5955 = CFMR 26379-01-skin3-11-DTM USA, New Hampshire, Hillsborough County, sb. B. Clifford 2015, neidentif. * * *
kize stihlovky americké (Coluber constrictor) izol. J. M. Lorch 2015

CCF 5956 = CFMR 26379-01-skin3-11-SD USA, New Hampshire, Hillsborough County, sb. B. Clifford 2015, neidentif. o o o
kiaze stihlovky americké (Coluber constrictor) izol. J. M. Lorch 2015

CCF 5957 = CFMR 26417-01-biop-11-DTM USA, Wisconsin, Sauk County, ktize chiestyse lesniho sb. J. Kapfer 2015, neidentif. * * *
(Crotalus horridus) izol. J. M. Lorch 2015

CCF 5958 = CFMR 44736-44 scale 11 USA, Minnesota, Sherburne County, kiize heterodona izol. C. Smith 2013, neidentif. * * *
nosatého (Heterodon nasicus) izol. J. M. Lorch 2013

Arthroderma sp. 3

CCF 5953 = CFMR 44736-26-102-11 USA, Wisconsin, Green County, kiize hada sb. aizol. J. M. Lorch 2013 neidentif. * * *

(Thamnophis radix)
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Tabulka 3. Seznam kment zahrnutych ve fylogenetické analyze a data o jejich ptivodu.

Druh / sbirkovy kéd izolatu'-> Lokalita, substrit Shér / izolace MAT lokus’ iTs? TuB2* TEF1a*

CCF 5954 = CFMR 44736-26-103-13 USA, Wisconsin, Green County, kiize hada sb. aizol. J. M. Lorch 2013 neidentif. * * *
(Thamnophis radix)

Arthroderma sp. 4

07MA15 USA, Massachusetts, jeskynni sediment neznamé neidentif. * _ _

Arthroderma sp. 5

CCF 5888 = CBS 143633 = MS246-T Indie, Maharashtra, Ratnagiri, Chiplun, sb. R. Sharma 2015, izol. 2016 neidentif. * * *
puda blizko holiéstvi

Arthroderma sp. 6

CCF 5987 = CFMR 45707-81-shed1-11-DTM CR, jizni Morava, kiize uzovky podplamaté sb. V. Balaz 2016, neidentif. * * *
(Natrix tessellata) izol. J. M. Lorch 2016

Arthroderma sp. 7

SILKES5 = CCF 5865 Némecko, Herxheim, muz 80 let, kozni Supiny z levé nohy  sb. aizol. T. Stern 2016 neidentif. * * *
(tinea cruris)

Arthroderma sp. 8

CCF 5998 = CFMR 46373-1380-C2-DPYA USA, Arkansas, Newton County, kiize na kiidlech sb. B. Sasse 2017, neidentif. * * *
netopyra (Myotis leibii) izol. K. J. Vanderwolf 2017

CCF 5966 = CFMR 44736-43 chin I1-DTM USA, Minnesota, Sherburne County, kiiZze uzovky sb. C. Smith 2012, neidentif. & & &
(Pituophis catenifer) izol. J. M. Lorch 2013

UAMH 663 pida neznamé MATI-2-1 * * *

Arthroderma sp. 9

UAMH 851 USA, Kalifornie, San Joaquin Valley, pida neznamé MATI-2-1 * _ *

UAMH 852 USA, Kalifornie, San Joaquin Valley, pida neznamé MATI-2-1 & & &

Arthroderma sp. 10

CCF 5959 = CFMR 44736-13-C4-I1 USA, Massachusetts, kiize chiestyse lesniho sb. J. Condon, neidentif. © © ©
(Crotalus horridus) izol. J. M. Lorch 2013

Arthroderma sp. 11

CCF 5952 = CFMR 44797-079-11-DTM USA, Wisconsin, lowa County, kuze na kiidlech sb. J. P. White 2015, neidentif. © © ©
hibernujiciho netopyra hnédého (Eptesicus fuscus) izol. J. M. Lorch 2015

Arthroderma sp. 12

CCF 5961 = CFMR 24729-17-12-DTM USA, Zapadni Virginie, Pendleton County, kize sb. C. Stihler 2014, neidentif. < < <
hibernujiciho netopyra hnédého (Eptesicus fuscus) izol. J. M. Lorch 2014

Arthroderma sp. 13

AK 267 13 CR, zapadni Cechy, Vyskovice, jeskynni sediment sb. aizol. A. Kubatova 2013 neidentif. < < <

CCF 5960 = CFMR 44738-22-12-SD USA, Wisconsin, Grant County, kiize na kiidlech sb. J. P. White 2013, neidentif. * *

hibernujiciho netopyra (Myotis lucifugus)
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Tabulka 3. Seznam kment zahrnutych ve fylogenetické analyze a data o jejich ptivodu.

Druh / shirkovy kéd izoldtu'-> Lokalita, substrit Sbér / izolace MAT lokus® st TuB2* TEF1a"*

Arthroderma sp. 14

AK 111 14 CR, Cesky Kras, podzemni chodba u Velké Ameriky, sb. aizol. A. Kubatova 2014 neidentif. & & &
jeskynni sediment

CCF 5951 = CFMR 44738-22-11/13-SD USA, Wisconsin, kiize na kiidlech hibernujiciho netopyra sb. J. P. White 2013, neidentif. * * *
(Myotis lucifugus) izol. J. M. Lorch 2013

Arthroderma sp. 15

CCF 5996 = CFMR 46372-1303-C1-SD USA, Oklahoma, ktize na ktidlech netopyra (Perimyotis sb. C. Hoose 2017, neidentif. * _ *
subflavus) izol. K. J. Vanderwolf 2017

Ctenomyces serratus (outgroup)

CBS 187.61 = ATCC 15504 = IMI 086199 = NRRL Australie, pida neznamé neidentif. * * *

A-11176"

Onygenales sp. (outgroup)

CCF 5750=1L 1447 16 CR, Liberec, Zena 68 let, nehet palce pravé nohy sb. aizol. J. Dolezalova 2016 neidentif. * * *

Pectinotrichum llanense (outgroup)

CBS 882.71 = ATCC 18921 = THEM 4440 = IMI Venezuela, puda sb. aizol. G.F. Orr neidentif. * * *

155643 =RV 228347

! Sbirkové kody: ATCC = American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA; CBS = CBS-KNAW, Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, Netherland; CCF = Sbirka kultur hub katedry botaniky,
PiF UK, Praha, CR; CCM = Ceska sbirka mikroorganismii, Masarykova Univerzita, Brno, CR; CDC = Centers for Disease Control and Prevention, Georgia, USA; CFMR = Center for Forest Mycology Research, Medison,
Wisconsin, USA; DSM = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Germany; FMR = Faculty of Medicine, University Rovira i Virgili, Reus, Spain; IFO = Institute for Fermentation
Culture Collection, Osaka, Japan; IHEM = Belgian Coordinated Collections of Microorganisms (BCCM/IHEM), Brussels, Belgium; IMI = Culture Collection of CABI Europe-UK, Egham, UK;
NCPF = National Collection of Pathogenic Fungi, Salisbury, UK; NHL = National Institute of Hygienic Sciences, Tokyo, Japan; NRRL = Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, Illinois, USA;
UAMH = Centre for Global Microfungal Biodiversity, University of Toronto, Canada; UKNCC = United Kingdom National Culture Collection. Ostatni kody (07MAL1S, AK, AN, CLIS, D, DMF, DERM, GE, IDE, KVK,
L, MYK, PL, RV, SILKE) jsou unikatnimi kédy izolatora a oznacuji originalni ¢isla izolatd, pod kterymi nejsou izolaty ulozeny v zadné vetejné sbirce.

2 Pismeno T v hodnim indexu u izoldti zna&i ex-typovy izolat a pismena MT v hornim indexu tzv. ,,mating-type* izolaty, tedy opacné pohlavné ladéné izolaty, které jsou oba obsazeny v holotypu (jejich kiizeni dalo
vzniknout pohlavnimu stadiu, polozka byla autorem usu$ena a uloZena do herbare; pro dany druh tedy existuji hned dva kmeny, které se daji oznacit jako ex-typové).

3 Parovaci typy (MT- a MT+) pro 4. amazonicum uvadéji Moraes et al. (1975), pro A. cuniculi a A. multifidum Dawson (1963) a A. tuberculatum Sekhon et al. (1973)

4 Sekvence ziskané v této praci jsou oznaceny hvézdickou * a sekvence, které, které se nepodaftilo amplifikovat, zna¢i dlouha pomlcka —. Sekvence ziskané z databaze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

jsou oznaceny pfislusnym pfistupovym ¢islem.
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3.1.2 Konstrukce fylogenetickych strom

Kromé nové ziskanych kmenti byly do fylogenetické analyzy zahrnuty vSechny ex-typové kmeny dosud
znamych druh@t Arthroderma. Pomoci metody ML a Bayesovské analyzy byly vytvofeny tfi
jednolokusové a jeden kombinovany fylogeneticky strom (Obrazky 6-9). V Tabulce 5 jsou uvedena
rozdéleni jednotlivych alignmentii na segmenty (partitions) a nejlepsi substituéni modely pro kazdy

segment, jak byly navrzeny programem PartitionFinder v1.1.0.

Tabulka 5. Rozd¢€leni alignmentti na jednotlivé segmenty (partitions).

Lokus Fylogeneticka metoda Segmenty (substitu¢ni model)
ITS Maximum likelihood ITS1 +ITS2 (GTR+G)
5.8S (K80+I+G)
Bayesovska analyza ITS1 + ITS2 (GTR+G)
5.8S (K80+I+G)
TEFla Maximum likelihood 1. + 2. pozice kodont TEF (SYM+I+G)
3. pozice kodonti TEF (SYM+G)
TEF introny (GTR+G)
Bayesovska analyza 1. + 2. pozice kodont TEF (SYM+I+G)
3. pozice kodonti TEF (SYM+G)
TEF introny (GTR+G)
TUB2 Maximum likelihood TUB?2 introny (K80+I+G)

3. pozice kodontt TUB2 (TVM+I+G)
1. + 2. pozice kodonti TUB2 (JC+I)
Bayesovska analyza TUB? introny (K80+I+G)
3. pozice kodoni TUB2 (HKY+I+G)
1. + 2. pozice kodont TUB2 (JC+I)
ITS + TUB2 + TEF1a Maximum likelihood TEF + TUB?2 introny (HKY+I+G)
3. pozice kodonti TUB2 (HKY+I+G)
1. + 2. pozice kodontt TUB2 (JC+I)
1. + 2. pozice kodont TEF (TrNef+I)
3. pozice kodoni TEF (HKY+G)
ITS1 + ITS2 (GTR+G)
5.8S (K80+I+G)
Bayesovska analyza TEF + TUB? introny (HKY+I+G)
3. pozice kodonit TUB2 (HKY+I+G)
1. + 2. pozice kodont TUB2 (JC+I)
1. + 2. pozice kodont TEF (SYM+I)
3. pozice kodonti TEF (HKY+G)
ITS1 + ITS2 (GTR+G)
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Obrazek 6. Kombinovany fylogeneticky strom rodu Arthroderma vytvoteny na zakladé sekvenci ITS, TEFla a TUB2 metodou
Maximum likelihood (strom s nejvy$sim log-likelihood skore). Ve stromé jsou uvedeny bootstrapové podpory z ML analyzy piesahujici 70 %
a posteriorni pravdépodobnosti z Bayesovské analyzy presahujici 0.90 pp; niz§i podpory jsou vyjadieny poml¢kou. Ex-typové izolaty jsou
oznaceny pismenem T a ,,mating-type" izolaty pismeny MT v hornim indexu. Kazdy izolat je opatien symbolem substratu a geografické oblasti
(vysvétleno v legend€). Strom byl zakofenén kladem zahrnujicim kmeny L 1447 16, CBS 882.71 a CBS 187.61 (outgroup). Méfitko

znazoriuje pocet substituci na jednu pozici v alignmentu (substitutions per site).
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Obrazek 7. Fylogeneticky strom rodu Arthroderma vytvoreny na zakladé sekvenci ITS metodou Maximum likelihood (strom s nejvys$sim
log-likelihood skore). Ve stromé jsou uvedeny bootstrapové podpory z ML analyzy piesahujici 70 % a posteriorni pravdépodobnosti
z Bayesovské analyzy piesahujici 0.90 pp; niz§i podpory jsou vyjadieny pomlckou. Ex-typové izoldty jsou oznaceny pismenem T
a ,,mating-type* izolaty pismeny MT v hornim indexu. Strom byl zakofenén kladem zahrnujicim kmeny L 1447 16, CBS 882.71 a CBS 187.61

(outgroup). Méfitko znazorfiuje pocet substituci na jednu pozici v alignmentu (substitutions per site).
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Obrazek 8. Fylogeneticky strom rodu Arthroderma vytvotreny na zakladé sekvenci TEFIo metodou Maximum likelihood (strom s nejvyssim
log-likelihood skore). Ve stromé jsou uvedeny bootstrapové podpory z ML analyzy ptesahujici 70 % a posteriorni pravdépodobnosti
z Bayesovské analyzy presahujici 0.90 pp; niz8i podpory jsou vyjadieny pomlckou. Ex-typové izolaty jsou oznaCeny pismenem T
a ,,mating-type‘ izolaty pismeny MT v hornim indexu. Strom byl zakofenén kladem zahrnujicim kmeny L 1447_16 a CBS 882.71 (outgroup).

Mefitko znazorfiuje pocet substituci na jednu pozici v alignmentu (substitutions per site).
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Obrizek 9. Fylogeneticky strom rodu Arthroderma vytvoteny na zakladé sekvenci TUB2 metodou Maximum likelihood (strom s nejvyssim
log-likelihood skoére). Ve stromé jsou uvedeny bootstrapové podpory z ML analyzy piesahujici 70 % a posteriorni pravdépodobnosti
z Bayesovské analyzy piesahujici 0.90 pp; niz§i podpory jsou vyjadfeny pomlckou. Ex-typové izolaty jsou oznaceny pismenem T
a ,,mating type izolaty pismeny MT v hornim indexu. Strom byl zakofenén kladem zahrnujicim kmeny L 1447 16, CBS 882.71 a CBS 187.61

(outgroup). Méfitko znazortiuje pocet substituci na jednu pozici v alignmentu (substitutions per site).
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Vysledny kombinovany strom ukazuje (Obrazek 6), ze druhy A. insingulare, A. lenticulare
a A. quadrifidum, se kterymi bylo spojovano stejné nepohlavni stadium, tj. 7. terrestre, jsou
fylogeneticky dobie podpofené a vzajemne oddelené dalsimi druhy. Tyto druhy tedy netvofi komplex
z fylogenetického pohledu. Druh 7. ferrestre, reprezentovany autentickymi kmeny UAMH 657
a UAMH 662 se pfitom nenachazi v zadné fylogenetické linii jmenovanych druhd, ale je samostatnym

druhem.

Druh A. quadrifidum byl nejhojnéji zastoupen mezi druhy zkoumanymi v této praci a zahrnoval
nékolik méné ¢i vice dobfe statisticky podpotenych linii. Piislu$nost téchto linii ke stejnému druhu byla
dale ovétovana kiizicimi experimenty a analyzou morfologie (viz déle). Jednu z téchto linii tvofily
i kmeny A. redellii, které¢ nebyly fylogeneticky jasné oddé€leny od druhu 4. quadrifidum, a proto jim
byla vénovana zvlastni pozornost pii dalSich analyzach (viz nize).

Druhy Arthroderma ve fylogenetickém stromé (Obrazek 6) vytvofily 8 statisticky dobie
podpoienych kladi (angl. clades), které zde byly vzdy arbitrarné pojmenovany podle nejstarSiho
popsaného druhu Arthroderma v daném kladu. Druhy Chrysosporium magnasporum, A. amazonicum
a izolat CCF 5952 (Arthroderma sp. 11) nebylo mozné kvili nizkym statistickym podporam jejich vétvi
do Zadného kladu zatadit. Nize je charakterizovana ekologie a druhové zastoupeni v ramci jednotlivych

kladu:

1) Arthroderma curreyi klad (2 druhy: A. quadrifidum + A. redellii, A. curreyi; 72 izolatl)
Tento klad byl zastoupen nejveétSim poctem izolath, znichz nejvice pochazelo
ze Severni Ameriky (18 kment z Kanady a 16 z USA). Na druhém misté byla Evropa (n = 26).
Celkov¢ nejcastcjSim substratem byl lidsky klinicky material (4. quadrifidum; n = 26); tyto
kmeny pochézely ve 14 piipadech z Ceské Republiky. Kromé lidského klinického materialu
byly kmeny dale izolovany z pidy (n = 21) a zvifat (n = 15). VSechny autentické kmeny
A. redellii (n = 6) pochazely z Wisconsinu v USA z kiiZze hibernujicich netopyrt.

2) Arthroderma uncinatum Klad (5 druhii: A. uncinatum, A. gloriae, A. gertleri, A. lenticulare
a nepopsany druh Arthrodrma sp. 1; 45 izolatd)
Vétsina kmenti tohoto kladu byla izolovana v Severni Americe (18 v Kanadé a 13 v USA).
Kmeny vSech druhti v tomto kladu pochazely vyhradné z pidy (n = 33); ekologie ostatnich
kment byla neznama, nebo kmeny pochazely z klinického materialu (4. uncinatum; n = 2).

3) Arthoderma insingulare Kklad (4 druhy: A. insingulare a nepopsané druhy
Arthroderma sp. 2, 3 a 4; 26 izolatl)
Nejvétsi cast kmenti byla izolovana v USA (n = 15). Ze zvitat, a to prevazné z hadd, pochazelo
nejveétsi mnozstvi izolath (vSechny kmeny druhtt Arthroderma sp. 2 a 3 a znacna ¢ast kment
A. insingulare; n = 14), z pudy pochazelo 8 izolatt. Druh Arthroderma sp. 4 byl reprezentovan

jedinym izolatem z jeskynniho sedimentu.
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4)

5)

6)

7)

8)

Arthroderma multifidum Klad (6 druhii: A. multifidum, A. flavescens, A. eboreum, A. vespertilii
a nepopsané druhy Arthroderma sp. 5 a 6; 8 izolatl)

Izolaty v tomto kladu pochazely ptedevsim z Evropy (n = 6), dale zde byl jeden zastupce z Asie
(Arthroderma sp. 5) a Australie (jeden kmen A. tuberculatum). Izolovany byly z pudy
(dva izolaty druhu A. multifidum a druh Arthroderma sp. 5 zastoupeny jen jednim izolatem,;
n = 3), zvitat (druhy A. flavescens, A. vespertilii a Arthroderma sp. 6 zastoupené jedinym
izolatem; n = 3), lidského klin. materialu (druh 4. eboreum; n = 1) a jeskynniho sedimentu
(A. multifidum; n=1).

Arthroderma crocatum klad (2 druhy: A. crocatum a nepopsany druh Arthroderma sp. 7,
6 izolatl)

Tento klad zahrnoval nejmensi pocet druhti a izolat. Pochazely pfedev§im z Evropy (n = 5)
a lidského klin. materidlu (dva kmeny A4. crocatum a jedingy kmen druhu
Arthroderma sp. 7; n = 3).

Arthroderma tuberculatum klad (6 druhii: A. cuniculi, A. tuberculatum, A. phaseoliphorme
a nepopsané druhy Arthroderma 8, 9, 10; 11 izolati)

Kmeny z druhti tohoto kladu pochézely predev§im z USA (n = 6) a byly izolovany z pidy
(A. cuniculi, Arthroderma sp. 10, po jednom kmenu Arthroderma sp. 8 a A. tuberculatum;
n=06) a zvitat (dva kmeny Arthroderma sp. 8, jediny kmen druhu A. phaseoliforme a po jednom
kmenu A. tuberculatum a Arthroderma sp. 11; n=15).

Arthroderma ciferrii klad (6 druhi: A. onychocola, T. terrestre, A. ciferrii, A. melis,
A. thuringiense a nepopsany druh Arthroderma sp. 12; 15 izolath)

Nejvétsi cast izolath tohoto kladu pochazela z Evropy (n = 9), autentické kmeny 7. terrestre
UAMH 657 a UAMH 662 byly izolovany z pidy v Australii. Klad zahrnuje i kmeny izolované
z klin. materialu (7 zlidi a 4 ze zvitat). Sest kment zlidi (Evropa) a také izolat z jezka
(Novy Zéland) a hada (USA) pattily do druhu 4. onychocola; jeden kmen z lidského pacienta
patfil do druhu 7. terrestre a 2 kmeny ze zvifat (hlodavec a netopyr) patfily do druhd
A. thuringiense a Arthroderma sp. 12. Mens§i ¢ast tvofily kmeny z pidy (dva kmeny T. terrestre
a také A. melis a A. ciferrii zastoupené jen jednim kmenem; n = 4).

Arthroderma silverae klad (5 druhi: 4. silverae, Chrysosporium oceanitesi a nepopsané druhy
Arthroderma sp. 13, 14 a 15; 7 izolath)

Tento klad je reprezentovan pomérné malym poctem izolatd, které pochazely prevazné z USA
(n=3) a Evropy (n = 3) a s vyjimkou jediného kmenu byly asociovany s jeskynnim prostredim.
Kmeny byly izolovany z netopyrii (jeden izolat Arthroderma sp. 14 a jediny kmen druhu
Arthroderma sp. 15; n = 2) a jeskynniho sedimentu (Arthroderma sp. 13 a jeden kmen
Arthroderma sp. 14; n = 3). Jediny zastupce druhu Ch. oceanitesii pochazel z Antarktidy

z mrtvého mladéte buinacka Wilsonova (Oceanites oceanicus).
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Ve fylogenezi jednotlivych lokust také dosSlo k nékolika rozporim s kombinovanou fylogenezi.
ITS rDNA nedokazala jasn¢ odd¢lit druhy A. gertleri a A. gloriae, TEFla odd¢lila izolat CCF 5965
od A. curreyi a nerozliSila druhy Arthroderma sp. 14 od T. terrestre a fylogeneze zalozena
na TUB2 nerozliSila druhy A. ciferrii a T. terrestre. Tyto nesrovnalosti mohou byt v nékterych piipadech
dany kratsimi amplikony ziskanymi pro n€které jednotlivé izolaty. VétSinou se ale jedna o jev, ktery je
bézny napti¢ skupinami hub, tj. nékteré lokusy nedovedou rozlisit v§echny zkoumané druhy. Tento

nedostatek prekonava pouziti mnohagenové fylogeneze.

Fylogeneticka analyza mimo jiné také ukazala na pfitomnost az 15 dosud nepopsanych linii
v rodu Arthroderma. SkuteCnost, Ze se ve vSech ptipadech jednd o nové druhy, bude ale muset byt

ovetfena dal$imi analyzami, zejména analyzou morfologie, fyziologie a testy biologické kompatibility.

3.1.3 Amplifikace MAT genl

MAT 1-1-1 gen
Obp 450 bp
|
TR MAT1F1 TR MAT1R1
— —
TR MAT1F2 TR MATIR2
— _—
TR MATIR2N
TR MAT1F3 —
—_—
TR MAT1F3N TR MAT1R3
—
TR MAT1R3N
—
TR MAT1F4 TR MAT1R4
MAT 1-2-1 gen
Obp 330 bp
S—————————————————————
TR MAT2F1 TR MAT2R1
— —
TR MAT2FIN
—
TR MAT2F2 SRR
—_—
TR MAT2F2N TR MAT2F3 TR MAT2R3
—
TR MAT2F3N TR MAT2R3N
—" TR MAT2F4 —
T TRMAT2F5
—_—
TR MAT2R4
ikl

Obrizek 10. Mapa nové navrzenych primerti pro amplifikace gentt MATI-1-1- a MATI-2-1 urcujicich pohlavni ladéni.
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U vétSiny kment z druhd nékdej$iho T. terrestre komplexu (A. insingulare, A. lenticulare,
A. quadrifidum + A. redellii) a druhu A. uncinatum byly urCeny MATI-1-1 nebo MATI-2-1 idiomorfy
(Tabulka 4). K amplifikaci MAT gent byly pouzity primery nove navrzené v této praci (Obrazek 10)
a u vybranych izolatd byla ovétena spravnost amplifikace cilovych genii sekvenovanim. U ostatnich
kmenti byla MAT idiomorfa urcena pomoci specifickych délek PCR produktd na elektroforetogramu.

U kazdého kmenu byla rovné€Z ovéfovana absence genu opa¢ného parovaciho typu.

Pro amplifikaci MAT lokusii u jednotlivych druhti se osvédcCily kombinace primert uvedené
v Tabulce 6. Pomér MAT gent (MAT1-1-1 : MATI-2-1) u zkoumanych druhii se blizil 1:1 s vyjimkou
A. redellii, kde vSechny zkoumané izolaty (n = 5) obsahovaly pouze MATI-1-1 gen.

Tabulka 6. Vhodné kombinace primert pouzité pro amplifikaci MAT idiomorf a pomér MAT idiomorf uvnitt zkoumanych druht.

Zkoumany Pocet Pocet kment Vhodné kombinace Vhodné kombinace Pomér MATI-1-1 :
druh zkoumanych s determinovanou MATI-1-1 primeria MATI-2-1 primert MATI-2-1
kmenti MAT idiomorfou
A. insingulare 19 17 TR MATI1R2 - TR TR MAT2R1-TR 9:8
MATIF3 MATIF2
TR MAT2R1-TR
MAT2F4
A. lenticulare 5 5 TR MATI1R2 - TR TR MAT2R2 - TR 2:3
MATIF3 MAT2F1
A. quadrifidum 63 62 TR MATIR3 - TR TR MAT2R2 - TR 34:28
MATIF3 MAT2F1
TRMAT2RI -
TRMAT2FIN
A. redellii 5 5 viz 4. quadrifidum viz A. quadrifidum 5:0
A. uncinatum 24 24 TR MAT1R2 - TR TR MAT2R2 - TR 11:13

MATIF3

MAT2F1

TR MAT2R1 - TR
MAT2FIN

3.2 Identifikace klinicky vyznamnych druht Arthroderma

Ze 194 kmend rodu Arthroderma zahrnutych vtéto praci bylo 50 izolovano ze zvifat
a 41 z lidského klinického materialu (Obrazek 11). Z 50 kmenti izolovanych ze zvitat bylo 17 dfive
morfologicky urCeno jako T. terrestre a podle fylogenetické analyzy nyni zafazeny do druht
A. quadrifidum (n = 8), A. insingulare (n="7) a A. onychocola (n = 2). Zbylych 33 izolatl patii pfevazné
do zatim nepopsanych druhl (Arthroderma sp. 2, 3, 6, 8, 10, 11, 12, 14 a 15; n = 14), druhti 4. curreyi
(n = 1), A. uncinatum (n = 1), A. flavescens (n = 1), A. vespertilii (n = 1), A. crocatum (n = 1),
A. tuberculatum (n = 1), A. phaseoliphorme (n = 1), A. thuringiense (n = 1), Ch. oceanitesii (n = 1),

A. amazonicum (n = 2) a druhu 4. redellii (n = 5), ktery je ale potencialnim synonymem A. quadrifidum
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(Obrazek 6). Nejvice izolath pochazelo zplazti (n = 18), netopyrd (n = 15), ptaki (n = 95)
a hlodavct (n =5).

Ze 41 kment izolovanych zlidi bylo 34 tazeno dle morfologie do 7. ferrestre komplexu
a na zakladé¢ molekularnich dat byly uréeny jako A. quadrifidum (n = 27), A. onychocola (n = 4),
A. insingulare (n = 2) a T. terrestre (n = 1). Dal$i druhy Arthroderma, které se vyskytovaly v lidském
klinickém materialu, jsou 4. crocatum (n = 2), A. eboreum (n = 1), A. uncinatum (n = 1)
a Arthoderma sp. 7 (n = 1). Nejcaste&jSim postizenym mistem na téle cloveéka byly nehty na prstech
unohou (n=11) a rukou (n = 7) a klize na nohou (n = 7) a rukou (n = 8). Druhy z nékdejsiho T. terrestre
komplexu mizeme tedy povazovat za pivodce jak lidskych, tak zvifecich dermatomykoz.

Bohaté zastoupeni meély izolaty z pidy (n = 77; 18 druhil), znichz bylo 32 ptvodné
morfologicky identifikovdno do 7. terrestre komplexu a fylogeneticky byly zafazeny do 8 druht
(Obrazek 11). Velmi malé ¢ast izolatl pochéazela z jeskynniho sedimentu (celkem: n =9, T terrestre

komplex: n = 4), ptivod nekterych sbirkovych izolatl byl neznamy (celkem: n = 14, T. terrestre

komplex: n = 2).

Piivod izolatd rodu Piivod izolati
Arthroderma T. terrestre komplexu
3(1%) 1(1%)
9 (5%) 44 %) AO;n=4

14
(7 %)

H ostatni
jeskyné

neznamy
substrat

/

AQ;n=38
AL n=7

Asp8;n=1
Aspl;n=1

u ¢lovék

H zviie

Hpuda

AG; n=1
ACU;n=1

Asp9;n=2 \
TT;n=2:. AQ;n=19
| AlLn=7

Obrazek 11. Puvod izolatt rodu Arthroderma pouzitych v diplomové praci (n = 194) porovnavany s puivodem izolatd diive fazenych

do Trichophyton terrestre komplexu (n = 95). Kruhové vysece zobrazuji zastoupeni druhti 7. terrestre komplexu v ramci jednotlivych substratt
(zespodu puda, zvifata, lidsky klinicky material). ACU = A. curreyi, AG = A. gertleri, Al = A. insingulare, AL = A. lenticulare, AO = A.
onychocola, Aspl = Arthroderma sp. 1, Asp8 = Arthroderma sp. 8, Asp9 = Arthroderma sp. 9, TT = T. terrestre.



Z vysledkt fylogenetické analyzy je patrné, ze dalsi pivodné T. terrestre kmeny byly zafazeny do druhd
A. curreyi (UAMH 2208), 4. gertleri (UAMH 3424), Arthroderma sp. 1 (UAMH 565),
Arthroderma sp. 8 (UAMH 663) a Arthroderma sp. 9 (UAMH 851, UAMH 852). Druh Trichophyton
terrestre (autentické kmeny), ktery byl oznacovan za nepohlavni stadium druhti 7. terrestre komplexu
neni prekvapivé témto druhim fylogeneticky piibuzny. VSechny jmenované kmeny byly
izolovany z pudy.

Pro vétsi ptehlednost je fylogeneticka pftislusnost kment morfologicky diive urcenych jako
T. terrestre vyznaCena na Obrazku 12. Z fylogenetické analyzy lze odvodit, Ze morfologie

charakterizujici druh T. terrestre se vyvinula nékolikrat nezavisle na sob¢.
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UAMH 1688
UAMH 2562
“CF 5431
4826
CCF 5776
UAMH 864
UAMH 763
CCF 5079
CBS 138.26
SK 646 14
UAMH 2703
CCF 5932 g
. | UAMH 2514 A. quadrifidum
77| GanH 2327 1 f
UAMH 1848
UAMH 2517
CLIS 2233 15
UAMH 2858
UAMH 6435
UAMH 1328
UAMH 794
| IDE 13 1531
D 345 14
UAMH 3459
L ccr 5777
UAMH 2125
CCF 5080
CCF 5792
D 388 11
| CBS 118.61
| SK'1539 15
UAMH 2942MT
- UAMH 3065
UAMH 546
CCF 4743
99/- | KVK 2380 11
r{ UAMH 1491
UAMH 1687
UAMH 3564
CBS 117.61
UAMH 790
2ol UAMH 294 1M1
UAMH 544
UAMH 755
91/0.9 UAMH 11336
1 UAMH 2496
UAMH 2843
CCF 5946
CCF 5947
CCF 5198
UAMH 3449
ITS + TEF1a + TUB2 o097  UAME 34
: \ UAMH 458
Al CCF 5948
90/1 CCF 5950
CCF 5949
10071 CBS 1345517
100/1 CCF 5976 %
95/0.99 CCF5974 X
CCF 5978 ‘::
CCF 5977
94/0.99 —__100/1 || [1SCER77 X
uatse,
100/1 UAMH 1049
a UAMH 1914 LA -
UAMH 2930 * autentické kmeny A. redellii
100/0.99 UAMH 1863
L— UAMH 3455
80/- CBS 353.66" .
UAMI 2208 A. curreyi
CCF 5965 CBs 1325517 Chrysosporium magnasporum
100/1 UAMH 519 1ysosp snasp
UAMH 547
UAMH 9278
UAMI 1315 A ;
UAMI 725 . Uncinatum
UAMH 2711
UAMH 536
UAMH 2759
UAMH 556
UAMH 557
UAMH 3272
UAMH 5157
UAMH 3271
UAMH 5161
L UAMH 520
UAMH 735
[-CBS 101515
UAMH 3955
10071 UAMH 6480
CBS 315.65MT
CBS 316.65MT
70/- UAMH 3389
] UAMH 3394
/. CBS 663.77MT
100/1 UAMH 3418
RinTEEne A. gloriae
Al .
100/1 UAMH 3421 8
UAMH 658
UAMH 2818
UAMH 2620 A leri
97/1 UAMH 2998 - gertlert
UAMH ZIQJ(SAOMH bl
100/1 UAMH 2932MT .
) CBS 308.65MT A. lenticulare
100/1 —+—1 CBS 307.65MT
UAMH 2931MT
e
100/1 ——— UAMH 567 Arthroderma sp. 1
UAMH 565
UAMH 566
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~CCF 5417
UAMH 3441
| UAMH 3438
100/- UAMH 2922
LU TEIER RS A. insingulare
UAMH 3439
UAMH 3440MT
UAMH 2923
[ CCF 5939
CCF 5942
CCF 5941
CCF 5943
L BY 3809
CCF 5940
CCF 5944
-CCF 5938
10011 [ 1 5K 155516
L UAMH 754
1001 UAMH 2925
CCF 5955
100/1 ———p> CCF 5956
CCF 5957 Arthroderma. sp. 2
[ 100/1 —| CCF 5958
CCF 5953
6. 4—» CCF 5954 Arthroderma sp. 3
70/- 07MALS Arthroderma sp. 4
CBS 419.71M7 .
ré— 94/- 1001 1icRs 42071 A. multifidum
99/0.98 AK 10814
CCF 58887 Arthroderma sp. S
|99 T
- CBS 473.78 A. flavescens
— :,__ECBS 1171557 A. eboreum
CBS 355.937 A.vespertilii
ITS + TEFla + TUB2 98095 CCF 5987 Arthroderma sp. 6
CCF 5206
9500.9 | ccF 5207
1001 98- {tcLissitole - A, crocatum
- THEM 52517
CBS 130.70
- ~ 100/1 CCF 5865 Arthroderma sp. 7
4 UAMH 663
B CCF 5966
100/0.93 1001 10071 [ e 5098 Arthroderma sp. 8
100/1 CBS 492.71MT ..
CBS 495.71M7 A. cuniculi
100/1 —H—+— UAMEIEST Arthroderma sp. 9
Lo/t UAMH 852
93/- 100/1CCF 5959 Arthroderma sp. 10
CBS 473.777
100/1 UAMH 2831 A. tuberculatum
CBS 364.66" A. phaseoliforme
CCF 5952 Arthroderma sp. 11
CCF 4802
SK 3941 117
CerlETT A. onychocola
UAMH 824
1001 || CCF 5208
D57815
D 23316
CCF 5945
10071 UAMH 657 5
97/1 | o UAMH 662 Trichophyton terrestre
CBS 132929
99/0.99 CBS 272.66" A. ciferrii
~ CBS 669.80T A. melis
A .
CBS417.717 A. thuringiense
/-
CCF 5961 Arthroderma sp. 12
100/1 —CBS221.75 .
[ cBs 067687 A. amazonicum
99/1 100/1 AK 267_13
CCF 5960 Arthroderma sp. 13
CBS 1415767 A. silverae
L0011 CBS 1325527 Chrysosporium oceanitesii
100/1
[AKIIT_14 Arthroderma sp. 14
CCF 5951
CCF 5996 Arthroderma sp. 15
—_ 100/1

100/1

1 /L

L 144716 Onygenales sp.

7/

Pectinotrichum llanense CBS 882.717

Ctenomyces serratus CBS 187.617

Obriazek 12. Kombinovany fylogeneticky strom ukazujici, do jakych druht (zluté obdélniky) byly podle fylogenetické analyzy zafazeny

izolaty morfologicky urcené jako Trichophyton terrestre; kmeny takto ptivodné uréené pied pocatkem této prace jsou oznaceny Cervenym

pismem.
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3.3 Ki¥izici pokusy

Kiizici pokusy byly provadény u druhti z nékdejsiho 7. terrestre komplexu, ktery byl hlavnim objektem
zajmu této prace z hlediska klinického vyznamu jeho zastupci. Cilem bylo potvrdit kompatibilitu
opacn¢ pohlavné ladénych jedinct v ramci a priori fylogeneticky definovanych druhovych hranic
(viz kapitola 3.1.2). Do experimentd byl zafazen i ex-typovy kmen druhu A. redellii, ktery se
fylogeneticky nachézel uvnitt linie 4. quadrifidum, a jehoz biologickd kompatibilita s timto druhem
by mohla dale potvrdit jeho nadbytecnost. Déle bylo cilem zjistit vhodné podminky pro indukci
pohlavniho stadia in vitro u jednotlivych druhti a ovéfit, zda pohlavni stadium nese taxonomicky
vyznamné znaky, které by mohly byt pfinosné pro determinaci druhti. Vzhledem k tomu, ze druhy
A. quadrifidum, A. lenticulare a A. insingulare se ukazaly byt fylogeneticky vzdalené, byly tyto
experimenty provadény jen uvnitt jednotlivych druhti a nebyla testovana nekompatibilita mezi druhy.
Jeji testovani by davalo smysl jen v pfipad¢ velmi blizké fylogenetické ptibuznosti téchto druhti, nebo
za predpokladu, ze bychom fylogenezi neméli k dispozici, jak tomu bylo v minulosti, kdy kiizici
experimenty hraly velmi vyznamnou roli v definici druhovych hranic.

Kftizeni byla provadéna u vSech dostupnych kmenti 4. lenticulare au vétSiny dostupnych kmenti
A. insingulare. Vzhledem k velkému poctu zahrnutych kment A. quadrifidum byly experimenty
u tohoto druhu omezeny na vzorek kmenl vybranych tak, aby reprezentoval fylogenetickou
a ekologickou variabilitu druhu (rzné genotypy, substraty a lokality). Pro experimenty byla pouzita
4 média (GAA, A 2%, PCA, ptuda) a 3 kultivaéni teploty (12, 17, 25 °C); pro pidu byl navic zahrnut
samostatny rezim, a to pokojova teplota se stfidanim svétla a tmy. VSechna uspésnd kiizeni
na jednotlivych médiich jsou vyznacena na Obrazcich 13—-16.

Pohlavni stadium bylo uspésné indukovano u vsech tii druhti diive fazenych do 7. terrestre
komplexu (A. quadrifidum, A. insingulare a A. lenticulare) a dale mezi kmeny A. quadrifidum
a A. redellii. Plodnice vznikaly v rozmezi 5—17 tydnt. Tvorba plodnic se uskuteciiovala na GAA v misté
styku dvou kmenii opa¢ného pérovaciho typu (,,junction zone*) a v ptipadé¢ A 2%, PCA a pudy s vlasy
a zinémi se plodnice tvofily pravé v blizkosti vlast a zini. Podminky pro vznik pohlavniho stadia se
lisily u jednotlivych druhd, ale i mezi pary kmenti v rdmci jednoho druhu. Nejvhodnéjsim médiem co
do poctu uspé$nych kiiZeni se ukazalo byt GAA (Obrazek 13), kde ale nedoslo ke vzniku pohlavniho
stadia mezi zddnymi izolaty 4. lenticulare. Obecné nejvhodnéjsi teplota pro kiiZeni byla 17 °C.

Plodnice u druhu A4. quadrifidum vznikly alespon u nékterych kombinaci kmenti na vSech
pouzitych médiich. Pro 4. insingulare se ukazalo byt nejvhodnéjsi médium A 2% (Obrazek 14).
Ke kiizeni kmena A4. lenticulare doslo pouze v jediném ptipadé, a to na pude€ pii pokojové teplote
za sttidani svétla a tmy. Plodnice vzniklé kiizenim 4. quadrifidum a A. redellii se tvotily pouze na GAA
pti teploté 12 a 17°C. Autentické kmeny A. redellii nebylo mozné vnitrodruhové kiizit, jelikoz byly
k dispozici kmeny pouze jednoho parovaciho typu (MAT I-1-1). Pohlavni staddium druhu 7. terrestre
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nemohlo byt také navozeno, jelikoz oba kmeny UAMH 657, UAMH 662 mély pohlavni ladéni
MATI-2-1. Tyto kmeny se nekfizily ani s vybranymi kmeny ostatnich druhiit 7. terrestre komplexu.
Mimo T. terrestre komplex byly neuspeésné kiizeny opacn¢ pohlavné ladéné izolaty druhu A. uncinatum
(MATI-1-1: CBS 316.65, UAMH 736, UAMH 3272 x MATI-2-1: UAMH 3271, UAMH 3389,
UAMH 6480).

Vznikajici gymnothecia byla zprvu bilé a kulovitd, ve zralosti svétle zluta az okrovd s povrchem
vyrazné ornamentovanym spiralné stoenymi perididlnimi hyfami sloZzenymi z ¢inkovitych ostnitych
bunck. Plodnice obsahovaly prototunikéatni viecka s 8 hladkosténnymi cockovitymi askosporami
se sttedovou prohlubni. Nékteré kmeny tvofily pfi kiizeni i samostatné v kultufe sterilni nodulérni
utvary podobné gymnotheciim s mikroskopicky pozorovanymi perididlnimi hyfami. Tyto struktury

neobsahovaly askospory, ale pouze asexualni konidie.

Agar spiidavkem semen Guizetia MAT1-1-1 MAT1-2-1
abyssinica (GAA)

% typovy izalit —*CBS 1345517, UAMH 864 A. quadrifidum
ol *

A redelli

UAMH 763

UAMH 3458
CCF 5079
UAMH 1914 TAMH 1863
*
R ; UAMH 1049
UAMH 2527 #
UAMH 2920

UAMH 294177

UAMH 3065
UAMH 2858
UAMH 2125
UAMH 1491 KVEK 2380_11

CCF 5792

&
o wnt UAMH 755 ]
UAMH 790

UAMH 546

UAMH 794
UAMH 344077 UAMH 2925
UAMH 3442 CCF 347
Inkubaéni teplota vedouci k produkei plodnic I UAMH 3441
12=C 12,17°C swnnmnsn e TUAMH M39
17°C 17,25°C == == = UAMH 754 UAME 2912 A. insingulare
UAMH 2932MT
25°C

12,25°C e s = CBS 307.65M" A, lenticulare
UAMH 2900
12,17,25°C s _‘ CBS 308.65MT UAMH 293131

Barevné spojnice mezi izolaty MATI1-1-1 a MATI-2-1 parovacich typt znaci uspé$na kiizeni pfi riznych teplotach (viz legenda). Opacné
ladéné kmeny v ramci kladi (Sedé nebo bilé podbarveni) byly kiizeny ve v§ech moznych kombinacich. Fylogenetické stromy byly vytvofeny

na zaklade¢ sekvenci ITS rDNA a slouzi pouze jako schéma pro piehledné vyjadreni vysledku.
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Vodni agar (A 2%) s détskymi vlasy

Inkubaéni teplota vedouci k produlkei plodnic
12°C 12,17°C wwumuns
17°C s ]7,25°C == == =

25°C 12,25°C o = =

12,17,25 °C s

MAT1-1-1

UAMH 1914
UAMH 3458
% CBS 1345517

UAMH 1527

UAMH 1491932 ot

UAMH 3440MT \

UAMH 3442

SK1555_16

UAMH 754

UAMH 2932MT
CBS 308.65T
UAMH 2900

LR RN i
.:.;;LAI\H-I 864
o

Bt
UAMH 794 o200 nu 2%, vANH 755

MAT1-21
A guadrifidum
UAMH 1049
UAMH 1363

UAMH 2920

UAMH 294137 —

g UAMH 3441 A. insingulare

»
0

UAMH 3439

\L‘;L\]H 2922

>

CCF 5417

UAMH 2925

CBS 307.65MT | A lenticulare
UAMH 2931MT

Obrizek 14. Schematické znazornéni vysledki kiizicich experimentii u druhi diivéjsiho Trichophyton terrestre komplexu na 2% vodnim
agaru s détskymi vlasy. Barevné spojnice mezi izolaty MATI-1-1 a MATI-2-1 parovacich typt znaci uspésna kiizeni pii rtiznych teplotach
(viz legenda). Opacné ladéné kmeny v ramci kladi (Sedé nebo bilé podbarveni) byly ktiZzeny ve v§ech moznych kombinacich. Fylogenetické

stromy byly vytvofeny na zakladé sekvenci ITS rDNA a slouzi pouze jako schéma pro piehledné vyjadieni vysledka.

Bramborove mrkvovy agar (PCA)

% CBS 1345517

UAMH 1920

” . MAT1-1-1 MAT1-21
s détskymi vlasy
n A. guadrifidum
UAMH 1914 UAMH 1049
TAMH 358 UAMH 1863

UAMH 2527 ag "= = v » s p UAMH 864

o
R
UAMH 1491 'l‘;.r: * 2R UAMH 29410
Dl
UAMH 794 #¥%un wu 22 yanH 755
UAME 3¢ TAMH 3441 A insingulare
TAMH 339
UAMH 3442
UAMH 2922
SK1555 16
Inkubaéni teplota vedouci k produkei plodnic CCF 5417
12°C 12,17°C smmmnns .
UAMH 754 UAMH 2025
17°C e 17,15°C == == = UAMH 203237
25 9C 12.25 ¢ CBS 307.65MT A. lenticulare
= Sr 2 _— CBS 308.65MT
12,17,25°C  mm UAMH 2900 UAMH 29317

na bramborovomrkvovém agaru s détskymi vlasy. Barevné spojnice mezi izolaty MAT1-1-1 a MATI-2-1 parovacich typl znaci Gspésna kiizeni
pfi riznych teplotach (viz legenda). Opa¢né ladéné kmeny v ramci kladi (Sedé nebo bilé podbarveni) byly kiizeny ve vSech moznych
kombinacich. Fylogenetické stromy byly vytvoieny na zéklad¢ sekvenci ITS rDNA a slouzi pouze jako schéma pro piehledné vyjadieni

vysledkda.
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Puda s détskymi vlasy a koniskymi MAT1-1-1 MAT1-2-1
Zinémi
A. quadrifidum
UAMH 1914 UAMH 1049

¥ typovyizolitd
redellii

UAMH 3458 UAMH 1863

% CBS 1345517 UAMH 2920

UAMH 2527 UAMH 864
o - E
ERMIL1O] * UAMH 2941MT —

UAMH 794 UAMH 755

A insingulare

_ UAMH 344087 TAMH 3441
| UAMH 3442 UAMH 3438
UAMH 2922
| SK 1555 16
Inkubaéni teplota vedouci k produkei plodnic CCF 3417
12°C 1,17°C wwunuus | oanr 754 UAMH 2925

17°C s 17 °C, lab. tepl. == == = " -
2 CBS 37.654T A. lenticulare
lab.tepl. 12°C, lab. tepl, ==« = CBS 308.65MT
12,17 °C, leh. tepl. s— UAMH 2900 UAMH 293107

vlasy a konskymi zinémi. Barevné spojnice mezi izolaty MATI-1-1 a MATI-2-1 parovacich typi znac¢i Gspé$na kiizeni pti riznych teplotach
(viz legenda). Opacné ladéné kmeny v ramci kladti (Sedé nebo bilé podbarveni) byly kiizeny ve vSech moznych kombinacich. Fylogenetické
stromy byly vytvofeny na zakladé sekvenci ITS rDNA a slouZzi pouze jako schéma pro piehledné vyjadieni vysledki. Lab. tepl. = laboratorni

(pokojova) teplota (20 —25 °C), stfidani svétla a tmy.

3.4 Morfologie

Do morfologické analyzy byly zahrnuty znaky na nepohlavnim i pohlavnim stadiu druhti z T. ferrestre
komplexu; pro srovnani byl v nékterych grafech zahrnut i druh 4. onychocola, do kterého bylo zatazeno
velké mnozstvi kmend ptivodné morfologicky identifikovanych jako T. terrestre. Pro zjisténi statisticky
vyznamnych rozdilti v mikromorfologickych znacich mezi druhy byla pouzita analyza ANOVA a na ni

navazujici Tukey HSD test.

Vsechny zkoumané druhy produkovaly velké mnozstvi hladkych, 1-bunécnych, pfevazné
hruskovitych az kyjovitych mikrokonidii; vétSina druhii produkovala i hladké, vicebunééné, kyjovité
makrokonidie. Statisticka analyza identifikovala dvé skupiny druht se statisticky vyznamné odlisnou
délkou mikrokonidii (p<0,05). Do prvni skupiny pattily druhy 4. onychocola a T. terrestre, které mély
signifikantné kratsi mikrokonidie nez zbyvajici druhy (Obrazek 17a). V Sifce mikrokonidii se vymykal
zejména druh A. redellii (Obrazek 17b). Ze zkoumanych druhti netvofil makrokonidie druh
A. onychocola, u T. terrestre nebyly v kultufe makrokonidie nalezeny, ptestoze je autoii zmifuji
v originalnim popisu.

Délkou makrokonidii se signifikantné liSila dvojice A. insingulare a A. lenticulare od druht

A. quadrifidum a A. redellii, zatimco v §ifce makrokonidii se zkoumané druhy statisticky neliSily
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(Obrazky 17c, d). Ackoliv nebyly druhy A. insingulare a A. lenticulare od sebe na zaklad¢é délky
makrokonidii statisticky signifikantné odliSeny, makrokonidie A. lenticulare se vyrazné lisily tvarem
a poctem bungk (protahle vejcity tvar, 2—6-bunécné makrokonidie u 4. lenticulare oproti kyjovitému
tvaru 2—3-bunéénych makrokonidii u 4. insingulare). Délka a tvar makrokonidii by se tedy dal u té€chto
druhti povazovat za dobry determinacni znak. Druh A. redellii se od kment 4. quadrifidum odliSoval
v Sifce mikrokonidii, délce makrokonidii a septaci makrokonidii (pozorovany pouze 2-bunécné
makrokonidie). Je ale nutné brat v potaz, ze rozméry konidii pro 4. redellii musely byt ziskany z kultur
inkubovanych na MEA pti 17 °C (druh neroste pti 25 °C), kdezto rozméry vsech ostatnich druhti byly
odecitany na MEA pfi 25 °C. Rozmérové odlisnosti tedy nutn¢ nemuseji byt odrazem rozdilii mezi

druhy, ale mohou byt zptisobeny odlisnymi kultiva¢nimi podminkami.
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Obrazek 17 (a-d). Porovnani délky a Sitky mikro- a makrokonidii u druhti z 7. terrestre komplexu kultivovanych 14 dni na MEA pti 25 °C.
U druhu 4. redellii byla méfeni ziskana pouze pro izolat CCF 5974 rostouci pfi 17 °C. Rozdilna pismena nad jednotlivymi boxploty znazoriuji
statisticky vyznamné rozdily (p <0,05) ve velikostech konidii mezi druhy zjisténymi Tukeyho HSD testem. Boxploty znazornuji median,

interkvartilové rozpéti, horni/dolni kvartil + 1,5 nasobek interkvartilového rozpéti (vousy) a odlehlé hodnoty (kolecka).
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Znaky na pohlavnim stddiu jsou povazované za dullezité determinacni znaky u fady skupin
vieckovytrusnych hub. Sitka askospor spolu s délkou a §itkou viecek oddélily dvé skupiny druhti se
statisticky vyznamné odlisSnymi rozméry, tj. 4. insingulare s A. quadrifidum a A. lenticulare s kiizencem
A. quadrifidum x A. redellii (Obrazky 18a, c, d). Vyska askospor odlisila druh A. quadrifidum od zbylych
peridialnich hyf signifikantné odliSil druh A. lenticulare od ostatnich druhi (Obrazek 18e), kdezto
v rozméru nejuz§iho mista bunck peridialnich hyf se lisil A. insingulare od zbyvajicich druhi
(Obrazek 18f). Spolu s tvarovou odlisnosti (4. lenticulare symetrické = ¢inkovité se spojujicim mistkem
ve stfedu bun¢k versus A. insingulare a A. quadrifidum asymetrické = Cinkovité se spojnici mimo stied
koncovych casti buiiky) lze tedy rozméry peridialnich bun¢k povazovat za vhodny determina¢ni znak
u druhit 7. terrestre komplexu. Plodnice kiizence A. quadrifidum % A. redellii se velikosti lisily
od zbylych tfi druht (Obrazek 18g). Druh 4. lenticulare se vyznamné lisil ve vétsin€ rozmeért od dvojice
druhti 4. insingulare a A. quadrifidum. Az na rozmér nejuzsiho mista bunky peridialni hyfy se druh

A. quadrifidum neshodoval s kiizencem A. quadrifidum x A. redellii v zadném rozméru (Obrazeky 18).
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Nej$irsi misto peridialnich bunék Nejuzsi misto peridialnich bunék
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Obrazek 18 (a-g). Porovnani rozméril na pohlavnim stadiu (askospory, viecka, peridialni hyfy, plodnice) u druhi z 7. ferrestre komplexu.
Meéfeni probihala u zralych plodnic vytvorenych po 5-17 tydnech pfi téchto podminkach: A. quadrifidum a A. q. x A. redellii — GAA 17 °C,
A. insingulre — A 2% 17 °C, A. lenticulare — puda, pokojova teplota. Rozdilna pismena nad jednotlivymi boxploty znazorfiuji statisticky
vyznamné rozdily (p <0,05) ve velikostech konidii mezi druhy zjisténymi Tukeyho HSD testem. Boxploty znazornuji median, interkvartilové

rozpéti, horni/dolni kvartil + 1,5 nasobek interkvartilového rozpéti (vousy) a odlehlé hodnoty (kolecka).

Kolonie tvotily vSechny druhy ptevazné vatovité a vlockovité (Tabulka 7). Druh 4 onychocola
tvoril granularni a vlockovité kolonie, druh A. redellii tvotil pfevazn€ submerzni (= zapusténé do média)
a vatovité kolonie. Rychlost riistu na jednotlivych médiich se mezi druhy vyrazné nelisila, s vyjimkou
druhu 4. redellii, ktery jako jediny nebyl schopen rist pii 25 °C; rostl ale pii 12 a 17 °C. Barva kolonii
(obverz) byla vétSinou bild az Zlutobila, reverz byl u druhG A. lenticulare Zluty az oranzovy,
u A. insingulare, A. quadrifidum a A. redellii zluty a u A. onychocola a T. terrestre Cerveny az tmave
hnédy.

Naméfena data jsou sumarizovana v Tabulkdch 7 a 8. Makro- a mikromorfologické

charakteristiky jednotlivych druhti jsou vyobrazeny na fotografickych tabulich (Obrazky 19-26).

60



Tabulka 7. Rychlost ristu a makromorfologické charakteristiky kolonii u druhtt Trichophyton terrestre komplexu.

Znak1

A. insingulare

A. lenticulare

A. (mychocala2

A. quadrifidum

A. redellii’

T. terrestre

MEA (25°C, 14 d,

mm)

OA (25°C, 14 d,

mm)

PDA (25°C, 14 d,

mm)

SAB (25°C, 14 d,

mm)

MEA (textura)

OA (textura)
PDA (textura)
SAB (textura)

MEA
(barva)

OA
(barva)

PDA
(barva)

SAB
(barva)

obverz

reverz

obverz

reverz

obverz

reverz

obverz

reverz

31-40

28-37

29-36

32-40

vatovita az vlo¢kovita (=
floccose)

vatovita

vatovita

vatovita
bila (1A1)

svétle Zluta (4A3-5)

bila (1A1) az nazloutle bila
(3A2)

nazloutle bila (3A2)

bila (1A1) az nazloutle bila
(3A2)

svétle Zluta (3A3, 4A4)
bila (1A1)

svétle Zluta (3A3, 4A4)

25-45
26-34
29-45
32-42
vlockovita

vatovita az vlockovita
vatovita

vatovita az vlockovita
bila (1A1)

nazloutle bila (3A2, 4A2),
okraje tmavé zluté az
oranzoveé (4A8, 5A8)

bila (1A1)
nazloutle bila (3A2, 4A2)

bila (1A1) az svétle zluta
(2A2,4A2)

svétle zluta (3A5) az
zlutooranzova (4A7)
bila (1A1) az svétle zluta
(2A3)

zlutd (3A6) az
zlutooranzova (4A7)

23

23

25-27
24-26
granularni

granularni
granularni
vlockovita
naZloutle bila (2A2)

svétle hnéda (5D8), okraje
svétle zluté (4A3)

nazloutle bila (3A2)
nazloutle bila (3A2)
nazloutle bila (2A2)
Sedooranzova (5B5), okraje
svétle zluté (4A3)

nazloutle bila (2A2)

pasteloveé zluta (3A4),
okraje svétle hnédé (7D5)

2740
30-38
2541
35-43
vlo¢kovita az granularni

vatovita az granularni
vatovita az granularni
vatovita

bila (1A1)

svétle zluta (4A3, 4A4)

bila (1A1)

nazloutle bila (3A2) az
svétle zluta (4A3)

bila (1A1) az nazloutle bila
(1A2)

svétle zluta (3A3, 4A4) az
svétle oranzova (5SA4)

bila (1A1) az nazloutle bila
(1A2)

maslove zluta (4A5), okraje
svétle zluté (3A3)

0; 12-14 (17°C)
0; 9 (17°C)

0; 12 (17°C)

0; 12 (17°C)
vatovita

submerzni
submerzni
submerzni

bila (1A1), okraje nazloutle
bilé (4A2)

pastelove Zluta (3A4),
okraje svétle zIuté (3A2)
bila (1A1)

nazloutle bila (4A2)

bila (1A1)

svétle zluta (4A4)

bila (1A1) aZ nazloutle bila

(2A2)
svétle 7lutd (4A5)

! Kody v zavorkach u barev kolonii odpovidaji barvam uvedenym v Kornerup & Wanscher (1978). Textura kolonii byla charakterizovana podle Otéenaska a Dvoraka (1973).

2 Rychlost ristu kolonii druhu 4. onychocola byla méfena pouze u izolatu CCF 5927.

3 Rychlost ristu kolonii druhu 4. redellii byla méfena pouze u izolatu CBS 134551 pti 17°C.
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37-45
33-39
31-39
38-46
vatovita

vatovita
vatovita
vlockovita
1A1 (bil)

hnédooranzova (5C4) az
svétle hnéda (6D6), okraje
svétle zluté (3A3)

bila (1A1) az svétle zluta
(BA3)

matné zluta (3B3) az
hnédooranzova (7C2)

bila (1A1), okraje svétle
zluté (3A3)

svétle hnéda (6D6), okraje
pastelové zluté (3A4)

bila (1A1) az nazloutle bila
(1A2)

tmaveé hnéda (8F7), okraje
svétle zluté (2A3)



Tabulka 8. Mikromorfologické charakteristiky nepohlavniho a pohlavniho stadia u druhtt Trichophyton terrestre komplexu.

Znakl’z’3 A. insingulare A. lenticulare A. (mychocala4 A. quadrifidum A. redellii5 T. terrestre6
Mikrokonidie (tvar, hruskovité, kyjovité kyjovité kyjovité hruskovité, kyjovité vejcité, kyjovité hruskovité, kyjovité
délka x Sitka, pm) (3-)4-6(-11)x (1,5-) 2,5-3 (3-)4-6 (8) x (1,5 2-3 3,5-5(-6,5) x 2-3 (2-)3,5-6 (-12) x 2-3 (-4) (3-)4-5,5 (-6,5) x 34 (2,5-)3,5-5%x2,5-3
Makrokonidie (pocet 2-3-bunécné 2—6-bunécné netvoii se 2-4-bunécné 2-bunééné —
b“‘;ék; délka x 3itka,  yyigvite protahle vejgité, kyjovité protahle vej&ité, kyjovité kyjovité -
m
= (4,5-)5,5-10 (-12) x 2,5-3 (5,5-) 9-20 (-33) x 3— (4,5-) 7,515 (-35) x (2-) (4-) 5,5-8,5(-12,5) x
4,5 (-6) 3,545 3,545
Arthrokonidie (délka x  (4-) 5-8,5 (-11) x 2-3,5 (4-) 5-12 (-19) x 1,5— — 7-10 x 2-2,5 — 4,5-10,5 (-12,5) x 2—
Sika, jum) 2,5 2.5
Vétveni konidioforu jednoduchy konidiofor (pfisedlé vétveni 1. stupné, jednoduchy jednoduchy konidiofor, jednoduchy konidiofor, vétveni 1. stupné,
konidie), vétveni 1. stupné jednoduchy konidiofor konidiofor, vétveni 1. vétveni 1. a 2. stupné vétveni 1. a 2. stupné jednoduchy konidiofor
(mikrokonidie jednotlivé na kratkych a 2. stupné
postrannich vétvich) a 2. stupné
(postranni vétve se dale vétvi)
Pohlavni systém heterothalicky heterothalicky heterothalicky heterothalicky heterothalicky (?)7 heterothalicky (?)8

Plodnice (primér, pm)
Peridialni buiiky
(izké; Siroké misto,
pm)

Viecka (délka x $iFka,
pm)

Askospory (Siika x
vySka, pm)

(200-) 300500 (-600)

asym. i symetrické, 2,5-4 (—6); (3,5-)
4,56 (-7)

5-7 (-8,5) x 4,5-6

2,54 x1-2

300-550 (-750)
symetrické, (2—) 3-5 (—
7); (3-) 5-7 (-8.5)

5-6 x 4-5

2-3 x1-1,5

400-600 (-750)
symetrické, 2,5-5;
1,5-3

5-6 (pramer)

2-3x1,52

(150-) 300-500 (~700)

asymetrické (2-) 3-4,5 (-7,5);

(2,5-) 4,5-6,5 (-8.5)

(4,5-) 5,5-7 (-8) x (3,5-)
4,555 (-7)
2,53,5x1-2

400 —550 (—650)
asymetrické, 3-4; 4,5-6

(3,5-)4,5-6 x (2,5-)
3,5-5

2-3x1-2

pohl. stddium neznamé

I Méfeni na pohlavnim stadiu probihala u zralych plodnic vytvotenych po 517 tydnech pfi téchto podminkach: A. quadrifidum a A. q. x A. redellii — GAA 17 °C, A. insingulre — A 2% 17 °C, A. lenticulare — pida,
pokojova teplota (jen kiizeni UAMH 2900 x CBS 307.65).

2 Dlouh4 pomltka — vyjadfuje nezméieny tdaj.

3 Tvary konidii byly charakterizovany podle popisti v knize Otenaska a Dvotaka (1973).

4Udaje o pohlavnim stadiu byly pievzaty z Hubka et al. (2015).

3> Mikromorfologické znaky nepohlavniho stadia 4. redellii byly méfeny u izolatu CCF 5974 tvoficiho pouze 2-bunééné makrokonidie. Znaky na nepohlavnim stadiu byly méfeny u kiizenct

A. quadrifidum x A. redellii.

S U T. terrestre nebyly zm&teny makrokonidie, jelikoZ nebyly ve 14 dni staré kultute kultivované ve tmé na MEA pii 25 °C nalezeny.

7 U A. redellii byly dostupné pouze kmeny s MATI-1-1 idiomorfou.

8 U T terrestre byly dostupné pouze kmeny s MAT1-2-1 idiomorfu.
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Obrazek 19. Nepohlavni stadium Arthroderma insingulare. A. Kolonie na médiich (zleva) MEA, OA, PDA a SAB; horni fada obverz,
spodni reverz; kultivace 14 dni pfi 25 °C. B, C. Konidiofory. D. Arthrokonidie. E. Makrokonidie. F. Mikrokonidie. Méfitka 20 pm.
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Obrazek 20. Pohlavni stadium Arthroderma insingulare. A-B. Kiizeni in vitro. C-D. Plodnice. F. Plodnice vyristajici na détském vlasu.
G. Asymetricka perididlni hyfa. H. Viecka. CH. Askospory. I. SEM - plodnice. J. SEM - peridialni hyfy. K. SEM - spiralni hyfy. L. SEM -
viecka a askospory. Méfitka: F =200 um; G, H, J, K =20 um; CH= 10 um; I=100 pm; L =2 pum.
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Obrazek 21. Pohlavni i nepohlavni stadium Arthroderma lenticulare. A. Kolonie na médiich (zleva) MEA, OA, PDA a SAB; horni fada
obverz, spodni reverz; kultivace 14 dni pfi 25 °C. B. Konidiofor. C. Arthrokonidie. D, E. Makrokonidie. F. Mikrokonidie. G, H, 1. Plodnice.
CH. Symetrické peridilni hyfy. J. Peridialni a spiralni hyfy. K. Viecka s askosporami. Méfitka: B-F, CH, K =20 um; H =200 pm; J =50 pm.
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Obrazek 22. Nepohlavni stadium Arthroderma onychocola. A. Kolonie na médiich (zleva) MEA, OA, PDA a SAB; horni fada obverz,
spodni reverz; kultivace 14 dni pfi 25 °C; foto kolonie na PDA Vit Hubka. B-D. Konidiofor. E. Mikrokonidie. Méfitka 20 pm.
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Obrazek 23. Pohlavni stadium Arthroderma onychocola. A-D Plodnice. E. Spiralni hyfy. F. Peridialni hyfy. G. Viecka. H. Askospory.
CH. SEM - plodnice. I. SEM — spiralni hyfy. J. SEM - perididlni hyfy. K. SEM - askospory v rozpadajicich se vieckach. Méfitka:
D, CH =100 um; E =20 pm; F-H =10 um; I=50 pm; J =5 pm; K =2 pum. foto Vit Hubka
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Obrazek 24. Nepohlavni stadium Arthroderma quadrifidum. A. Kolonie na médiich (zleva) MEA, OA, PDA a SAB; horni fada obverz,

F

spodni reverz; kultivace 14 dni pii 25 °C. B. Detail kolonie na PDA vylucujici roztok sekundéarnich metabolitd (exudat). C. Arthrokonidie.
D. Konidiofor. E. Makrokonidie. F. Mikrokonidie . Méfitka 20 pm.
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Obrizek 25. Pohlavni stadium Arthroderma quadrifidum. A, B. Kiizeni in vitro. C-F. Plodnice. G. Asymetrické peridialni hyfy. H. Viecka.
CH. Askospory. I. SEM — plodnice. J. SEM — perididlni hyfa. K. SEM — spiralni hyfa. L. SEM — askospory. Méfitka: F, I = 100 pm;
G-CH, J, K=10 pm; L =5 pm.
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Obrazek 26. Nepohlavni stadium Trichophyton terrestre sensu stricto. A. Kolonie na médiich (zleva) MEA, OA, PDA a SAB; horni fada
obverz, spodni reverz; kultivace 14 dni (PDA 21 dni) pti 25 °C. B, C. Konidiofy. D, E. Arthrokonidie. F. Mikrokonidie. Méfitka 20 pm.
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3.5 Viabilita a kli¢ivost askospor

Pro stanoveni viability a kli¢ivosti askospor byl pouzit pritokovy cytometr (Obrazek 27) a cell sorter.
Dostate¢né mnozstvi materidlu pro stanoveni viability a kli¢ivosti askospor se podatilo ziskat
jen u nekterych kiizeni u druh@ A. insingulare, A. quadrifidum a A. quadrifidum x A. redellii
(Tabulka 9). Pro zjisténi téchto hodnot u A. lenticulare nebyl ziskdn dostatecny pocet plodnic
(byly spotifebovany pro méteni mikromorfologie). Kviili ¢asové naro€nosti indukce pohlavniho stadia

u tohoto druhu nebylo mozné tento tdaj doplnit pfed terminem odevzdani diplomové prace.

Tabulka 9. Zivotaschopnost (viabilita) a kli¢ivost askospor u kifzeni druhtt 7. terrestre komplexu.

Druh K¥iZeni, médium, teplota Viabilita Klic¢ivost
A. insingulare D331_15xSK 1555_16 A 17°C 92 % 8%
D331 15 x UAMH 3442 A 17°C 95 % 14 %
A. quadrifidum UAMH 794 x UAMH 864 GAA 17°C 99 % 66 %
UAMH 2527 x UAMH 864 GAA 12°C 98 % 38,5 %
UAMH 794 x UAMH 763 GAA 17°C — 53 %
UAMH 1491 x UAMH 755 GAA 17°C — 37 %
UAMH 1491x UAMH 864 PCA 17°C — 53 %
UAMH 1491 x UAMH 2941 PCA 17°C — 36,5 %
UAMH 794 x KVK 2380 _11 GAA 17°C — 43 %
UAMH 864 x D 51 _16 GAA 17°C — 63 %
UAMH 2941 x UAMH 3458 GAA 17°C 91 % 30 %
UAMH 2941 x UAMH 3458 PCA 17°C 95 % 70 %
A. quadrifidum x A. redellii UAMH 2941 x CBS 134.551 PCA 17°C 86 % 14 %

Pozn.: Dlouhd poml¢ka — znac¢i nezméfené hodnoty. Hodnota kli¢ivosti znaci primér ze 4 provedenych méteni u jednoho vzorku.

Vzhledem k malému poctu ziskanych métfeni z nich nelze vyvozovat zdsadni zavéry. Obecné se
predpoklada zejména velky vyznam klicivosti askospor pti odhalovani mezidruhovych hybridi u hub.
Ta by méla byt nizkd u hybridd v porovnani s vlastnimi biologickymi druhy, jak ukazaly
napf. experimenty u rodtt Neurospora (Dettman et al. 2003) a Aspergillus (Sugui et al. 2014). Vyznam
viability askospor neni znamy, ale cilem zde bylo zjistit, jestli jeji hodnoty koreluji s kli¢ivosti.

I pfes maly pocet ziskanych meéfeni lze pozorovat u kiizenct druhti A. insingulare
a A. quadrifidum vysokou miru viability (pfes 90 %). U kfizence mezi 4. quadrifidum a A. redellii je
viabilita nizs§i nez 90 %. V porovnani s viabilitou byla mira kli¢ivosti ve vSech pfipadech vyrazné¢ nizsi.
U A. quadrifidum byla priméma kli¢ivost 49 %, u A. insingulare 11 % a u kiiZzence
A. quadrifidum % A. redellii 14 %. Nizkd mira kli¢ivosti by mohla vypovidat o pfitomnosti
mezidruhovych hybrid a tedy i kryptické speciaci vramci fylogenetickych druhd. To je ale
u A. insingulare vzhledem k vysledkiim fylogeneze a morfologické analyzy velmi nepravdépodobné.
U kiizence mezi A. quadrifidum a A. redellii je snizena jak viabilita, tak kli¢ivost. Tento vysledek by
tedy mohl ukazovat na rozvoj postzygotickych reproduk¢nich bariér (sterilita, nizsi fitness). Vysledky

morfologické analyzy spolu s faktem, ze A. redellii neroste pti 25 °C oproti 4. quadrifidum, také
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podporuji moznost, ze by A. redellii mohl byt samostatny druh. Fylogenetickd analyza je s timto

zavérem ale v rozporu.
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Obrazek 27. Data z prutokové cytometrie analyzovana v programu FlowJo 7.6.1. Grafy v poslednim sloupci zobrazuji zivé autofluorescentni
askospory u méfenych vzorkil (oznaceno fialovym ramovanim). 1. fadek. D 331 15 x UAMH 3442. 2. fadek. UAMH 2941
x CBS 134551_GAA. 3. tadek. UAMH 2941 x CBS 134551 _PCA. 4. fadek. UAMH 2941 x UAMH 3458. Z grafu v poslednim sloupci

druhého tadku je patrné, ze vzorek obsahoval velmi malo zivych askospor.
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4 DISKUZE

41 Fylogeneze a taxonomie rodu Arthroderma

Fylogenetickych studii zabyvajicich se rodem Arthroderma je velmi malo. Ve vétsin€ pripadl se nejedna
o studie, které by zahrnovaly vét$i mnozstvi izolatl v ramci druht, ale jde spiSe o studie popisujici
jednotlivé nové druhy. Tyto studie jsou v podstaté bez vyjimky zalozeny na sekvencich ITS oblasti
rDNA. Mezi nové druhy popsané v éfe molekularnich dat patii Arthroderma olidum s nepohlavnim
stadiem Trichophyton eboreum (dnes A. eboreum) (Brasch & Griser 2005, Campbell et al. 2006),
T. redellii (dnes A. redellii) (Lorch et al. 2015) a T. onychocola (dnes A. onychocola)
(Hubka et al. 2014b). Zbylé druhy byly vétSinou popsany pied nastupem molekularnich metod

na zakladé morfologie a biologického konceptu.

V ramci dermatofytt byl rod Arthroderma pomoci molekularnich dat vymezen ve studiich
Griser et al. (2008) a de Hoog et al. (2017). De Hoog et al. (2017) ptevedli geofilni druhy Trichophyton,
nékteré druhy Microsporum a Chrysosporium vyskytujici se v kladu Arthroderma do tohoto rodu
a zvolili pro né jediné platné jméno Arthroderma podle principu ,,One fungus, one name*. K tomu bylo
zapotiebi zavést nové kombinace pro nasledujici druhy: A. amazonicum (dtive Microsporum
amazonicum), A. eboreum (dtive Trichophyton eboreum), A. onychocola (dtive T. onychocola),
A. redellii (diive T. redellii), A. thuringiense (dtive T. thuringiense) a A. vespertilii
(diive Chrysosporium vespertilii).

Povinnost uréeni typové polozky pii popisu novych druhi byla zavedena od r. 1958
(Turland et al. 2018), proto u diive popsanych druhd typus i ex-typovy kmen casto chybi (vétSina
klinicky vyznamnych dermatofytd i nékteré geofilni druhy). Tyto problémy jsou v soucasnosti feSeny
oznacenim lekto-, neo- nebo epitypu pro tyto taxony. Takto byl novy typ oznacen u fady dermatofytt
v recentnich studiich (Gréser et al. 1999, Gréser et al. 2000b, de Hoog et al. 2017). V posledni
jmenované studii byl také stanoven typus pro druh A. curreyi (zaroven i typovy druh rodu Arthroderma);
jako epityp byl zvolen kmen CBS 353.66. V ptedchozich studiich byl za referenéni kmen A. curreyi
vétsSinou povazovan kmen CBS 130.70, ktery je vSak podle vysledkt této prace sekvenéné vzdaleny
od druhu A4. curreyi a spada nyni do homothalického druhu A. crocatum. Ptesto jsou sekvence tohoto

kmenu v databazi GenBank uvadény stale pod jménem A. curreyi.

V této praci byla provedena fylogeneticka analyza napti¢ druhy rodu Arthroderma, ve které byly
zahrnuty vSechny ex-typové izolaty dosud znamych druhii. Pfinosem této analyzy bylo zejména pridani
dvou fylogenetickych markerti (TUB2 a TEF'la), které dosud nebyly pro druhy Arthroderma dostupné.
Spolu s ITS rDNA maji oba nové amplifikované geny velmi dobrou rozliSovaci schopnost a budou dobie
pouzitelné nejen pro fylogenezi, ale také pro identifikaci druhd. Pocéet druhti Arthroderma bez pochyby
v budoucnu stoupne, jelikoz v této praci bylo objeveno 15 linii reprezentujicich potencionalni nové

druhy, coz ale musi potvrdit dalsi morfologické a fyziologické analyzy spolu s analyzou biologickych
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kompatibilit. Dale je zfejmé, Ze pro druhy Chrysosporium magnasporum a Ch. oceanitesii, které

fylogeneticky patii do rodu Arthroderma, bude nutné zavést nové kombinace jmen.

4.2 Postaveni Trichophyton terrestre v rodé Arthroderma

Druh T. terrestre byl na zakladé morfologickych znakii popsan v roce 1957, tedy pfed povinnosti urcit
typovou polozku pro platny popis druhu. Autentické kmeny, se kterymi ptvodni autofi
(Durie & Frey 1957) pracovali, jsou ale k dispozici (UAMH 657 a UAMH 662). Pro jasné ukotveni
jména v taxonomickém systému tedy bude nutné vybrat novy typ z dostupného pivodniho materialu.
Tento druh povazovany za nepohlavni stddium druhl A. quadrifidum, A. lenticulare a A. insingulare
neni podle fylogenetické analyzy pfibuzny ani jednomu ze tii jmenovanych druhii. Pohlavni stadium
T. terrestre se v minulosti kiizenim jeho autentickych kmenti nepodafilo navodit, a to pravdépodobné
z ditvodu stejného parovaciho typu obou kmenit (MAT1-2-1), jak bylo zjisténo v této praci. V této praci
nebyla Gspésna ani kiizeni mezi T. ferrestre a dalsimi druhy z 7. terrestre komplexu, coz je ve shod¢
s vyraznymi fylogenetickymi vzdalenostmi od téchto druhti (Obrazky 6 a 12). Druh 7. terrestre je tedy
podle fylogenetického a biologického druhového konceptu samostatnym druhem, pro ktery je nutné
vytvorit novou kombinaci jména v rod¢ Arthroderma, podobné jako pro Ch. magnasporum

a Ch. oceanitesii (viz vyse).

Od druh@ 4. quadrifidum, A. insingulare, A. lenticulare se statisticky vyznamné l1isil v délce
mikrokonidii. Makrokonidie nebyly v této praci u 7. terrestre pozorovany, prestoze pivodni publikace
uvadi jejich pfitomnost u tohoto druhu (Durie & Frey 1957). Pfi¢inou muze byt pouziti odlisnych
kultivacnich médii. V této praci bylo médium MEA pouzito jako zikladni médium pro sledovani
mikromorfologie napti¢ druhy. Durie a Frey (1957) pozorovali nejvice makrokonidii u kultury na piadé
s vlasy a méné na SAB s cyklohexamidem. Tomu vSak odporuje tvrzeni Sharma & Sharma (2009),
ktefi uvadi, ze nizka vlhkost média nepfispiva ke sporulaci, pficemz piida je prokazateln¢ suSSim

substratem nez uméle pfipravovana média.

4.3 Klinicky vyznamné druhy

Rezervoar geofilnich dermatofytt je v pidé, odkud také bylo ziskano 40 % izolatt pro tuto praci. Vice
nez polovina vsak byla izolovana ze zvifat a lidského klinického materidlu. Fylogenetickd analyza
rozdélila druhy Arthroderma do 8 statisticky dobfe podpofenych kladl, znichz 4 (4. curreyi,
A. insingulare, A. crocatum a A. ciferrii klad) zahrnovaly nejvice kmenil izolovanych z lidi a zvitat.
Klad 4. multifidum a A. tuberculatum tvotily vzdy z poloviny izolaty ze zvitat a lidi a z poloviny izolaty
zpudy. U kladu 4. silverae pochazely kmeny napill ze zvifat (ve dvou ptipadech z hibernujicich
netopyrt, vjednom pfipadé z mrtvého pta¢itho mladéte) a napll zjeskynniho sedimentu. Klad

A. uncinatum obsahoval vyhradné kmeny z pudy.
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Na zvifeci srsti, pefi i na lidské kiizi a nehtech se mohou geofilni dermatofyty vyskytovat pouze jako
kontaminanty. Pro zji$téni, zda se jedna o skute¢né ptivodce onemocnéni, by méla byt provedena piima
mikroskopie (s pozitivnim vysledkem) a opakovana izolace plivodce bez izolace jinych primarng
patogennich dermatofytti (Weitzman & Summerbell 1995). K presnému druhovému uréeni patogena
zrodu Arthroderma se v klinickych laboratotich Casto nepfistupuje a pro klnickou praxi byva
dostacujici rodova identifikace nebo identifikace do druhového komplexu. Pokud se k presné
identifikaci pfistupuje, je pak vétSinou zapotiebi pouziti PCR metod (nejcastéji se vyuziva sekvenace
oblasti ITS rDNA, ktera je dostupna napfic¢ druhy dermatofyt) nebo metoda MALDI-TOF, pro kterou
je v8ak nutné mit v databazi zahrnuty i referen¢ni spektra netradi¢nich druhii, jakymi geofilni
dermatofyty nepochybné jsou (Nenoff et al. 2014). U lidi ptisobi geofilni druhy Arthroderma ptevazné
onemocnéni tinea corporis a onychomykézu. Lécba probihd jako ve vétSin€ piipadi dermatomykoz
lokaln¢ antimykotiky (Hubka et al. 2014b) a pii nedostatecném tucinku systémoveé (predevSim

u imunodeficientnich pacientl) (Brasch & Graser 2005).

Spravna definice druhovych hranic je dulezita nejen z taxonomického a epidemiologického
hlediska, ale kvtli klinickému vyznamu téchto hub miize mit i praktické disledky. Rtzné druhy hub,
bézn€¢ 1 velmi blizce pribuzné ,kryptické* druhy, mivaji odlisné citlivosti k Sirokospektralnim
antimykotikim, a proto ma jejich spravna identifikace vyznam pro adekvatni 1écbu infekci
(Lackner et al. 2012, Pfaller et al. 2015, Silva et al. 2017, Lyskova et al. 2018). U druhl Arthroderma
neni ale jasné, zda spravna druhova identifikace miize ovlivnit volbu 1é€by, protoze data o antifungalnich
citlivostech nejsou pro jednotlivé druhy dostupna. V této studii se pfitom podafilo zjistit, Ze minimalné
6 druhtit (a 1 nepopsany) mize mit vyznam pro humanni a 12 druhti (a2 9 nepopsanych)

pro veterinarni medicinu.

4.4 Morfologie

U druht T. ferrestre komplexu byly v této praci porovnavany makro- i mikromorfologické znaky.
Mnohé studie uvadi produkei ¢erveného az vinového pigmentu do média u druhli tohoto komplexu
(Durie & Frey 1957, Dawson & Gentles 1961, Marples & Smith 1962, English 1964,
Carmichael & Padhye 1972, Hubka et al. 2014b). V této praci se produkce pigmentu nejvice
projevovala na médiich SAB a PDA, kde byl ¢ervené zbarveny reverz pozorovan u druhl A. onychocola
a T. terrestre a u kmenu UAMH 2208 (morfologicky urCeny jako T. terrestre; fylogeneticky spada
do druhu 4. curreyi), a to ve vétsi mife u starSich kultur (3 a vice tydnt). Ovesny agar se pro sledovani
makromorfologickych charakteristik ukazal jako nejméné vhodny kviili jeho nedostate¢né prisvitnosti

pro stanoveni barvy reverzu.

Na zakladé vysledkl statistické analyzy (Tukey HSD test) bylo zjisténo, ze vhodnymi

determina¢nimi morfologickymi znaky u druhti nékdej$iho T. terrestre komplexu, jsou tvar, septace
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hyf lze také rozliSit nckteré druhy Arthroderma. Tyto bunky se daji rozdélit na symetrické,
napi. u A. uncinatum (Dawson & Gentles 1961), 4. gloriae (Ajello & Cheng 1967), A. eboreum
(Campbell et al. 2006), A. onychocola (Hubka et al. 2015) a A. lenticulare (Pore et al. 1965)
a asymetrické u A. quadrifidum (Dawson & Gentles 1961), A. gertleri (Bohme 1967)
a A. insingulare (Carmichael & Padhye 1972).

Druhy A. insingulare a A. quadrifidum byly nerozliSitelné ve vSech znacich kromée délky
makrokonidii, vySky askospor a rozmért perididlnich hyf. Textura kolonii a barva obverzu a reverzu
byla u téchto dvou druhil identickd. Ani v pfipadé SEM nebyly u téchto dvou druhti zjistény zadné
vyrazné rozdily ve tvaru ¢i ornamentaci askospor. Pohlavni stadium A. lenticulare nebylo
v SEM pozorovano kvili nedostatku dostupného materialu a jeho uspésné indukci nedlouho

pred odevzdanim prace.

Pore a Plunkett (1965) uvedli, Zze znaky na pohlavnim stadiu u rodu Arthroderma maji malou
determinacni hodnotu. Vysledky této prace u druhi 7' ferrestre komplexu piesto ukazaly signifikantni
odlisnosti druhti v rozmérech pohlavnich struktur. Identifikace druhti podle znakd na pohlavnim stadiu
je vSak dosti neprakticka, jelikoz nalezeni vhodnych podminek pro indukci pohlavniho stadia a samotny
vznik plodnic (n€kolik tydnl az mésicit) je Casové narocény proces. U téchto znakl navic dochézi
k ¢astému prekryvu hodnot, pfestoze jsou signifikantné odlisné. V této praci byl také uptednostnén
pro  pojmenovavani  plodnic  termin = gymnothecium pfed terminem  kleistothecium
(Padhye & Carmichael 1971), ktery je pouzivany ve vétSing studii popisujicich pohlavni stadium rodu
Arthroderma. Termin gymnothecium (centralni masa viecek obklopena sitovitou strukturou
ze spletenych hyf, skrz kterou mohou zralé askospory prubézné unikat ven) 1épe charakterizuje plodnice
rodu Arthroderma nez termin kleistothecium (uzavieny askokarp s kompaktni sténou, ktera se rozpada

za ucelem uvolnéni askospor).

4.5 Biologicky koncept druhu a kfizici experimenty

Pro amplifikaci idiomorf MAT genu byly vtéto praci vyzkouSeny dfive navrzené primery
(Li et al. 2010, Kano et al. 2012, 2014, Hiruma et al. 2016). Z divodu neuspokojivych vysledki byly
navrzeny pro druhy Arthroderma nové primery na zakladé nékolika sekvenci dostupnych v databazi
GenBank. Uspé&snost amplifikace MAT genti nebyla piesto vzdy stoprocentni, ziejmé kviili vysoké
variabilité téchto lokusti napti¢ druhy Arthroderma. Nové ziskané sekvence MAT idiomorf by proto
v dalsi praci mély poslouZit pro navrzeni dalsi generace primera s jesté lepsimi vysledky.

V této praci bylo uspé$ne navozeno pohlavni stadium u vSech tii biologickych druhti nékdejsiho
T. terrestre komplexu. Kazdy druh vyzadoval pro vznik pohlavniho stadia jiné kultiva¢ni podminky

(viz kapitola 3.3). U druhu 4. lenticulare nevyhovovaly kiizeni témef zadné podminky a pohlavni
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stadium bylo indukovéano jen v pfipadé jednoho paru izolatl a pouze pii kultivaci na pude s vlasy
a konskymi zinémi pii pokojové teploté za stiidani svétla a tmy. Tyto rozdilné naroky druht také
limitovaly moznost porovnavat znaky na pohlavnim stadiu pfi stejnych podminkach. V minulosti
dochazelo ktispésnému navozeni pohlavniho stddia u téchto druhti pfevazné na padé s pridanym
keratinizovanym materiadlem. V této praci byla kromé agarovych médii pro kfizici pokusy pida také
pouzita. Kfizeni na ni ale nebyla s vyjimkou 4. lenticulare tak Gspé$na, jako na agarovych médiich.

U druhd A. insingulare a A. quadrifidum dochazelo kuspéSnym kiizenim kment
reprezentujicich rizné genotypy/klady, geografické oblasti a substraty. Pro druh A. redellii bylo
k dispozici pouze 5 kment pochéazejicich ze stejné lokality s MAT1-1-1 idiomorfou, proto nemohlo byt
navozeno pohlavni stadium v ramci téchto kmend. Ztratou jednoho parovaciho typu a posunutim svého
pohlavniho ladéni ve prospéch jednoho parovaciho typu se Casto vyznacuji primarn¢ patogenni druhy
rozmnozujici se klonalné (Gréaser 2006, Symoens ef al. 2013). Tento druh byl sice izolovan z netopyri
postizenych dermatomyko6zou, nicméné kviilli malému poctu izolati (navic pochazejicich ze stejné
lokality) nelze s urcitosti fict, Ze u tohoto druhu pievladl pouze jeden parovaci typ. Navic byly tyto
kmeny fylogeneticky lokalizované uvnitt druhu 4. quadrifidum a ex-typovy kmen A. redellii se kiizil
s kmenem UAMH 2941 druhu A4. quadrifidum. Vzhledem k témto faktiim by za normalnich okolnosti
bylo velmi jednoduché A. redellii s A. quadrifidum synonimizovat. Unikatni morfologické
a fyziologické charakteristiky kment A. redellii a také nizka kli¢ivost pohlavné vzniklého potomstva

A. redelllii x A. quadrifidum (viz kapitola 3.5) si zada detailngjsi prozkoumani statutu tohoto druhu.

4.6 Fitness pohlavné vzniklého potomstva a mezidruhovych hybrida

Hybridizace mezi riiznymi druhy hub neni tak dobfe prozkoumany fenomén jako je tomu napft. u rostlin
a zvitat. Existuje v8ak n¢kolik studii, které identifikovaly mezidruhovou hybridizaci u hub ve volné
prirodé, a to konkrétné u saprofytickych kvasinek (Nakao et al. 2009, Louis et al. 2012), rostlinného
endofyta Epichloé (Charlton et al. 2014), rostlinnych patogenti z rodt Botrytis (Staats et al. 2005),
Fusarium (Starkey et al. 2007), Microbotryum (Gladieux et al. 2011) nebo Verticillium
(Depotter et al. 2017) a lidskych a zvitecich patogenti z rodt Candida (Schroder et al. 2016), Malassezia
(Wu et al. 2015), Coccidioides (Johnson et al. 2015) nebo Cryptococcus (Aminnejad et al. 2012).
Fenomén mezidruhové hybridizace muze dat vzniknout jedinctim, ktefi budou Iépe adaptovani
na hostitele (mohou vykazovat i vyssi virulenci), jak dokladaji studie zabyvajici se rostlinnymi patogeny
(Brasier 2001, Brasier & Kirk 2010, Depotter et al. 2016). Usp&sné indukce tvorby mezidruhovych
hybridti in vitro bylo v minulosti dosazeno u zastupct rodu Neurospora (Dettman et al. 2003), Candida
(Pujol et al. 2004), primarné patogennich druhtt Trichophyton (Kawasaki et al. 2009,
Anzawa et al. 2010, Kawasaki et al., 2010, 2011) a u rodu Aspergillus (Sugui et al. 2014,
Olarte et al., 2015, Hubka et al. 2018), kde byly rozdily mezi rodi¢ovskou a hybridni F1 a pfipadn¢ i F2

generaci posuzovany na molekuldrni urovni a podle morfologickych znakt. Mezidruhovému kfiZeni
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vSak mohou branit tzv. prezygotické (vegetativni genova inkompatibilita) a postzygotické bariéry
(sterilita, nizsi fitness potomstva, aj.).

V této praci nebylo mezi diive definovanymi biologickycmi druhy 7. ferrestre komplexu ktizeni
cilené provadeéno, jelikoz jiz vysledky fylogenetické analyzy jasné ukazaly, ze A. quadrifidum,
A. lenticulare a A. insingulare jsou fylogeneticky pomérné vzdalené druhy. K¥izeni v rdmci druhd mélo
ale za ucel potvrdit, ze i izolaty riiznych genotypti (pfipadné i kladdi vramci jednoho druhu —
napt. A. quadrifidum) se spolu kiifi a tak potvrdit, ze hranice druhd definované fylogeneticky
a morfologicky souhlasi i s biologickym konceptem druhu. Déle bylo cilem zjistit, jaké podminky jsou

vhodné pro indukci pohlavniho rozmnozovani u druhtit Arthroderma v laboratornich podminkach.

Indukce pohlavniho stddia u vSech druhti 7. terrestre komplexu byla sice Uspesna,
ale vyzadovala vyzkouSeni fady kultiva¢nich podminek. Vhodné podminky se pfitom vyraznég lisily
mezi druhy a fada opacné pohlavné ladénych kment stejnych druhti se ptesto nektizila. Divody tohoto
jevu nejsou zcela jasné. Na viné mohou byt prezygotické reprodukeni bariéry, napt. vegetativni genova
inkompatibilita, regulatory vzniku plodnice ¢i regulatory fuze hyf, které¢ byly popsané napi. u rodu
Aspergillus (Szewczyk & Krappmann 2010, Olarte et al. 2015). Vyznam téchto genti u dermatofyt
dosud nebyl zkouman. V této praci se podafilo indukovat pohlavni reprodukci mezi izolaty
A. quadrifidum a A. redellii. Otazkou je, zda se opravdu jednd o mezidruhové kiizeni vzhledem
k fylogenetické pozici 4. redellii. Morfologické a fyziologické charakteristiky byly u obou druhil
odlisné, fylogeneticka analyza vSak zatradila tyto dva druhy do jedné statisticky dobie podpotené linie.
Ackoli je morfologicka variabilita v ramci dermatofytt béznym jevem, fyziologické charakteristiky jako
rustové optimum a maximum byvaji relativné stabilni v ramci druhti. U k#izencu A. quadrifidum
a A. redellii byla porovnavana morfologie askospor pouze s askosporami vnitrodruhovych kiizenct

A. quadrifidum. Rozméry byly signifikantné odli§né, tvar ani struktura se vSak neménily.

NI

zivotaschopnosti a predevs§im klicivosti askospor (Hubka et al. 2018). Fitness mezidruhovych hybridi
byva zpravidla vyznamné snizena jiz na Grovni F1 generace kiizenctl, na rozdil od kiizencii v ramci
uzsich fylogenetickych linii (vlastnich biologickych druhti) (Dettman et al. 2003). U nékterych druhti
ale v ramci postzygotickych reprodukénich bariér dochdzi ke snizeni fitness hybrida az pti nasledném
ktizeni a tito kiizenci nejsou schopni davat vznik potomstvu dal$i generace nebo jen v omezené mifte.
Postzygotické bariéry tedy hraji zasadni roli v udrzovani druhovych hranic, a to obzvlast’ u evolu¢né
mladych druhd (napft. antropofilnich a zoofilnich dermatofytl), kde nemusi byt jesté zcela vytvoreny
prezygotické reprodukéni bariéry. Vyzkum v oblasti mezidruhové hybridizace u hub poukazal na to,
ze vyvoji reprodukéni izolace Casto predchazi fylogenetické rozliSeni druhli (Dettman et al. 2003,
Hubka et al. 2018). Mnohagenova fylogeneticka analyza Casto 1épe ukazuje tok genti a tim 1 1épe stanovi
druhové hranice. Vysledky ktizicich pokusi je tedy ¢asto obtizné interpretovat bez znalosti vysledkt

fylogenetické analyzy.
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Jak Zivotaschopnost (86 %) tak klic¢ivost (14 %) byla u k¥izence A. quadrifuidum a A. redellii
v porovnani s askosporami 4. quadrifidum (Zivotaschopnost 96% a klicivost 49%) snizena. V ptipade
rodu Aspergillus (Sugui et al. 2014) byla u meziduhovych hybridi hodnota kliCivosti <1 %
a u vnitroduhovych kiizenct 4. parafelis 4 %, A. lentulus 8 % a A. fumigatus 40 %. U rodu Neurospora
(Dettman et al. 2003) byla hodnota klicivosti u vnitrodruhovych ktizenct 55,7 % a u mezidruhovych
hybridt 18,3 %. V ptipadé A. quadrifidum x A. redellii byl vSsak hodnocen jen jeden kiizenec, ktery byl
kultivovan pti pokojové teploté (cca 20-25 °C). Arthroderma redellii neroste pii teploté vyssi nez
17 °C, ktizenci tedy mohli zdédit fyziologické vlastnosti po A. redellii. Vysledek je vSak kvili tomuto
faktu a kvuli malému po¢tu méteni obtizné interpretovatelny a data o klicivosti pfi nizsi teploté bude
nutné doplnit.

U mezidruhovych kiizencl byly pozorovany i morfologické abnormality, a to napf. rozdily
ve velikostech a ornamentaci askospor u rodu Aspergillus (Sugui et al. 2014, Hubka et al. 2018).
Zde bohuzel nemohly byt tyto znaky u kiizence A. quadrifidum *x A. redellii srovnavany s obéma
rodicovskymi druhy. Askospory 4. quadrifidum a ktizence A. quadrifidum x A. redellii nevykazovaly
zadné odliSnosti ve tvaru ¢i ornamentaci (Obrazek 28). Rozméry znaki na pohlavnim stadiu vyhodnotil

Tukey HSD test za statisticky odlisné.

Mrw

Samotné uspésnd indukce pohlavniho rozmnozovani in vitro je komplexni a ¢asové narocny proces.
Bohuzel zatim nezname vSechny mechanismy, které brani velké casti opacn€ ladénych izolatd
v uspésném kiizeni v laboratornich podminkach. Interpretace Zivotaschopnosti a klicivosti askospor
u dané skupiny hub vyZaduje shromazdit komplexni data uvniti druhti i napfi¢ druhy. V tomto ohledu
experimentdl prinasi cenné poznatky vyuzitelné pro definici druhovych hranic nejen diky datiim
o (ne)kompatibilit¢ kmend v ramci fylogenetickych jednotek, ale také diky pozorovani vlastniho

pohlavniho stadia, které nese fadu taxonomicky informativnich znak.

Obrazek 28. Askospory vzniklé kiizenim kment A. quadrifidum UAMH 794 x UAMH 864 (A); askospory vzniklé kiizenim kmenu
A. quadrifidum UAMH 2941 s ex-typovym kmenem A. redellii CBS 134551 (B). Méfitka Sum.
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5 ZAVER

V diplomové praci byla provedena taxonomicka revize rodu Arthroderma pomoci multidisciplinarniho
pfistupu. Pozornost byla vénovdna ptedevSim druhlim z Trichophyton terrestre komplexu -
Arthroderma insingulare, A. lenticulare a A. quadrifidum, jejichz nepohlavni stddium shodné neslo
v dobé dualni nomenklatury nazev 7. terrestre. Kromé druhu A. lenticulare jsou vSechny jmenované
druhy spolu s morfologicky podobnym A. onychocola pivodci dermatomykéz u lidi a obratlovet.
Dermatomykozy u €lovéka a zvirat plisobi celd fada dalSich druhti Arthroderma (n = 22), mezi nimiz je
velkd ¢ast dosud nepopsand. Fylogenetickd analyza druhy nékdejsiho 7. ferrestre komplexu dobie
oddélila a T. terrestre podpotila jako samostatny druh. Ukolem do budoucna bude typifikace a také
prevedeni T. terrestre do rodu Arthroderma. Stejné tomu bude i u druhit Chrysosporium magnasporum
a Ch. oceanitesii, které fylogeneticka analyza také zaradila do rodu Arthroderma. Na zakladé vysledkt
fylogenetické analyzy, zalozené na tfech lokusech, byl rod Arthroderma rozdélen na 8 statisticky dobie
podpoienych kladi a zaroven bylo objeveno celkem 15 potencialnich nepopsanych druht, kterym bude
vénovana pozornost v dal$im studiu navazujicim na tuto praci. Prace tedy vyrazné pfispéla k poznani
vzajemnych fylogenetickych vztahli mezi jednotlivymi druhy, které dfive nebyly vyfeSené fylogenezi
zalozenou pouze na ITS rDNA. Revize identifikace 95 kment, ptivodné morfologicky urcenych jako
T. terrestre, ukazala, ze tyto kmeny fylogeneticky spadaji do 10 druhti. Je tedy zifejmé, ze morfologie
charakteristicka pro 7. terrestre se vyvinula n¢kolikrat nezavisle u fady druhd. Ze tii amplifikovanych
gent zahrnutych do fylogenetické analyzy se ukazal byt pro determinaci druht nejvhodnéjsi gen TUB2,
ktery byl nejvariabilngjsi vzhledem ke své délce; nejméné variabilnim lokusem byla oblast ITS rDNA.
Dostupnost dvou novych markertt (TUB2, TEFla) pro vSechny druhy Arthroderma bude zcela jisté

vyznamnym piinosem pro budouci taxonomii tohoto rodu a identifikaci jeho zastupcti.

A¢ jsou si druhy z T. terrestre komplexu morfologicky podobné, ukazalo se, ze dobrym
determina¢nim znakem jsou délka a septace makrokonidii a také znaky na bunkach peridialnich hyf.
Pro pozorovani znakd na pohlavnim stadiu byly zafazeny i kiiZici experimenty, kterym piedchazela
determinace idiomorf MAT genl, kvali jejichz amplifikaci byly navrzeny nové primery.
Nezanedbatelnym piinosem prace bylo tedy i zjisténi vhodnych podminek pro pohlavni rozmnozovani
téchto druhti in vitro. U pouzitych pfistupti nastal rozpor v rozliSeni druhl 4. quadrifidum a A. redellii,
kdy fylogeneze a biologicky koncept druhu naznacily, ze 4. redellii je synonymum A. quadrifidum,
kdezto vysledky morfologickych (odlisna textura kolonii a rozméry konidii) a fyziologickych studii
(neschopnost A. redellii rist pti 25°C) spiSe kontraindikovaly slouceni téchto dvou druha.
K definitivnimu vyfeSeni taxonomie téchto druhti bude tfeba provést dalsi analyzy. U kitizencii
z F1 generace byla u druhti 7. ferrestre komplexu testovana viabilita a kli¢ivost askospor. U vSech byla
procentudlni kli¢ivost mnohem niz$i nez viabilita. KliCivost askospor byla vyrazné¢ vyssi
u A. quadrifidum (49 %) v porovnani s A. insingulare (11 %) a kiizencem A. quadrifidum x A. redellii

(14 %). Pro vysloveni jasnych zavérti bude vSak jest¢ nutné provést vice méfeni. Budouci prace bude
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vénovana studiu fitness vnitro- a mezidruhovych kiizencti v rodé Arthroderma. Tato studie bude
usnadnéna diky optimalizaci metodiky provedené zde. Jedna se zejména o optimalizaci oddéleni
askospor ze smesné suspenze s konidiemi (cell sorter) a méteni viability askospor pomoci prutokové

cytometrie.
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