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Abstrakt

Aspergillus sekce Candidi zahrnuje bile nebo zluté sporulujici druhy izolované vétSinou
z vnitiniho prostfedi budov, jeskynniho prostiedi, piidy, potravin, krmiv, klinického
materidlu a trusu. Identifikace zéastupct této sekce neni jednoduchd, protoze jsou si
morfologicky velmi podobni. Tato prace si klade za cil provést revizi druhovych hranic
v sekci Candidi a ptedlozit piehled vSech akceptovanych druhti spole¢né s informacemi
o jejich ekologii. Do prace bylo zahrnuto celkem 113 kment izolovanych na rtiznych
kontinentech a z rGznych substrati. Zakladem pro molekularni analyzy byly DNA
sekvence genu pro B-tubulin (benAd), kalmodulin (CaM) a velkou podjednotku RNA
polymerazy I (RPB2). Pro fylogenetické vymezeni druht byly pouzity metody zalozené
na modelu mnohadruhové koalescence, jejichz vysledky byly porovnany s klasickymi
fylogenetickymi metodami a pfistupem GCPSR (genealogical concordance phylogenetic
species recognition) a také s fenotypovymi znaky. Analyza fenotypu zahrnovala
porovnani makromorfologie na Ctyfech kultivacnich médiich, ristovych parametrti pii
teplotach od 10 do 45 °C a sedmi mikromorfologickych znakii. Pro vysledné rozhodnuti
o druhovych hranicich byl definovan integrativni pfistup sestavajici ze Ctyt kritérii, na
jehoz zakladé bylo podpoteno sedm stavajicih a dva dosud nepopsané druhy. Revidovana
sekce Candidi tedy zahrnuje devét druhi, z nichz u nékterych byla pozorovana znac¢na
geneticka a fenotypova vnitrodruhova variabilita (napt. A. subalbidus a A. campestris),
zatimco jiné druhy byly vysoce uniformni (napt. 4. candidus a A. pragensis). Mezi
taxonomicky informativni znaky pattily ristové parametry pii riznych teplotach a na

riznych médiich, barva kolonii, produkce pigmenti a také rozméry stopky ¢1 meéchyiku.

Klicova slova: Aspergillus candidus, druhova delimitace, mnohogenova fylogeneze,

morfologie, fyziologie, vnitrodruhova variabilita



Abstract

Aspergillus section Candidi encompasses white- or yellow-sporulating species mostly
isolated from indoor and cave environments, soil, food, feed, clinical material and dung.
Their identification is non-trivial due to largely uniform morphology. This work aims to
re-evaluate the species boundaries in the section Candidi and present an overview of all
existing species along with information on their ecology. For this work, a set of 113
strains of different origins was gathered. DNA sequences of the genes for B-tubulin
(benA), calmodulin (CaM), and the second largest subunit of RNA polymerase (RPB2)
were used for molecular analyses, and species delimitation methods based on a
multispecies coalescent model were applied. Classical phylogenetic methods and the
genealogical concordance species recognition approach were used for comparison.
Phenotypic studies involved comparisons of macromorphology on four cultivation media,
seven micromorphological characters and growth in temperatures ranging from 10 to
45 °C. For the final decision about species boundaries, an integrative approach consisting
of four criteria was defined, based on which seven existing and two undescribed species
were supported. The revised section Candidi comprises nine species, some of which
manifest a high level of intraspecific genetic and/or phenotypic variability (e.g. A.
subalbidus and A. campestris) while other are very uniform (e.g. A. candidus or A.
pragensis). The growth rates on different media and at different temperatures, colony
colours, production of soluble pigments, stipe dimensions and vesicle diameters

contributed to the species differentiation.

Key words: Aspergillus candidus, species delimitation, multigene phylogeny,

morphology, physiology, intraspecific variability
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1. Uvod

1.1 Rod Aspergillus

Aspergillus je pocetny rod vieckovytrusych vlaknitych hub z fadu Eurotiales, ktery je
momentalné rozdélen do Sesti podrodl a dvaceti sedmi sekci (Houbraken et al. 2020).
Jedna se o jeden z nejstudovanéjsich druhti hub, jehoz zastupci se vyskytuji kosmopolitné,
obyvaji nejriiznéjsi substraty a najdeme u nich velmi pestrou skalu Zivotnich strategii.
Zastupci tohoto rodu maji velky vyznam jak pro fungovani ekosystému, tak pro ¢loveka

(Bennett 2007, De Hoog et al. 2009).

1.2 Taxonomie rodu Aspergillus

V taxonomickych pracich zabyvajicich se druhovymi hranicemi rodu Aspergillus se dnes
standardn¢ vyuziva takzvany polyfazicky pfistup, ktery spociva v konsenzudlnim
posouzeni vysledkii z nékolika typt nezavislych analyz, mezi nimiz vzdy byva
zastoupena analyza fenotypu (morfologie, fyziologie, sekundarni metabolity a dalsi) a
fylogenetickd analyza (Taylor ef al. 2000, Samson et al. 2012, Samson et al. 2014). které
mohou byt doplnény ekologickymi a jinymi daty. Na zaklad¢ ziskanych dat je vyslovena
hypotéza o druhovych hranicich, ktera je nicméné madlokdy podpofena vSemi
jednotlivymi kritérii, a tak zstdva definitivni rozhodnuti o druhovych hranicich na

autorovi studie.

1.2.1 Fylogeneticky druhovy koncept

Kviili znacné podobnosti jednolivych druhii rodu Aspergillus je kladen ¢im dal vétsi diraz
na vyuziti fylogenetického druhového konceptu, u kterého je nejbéznéji pouzivanym
pristupem tzv. GCPSR (genealogical concoradnce phylogenetic species recognition),
tedy delimitace druhil na zakladé genealogické konkordance (Dettman et al. 2003). Tento
pfistup spociva ve vybrani nc¢kolika nezavislych tseki DNA, pro néZ jsou metodou
maximalni pravdépodobnosti (ML, maximum likelihood) nebo bayesovské inference (BI)
vytvoieny jednogenové stromy, jejichz topologie je porovnavéana. Klad, ktery je ve
vetsing jednogenovych stromt statisticky signifikantné podpoten, miize byt prohlasen
jako fylogeneticky druh, ale jen za pfedpokladu, Ze neni v rozporu (co do zahrnutych
izolatd) s jinymi siln€¢ statisticky podpofenymi klady v ostatnich jednogenovych

fylogenezich (Dettman et al. 2003, Dettman et al. 2006).



1.2.2 Metody delimitace druhi zaloZzené na MSC modelu

V poslednich letech byvaji pro ur¢eni druhovych hranic stale vice vyuzivany metody
zalozené na modelu mnohodruhové koalescence (dale pouzivéano jako ,,MSC metody*,
z anglického ,,multispecies coalescent model-based methods®) (Kingman 1982). Mezi
tyto metody patii naptiklad GMYC (General Mixed Yule-Coalescent approach)
(Fujisawa & Barraclough 2013), bGMYC (bayesian General Mixed Yule-Coalescent
approach) (Reid & Carstens 2012), PTP (Poisson Tree Processes model) a bPTP
(bayesian Poisson Tree Processes model”) (Zhang ef al. 2013), které vyuzivaji jako
vstupni data sekvenci jednoho genu, nebo mnohogenova metoda STACEY (Jones 2017).
Prvni studie, ve které¢ byly pouzity tyto metody k urceni druhovych hranic u rodu
Aspergillus, byla prace od Sklenéie et al. (2017) , ktera se zabyvala sekci Restricti. Pouziti
téchto metod ma oproti fylogenezi zaloZzené na konkatenovaném datasetu z vice geni
vyhodu v tom, Ze se narozdil od ni tyto metody dokazi vypotadat s jevy jako napf.
nekompletni tfidéni linii (incompleate lineage sorting), ktery nejcastéji zplisobuje
nesoulady v topologiich jednogenovymi stromi, které byly konstruovany na zakladé

ruznych gent (Kubatko & Degnan 2007, Edwards 2009, Rosenberg 2013).

1.3 Aspergillus Sekce Candidi

Sekce Candidi (podrodu Circumdati, rodu Aspergillus) momentalné¢ zahrnuje sedm
uznavanych druhit (Houbraken et al. 2020). Zastupci této sekce jsou si morfologicky
velmi podobni a jsou charakteristicti tim, Ze bile nebo zluté sporuluji. Nejzndméjsim a
puvodné jedinym ¢lenem sekce, podle kterého byla pojmenovana, je Aspergillus candidus
(Thom & Raper 1945, Raper & Fennell 1965, Gams et al. 1986). Jedna se o xerofilni
druh, ktery je schopen rist na substratech s nizkou vodni aktivitou. Typicky se vyskytuje
naptiklad na skladovanych obilnindch a semenech, u kterych mlize snizovat klicivost, coz
muiZe mit negativni hospodatsky dopad (Papavizas & Christensen 1960, Visagie et al.
2017). Lze jej bézn€ nalézt také ve vnitinim prostiedi budov, na potravindch v
domacnostech (napt. ceredlie, mouka, ofechy, kofeni apod.) (Weidenborner & Kunz
1994, Pitt & Hocking 1997), v pid€ nebo v moiském prostiedi (Klich 2002, Wei ef al.
2007). Oproti vétsin€ jinych zastupci rodu Aspergillus je také schopen rust pii nizkych
hladinéach kysliku (Pitt & Hocking 1997).

Prvni moderni revizi této sekce publikoval Varga et al. (2007). V této studii byly

na zéklad¢ polyfazického pfistupu rozliSeny ctyti druhy - A. candidus, A. tritici, A.



campestris a A. taichungensis. Dal§imi pozd¢ji popsanymi druhy v sekci Candidi jsou A.
pragensis (Hubka et al. 2014), A. subalbidus (Visagie et al. 2014) a A. dobrogensis
(Hubka et al. 2018b).

1.3.1 Biotechnologicky vyznam

Aspergillus candidus a dalsi druhy ze sekce Candidi produkuji mnoho primyslové
dilezitych enzymi, které maji biotechnologicky potencidl. Nékteré tyto enzymy a
metabolity jsou vyuzitelné v potravinafstvi, jelikoz maji antioxida¢ni G€inky a zaroven
neobsahuji zaddné pigmenty a nejsou toxické, tudiz jsou napiiklad pouzivany pii procesu
zrani klobas a salamii (Grazia et al. 1986, Pitt & Hocking 1997, Sunesen & Stahnke 2003)
nebo pii procesech kvaseni ryze koji (Yen ef al. 2003a). DalSimi pramyslové
vyuzitelnymi enzymy, které jsou produkovany zastupci sekce Candidi, jsou naptiklad
extracelularni lipazy a celulazy, které se vyuzivaji pii procesech degradace odpadu
(Milala et al. 2009, Farias et al. 2015), nebo xylandzy, vyuzivané pro Stépeni
polysacharidli (Beg et al. 2001, Garai & Kumar 2013). Déle se také pramyslové vyuZiva
acetamidaza pro detekci acetamidu (Rahim et al. 2003) nebo inulindza v produkci
fruktozy (Kochhar ef al. 1999).

U nékterych druhtt byla zjiSt€éna produkce bioaktivnich metabolith s
farmakologickym potencidlem, napiiklad chlorflavoninu s antibiotickymi a
antimykotickymi G€inky (Munden ef al. 1970, Marchelli & Vining 1973, Hubka et al.
2014) nebo sloucenin s vyznamnou antioxidaéni aktivitou, jako naptiklad candidusinu B,
3-hydroxyterphenyllinu nebo dihydroxymetylpyranonu (Yen et al. 2001, Elaasser et al.
2011), cytotoxického candidusinu A, preussinu nebo derivatl p-terphenylu (Kobayashi
et al. 1982, Malhdo ef al. 2019, Lin et al. 2021). Mnoho dalSich nedavno objevenych
slouc¢enin ma protinddorovou, antimikrobidlni, cytotoxickou nebo antivirovou aktivitu,
jak bylo popséno napiiklad u ascandininti (Zhou ef al. 2021), taichuninti (El-Desoky et
al. 2021), unguisint (Li ef al. 2020) nebo p-terphenylovych derivath (Han et al. 2020,
Shan et al. 2020, Wang et al. 2020).

1.3.2 Lékarsky vyznam

Sekce Candidi zahrnuje nékolik zastupct, kteti casto kontaminuji klinické vzorky a
ptilezitostné mohou zpiisobovat povrchové mykézy. Celkové je ale vyznam zéastupct
sekce Candidi v klinické mykologii ve srovnani s nékterymi jinymi sekcemi rodu
Aspergillus pomérné maly. VétSina v literatufe uvadénych izolati pochazi z povrchovych

3



1ézi, jako jsou naptiklad onychomykdza a otitis externa (Kaben 1962, Zaror & Moreno
1980, Falser 1983, Vennewald et al. 2002, Garcia-Agudo et al. 2011, Ahmadi et al. 2012,
Hubka et al. 2012, Hubka et al. 2014, Gupta et al. 2016, Carballo et al. 2020).
Potvrzenymi etiologickymi agens infekci jsou pfitom jen A. tritici a A. candidus, zatimco
druhy A. pragensis a A. dobrogensis byly sice izolovany z klinickych vzorki, ale jejich
patogenni role nebyla prokdzana (Hubka ef al. 2018b). Dtive byl A. candidus povazovéan
také za ptuvodce lidskych systémovych infekci, jako je meningitida, sinusitida, plicni
absces, granulom mozku nebo invazivni aspergiloza (Linares et al. 1971, Avanzini et al.
1991, Iwasaki et al. 1991, Moling et al. 2002, Becker et al. 2015, Kaur et al. 2021), ale
vzhledem k tomu, Ze neni schopen riist pti 37 °C a dokonce ani pii 35 °C, byly tyto infekce
pravdépodobné zplisobeny A. tritici nebo bile sporulujicimi mutanty nékterych jinych
klinicky vyznamnych druht, jako jsou A. fumigatus, A. terreus nebo A. flavus (Raper &
Fennell 1965, Cole et al. 1986, Jackson et al. 2009).

Znalost druhovych hranic v sekci ma 1 medicinsky vyznam, protoze nékteré druhy
vykazuji zvySené minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) vic¢i bézné pouzivanym
antimykotikiim, napt. 4. pragensis vuci azolovym derivatim (vorikonazol, itrakonazol a

posakonazol) (Hubka et al. 2014, Hubka et al. 2018b).



2. Metodika

2.1 Pouzité kmeny
V této praci bylo analyzovano celkem 113 izolati rodu Aspergillus spadajicich do sekce
Candidi, které pochazely zriznych zemi a substrati. Kompletni seznam pouzitych

izolath je uveden v piiloze v Tabulce P1.
2.2 Analyza fenotypu

2.2.1 Makromorfologie

Pro analyzu makromorfologie byly kmeny kultivovany na ¢tyfech médiich: agaru s
maltézovych extraktem (MEA, Malt Extract Agar), Czapkové agaru (CZA, Czapek-Dox
Agar), Czapkove¢ agaru s kvasnicnym extraktem (CYA, Czapek Yeast Autolysate agar) a
na Czapkové¢ agaru s kvasni¢nim extraktem a 20 % sacharozy (CY20S, Czapek Yeast
Autolysate agar with 20 % sucrose). Média byla pfipravena podle Samson ef al. (2014).
Kmeny byly ttibodové ockovany na Petriho misky o priméru 90 mm ze suspenze konidii.
K ptipravé 40 ml suspenze bylo pouzito 40 ml destilované vody, 0,08 g agaru a 1 kapka
piipravku Tween 80®. Kultivace probihala ve tmé pii teploté 25 °C. Velikosti kolonii
byly méfeny po 7 a po 14 dnech. Barva a textura kolonii byly vyhodnocovany a
fotografovany po dvou tydnech, kdezto produkce sklerocii a pigmentu aZ po Ctyfech
tydnech kultivace. Fotografie kolonii byly potfizeny pomoci fotoaparatu Canon EOS
500D a pomoci stereomikroskopu Leica M205C s digitalni kamerou Leica DMC 5400.
Barvy kolonii byly pojmenovany podle Kornerup & Wanscher (1967). Fotografie byly
zpracovany v programu Core]DRAW Graphic Suite 2021.

2.2.2 Mikromorfologie

Mikromorfologické znaky byly pozorovany, méfeny a fotografovany pomoci svételného
mikroskopu Olympus BX-51 s digitdlni kamerou Olympus DP 72 po 7-21 dnech
kultivace ve 25 °C na médiu MEA. Preparaty pro foceni byly pfipravovany v 60%
kyseliné¢ mlé¢né. U jednotlivych kment byly pozorovany tyto znaky: délka a Sitka stopky,
pramér méchyiku, délka metul a fialid, délka a Sitka konidii. Od kazdého kmene bylo
naméfeno nejméné 35 hodnot. Statisticka vyznamnost rozdilli mikromorfologickych
znakid mezi jednotlivymi druhy byla zjiSt€éna pomoci analyzy ANOVA a na ni

navazujiciho Tukey HSD testu, obou provedenych v programu R 4.1.2 (R Core Team



2021). Boxploty a houslové grafy byly vytvoteny v programu R 4.1.2 s pouzitim balicku
GGPLOT2 (Wickham 2016).

2.2.3 Fyziologie

Pro zjisténi celkového teplotniho profilu rGstu a stanoveni minimalni, optimalni a
maximalni teploty ristu byly kmeny kultivovany na médiu MEA pii 10, 15, 20, 25, 30,
35,37,40 a 45 °C. Velikosti kolonii byly méfeny po 7 a poté i po 14 dnech kultivace, kdy
byly kolonie také fotografovany.

2.3 Molekularni analyza

2.3.1 Izolace DNA

DNA byla izolovéana z kultur rostoucich 7 dni na médiu MEA za pouziti kitu Fungal/
Bacterial DNA Kit™ (Zymo Research, Irvin, CA, USA). Byl dodrzen ptesny postup
podle pokynll vyrobce. Kvalita izolované DNA byla ovéfena pomoci spektrofotometru

Nanodrop ND-1000.

2.3.2 PCR amplifikace

Pro molekularni analyzu byly vybrany a pomoci PCR amplifikovany 4 geny: oblast
vnittniho pfepisovaného mezerniku ribozomalni DNA (ITS rDNA, z anglického “internal
transcribed spacer”), zahrnujici podoblasti ITS1, 5.8S a ITS2, byla amplifikovana s
pouzitim forward primeru ITS1 (White ef al. 1990) a reverse primeru NL4 (O'Donnell
1993) nebo ITS4 (White ef al. 1990). Déle byly amplifikovany tfi geny kodujici proteiny:
gen pro B-tubulin (bend) byl amplifikovan pomoci forward primeru Bt2a (Glass &
Donaldson 1995), T10 (O'Donnell & Cigelnik 1997) nebo Ben2f (Hubka & Kolatik 2012)
a reverse primeru Bt2b (Glass & Donaldson 1995). Gen pro kalmodulin (CaM) byl
amplifikovan pomoci forward primeru CF1L, CF1M (Peterson 2008) nebo cmd5 (Hong
et al. 2006) a reverse primeru CF4 (Peterson 2008) nebo cmd6 (Hong et al. 2006) a gen
pro velkou podjednotku RNA polymerazy II (RPB2) byl amplifikovan pomoci forward
primeru fRPB2-5F (Liu et al. 1999) nebo RPB2-F50-CanAre (Jurjevi¢ et al. 2015) a
reverse primeru fRPB2-7cR (Liu et al. 1999).



PCR reakéni smés o objemu 20 pl byla pfipravena v nasledujicim sloZeni:

deionizovand H20 14,2 ul
pufr (MyTaq Bioline 5x obsahujici nukleotidy a MgCl.) 4 ul
primery (forward i reverse, 25 pmol/ul) 0,3 ul
DNA polymeraza MyTaq HS Red (Bioline, Londyn, UK) 0,2 ul
Izolovana genomicka DNA 1 ul

Pro vétSinu PCR reakci byl pouzit nasledujici amplifikacni cyklus:
95 °C/ 1 min (1x)
92°C/20s;55°C/30s;72°C/ 1 min (35x)
72 °C /10 min (1x)

Pro nékteré vzorky, u kterych opakované nebyl pozorovan zadny produkt, byl pouzit tzv.
program ,,touchdown”. Zejména se jednalo o amplifikaci genu RPB2:
94 °C /2 min (1x)
94°C/305s,66°C—60°C/45s,72°C/ 1 min (5%)
94°C/305s,60°C/45s,72°C/45s(30%)
72 °C /10 min (1x)

Vysledky amplifikace byly zobrazeny na 1% agarézovém gelu s elektroforetickym

pufrem TAE a ptidavkem kapky ethidium bromidu (HiMedia, Bombaj, Indie).

2.3.3 Purifikace DNA

Cisténi PCR produktii probihalo pomoci produktu ExoSAP-IT™ (Thermo Fisher
Scientific, Vilnius, Litva), ktery byl pfidan v mnozZstvi 8 ul k PCR produktu zfedény v

pomeéru 1:9 deionisovanou H.O. Postup byl dodrzen dle pokynii vyrobce.

2.3.4 Sekvenace DNA
Sekvenace PCR fragmenti byla provedena v Laboratofi sekvenace DNA PiF UK
(Biocev, Vestec, CR) obéma koncovymi primery pouzitymi pti PCR. Prvotni tpravy

ziskanych sekvenci byly provedeny v programu Bioedit 7.2.5 (Hall 1999).



2.4. Fylogeneticka analyza

Alignmenty sekvenci genti bend, CaM a RPB2 byly vytvoieny pomoci online programu
MAFFT7 (Katoh et al. 2019). Oblast ITS rDNA byla z analyz vylou¢ena kvili nizkému
poctu informativnich mist. Alignmenty byly ofiznuty, spojeny a nasledn¢ analyzovany
metodou maximalni vérohodnosti (ML) a bayesovské inference (BI). Vhodna schémata
rozdéleni alignmentli na segmenty a piislusné substitu¢ni modely (podle bayesovského
informacniho kritéria) byly vybrany pomoci strategie ,greedy”“ v programu
PartitionFinder 2 (Lanfear et al. 2017) s nastavenim umoziujicim, aby introny, exony a
pozice kodonli byly nezavislymi datasety. Stromy vytvofené metodou ML byly
konstruovany pomoci programu IQ-TREE 1.4.4 (Nguyen ef al. 2015), podpory uzll byly
uréeny pomoci ultrarychlého bootstrappingu (BS) se 100 000 opakovanimi. Stromy byly
zakofenény kladem obsahujicim izoldty A. tritici. Bayesovské posteriorni
pravdépodobnosti (PP) byly vypoéteny pouze pro konkatenovany dataset pomoci
programu MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al. 2012) s nastavenim délky fetézce na 10°
generaci, 2 paralelni béhy se 4 fetézci kazdy. Zachovan byl kazdy tisici strom a prvnich
25 % stromtl bylo vyfazeno jako burn-in. Konvergence behii a efektivni velikosti vzorkt

byly zkontrolovany v programu Tracer v1.6 (Rambaut ef al. 2018).

2.5 Delimitace druhovych hranic

V této praci byly pouZity ¢tyfi delimitacni MSC metody pracujici s DNA daty z jednoho
lokusu: GMYC (General Mixed Yule-Coalescent approach) (Fujisawa & Barraclough
2013), bGMYC (bayesian General Mixed Yule-Coalescent approach) (Reid & Carstens
2012), PTP (Poisson Tree Processes model) a bPTP (bayesian Poisson Tree Processes
model) (Zhang et al. 2013). Déle byla pouzita MSC metoda STACEY, ktera pracuje
s DNA daty z vice lokust naraz (Jones 2017). V programu jModelTest 2.1.10 (Darriba et
al. 2012) byl pro kazdy alignment vybran vhodny model evoluce pomoci bayesovského
informac¢niho kritéria (BIC). Pro ziskani alignmentii sloZzenych pouze z unikatnich
sekvenci byla pouzita funkce haplotype z balicku PEGAS (Paradis 2010) v programu R
4.1.2 (R Core Team 2021). Graficky vystup ptrehledu vysledki jednotlivych metod byl
vytvoifen v programu iTOL (Interactive Tree Of Life) (Letunic & Bork 2021).



2.5.1 Jednogenové MSC delimita¢ni metody

GMYC analyza byla provedena v programu R 4.1.2 pomoci bali¢ku SPLITS (Fujisawa &
Barraclough 2013). Ultrametrické vstupni stormy pro tuto metodu byly vypocitany
programem BEAST 2.6.6 (Bouckaert et al. 2014) s délkou fetézce 1 x 107 generaci.
Metoda bGMYC byla provedena pomoci balicku BGMYC (Reid & Carstens 2012)
v programu R 3.4.1. Nejprve bylo odstranéno 25 % stromtii vytvorenych programem
BEAST 2.6.6 jako burn-in a nasledné byl v programu R 4.1.2 pouzit bali¢ek APE (Paradis
et al. 2004) pro ndhodné vybrani sta ultrametrickych stromt, které byly pouzity jako
vstupni stromy.
Pro metody PTP a bPTP bylo v programu IQ-TREE 1.6.12 (Nguyen et al.
2015) vypocitano tisic standardnich bootstrapovych ML stromt a nasledné pouzito jako
vstupni soubor. Analyzy PTP i bPTP byly provedeny pomoci balicku PTP (Zhang et al.
2013) v programu Python 3 (van Rossum & Drake 2019).

2.5.2 Mnohogenova MSC metoda STACEY

Vicelokusova metoda STACEY byla provedena pomoci doplitku STACEY 1.2.5 (Jones
2017) v programu BEAST 2.6.6 (Bouckaert et al. 2014). Délka mcmce fetézce byla
nastavena na 1 x 10° generaci, byl vybran model striktnich molekularnich hodin a Yule
model druhového stromu. Vystup byl zpracovan programem
SpeciesDelimitationAnalyser. Pro prezentaci vysledkli analyzy STACEY byl nejprve
vytvofen graf zndzorfiujici zmény pocétu vymezenych druhii a pravdépodobnosti
nejpravdépodobnéjSich scénaiti v zavislosti na hodnoté parametru collapseheight, a dale
byly vytvofeny matice podobnosti pomoci pouziti kodu od Jones et al. (2015) se dvéma
riznymi hodnotami parametru collapseheight (0,007; 0,01) vybranych z grafu (Obrazek
3). Fylogeneticky strom vygenerovany v prubéhu analyzy STACEY byl nasledné pouzit

v Obrazku 4 pro znazornéni vysledkd druhovych delimita¢nich metod.

2.6 Validace druhovych hranic

K ovéfeni riznych hypotéz o druhovych hranicich byl pouzit software DELINEATE
(Sukumaran et al. 2021). Nejprve byl soubor dat rozdélen do hypotetickych populaci
analyzou ,,A10“ v BPP 4.3 (Yang 2015). Poté byl programem starBEAST (zahrnutém v
programu BEAST 2.6.6) (Heled & Drummond 2009) odhadnut druhovy strom pro tyto
populace. Nakonec byly populace vymezené BPP pfifazeny do druht na zakladé

piedchozich vysledka druhovych delimita¢nich metod a fenotypovych znaki. Ve vlastni
9



analyze byly vzdy u nékolika populaci/druht jasné definovany jejich druhové hranice,
kdezto jiné populace/druhy byly ponechdny volné a bylo sledovano jejich ptifazeni do
druhti programem DELINEATE. Analyza byla provedena pomoci balicku DELINEATE

(Sukumaran et al. 2021) v programu Python 3 (van Rossum & Drake 2019).
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3. Vysledky

3.1 Integrativni pristup vymezeni druhovych hranic

Uz od pocatku této studie bylo patrné, ze vytvofit prvotni hypotézu o druhovych hranicich
v sekci Candidi bude obtizné z divodu relativné jednotvarné morfologie izolath a
nesouhlasnych vysledkl jednotlivych fylogenetickych metod. Aby bylo doSazeno co
nejkomplexnéj$itho pohledu na taxonomii sekce Candidi, byly srovnany vysledky
ptistupu GCPSR (Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition) s
metodami zalozenymi na modelu mnohodruhové koalescence (MSC, multispecies
coalescent model-based methods) a s vysledky analyzy fenotypu.

Pro tyto analyzy byly celkové ziskdny a analyzovany sekvence tfi gent (bend, CaM a
RPB2)u 113 izolat ze sekce Candidi. Déle byly u 66 izolatl, reprezentujicich genetickou
variabilitu napfi¢ sekci, méfeny a skorovany rizné fenotypové znaky.

Aby bylo o druhovych hranicich rozhodovano zhruba jednotné napftic¢ sekci, byla
stanovena Ctyfi hlavni kritéria, kterd byla skorovdna podle toho, jak podporovala
vymezeni jednotlivych druhti. Pro tento integrativni pfistup bylo pozadovano, aby byl
navrzeny druh podpofen alespon tfemi ztéchto Ctyt kritérii: (1) Zadny rozpor pii
posuzovani druhovych hranic pomoci ptistupu GCPSR, (2) podpora mnohogenové MSC
metody STACEY (alespon jednoho ze dvou nejpravdépodobnéjsich scénaiti — viz nize),
(3) podpora vétsiny jednogenovych MSC metod (souhlas s vymezenim druhu v jeho
pfesné formé nebo vymezeni mensich jednotek v jeho ramci, ale bez jeho slouceni s
ptibuznymi druhy/populacemi) a (4) ptitomnost fenotypovych rozdili u fylogeneticky
pribuznych druhti. Vysledky jsou shrnuty na konci kapitoly 3.5 v Tabulce 4. S pouzitim
tohoto pfistupu bylo podpofeno vymezeni dvou novych druhii v sekci Candidi —

Aspergillus sp. 1 a Aspergillus sp. 2 (vice podrobnosti viz niZe a v kapitole 4).

3.2 Fylogeneticka analyza a pristup GCPSR

Na Obrazku 1 je zobrazeny fylogeneticky strom vytvofeny metodou maximalni
vérohodnosti (ML), ktery ziskal nejvyssi hodnotu log likelihood, a ktery byl zaloZeny na
konkatenovaném alignmentu 3 genti pro 113 kment. Rozdé€leni alignment( na segmenty
(partitions) a pouzité substitu¢ni modely pro kazdy segment jsou uvedeny v piiloze v
Tabulce P2. Topologie stromu ziskaného pomoci bayesovské inference (BI) byla téméf
totozna a posteriorni pravdépodobnosti spolu s hodnotami bootstrapové podpory z ML

analyzy jsou pfipojeny k jednotlivym uzltim. Informace o geografickém piivodu kmenti
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a o substratech, ze kterych byly izolovany, jsou znazornény ikonami u fylogenetického
stromu a uvedeny v ptiloze v Tabulce P1.

Fylogenetické vztahy mezi zastupci sekce Candidi jsou v kombinované
fylogenezi ziejmé a dobfe podpofené. Druhy se shlukovaly do tfi hlavnich
monofyletickych kladii. Prvni klad zahrnoval A. candidus, A. dobrogensis, Aspergillus
sp. 3 (reprezentovany izolatem DTO 244-F1), A. campestris a Aspergillus sp. 1
(reprezentovany izolatem UAMH 1324). Druhy klad sestava z druhl 4. subalbidus, A.
taichungensis, Aspergillus sp. 2 (reprezentovany izolaty DTO 337-H7, DTO 440-E1,
DTO 440-E2) a A. pragensis. Aspergillus tritici tvofil samostatnou linii, relativné
vzdalenou od ostatnich druhti. Tato topologie byla témét identickd s topologii stromu
vygenerovaného v analyze metodou STACEY s jednou vyznamnou vyjimkou. V ML a
BI stromech byl A. campestris polyfyleticky z divodu pozice kmenu IBT 17867, ktery
vytvofil linii shlukujici se s kladem zahrnujicim Aspergillus sp. 3, A. candidus a A.
dobrogensis. Je to zplsobeno atypickou sekvenci genu RPB2 tohoto kmene, ktera
ovliviluje topologii nejen stromu zaloZzeného na genu RPB2 (Obrazek 2), ale i
mnohogenového fylogenetického stromu. Tato sekvence sdili mnoho variabilnich pozic
s A. candidus a A. dobrogensis a pravdépodobné¢ se jednd o tzv. ancestralni
polymorfismus (ancestral polymorphism) nebo nekompletni t¥idéni linii (incomplete
lineage sorting). Naopak ve strom¢ z multilokusové MSC metody STACEY tvofilo vSech
sedm kmenl A. campestris monofyleticky klad (Obrazek 4). Ostatni charakteristiky a
sekvence kmene IBT 17867 jsou pro linii A. campestris typické.

Pfi porovnavani topologii jednogenovych stromti a pouziti pravidel ptistupu
GCPSR (Obrazek 2) nebyly nalezeny zadné konflikty mezi druhy A. candidus a A.
dobrogensis, coz podporuje vymezeni téchto druhi tak, jak bylo stanoveno diive (Hubka
et al. 2018). V ramci linie A. candidus doslo mezi jednotlivymi klady k vyméné izolati,
coz ukazuje, Ze tento druh je pouze jednim fylogenetickym druhem. V linii 4. campestris
bylo mozné podpoftit az tfi fylogenetické druhy: IBT 17867 + CBS 348.81 (druh 1), IMI
344489 + IBT 23172 (druh 2) a FMR 15224 + FMR 15226 + CCF 5641 (druh 3). S
vyjimkou druhu 1 jsou tyto klady bez konfliktu pfitomny ve vSech tiech jednogenovych
stromech. Jak ale bylo uvedeno vyse, odlisna sekvence genu RPB?2 a fylogeneticka pozice
kmene IBT 17867 ve stromé& RPB2 jsou podle ptistupu GCPSR v rozporu s podporou
téchto fylogenetickych druhd.
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Ptistup GCPSR jasné podpofil vymezeni druhu Aspergillus sp. 2 a jeho
sesterského druhu A. faichungensis. V ramci linie A. taichungensis je fylogeneticka
pozice kmenii nestabilni mezi jednotlivymi jednogenovymi fylogenezemi, coz
neumoznuje vymezit tento druh jinak nez v podobé ¢tyt kmenti (IBT 19404, DTO 266-
G2, DTO 270-C9 a DN07). Vyznamné neshody v topologii lze nalézt také v robustni linii
A. subalbidus, kterd je strukturovand do nékolika kladt. Z divodu téchto konflikti bylo
nutné podpofit Siroké vymezeni tohoto druhu, které zahrnuje 1 bazalni klad s izolaty CCF
5642 a CCF 6197 (oznacované jako "pop 6" podle analyzy DELINEATE - viz nize).
Aspergillus pragensis byl jasné podpotfen ve vSech fylogenezich, protoze je jeho linie
témer klonalni a vzdy dobfe oddélena od ostatnich druhti. V ramci linie 4. tritici je
pfitomen klad se dvéma uniseridlnimi kmeny CCF 4914 a IBT 12658, ktery je
podporovan fylogenezi bend a CaM, ale nikoliv RPB2. V disledku toho podporuje
pristup GCPSR Sirsi definici 4. tritici zahrnujici tyto dva kmeny. Linie, které obsahovaly
pouze jediny kmen s nestabilni fylogenetickou pozici (Aspergillus sp. 1 a Aspergillus sp.
3), byly z hodnoceni ptistupem GCPSR vylouceny.
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Obrazek 1. Mnohogenova fylogeneze 113 izolath Aspergillus ze sekce Candidi zalozena na tfech lokusech (benA,
CaM, RPB2). Na obrazku je znazornén strom vytvoreny metodou maximalni vérohodnosti (ML) v programu IQ-TREE

v

1.4.4, ktery ziskal nejvyssi skore log likelihood. Bootstrapové podpory piesahujici 70 % a bayesovské posteriorni
pravdépodobnosti piesahujici 0.95 jsou piipojeny k jednotlivym uzliim; niz§i hodnoty nejsou uvedeny. Ex-typové

v

kmeny jsou oznaceny tuénym pismem a hornim indexem “T”. Méfitko odpovida poctu substituci na jednu pozici v

alignmentu (substitutions per site).
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Obrazek 2. Vysledky druhové delimitace s pouzitim pfistupu GCPSR. Jednogenové fylogenetické stromy vypocitané
metodou Maximum Likelihood byly vypocitany v programu IQ-TREE 1.4.4 na zékladé¢ sekvenci genti bend, CaM a
RPB2. Barevné jsou zvyraznény kmeny nebo skupiny kmend, které zaujimaji nestabilni pozici a zptisobuji tak neshody
v topologii jednotlivych fylogenetickych stromt. Ex-typové kmeny jsou oznaceny tu¢nym pismem a hornim indexem
“T”. Bootstrapové podpory piesahujici 70 % jsou pfipojeny k jednotlivym uzlim; niz§i hodnoty nejsou uvedeny.
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3.3 Vymezeni druhii pomoci metody STACEY

Podrobné vysledky mnohogenové metody STACEY jsou uvedeny na Obrazku 3, kde je
na podobrazku A znazornén vliv hodnoty parametru collapseheight na pocet vymezenych
druhli. Tento parametr je vynesen na ose X, zatimco leva osa y zndzorfiuje pocet
vymezenych druht pii dané hodnoté parametru collapseheight (¢erna &ara). Cervenou
kiivkou je znazornén nejpravdépodobnéjsi scénar a tyrkysovou kiivkou druhy
nejpravdépodobnéjsi scénar. Ostatni méné podporované scénaie jsou vynechany. Ménici
se hodnota parametru collapseheight se odrazi zejména ve vymezeni druhd A.
dobrogensis, A. candidus a druhti v kladu zahrnujicim 4. subalbidus, A. taichungensis a
Aspergillus sp. 2.

Vysledkem této metody jsou dva dobfe podpotrené scénafe. V prvnim z nich bylo
vymezeno jedenact druhil a ve druhém devét. Svislé preruSované ¢ary na podobrazku 4A
znazoriuji tyto scénare s konkrétnimu hodnotami parametru collapseheight, které jsou
podrobné ilustrovany na podobrazku 4B ve formé& matic podobnosti, které ukazuji
posteriorni pravdépodobnosti zatazeni kazdého paru izolati do stejného druhu.

Scénar s 11 vymezenymi druhy dosahl podpory pfiblizné¢ 0,4 (prava osa vy,
maximum je 1) pii hodnoté parametru collapseheight ptiblizné 0,007. V tomto scénafi
jsou A. dobrogensis, A. candidus, A. taichungensis a Aspergillus sp. 2 vymezeny jako
samostatné druhy. 1zolaty 4. subalbidus jsou rozdéleny do dvou druhi - klad "pop 6" byl
vymezen jako samostatny druh.

Ve scénaii s 9 druhy a hodnotou parametru collapseheight ptiblizné 0,01 je A. subalbidus
vymezen jako jeden Siroky druh (véetné ,,pop 6°) a A. dobrogensis je slouCen s A.
candidus. Aspergillus taichungensis 1 Aspergillus sp. 2 jsou stile vymezeny, ale tentokrat
s niz8i podporou. Podpora ostatnich druhti (Aspergillus sp. 3, A. campestris, Aspergillus

sp. 1, A. pragensis a A. tritici) byla v obou scénafich stabiln€ vysoka.
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3.4 Vymezeni druhi s pouzitim jednogenovych MSC metod

Témét vSechny jednogenové delimitacni metody zalozené na MSC modelu se shodly na
vymezeni Aspergillus sp. 1, A. pragensis a A. tritici jako samostatnych druht, zatimco u
ostatnich druhd bylo jednotlivymi metodami s riznym nastavenim navrzeno velké
mnozstvi variant jejich rozdéleni (Obrazek 4). Vymezeni 4. pragensis a Aspergillus sp. 1
od ostatnich druhti bylo podpofeno vSemi metodami krom¢é metody GMYC s nastavenim
,Common Ancestor heights“ (GMYC CAh) aplikované na lokus benAd. Pii tomto
nastaveni byl Aspergillus sp. 1 slouCen s A. candidus, A. dobrogensis a Aspergillus sp. 3,
a A. pragensis byl sloucen s A. subalbidus, A. taichungensis a Aspergillus sp. 2. Pouze tii
metody rozdé€lily A. tritici do dvou nebo vice druhli, jmenovit¢ metoda GMYC s
nastavenim ,,Median heights* (GMYC Mh) aplikovana na lokusy bend a CaM a dale
metoda bPTP aplikovand na lokus CaM. Tyto tfi metody se shodly na oddéleni kladu
zahrnujicim uniseriatni kmeny CCF 4914 a IBT 12659 od A. tritici. VétSina metod (12 z
18) také podpoftila vymezeni kmene DTO 244-F1 (Aspergillus sp. 3) jako samostatného
druhu ptibuzného A. candidus, A. dobrogensis a A. campestris. Je velmi pravdépodobné,
ze tento kmen reprezentuje novy nepopsany druh, ale jeho dals$i zkoumani nebylo mozné
z diivodu jeho definitivni ztraty ve sbirce DTO.

Shoda metod na vymezeni a uspotadani zbyvajicich druhi byla mnohem niZ$i nez
u vysSe uvedenych druhti. VétSina metod nepodpofila oddéleni 4. dobrogensis od A.
candidus. Pouze sedm metod rozliSilo A. candidus a A. dobrogensis a/nebo vymezilo
n¢kolik dalSich druhti v jejich ramei.

Vymezeni 4. campestris v jeho §ir§im konceptu (vSech 7 kmenti) bylo podpoieno
pouze metodou bGMYC s hodnotou 0.5 funkce bgmyc.point (bGMYC 0.5) aplikovanou
na lokus CaM a s hodnotou 0.75 (bGMYC 0.75) u lokusu benA. Tento $irSi koncept se
shoduje s vysledky metody STACEY s obéma hodnotami parametru collapsheight.
Vsechny metody aplikované na lokus CaM (kromé& bGMYC 0.5) a GMYC Mh
aplikovana na lokus bend vymezily 2 az 4 druhy v rdmci A. campestris. Vzhledem k
tomu, Ze sekvence useku RPB2 u kmene IBT 17867 byla atypick4 a nepftili§ podobna
sekvencim ostatnich izolath A. campestris (viz vyse), tak ho vSechny jednogenové
metody aplikované na lokus RPB2 nepfitadily do A. campestris. Ve vétSing piipadi byl
tento izolat vymezen jako samostatny druh nebo byl metodou bGMYC 0.75 sloucen s

Aspergillus sp. 3 ¢t metodou bGMYC 0.5 1s A. candidus/A. dobrogensis. Nekteré metody
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aplikované na lokus benAd (PTP, bPTP, GMYC CAh a bGMYC 0.5) ale naopak sloucily
vSechny izolaty 4. campestris dohromady s 4. candidus a A. dobrogensis.

Aspergillus taichungensis byl metodou STACEY (s obéma hodnotami parametru
collapsheight) vymezen jako druh skladajici se ze 4 kment (IBT 19404, DTO 270-C9,
DTO 266-G2 a DNO7). Toto rozdéleni bylo podpofeno pouze tfemi jednogenovymi
metodami, jmenovit¢ metodou bGMYC 0.75 aplikovanou na lokusy bend a RPB2 a
metodou GMYC Mh aplikovanou na lokus RPB2. Vétsina metod (10 z 18) vymezila 2 az
4 druhy v ramci A. taichungensis. Tii metody sloucily A4. taichungensis s Aspergillus sp.
2 adveé metody (bGMYC 0.5 aplikované na lokus CaM a GMYC Cah aplikované na lokus
benA) dokonce tyto druhy sloucily s A. subalbidus a/nebo A. pragensis.

VétSina metod vymezila Aspergillus sp. 2 jako samostatny druh zahrnujici tf1
kmeny (DTO 337-H7, DTO 440-E1 a DTO 440-E2), coz se shoduje s vysledky metody
STACEY. Tii metody podpoftily rozdéleni Aspergillus sp. 2 do dvou druhti a zbyvajicich
pet metod ho sloucilo s ptibuznymi druhy, jak je uvedeno vyse.

Aspergillus subalbidus byl zastoupen vysokym poctem kment (n = 29) strukturovanych
do nékolika kladl, které byly Casto jednogenovymi MSC metodami vyclenény jako
samostatné druhy. Metoda STACEY navrhla Siroky druhovy koncept 4. subalbidus s 29
nebo 27 izolaty, ptfi¢emz oddéleni "pop 6" se dvéma kmeny od A. subalbidus bylo
podpofeno pouze pii niz§i hodnoté parametru collapseheight (0,007). Siroky koncept A.
subalbidus s 29 kmeny podpofilo 6 z 18 jednogenovych MSC metod a zbyvajici metody
obvykle oddélily "pop 6" a/nebo vymezily nékolik dalSich druht s proménlivym
uspotadanim. Dvé metody dokonce spojily 4. subalbidus se sousednimi druhy (Obrazek

4).
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Obrazek 4. Schematické znazornéni vysledkd vymezeni druhovych hranic v sekci Candidi jednotlivymi MSC
metodami. Mnohogenova metoda STACEY a Ctyfi jednojednogenové metody (GMYC, bGMYC, PTP, bPTP) byly
aplikovany na dataset tii gent (bend, CaM, RPB2). Vysledky jsou znazornény barevnymi sloupci, kdy odlisné barvy a
jejich odstiny ptedstavuji jednotlivé druhy navrzené konkrétnimi metodami s riznym nastavenim. Ex-typové izolaty
jednotlivych druhtl jsou zvyraznény tuénym pismem. Vysledky metody STACEY jsou znazornény se dvéma hodnotami
parametru collapseheight (0,01 a 0,007). Pro metodu GMYC byl jako vstupni strom pouzit model Coalescent Constant
Population s nastavenim vysky uzlt Common Ancestor heights (CAh) a Median heights (Mh). Metoda bGMYC byla
pouzita se dvéma hodnotami funkce bgmyc.point (0.5 a 0.75). Fylogeneticky strom byl vypo¢itan v pribéhu analyzy
STACEY a je pouzit vyhradné pro komplexni znazornéni vysledkt riznych metod.
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3.5Analyza fenotypu

3.5.1 Makromorfologie

Ptehled makromorfologie vSech druht a jejich riznych morfotypi je ukdzan na Obrazku
5. Morfologie kolonii A. candidus je velmi podobna A. dobrogensis, ale izolaty A.
dobrogensis rostou pon¢kud rychleji na MEA, CYA a CY20S (Tabulka 1). Barva kolonii
vétSiny druhd sekce Candidi je obvykle bila nebo nazloutld, ale odstiny vyrazné zluté
barvy pirevladaji u 4. campestris (obvykle jasn¢ zluta az sirové zlutd), Aspergillus sp. 1
(Sedozluta na MEA, CYA a CY20S) a 4. taichungensis (pastelové zlutd na CYA a MEA).
U nékterych druhti byla pozorovéana vysoka vnitrodruhova variabilita v barvé a rozmérech
kolonii. Naptiklad kolonie 4. campestris, kterym se obvykle pfisuzuje zluta, siroveé zluta
nebo jasn¢ zluta barva, byly u kmene FMR 15224 spiSe bilé nebo jen nazloutlé. Kromé
toho byly mezi izolaty A. campestris zjistény také vyrazné rozdily ve tvaru a profilu
kolonii, produkci pigmentu a zbarevni spodni strany kolonii, avSak bez souvislosti s
fylogenetickou pozici a shlukovanim jednotlivych kment. Dal$im fenotypoveé
variabilnim druhem byl A. subalbidus s izolaty liSicimi se vyrazné€ v rozmérech kolonii,
jejich texturou a barvou. VétSina izolath A. subalbidus ma bilou az naZloutlou barvu
kolonii, kdezto dva kmeny (DTO 196-E4 a FMR 15877) se od ostatnich liSily
Sedobézovymi koloniemi, ale jinak nevykazovaly zaddné dalSi jedine¢né vlastnosti.
Morfologicka variabilita obecné u 4. subalbidus nesledovala zadny fylogeneticky vzorec
a naopak blizce pfibuzné kmeny Casto vykazovaly odlisnou morfologii. Dva kmeny A4.
tritici (CCF 4914 a IBT 12659), které tvotily vlastni mensi klad (Obréazky 1, 2 a 3), se od
ostatnich 1izolatd A. #ritici liSily sametovym povrchem kolonii, ale pfedev§im
mikromorfologickymi znaky (viz niZe).

Produkce sklerocii byla pozorovana u vSech druht kromé Aspergillus sp. 1 a
vétSinou na médiich CZA a CYA. S vyjimkou A. dobrogensis produkovaly po ¢tyfech
tydnech kultivace rozpustny pigment do média alespon nékteré izolaty kazdého druhu,
op¢t nejcastéji na CZA a CYA (Tabulka 1). Obecné byla produkce sklerocii a pigmentt
vétSinou kmenové nez druhové specificka. U nékolika druhli zastoupenych vice izolaty
vSak byly pozorovany urcité trendy a v nékolika ptipadech produkce pigmenti piispéla
k rozliSeni druhti, napiiklad Aspergillus sp. 2 produkoval tmavé hnédy pigment, kdezto
jeho blizce ptibuzny druh A. taichungensis produkoval zluty pigment. Tmavé rozpustné

pigmenty produkovaly také vSechny kmeny A. campestris a A. pragensis, ale s riznou
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intenzitou a lokalizaci vzhledem ke koloniim. U kmenid 4. dobrogensis nebyla
pozorovana produkce zadného pigmentu, zatimco u jeho blizce pribuzného A. candidus

produkovalo pigment 5 z 9 zkoumanych kment.

3.5.2 Mikromorfologie

Mikromorfologické znaky zastupct sekce Candidi jsou shrnuty v Tabulce 2. Statisticka
vyznamnost rozdilt téchto znakii mezi druhy je uvedena v ptiloze v Tabulce P3. VSechny
druhy vytvérely biseridtni konidiofory, tedy takové, které maji nevétvenou (vétSinou
delsi) stopku, kulovity az ovalny mechytek a vrstvu metul i fialid. U vétSiny druhti byly
také ptilezitostné pozorovany redukované (z anglického ,,diminutive*) konidiofory, které
jsou vyrazné mensi a maji mensi meéchyiky.

Zajimavy fenomén byl pozorovan u A. tritici, kde n¢které kmeny (CCF 4914 a
IBT 12659) vytvartely atypicky kratké a uniseriatni konidiofory. Tyto kmeny vytvotily
separatni klad v bend a CaM fylogenetickych stromech a byly také vymezeny tfemi
jednogenovymi MSC metodami jako samostatny druh. Zajimavym zjisténim této prace
je také to, ze druh A. tritici byl neplatné popsan, protoze nebyl uveden a ulozen jeho typus
(Mehrotra & Basu, 1976). Druh byl navic popsan na zéklad¢ atypického kmene CBS
288.81, ktery produkuje kratké, pokiivené a hojné septované konidiofory, a také na vSech
médiich roste pomaleji nez ostatni kmeny tohoto druhu a produkuje pocetna sklerocia.

Vysledky mikromorfologické analyzy ukéazaly, Ze mezi znaky, které nejvice
prispély k rozliSeni druhti, patii délka a Sitka stopky, pramér méchyiku a délka metul
(Obrazek 6). Rozméry konidii naopak k rozliSeni druht neptispély viibec. Aspergillus sp.
odlisitelny od ostatnich druhl. Aspergillus dobrogensis ma vétsi rozméry stopky,
méchytku, metul a fialid v porovnani s jeho blizce piibuznym druhem A. candidus. Toto
tvrzeni ale plati jen na Grovni celého druhu, protoze nékteré izolaty A. dobrogensis se od
A. candidus svymi rozmé&ry nelisi (Obrazek 7). Druhy 4. subalbidus, A. taichungensis, A.
pragensis a Aspergillus sp. 2 je od sebe na mikroskopické tirovni tézké odlisit. Z téchto
druhti je Aspergillus sp. 2 vyjimecny svymi del§imi fialidami a metulami, a ma také veétsi
meéchytky nez A. taichungensis. Nékteré fylogenetické metody podpoftily oddéleni ,,pop
6“ od A. subalbidus, nicméné nebyly pozorovany zadné specifické fenotypové znaky
spojené s témito kmeny, kterymi by se odliSovaly od zbylych kment 4. subalbidus.
Nekteré metody podobné podpofiily oddéleni kmene DTO 266-G2 od 4. taichungensis,

ale u ného stejnétak nebyly pozorovany Zzadné unikatni znaky v porovnani se zbylymi
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kmeny tohoto druhu, kromé¢ toho, Ze oproti nim produkoval vyrazné mensi mnozstvi
zlutého pigmentu.

U nékterych druhit  byly pozorovany zna¢né odliSnosti v urcitych
mikroskopickych znacich. Naptiklad kmen IMI 344489 produkoval vétsi konidie a kmen
CBS 348.81 m¢l vétsi méchyiky nez ostatni izolaty A. campestris, a kmen DTO 196-E4
mél vyrazné vetsi stopky a méchyiky nez ostatni izolaty A. subalbidus. Kmen CCF 4030
mél delsi metuly a kmen CCF 3853 produkoval vétsi konidie nez ostatni izolaty A4. tritici
(Obrazek 7). Nicméng¢, tyto morfologicky se odliSujici kmeny nebyly ni¢im unikatni na

molekularni a fylogenetické trovni.

3.5.3 Fyziologie

Teplotni profil ristu byl zjistovan na MEA v deviti riznych teplotach v rozpéti 10 °C az
45 °C a jeho prehled je ukazan na Obrazku 8. Rustové kiivky jednotlivych druhil jsou
zndzornény na Obrazku 9. Aspergillus tritici je jediny druh, ktery neni schopny rist nebo
klicit pti teploté 10 °C a jeho optimalni teplota ristu je 30 °C. VSechny ostatni druhy maji
teplotni optimum okolo 25 °C nebo nerostou rychleji pii 30 °C v porovnani s ristem pii
25 °C. Alesponl nekteré izolaty ¢tyt druhti (4. tritici, A. subalbidus, A. taichungensis a
Aspergillus sp. 2) byly schopny rist pfi 37 °C. VSechny izolaty A. taichungensis a A.
tritici byly schopny rist nebo klicit pii teploté¢ 40 °C. Neobvykle vysoka variabilita
v maximani teploté ristu byla pozorovana u A. campestris, kde n¢které kmeny nebyly
schopny rist pii 30 °C (IBT 17867, IBT 23172), zatimco kmen CBS 348.81 rostl i pii 35
°C. Podobna situace byla pozorovana u A. subalbidus, kde byly jen nckteré kmeny
schopny rust pii 35 °C, a jen n¢které kmeny A. subalbidus a Aspergillus sp. 2 rostly pii
37 °C.
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Obrazek 5. Prehled makromorfologickych znakt (svrchni a spodni strana kolonif) zastupct sekce Candidi na Ctyfech
kultivaénich médiich (MEA, CYA, CZ, CY20S) po 14 dnech pii 25 °C. Makromorfologické znaky byly detailné
vyhodnocovany celkem u 68 kmenil a na obrazku jsou vyobrazeny pouze unikatni znaky jednotlivych druhl. Vice
podrobnosti je uvedeno v Tabulce 1 a v kapitole 4.

CCF 4914

CBS 266.81
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Obrazek 6. Prehled mikromorfologickych znakd napti¢ druhy sekce Candidi.
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32



CCF 4650

A. dobro-
gensis
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Obrazek 8. Teplotni profil ristu zastupct sekce Candidi po 14 dnech na MEA pfi teplotach od 10 °C do 40 °C.
Fyziologické znaky byly detailné vyhodnocovany celkem u 52 kmenti a na obrazku jsou vyobrazeny pouze ptevladajici
znaky jednotlivych druhti. Vice podrobnosti je uvedeno v Tabulce 3 a v kapitole 4.
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Tabulka 3. Piehled ristovych parametra zastupct sekce Candidi v raznych teplotach

Rozméry kolonii v mm po 14 dnech kultivace na MEA (primér)

Druh (pocet
testovanych kmeni) 10°C  15°C  20°C  25°C  30°C  35°C  37°C  40°C
. 4-10 10-17 15-26 16-28 0-22 1
A. campestris (7) ®) (14) (20) (24) (18)! 0-4(3) — —
, 8-11 12-17 20-23 20-27 18-25
A. candidus (5) (10) (15) @1 (24) 23) — — —
. 9-13 15-18 24-27 23-32 1724
A. dobrogensis (6) an (17 (26) (29) (20) — — —
. 9-11 13-17 15-18 3-14
A. pragensis (5) 5-6 (5) (10) (15) (16) (an — — —
. 9-14 15-30 18-30 9-29 0-22 !
A. subalbidus (16) 3-9(7) () (20) (24) (24) (13)! 0-9 (6) —
. . 9-12 20-32 25-29 20-29 18-25 12-20
A. taichungensis (3) 4-7 (6) an 27 27 25) @1 (16) 1-7 (5)
A. tritici (6) o 4-13 11-26 23-47 32-51 3042 18-33 4-22
’ (10) (21) (32) (42) (32) (25) 17)
. 9-10 11-12 16-18 2022
Aspergillus sp. 1 (1) (10) (12) (17) @1 5-7 (6) — — —
Aspergillus sp. 2 (3) 9-11 17-19 25-29 26-33 22-29 8-16 0-12 o
pergrvis sp- 10 a8  @n @B @6 (13 10!
TPramér byl vypogitan pouze z nenulovych hodnot. Podrobnéjii informace jsou uvedeny v kapitole 4.
»— neroste
50 _{
45

Rozmeéry kolonii po 14 dnech (mm)

25

Teplota {°C}

- A. candidus - Aspergitius sp. 1 - A. subalbidus
A. camnpestris - A. tritici - A. taichungensis
A. dobrogensis - A. pragensis Aspergilius sp. 2

Obrazek 9. Teplotni profil ristu zastupcti sekce Candidi po 14 dnech v teplotach od 10 °C do 40 °C. Body na kfivkach
znazornuji pramér a kratké tsecky znazorfiuji smérodatnou odchylku. Pokud se izolaty jednoho druhu lisily
maximalnimi teplotami rustu, tak byl primér vypocitan pouze z nenulovych hodnot. Tyto pfipady jsou v obrazku
oznaceny hveézdickou.
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3.6 Validace druhii s pouzitim softwaru DELINEATE

Hypotézy o druhovych hranicich byly nezavisle testovany pomoci softwaru
DELINEATE, ktery ale nebyl ptimo zahrnut do integrativniho pfistupu sestavajiciho ze
4 komponent (viz vySe). Pro analyzu bylo nastaveno devét modelt a vysledky jsou
shrnuty na Obrazku 10. Jednotlivé populace druhit byly bud’ pfifazeny do druha na
zaklad¢ prevladajicich vysledki z MSC metod (Sedé sloupce), nebo nebyly pfifazeny a
zustaly volné k vymezeni (hnédé sloupce). Zarazeni kmenii do jednotlivych populaci
podle analyzy v softwaru BPP je uvedeno v ptiloze v Tabulce P4.

Prvni model nechal vSechny populace A. candidus, A. dobrogensis, A. campestris,
Aspergillus sp. 1 a Aspergillus sp. 3 neptifazené do druhu a vSechny ostatni druhy byly
tvotily jeden druh a A. taichungensis byl sloucen s Aspergillus sp. 2. Pti tomto nastaveni
byly vSechny volné populace slouceny do jednoho druhu (A. candidus + A. dobrogensis
+ A. campestris + Aspergillus sp. 1 + Aspergillus sp. 3). Druhy model se od prvniho lisil
tim, Ze byl Aspergillus sp. 1 definovan jako druh a Aspergillus sp. 2 byl odd¢€len od 4.
taichungensis. Pfi tomto nastaveni byly A. campestris a Aspergillus sp. 3 rozliSeny jako
samostatné druhy, zatimco A. candidus a A. dobrogensis zistaly slou¢eny dohromady.
Ve tetim modelu byla ,,pop 6* A. subalbidus (izolaty CCF 5642 a CF 6197) definovéana
jako samostatny druh. Pfi tomto nastaveni byly oproti druhému modelu 4. candidus a A.
dobrogensis podporeny jako samostatné druhy. Ve ¢tvrtém modelu byly populace 4.
dobrogensis, Aspergillus sp. 3, A. subalbidus, A. taichungensis a Aspergillus sp. 2 volné
ponechany k vymezeni druhovych hranic a ostatni druhy byly definovany v jejich
obvyklych hranicich. V tomto modelu byl A. subalbidus rozeznan jako samostatny druh,
Aspergillus sp. 2 byl odd€len od A. taichungensis a A. dobrogensis byl sloucen s A.
candidus.

Zbylé modely byly zaméfeny na delimitaci druhti v kladu zahrnujicim A. subalbidus,
A. taichungensis a Aspergillus sp. 2. Ve vsech téchto modelech byl A. dobrogensis
definovan jako samostatny druh a vSechny ostatni druhy byly vymezeny v ramci jejich
béznych hranic. V patém modelu zistaly vSechny populace A. subalbidus, A.
taichungensis a Aspergillus sp. 2 neptitazeny do druhu. Pfi tomto nastaveni byla populace
A. subalbidus ,,pop 6 oddé€lena od A. subalbidus, Aspergillus sp. 2 byl oddé€len od A.
taichungensis a A. tachungensis byl rozd€len na dva druhy. V Sestém a sedmém modelu

zustaly populace A4. taichungensis a Aspergillus sp. 2 jako jediné nepfitfazeny do druhu.
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V Sestém modelu byl Aspergillus subalbidus definovan jako jeden druh a v sedmém
modelu jako dva druhy (,,pop 6* byla oddélena). V obou piipadech byl Aspergillus sp. 2
urcen jako samostatny druh, zatimco A. taichungensis byl v sedmém modelu rozd€len na
dva druhy. V poslednich dvou modelech ziistaly volné k vymezeni jen populace 4.
subalbidus. Kdyz byly v osmém modelu A. taichungensis a Aspergillus sp. 2 definovany
jako jeden druh, tak A. subalbidus zahrnoval i ,,pop 6. Kdezto v devatém modelu, kde
byly A. taichungensis 1 Aspergillus sp. 2 oba definovany jako samostatné druhy, tak byla

,»pop 6 od 4. subalbidus odd€lena a rozeznana jako samostatny druh.

Cislo modelu 1 2 3 4 5 6 7 8 9

>

. candidus pop 1
A. candidus pop 2
A. candidus pop 3

A. candidus pop 4

A. dobrogensis pop 1

A. dobrogensis pop 2

A. dobrogensis pop 3
Aspergillus sp. 3

A. campestris pop 1

A. campestris pop 2

A. campestris pop 3

-

Aspergillus sp. 1
A. subalbidus pop 1
A. subalbidus pop 2

-|F A. subalbidus pop 3

A. subalbidus pop 4

A. subalbidus pop 5

A. subalbidus pop 6

L] ]
] { A. taichungensis pop g Ii] Iﬂ Iil
A L]

. taichungensis pop

\—— Aspergillus sp. 2 _l _l IE _l

A. pragensis

/— A. tritici pop 1

<|\
|
\— A. tritici pop 2

Obrazek 10. Vysledky vymezeni druhii s pouZitim softwaru DELINEATE. Bylo nastaveno devét model druhovych
hranic nasledné a testovano. Hnédé sloupce znazoruji populace, které nebyly pfifazeny do druhu a zistaly volné
k vymezeni, a $edé sloupce znazoriuji predem definované druhy. Vysledné feseni navrzené pomoci DELINIATE je
znazornéno ¢ervenymi ramecky okolo sloupcii. Populace jednotlivych druhd byly vymezeny pomoci softwaru BPP a
fylogeneticky strom byl vypocitan programem starBEAST. Rozdé¢leni jednotlivych kment do populaci druht je
uvedeno v piiloze v Tabulce P4.
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3.7 Ekologie

Geografické rozsifeni a substratové preference zastupcu sekce Candidi byly zjistény
nasledujicicm zptisobem: Z databaze GenBank byly stazeny vSechny sekvence (a s nimi
spojena data) genti bend, CaM a RPB2 dostupné k datu 20. 2. 2022, a nésledn¢ byly
analyzovany spolec¢né se sekvencemi pouzitymi v této studii (Tabulky P1 a P5 v ptiloze).
Poté byl vytvofen konkatenovany fylogeneticky strom (Obrazek P1 v ptiloze), urceny
druhové hranice, a nakonec byla ekologické data zobrazena ve form¢ mapy kombinované
s fylogenezi (Obrazek 11). Prestoze existuje fada dalSich zaznami o vyskytu ¢lenii sekce
Candidi, tak byly v této studii pouzity pouze udaje s ptesnou identifikaci, ktera byla
ovéfena sekvenovanim alespont jednoho ze tii vySe uvedenych DNA variabilnich
markert. VSechny tyto geny dovedou devét rozezndvanych druhi spolehlive identifikovat
(Obrazek 2).

Osm z deviti druhii (vSechny kromé Aspergillus sp. 2) bylo nalezeno v Severni
Americe, odkud bylo shromédzdéno 52 zidznami, nasledovala Evropa s 51 zdznamy
reprezentujicimi sedm druht (vSechny kromé& Aspergillus sp. 1 a Aspergillus sp. 2).
Aspergillus tritici a A. subalbidus byly geograficky nejrozsifenéjsimi druhy v nasem
souboru dat a oba se vyskytovaly na péti svétadilech.Nejvice zasoupenym a druhoveé
nejrozmanitéj$im stanovistém zastupct sekce Candidi je vnitini prostiedi budov, kde
bylo nalezeno sedm z deviti druhil (55 zdznamt) a chybé&ly pouze druhy Aspergillus sp.
1 a Aspergillus sp. 2. Ctyfi druhy, A. dobrogensis, A. candidus, A. subalbidus a A.
taichungensis, byly izolovany z jeskynniho prostiedi (28 zaznami). Mezi druhy
pochézejici z potravin (19 zdznamil) patiily A. tritici, A. candidus, A. subalbidus, A.
pragensis a A. taichungensis. Ctyii druhy jsou znamy jako koprofilni (14 zAznami), a
sice A. campestris, A. candidus, A. dobrogensis a A. subalbidus. Klinické izolaty (14
zaznamu) pattily vétSinou do druhu 4. fritici (n = 8) a zbyvajici kmeny nalezely druhiim
A. pragensis, A. dobrogensis a A. candidus. V pid€ bylo nalezeno Sest druhli (12
zdaznamu), konkrétn¢ A. candidus, A. campestris, A. subalbidus, A. tritici, A.
taichungensis a Aspergillus sp. 2. Z venkovniho ovzdusi byly izolovany poze dva kmeny
nalezici druhlim A. tritici a A. pragensis.

Nékolik kment bylo izolovano ze specifickych substrat, jako naptiklad
vermikompost, chodby klrovcii, kovové potrubi, potér ryb, stelivo nebo mys. Tyto

substraty byly v Obrazku 11 skérovany jako ,,jiné*.
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Na zakladé poctu kment zahrnutych do této studie a poc¢tu sekvenci ulozenych v
databazi GenBank se zda ptedpokladat, ze 4. candidus a A. subalbidus jsou nejéastéji se
vyskytujicimi druhy této sekce. Ani jeden z druht, které byly zastoupeny vétSim poctem
kmenil, se nezda byt substratové specificky nebo geograficky omezeny, nicméné u
nékterych druht ziejmé existovaly preferované substraty/prostiedi vyskytu, napiiklad

trus u A. campestris.
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Obrazek 11. Geograficka distribuce zastupct sekce Candidi zalozena na sekvencich genti bend, CaM a RPB2, které
byly pouzity v této studii a které byly dostupné v databazi GenBank k datu 20. 2. 2022. Ptistupova ¢isla k sekvencim
jsou uvedena v piloze v Tabulkach P1 a P5. Cisla v ukazatelich polohy a vedle ikon substrati odpovidaji celkovému
poctu spolehlivé identifikovanych kment hlasenych z konkrétni zemé&/substratu.
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4. Popisy druhu sekce Candidi

Aspergillus campestris M. Chr., Mycologia 74: 212. 1982. MycoBank MB110495.
Obrazek 12.

Typus: NY ST 2-3—1 (katalogové Cislo 00936735). Ex-typova kultura: CBS 348.81 =
NRRL 13001 = IBT 13382 = IBT 28561 = IMI 259009 = ATCC 44563 = IFM 50931 =
CCF 559%6.

Rozmery kolonii, 25 °C, 7 d / 14 d (mm): MEA: 11-17 / 16-28; CYA: 14-20 / 22-36;
CZA: 6-14/10-20; CY20S: 10-21/25-34.

Charakteristika kolonii (po 2 tydnech ve 25 °C): Kolonie na MEA v riiznych odstinech
svétle zluté (2A3, 3AS5, 2A2), nebo Sedo-Zluté (4B4) s bled¢ zlutymi okraji (2A3), ploché,
granularni nebo floko6zni, hojné sporulujici, okraje celistvé, bez produkce exsudatu a
pigmentu, spodni strana svétle zluta (4AS5), zluta (3A6), nebo Sedo-zluta (4B5). Kolonie
na CYA v riznych odstinech svétle zluté (3A2, 3A3, 3A5) nebo zluto-Sedé¢ (4B2) s blede
zlutymi okraji (2A3), ploché nebo uprostied vyvySené, obvykle radidlné vrascité,
granularni nebo flok6zni, hojné sporulujici, okraje celistvé nebo jemné zvinéné, spodni
strana zluto-hnéda (5D5), Sedo-zlutd (4B5), oranzovo-hnéda (5C5) nebo tmavé plava
(5D4), bez produkce exsudatu, u nékterych kment po 4 tydnech produkce tmaveé hnédého
pigmentu liSiciho se intenzitou a mistem: 4-5 mm Siroké koncentrické kruhy okolo
kolonii u kment CBS 348.81 a CCF 5641; 1-3 mm Siroké kruhy okolo kolonii u kmeni
FMR 15226 a IMI 344489; nebo pigment lokalizovany v oblasti uprostfed mezi
koloniemi u kmene FMR 15224. Kolonie na CZA nazloutl¢ (3A2), Zlut¢ (3A6) nebo
svétle Zluté (2A5), ploché, granularni nebo flokézni, hojné sporulujici, okraje celistvé
nebo nepravidelné, spodni strana bled¢ zluta (3A3), svétle Zlutd (3AS5) nebo Sedo-zluta
(3B5), bez produkce exsudatu, u nékterych kmenl po 4 tydnech produkce pigmentu:
tmavé hnédy az erny pigment u kmenti CBS 348.81, FMR 15224 a IMI 344489 (3-5
mm Siroké kruhy okolo kolonif), tmavé zeleny az ¢erny pigment u kmene FMR 15226
(67 mm $iroké kruhy okolo kolonii) a hnédy u kmenti IBT 17867, FMR 15224, IBT
23172 (2 mm Siroké kruhy okolo kolonif). Kolonie na CY20S v rGznych odstinech zluté
(3A2, 3A3, 3A4) s modro-Sedymi okraji (23D2), ploché, uprostied vyvysené nebo
umbonatni, flok6zni, granularni nebo chmyftité, hojné sporulujici, okraje celistvé, méne

Casto zvIinéné nebo nepravidelné, spodni strana olivova (2ES5), olivové zluta (3C8) nebo
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zluto-hnéda (5E4) s Sedo-zlutymi okraji (3BS5, 4B4), bez produkce exsudatu, u nékterych
kmeni po 4 tydnech produkce pigmentu: tmavé zeleny az erny u kmene CBS 348.81 (3
mm Siroké koncentrické kruhy okolo kolonii), tmaveé hnédy az ¢erny u kmene FMR 15224
(5 mm Siroké koncentrické kruhy okolo kolonii), a hnédy u kment IBT 17867 a CCF
5641 (jen v oblasti styku kolonii).

Teplotni profil ristu (po 2 tydnech na MEA): Aspergillus campestris roste pii teploté 10
°C (4-10 mm) a optimalni teplota rtstu je 25 °C (16-28 mm). Nékteré kmeny nerostly a
nebo jen slabé¢ klicily pti 30 °C (IBT 17867, IBT 23172), zatimco vSechny ostatni kmeny
pfti této teploté rostly dobfe (12-22 mm). Jediny kmen schopny rastu pti 35 °C byl CBS
348.81 (3—4 mm). Neroste pti 37 °C.

Mikromorfologie: Konidialni hlavice radidtni, biseriatni. Redukované (,,diminutive*)
konidiofory pfitomny jen ziidka. Stopky (vyjma redukovanych) hyalinni, hladkosténné,
ptilezitostn€ jemn¢ zdrsnéné, u kmene CBS 348.81 zvInéné, vétsinou neseptované, (90—
)250-850(—1300) x (4—)5-7,5(-9) um, mechyrky kulovité nebo ovalné, (10,5-)14-22(—
31,5) um Siroké, metuly cylindrického nebo klinovitého tvaru, (7—)8—14(—17) pum dlouhé,
pokryvajici tfi Ctvrtiny az cely povrch méchyiku, fialidy lahvicovitého tvaru, (4,5-)5-7(—
9) um dlouhé. Konidie vétSinou ovalné az kulovité, nékdy vejcitého ¢i citronovitého
tvaru, (2,8-)3-4,5(4,8) (3,6 £ 0,4 um) x (2,6-)2,9-3,8(4,2) (3,3 £ 0,3 um),
hladkosténné, ziidka jemné zdrsnéné. Kmen IMI 344489 ma delsi a $ir$i konidie, ovalné
nebo vejCité, (3,9-)4,3-4,6(—4.,9) (4,4 £ 0,3 um) x (3,5-)4-4,4(-4,9) (4,2 = 0,3 um).
Rozméry konidii vSech kmenit (zahrnujicich kmen IMI 344489) jsou (2,8—)3—4,5(-4.9)
(3,8 £ 0,5 um) x (2,6-)2,9-4,4(-4,9) (3,4 £ 0,4 um). Produkce sklerocii byla omezena
na média CZA (IBT 17867, CCF 5641) a CYA (FMR 15224), kde byla po 4 tydnech na
povrchu kolonii pozorovdna tmave Sedd a tmavé hnédd az Cernd sklerocia. Sklerocia
nebyla pozorovana na Zadném médiu u kmenti CBS 348.81, IBT 23172 a IMI 344489, a

taktéZ se u Zadného ze zkoumanych kmenii netvotila na MEA a CY20S.

Odlisujici znaky: Aspergillus campestris je nejblize ptibuzny A. candidus, A. dobrogensis
a Aspergillus sp. 1. 1zolaty A. campestris mohou byt snadno odliSeny od ostatnich
zastupct sekce Candidi diky jejich jasn€ Zlutym koloniim (Obréazek 5). Konidiofory
Aspergillus sp. 1 maji delsi a Sirsi stopky a Sir§i méchyiky v porovnani s A. campestris,
zatimco stopky A. candidus byvaji kratsi. V porovnani s A. dobrogensis produkuji izolaty

A. campestris tmavy pigment a rostou pomaleji na vSech kultivacnich médiich. Zbyvajici
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druhy v sekci Candidi, jmenovité A. tritici, A. pragensis, A. taichungensis, Aspergillus
sp. 2 a A. subalbidus, maji kratsi stopky nez A. campestris. Krom¢ A. tritici maji tyto
druhy také uzsi stopky a mensi méchytky (Tabulka 2, Obrazek 6). Aspergillus campestris
roste na vSech médiich pomaleji nez A. taichungensis, Aspergillus sp. 2 a A. tritici, ale
rychleji nez A. pragensis (Tabulka 1). V neposledni fadé, vétSina kmenti 4. subalbidus,
A. taichungensis, Aspergillus sp. 2 a A. tritici roste pii 35 °C nebo i pti vyssich teplotach
(Tabulka 3) na rozdil od A. campestris, u néhoz byl jen jediny kmen (CBS 348.81)

schopen riistu pii 35 °C.

Ekologie (pouze zdznamy ovérené DNA sekvenaci): Vyskyt Aspergillus campestris byl
zaznamenan na trusu herbivorl, mysi a kralikt, dale v ovzdusi budov a pid¢. Druh je

znam z Jihoafrické republiky, Spanélska a USA (Obrazek 11, Tabulka P1).

Aspergillus candidus Link, Mag. Gesell. Naturf. Freunde, Berlin 3(1-2): 16. 1809.
MycoBank MB204868. Obrazek 13.

Typus: CBS H-566.65. Ex-typova kultura: CBS 566.65 = NRRL 303 = IMI 091889 =
ATCC 1002=1IBT 28566 = CCF 5594.

Rozmeéry kolonii, 25 °C, 7 d / 14 d (mm): MEA: 12-17 / 20-27; CYA: 15-21 / 20-32;
CZA:9-15/16-25; CY20S: 16-25/25-45.

Charakteristika kolonii (po 2 tydnech ve 25 °C): Kolonie na MEA bilé (3A1) az mirné
nazloutlé (4A2), ploché, granuldrni az flokézni, hojné sporulujici, okraje celistvé, bez
produkce exsudatu a pigmentu, spodni strana v riznych odstinech svétle zluté¢ (4A4,
4A3). Kolonie na CYA bilé (3A1) aZ mirn€ nazloutlé (4A2) nebo oranzovo-bile (5A2),
ploché nebo uprostied mirné vyvysené, granularni az flok6zni, hojné€ sporulujici, okraje
celistvé nebo mirn€é zvinéné, bez produkce exsudatu, pigment produkovan do média
nékterymi kmeny (viz niZe), spodni strana svétle zluta (4AS5) nebo hnédo-oranzova (5C3).
Kolonie na CZA bilé (3A1) azZ bledé€ Zluté (1A3, 3A3), ploché, voskovité az granularni,
sporulace slaba a nepravidelné lokalizovand, okraje celistvé nebo nepravidelné, bez
produkce exsudatu, pigment produkovan do média nékterymi kmeny (viz nize), spodni
strana v riznych odstinech svétle Zluté (3A3, 4A4). Kolonie na CY20S bilé (3A1), ploché

nebo uprostied mirné vyvysené, flokdzni, granularni nebo sametové, s radialné nebo
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nepravidelné uspofadanymi zahyby, hojné sporulujici, okraje celistvé az mirné zubaté
nebo difuzni, bez produkce exsudatu a pigmentu, spodni strana svétle zluta (4A4, 4A5).
Schopnost produkce pigmentu po 4 tydnech byla pozorovana u 9 kment, z nichz 5
pigment produkovalo (CCF 488, CCF 5172, CCF 6200, CCF 3996, NRRL 58959) a 4
neprodukovaly (CBS 566.65, CCF 4659, CCF 4713, CCF 6195). Produkce tmavé
hnédého az cerného pigmentu (3—4 mm Siroké koncentrické kruhy okolo kolonii) byla
pozorovana na CZA u kment CCF 488 a CCF 6200. Hnédy pigment (2—4 mm Siroké
koncentrické kruhy okolo kolonii) byl pozorovan na CZA u kmentt CCF 5172 a CCF
3996, a na CYA u kmene CCF 3996. Hnédo-Zluty pigment byl pozorovan na CZA u
kmene NRRL 58959.

Teplotni profil riistu (po 2 tydnech na MEA): Aspergillus candidus roste pii 10 °C (8—11
mm), optimalni teplota ristu je 25 °C (20—27 mm). Maximalni teplota, pii které je 4.
candidus schopen rust, je 30 °C (18—25 mm). Neroste pii 35 °C.

Mikromorfologie: Konidialni hlavice radiatni, biseriatni. Redukované konidiofory
pfitomny jen ziidka. Stopky (vyjma redukovanych) hyalinni, hladkosténné, vétSinou
neseptované, pfilezitostné se septy, (70—)125-400(-520) x (2,5-)3,5-8,5(-9,5) um,
méchyrky prevazné kulovité, (8—)10-23(-33) um Siroké, metuly cylindrického nebo
klinovitého tvaru, (4,5-)5,5-7,5(-8) um dlouhé, vétSinou pokryvajici cely povrch
meéchytku; fialidy lahvicovitého tvaru, (4-)5-6,5(=7) um dlouhé. Konidie kulovité az
ovalné, (3,1-)3,3-4,0(-4,3) (3,7 + 0,2) um x (3-)3,3-3,7(4,1) (3,5 £ 0,2 um),
hladkosténné, ziidka jemné zdrsnéné. Schopnost produkce sklerocii po 4 tydnech byla
pozorovana u 9 kmeni, z nichz 5 sklerocia produkovalo (CCF 488, CCF 5172, CCF 6200,
CCF 3996, NRRL 58959) a 4 neprodukovaly (CBS 566.65, CCF 4659, CCF 4713, CCF
6195). Hnéda nebo tmavée Seda sklerocia pokryta tenkou vrstvou mycelia byla pozorovana
pouze na médiu CZA u vyse zminénych kment, kdezto na médiich MEA, CYA a CY20S

produkce sklerocii nebyla pozorovana u zadného z testovanych kmeni.

Odlisujici znaky: Aspergillus candidus je sestersky druh A. dobrogensis a jeho dal§imi

ptibuznymi druhy jsou 4. campestris a Aspergillus sp. 1. Obecné ma A. candidus mensi

méchyiky, kratsi a uzsi stopky a také krat$i metuly a fialidy v porovnani s 4. dobrogensis

(Tabulka 2, Obrazek 6). Aspergillus dobrogensis také roste rychleji nez A. candidus na

MEA, CYA a CY20S (Tabulka 2). VétSinu téchto rozdili Ize vSak interpretovat jako trend

napfi¢ celym druhem a nékteré izolaty maji identické rozméry urcitych znaki jako kmeny
44



A. dobrogensis (Obrazek 7). Proto muze byt rozliSeni téchto dvou druht v praxi
problematické. Aspergillus sp. 1 roste pomaleji a ma delsi a $irsi stopky, méchyiky a
metuly. Aspergillus campestris se 1isi jasn¢ zlutou barvou kolonii a produkuje stopky,
méchyiky a metuly které jsou obecné delsi/Sirsi nez u 4. candidus. Aspergillus pragensis
roste pomaleji na vS§ech médiich, zatimco A. tritici, Aspergillus sp. 2 a A. taichungensis
rostou rychleji na MEA, CYA a CY20S. Posledni tii zminované druhy jsou schopny ristu
pii 35 °C nebo dokonce vysSich teplotach (Tabulka 3). Aspegillus taichungensis a
Aspergillus sp. 2 maji kratSi stopky a Aspergillus sp. 2 ma delsi metuly a fialidy

v porovnani s 4. candidus.

Ekologie (pouze zaznamy overené DNA sekvenaci): Vyskyt A. candidus byl zaznamenan
ve vnitinim prostfedi budov (vzduch, prach, kovové potrubi), jeskynnim prostredi, v
pude¢, klinickém materidlu, na potravinach, trusu. Druh byl déale izolovan z chodeb
ktrovet, z potemnika hnédého (Tribolium castaneum) a z potéru ryby Arctoscopus
Japonicus. Druh je znam z Ceské republiky, Kanady, Itilie, Nizozemi, Rumunska,

Severni Koreje, Spanélska a z USA (Obrazek 11, Tabulky P1 a P5).

Aspergillus dobrogensis A. Novékova, Jurjevi¢, F. Sklenar, Frisvad, Houbraken &

Hubka, Int J Syst Evol Microbiol 68: 1004. 2018. MycoBank MB821313. Obrazek 14.

Typus: PRM 935751. Ex-typova kultura: CCF 4651 = CCF 4655= CBS 143370 = NRRL
62821 =1BT 32697.

Rozmeéry kolonii, 25 °C, 7 d / 14 d (mm): MEA: 17-20 / 22-34; CYA: 20-24 / 26-39;
CZA:9-15/16-25; CY20S: 18-28 / 32-48.

Charakteristika kolonii (po 2 tydnech ve 25 °C): Kolonie na MEA bilé (4A1) az mirné
nazloutlé (4A2), ploché nebo uprostted mirné vyvySené, flokézni, chmyfité nebo
granularni, hojn€ sporulujici, okraje celistvé az mirné zubaté, bez produkce exsudatu a
pigmentu, spodni strana svétle Zlutd (4A3, 4A4). Kolonie na CYA bilé (4A1), nékdy
mirné nazloutlé (4A2), ploché, uprostifed vyvysené nebo umbonatni, flok6zni, chmyfité
nebo granuldrni, hojné sporulujici, okraje celistvé, bez produkce exsudatu a pigmentu,
spodni strana svétle zlutd (4A4, 4A5). Kolonie na CZA bilé¢ (3A1) az nazloutlé (4A2,

3A2), ploché, voskovité az granularni, sporulace slaba a lokalizovana jen v malé oblasti
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kolonie, okraje celistvé nebo nepravidelné, bez produkce exsudatu a pigmentu, spodni
strana v riznych odstinech svétle zluté (4A2, 3A2, 4A3, 3A3). Kolonie na CY20S bilé
(3A1), ploché, uprostied vyvysené nebo umbonatni, flokozni, granuldrni nebo chmyfité,
nekdy se sametovymi okraji, hojné sporulujici, okraje celistvé, bez produkce exsudatu a

pigmentu, spodni strana svétle zluta (4A4, 4A5).

Teplotni profil rustu (po 2 tydnech na MEA): Aspergillus dobrogensis roste pii 10 °C (9—
13 mm) a optimalni teplota rastu je 25 °C (23—32 mm). Maximalni teplota, pfi které je A.
dobrogensis schopen rust, je 30 °C (17-24 mm). Neroste pii 35 °C.

Mikromorfologie: Konidialni hlavice radiatni, biseriatni. Redukované konidiofory
ptitomny jen ztidka. Stopky (vyjma redukovanych) hyalinni, hladkosténné, ptilezitostné
velmi jemné zdrsnéné, obvykle neseptované, piilezitostné se septy, (100—)150—-1150(—
2000) x (3,5-)5-7(—14) um, méchyrky ptevazn¢ kulovité, nékdy ovalné nebo protazené,
(9-)10-30(-39,5) um 8iroké, metuly cylindrického nebo klinovitého tvaru, (5-)5.5-12(—
14) um dlouhé, obvykle pokryvajici cely povrch méchyiku; fialidy lahvicovitého tvaru,
(5-)5,5-7,5(-8,5) um dlouhé. Konidie kulovité az ovalné, (3,0-)3,4-4,1(-4,3) (3,7 +0,3)
pm x (2,8-)3-4(-4,2) (3,5 = 0,3 pum), hladkosténné, vyjimecné jemné zdrsnéné.
Schopnost produkce sklerocii po 4 tydnech kultivace byla sledovana u 10 kmeni, z nichz
2 kmeny sklerocia produkovaly (CCF 4651, CCF 5570) a 8 neprodukovalo (CCF 5567,
CCF 5568, CCF 4650, CCF 5844, IBT 29476, CCF 5575, CCF 5569 a CCF 5572).
Sklerocia byla produkovana na povrchu kolonii, v nékterych ptipadech ptekryta vrstvou
mycelia (u kmene CCF 4651 na MEA). Kmen CCF 4651 produkoval sklerocia na vSech
médiich; tmaveé hnéda sklerocia na MEA, CZA a CY20S a hnéda sklerocia na CYA.

Tmavé hnéda sklerocia vnotena v koloniich byla pozorovana na CZA u kmene CCF 5570.

Odlisujici znaky: Aspergillus dobrogensis je sestersky druh A. candidus (podrobnosti o
odli$nostech téchto dvou druhl jsou uvedeny u popisu A. candidus). Od druhii 4.
candidus, A. pragensis, A. taichungensis, Aspergillus sp. 2 a A. subalbidus se 1i§i delSimi
a SirSimi stopkami a vét§imi méchyiky (Tabulka 2, Obrazek 6). Aspergillus campestris se
od A. dobrogensis 1i8i Zlutymi koloniemi. Aspergillus dobrogensis roste rychleji nez A.
campestris, A. candidus, A. pragensis, Aspergillus sp. 1 a A. subalbidus na MEA, CYA a
CY20S, kdezto A. tritici a A. taichungensis rostou na téchto médiich rychleji (Tabulka 1).
Aspergillus subalbidus, A. taichungensis, Aspergillus sp. 2 a A. tritici mohou byt odliSeny
od A. dobrogensis diky jejich schopnosti riist pti 35 °C.



Ekologie (pouze zdaznamy overené DNA sekvenaci): Vyskyt A. dobrogensis byl
zaznamenan v jeskynnim prostiedi (netopyii trus, guano, vzduch, sediment), vnitinim
prostiedi budov (vzduch, prach, koberec), na mySim a herbivofim trusu a v klinickém
materidlu. Druh je zndm z Ceské republiky, Danska, Némecka, Nizozemi, Rumunska,

Spanélska a z USA (Obréazek 11, Tabulka P1).

Aspergillus pragensis Hubka, Frisvad & M. Kolafik, Med. Mycol. 52: 570. 2014.
MycoBank MB800371. Obrazek 15.

Typus: PRM 922702. Ex-typova kultura: CCF 3962 = CBS 135591 = NRRL 62491 =
IBT 32274.

Rozmery kolonii, 25 °C, 7d / 14 d (mm): MEA: 8-10/15-18; CYA: 9-14/16-22; CZA:
3-6/11-15; CY20S: 13-18 / 24-30.

Charakteristika kolonii (po 2 tydnech pti 25 °C): Kolonie na MEA bilé (3A1), slabé
vyvysené s centralni prohlubni, radidln€¢ ryhované, sametové az chmyfité, hojné
sporulujici, okraje celistvé nebo jemné zvinéné, bez produkce exsudatu a pigmentu,
spodni strana hnédo-zlutd (5C6) v centrdlni oblasti kolonie, oranzovo-bild (5A2) na
okrajich. Kolonie na CYA bilé (3A1), uprostied vyvySené aZ umbonatni, flokézni az
granularni, hojné sporulujici, okraje celistvé nebo jemné zvinéné, bez produkce exsudatu,
produkce hnédého pigmentu po 4 tydnech kultivace u kmenit CCF 3962, CCF 4654, CCF
5693, CCF 5847 (4-6 mm Siroké koncentrické kruhy okolo kolonii nebo v oblasti jejich
styku), spodni strana svétle hnéda az hnédo-oranzova (5D5-5C4). Kolonie na CZA bilé
(3A1) nebo hnédo-Sede¢ (4D2), ploché, voskovité az flokdzni, sporulace velmi slaba a
lokalizovana pouze v malé oblasti uprostied kolonii, okraje nepravidelné nebo zanotfené,
bez produkce exsudatu, vyrazny tmavé zeleny az Sedo-modry pigment po 4 tydnech
kultivace u vSech kmenii (3—6 mm Siroké koncentrické kruhy okolo kolonii), spodni
strana zluto-Seda (3D2). Kolonie na CY20S bilé (3A1) az mirn€ nazloutlé (3A2), ploché
az jemné& vyvysené, chmyfité, flokdzni az granularni, hojné sporulujici, okraje celistvé,

bez produkce exsudatu a pigmentu, spodni strana svétle Zluta (4AS5).

Teplotni profil rustu (po 2 tydnech na MEA): Aspergillus pragensis roste omezené pii 10
°C (5—6 mm, minimaln¢ sporulujici voskovité kolonie) a optimalni teplota rtistu je 25 °C
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(15-18 mm). Maximalni teplota, pii které je 4. pragensis schopen rust, je 30 °C (3—14
mm). Neroste pii 35 °C.Mikromorfologie: Konididlni hlavice radidtni, biseriatni.
Redukované konidiofory ptilezitostn€ ptitomny. Stopky (vyjma redukovanych) hyalinni,
hladkosténné, ziidka jemné zdrsnéné, vétSinou neseptované, (40—)110-260(-380) x (3—
)3,5-5(—6) um, mechyrky ptevazné kulovité, nékdy ovalné, (7-)10—17(-23) um Siroké,
metuly cylindrického nebo klinovitého tvaru, (4-)5—6,5(—8) um dlouhé, pokryvajici
obvykle tfi ¢tvrtiny az cely povrch méchytku; fialidy lahvicovitého tvaru, (4—)5—6(—6,5)
um dlouhé. Konidie ovalné az kulovité, (3,1-)3,5-4,0(-4,6) (3,7.£ 0,3 um) x (3,1-)3,3—
3,7(4,4) (3,5 £ 0,2 um), hladkosténné, ziidka jemné zdrsnéné. Sklerocia byla
pozorovana po 4 tydnech kultivace u kmenti NRRL 58614 a CCF 5847, chybéla u kment
CCF 3962, CCF 4654 a CCF 5693. Tmavé hnéda sklerocia pokrytd tenkou vrstvou
mycelia byla pozorovana na CYA u kmenti NRRL 58614 a CCF 5847 a tmava sklerocia
vnofena do kolonii na MEA u kmene CCF 5847. Produkce sklerocii nebyla pozorovana

na CZA a CY20S.

Odlisujici znaky: Aspergillus pragensis se fylogeneticky nachdzi v bazalni pozici
vzhledem ke druhiim A. subalbidus, Aspergillus sp. 2 a A. taichungensis. Unikatnim
znakem A. pragensis a Aspergillus sp. 1 je jejich pomaly riist na vSech médiich, obzvlast’
na CZA (Tabulka 1). Tyto dva druhy od sebe mohou byt snadno rozliSeny barvou kolonii
a vyrazn¢ odliSnymi mikromorfologickymi znaky (Obréazek 6). Aspergillus subalbidus,
A. taichungensis, Aspergillus sp. 2 a A. tritici mohu byt odliSeny schopnosti riistu pii 35
°C a pfti vyssich teplotach (Tabulka 3). Aspergillus pragensis se 1i8i od 4. dobrogensis,
Aspergillus sp. 1 a A. campestris svymi krat§imi a uz§imi stopkami, kratSimi metulami a

mensimi méchyiky (Tabulka 2).

Ekologie (pouze zdznamy ovérené DNA sekvenaci): Vyskyt A. pragensis byl zaznamenan
ve vnitinim prostiedi budov (vzduch, koberec, prach), na potravinach (ryZzové otruby), v
klinickém materiélu a ve venkovnim ovzdusi. Druh je znam z Ceské republiky, Kanady,

Jizni Koreje a z USA (Obrazek 11, Tabulky P1 a PS5).
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Aspergillus subalbidus Visagie, Hirooka & Samson, Stud. Mycol. 78: 101. 2014.
MycoBank MB809190. Obrazek 16.

Typus: CBS H-21807. Ex-typova kultura: CBS 567.65= NRRL 312 = IMI 230752 =
ATCC 16871 = CCF 5822.

Rozmery kolonii, 25 °C, 7 d / 14 d (mm): MEA: 11-17 / 18-30; CYA: 14-24 / 24-42;
CZA: 8-18 /16-25; CY20S: 18-27 / 25-45.Charakteristika kolonii (po 2 tydnech ve 25
°C): Kolonie na MEA bil¢ (4A1) aznazloutlé¢ (2A2,3A2,4A2), Sedo-Zluté (4B3) u kmene
CBS 112449 a oranzovo-sedé (5B2) u kmene FMR 15877, ploché nebo jemné vyvysené,
n¢kdy s centralni prohlubni, flok6zni az granularni, nebo chmyftité az nacechrané, hojné
sporulujici, okraje celistvé, méné ¢asto nepravidelné nebo zubaté, bez produkce exsudatu
a pigmentu, spodni strana Sedo-zluta (4B5), svétle Zlutd (4AS5) nebo Cerveno-oranzova
(7B8) v centralni oblasti kolonie, bled¢ zlutd (4A3) nebo svétle oranzova (5A4) na
okrajich. Kolonie na CYA bilé¢ (4A1), nazloutlé (2A2, 3A2, 4A2), zluto-Sedé (4B2),
hnédo-Sedé¢ (8C2) nebo Sedo-hnédé (8E3) s bilymi (8A1) okraji, ploché nebo centralné
vyvysené, granularni, flokdzni nebo sametové az chmyftité, hojn¢ sporulujici, okraje
celistvé, méné Casto jemné zvlnéné nebo zubaté, spodni strana hnédo-oranzova (5C4,
5C5), Sedo-zluta (4B4, 4BS5, 4B6) nebo tmavé plava (5D4) v centralni oblasti kolonii,
svétle Zluta (4A4, 4AS5) nebo zlato-hnéda (5D7) na okrajich, bez produkce exsudatu,
produkce hnédého pigmentu po 4 tydnech kultivace liSiciho se intenzitou a umisténim
byla pozorovana u nékterych kment: u kmentt CBS 567.65, CCF 4913, CBS 112449 a
CCF 5697 v oblasti styku kolonii, 3—4 mm S$iroké koncentrické kruhy okolo kolonii u
kmenti NRRL 58123 a CCF 5698; 5-6 mm S§iroké koncentrické kruhy okolo kolonii u
kmene CCF 5643; jemné pigmentované oblasti v okoli sklerocii u kmene CCF 6199;
rezavé hnédy pigment byl pozorovan u kmene CCF 6197 (6—7 mm Siroké koncentrické
kruhy okolo kolonii). Kolonie na CZA bilé (4A1), nazloutlé (1A2, 2A2, 3A2), Sedo-zluté
(4B3) nebo u kmene DTO 196-E4 Cerveno-Sedé (7B2), ploché nebo zanotené, flokdzni,
voskovité nebo granularni, slabé az hojn¢ sporulujici, okraje celistvé, mén¢ casto jemné
zvIinéné nebo zubaté, spodni strana bled¢ zlutd (3A3, 4A3), Sedo-hnéda (5E3, 5F3) nebo
Sedo-zluta (4B3), bez produkce exsudatu, produkce pigmentu pozorovana u nékterych
kmeni po 4 tydnech kultivace: tmave zeleny az Cerny pigment roztrouseny po celé Petriho
misce u kmenit FMR 15736, NRRL 58123 a CCF 5643, v oblasti styku kolonii u kmene
CBS 567.65, slaby Sedo-zeleny pigment u kmene NRRL 5214 v oblasti styku kolonii a
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lehce okolo kolonii, tmavé hnédy pigment byl pozorovan u kmene DTO 196-E4 ve formé
3 mm Sirokych koncentrickych kruhti okolo kolonii. Kolonie na CY20S bil¢ (4A1),
nazloutlé¢ (2A2, 3A2, 4A2) nebo zluto-Sedé (4B2), ploché nebo uprostied vyvysené,
s nepravidelnymi zdhyby, flokozni, méné Casto granularni, chmyfit¢ nebo nacechrané,
hojné sporulujici, okraje celistvé, méné casto zubaté nebo zvinéné, bez produkce exsudatu
a pigmentu, spodni strana hnédo-oranzova (5C5, 5C6), svétle zlutd (4AS5), Sedo-zluta
(4B4, 4B5, 4B6) nebo nacervenald (4A6) v centralni oblasti kolonii a svétle zluta (4A4,
4A5) na okrajich.

Teplotni profil ristu (po 2 tydnech na MEA): Aspergillus subalbidus kli¢i nebo roste
omezené pii 10 °C (3—9 mm). Optimalni teplota ristu je mezi 25 °C (18-30 mm) a 30 °C
(9—29 mm). Pouze 8 z 12 testovanych kmenii (CBS 567.65, FMR 15736, NRRL 58123,
FMR 15733, CCF 5643, NRRL 4809, CCF 5697, CCF 6197) byly schopny riistu pfi 35
°C (2-22 mm) a pouze 3 z testovanych 12 kmenti (CCF 5643, CCF 5697 a FMR 15733)
byly schopny rustu pii 37 °C (3—9 mm). Neroste pii 40 °C.

Mikromorfologie: Konidialni hlavice radiatni, biseridtni. Redukované konidiofory
ptilezitostné pfitomny. Stopky (vyjma redukovanych) hyalinni, hladkosténné, ptilezitotné
jemn¢ zdrsnéné, obvykle neseptované, (20-)50-330(-730) x (2,5-)3-8(-10) pm,
méchyrky kulovité az ovalné, (5-)7-23(-31) um Sirokeé, metuly cylindrického nebo
klinovitého tvaru, (4-)6-11(-16,5) um dlouhé, pokryvajici obvykle témet cely povrch
méchyiku; fialidy lahvicovitého tvaru, (3,5-)4,5-6(—7,5) um dlouhé. Konidie kulovité az
ovalné, (3-)3,24,2(-4,5) (3,7 = 0,3 um) x (3-)3,2-3,8(-4,3) (3,5 = 0,3 um),
hladkosténné, ziidka jemné zdrsnéné. Sklerocia byla produkovana na povrchu kolonii,
méng Casto prekryta tenkou vrstvou mycelia (u kmeni NRRL 4809 a CCF 6199 na CZA).
Po &tyfech tydnech kultivace byla sklerocia pozorovana u kmeni CBS 567.65, NRRL
4809, FMR 15877, CCF 6197, CCF 6911, NRRL 5214 a CBS 112449, nebyla pozorovana
u kment CCF 5642, CCF 5696, DTO 196-E4, FMR 15733, CCF 4913, CCF 5848, CCF
5697, CCF 6205, CCF 5643, CCF 5698, NRRL 58123 a FMR 15736. Sklerocia
produkovand na MEA méla vzdy tmavé hnédou barvu a byla pozorovana u kmentt FMR
15877, CCF 6197 a CCF 6199. Sklerocia na CYA byla vzdy hnéda a vyskytovala se u
kmenit CBS 567.65, CCF 6197, CCF 6199, NRRL 5214, CBS 112449 a FMR 15877 (u
posledné jmenovaného kmenu byl sklerocii poset cely povrch kolonii), Tmaveé hnéda az

¢ernd sklerocia byla pozorovana na CZA a CY20S u kmene CCF 6197. Tmavé hnédé
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sklerocia na CZA byla pozorovana u kmene CBS 112449, na CY20S u kmene FMR
15877 a sklerocia v riznych odstinech hnédé byla pozorovana na CZA u kmene FMR
15877.

Odlisujici znaky: Aspergillus subalbidus je nejblize fylogeneticky ptibuzny A.
taichungensis a Aspergillus sp. 2. Aspergillus taichungensis se 1i8i od A. subalbidus
rychlej$im rastem na MEA, CYA a CY20S, Zlutou barvou kolonii a zZlutym pigmentem
produkovanym do média. Aspergillus pragensis a Aspergillus sp. 1 rostou pomaleji nez
A. subalbidus na vSech médiich (Tabulka 1). Aspergillus sp. 2 ma delsi fialidy a metuly.
Aspergillus subalbidus se odliSuje od A. dobrogensis, Aspergillus sp. 1, A. tritici, A.
candidus a A. campestris kratS$imi a uzs$imi stopkami a mensimi méchyiky (Tabulka 2,
Obrazek 6). Aspergillus taichungensis a A. tritici mohou byt odliSeny jejich schopnosti
rust pii 37 °C a 40 °C (Tabulka 3).

Ekologie (pouze zdaznamy overené DNA sekvenaci): Vyskyt A. subalbidus byl
zaznamenan ve vnitinim prostfedi budov (vzduch, stény, prach, koberec), v jeskynnim
prostfedi, na potravinach (¢inské kolacky, zeleninové sadlo, zemédélské produkty), na
trusu, v pde¢, a byl také izolovan ze Svaba argentinského (Blaptica dubia). Druh je zndm
z Botswany, Brazilie, Ciny, Federativnich stati Mikronésie, Ghany, Jihoafrické

republiky, Némecka, Spanélska, Thajska a z USA (Obrazek 11, Tabulky P1 a P5).

Aspergillus taichungensis Yaguchi, Someya & Udagawa, Mycoscience 36: 421. 1995.
MycoBank MB434473. Obrazek 17.

Typus: PF1167. Ex-typové kultura: IBT 19404 = PF 1167 = CCF 5597 = DTO 031-C6.

Rozmery kolonii, 25 °C, 7 d / 14 d (mm): MEA: 16-18 / 25-29; CYA: 22-28 / 33-43;
CZA: 11-12/19-21; CY20S: 28-31/36-51.

Charakteristika kolonii (po 2 tydnech ve 25 °C): Kolonie na MEA pastelové zluté (1A4),
ploché, flokozni, granuldrni nebo sametové, hojné sporulujici, okraje celistvé, bez
produkce exsudatu, produkce Zlutého pigmentu po 4 tydnech kultivace po celé Petriho
misce (nejvice v blizkosti kolonii) u kmenti DTO 266-G2 a IBT 19404, spodni strana
zluta (2A8, 3A6) nebo svétle zlutd (2A5). Kolonie na CYA v riznych odstinech svétle

51



zluté (1A4, 1A3), ploché, granularni, hojné sporulujici, okraje celistvé az jemn¢ zvinéné,
bez produkce exsudatu, produkce zlutého pigmentu po 4 tydnech kultivace po celé
Petriho misce (nejvice v blizkosti kolonii) u kmenit DTO 266-G2 a IBT 19404, spodni
strana v vyrazn¢ zluta (3B8, 3A8, 4B8) nebo zluto-hnéda v centralni casti kolonii (5D5)
s nacervenalymi (4A6) okraji. Kolonie na CZA pastelové zluté (1A4), ploché, granularni
nebo voskovité, sporulace slaba a v nepravidelnych sektorech, okraje nepravidelné, bez
produkce exsudatu a pigmentu, spodni strana pastelové zluta (1A4, 2A4). Kolonie na
CY20S bilé (2A1) nebo mirn¢ nazloutlé (2A2), ploché nebo centralné vyvysené,
granularni, flok6zni nebo chmyfité, s nepravidelnymi zahyby, hojné sporulujici, okraje
celistvé nebo mirn¢ zubaté, bez produkce exsudatu a pigmentu, spodni strana svétle zluta

(4A5) nebo nacervenala (4A6).

Teplotni profil ristu (po 2 tydnech na MEA): Aspergillus taichungensis kli¢i nebo roste
omezené pfi 10 °C (4-7 mm). Optimalni teplota rastu je mezi 20 °C (20-32 mm) a 25 °C
(25-29 mm). VSechny kmeny A. taichungensis byly schopny riist pti 37 °C (12-20 mm)
a kmeny DTO 270-C9 a DTO 266-G2 1 pii 40 °C (1-7 mm), kmen IBT 19404 pfi této
teploté jen klicil (1-2 mm).

Mikromorfologie: Konidialni hlavice radiatni, biseriatni. Redukované konidiofory
pfitomny. Stopky (vyjma redukovanych) hyalinni, hladkosténné, pfileZitostné jemné
zdrsnéné, obvykle neseptované, ptilezitostné se septy, (15-)40-90(-215) x (2—)3—-4(-5)
um, méchyrky hemisférického tvaru, ovalné nebo kulovité, (5-)7-11(-15) pm Siroké,
metuly cylindrického nebo klinovitého tvaru, (4-)5,5-7(-9,5) um dlouhé, pokryvajici
vetSinu povrchu méchytku; fialidy lahvicovitého tvaru, (3,5-)4,5-5,5(-6,5) um dlouhé.
Konidie kulovité az ovalné, (2,8-)3-3,8(—4,1) (3,4 = 0,3 um) x (2,8-)2,9-3,6(-3,9) (3,2
+ 0,3 um), hladkosténné, ziidka jemné bradavcité. Sklerocia byla produkovéna na
povrchu kolonii, méné ¢asto piekryta tenkou vrstvou mycelia (u kmene DTO 270-C9 na
CY20S). Po 4 tydnech kultivace byla produkce sklerocii pozorovdna u kmentt DTO 270-
C9 a IBT 19404, nebyla u DTO 266-G2. Hnéda sklerocia byla pozorovana na CZA u
kmene IBT 19404 a tmavé hnédé az ¢ernd sklerocia na CY20S u kmene DTO 270-C9.
Produkce sklerocii nebyla pozorovana na MEA a CYA.

Odlisujici znaky: Aspergillus taichungensis ma nejkrat$i a nejuzsi stopky a nejmensi
méchyiky ze vSech ¢lent sekce Candidi (Tabulka 2, Obrazek 6). Jeho mikromorfologické

znaky jsou podobné druhtim Aspergillus sp. 2 a A. subalbidus, ale 1ze jej od nich odlisit
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diky jeho pasteloveé Zlutym koloniim a zlutému pigmentu. Aspergillus taichungensis
navic roste rychleji na MEA, CYA a CY20S (Tabulka 1). Aspergillus candidus, A.
dobrogensis, Aspergillus sp. 1 a A. pragensis mohou byt odliSeny neschopnosti rustu pii
37 °C. Aspergillus tritici roste rychleji nez A. taichungensis pii 37 °C a 40 °C (Tabulka
3).

Ekologie: Vyskyt A. taichungensis byl zaznamenan v pudé, zeméd¢€lskych produktech,
jeskynnim prostiedi a v prachu v domacnosti. Druh je znam z franu, Mexika a Taiwanu

(Obrazek 11, Tabulky P1 a P5).

Aspergillus tritici B.S. Mehrotra & M. Basu, Nova Hedwigia 27 (3-4): 599. 1976.
MycoBank MB309248. Neplatné popsan [Clanek 40.1 a 40.4 (Turland et al. 2018)].
Obrazek 18.

Typus: Nebyl urcen. Referen¢ni kmen (Varga et al. 2007, Houbrahen et al. 2020): CBS
266.81 = IBT 21956 = CCF 5842.

Rozmer kolonii, 25 °C, 7 d / 14 d (mm): MEA: 10-25 / 20-47; CYA: 14-28 / 21-50;
CZA: 5-19/14-39; CY20S: 19-31 / 28-60.

Charakteristika kolonii (po 2 tydnech ve 25 °C): Kolonie na MEA bilé (3A1) az naZloutlé
(2A2, 3A2), ploche, flokézni az granularni, méné Casto sametové (CCF 4914 a IBT
12659), hojné sporulujici, okraje celistvé, bez produkce exsudatu a pigmentu, spodni
strana svétle zluta (4A4) nebo Sedo-zlutd az zlato-zluta (4B5-5B7). Kolonie na CYA bilé
(3A1) az nazZloutlé (3A2), ploché nebo uprostied vyvySené, obvykle radialné vrascite,
flok6zni, sametové nebo flokdzni u kmeni CCF 4914 a IBT 12659, okraje celistvé nebo
difuzni, hojné& sporulujici, obvykle bez produkce exsudatu, malé Zluté kapicky exsudatu
byly pozorovany na povrchu kolonii u kmene CCF 6202, bez produkce pigmentu, spodni
strana Sedo-zluta (4B5), nacervenala (4A6) nebo hnédo-oranzova (5B4) v centralni ¢asti
kolonii, svétle Zluta (4A4) na okrajich. Kolonie na CZA bilé (3A1) aZ nazloutlé (3A2),
ploché nebo uprostied vyvysené, granularni, flok6zni nebo chmyftité, hojné sporulujici,
okraje celistvé nebo nepravidelné, obvykle bez produkce exsudatu, malé zluté kapicky
exsudatu byly pozorovany na povrchu kolonii u kmene CCF 6202, produkce pigmentu

po 4 tydnech kultivace pozorovana u nékterych kmenti: tmaveé hnédy pigment (1-2 mm
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Siroké koncentrické kruhy okolo kolonii) u kment CCF 4030 a CCF 6397, tmav¢ zeleny
pigment (2 mm Siroké koncentrické kruhy okolo kolonii) u kmene CCF 4653, tmav¢ zZluty
pigment (1-5 mm Siroké koncentrické kruhy okolo kolonii nebo v oblasti styku kolonifi)
u kment CCF 3853, CCF 3314 a CCF 4914, spodni strana Sedo-zluta az svétle oranzova
(4B5-5A3). Kolonie na CY20S bilé az nazloutlé (1A1-2A2), ploché nebo uprostied
vyvysené, u nékterych kment radidlné vraséité (CBS 266.81, CCF 4914 a IBT 12659),
flok6zni (nebo chmyfité az sametové u kmentt CCF 4914 a IBT 12659), hojné sporulujici,
okraje celistvé nebo rozptylené, bez produkce exsudatu a pigmentu, spodni strana zluta
az nacervenald (3A6—4A6) nebo Sedo-zluta (4C5). U vsech testovanych izolatd byla na
vSech médiich pozorovana hojna sporulace krom¢ kmeni NRRL 4847 (ex-typovy kmen

A. albus var. thermophilus) a CCF 1649, které byly sterilni.

Teplotni profil rustu (po 2 tydnech na MEA): Aspergillus tritici neroste pii 10 °C,
minimalni teplota ristu je 15 °C (4—13 mm). Optimalni teplota ristu A. tritici je 30 °C
(32-51 mm) a maximalni teplota, pfi které je schopen rust, je 40 °C (4—22 mm). Neroste

pfi 45 °C.

Mikromorfologie: Konididlni hlavice radiatni, pfevazné biseriatni, uniseridtni u kment
CCF 4914 a IBT 12659. Redukované konidiofory ptitomny ztidka. Stopky (vyjma
redukovanych; rozméry pro kmeny CCF 4914 a IBT 12659 jsou vypsany v samostatném
odstavci niZe) hyalinni, hladkosténné, méné ¢asto jemné zdrsnéné, obvykle neseptované,
ptilezitostné se septy, hojné septované u kmene CBS 266.81, (140—)200-500(-700) x
(3,5-)4-8(-9) um, mechyrky kulovité nebo ovalné nebo protahlé, (11-)14-24(-28) um
Siroké (u kmene CBS 266.81 pouze (5-)6—8(—11) um), metuly cylindrického az
klinovitého tvaru, (4-)7—17(-21) um dlouhé, u kmene CBS 266.81 pouze (3,5-)4-5(—
5,5) um dlouhé, obvykle pokryvajici vétsinu povrchu méchyiku; fialidy lahvicovitého
tvaru, (2,5-)3,5-6(—8) um dlouhé. Konidie (i u kmenit CCF 4914 a IBT 12659) kulovité,
ovalné az elipsoidni, (2,6—)3-4,6(-5,1) (3,5 £ 0,5) um x (2,3-)2,5-4,2(-4,6) (3,2 £0,5)
um, hladkosténné, zfidka jemné zdrsnéné. Sklerocia byla pozorovana po 4 tydnech
kultivace na povrchu kolonii u kmentit CBS 266.81 a CCF 3314, chybély u kmenit CCF
4030, CCF 4653, CCF 3853, CCF 4658, CCF 6202, CCF 1649 a CCF 6397. Fialova
sklerocia byla pozorovana pouze na CZA u obou zminénych kment, Zadna sklerocia

nebyla produkovdna na MEA, CYA a CY20S.
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Kmeny CCF 4914 a IBT 12659 produkuji kratké uniseriatni konidiofory o
rozmérech (6—)18—45(—85) x (2-)2,5-4(-5) um, jejich primér méchytku je (3,5-)4-7(—
8,5) um, a fialidy jsou (3—)3,5-4,5(—6) um dlouhé. Konidie téchto kment maji podobné
rozméry jako ostatni kmeny, (3,0-)3,5-3,8(—4,3) (3,6 = 0,3) um x (2,8-)3,3-3,6(-3,9)
(3,4 £ 0,3) um. U obou kmenii byla po 4 tydnech kultivace pozorovana produkce

fialovych sklerocii, a to pouze na médiu CZA.

Odlisujici znaky: Aspergillus tritici roste vyrazné rychleji nez 4. campestris, A. candidus,
Aspergillus sp. 1 a A. pragensis na vSech médiich pii 25 °C (Tabulka 1). Roste také
rychleji nez vSechny ostatni druhy v teploté 30—40 °C jeho optimalni teplota ristu je 30
°C, zatimco ostatni druhy kromé A4. subalbidus nejrychleji rostou ve 25 °C (Tabulka 3).
Je to jediny druh, ktery neni schopen rist ani klicit pti 10 °C a vSechny jeho kmeny
konzistentné rostou pfti teplote 40 °C. Aspergillus pragensis, A. dobrogensis, A. candidus,
A. campestris a Aspergillus sp. 1 mohou byt odliSeny diky jejich neschopnosti riistu pfi
37 °C. Délka stopky a pramér méchyiku u 4. tritici (kdyZ jsou z porovnavani vylouceny
kmeny s atypickymi nebo uniseriatnimi konidiofory) jsou obecné vétsi ve srovnani s 4.
subalbidus, A. pragensis, Aspergillus sp. 2 a A. taichungensis (Tabulka 2, Obrazky 6 a
7).

Ekologie (pouze zaznamy ovérené DNA sekvenaci): Aspergillus tritici byl izolovan z
klinického materialu, potravin (mouka, kukufice, syr, zrna Triticum sativum), pidy,
vnitiniho prostfedi budov, z venkovniho ovzdusi, vermikompostu a podestylky pro chov
prasat. Druh je znam z Brazilie, Ceské republiky, Ciny, Kuby, Jihoafrické republiky,
Indie, iranu, Italie, a z USA (Obrazek 11, Tabulky P1 a P5).

Aspergillus sp. 1 (kmen UAMH 1324 = IBT 14560). Obrazek 19.

Rozmery kolonii, 25 °C, 7 d / 14 d (mm): MEA: 12-14 / 20-22; CYA: 12-14 / 16-17;
CZA:4-6/11-13; CY20S: 13-15/ 19-21.

Charakteristika kolonii (po 2 tydnech ve 25 °C): Kolonie na MEA v centrélni ¢asti zluto-
Sedé az svétle zluté (3C2—-3A3), na okrajich nazloutlé (3A2), ploché, flokozni, hojné
sporulujici, okraje celistvé, bez produkce exsudatu a pigmentu, spodni strana svétle zluta

(4A4). Kolonie na CYA v centralni ¢asti bled¢ zluté (3A3) a na okrajich Zluto-Sedé (4B2),
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ploché, flokdzni, s koncentrickou ryhou na okrajich, hojné sporulujici, okraje celistvé,
bez produkce exsudatu, produkce tmaveé hnédého pigmentu po 4 tydnech kultivace (3 mm
Siroké koncentrické kruhy okolo kolonii), spodni strana Sedo-zluta az tmavé plava (4B4-
5D4). Kolonie na CZA bled¢ zluté (3A3), ploché, flokozni, hojné sporulujici, okraje
celistvé, bez produkce exsudatu a pigmentu, spodni strana bledé zluta (3A3). Kolonie na
CY20S bled¢ zluté (3A3), vyvySené uprostied, flokozni, hojné sporulujici, okraje
celistvé, bez produkce exsudatu a pigmentu, spodni strana Sedo-zlutd az tmavé plava

(4B4-5D4).

Teplotni profil rustu (po 2 tydnech na MEA): Aspergillus sp. 1 roste pti 10 °C (9—10 mm)
a optimalni teplota ristu je 25 °C (20-22 mm). Maximalni teplota, pii které je Aspergillus
sp. 1 schopen riist, je 30 °C (5-7 mm). Neroste pti 35 °C.

Mikromorfologie: Konidiani hlavice radiatni, biseridtni, redukované konidiofory ziidka
pritomny, obvykle uniseriatni. Stopky (vyjma redukovanych) hyalinni, hladkosténné,
prilezitostné jemné zdrsnéné, vétSinou neseptované, se septy jen ziidka, (540-)810-
1150(-1600) x (6-)9—13(-16) um, mechyrky kulovité¢ az ovalné, (18-)33-39(-45) um
Siroké, metuly cylindrického nebo klinovitého tvaru, (7,5-)9-14(-17) um dlouhé,
pokryvajici cely povrch méchyiku; fialidy lahvicovitého tvaru, (4,5-)5,5-7(—8) pum
dlouhé. Konidie ovalné az kulovité, ptilezitostné elipsoidni, (3,2-)3,4-3,6(-3,8) (3,5 £
0,2 pm) % (2,8-)3,1-3,3(-3,5) (3,2 £ 0,2 um), hladkosténné, ptilezitostn¢ jemné zdrsnéné.

Sklerocia nebyla pozorovana na Zzadném médiu po 4 tydnech kultivace.

Odlisujici znaky: Aspergillus sp. 1 se od ostatnich druhii sekce Candidi 1181 svymi vétSimi
méchyiky, delSimi a SirSimi stopkami a delSimi metulami (Tabulka 2, Obrazek 6).
Nékteré izolaty A. dobrogensis maji podobné dlouhé stopky, ale od Aspergillus sp. 1 se
1i81 ostatnimi znaky a bilou barvou kolonii. Aspergillus sp. 1 roste pomaleji neZ ostatni
druhy na v§ech médiich kromé 4. pragensis, ktery roste srovnatelné pomalu (Tabulka 1).
Aspergillus tritici, Aspergillus sp. 2, A. taichungensis a A. subalbidus mohou byt odliSeny
diky jejich schopnosti rastu piti 35 °C nebo 1 pii vysSich teplotach (Tabulka 3).

Ekologie (pouze zaznamy ovérené DNA sekvenaci): Vyskyt Aspergillus sp. 1 byl
zaznamenan jen na mysi odchycené na konské farmé v Kanadé (Obrazek 11, Tabulka

P1).



Aspergillus sp. 2 (kmeny DTO 337-H7 = CBS 147048, DTO 440-E1 = CBS 147376,
DTO 440-E2). Obrazek 20.

Rozmeéry kolonii, 25 °C, 7.d / 14 d (mm): MEA: 19-21 / 26-33; CYA: 19-23 / 29-34;
CZA: 12-14/ 22-24; CY20S: 28-30 / 48-52.

Charakteristika koloniti (po 2 tydnech ve 25 °C): Kolonie na MEA bilé (4A1) az naZloutlé
(4A2, 2A2), ploché, flokozni, hojné sporulujici, okraje mirn¢ zubaté, bez produkce
exsudatu a pigmentu, spodni strana Sedo-zluta (4B4). Kolonie na CYA Zluto-bilé (4A2),
ploché, jemné radidlné vrascCité, granularni, hojné¢ sporulujici, okraje celistvé, bez
produkce exsudatu, produkce tmavé hnédého pigmentu (3—6 mm Siroké koncentrické
kruhy okolo kolonii) po 4 tydnech kultivace byla pozorovana u vSech tii testovanych
kmenii, spodni strana svétle zluta (4AS, 4A4) nebo tmavé plava (5D4). Kolonie na CZA
bilé¢ (2A1) az nazloutlé (2A2), ploché, granularni, hojné sporulujici, okraje celistvé, bez
produkce exsudatu, produkce tmavé hnédého pigmentu (3—5 mm Siroké koncentrické
kruhy okolo kolonii) po 4 tydnech kultivace byla pozorovana u vSech tii testovanych
kmentl, spodni strana bledé zluta (3A3). Kolonie na CY20S bilé (2A1), ploché, granularni
az flokozni, s nepravidelnymi zadhyby, hojn€ sporulujici, okraje celistvé nebo mirné
zubaté, bez produkce exsudatu a pigmentu, spodni strana Sedo-zluta (4C6) s pastelové

slutymi (3A4) okraji.

Teplotni profil riistu (po 2 tydnech na MEA): Aspergillus sp. 2 roste pii 10 °C (9—11 mm).
Optimalni teplota rtstu je 25 °C (26-33 mm). Kmeny DTO 337-H7 a DTO 440-E2 jsou
schopny rist pii 37 °C (7—12 mm) na rozdil od DTO 440-E1. Zadny z izolatd neroste pfi
40 °C.

Mikromorfologie: Konidialni hlavice radiatni, biseriatni. Redukované konidiofory
pfitomny. Stopky (vyjma redukovanych) hyalinni, hladkosténné, pfiileZitostné jemné
zdrsnéné, vétSinou neseptované, prilezitostné se septy, (30—)80-140(-310) x (2,5-)3,5—
5(=6,5) um, méchyrky ovalné az kulovité, (8,5-)11-18(-27) um Siroké, metuly
cylindrického nebo klinovitého tvaru, (7—)8—12(—14) um dlouhé, pokryvajici tii ctvrtiny
az cely povrch méchytku; fialidy lahvicovitého tvaru, (5,5-)6—7(-8,5) um dlouhé.
Konidie ovalné az kulovité, (3,4-)3,6-3,9(-—4,3) (3,8 £ 0,2 um) x (3-)3,3-3,8(4,3) (3,6
+ 0,2 um), hladkosténné, ziidka jemné zdrsnéné. Sklerocia byla produkovana na povrchu

kolonii na CZA po 4 tydnech kultivace. Hnéda sklerocia byla pozorovana u kmentt DTO
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440-E1 a DTO 337-H7 a chybéla u kmene DTO 440-E2. Produkce sklerocii nebyla
pozorovana na MEA, CYA a CY20S.

Odlisujici znaky: Aspergillus sp. 2 je fylogeneticky ptibuzny A. taichungensis a A.
subalbidus. Ma vétsi meéchyiky a delsi metuly a fialidy nez 4. taichungensis. Aspergillus
sp. 2 také produkuje po 4 tydnech kultivace tmaveé hnédy pigment na CYA a CZA ve
srovnani s A. taichungensis, ktery produkuje zluty pigment na CYA a MEA. Délka fialid
Aspergillus sp. 2 je srovnatelna s A. dobrogensis, A. campestris a Aspergillus sp. 1 ale
delsi nez u ostatnich druhii (Tabulka 2, Obrazek 6). Aspergillus taichungensis roste
rychleji nez Aspergillus sp. 2 na CYA a CY20S (Tabulka 1). Aspergillus candidus, A.
dobrogensis, Aspergillus sp. 1 a A. pragensis mohou byt odliSeny svoji neschopnosti rist
pti 35-37 °C. Aspergillus tritici a A. taichungensis rostou rychleji nez Aspergillus sp. 2
pti 37 °C (Tabulka 3).

Ekologie: Vyskyt Aspergillus sp. 2 byl zaznamenan v pud¢ v Australii a Jihoafrické
republice (Obrazek 1, Tabulka P1).
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Obrazek 12. Makromorfologie a mikromorfologie Aspergillus campestris. A. Kolonie po 14 dnech pfi 25 °C,
zleva doprava: MEA, CYA, CZA, CY20S. B. Sklerocia produkovana na CYA (vyfotografovano po 28 dnech

kultivace). C-F. Konidiofory. G. Konidie. Méfitka: B = 500 pm; C-F =20 pm, G =10 pm.
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Obrazek 13. Makromorfologie a mikromorfologie Aspergillus candidus. A. Kolonie po 14 dnech pfi 25 °C, zleva
doprava: MEA, CYA, CZA, CY20S. B. Pigment produkovany na CZA (vyfotografovano po 28 dnech kultivace).
C. Sklerocia produkovana na CZA (vyfotografovano po 28 dnech kultivace). D-F. Konidiofory. G. Konidie.
Mefitka: C =1 mm; D, F =20 pm; E =50 um; G =20 pm.
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=50

750 pm; C =500 pm; D =20 pm; E, F

zleva doprava: MEA, CYA, CZA, CY20S. B-C. Sklerocia produkovana na CYA (B) a CZA (C), (vyfotografovano

po 28 dnech kultivace). D-F. Konidiofory. G. Konidie. Métitka: B

Obrazek 14. Makromorfologie a mikromorfologie Aspergillus dobrogensis. A. Kolonie po 14 dnech pii 25 °C,
um; G

20 pm.
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Obrazek 15. Makromorfologie a mikromorfologie Aspergillus pragensis. A. Kolonie po 14 dnech pfi 25 °C, zleva
doprava: MEA, CYA, CZA, CY20S. B. Pigment produkovany na CZA (vyfotografovano po 28 dnech kultivace).
C. Sklerocia produkovand na CYA (vyfotografovano po 28 dnech kultivace). D. Konidie. E-G. Konidiofory.
Meéftitka: C =500 um; D =20 pm; E =50 um; F, G=20 um.
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Obrazek 16. Makromorfologie a mikromorfologie Aspergillus subalbidus. A. Kolonie po 14 dnech pfi 25 °C, zleva
doprava: MEA, CYA, CZA, CY20S. B. Pigment produkovany na CYA (vyfotografovano po 28 dnech kultivace).
C. Sklerocia produkovana na CZA (vyfotografovano po 28 dnech kultivace). D-G. Konidiofory. H. Konidie.
Meéritka: C =250 pm; D-G =20 pm; H=20 pm.
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Obrazek 17. Makromorfologie a mikromorfologie Aspergillus taichungensis. A. Kolonie po 14 dnech pfi 25 °C,
zleva doprava: MEA, CYA, CZA, CY20S. B. Pigment produkovany na MEA (vyfotografovano po 28 dnech
kultivace). C. Sklerocia produkovana na CY20S (vyfotografovano po 28 dnech kultivace). D-G. Konidiofory. H.
Konidie. Méfitka: C=1.4 mm; D-G= 20 um; H=20 pm.
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Obrazek 18. Makromorfologie a mikromorfologie Aspergillus tritici. A. Kolonie po 14 dnech pii 25 °C, zleva
doprava: MEA, CYA, CZA, CY20S. B. Sklerocia produkovana na CZA (vyfotografovano po 28 dnech kultivace).
C-E. Typické biseriatni konidiofory. F. Atypické biseriatni konidiofory kmene CBS 266.81. G-H. Atypické
uniseriatni konidiofory kmene CCF 4914 a IBT 12659. 1. Konidie. Mé&fitka: B =500 um; C, E, F =20 pm; D =50
pm; G, H=10 pm; I =10 pm.
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Obrazek 19. Makromorfologie a mikromorfologie Aspergillus sp. 1. A. Kolonie po 14 dnech pti 25 °C, zleva
doprava: MEA, CYA, CZA, CY20S. B. Pigment produkovany na CYA (vyfotografovano po 28 dnech kultivace).
C-E. Konidiofory. F. Konidie. Méfitka: C, E =20 um; D = 50 pm; F =20 pm.
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Obrazek 20. Makromorfologie a mikromorfologie Aspergillus sp. 2. A. Kolonie po 14 dnech pfi 25 °C, zleva
doprava: MEA, CYA, CZA, CY20S. B. Pigment produkovany na CZA (vyfotografovano po 28 dnech kultivace).
C. Sklerocia produkovand na CZA (vyfotografovano po 28 dnech kultivace). D-G. Konidiofory. H. Konidie.
Meéfitka: C =1 mm; D-G= 20 um; H=20 um.
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5. Diskuze

5.1 Vymezeni druhovych hranic

Pro taxonomickou revizi druhovych hranic v sekci Candidi byl shromazdén dosud
nejvetsi dataset izolath z této sekce (n = 113). Definitivni rozhodnuti o druhovych
hranicich bylo komplikované variabilnimi a protichudnymi vysledky dil¢ich analyz. Aby
bylo o druhovych hranicich rozhodnuto konzistentné napti¢ vSemi druhy, byl pouzit
integrativni piistup sestavajici ze Ctyt hlavnich hodnocenych kritérii. Aby byl urcity druh
podpoten, musela byt splnéna tii ze Ctyt kritérii (viz kapitola 3.1 a Tabulka 4). Dv¢ ze
Ctyft kritérii tohoto piistupu byla vénovana metodam MSC. Vysledky metody STACEY,
ktera je zalozena na vice genech, byly do jist¢ miry povazovany za nadifazenéjsi MSC
metodam zalozenym jen na jednom lokusu. Diivodem je to, ze zahrnuti vice lokusti mize
1épe zohlednit nekompletni tfidéni linii (incompleate lineage sorting) a podobné jevy.
Proto metoda STACEY meéla samostatny bod. V bod€ zabyvajicim se jednogenovymi
metodami MSC bylo pozadovano, aby vétSina téchto metod podpofila ur€ity druh v jeho
presné definované podob¢ nebo rozdéleny na mensi celky. Pokud byl druh ¢aste¢né nebo
cely sloucen se sousednimi druhy nebo populacemi, bylo to povazovéano za nepodpoteni.
Je totiZ bézné, Ze vysledky jednogenovych MSC metod se liSi mezi jednotlivymi lokusy
a nastavenimi, zejména v rdmci geneticky velmi variabilnich druhd. Nadhodnoceni poctu
druhil a rozporuplné vysledky delimitace v ramci urcité linie obvykle naznacuji genovy
tok a rekombinaci v ramci této linie, jak bylo dfive pozorovéano napiiklad u druht 4.
iizukae (Sklendf et al. 2021), A. restrictus, A. penicillioides (Sklenat et al. 2017) a A.
udagawae (Hubka et al. 2018a). Kdyz tedy jednogenové MSC metody podpofti rozdéleni
druhu do vice mensSich linii, nemusi to byt rozporu s $ir§i definici druhu. Nicméné
vymezeni “druhu”, ktery zahrnuje izolaty/populace ze sousednich druhil, uz v jasném
rozporu je.

Z existujicich druhii byl neyméné podpoten 4. dobrogensis. Jeho vymezeni bylo jasné
podpofeno metodou GCPSR a jednim scénafem v metody STACEY, ale podpora
jednogenovych MSC metod byla nizka (Obrazek 4). Stejné tak jeho vymezeni nebylo
podpoieno v nékolika modelech pomoci DELINEATE (Obrazek 10) a morfologicka
podpora tohoto druhu byla rovnéz rozporuplna. Rozméry vétSiny mikromorfologickych
znaktl byly u 4. dobrogensis vétsi nez u A. candidus (Obrazek 6) a druh také rostl rychleji
nez A. candidus na MEA, CYA a CY20S pii 25 °C (Tabulka 1), coz se shoduje s diive
publikovanymi daty Hubky ef al. (2018b). Nicméné bylo indentifikovano i nékolik
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izolatq, které se od A. candidus v zasadé nelisily (Obrazek 7). D4 se tedy konstatovat, ze
u A. dobrogensis je v ramci celého druhu evidentni trend k rychlejSimu ristu a tvorbé
vetsich konidioforth ve srovnani s A. candidus, ale toto pravidlo neplati pro nékteré
izolaty. Protoze ale nebyl zaznamenan Zadny rozpor mezi fylogenezemi jednotlivych
genl, nebyly tyto dva druhy prozatim synonymizovany. Podobné rozhodnuti bylo
nedavno u¢inéno i u druhl 4. polyporicola a A. spelaeus v sekci Flavipedes (Sklenat et
al. 2021). Tyto dva druhy navrhl Hubka et al. (2015) na zaklad¢ fylogeneze, rozdilt v
jejich ekologii a tvorbé konidii produkovanych mikronematéznimi konidiofory. Po
ziskani dalSich kmenid se ale ukazalo, Zze zminéné¢ druhy nejsou morfologicky ani
ekologicky rozlisitelné, jak se diive prfedpokladalo. Zachovany ale byly jako kryptické
fylogeneticky definované druhy, podpotfené GCPSR, STACEY a n¢kterymi dal§imi MSC
metodami.

Ptedchozi studie, které se zabyvaly hranicemi druhti v sekci Candidi, obsahovaly ve
fylogenetickych analyzach pouze jediny kmen 4. campestris, a sice ex-typovy kmen CBS
348.81 (Varga et al. 2007, Hubka et al. 2014, Visagie et al. 2014, Hubka ef al. 2018b). V
této studii bylo ziskano celkem sedm kment, u kterych byla identifikovdna pomérné
vysoka vnitrodruhova variabilita. Ve fylogenetickych stromech se u tohoto druhu
vyskytovalo nékolik mensich kladl, nicméné nebyly pozorovany zadné specifické
fenotypové znaky, které by podpofily myslenku, Ze se mohlo jednat o samostatné druhy.
Siroky druhovy koncept A. campestris byl také podpofen metodami STACEY a
DELINEATE, v jejichz vysledcich byly vSechny izolaty 4. campestris slouceny do
jednoho druhu. Vzhledem k atypické sekvenci genu RPB2 u kmene IBT 17867 je zfejme,
ze multilokusova metoda STACEY se dokaze 1épe vyporadat s nekompletnim tfidénim
linii neZ klasické fylogenetické metody ML a BI. Tato metoda spravné zatadila izolat IBT
17867 do A. campestris a vyhodnotila cely druh jako monofyleticky (Obrazek 4), kdezto
ve stromech ML a Bl byl 4. campestris polyfyleticky (Obrazek 1).

U zbyvajicich druhti byly vysledky delimitace bud’ jasné a konzistentni (4Aspergillus
sp. 1, A. tritici a A. pragensis) nebo byly hranice druhti ur€eny na zaklad€ kombinaci vice
pfistupid. Nesoulad mezi jednogenovymi fylogenezemi v podstaté nedaval mnoho
prostoru pro jiné feSeni nez pro Siroky druhovy koncept u A. subalbidus a A.
taichungensis. Nejsporn€jsi byla pozice bazalniho kladu A. subalbidus ("pop 6"), ktery
byl metodou STACEY a mnoha jednogenovymi MSC metodami vymezen jako

samostatny druh. Zajimavé je, Ze kdyZ byla tato subpopulace v modelech simulovanych
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v DELINEATE povazovana za soucast 4. subalbidus, tak nikdy nebyl A. dobrogensis
oddélen od A4. candidus, a pokud byla tato populace od 4. subalbidus oddélena, tak
DELINEATE rovnéz podporoval oddéleni kmene DTO 266-G2 (A. taichungensis pop 2)
od A. taichungensis. V téchto ptipadech k definitivnimu rozhodnuti piispély hlavné
vysledky GCPSR a fenotypovych studii, které nepodpofily vymezeni téchto populaci jako

samostatnych druhii. Opacna situace byla u A. dobrogensis.

5.2. Vnitrodruhova variabilita
Studie zaméfené na vnitrodruhovou variabilitu u rodu Aspergillus jsou obecné vzacné.
Pravé v tomto ohledu je predlozena prace jedine¢na, protoze ukazuje variabilitu nékolika
fenotypovych znakl u relativné velkého poctu kmenli u nékolika ptibuznych druhi.
Ukézalo se, ze rozméry mikromorfologickych znak, teplotni profil ristu a morfologie
kolonii jsou v ramci nékterych druhii vysoce variabilni, a Ze pro zachyceni celého spektra
variability a identifikaci taxonomicky informativnich znakd je tfeba shromazdit znacny
pocet kmenl. Zajimavym zjiSténim je také to, ze atypické kmeny, které se vyrazné
odchyluji od hodnot charakteristickych pro cely druh, jsou pomérné ¢asté. Napiiklad 4.
tritici byl popsan na zéklad¢ jediného kmene vykazujiciho mnoho atypickych znak.
Takovéto kmeny byly v dobé pfed molekularni érou casto pric¢inou chybnych
taxonomickych zavérti a nadbyte¢nych popisit druhti. Existuje mnoho ptikladd, kdy byl
jediny atypicky izolat navrZen jako novy druh, naptiklad na zakladé poruchy vyvoje
plodnic, produkce atypickych askospor nebo konidii a dalSich znakl. Podobné ptipady
byly velmi Casté zejména v sekcich Aspergillus (Hubka ef al. 2013, Chen et al. 2017) a
Nidulantes (Chen et al. 2016, Hubka et al. 2016) a vétSina téchto druhd byla v
molekularni éfe synonymizovana. Jména, ktera byla u danych druht navrzena na zékladé
nespravnych piedpokladt o jejich jedinecnosti, poskytla na zakladé pravidlel priority
vyjimecné 1 jméno pro cely druh. V takovych piipadech je pak typus morfologicky
odli$ny od ostatnich zastupcti t¢hoZ druhu (napft. 4. proliferans) (Hubka et al. 2013, Chen
etal. 2017). Podobnym ptipadem by byl i 4. tritici, jehoz druhové jméno ale nebylo platné
popsano. Do budoucna by proto bylo vhodné tento druh znovu popsat a vybrat typus a
ex-typovy kmen, ktery 1épe reprezentuji typickou morfologii druhu (viz kapitola 4).
Nejen fenotypova variabilita, ale i vnitrodruhova geneticka variabilita nékterych
zastupcu sekce Candidi je vyssi, nez se predpokladalo. Toto zjisténi 1ze ukézat na ptikladu
A. subalbidus, kde nejniZsi sekvencni podobnost mezi kmeny byla 92,6 % v genu benA,

97,5 % v genu CaM a 96,3 % v genu RPB2. V tomto extrémnim piipadé bylo v ramci A.
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subalbidus pozorovano nékolik vice ¢i méné izolovanych populaci a je mozné, ze casem
dojde k jejich definitivni speciaci. U tii sekvencnich marker, které byly v této praci
pouzity, byly vSak zjistény vyznamné fylogenetické konflikty a genovy tok mezi t€mito
populacemi. Podobna troven variability a strukturovanost do n¢kolika subpopulaci byla
diive popsana u A. felis (sekce Fumigati) (Hubka et al. 2018a). Je pravdépodoné, ze sbér
vétSitho poctu kmenli nebo amplifikace vétsiho poctu gent by mohly pomoci 1épe
pochopit speciacni procesy v sekci Candidi a ur¢it druhové hranice s vétsi presnosti. Také
je mozné, ze markery, které byly pouzity v této studii, nejsou pro sekci Candidi optimalni
a ze presné neodrazi prevazujici signal, ktery by byl zji§tén pfi analyze vice markerti nebo
celého genomu. Fylogenetické metody zahrnujici cely genom by mohly umoznit
systematickou a srovnatelnou miru druhové diferenciace hub. Recipro¢ni monofylie a
urovenl shody mezi topologiemi stromil vytvofenych na zdkladé mnoha stovek ¢i tisict
markert z celého genomu (faktory konkordance, z anglického ,,concordance factors) by
mély ve vétsing pripadi umoznit rozliSeni procest jako je rekombinace, nekompletni
ttidéni linii a speciace (Kobmoo ef al. 2019, Matute & Sepulveda 2019, Mavengere ef al.
2020). Tyto procesy je v praxi n¢kdy tézké rozlisit, zejména pokud je k dispozici nizky

pocet markert a kmenti daného druhu, jak ukazala tato studie.

5.3. Sekundarni metabolity a jejich vyznam v taxonomii

Pokud jsou vysledky taxonomickych studii do jist¢é miry nejednoznacné, je dileZité
prozkoumat vice fenotypovych znakl, které mohou byt taxonomicky vypovidajici,
napiiklad udaje o spektru produkovanych sekundarnich metabolitl (Frisvad & Larsen
2015). Ackoli v této praci nebyla analyza sekundarnich metabolitli zahrnuta, tak je z
predchozich studii zndmo, Ze zastupci sekce Candidi produkuji bohaté spektrum extrolitd,
z nichz nékteré jsou pro tuto sekci unikatni a nevyskytuji se u jinych druhl rodu
Aspergillus (s vyjimkou A. ellipticus ze sekce Nigri) (Rahbzk et al. 2000, Samson et al.
2007, Frisvad & Larsen 2015). Mezi tyto unikatni sekunddrni metabolity patii
candidusiny, chlorflavoniny a terphenyliny (Mehrotra & Basu 1976, Yen et al. 2001, Yen
et al. 2003b, Varga et al. 2007, Hubka et al. 2014, Hubka et al. 2018b). Chemotaxonomie
byla v minulosti nedilnou soucasti taxonomie sekce Candidi a produkce zminénych
metabolitil vedla pfed molekuldrni érou k ptevedeni 4. campestris a A. taichungensis do
sekce Candidi (Rahbak ef al. 2000). Tyto dva druhy byly ptivodné popsany bez jasného
zafazeni do sekce (Christensen 1982, Yaguchi ef al. 1995) a jejich ptisluSnost k sekci

Candidi byla pozdé&ji potvrzena fylogeneticky na zakladé DNA dat (Varga et al. 2007).
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Jednotlivé druhy v této sekci lze také rozliSit podle produkce nékterych sekundarnich
metabolitl, napf. aspergilazinu A, kyseliny barcelonové C, 3-hydroxyterphenyllinu,
sphaeropsidinu A, xantoascinu a dalSich (Varga et al. 2007, Hubka et al. 2014, Hubka et
al. 2018D).

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.3.1, zastupci sekce Candidi produkuji mnoho
primyslové dilezitych enzymd, které maji biotechnologicky potencial. Produkce vétSiny
téchto sekundarnich metaboliti je obvykle pfipisovana druhu A. candidus, ale je
pravdépodobné, Ze jejich producent byl v nékterych piipadech chybné identifikovan a
zaménén s jinymi druhy ze sekce Candidi. Naptiklad produkce 4"-deoxy-2'-
methoxyterfenyllinu (derivat p-terphenylu), kterd je ptfipisovana A. candidus, je ve
skute€nosti produkovana A. subalbidus, jak dokladaji publikované DNA sekvence a
umisténi kmene Bdf-2 ve fylogenezi (Tabulka P5 a Obrazek P1 v ptiloze) (Shan et al.
2020). Podobné zamény jsou bézné i v klinické mykologii v ptipad¢ nékterych infekci,
které jsou Casto chybné prisuzovany druhu A4. candidus. Naptiklad ve studii od Kaur et
al. (2021) Spatné ptisoudili pfipad vzniklého eumycetomu (infekce kiize ¢i podkozi
vétsinou dolnich koncetin zptisobena houbami) druhu A. candidius namisto A. tritici.
Takovéto reidentifikace jsou vSak mozné pouze v ptipadech, kde jsou bud’ zkoumané
izolaty trvale zachovany ve sbirkdch mikroorganismi nebo jsou k dispozici DNA
sekvence variabilnich gend, coz v ptipadé¢ studii o bioaktivnich produktech a klinickych

studiich, neni stale vSeobecné platnym standardem.
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6. Zavér

V piedlozené praci byla provedena taxonomicka revize druhovych hranic sekce Candidi
rodu Aspergillus. Pro konzistentni urceni druhovych hranic byl definovan takzvany
intergativni piistup spocivajici ve skoérovani Ctyf kritérii, mezi které byly zahrnuty
vysledky analyzy fylogeneze zaloZené na ptistupu GCPSR, jednogenovych delimitacnich
MSC metodach, mnohagenové MSC metodé STACEY a vysledky analyzy fenotypu.

Na zaklad¢ vysledkl integrativniho pfistupu bylo podpoieno sedm stavajicich
druhii a dva nové dosud nepopsané druhy. Druhové jmeno 4. tritici je neplatné a druh by
mél byt znovu popsan. V ramci druht A. campestris, A. subalbidus a A. taichungensis
byla pozorovana znac¢nd fenotypova i genetickd vnitrodruhova variabilita, kterd ptispéla
k pochopeni §ite druhti v ramci rodu Aspergillus. Podpora druhu 4. dobrogensis a jeho
odliseni od 4. candidus je nejisté a je zapotiebi shromazdit vice izolatl a molekularnich
dat pro pochopeni toho, zda se jedné o castecné morfologicky odlisené populace nebo o

samostatné druhy.
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Tabulka P2. Charakteristika alignment, jejich rozdéleni na segmenty (partitions) a substitu¢ni modely pouzité

pro kazdy segment vybrané pomoci bayesovského informaéniho kritéria

Alignment

Délka
(pocet
bazi)

Variabilni
pozice

Parsimonné
informativni
pozice

Fylogeneticka
metoda'

Rozdéleni na segmenty (substituéni
modell)

benA +
CaM +
RPB2

benA +
CaM +
RPB2

benA

CaM

RPB?2

2069

2069

479

576

1014

455

455

133

120

202

353

353

106

88

159

ML

BI

ML

ML

ML

Pét segmentt: 1. pozice kodonti bend,
CaM & RPB2 & 2. pozice kodoni
CaM (TrN+I); 2. pozice kodont benA
& RPB2 (JC); 3. pozice kodont benA
& CaM (HKY+G); 3. pozice kodont
RPB2 (K81uftG); introny bend &
CaM (K80+G)

Pét segment: 1. pozice kodont bend,
CaM & RPB2 (HKY+]); 2. pozice
kodont bend, CaM & RPB2 (F81+1);
3. pozice kodonti bend & CaM
(HKY+G); 3. pozice kodontt RPB2
(HKY+QG); introny bend & CaM
(K80+G)

Tii segmenty: 1. a 2. pozice kodént
(JC); 3. pozice kodéni (HKY+G);
introny (K80+G)

Tti segmenty: 1. a 2. pozice kodont
(TrN+1); 3. pozice kodoni (HKY+G);
introny (K80+G)

Tti segmenty: 1. pozice kodont
(HKY+I); 2. pozice kodont (JC); 3.
pozice kodont (K81uf+G)

"ML = metoda maximalni vérohodnosti (maximum likelihood); BI = metoda bayesovké inference (Bayesian

inference)
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Tabulka P4. Rozdéleni izolath do populaci pomoci programu BPP 4.3 v analyze

DELINEATE

Oznaceni populace

Izolaty patiici do populace

A. candidus populace 1

. candidus populace 2
. candidus populace 3
. candidus populace 4
. dobrogensis populace 1

AN N NG N N

A. dobrogensis populace 3

Aspergillus sp. 3

A. campestris populace 1
A. campestris populace 2
A. campestris populace 3
Aspergillus sp. 1

A. subalbidus populace 1
A. subalbidus populace 2
A. subalbidus populace 3

. subalbidus populace 4
. subalbidus populace 5
. subalbidus populace 6

F N NN NN

Aspergillus sp. 2
A. pragensis populace 1

A. tritici populace 1
A. tritici populace 2

. dobrogensis populace 2

. taichungensis populace 1
. taichungensis populace 2

NRRL 4646, CCF 3996, CCF 488, CCF 5172, CCF 5576, CCF 5577,
CBS 566.65, CCF 6195, CCF 6198, NRRL 58579, NRRL 58959,
DTO 223-E5

CCF 4659, CN138F7, CN138F8, CN138F9, CN138G1

CCF 5675, CCF 6200

CCF 4029

CCF 4649, CCF 4651, CCF 5569, CCF 5570, CCF 5572, CCF 5574
CBS 225.80, CCF 4651, CCF 5575, IBT 29476, CCF 5844, FMR
15601, DTO 025-11

FMR 15444

DTO 244-F1

CBS 348.81, IBT 17867

IMI 344489, IBT 23172

CCF 5641, FMR 15224, FMR 15226

UAMH 1324

DTO 196-E4

FMR 15877

DN12, DN13, DN62, DN67, DN69, DN75, DN80, DN82, DNSS5,
CCF 6205, NRRL 58123, FMR 15733, FMR 15736, CCF 5848, CCF
5698, CCF 5697, CCF 5643, NRRL 4809, CCF 4913

CCF 5696, CCF 6199

CBS 567.65, CBS 112449, NRRL 5214

CCF 5642, CCF 6197

IBT 19404, DNO7, DTO 270-C9

DTO 266-G2

DTO 337-H7, DTO 440-E1

CCF 3962, NRRL 58614, CCF 5693, CCF 5847, CN138FS5,
CN138G6, CN138G8

CCF 4914, IBT 12659

CCF 3853, CCF 4030, CCF 3314, CCF 6202, CCF 1649, CN117B9,
DTO 201-D3, DTO 201-G7, NRRL 4847
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0.02

Obrazek P1. Mnohogenova fylogeneze zastupct sekce Candidi zalozena na genech benAd, CaM a RPB2. V analyze
bylo zahrnuto 113 izolatd, které byly doplnény 45 izolaty ziskanymi z GenBanku (Tabulky P1 a P5 v pfiloze). Na
obrazku je znazornén strom vytvoireny metodou maximalni vérohodnosti (ML) v programu IQ-TREE 1.4.4, ktery
ziskal nejvyssi skore log likelihood. Bootstrapové podpory presahujici 70 % jsou piipojeny k jednotlivym uzltim; nizsi
hodnoty uvedeny nejsou. Ex-typové kmeny jsou oznaceny tuénym pismem a hornim indexem “T”. M¢titko odpovida
poctu substituci na jednu pozici v alignmentu (substitutions per site).



Tabulka P5
P1.

Druh

A. candidus

A. candidus

A. candidus

A. candidus

A. candidus

A. candidus

A. candidus

A. candidus

A. candidus

A. candidus

A. candidus

A. tritici

A. tritici

A. tritici

A. tritici

A. tritici

A. tritici

A. tritici

A. tritici

A. tritici

A. tritici

A. tritici

A. tritici

A. tritici

. Izolaty Aspergillus ze sekce Candidi pouzité v analyze ekologie spolu s kmeny uvedenymi v Tabulce

Cislo
izolatu

KAS6136
KAS6134
KAS6022
17436 R44

R441

SFC102207
IN-YG-3-2
FMR 15218
FMR 15172
CBS 17C2
CBS 120.38
06
BMU11062
BMU11063
FIAT-
30990
WZ99

CCMFBH-
959

VPCI
1218/11

VPCI
484/12

DTO 276-
D2

17433 R22
R12
CMVO01617

CMV017B1

Zemé
Kanada
Kanada
Kanada
Italie

Italie

Jizni Korea
Jizni Korea
Spanglsko
Spanglsko
Nizozemsko
neznameé
Brazilie
Cina

Cina

Cina

Cina

Kuba

Indie

Indie

fran
Italie

Italie
Jihoafricka
republika

Jihoafricka
republika

Substrat /
Prostiedi

prach v budové
prach v budové
prach v budové
Syr
syr

rybi potér,
Arctoscopus

Jjaponicus

Tribolium
castaneum

trus

trus

vnitini prostiedi
budovy
neznameé

ovesna mouka
klinicky material
klinicky material
podestylka pro
chov prasat
puda

vnitini prostiedi
budovy

klinicky material
klinicky material
vnitini prostory

hematologického
oddéleni

syr
Syr
cirokovy slad

kukufice

96

Piistupova cisla sekvenci do

benA

LS423476

MH444456

LT798960

LT798959

EU076299

EU076292

MW079288

MZ062546

MZ062547

KU737553

KX495180

MT410468

KX455763

KX455764

LS423474

LS423533

GenBanku

CaM

KX894589

KX894588

KX894580

LS423534

MF185902

MH424009

KX495181

KX455805

KX455806

MZ027899

MK951916

MK951927

Citace

Visagie et al.
2017

Visagie et al.
2017

Visagie et al.
2017

Anelli et al.
2019

Anelli et al.
2019

Park et al.
2018

Yun et al.
2018

Siqueira et al.
nepublikovano
Siqueira ef al.
nepublikovano

Varga et al.
2007

Varga et al.
2007

Vogel et al.
2021

Lietal.
nepublikovano

Lietal.
nepublikovano

Xiao et al.
nepublikovano
Xian & Feng
2018

Espinosa et al.
2021

Masih et al.
2016

Masih et al.
2016

Najafzadeh et
al. 2021

Anelli et al.
2019

Anelli et al.
2019

Visagie et al.
2020

Visagie et al.
2020



A. tritici

A. pragensis
A. pragensis
A. pragensis
A. pragensis
A. pragensis
A. pragensis
A. pragensis
A. pragensis
A. subalbidus
A. subalbidus
A. subalbidus
A. subalbidus
A. subalbidus
A. subalbidus
A. subalbidus
A. subalbidus
A. subalbidus
A. subalbidus

A.
taichungensis

NRRL 313

KAS6138

KAS6297

KAS6299

KAS6296

KAS6298

KAS6020

CNUFC
BPM36-34

CNUFC
BPM36-33

DN76

DN70

DN63

Bdf-2

DTO 266-19

KGUT
NKH

KGUT C14

CMV004ES8

DTO 129-
E3

DTO 129-
F9

KGUT
MD17

neznameé
Kanada
Kanada
Kanada
Kanada
Kanada
Kanada
Jizni Korea
Jizni Korea
Botswana
Botswana
Botswana
Cina
Mikronésie
fran

fran
Jihoafricka
republika
Thajsko
Thajsko

Iran

neznameé

prach v budové
prach v budové
prach v budové
prach v budové
prach v budové
prach v budové
ryzové otruby
ryzové otruby

jeskynni
prostiedi

jeskynni
prostiedi

jeskynni
prostiedi

Blaptica dubia

prach v budové

zemédelské
produkty

zemédelské
produkty

trus

prach v budové
prach v budové

zemedélské
produkty

97

EU014093 EF669552 EF669636 Peterson 2008

MN337604

MN533958

KJ775081

MK451000

KJ775068

KJ775069

MN986427

KX894590

KX894604

KX894606

KX894603

KX894605

KX894579

MN337611

MN337610

MW480778

MW480772

MW480765

KJ775251

MNO986428

MNO986426

MK451330

KJ775249

KJ775250

MN533959

Visagie et al.
2017

Visagie et al.
2017

Visagie et al.
2017

Visagie et al.
2017

Visagie et al.
2017

Visagie et al.
2017

Nguyen et al.
2020

Nguyen et al.
2020

Visagie et al.
2021

Visagie et al.
2021

Visagie et al.
2021

Shan et al.
2020

Visagie et al.
2014

Habibi &
Afzali 2021
Habibi &
Afzali 2021

Visagie et al.
2020

Visagie et al.
2014

Visagie et al.
2014

Habibi &
Afzali 2021
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