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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vyzkumem fylogeneze hybridn¢ polyploidniho rodu
Curcuma z ¢eledi Zingiberaceae s vyuzitim next-generation sekvenovani, které umoznuje
ziskat stovky az tisice jadernych lokust pro tvorbu fylogenetickych stromt, coz se jevi jako
vhodnéjsi pristup oproti dosud hojné vyuzivané cpDNA a ITS lokusu, zvlasté u hybridnich
a polyploidnich skupin.

K ziskani dat pro fylogenetické analyzy byla vyuzita metoda Hybridization-based
sequencing (Hyb-Seq), kterda kombinuje cilené obohaceni (target enrichment) a mélké
sekvenovani (genome skimming). K analyze dat byla vyuzita pfedevSim pipeline

HybPhyloMaker specificky vyvinuté pro praci s Hyb-Seq daty.

Bylo osekvenovéno celkem 27 druhli rodu Curcuma atii druhy tvofici outgroup.
Fylogenetické stromy ziskané ze vSech 1 154 a 811 vybranych jadernych low-copy gent
vykazuji vysoké podpory jednotlivych uzlt, oproti tomu fylogeneze ziskané z celého
chloroplastového genomu arDNA cistronu jsou v nékterych vétvich podpofené méné
avykazuji inkongruence v topologii oproti stromim zjadernych low-copy genil.
Fylogenetické sité vytvorené z jadernych genil, lineage movement analyza a testy monofylie
jsou ve shod¢ s diive publikovanou teorii o hybridnim meziliniovém ptvodu 3 druhd —
C. vamana, C. myanmarensis a C. roscoeana. Tyto metody také ukazaly pravdépodobné
hybridni vznik druhu C. candida z rodicovskych druht spadajicich do skupiny Curcuma I

a na bazi podrodu Curcuma.

KLICOVA SLOVA

Next-generation sekvenovani, Hyb-Seq, kurkuma, fylogeneze, polyploidie,

hybridizace, jaderné low-copy geny, plastom, ribozoméalni DNA



ABSTRACT

This master thesis focuses on the phylogeny of hybridogenous and polyploid genus
Curcuma from family Zingiberaceae using Next-Generation Sequencing data from hundreds
to thousands nuclear loci. This approach seems to be better than widely used cpDNA and ITS

sequencing especially in the case of hybridogenous and polyploid groups.

Data for phylogeny reconstruction were generated using Hybridization-based
sequencing (Hyb-Seq) method which combines target enrichment and genome skimming
strategies. Data analysis was performed primarily using pipeline HybPhyloMaker especially

created for Hyb-Seq data analysis.

Twenty-seven species from the genus Curcuma and three outgroup species were
sequenced in this work. Phylogenetic trees based on all 1 154 and 811 selected nuclear low-
copy genes show high support values of all nodes which is in contrast to plastome and rDNA
phylogeny with lower support values in some nodes and incongruences in topology compared
to low-copy genes phylogeny. Phylogenetic networks inferred from low-copy genes, lineage
movement analysis and monophyly tests agree with published hypotheses of interlineage
hybrid origin of three species — C. vamana, C. myanmarensis and C. roscoeana. These
analyzes show likely hybrid origin of C. candida too with parents from the group Curcuma I

and basal species of the subgenus Curcuma.

KEY WORDS

Next-generation  sequencicng, Hyb-Seq, turmeric, phylogeny, polyploidy,

hybridisation, nuclear low-copy genes, plastome, ribosomal DNA
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1 UVOD

Molekularni fylogenetika zalozena na porovnanavani nukleotidovych sekvenci se stala
dalezitym nastrojem taxonomie a evolucni biologie. Do nedavné doby byly hojné vyuzivany
predevsim chloroplastové (cpDNA) ajaderné ribozomalni (rDNA) lokusy, nejcastéji ITS
(internal transcribed spacer). Ty se vSak nejevi jako nejvhodnénsi pro odvozovani fylogeneze
hybridnich a polyploidnich druhti kviili uniparentalni dédi¢nosti cytoplazmatickych genomut
(Small et al., 2004) a tihnuti biparentdln¢ dédéné ribozomalni DNA (deoxyribonukleové
kyseliny) ke vzdjemné evoluci (tzv. ,,concerted evolution®, Alvarez and Wendel, 2003;
Wendel et al., 1995), ¢imz vznikd rozpor mezi fylogenezi odvozenou z téchto markera
a skute¢nymi vztahy mezi druhy (napt. Huang et al., 2010; Schmickl et al., 2016). Naopak
vhodnéjsi se zdaji byt biparentdlné¢ dédéné jaderné geny, tzv. low-copy markery (v butice
pritomnd pouze 1 nebo nékolik kopii daného lokusu oproti repetitivni DNA s mnoha
kopiemi), které nepodléhaji tak snadno vzéjemné evoluci a mohou vykazovat vyssi variabilitu
nez chloroplastové tseky (Small et al., 2004). BohuZzel ani studium evolucnich vztaht
na zédklad¢ nezavislych jadernych genli neni bez problému, jednotlivé genové stromy se
mohou od skute¢nych vztahli mezi druhy (tzv. druhovych stromt, species trees) lisit. Pfi¢inou
téchto odliSnosti mize byt napiiklad incomplete lineage sorting, genové duplikace a ztraty,
horizontalni pfenos nebo hybridizace mezi druhy (Degnan and Rosenberg, 2009; Maddison,

1997).

Vyuzivani low-copy markerG spolu s klasickym Sangerovym sekvenovanim ma
i nékolik metodickych uskali, jako je problematicky vyvoj primert pro nové lokusy nebo
nutnost klonovani pro odliSeni jednotlivych alel (Sang, 2002; Small et al., 2004). Kvili tomu
ataké kvali znacné finanéni narocnosti Sangerova sekvenovani, se ke konstrukci
fylogenetickych stromil tradi€né vyuzivalo pouze nékolik jednotek, maximalné desitek gent,
¢imz nékdy vznikaly fylogenetické stromy obsahujici Spatné vyfeSené nebo malo podporené

vetve (napf. Syring et al., 2007).

Velka ¢ast prekazek byla s prichodem next-generation sekvenovani (NGS) ptekonana
— napt. vyvoj specifickych primert ani klonovéani diky odliSnému principu metod neni nutné.
Vysoky vykon NGS umoziuje osekvenovat stovky az tisice lokusti nékolika desitek jedinca
v jednom sekvenacnim behu a fylogenetické stromy konstruované ztéchto dat vykazuji
obecné vysoké podpory jednotlivych vétvi (napt. Bombarely et al., 2014; Cannon et al.,

2015). Nékteré problémy vsak stile pfetrvavaji — rekonstrukce komplexnich retikulatnich
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vztahil je i1 s pouzitim mnoha stovek jadernych markerti velkou vyzvou, a to kvili evolu¢nim
fenoméniim zapficiitujicim nesourodost mezi fylogenezemi z jednotlivych jadernych geni.
Zatimco n¢které priiny inkongruence mezi gene trees a species tree l1ze modelovat pomoci
modernich analytickych pfistupti (napf. incomplete lineage sorting a modely zalozené
na koalescen¢ni teorii; napf. Mirarab et al., 2014; Vachaspati and Warnow, 2015), jiné pficiny
(hybridizace) akombinace vice evolu¢nich fenoménli se modeluji aanlyzuji velmi
problematicky (napf. Yu et al., 2013). S vyuzivanim NGS metod vyvstala také n¢ktera nova
uskali — napt. analyza dat je naro¢na jak na vypocetni zdroje, tak na vyvoj novych programu
a pipeline, protoze tradiéné vyuzivané pfistupy jsou c¢asto nevhodné pro velké datasety
ziskané next-generation sekvenovanim (napi. Mirarab et al., 2014; Pickrell and Pritchard,

2012; Vachaspati and Warnow, 2015).

Jako modelové skupina pro tuto diplomovou praci byl vybran rod Curcuma L. z Celedi
Zingiberaceae, ktery zahrnuje jak hybridni, tak polyploidni druhy. Rod sestava ze Ctyt linii —
Curcuma, Hitcheniopsis, Ecomata a Pierreana (Zaveska et al., 2012), ploidie jednotlivych
druhil roste od 2x do 15x, povétSinou se vSak jedna o diploidizované paleohexaploidy (Leong-
Skorni¢kova et al., 2007) a n&kolik druhtl je povazovano za meziliniové hybridy (Zaveska et
al., 2016). Tyto poznatky mohou byt vyuzity pfi testovani novych pfistupti, jako je analyza
dat z next-generation sekvenovani a metody Hyb-Seq. V ramci diplomové prace budou
narodu Curcuma prezentovany vyhody auskali vyuziti metody Hyb-Seq pro tucely
rekonstrukce retikulatni fylogeneze, jakoz 1 detekce piipadnych hybridogennich druht

v datasetu.

K ziskani dat byla vyuzita metoda Hyb-Seq (Hybridization-based sequencing), ktera
kombinuje target enrichment (na hybridizaci zalozené obohaceni stovek az tisic cilovych
sekvenci ve vzorku) agenome skimming (sekvenovani oblasti s pfirozené vysokym
zastoupenim v buiice jako je chloroplastova nebo ribozomélni DNA; Weitemier et al., 2014).
Celkem 27 druhti rodu Curcuma atti druhy tvofici outgroup byly obohaceny o 1 180 low-
copy genli s4 618 exony avzorky byly nésledné osekvenovany na platform¢ Illumina.
K analyze jadernych, chloroplastovych i ribozomdalnich dat bylo vyuZzito n€kolik ptistupli —
pipeline HybPhyloMaker (Fér, 2016), de-novo assembly i mapovani na referenci pro tvorbu
fylogenetickych stromu, dale testy monofylie, lineage movement analyza a konstrukce
fylogenetickych siti pro odhaleni potencidlné hybridnich druhli a analyza podsouboru genil

pro zhodnoceni mnoZzstvi gent potiebnych pro tvorbu adekvatniho species tree.



1.1 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je zodpovét nésledujici otazky:

1. Je vhodngjsi a efektivnéjsi rekonstruovat species tree/species network na zakladé mnoha
stovek jadernych genti nezli za pouziti nckolika malo tradicné¢ pouZzivanych
molekularnich markera (ITS lokus, cpDNA atd.)? Tj. jsou tyto stromy Iépe rozliSené
a disponuji vyssi statistickou podporou?

2. Jsou fylogenetické stromy zaloZené na riznych typech molekularnich markerti (jaderna,

chloroplastova a ribozomalni DNA) ve vzajemné shode?

3. Kolik jadernych low-copy genil je potieba pro kvalitni rekonstrukci species tree a které

soucasné metody rekonstrukce species tree jsou k tomu nejvhodnéjsi?

4. Lze na zéklad¢ n¢kolika stovek jadernych genii 1épe detekovat potencialni hybridogenni

druhy?

5. Jak pfispéla tato data k pochopeni retikulatni evoluce rodu Curcuma?
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1.2 PROBLEMATIKA DRUHOVYCH STROMU A SITI

Fylogenetické stromy jsou grafickym znézornénim piibuzenskych vztahi mezi
ruznymi taxonomickymi jednotkami. Pfi rekonstrukci fylogeneze zalozené na nukleotidovych
sekvencich se nejcastéji vyuzivaji genové stromy (gene trees) a stromy druhtl (species trees).
Jak se jiz v minulosti ukazalo, jednotlivé ¢asti genomu mohou podstupovat odlisny vyvoj diky
riznému typu dédi¢nosti (uniparentalni versus biparentalni), rekombinaci (vyméné DNA mezi
alelami/lokusy) nebo odliSnym substitu¢nim rychlostem jednotlivych tusekit DNA (Alvarez
and Wendel, 2003; Small et al., 2004), proto neni vhodné odvozovat strom druhi pouze
na zaklad¢ jednoho genu nebo DNA lokusu. Rekonstrukci fylogeneze zalozené na vétSim
mnozstvi lokust vSak ¢asto doprovazi problém inkongruenci mezi jednotlivymi genealogiemi.
Odlisné topologie mohou zpiisobovat evolu¢ni fenomény jako je incomplete lineage sorting
(ILS), hybridizace, horizontalni pfenos nebo genové duplikace a ztraty (Obrazek 1; shrnuto

napt. v Degnan and Rosenberg, 2009; Maddison, 1997).

A B
/% /5\ Obrazek 1: Procesy zpisobujici nesoulad mezi
S o0k topologiemi genovych stromii. Genové stromy
jsou vykresleny cervenou a zlutou barvou,
N stromy druhl jsou Cerné. A: genova duplikace
/\ /\ (zmnozeni genu anasledny samostatny vyvoj
A B C A B C

jeho dvou kopii), B: horizontalni genovy pienos
(piijem sekvence DNA od nerodicovského

C D jedince), C: incomplete lineage sorting
/>\ X\ (zachovani ancestralniho  polymorfismu —
o R existence vice alel daného lokusu, které
Q \ © + < pretrvaly b&hem druhové divergence) aD:
\ \ hybridizace (kiiZzeni jedincG riznych druht;
/\ /\ /\ prevzato a upraveno z Degnan and Rosenberg,
A B C A

B C 2009; Kubatko, 2009).

Horizontalni genovy pfenos je typicky pro jednobunécné organismy (bakterie
a kvasinky), které jsou schopné vymény genetické informace i s jedinci, ktefi nejsou jejich
pfimymi potomky. U rostlin je tento jev obecné vzacny a jeho nejznaméjsi formou je tzv.
chloroplast capture, stav kdy jedinec disponuje jadernym genomem jednoho druhu
a chloroplastovym genomem druhu jiného, coz zplisobuje cytonukledrni diskordance pfi
odvozovani fylogeneze z riiznych molekularnich markekti (napt. Parks et al., 2009). Tradi¢né
je tento fenomén vysvétlovan introgresi (napi. Tsitrone et al., 2003) mezi rodi¢ovskymi
taxony, avSak v nékterych ptfipadech znamky introgrese odhaleny nejsou. Mozné vysvétleni

poskytuje hypotéza ,,ptirozeného roubovani“ (natural grafting), kde se vyména organelarnich
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genomu uskuteciiuje po pfimém kontaktu kotent ¢i stonkii dvou blizce ptibuznych druht

(Stegemann et al., 2012).

Incomplete lineage sorting je naopak velmi castym jevem, ke kterému dochazi
v ptipad¢ zachovani ancestralniho polymorfismu i po diverzifikaci linii, tzn. pfitomnosti
vétsiho poctu alel na lokus, které pretrvaly béhem druhové divergence. Genealogie postizené
ILS vykazuji mylné podobnosti mezi méné piibuznymi druhy, coz miize vést k chybné
rekonstrukci fylogeneze zalozené na téchto genech (Degnan and Rosenberg, 2009; Maddison,
1997). Vzhledem k ¢astému vyskytu ILS byly vytvofeny moderni analytické piistupy schopné
zahrnout vliv ILS pii rekonstrukci species tree pomoci modelll zalozenych na koalescen¢ni

teorii (napt. Mirarab et al., 2014; Vachaspati and Warnow, 2015).

Genové duplikace a ztraty — zmnoZeni genu a nasledny samostatny vyvoj jeho dvou
kopii, jsou dal§$im fenoménem zplsobujicim nesoulad mezi odvozenymi genealogiemi
v piipad¢, ze nedojde k zachyceni ortolognich kopii napf. z divodu extinkce, premény
na pseudogen nebo zisk nové fuknce nékterych kopii u riznych druhti (Maddison, 1997).
Genové duplikace vytvaii podobny konflikt jako ILS, a proto by mohly koalescencni metody
pfekonat i1 tento problém (Zaveska et al., 2016). Kromé jednotlivych genovych duplikact,
muze dochdzet i k polyploidizaci — celogenomové duplikaci, po niz typicky nasleduje
rediploidizace (ztraty, neofunkcionalizace nebo subfunkcionalizace jednotlivych gentl), coz
zvySuje obtiZznost rozliSovani ortolognich sekvenci od paralognich (Dufresne et al., 2014).
Moznym feSenim je sekvenovéni striktné ortolognich sekvenci (Small et al., 2004) nebo
zahrnuti pouze jednokopiovych genii do fylogenetickych analyz — napt. vyfiltrovanych pfti

designu hybridizacnich préb pro Hyb-Seq (Weitemier et al., 2014), viz dale.

Hybridizace je jev, kdy dojde ke kiizeni jedinci riznych druhli za vzniku
zivotaschopného potomka, ktery disponuje geny s evolu¢ni historii obou rodi¢i. Jedna
z hlavnich metod identifikace hybridnich druh je porovnavani topologie jadernych
a chloroplastovych lokusi, ptipadné nékolika nezavislych jadernych gent (napt. Fehrer et al.,
2007; Pelser et al., 2010; Renoult et al., 2009). Vzhledem ke své uniparentalni dédi¢nosti
muze chloroplastovy genom v kombinaci s biparentdlné¢ dédénymi jadernymi markery
poskytnout diikaz o hybridizaci nebo introgresi a mize byt vyuzit k identifikaci matetskych
taxoni (napt. Pardo et al., 2004). OdliSeni hybridizace od ostatnich evolu¢nich fenoménii by
mélo byt mozné také na zédkladé nalezeni celé tady jadernych genti vykazujici jednotnou
topologii, ktera se vsak 1isi od topologie majoritni (Linder and Rieseberg, 2004). K metodam

zobrazujicim odliSnou topologii jednotlivych taxonii na zdkladé vstupniho souboru genovych
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stromi patii napf. lineage movement analyza (Smith and Dunn, 2008), kterd byla pouzita
k testovani alternativnich fylogenetickych hypotéz u cichlid (Schwarzer et al., 2009) nebo
liliovct (Bleidorn et al., 2009).

K zobrazeni retikulatnich vztahi mezi hybridnimi druhy a jejich rodici, které jsou
v ramci klasického fylogenetického stromu c¢asto nepostihnutelné, byly vyvinuty metody
konstruujici fylogenetické sité. K nejvyuzivangj$im z nich patii Neighbor-Net (Bryant and
Moulton, 2004) — velmi rychla distan¢ni metoda zalozena na Neighbour-Joining algoritmu,
ktera byla vyuzita napf. v pracech Bombarely et al. (2014) nebo Zaveska et al. (2016).
K dal$im z nich patfi STEM-Hy (Kubatko et al., 2009) nebo PhyloNet, softwarovy balicek
k rekonstrukci a analyze retikuldtnich evoluénich vztahd (Than et al., 2008), schopny tvorby
fylogeneze jak pomoci algoritmu Maximum Parsimony (MP; Yu et al., 2013), tak Maximum
Likelihood (ML; Yu et al., 2014), Maximum Pseudo-Likelihood (MPL; Yu and Nakhleh,
2015) i Bayesovské analyzy (BI; Wen et al., 2016a). PhyloNet se krom¢ hybridizace snazi
zahrnout také vliv dal$iho evolu¢niho fenoménu, konkrétné incomplete lineage sorting a byl
vyuZit napf. v praci Wen et al. (2016b). Podle srovnani né¢kterych PhyloNet metod a Stem-Hy
dosahuje nejlepSich vysledkii metoda ML-PhyloNet, kterd je bohuzel velmi vypocetné
naroc¢na, naopak nejhorsi vysledky (Spatné rekonstrukce vztahd téméf ve vSech piipadech)
byly zaznamenany u metody MP-PhyloNet (Kamneva and Rosenberg, 2017). BI-PhyloNet
a MPL-PhyloNet metody hodnoceny nebyly, avSak BI-PhyloNet trpi také vysokou vypocetni
naroc¢nosti (Wen et al.,, 2016a), ktera je ptekondna u metody MPL-PhyloNet (Yu and
Nakhleh, 2015).

1.3 SEKVENOVANI NOVE GENERACE

V poslednim desetileti se zacina v biologii uplatiiovat tzv. sekvenovani nové generace.
Jedna se o metody, pomoci kterych je moZné osekvenovat paralelné¢ miliony molekul
za zlomek Casu a ceny oproti klasickému Sangerovu sekvenovani (Glenn, 2011; Sanger et al.,
1977), které umoziuje v jednom be&hu nejvykonnéjsiho sekvendtoru (Applied Biosystems

3730) ziskat sekvenci pouze 96 fragmenti DNA (Hutchison, 2007).

1.3.1 Priprava DNA knihovny

Vlastnimu procesu sekvenovani piedchazi ptiprava vzorkii — tzv. tvorba DNA
knihovny. Metod k tomu urcenych je celd fada od jednoduchych — pouhé nafragmentovéni

DNA a naligovani adaptorti, aZ po slozité metody zahrnujici mnoho kroki. Se snizujicimi se
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naklady na sekvenovani nové generace je dnes jiz mozno osekvenovat celé genomy v redlném
Case, avSak pro fylogenetické studie zahrnujici vétsi pocet taxonti je tento pfistup stale velmi
finan¢n€ narocny a mnozstvi vygenerovanych dat by pievySovalo moznosti jejich tspésného
zpracovani. Z tohoto divodu se ve fylogenetice vyuzivaji metody snizujici genomovou
komplexitu. K nejpouzivangjSim z nich patii amplikonové sekvenovani (Bybee et al., 2011;
Meyer et al., 2008), mélké sekvenovani (Genome skimming; Straub et al., 2012), cilené
obohaceni (Taget enrichment; Gnirke et al., 2009; Okou et al., 2007), transkriptomové
sekvenovani (RNA-Seq; Marioni et al., 2008) a metody zalozené na restrikci DNA (RAD-
Seq, GBS a dalsi; Baird et al., 2008; Elshire et al., 2011). Kazda vySe zminéna metoda ma své

vyhody i nevyhody, §ifi a moznosti pouziti (shrnuto napt. v Lemmon and Lemmon, 2013).

1.3.2 Hybridization-based sequencing (Hyb-Seq)

Pro ucely této diplomové prace byla vybrana metoda Hyb-Seq, kterd kombinuje dva
ptistupy — mélké sekvenovani (Straub et al., 2012) a cilené obohaceni (Gnirke et al., 2009),
diky kterému dojde ke snizeni komplexity vzorku a pfednostnimu osekvenovéani pfedem
vybrané oblasti genomu — né¢kolika set low-copy jadernych geni (Weitemier et al., 2014).
Hloubka pokryti umeélkého sekvenovéani zavisi narelativnim zastoupeni molekul DNA
ve vzorku, ¢imzZ dojde k hlubokému osekvenovani vysokokopiové frakce — ribozomové DNA,
mitochondridlnitho (mtDNA) a chloroplastového genomu (Straub et al., 2012). Kombinaci
obou pristupil jsou ziskana sekvenaéni data jak jadernych low-copy markert, tak z high-copy
oblasti genomu (Weitemier et al., 2014). Metoda Hyb-Seq byla jiZ pouzita naptiklad v praci
Heyduk et al. (2016) nebo Schmickl et al. (2016) a pfinesla vysoce podpofené fylogeneze.
Nékolik set jadernych low-copy genli by proto mohlo pfinést zlepSeni i1 v chépani
retikulatnich fylogenetickych vztahi, které jsou zrodu Curcuma znamy (Zéaveska et al.,

2012).

Hyb-Seq metodu mizeme rozd¢lit na dvé ¢asti — design hybridizacnich sond a vlastni
ptfipravu knihovny pro next-generation sekvenovani. Design sond se provadi na zékladé
porovnavani genomu ziskaného mélkym sekvenovanim s transkriptomem blizce piibuzného
taxonu s cilem vybrat n€kolik set/tisic exont z low-copy genii. Proto se odfiltruji tseky, kde
se transkriptomové data namapovala na vice nez jedno misto v genomu a také vSechny lokusy
s vice nez 90% sekvencni identitou, aby se zabranilo obohacovani piili§ podobnych useki.
Poslednim pozadavkem na hybridizacni sondy je jejich délka — napt. 120 bp (part bazi) pro

jednotlivé exony a 960 bp vsouctu vSech exonti pro dany lokus. Minimalni velikost
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jednotlivych exonli byla stanovena tak, aby byla dostatecnd pro konstrukci hybridizacnich

sond, adélka lokusii tak, aby byly dostatecné informativni v ndasledné rekonstrukci

fylogeneze. Pti designu hybridizacnich sond je také nutné dbat na to, aby byly odfiltrovany

useky z organelarnich genomd, které jsou v buiice zastoupeny ve vétSim mnozstvi kopii,

a proto je neni tfeba déale obohacovat (Weitemier et al., 2014).

Samotna ptiprava knihovny zahrnuje izolaci DNA, fragmentaci, ligovani adaptori

s barcody (4 — 6 bp dlouhd sekvence umoziujici
nasledné rozliSeni sekvenci z jednotlivych vzorki),
selekci fragmentli pozadované délky (Straub et al.,
2012) apoolovani (smichani vSech vzorki
dojedné zkumavky v ekvimolarnim poméru).
Nésleduje hybridizace DNA v roztoku (tzv.
»solution hybridization*) s biotinylovanymi RNA
(ribonukleova kyselina) sondami. Po inkubaci jsou
sondy zachyceny pomoci magnetickych kuli¢ek
obalenych streptavidinem, které vazi biotin z RNA
eluce DNA

sond. Poslednimi kroky jsou

fragmentti, amplifikace pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR) a sekvenovani (Obréazek 2;

Gnirke et al., 2009).

Vyhodou cileného obohaceni je malé
mnozstvi chybéjicich dat (Lemmon and Lemmon,
2013) a moznost vyuZiti metody i na degradované
vzorky, napf. herbafové polozky (Sousa et al.,
2014). Kromé¢ cilenych low-copy lokust (exontl)
jsou ziskavdna data 1 zpfilehlych rychleji se
vyvijejich nekddujicich oblasti, jako jsou introny
nebo 5" a3’ nepieklddand oblast (UTR), které
mohou byt vyuzity pti rekonstrukci fylogeneze
Diky

na nizSich  taxonomickych  urovnich.

kombinaci s mélkym sekvenovanim jsou ziskény
sekvence naleZzici i IDNA cistronu a organelarnim
evoluce se muze liSit

genomim, jejichz
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Obrazek 2: Princip cileného obohaceni
v roztoku — DNA sondy nasyntetizované na ¢ipu
se odstépi anamnozi pomoci PCR. In vitro
transkripci se sondy prepisi do RNA a zacleni se
biotin-UTP. Po hybridizaci jsou RNA sondy
scilovou DNA vychytany magnetickymi
kulickami se streptavidimen vazici se na biotin.
Nasleduje eluce DNA fragmenti aPCR
amplifikace (pfevzato aupraveno z Metzker,
2010).



od evoluce jaderného genomu (Weitemier et al., 2014). Jednou z mala nevyhod Hyb-Seq
metody a cileného sekvenovani obecné¢ muze byt vysokéd cena piipravy hybridizacnich sond

(Cronn et al., 2012).

1.3.3 Sekvenacni platformy

Platforem pro sekvenovani nové generace se v poslednim desetileti objevilo hned
nékolik. Do tzv. metod druhé generace, u kterych je nutné pied sekvenovanim fragmenty
namnozit pomoci PCR, patii 454 pyrosekvenovani, Illumina, SOLiD a Ion Torrent, ke treti
generaci sekvenujici jednotlivé molekuly v realném case pak fadime PacBio a nanoporové
sekvenovani. Popis fungovéni jednotlivych metod stejné jako jejich vyhody a nevyhody jsou

shrnuty v praci Glenn (2011).

Pro ucely této diplomové prace byla vybrana platforma Illumina (www.illumina.com;
Bentley et al., 2008), kterd je v soucasné dobé nejvyuzivanéjsi sekvenaéni platformou nové
generace. Vynik4 ptfedev§im svou nizkou cenou za gigabazi dat, vysokym poctem readi

v jednom sekvenaénim béhu a malou mirou chybovosti (Glenn, 2014).

1.4 ANALYZA DAT

Fylogenetika vyuZivajici data next-generation sekvenovani byva zaloZzena bud
na identifikaci jednonukleotidovych polymorfismi (SNP), nebo vytvaii fylogenetické stromy
z celych sekvenci jednotlivych lokusii. Metoda vyuZzivajici celé sekvence se hodi spiSe pro
otazky na vyssich fylogenetickych Urovnich (napf. Schmickl et al., 2016; Weitemier et al.,
2014), oproti tomu SNP jsou vyuzivany pfedev§im na vnitrodruhové urovni (napi. Li et al.,

2012; Hand et al., 2012).

Pro rekonstrukci fylogeneze rodu Curcuma byla vybrana metoda vyuZivajici celé
sekvence jednotlivych lokust, jez zahrnuje ptedevS§im kroky jako je filtrovani kvality
primarnich readt, assembly readt do kontigl (delsi sekvence vyuzitelné pro fylogenetické
analyzy — celé geny, exony...), alignment pozic v ramci sekvenci jednotlivych druhi/jedinct
a tvorba fylogenetického stromu na zdklad¢ jednoho nebo vice lokusti. Jednotlivé kroky je
mozné provadét zvlast' s vyuzitim mnozstvi programii nebo pomoci tzv. pipeline — vétSinou
nckolika na sebe navazujicich skriptl, které zna€né usnadiiuji praci s jednotlivymi programy
avelkym mnozstvim dat, napf. PHYLUCE (metoda proanalyzu konzervovanych
genomovych lokusti; Faircloth, 2016), HybPiper (nastroj k assembly genl a identifikaci
paralognich kopii; Johnson et al., 2016) nebo aTRAM (pipeline pro assembly geni ze
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vzdalenych taxonli; Allen et al., 2015). V této praci byla vyuzita ptedev§im pipeline
HybPhyloMaker (Fér, 2017; www.github.com/tomas-fer/HybPhyloMaker), kterd byla
specificky vyvinuta pro praci s Hyb-Seq daty a pro tvorbu fylogenetickych stromii z velkého

mnozstvi (nékolika set az tisic) jadernych low-copy gent.

1.4.1 Assembly

Pro assembly jednotlivych kontigh z kratkych readii se vyuziva dvou zakladnich
ptistupli — mapovani na referenci a de-novo assembly. Pfi piistupu mapovani na referenci
dochazi k rekonstrukci vysledného lokusu zkratkych readi mapovanim na zékladé
podobnosti s jiz existujici sekvenci (referenci), pfi de-novo assembly se vyslednad sekvence
sestavuje na zakladé podobnosti mezi jednotlivymi ready bez apriorni znalosti referencni

sekvence (McCormack et al., 2013).

V dnesni dob&€ se pii odvozovani fylogeneze vyuzivd predevSim mapovani
na referenci, avSak bylo zjiSténo, ze v nékterych ptipadech je vhodnéjsi vyuzit piistupu de-
novo assembly. K témto ptipadim patfi: 1) dostupnd referencni sekvence pfili§ vzdalena
od cilovych druht (Martin and Wang, 2011), 2) moznost detekovani strukturnich zmén (napf.
Zhou et al., 2017) ptitomnych napi. v cpDNA a 3) separace paralognich sekvenci (Johnson et
al., 2016), jejichz vétsi zastoupeni je predpokladdno u rDNA lokusu. Proto byly v této praci
vyuZity obé metody assembly u cpDNA a rDNA cistronu a hodnocena jejich prospéSnost pii

odvozovani vztahu v rodu Curcuma.

1.4.2 Fylogenetické stromy

Rozvoj next-generation sekvenovani a stale se zvétSujici objemy ziskanych dat vedly
také k rozvoji metod a programli schopnych prace s velkymi datasety v realném Ccase.
Ke dvéma hlavnim skupinam patii koalescenéni metody, které se snazi zohlednit vliv
incomplete lineage sorting, jednoho z hlavnich fenoménti zplsobujiciho nesoulad mezi
genovymi stromy, a metoda konkatenace, kde ILS zohlednén neni. Mnoho studii hodnotilo
vykon jednotlivych metod a doslo k odliSnym zavérim — v nékterych pifipadech konkatenace
pfekonala koalescen¢ni metody (napi. Bayzid and Warnow, 2012), jinde naopak dosédhla
Spatnych vysledkti (napt. Kubatko et al., 2007), piipadné vysledky znacné zavisely
na testovanych podminkach — mira ILS aj. (napt. Kupczok et al., 2010; Mirarab et al., 2014).
V ptipad¢ nizkého fylogenetického signalu v datech vykazuje vétSina metod sniZenou

ptesnost pii rekonstrukci species tree, vice jsou vSak timto jevem ovlivnény metody
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rekonstruujici species trees zjednotlivych genovych stromi oproti metodé¢ konkatenace
(Bayzid and Warnow, 2013). Vykon vSech metod se zlepsuje s vyuzitim vétsiho mnozstvi
lokust a v pritomnosti menSiho mnozstvi ILS (Bayzid and Warnow, 2013), avsak s rostouci
mirou chybé&jicich dat naopak pfesnost klesa (Kupczok et al., 2010). Proto je doporu¢ovano
vyuzit n€kolik riznych metod a srovnat jimi odvozené fylogeneze (Kupczok et al., 2010).
Neékteré z nejcastéji vyuzivanych metod k rekonstrukci fylogeneze na zakladé NGS dat jsou

struné popsany nize.

1.4.2.1 Koalescencni metody

Koalescentni metody se snazi zohlednit vliv incomplete lineage sorting pfi
odvozovani species trees pomoci modelovani multi-species coalescence. Mlizeme je rozdélit
na tzv. summary methods (napt. ASTRAL a ASTRID; Mirarab et al., 2014; Vachaspati and
Warnow, 2015), které vytvafi species tree nazékladé vstupnich genovych stromi
a na koestima¢ni metody (napi. *BEAST; Heled and Drummond, 2010), které jako vstupni
data vyuzivaji sekvencni alignmenty a konstruuji soucasné¢ genové stromy i strom druhd.
Vzhledem k extrémni vypocetni naro¢nosti koestimac¢nich metod pro datasety o >100 genech
(Bayzid and Warnow, 2012), jsou pro analyzy dat na genomové urovni vyuzivany piedevsim

summary metody.

ASTRAL

Accurate Species Tree Algorithm (ASTRAL) je velmi rychla, statisticky konzistentni
a pfesnd metoda odhadu stromu druht, kterd jako vstupni data vyuZiva nezakotenéné genové
stromy. Jako species tree je pomoci heuristického vyhledavani zvolen strom, ktery souhlasi
s nejvetsim pocem kvartetovych stromti vytvorenych na zékladé vstupnich gene trees. Délka
analyzy genomovych dat se pohybuje v faddu minut a species trees vytvorené pomoci metody
ASTRAL jsou ptfesnéjsi nez u jinych summary metod. Co se tyka porovnani s konkatenaci,
v piipadé stfedni a vys$i miry ILS dosahuje lepSich vysledkit ASTRAL, v ptipadé nizké ILS
pak konkatenace (Mirarab et al., 2014).

ASTRID

Metoda Accurate Species Trees from Internode Distances (ASTRID) odhadujici
species tree pomoci distan¢nich metod je zalozena na NJst algoritmu (Liu and Yu, 2011) —
k vypoctu matice vzdélenosti vyuziva primérny pocet internodii mezi dvojicemi taxonl

ze vSech genovych stromid. Jednd se o dalS§i zvelmipfesnych koalescencénich metod
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vyuzitelnych i pro velké datasety — délka analyzy je dokonce jesté n€kolikanasobné kratsi nez

u metody ASTRAL (Vachaspati and Warnow, 2015).

1.4.2.2 Supertree metody

Supertree metody kombinuji topologie jednotlivych genovych stromt do species tree.
Na zéklad¢ vstupnich stromll je vytvoifena binarni matice, ktera slouzi pro naslednou
fylogenetickou analyzu. Matice je konstruovana tak, Zze se u kazdé vétve jednotlivych
genovych stromil urci, zda se dany taxon nachazi na jedné strané (1) nebo na strané druhé (0).
Mezi nejznaméjSi patii Matrix Representation with Parsimony (MRP) a Matrix
Representation with Likelihood (MRL). Ob¢ metody jsou velmi rychlé, avsak MRL dosahuje
lepsich vysledka (Nguyen et al., 2012).

1.4.2.3 Konkatenace

Konkatenace, také tzv. superalignment metoda, vytvaii species tree
ze ,,superalignmentu®, ktery vznikl konkatenaci jednotlivych genovych alignmenti a je
analyzovan jako jeden lokus ignorujici mozné odliSnosti v evoluéni historii ptivodnich
alignmentti. Pfikladem metod zalozenych na konkatenaci, které jsou vyuzitelné i pro velké
datasety, muze byt RAXML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood; Stamatakis,
2014) a ExaML (Exascale Maximum Likelihood; Kozlov et al., 2015) vyuzivajici algoritmus
Maximum Likelihood nebo FastTree s implementaci Neighbour-Joining algoritmu (Price et
al., 2009). Program FastTree je rychlejsi, avSak méné pifesny pii odvozovani fylogeneze
v hiife podpotenych uzlech nez RAXxML (Price et al., 2010). Problém vypocetni naroc¢nosti
u velkych datasetl fesi metoda ExaML, ktera je zaloZena na ,,odleh¢eném* RAXML algoritmu

a disponuje vysokou vypocetni rychlosti (Kozlov et al., 2015).

1.4.3 Pipeline HybPhyloMaker

Velka c¢ast analyzy dat v této praci byla provadéna pomoci pipeline HybPhyloMaker
(Fér, 2016), ktera byla vyvinuta pro tvorbu species trees na zakladé velkého poctu jadernych,
pfipadné i1 chloroplastovych geni. Skladd se zosmi zékladnich krokii reprezentovanych

jednim, ptipadné n€kolika alternativnimi skripty a rozSifenim z n€kolika dalSich skripti.

V prvnim kroku dochazi k odstranéni adaptorii z primarnich readd, filtrovani kvality
(ofiznuti konct, kde je primérné Phred quality score mensi nez 20 a Gplnému odstranéni

sekvenci kratSich nez 36 bp pomoci programu Trimmomatic; Bolger et al., 2014)
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a vyfiltrovani duplicitnich readi (Weitemier et al., 2014). Pro mapovani readli na referencni
sekvenci, tzv. pseudoreferenci — sekvenci prob oddélenych 400 N (any) pozicemi (Straub et
al., 2012), je vyuzivan program Geneious (Kearse et al., 2012). Po alignmentu (vzajemném
piifazeni odpovidajicich si pozic DNA) pomoci programu MAFFT (Multiple Alignment using
Fast Fourier Transform; Katoh et al., 2002) je provedena konkatenace exoni jednotlivych
genu a useky obklopujici exony jsou vyfazeny z analyzy. Nasleduje vytfazeni genii s pfili§
vysokym mnozstvim chybé&jicich dat a tvorba genovych stomu (Fér, 2016). Fylogenetické
stromy druhti jsou konstruovany pomoci nékolika piistupti — koalescen¢nich metod ASTRAL
(Mirarab et al., 2014) a ASTRID (Vachaspati and Warnow, 2015), supertree metody MRL
(Nguyen et al., 2012) akonkatenace vypocétené pomoci metody Maximum Likelihood
v programu ExaML (Kozlov et al., 2015) ptipadné FastTree (Price et al., 2009, 2010).

1.5 ROD CURCUMA L.

Rad Zingiberales, kam spada i &eled Zingiberaceae arod Curcuma, &ita 8 &eledi
(Musaceae, Heliconiaceae, Strelitziaceae, Lowiaceae, —Marantaceae, Cannaceae,
Zingiberaceae a Costaceae), okolo 90 rodi a vice nez 2 200 druht jednodé€loznych rostlin
(Kress, 1990; Kress et al., 2001). Celed Zingiberaceae zahrnujici okolo 50 roda a 1 300
druhit ma centrum diverzity v Asii. Jednd se o vytrvalé byliny rostouci od nizin po horské
(Zingiber officinale Roscoe), kurkuma (Curcuma longa L.) akardamovnik (Elettaria

cardamomum (L.) Maton; Skorni¢kova, 2007).

Rod Curcuma v dnesni dobé ¢&ita okolo 120 druhti (Skornickova et al., 2004) a déli se
na tfi podrody — Curcuma K. Schum., Hitcheniopsis (Baker) K. Schum. a Ecomatae Skornick.
& Sida f. (Leong-Skorni¢kova et al., 2015; Zaveska et al., 2012), kterd zahrnuje dvé
molekularn€, avSak ne morfologicky, odlisitelné linie — Ecomata a Pierreana (Zaveska et al.,
2012). Oblasti pfirozeného vyskytu je jizni a jihovychodni Asie s centrem diverzity v Thajsku
aIndii a nékolika druhy rozifenymi také v Cing, Australii a jiznim Pacifiku (Skorni¢kova,
2007).

Nejvyznamnégj§im druhem z hlediska hospodaiského vyuziti je Curcuma longa L.,
jejiz oddenky obsahuji fenolické latky (kurkuminoidy) s protizanétlivou a antioxidacni
aktivitou (napf. Ammon and Wahl, 1991; Ruby et al., 1995), déle je z nich ziskavan Zluty

praSek vyuzivany v kuchyni (soucast koteni kari) ajako textilni barvivo. K dalSim

vyznamnym druhiim patii také C. aromatica Salisb., C. amada Roxb., C. caesia Roxb.,
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C. aeruginosa Roxb., C. zanthorrhiza Roxb. a C. zedoaria Roscoe — zdroj koteni nebo 1é¢iv
(napt. Skorni¢kova, 2007; Yasuda et al., 1988) a C. alismatifolia Gagnep., C.rhabdota
Sirirugsa & Newman. nebo C. roscoeana Wall. péstované jako okrasné rostliny

(Paisooksantivatana et al., 2001; Skorni¢kova, 2007).

1.5.1 Morfologicka charakteristika a ekologie

Kurkumy jsou vytrvalé stiedn€ vysoké byliny s oddenky. VétSina druhii dortista vysky
0,5 az 1,5 m, mtizeme zde vSak najit také malé druhy, jako je Curcuma bhatii s 10 — 20 cm,
nebo naopak druhy 2,5 — 3,5 m vysoké, jako je C. latifolia (Skorni¢kova, 2007). Oddenky
jsou bud’ jednoduché nebo vétvené (Valeton, 1918), zvenku svétle hnédé, uvniti nabyvajici
mnoha barev — od bilé, pies oranzovou az po modrou a fialovou (Skorni¢kova, 2007). Listy
maji kopinaty, vej¢ity nebo podlouhly tvar a na bazi tvoii pochvu. Kvétenstvi je koncové
tyrsoidni (hrozen z vrcholikl) s listeny ve vrcholové ¢asti nabyvajicimi vyraznych barev
(Valeton, 1918) pravdépodobné slouzici k ldkani opylovact, kterymi je pfevazné hmyz.
Kvéty jsou zygomorfni s jednou fertilni tyC¢inkou — dvéma bo¢nimi staminodii a pyskem.
Doba kveteni je velmi kratkd — do 10 hodin, plodem jsou tobolky se semeny opatienymi

bilym arillem (gkomiékové, 2007; Valeton, 1918).

Jednotlivé druhy rostou pfevdzné v nizinach a tvoii dulezitou slozku polostinnych
biotopli v monzunové Asii, jako jsou lesni lemy, kifoviny, kokosové a arekové lesy nebo
biehy fek. Nekteré druhy jsou také pionyrské — obsazuji narusend stanoviste, jako jsou okraje
cest apiikopy. Rostliny rozmnozujici se sexualné (nalezici k niz§im ploidnim trovnim)
obsazuji ptedevSim primarni stanovisté, sterilni druhy (vyssi ploidie) rostou na sekundédrnich

naru$enych stanovistich (Skornickova, 2007).

1.5.2 Polyploidie a hybridizace

vvvvvv

procestim. K hybridizaci dochazi v pfirod¢ Casto, pfednostné mezi blizce ptibuznymi druhy
(Skomiékové, 2007; Zaveska, 2014), ¢ehoz se vyuziva iv zahradnictvi k produkci novych
kultivarG (naptf. Anuntalabhochai et al., 2007; Ketmaro et al., 2012). Prace Zaveska et al.
(2016) vsak naznacuje, ze by mohlo v nékterych ptipadech dochazet i k hybridizaci vzdalen¢

pfibuznych druht z riznych podrodi.

Polyploidie u rodu Curcuma je tradi¢n€é zmifovana zejména v souvislosti se zastupci

podrodu Curcuma (Islam, 2004; Joseph et al., 1999; Ramachandran, 1969). V tomto podrodu
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muzeme najit tzv. nizsi polyploidy (2n = 6x, diploidni druhy v tomto podrodu znamy nejsou),
tak i tzv. vy$si polyploidy (2n = 9x, 11x, 12x a 15x; Leong-Skorni¢kova et al., 2007)
pravdépodobné allopolyploidniho pivodu (Zaveska, 2014). Piedpokladd se, ze nonaploidi
vznikli splynutim redukované a neredukované gamety hexaploidnich druhti a spolu s dalSimi
hexaploidy dali vznik druhtim s ploidii 12x a 15x (Leong-Skorni¢kova et al., 2007). Sou¢asna
data vSak ukazuji i uréitou miru polyploidizace v rdmci podrodt Hitcheniopsis a Ecomatae.
Zatimco u podrodu Ecomatae byli pozorovani zejména jedinci s 2n = 6x (stupenn ploidie
odpovidajici tzv. nizs§im polyploidim z podrodu Curcuma), zastupci podrodu Hitcheniopsis
byli charakterizovani zejména jako diploidni, zato s Cetnym vyskytem aneuploidii (Leong-

Skorni¢kova et al., 2007; Sida et al., unpubl.).

Zjisténi staii a poctu polyploidizacnich udalosti, které¢ prob&hly pfed oddélenim rodu
nebo po jeho diverzifikaci, mlize byt pifinosné pii snaze pochopit strukturu genomu
areproduk¢ni strategii u jednotlivych druhd (Zaveskd, 2014). Napt. v podrodu Curcuma
muzeme najit druhy se stejnym poctem chromozomu (x = 42), avsak liSici se rozmnozovaci
strategii (sexualni nebo vegetativni) a diploidnimi versus polyploidnimi profily pozorovanymi

u jadernych genti (Zaveska et al., 2012, 2016).

1.5.3 Chromozomové pocty

Rozpéti pozorovanych poctii chromozomi je diky rozdilné ploidii jednotlivych druht
znacné — od 2n = 20 aZ po 2n = 105 s mnoha mezistupni (napt. Islam, 2004; Joseph et al.,
1999; Leong-Skorni¢kova et al., 2007). V dobé, kdy bylo nejvice chromozomovych podti
znamo u zastupcl podrodu Curcuma, bylo jako zakladni chromozomové ¢islo rodu nejcastétji
uvadeéno x = 21 (Islam, 2004; Joseph et al., 1999; Ramachandran, 1969), po dal§im vyzkumu
(Leong-Skorni¢kova et al., 2007) v$ak bylo navrzeno nové chromozomové ¢&islo, ato x = 7.
Zatimco pii x = 21 je 2n = 42 povaZovano za diploidni cytotyp, 2n = 63 za triploidni apod.,
pfi x = 7 je na vSechny cytotypy nahliZzeno jako na paleopolyploidni, tudiZ 2n = 42 odpovida
hexaploidnimu cytotypu, 2n = 63 nonaploidnimu atd. Oba koncepty 1ze nicméné¢ aplikovat
pouze na zastupce podrodu Curcuma a Ecomatae, nebot zastupci podrodu Hitcheniopsis
svymi chromozomovymi pocty neodpovidaji nasobkiim x = 7 ani x = 21. Mezi nejast&jsi
ploidie a pocty chromozom patii v ramci podrodu Curcuma 2n = 6x = 42 a2n = 9x = 63,
déale pak 2n = 12x = 84, 2n = 11x = 77 a2n = 15x = 105, u podrodu Ecomatae 2n = 42.
U podrodu Hitcheniopsis byly nalezeny ptevazné aneuploidni po¢ty chromozomi jako 2n =

20, 24, 28, 32, 34, 36, 40 nebo 56 (Leong-Skornitkova et al., 2007; Sida et al., unpubl.).
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1.5.4 Fylogeneze rodu Curcuma

Prvni fylogeneticka studie zabyvajici se vztahy v ramci Celedi Zingiberaceae popsala
rod Curcuma jako parafyleticky a navrhla jeho roz¢lenéni na n€kolik mensich roda (Kress et
al., 2002). Druha préace, kterd zkoumala fylogenezi tribu Zingiberae, také potvrdila
parafyleticnost rodu Curcuma, avsak navrhla zahrnuti diive vycleiiovanych rodt Hitchenia
Wall., Smithatris W.J. Kress & K. Larsen a Stahlianthus Kuntze dorodu Curcuma
(Ngamriabsakul et al., 2003). Ob¢ tyto prace byly zaloZzeny na jednom rDNA lokusu a jednom
cpDNA lokusu. Na to navazujice studie Zaveska et al. (2012), ktera si klade za cil vyfresit
tento molekularné taxonomicky problém. Fylogenezi rodu Curcuma a ptibuznych rodi byla
vySetiena pomoci ITS a tfi cpDNA lokusii a jejim vysledkem bylo kone¢né zafazeni roda
Hitchenia, Smithatris, Laosanthus, Stahlianthus a dvou druhli z rodu Kaempferia do rodu

Curcuma.

Pomoci metody AFLP byly déale hodnoceny vztahy v ramci podceledi Curcuma
obsahujici vyssi 1 nizsi polyploidni druhy, které byly rozdéleny podle velikosti genomu na tii
skupiny — I, II a III (Leong-Skorni¢kova et al., 2007). Vysledky této analyzy odhalily dvé&
zakladni linie — prvni obsahovala vys$s$i anizsi polyploidy spadajici do skupiny velikosti
genomu I, do druhé linie byly zatazeny hexaploidi ze skupiny II a III (Zaveska et al., 2011).
Pomoci sekvenovani ITS atfi chloroplastovych lokusti byla vySetfovana vnitrorodova
fylogeneze, ktera odhalila ctyfi hlavni skupiny — Ecomata, Pierreana, Hitcheniopsis
a Curcuma (ptikladové druhy spadajici do jednotlivych linii zobrazeny na Obrazku 3), ktera
se dale d¢lila na dve dalsi skupiny, a to Curcuma I a Curcuma 11, avSak vztahy mezi liniemi
nebyly vyfeSeny spolehlivé (Zaveska et al, 2012). ITS region vykazoval vysokou
vnitroindividudlni variabilitu a chloroplastové lokusy naopak nedisponovaly dostatecnou
variabilitou (Zaveska, 2014). Vyfesit vztahy mezi skupinami pomohly ¢tyfi jaderné low-copy
markery ajako sesterské¢ skupiny byly uréeny Curcuma s Hitcheniopsis a Ecomata

+ Pierreana (Zaveska et al., 2016).

Na zékladé topologie stromu ziskaného z ITS sekvenci a inkongruenci mezi celkem
Sesti genovymi stromy (Zaveska et al., 2012, 2016) byly v rodu Curcuma odhaleny dva typy
hybridnich druhii — hybridi vznikli z blizce pfibuznych druhi (spadajicich do jedné vyvojové
linie) a hybridi vznikli z druhii spadajicich do rGznych linii. Hybridi z blizce ptibuznych
druhil byli detekovéani ve vSech molekularnich liniich, avSak ne vzdy s vysokou podporou.
Z podrodu Curcuma muzeme jmenovat napi. C. montana, C. aromatica, C. angustifolia

a C. aeruginosa, z podrodu Hitcheniopsis pak napt. C. parviflora, C. harmandii a C. thorelii
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(Zaveska et al., 2012). Jako hybridni druhy s rodi¢i spadajicimi do riznych podrodii byly
oznaceny C.vamana, C. roscoeana a C.myanmarensis srodi¢i ze skupin Curcuma
a Hitcheniopsis (Zaveska et al., 2016). a jako dalsi potencialné hybridni druh byla navrzena
C. candida (pravdépodobné hybridni druhy viz Obrazek 3), ktera se v ITS fylogenezi zatradila
do skupiny Pierreana, ale vcpDNA stromu do skupiny Curcuma (Zaveska et al., 2012).

Pomoci ¢tyt jadernych low-copy gent jeji hybridni ptivod vSak potvrzen nebyl — C. candida

zde vykazovala postaveni v ramci podrodu Curcuma (Zaveska et al., 2016).

Obrazek 3: A: Curcuma longa L. (podrod Curcuma), B: C. gracillima (podrod Hitcheniopsis), C: C. ecomata
(podrod Ecomata) D: C. pierreana (podrod Ecomata), E: C. candida, ¥: C. vamana, G: C. roscoeana,
H: C. myanmarensis. A—G foto Jana Leong-Skorni¢kova, H — pfevzato z: https://si.edu.
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2 MATERIAL A METODY

2.1 ROSTLINNY MATERIAL

Pro ucely této diplomové prace bylo vybrano 27 druhii rodu Curcuma, 2 druhy
ptibuzného rodu Camptandra a Siphonchilus aethiopicus jako outgroup. Druhy byly vybirany
tak, aby pokryly rodovou diverzitu — vSechny Ctyfi molekularni linie véetné tfi potencialné
hybridnich druhti. Z podrodu Curcuuma bylo osekvenovano celkem 12 druhti, z podrodu
Hitcheniopsis 4 druhy, z podrodu Ecomatae 13 druhli — konkrétné z linie Ecomata 6 a z linie
Pierreana 7 druht apotencidlné hybridni druhy — C. vamana, C. myanmarensis
a C. roscoeana. Rostlinny materidl byl ziskan pfedev§im z terénnich sbérit Mgr. Jany Leong-
Skorni¢kové, Ph.D., nebo z rostlin p&stovanych v Kralovské botanické zahradé v Edinburghu
a Botanické zahrad¢ v Singapuru. Do prace byla také zahrnuta transkriptomova data druhu
C. longa, ktera byla ziskana v rdmci projektu 1000 Plants (http://www.onekp.com). Detailni
informace jako identifikacni C¢islo, lokalita sbéru materialu, ploidie nebo pftislusnost

k molekularni linii viz Tabulka 1.
2.2 METODY
2.2.1 Molekularni analyzy

2.2.1.1 Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena ze suSeného rostlinného materidlu pomoci Invisorb Spin
Plant Mini Kit (Invitek). Pfiblizn¢ 20 mg ususeného listu bylo drceno wolfram-karbidovymi
kulickami v mlynku Mixer Mill 400 MM (Retsch) po dobu 3 minut pii 30 otackach/s. Dalsi
kroky izolace DNA probihaly podle pokynli vyrobce kromé né€kolika nasledujicich zmén:

1. Misto 400 pl bylo pfidano 450 ul pufru Lysis Buffer P
2. Krok ptidani Wash Bufferu II, centrifugace a vyliti supernatantu byl zopakovan dvakrat
3. Eluce byla provedena také dvakrat:

I. eluce: v 70 ul Elution Buffer D s délkou inkubace 30 minut

IL. eluce: v 50 ul Elution Buffer D s inkubaci 45 minut
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Pro izolaci DNA byla pouzita centrifuga 5415 R (Eppendorf), Thermomixer comfort
(Eppendorf). Vysledna koncentrace DNA byla zméfena na pfistroji Nanodrop = 1000
Spectrofotometr (Thermo Fisher Scientific) a posléze na fluorimetru Qubit® 2.0 (Invitrogen).
Izolace DNA byla provedena v DNA laboratoii Katedry botaniky Piirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze (PiF UK).

Tabulka 1. Rostlinny materidl zahrnuty v této praci. Linie — znaci jednu ze ctyt hlavnich
molekularnich linii v rodu Curcuma (Curcuma, Hitcheniopsis, Ecomata a Pierreana), u podrodu
Curcuma v zavorce uvedena skupina velikosti genomu CI nebo CII, mozné hybridni druhy oznaceny
hvézdickou. Identif. ¢islo — sbérné ¢islo rostliny, Ploidie — zavorka oznacuje odhadovanou ploidii
odvozenou u jiného jedince téhoz druhu. Data ziskana z: Leong-Skorni¢kova et al. (2007), Zaveska

et. al. (2012, 2016) a Sida (unpubl.).

Druh Linie Identif. ¢islo | Lokalita | Ploidie

Curcuma sp. nov aff. aeruginosa Curcuma (CI) JLS 793 nezndma 9x
Curcuma alismatifolia Gagnep. Hitcheniopsis JLS 427 Thajsko 2x
Curcuma bhatii (R. M. Sm.) Skorni¢k. & M. Sabu | Curcuma (CII) | JLS 73446 Indie 6x
Curcuma bicolor Mood & K. Larsen Ecomata JLS 2215 Thajsko (6x)
Curcuma candida (Wall.) Techapr. & Skornick. Curcuma* JLS 606 Thajsko 6x
Curcuma cannanorensis R. Ansari et al. Curcuma (CII) | JLS 84144 Indie (6%)
Curcuma corniculata Skornick. Ecomata JLS 1752 Laos -
Curcuma ecomata Craib Ecomata T-11-09 Thajsko 6x
Curcuma flammea Skornick. Ecomata JLS 1777 Laos -
Curcuma flaviflora S.Q. Tong Ecomata T-11-113 Thajsko 6x
Curcuma glans K. Larsen & Mood Ecomata T-11-42 Thajsko (6x)
Curcuma gracillima Gagnep. Hitcheniopsis Tran 48 Vietnam 2x
Curcuma involucrata (King ex Baker) Skornick. Hitcheniopsis JLS 73246 Cina (6x)
Curcuma longa L. Curcuma (CI) Soltis 2933 neznama (9%)
Curcuma myanmarensis (W.J. Kress) Skornick. Curcuma* Iéjr(e);s - Myanmar 6x
Curcuma newmanii Skornick. Pierreana JLS 473 Vietnam 6x
Curcuma oligantha Trimen Curcuma (CII) | JLS 73223 Sri Lanka 11x
Curcuma pambrosima Skornick. & N.S. Ly Pierreana Ly 316 Vietnam 6x
Curcuma parviflora Wall. Hitcheniopsis MFN 2606 Thajsko (2x)
Curcuma petiolata Roxb. Curcuma (CI) JLS 22 Thajsko 6x
Curcuma pierreana Gagnep. Pierreana JLS 73352 Thajsko (6%x)
Curcuma plicata Wall. ex Baker Curcuma (CI) Tran 80 Vietnam (6x)
Curcuma rhomba Mood & K. Larsen Pierreana LNS 368 Vietnam (6x)
Curcuma roscoeana Wall. Curcuma* MFN 2590 Thajsko (6x)
Curcuma singularis Gagnep. Pierreana MFN 2413 Kambodza 6x
Curcuma vamana M. Sabu & Mangaly Hitcheniopsis* | JLS 84156 Indie 2X
Curcuma vitellina Skorni¢k. & H.D. Tran Pierreana Tran 70 Vietnam 6x
Curcuma xanthella Skornick. Pierreana LNS 348 Vietnam (6x)
Camptandra latifolia Ridl. - M-11-8 Malajsie -
Camptandra ovata Ridl. - M-11-3 Malajsie -
Siphonochilus aethiopicus (Schweinf.) B.L.Burtt - 11\/51;];1 &JLS Afrika -
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2.2.1.2 Priprava Hyb-Seq knihovny

Fragmentace DNA pro piipravu knihovny byla provedena sonikaci na ptistroji M220
Focused-ultrasonicator” (Covaris). Pro ziskani fragmentd o primérné délce 500-600 bp byly
pouzity parametry: 50 W, 2% duty factor, 200 cyklla pfi teplot¢ 6°C po dobu 95 sekund.
Ovéteni délky fragmentl bylo provedeno elektroforézou na 0,8% agar6zovém gelu s ethidium
bromidem v 1XTAE pufru pii napéti 8 V/cm s velikostnim standardem O'GeneRuler” 100bp
DNA Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific) a Quick-Load® 1kb DNA Ladder (New
England BioLabs).

Ptiprava DNA knihovny byla provedena pomoci NEBNext Ultra DNA Library Prep
Kit for Illumina (New England BioLabs). Prvnim krokem byla oprava koheznich koncii
po stépeni DNA, A tailing a ligace adaptori provedena podle pokynii vyrobce. Nasledovalo
ptecisténi produkti pomoci QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) podle pokynt vyrobce
kromé rozpusténi DNA ve 30 ul ddH>0 misto 50 ul pro lepsi nandseni celého DNA vzorku
na 1% agarézovy gel z 1x low EDTA/TAE pufru s GelRed. Elektroforéza prob¢hla pii napéti
8 V/cm, jako velikostni Zebiidek byl pouzit O'GeneRuler” DNA Ladder Mix (Thermo Fisher
Scientific). Z gelu byly vyfezany produkty o velikosti 500-600 bp (Obréazek 4). Nasledovalo
dalsi precisténi pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) podle pokynli vyrobce, pouze
misto inkubace pii 50°C po dobu 10 minut byly vzorky inkubovany pfti pokojové teploté 15-
30 minut (do rozpusténi gelu) a eluce DNA probihala 5 minut do 20 pl ddH>O.

Obrazek 4. Priklad selekce fragmentd o délce okolo 500-600 bp vyfezavanim z 1% agar6zového gelu. A:
jednotlivé vzorky pred vyfezanim, B: gel po vyfezani ter¢iki prislusné velikosti.

Déle byly produkty namnozeny a oindexovany pomoci PCR s Q5 Hot Start HiFi PCR
Master Mixem (souc¢ast NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit for [llumina) a index primert
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Set 1, NEB #E7335; sloZeni reak¢ni smési a pouzity
cyklus viz Tabulka 2 a 3). NamnoZené produkty byly dvakrat pfeciStény pomoci Agencourt
AMPure XP kitu (Beckman Coulter) v poméru 0,65:1 a0,75:1 kit:DNA. Eluce byla
provedena dvakrat — 1. do 40 pl ddH>O, 2. do 25 pl ddH»0. Vysledna kvalita byla ovéfena
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na 1% agar6zovém gelu z Ix TAE pufru s GelRed pii napéti 8 V/ecm s velikostnim
standardem O'GeneRuler” 100bp DNA Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific) a Quick-
Load® 1 kb DNA Ladder (New England BioLabs).

Tabulka 2. Slozeni PCR smési s NEBNext Q5 Tabulka 3. Teplotni cyklus pouzity pii PCR s
HotStart Hifi polymerazou NEBNext Q5 HotStart Hifi polymerazou
Chemikalie ul Teplota Doba

NEBNext Q5 HotStart Hifi PCR 25 98°C 30s

Master Mix 98°C 10 s

Universal PCR primer (10 uM) 5 65°C 1 min 15 s } 8x
Index primer (10 M) 5 65°C 30s

DNA 15 7°C oo

Koncentrace DNA byla zméfena na fluorimetru Qubit® 2.0 (Invitrogen) a jednotlivé
vzorky byly zpoolovany do jedné zkumavky tak, aby vyslednd knihovna obsahovala stejné
mnozstvi DNA (v ng) od kazdého vzorku. Nasledovala koncentrace knihovny na objem 6 pl

pomoci pfistroje IR Concentrator NB 503CIR (N-Biotek).

Pro ptipravu knihovny byl vyuzit Mastercycler Pro (Eppendorf), centrifuga 5415 R
(Eppendorf) apro vizualizaci vzorkli naagar6zovych gelech Standard UVT-28 M
Transilluminator (Herolab), kamera Gel Logic 100 (Kodak) a softwar 1D Image Analysis
(Kodak).

2.2.1.3 Obohaceni Hyb-Seq knihovny a sekvenovani

Knihovna DNA byla obohacena pomoci hybridiza¢nich sond o 1 180 lokust s 4 618
exony a celkovou délkou 1571 800 bp, které byly navrzeny pomoci skriptu Sondovac
(Schmickl et al.,, 2016) z transktipromovych a genome skimming dat druhlt C. ecomata
(genome skimming) a C. longa (transkriptom) podle doporuceni ve Weitemier et al. (2014).
Navrzeni hybridizacnich sond provedl Mgr. Toma$S Fér, Ph.D. a Roswitha Elisabeth
Schmickl, Ph.D. a nasyntetizovala je firma MY croarray (Ann Arbor, Michigan, USA).

Obohaceni DNA knihovny bylo provedeno pomoci kitu MYbaits® In-Solution
Sequence Capture for Targeted High-Throughput Sequencing (MYcroarray). Do zkumavek
byly pfipraveny tfi mixy: Library Master Mix, Hybridization Master Mix, Capture Baits
Master Mix (slozeni viz Tabulka 4). Podle schématu v Tabulce 5 byly jednotlivé Master mixy
inkubovany a posléze smichany do jedné zkumavky, kde probihala hybridizace po dobu 26
hodin.
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Tabulka 4. Slozeni Library Master Mix, Hybridisation Master Mix a Capture Baits Master Mix pro
obohaceni Hyb-Seq knihovny

Library Master Mix Hybridisation Master Mix Caprure Baits Master Mix
Block #1 2,5ul| |[HYB#I1 20 pl Capture Baits 5l
Block #2 2,5 ul| |[HYB#2 0,8 pl
Block #3. 0,6 ul| [HYB#3 8 ul RNase Block Il
DNA knihovna 59 ul| |HYB #4 0,8 ul

Po skonceni hybridizace byly cilové (nahybridizované) fragmenty DNA oddéleny
z roztoku pomoci magnetickych kuli¢ek Dyneabeads® My One™ Streptavidin C1 magnetic
beads (Thermo Fisher Scientific) potazenych streptavidinem, ktery tvoii vazbu s biotinem
inkorporovanym v hybridizacnich sondach (Capture Baits). V prvnim kroku bylo 50 pl
magnetickych kulicek tfikrat promyto pomoci 200 pl Binding Buffer, poté rozpusténo ve 20
ul Binding Buffer a inkubovéano 45 minut pii 65 °C. Nasledovalo pfidani 500 ul Wash Buffer
II, inkubace 5 minut pii 65 °C a odpipetovani supernatantu, které probehlo celkem trikrat,
arozpuSténi peletky v 30 pl

GIBCO™ Distilled Sterile Water  Tapulka 5. Cyklus a schéma hybridizaéni reakce. LM —
(Thermo Fisher Scientific). Library Ma'ster Mix, HM — Hybridization Master Mix, CB —
Capture Baits Master Mix.

Pomoci PCR s2x KAPA Teplota | 95°C 65 °C 65 °C 65 °C
HiFi HotStart ReadyMix byly Cas Smin | 3min 2 min 26 hod
o LM LM LM 9,5 ul LM
cilové fragmenty DNA M M 10,5 ml HM
namnoZeny (sloZzeni PCR smési CB + 6 ml CB

ateplotni cyklus viz Tabulka 6

a7) sprimery PS5 Zingiber: 5-AATGATACGGCGACCACCGA aP7 Zingiber: 5'-
CAAGCAGAAGACGGCATACGA, posléze piecisteny s vyuzitim QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) podle pokynii vyrobce kromé& eluce DNA do 30 ul GIBCO™
Distilled Sterile Water (Thermo Fisher Scientific) misto 50 pl a zméfeno mnozstvi DNA ve

vzorku pomoci fluorimetru Qubit® 2.0 (Invitrogen).

Pii obohaceni Hyb-Seq knihovny byl vyuzit Mastercycler Pro (Eppendorf),
Thermomixer comfort (Eppendorf) a centrifuga 5415 R (Eppendorf). Ptiprava Hyb-Seq
knihovny a jeji obohaceni bylo provedeno v DNA laboratoti Katedry botaniky PiF UK Mgr.
Monikou PospiSilovou a sekvenovani vzorkl probéhlo ve Stfredoevropském technologickém

institutu (CEITEC) v Brné na pfistroji [llumina MiSeq 2x 150 bp paired-end reads.
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Tabulka 6. SloZeni PCR smési s 2x KAPA HiFi Hot Tabulka 7. Teplotni cyklus pouZity pfi PCR s

Start ReadyMix 2x KAPA HiFi Hot Start ReadyMix
Chemikalie ul Teplota Doba
- . 98°C 30s
2x KAPA HiFi HotStart ReadyM 25
X iFi HotStart ReadyMix 9%°C 20s
PCR primer mix (10 uM) 1,5 62°C 30s }12x
Hyb-Seq knihovna 5-15 72°C 45s
72°C 5 min

GIBCO™ Distilled Sterile Water 8,5-18,5
4°C o0

2.2.2 Zpracovani dat
2.2.2.1 Analyza jadernych low-copy geni

Tvorba fylogenetickych stromu z kompletniho datasetu

Fylogenetické stromy z pfiblizn¢ tisice jadernych low-copy genli byly vytvofeny
pomoci pipeline HybPhyloMaker 1.2.2. DNA sekvence (primérni ready) vSech 30 druht
ziskané¢ metodou Hyb-Seq byly nejprve pomoci skriptu HybPhyloMakerl rawprocess.sh
podrobeny filtrovani a ofezani adaptort (Fér, 2016). PhiX ready byly odstranény za pomoci
programt Bowtie 2 2.2.4 (Langmead and Salzberg, 2012) a SAMtools 0.1.19 (Li et al., 2009)
a duplicitni ready pomoci programu FASTX 0.0.13 (Gordon & Hannon, 2010). Pro filtrovani
kvality a ofez adaptorti byl vyuzit program Trimmomatic 0.32 (Bolger et al., 2014), pficemz
byly odstranény sekvence s kvalitou nizsi nez Q20 anebo kratsi nez 36 bp. Jako dalsi produkt
tohoto skriptu byla vygenerovana tabulka se souhrnnymi statistikami, jako je plivodni pocet

nebo mnoZstvi odfiltrovanych readi.

Druhym krokem bylo namapovani readii s vyuzitim programu Geneious 7.0.6 (Kearse
et al.,, 2012) na tzv. pseudoreferenci — sekvenci exonti vyuzitych pfi tvorbé hybridiza¢nich
prob navzajem oddélenych 400 N. Nastaveni pro mapovani bylo ponechano podle doporuceni
v manualu z Fér (2016; Allow gaps: Maximum Per Read 15 %, Word Length 14, Ignore
words repeated more than 20 times, Maximum Mismatches Per Read 30%, Maximum Gap
Size 10, Index Word Length 12 a Maximum Ambiguity 4). Vyexportovana konsenzualni
sekvence (Threshold: 0% — Majority a bez zaSkrtnuti moznosti ,,Trim to reference a ,,Ignore
Gaps*) byla déle zpracovana skriptem HybPhyloMaker2 generatepslx.sh, ktery rozdéli
konsenzudlni sekvenci vzorkli na jednotlivé exony, ty jsou pomoci programu BLAT 34

(BLAST-like alignment tool; Kent, 2002) porovnany se sekvencemi puvodnich exont
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(minimum similarity threshold = 90) a vysledky jsou ulozeny jako soubory ,,PSLX", které¢
jsou nasledné vyuzivany jako vstupni soubory dalSich analyz (Fér, 2016). V tomto kroku byla
do analyzy také zahrnuta také transkriptomova data z Curcuma-longa JQCX (1000 Plants;

http://www.onekp.com).

Pomoci skriptu HybPhyloMaker3 processpslx.sh byly sekvence jednotlivych exont
s vyuzitim MAFFT 7.029 s automatickym nastavenim (Katoh and Standley, 2013)
zalignovany a jednotlivé exony byly zkonkatenovany do gend. V dalSim kroku byla
odstranéna chybé&jici data za pouziti skriptu HybPhyloMaker4 missingdataremoval.sh. Byly
ponechany sekvence genti obsahujicich méné nez 20 % chybéjicich dat a geny obsahujici
alesponl 75 % analyzovanych druhti. Nasledovalo vytvofeni genovych stromti pomoci skriptu
HybPhyloMaker5a RAxXxML for selected.sh (Fér, 2016) vyuzivajici metodu Maximum
Likelihood implementovanou v programu RAxML 8.2.4 (Stamatakis, 2014) s 1000
bootstrapovymi replikacemi a souhrnné tabulky a histogramy byly vygenerovany pomoci
skriptu HybPhyloMakerS5a2 RAXML trees summary.sh (Fér, 2016) s vyuzitim programu R
323 (R Core Team, 2017). Nasledovalo zakofenéni stromii druhem Siphonochilus
aethiopicus pomoci Newick Utilities 1.6 (Junier and Zdobnov, 2010) aslouceni vSech
vygenerovanych  genovych  stromii  dojednoho  souboru  skriptem  HybPhylo-
Maker6 roottrees.sh. Skripty HybPhyloMaker7a astral.sh, HybPhyloMaker7b astrid.sh,
HybPhyloMaker7c mrl.sh a HybPhyloMaker7f concatenated-ExaML.sh byly vyuzity pro
odhad species tree z 1 154 genl ziskanych po filtrovani kvality pomoci programu ASTRID
1.0 (Vachaspati and Warnow, 2015) s 1 000 bootstrapovymi replikacemi, ASTRAL 4.10.10
(Mirarab et al., 2014), metody MRL (Nguyen et al., 2012) a konkatenace v programu ExaML
3.0.15 (Kozlov et al., 2015) se 100 bootstrapovymi replikacemi. Pro tvorbu stromu
v programu ExaML (Kozlov et al., 2015) byl vyuzit dataset rozdéleny na partitions po
jednotlivych genech pfipraveny pomoci programu PartitionFinder2 (Lanfear et al., 2014)
s nastavenim branchlengths = linked; models = GTR+G a model selection = AICc a pro
tvorbu MRL stromu pak MRP matice (Mirarab, 2015) aRAxML 824 s1 000
bootstrapovymi replikacemi (Stamatakis, 2014). Dale byly vytvofeny tzv. ,update*
fylogenetické stromy z 811 gent — doSlo k vyfazeni celkem 343 genil s nizkou primérnou
bootstrapovou podporou (<50). Byl pouzit skript HybPhyloMaker8 update trees.sh a dale
pak skripty =~ HybPhyloMaker6 roottrees.sh, = HybPhyloMaker7a astral.sh, = HybPhylo-
Maker7b_astrid.sh, HybPhyloMaker7c mrl.sh a HybPhyloMaker7f concatenatedExaML.sh,

vzdy s 1 000 bootstrapovymi replikacemi kromé konkatenace, kde bylo pouzito pouze 100
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replikaci (Fér, 2016). Jako posledni byl vytvofen strom metodou ASTRAL (Mirarab et al.,

2014) z 1 154 genovych stromll se zkolabovanymi nody s bootstrapovou podporou <70,

kolaps proveden v programu TreeCollapserCL 4 (Hodcroft, 2016), pomoci skriptu

HybPhyloMaker10a Ast-ral on collapsed.sh (Fér, unpubl.), schéma analyzy dat jadernych

low-copy geni na Obrazku 5.

7

PRIMARNI READY

i

CELKOVY DATASET

1 180 genti

i

FILTROVANI KVALITY
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N
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FILTROVAN[ GENU
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ASTRAL

Obrazek 5. Schéma analyzy jadernych low-copy gent.

Tvorba fylogenetickych stromii z podsouboru genii

2 ¥ Y

ASTRAL ASTRID MRL EXAML

Pro zhodnoceni poctu genli potiebnych k vérohodné rekonstrukci species tree byly

vytvofeny podsoubory gent — 5, 20, 100, 200 a 500, na jejichz zakladé byly odvozovany

fylogenetické stromy s vyuZzitim ¢tyf metod rekonstrukce species trees — ASTRAL, ASTRID,

MRL a konkatenace ExaML. Ke zhodnoceni vlivu hybridnich druhti s rodic¢i ze vzdalenych
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skupin na pfesnost odvozované fylogeneze byly vytvofeny dva datasety — kompletni

s hybridnimi druhy a kontrolni bez hybrida.

Dvakrat 1 154 genovych stromii se 100 bootstrapovymi replikacemi vytvofenych
pomoci programu RAXML 8.2.4 (Stamatakis, 2014) v ramci pipeline HybPhyloMaker (Fér,
2016) bylo vyuzito jako vstupni datasety pro fylogenetické analyzy zalozené na podsouboru
gend. Prvni dataset zahrnoval v§ech 31 druhti, z druhého kontrolniho datasetu byly odstranény
pravdépodobné hybridni druhy — C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana. Pomoci
webového serveru www.random.org byly jednotlivé genové stromy ndhodné setazeny a pro
tvorbu fylogenetickych stromli bylo vybrano vzdy 5, 20, 100 a 500 genl s deseti
opakovanimi. Vybrany byly geny 1-100, 101-200 atd. pro analyzu 100 gent, 1-5, 101-105
atd. pro analyzu zaloZenou na péti genech a 51-70, 151-170 atd. pro analyzu 20 genid — tzn.
kazdy genovy strom mohl byt zahrnut pouze v jednom opakovani dané analyzy. Protoze
celkovy pocet genll byl pouze 1 154, byly pro analyzu 500 genti kombinovany jednotlivé
stovky gent tak, aby kazdy gen byl zahrnut v péti analyzach. Genové stromy byly zakofenény
druhem Siphonochilus aethiopicus pomoci Newick Utilities 1.6 (Junier and Zdobnov, 2010)
apro vSechny datasety vytvofeny fylogenetické stromy pomoci programu ASTRID 1.0
(Vachaspati and Warnow, 2015), ASTRAL 4.10.10 (Mirarab et al., 2014), metody MRL
(Nguyen et al.,, 2012) a konkatenace v programu ExaML 3.0.15 (Kozlov et al., 2015)
s vyuzitim skriptl pipeline HybPhyloMaker 1.2.2 (Fér, 2016). Bylo ziskano 10 species trees
se 100 bootstrapovymi replikacemi pro kazdou kategorii poctu vstupnich gend a metodu
tvorby fylogenetického stromu, mezi kterymi byla spocitana Robinson-Fouldova vzdalenost
(RF distance) definovand jako nejmensi pocet transformaci, které pfeméni jednu topologii
stromu na druhou (Robinson and Foulds, 1981) pomoci programu PhyBin 0.3 (Newton and
Newton, 2013). Jako Clustering option byla zvolena metoda UPGMA (Unweighted Pair
Group Method) adata byla analyzovana v modu ,tolerant kvili n€kterym chybé&jicim
taxonim ve fylogenetickych stromech. RF distance (Robinson and Foulds, 1981) byla také
spo€itdna mezi stromy vzniklymi z podsouboru genli a fylogenetickymi stromy zaloZenymi
nal 154 jadernych low-copy genech se 100 bootstrapovymi replikacemi. Jednotlivé
vzdélenosti byly vydéleny maximalni RF vzdalenosti: RFmax = 2 (n — 3), kde n = pocet taxont
zahrnutych v analyze — pro dataset obsahujici hybridy RFmax = 56, pro kontrolni dataset
RFmax = 50 a vynasobeny 100 pro ziskani relativni RF vzdalenosti v procentech, které byly
vyneseny do krabicovych grafti (boxplotil) pomoci programu PAST 2.17 (Hammer et al.,
2001).
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Vsechny ulohy pipeline Fér (2016) kromé lokdlniho mapovani readii v programu
Geneious (Kearse et al., 2012) byly provadény na strojich Narodni Gridové Infrastruktury

MetaCentrum (https://metavo.metacentrum.cz/).

2.2.2.2 Analyza chloroplastového genomu

Tvorba fylogenetického stromu z protein kodujicich oblasti

Pipeline HybPhyloMaker 1.2.2 byla vyuzita také ktvorbé chloroplastového
fylogenetického stromu zalozeného na kdédujicich chloroplastovych lokusech. Vyfiltrované
ready pomoci skriptu HybPhyloMakerl rawprocess.sh (Fér, 2016) byly namapovany
v programu Geneious 7.0.6 (Kearse et al., 2012) na pseudoreferenci obsahujici pouze kodujici
useky genomu C. roscoeana (Barrett et al., 2014) oddélené 400N s nastavenim shodnym jako

u mapovani jadernych genti.

Dale bylo vyuzito skripti HybPhyloMaker2 generatepslx.sh, kde byla do analyzy
zahrnuta Curcuma-longa JQCX (1000 Plants; http://www.onekp.com) a naopak vyfazena
Camptandra-latifolia S4 (z divodu velkého mnoZstvi chybgjicich dat), HybPhylo-
Maker3 processpslx.sh, HybPhyloMaker4 missingdataremoval.sh, HybPhyloMaker-
5a RAXML for selected.sh, HybPhyloMakerSa2 RAxML trees summary.sh, HybPhylo-
Maker6 roottrees.sh a Hyb-PhyloMaker7f concatenatedExaML.sh (Fér, 2016). Pti1 filtrovani
dat byly ponechiny sekvence genli obsahujicich méné nez 75 % chybéjicich dat a geny
obsahujici alesponit 75 % analyzovanych druhil a pro tvorbu fylogenetického stromu byl vyuzit
konkatenovany dataset obsahujici pouze kodujici useky 86 genii taktéz rozdélené na partitions
po jednotlivych genech. Fylogeneticky strom byl vytvofen v programu ExaML 3.0.15
(Kozlov et al., 2015) s 1 000 bootstrapovymi replikacemi. Dataset byl rozdélen na partitions
po jednotlivych genech pfipraveny pomoci programu PartitionFinder2 (Lanfear et al., 2014)

s nastavenim branchlengths = linked; models = GTR+G a model_selection = AlCc.

Tvorba fylogenetického stromu z celé cpDNA — mapovani na referenci

Jako referencni genom pro tvorbu fylogenetického stromu mapovanim na referenci byl
vyuzit chloroplastovy genom C. roscoeana (Barrett et al., 2014), na ktery byly postupné
namapovany ready ze 30 druhli vyfiltrované pomoci skriptu HybPhyloMakerl rawprocess.sh
(Fér, 2016). Pro krok mapovani byl vyuzit program Geneious 7.0.6 (Kearse et al., 2012)
s nastavenim shodnym jako ujadernych low-copy lokusi. Vyexportované konsenzualni

sekvence (Threshold: 0 %) byly zalignovany pomoci webového serveru MAFFT 7 (Katoh and
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Standley, 2013) s defaultnim nastavenim kromé¢ matice 1PAM a upraveny v programu
BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999). Anotace byla provedena pomoci programu DOGMA (Dual
Organellar GenoMe Annotator; Wyman et al., 2004) a z datasetu obsahujiciho large single
copy (LSC) region, small single copy region (SSC) i invertovanou repetici (IR) rozdéleného
na partitions (geny, r-RNA a nekddujici Gseky — t-RNA a partitions krat$i nez 75 bp byly
slou¢eny se sousedni partition) byl pomoci programu RAxML 8.2.4 (Stamatakis, 2014)

s 1 000 bootstrapovymi replikacemi a modelem GTR+G vytvoien species tree.

Tvorba fylogenetickeho stromu z cele cpDNA — de-novo assembly

Pro zkonstruovani fylogenetického stromu pomoci de-novo assembly byly vyuzity
ready 30 druh@ namapované na referenci C. roscoeana (Barrett et al., 2014) v ptedeslé
analyze (Mapovani na referenci). Ty byly vyexportovany v podobé BAM souborti a pomoci
skriptu HybPipel0 spadesaabacas.sh (Fér, unpubl.) podrobeny de-novo assembly v programu
SPAdes 3.6.0 (Bankevich et al., 2012) s hodnotami k-mer = 55, 77, 89 athreads = 6
anasledn¢ byly vybrany kontigy del$i nez 1000 bp a800-1000 bp dlouhé kontigy
s prumérnym pokrytim 3 avice, které byly opét namapovany na plastom C. roscoeana
(Barrett et al., 2014) v programu Geneious 7.0.6 (Kearse et al., 2012) s nasledujicimi
parametry: High sensitivity, Allow gaps: Maximum Per Read 20 %, Word Length 12,
Maximum Mismatches Per Read 40 %, Maximum Gap Size 100, Index Word Length 11
a Maximum Ambiguity 16. Po tomto kroku mélo nasledovat rozdéleni kontigh pre¢nivajicich
ptes konec reference na dva pro lepsi mapovani obou ¢asti, av§ak vétSina vzorkl precnivala
pouze 89 bp (z ~160 000 bp), proto byla ofezana reference a 89 bp dlouhy usek premistén
na opacny konec referencni sekvence. Mapovani na referenci v programu Geneious 7.0.6
(Kearse et al., 2012) bylo zopakovano, tentokrat s Highest sensitivity (Allow gaps: Maximum
Per Read 20 %, Word Length 10, Maximum Mismatches Per Read 50 %, Maximum Gap Size
500, Index Word Length 10 a Maximum Ambiguity 16). Z analyzy byly vyfazeny cCtyfi
vzorky  (Camptandra-latifolia_S4, Curcuma-gracillima SI1, Curcuma-singularis_S2
a Curcuma-vitellina S3), jejichz délka kontigli nepiesahovala 25 % délky reference. Konce
jednotlivych kontigli, které se Spatné shodovaly s referenci byly ofezdny a sekvence
zalignovany pomoci webového serveru MAFFT 7 (Katoh and Standley, 2013) s defaultnim
nastavenim krom¢é matice 1PAM a ofezany v programu BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999). Anotace
chloroplastového genomu byla provedena pomoci programu DOGMA (Wyman et al., 2004) a

z datasetu obsahujici LSC, SSC i1IR region rozdéleného na partitions (viz Mapovani
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na referenci) byl pomoci programu RAXxML 8.2.4 (Stamatakis, 2014) s 1 000 bootstrapovymi

replikacemi a modelem GTR+G vytvofen species tree.

2.2.2.3 Fylogeneze ribozomdalni DNA

Tvorba fylogenetického stromu z rDNA — de-novo assembly

Nejprve byly ready 30 druhit vyfiltrované pomoci skriptu HybPhylo-
Makerl rawprocess.sh (Fér, 2016) namapovany na hybridni referenci slozenou z ETS
(external transcribed spacer) C. alismatifolia (Hayakawa et al., 2011) a zbylé ¢asti rTDNA
cistronu Elettaria cardamomum (Fér, unpubl.) s vyuzitim programu Geneious 7.0.6 (Kearse et
al., 2012) a shodného nastaveni s mapovanim jadernych low-copy lokust. Tyto ready byly
vyexportovany v podobé BAM souboril a pomoci skriptu HybPipelO spadesaabacas.sh (Fér,
unpubl.) podrobeny de-novo assembly v programu SPAdes 3.6.0 (Bankevich et al., 2012)
s hodnotami k-mer = 55, 77, 89 a threads = 6 a nasledné byly vybrany kontigy del$i nez 1 000
bp a 800—1 000 bp dlouhé kontigy s primérnym pokrytim 3 a vice, které byly namapovany
zpét na hybridni referenci v programu Geneious 7.0.6 (Kearse et al., 2012) s nastavenim High
sensitivity. Spatné namapované konce byly odstranény, kontigy zalignovany pomoci
webového serveru MAFFT 7 (Katoh and Standley, 2013) s defaultnim nastavenim kromé
matice 1PAM a ofezany koncové sekvence v programu BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999). Dataset
byl rozdélen na sedm partitions (ETS; 18S; ITS1; 5,8S; ITS2; 26S a NTS) a pomoci programu
RAxXML 8.2.4 (Stamatakis, 2014) s 1 000 bootstrapovymi replikacemi a modelem GTR+G

vytvofen species tree.

Tvorba fylogenetického stromu z rDNA — mapovdni na referenci

Pro mapovani na referenci byly vyuzity ready namapované v piedeslé analyze (De-
novo assembly) a jako reference slouzila sekvence C. rhomba vznikla pii de-novo assembly
ofezana na puvodni délku hybridni referencni sekvence (byly odstranény oba piesahujici
konce, které¢ s rDNA pravdépodobné nesouvisi). Mapovani bylo provedeno v programu
Geneious 7.0.6 (Kearse et al., 2012) se shodnym nastavenim jako pfi mapovani jadernych
low-copy genl. Vyexportované konsenzudlni sekvence (Threshold: 0 %) byly zalignovany
pomoci webového serveru MAFFT 7 (Katoh and Standley, 2013) s defaultnim nastavenim
krom& matice 1IPAM a ofezany koncové sekvence v programu BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999).

Dataset byl rozd€len na sedm partitions (ETS; 18S; ITS1; 5,8S; ITS2; 26S a NTS) a pomoci
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programu RAXML 8.2.4 (Stamatakis, 2014) s 1 000 bootstrapovymi replikacemi a modelem

GTR+G vytvoten species tree.

Vsechny ulohy pipeline Fér (2016) kromé lokéalniho mapovani readti v programu
Geneious (Kearse et al., 2012) a vypocet fylogenetickych stroma pomoci programu RAxML
8.2.4 (Stamatakis, 2014) byly provadény na strojich Narodni Gridové Infrastruktury
MetaCentrum (https://metavo.metacentrum.cz/). Alignmenty jednotlivych jadernych gent
vyuzitych k rekonstrukci fylogeneze, stejné jako cpDNA a rDNA alignmenty jsou uvedeny

v samostatné Pfiloze.

2.2.2.4 Srovnani species trees z riiznych molekuldrnich markeru

K porovnani topologii species trees vytvoienych z riznych molekuldrnich markert byl
vybran strom z 811 konkatenovanych jadernych low-copy gend, strom z celého
chloroplastového genomu z mapovani na referenci a strom z ribozomdlniho cistronu z de-
novo assembly. Pomoci grafického editoru paint.net (www.getpaint.net) byly vytvoreny dva
obrazky srovnavajici topologii jaderného species tree s plastomovym stromem a jaderného

species tree s ribozomalnim stromem.

2.2.2.5 Testovani hybridniho puvodu vybranych druhii

Pro testovani pfitomnosti hybridnich druhli v datasetu byly provedeny tii rtizné
analyzy. Prvni z nich byla tvorba fylogenetickych siti zobrazujicich retikulatni vztahy mezi
jednotlivymi druhy pomoci Neighbor-Net algoritmu (Bryant and Moulton, 2004) a programu
PhyloNet (Than et al., 2008),druhd testovani pfitomnosti pfedem definovanych
monofyletickych skupin druhil v jednotlivych genovych stromech a tfeti lineage movement
analyza (Smith and Dunn, 2008) =zobrazujici procento vyskytu testovaného druhu
v alternativnich pozicich konsenzuédlniho stromu na zdklad¢ vstupniho souboru genovych

stromul.

Fylogenetické site

Pro vizualizaci retikulatnich vztahi v jednotlivych datasetech byly vytvofeny
fylogenetické sit€¢ s vyuzitim algoritmu Neighbor-Net (Bryant and Moulton, 2004)
implementovaného v programu SplitsTree 4.14.4 (Huson and Bryant, 2005) s uncorrected
pairwise distance matici. Neighbor-Net analyza byla provedena pro konkatenovany dataset

z 1 1541 811 jadernych genl a kddujicich sekvenci chloroplastové DNA vytvofenych pomoci

pipeline HybPhyloMaker (Fér, 2016), dile zrDNA acpDNA sekvenci vzniklych jak
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mapovanim na referenci, tak pomoci de-novo assembly, celkem bylo tedy vytvofeno sedm
siti. Pro lepsi znazornéni vztaht mezi jednotlivymi druhy kurkum byly z analyzy vyrazeny

taxony tvoftici outgroup.

Pomoci Maximum Pseudo-Likelihood pfistupu pro odvozovani fylogenetickych siti
(Yu and Nakhleh, 2015) v programu PhyloNet 3.6.1 (Than et al., 2008) bylo vytvoieno pét
fylogenetickych siti z 1 154 jadernych low-copy gent 28 druhti rodu Curcuma a dvou druht
rodu Camptandra (vzdalenéjsi outgroup byl vyfazen pro mozné ovlivnéni analyzy)
konstruovanych metodou RAXxML (Stamatakis, 2014) s maximalné 20 % chybégjicich dat
na lokus a pfitomnosti alespoit 75 % taxonl. Sité¢ byly odvozovany pouze z topologii
jednotlivych gend ajednoho runu pseudo-likelihood analyzy s nastavenim maximalné ctyt

hybridiza¢nich udalosti.

Lineage movement analyza

Jako vstupni genové stromy pro tuto analyzu byly pouzity stromy z jadernych low-
copy genl vytvorené pomoci pipeline HybPhyloMaker 1.2.2 (Fér, 2016). Bylo ziskano
celkem 970 se 100 bootstrapovymi replikacemi, které obsahovaly vSech 29 taxoni (druhy
Siphonochilus aethiopicus a Camptandra latifolia byly z analyzy vyfazeny kvili velkému
procentu chybgjicich dat) a maximaln€ 20 % chybéjicich pozic u jednotlivych gen.
Nésledovala lineage movement analyza v programu PhyUtility 2.2 (Smith and Dunn, 2008).
Jako konsenzudlni strom byl vyuzZit konkatenovany Maximum Likelithood species tree
vytvoteny v programu ExaML (Kozlov et al., 2015) zalozeny na 1 154 genech. Procenta
pfitomnosti druhli na odliSnych pozicich v genovych stromech byly secteny pro sedm skupin
— Curcuma I a Curcuma II, podrod Curcuma celkov€, Hitcheniopsis, Ecomata a Pierreana
a ,,Hybridi“. Zarazeni jednotlivych druhi podle Tabulky 1 asbémou nemonofyletickou
skupinu ,,Hybridi* tvofily tfi potencialn€ meziliniovi hybridi C. myanmarensis, C. roscoeana
a C. vamana, C. candida byla pro celkovy souhrn zatazena do skupiny Curcuma II kvili jeji
bazalni pozici v konsenzualnim stromu, pro detailni tabulku zabyvajici se pouze hybridnimi

druhy vyclenéna zv1ast’.

Testovani monofylie

Vstupni genové stromy zjadernych low-copy genl pro testovani monofylie
jednotlivych skupin byly vytvofeny pomoci pipeline HybPhyloMaker 1.2.2 metodou RAXML
se 100 bootstrapovymi replikacemi (Fér, 2016). Pti filtrovani dat byly ponechany sekvence

genti obsahujicich méné¢ nez 20 % chybé&jicich dat a geny obsahujici alespont 75 %
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analyzovanych druhd. Byly vytvofeny Tapulka 8. Ptikazy pouzité pfi filtrovani stromil

celkem &ty datasety, nakterych byla neobsahujicich pfislusného hybrida -
] N grepoutgroup.sh (Fér, unpubl.), hybrid = jméno
monofylie pozd¢ji testovana: hybridniho druhu.

1. \/éechnyr druh&r kromé 3 |[for i in $(ls *Assembly*); do

g . , C 10 echo $1i
meziliniovych hybridi - C.
if grep -g "hybrid" $i; then
numunnarensis, C. roscoeana |echo -e "$i\tl" >> geneswithoutgroup.txt
;o 1
aC. vamana pro testovani |=°°
echo -e "$i\t0" >> geneswithoutgroup.txt

hybridniho vzniku C. candida |:;

srodi¢i spadajicimi do skupiny [done

Curcuma I a Curcuma II a pro kontrolni testy nehybridnich druhi

2. VSechny druhy kromé C. roscoeana a C. vamana pro testovani hybridniho vzniku
C. myanmarensis s rodic¢i spadajicimi do podrodt Curcuma a Hitcheniopsis

3. VsSechny druhy kromé C. myanmarensis a C. vamana pro testovani hybridniho
vzniku C. roscoeana s rodi¢i spadajicimi do podrodt Curcuma a Hitcheniopsis

4. VSechny druhy kromé C. roscoeana a C. myanmarensis pro testovani hybridniho

vzniku C. vamana s rodi¢i spadajicimi do podrodit Curcuma a Hitcheniopsis

Ze souboru genovych stromi byly nejprve vybrany a odstranény ty, které
neobsahovaly testovany druh pomoci skriptu grepoutgroup.sh (Fér, unpubl.; Tabulka 8).
Jednalo se pouze o malé mnoZstvi gent (do 40 genil na jeden dataset, obvykle vSak kolem
10 genti). Dale byly zkolabovany vétve s bootstrapovou podporou nizsi nez 70 pomoci
programu TreeCollapserCL 4 (Hodcroft, 2016) atesty monofylie probihaly v programu
R333 (R Core Team, 2017) pomoci funkce ,,is.monophyletic“ zknihovny ,ape*
implementované ve skriptu monophyly.R (Fér, unpubl.; viz Tabulka 9). Pro testovani

monofylie bylo zvoleno celkem 12 skupin:

C — druhy podrodu Curcuma bez testovaného druhu

Chyb — podrod Curcuma véetné testovaného druhu

H — druhy podrodu Hitcheniopsis bez testovaného druhu

Hhyb — druhy podrodu Hitcheniopsis a testovany druh

CHhyb — druhy podrodit Curcuma a Hitcheniopsis v¢etné testovaného druhu
E — druhy linie Ecomata bez testovaného druhu

Ehyb — druhy linie Ecomata a testovany druh

P — druhy linie Pierreana bez testované¢ho druhu

A S A R A e

Phyb — druhy linie Pierreana a testovany druh
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10. EPhyb — druhy linie Ecomata a Pierreana vcetné testovaného druhu
11. C1 — skupina Curcuma I bez testované¢ho druhu

12. Clhyb — Curcuma I v¢etné testovaného druhu

Vystupem byla TRUE/FALSE matice s hodnotami pro kazdy gen a testovanou
skupinu a geny obsahujici danou monofyletickou skupinu byly secteny. Jako geny, kde se
vyskytuje hybrid na bazi podrodu Curcuma, byly povazovany geny monofyletické jak pro
skupinu C, tak pro Chyb ajako geny, kde je hybrid ve skupin€¢ Curcuma II ty geny,
které splnily podminku: C1 = true » Clchyb = false » C = false » Chyb = true. Jako geny,
kde hybrid na bazalni pozici obou podrodit Curcuma a Hitcheniopsis, byly povazovany geny,

které splnily podminku: C = true » Chyb = false * H = true » Hhyb = false * CHhyb = true.

Tabulka 9. Piikazy pouzité pii testech monofylie — skript monophyly.R (Fér, unpubl.). Za
"hybrid Sxxx" byly dosazovany jednotlivé druhy (které byly diive odstranény z ptvodnich
skupin).

library (ape)
library (maps)
library (phytools)

E=c ("Curcuma-bicolor S155","Curcuma-corniculata S317","Curcuma-glans S316", "Curcuma-
flaviflora S315","Curcuma-flammea S318","Curcuma-ecomata S162")

P=c ("Curcuma-pambrosima S319","Curcuma-newmanii S314","Curcuma-xanthella S320","Curcuma-
vitellina S3","Curcuma-singularis S2","Curcuma-rhomba S160","Curcuma-pierreana S313")

Ehyb=c ("Curcuma-hybrid Sxxx","Curcuma-bicolor S155","Curcuma-corniculata S317","Curcuma-
glans S316","Curcuma-flaviflora S315","Curcuma-flammea S318","Curcuma-ecomata S162")

Phyb=c ("Curcuma-hybrid Sxxx","Curcuma-pambrosima S319","Curcuma-newmanii S314","Curcuma-
xanthella S320","Curcuma-vitellina S3","Curcuma-singularis_S2", "Curcuma-
rhomba S160", "Curcuma-pierreana S313")

EPhyb=c ("Curcuma-hybrid Sxxx","Curcuma-bicolor S155","Curcuma-corniculata S317","Curcuma-
glans_S316", "Curcuma-flaviflora S315","Curcuma-flammea S318","Curcuma-

ecomata S162","Curcuma-pambrosima S319", "Curcuma-newmanii S314","Curcuma-

xanthella S320","Curcuma-vitellina S3","Curcuma-singularis S2","Curcuma-

rhomba S160", "Curcuma-pierreana S313")

C=c ("Curcuma-plicata S204","Curcuma-petiolata S175","Curcuma-oligantha S157","Curcuma-
aeruginosa S169","Curcuma-bhatii S165","Curcuma-candida S156", "Curcuma-
cannanorensis S164", "Curcuma-longa_ JQCX")

Chyb=c ("Curcuma-hybrid Sxxx","Curcuma-plicata S204","Curcuma-petiolata S175","Curcuma-
oligantha S157","Curcuma-aeruginosa S169","Curcuma-bhatii S165","Curcuma-
candida S156","Curcuma-cannanorensis S164","Curcuma-longa JQCX")

H=c ("Curcuma-parviflora S159","Curcuma-alismatifolia S158","Curcuma-
involucrata_S205","Curcuma-gracillima_ S1")

Hhyb=c ("Curcuma-hybrid Sxxx","Curcuma-parviflora S159", "Curcuma-
alismatifolia S158","Curcuma-involucrata S205","Curcuma-gracillima S1")

CHhyb=c ("Curcuma-hybrid Sxxx","Curcuma-plicata S204","Curcuma-petiolata S175","Curcuma-
oligantha S157","Curcuma-aeruginosa S169","Curcuma-bhatii S165", "Curcuma-

candida S156", "Curcuma-cannanorensis S164","Curcuma-longa_ JQCX","Curcuma-

parviflora S159","Curcuma-alismatifolia S158","Curcuma-involucrata_ S205","Curcuma-
gracillima S1")

Cl=c ("Curcuma-aeruginosa S169","Curcuma-longa JQCX","Curcuma-plicata S204", "Curcuma-
petiolata S175")
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Clhyb=c ("Curcuma-aeruginosa S169","Curcuma- hybrid Sxxx","Curcuma-longa JQCX","Curcuma-
plicata S204", "Curcuma-petiolata S175")

groupsToTest=1ist (E, Ehyb, P, Phyb, EPhyb, C, Chyb, H, Hhyb, CHhyb,Cl,Clhyb)
groupsToTestNames=c ("E", "Ehyb", "P", "Phyb", "EPhyb", "C", "Chyb", "H", "thb", "Cthb", "l ", "Clhyb
"

trees files <- dir(pattern="*.result")
monophyletic <- function(file, monolist) {
print (file)
#read newick tree
tree = read.newick(file)
#put all species to 'alltips'
alltips <- tree$tip.label
#in 'comparelist' will be only those species from 'monolist' that are present in a tree
comparelist <- alltips[alltips %in% monolist]
#if nr. of species in comparelist is at least two function is.monophyletic is called
if (length (comparelist) > 1) {

mono <- is.monophyletic(phy = tree, tips = comparelist)
#otherwise function returns "NA"
} else {

mono <- NA

}

return (c (mono) )

}
ismonophyl <- trees files
ismonophyl <- data.frame (tree=trees files)
x <= 0

for (i in groupsToTest) {

x <- x + 1

ismonophyl[[x+1]] <- lapply(trees files, monophyletic, monolist = i)
}
colnames (ismonophyl) <- c("tree", groupsToTestNames)
ismonophyl <- as.matrix(ismonophyl)
write.csv (ismonophyl, file="monophylyResults.txt", quote=FALSE, row.names=FALSE)
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3 VYSLEDKY

Celkové bylo osekvenovano 27 druhi rodu Curcuma, 2 druhy rodu Camptandra
(C. latifolia a C. ovata) a Siphonochilus aethiopicus jako outgroup. Bylo ziskdno celkem
260 375-3 119 433 readti na vzorek s primérem 1 803 532 readt. Pfi filtrovani kvality bylo
vytazeno od 2,3 % do 8,1 % readd s primérnou hodnotou 4,6 % readd, pfi filtrovani duplikat
pak 3,7-41,0 % s primérem 14,0 % readd. Pii mapovani na pseudoreferenci tvoienou
sekvencemi jadernych low-copy genli doslo k namapovani od 83 037 do 1399 470 readt
na vzorek, coz tvoii od 18,0 do 63,9 % readi s primérem 52,1 %. Na chloroplastovy genom
se namapovalo od 613 do 110 819 readut, coz tvori 0,3—4,7 % readt s primérnou hodnotou
2,1 % anarDNA cistron pak 671-28 481, coz tvori 0,2-2,3 % s prumérem 0,9 %
(podrobnosti viz Tabulka 10).

Celkové mnozstvi namapovanych jadernych genti s méné nez 20 % chybé¢jicich udaja
se pohybovalo mezi 274 geny (23,2 %) u outgroup a 1 173 geny (99,4 %) s primérem 1 115
geni (94,5 %). Mnozstvi chybéjicich dat v téchto genech dosahovalo hodnot od 0,5 %
do 6,8 % s prumérem 1,5 % (Tabulka 11). Délka assembly jednotlivych jadernych low-copy
gent Cinila od 939 do 4 023 bp s primérem 1 335 bp. Rozpéti primérné bootstrapové hodnoty
jednotlivych genovych stroml ziskanych metodou RAXML bylo Siroké — od 16 do 88,
a primérna hodnota bootstrapu vSech genovych stromil ¢inila 56, pro dataset ,,update* pak 62.
Mnozstvi variabilnich pozic rostlo od 2,6 % do 26,7 % sprimérem 15,4 % a mnoZstvi

parsimonicky informativnich pozic od 1,6 % do 14,0 % s primérem 6,4 % (Ptiloha 1).

Chybéjici data u chloroplastové DNA tvofila pro alignment z protein kodujicih oblasti
0od 0% do 88,4 % s primérem 9,9 %, ude-novo assembly 0-96,9 % s primérem 13,4 %
a mapovani na referenci 0-73,6 %, pramérmé 7,0 %. U rDNA de-novo assembly tvorila
pak chybéjici data od 0 % do 4,9 % s primérem 0,6 % a u mapovani na referenci 1-19,1 %,
pramérneé 1,0 %. Primérné sekvena¢ni hloubka u jadernych genti dosahovala od 7 do 100
readll s celkovym primérem 57 readt, u cpDNA od 1 do 93 readd s celkovym primeérem 30
readl a u rDNA 14-387 readl, primérné pak 168 readt (Tabulka 11).
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Tabulka 10. Vysledky sekvenovani. Celkovy pocet readd (po odstranéni PhiX), po filtrovani kvality a duplikat a po mapovani na exonovou (sloupec
exony), chloroplastovou (sloupec cpDNA) a ribozomalni (sloupec rDNA) referenci. Procento vyfiltrovanych a duplicitnich readt je vypocitano z
pivodniho mnozstvi readtl, procento namapovanych redu (% exont, % cpDNA a % rDNA) je vypocteno z poctu readi bez duplikat.

Druh Pocet readii | Po filtr. kvality (% readi) | Bez duplikat (% readii) | Exony (% exonii) | cpDNA (% cpDNA) | rDNA (% rDNA)
Cam. latifolia 260 375 240 248 (92,3 %) 151 514 (63,1 %) 83 037 (54,8 %) 613 (0,4 %) 671 (0,4 %)
Cam. ovata 1385720 1322322 (95,4 %) 1097 167 (83,0 %) 598 277 (54,5 %) 8215 (0,7 %) 2 448 (0,2 %)
C. aeruginosa 2465310 2376 497 (96,4 %) 2218 659(93,4%)| 1163150 (52,4 %) 51467 (2,3 %) 23 485 (1,1 %)
C. alismatifolia 1311693 1268 631 (96,7 %) 1113216 (87,7 %) 586 944 (52,7 %) 22307 (2,0 %) 7 713 (0,7 %)
C. bhatii 1972 144 1920 002 (97,4 %) 1 682 260 (87,6 %) 889 182 (52,9 %) 41 305 (2,5 %) 8340 (0,5 %)
C. bicolor 1145 699 1096 507 (95,7 %) 963 640 (87,9 %) 541 518 (56,2 %) 24 727 (2,6 %) 10956 (1,1 %)
C. candida 1794107 1745 894 (97,3 %) 1518 480 (87,0 %) 927 113 (61,1 %) 32166 (2,1 %) 9 850 (0,6 %)
C. cannanorensis 1692178 1 644 365 (97,2 %) 1463 490 (89,0 %) 771 061 (52,7 %) 47 583 (3,3 %) 11534 (0,8 %)
C. corniculata 2918 677 2 780 558 (95,3 %) 2508 162 (90,2 %)| 1298605 (51,8 %) 46 130 (1,8 %) 21951 (0,9 %)
C. ecomata 1755851 1707 004 (97,2 %) 1496 658 (87,7 %) 786 637 (52,6 %) 59455 (4,0 %) 16 793 (1,1 %)
C. flammea 2299 465 2142 017 (93,2 %) 1990 607 (92,9 %)| 1022252 (51,4 %) 36 836 (1,9 %) 26 565 (1,3 %)
C. flaviflora 2799 988 2 622 940 (93,7 %) 2361244 (90,0 %)| 1277 710 (54,1 %) 110 819 (4,7 %) 17 075 (0,7 %)
C. glans 2266 087 2 134 605 (94,2 %) 1987 865 (93,1 %)| 1016403 (51,1 %) 52 981 (2,7 %) 24 487 (1,2 %)
C. gracillima 787 278 755 690 (96,0 %) 490 639 (64,9 %) 276 827 (56,4 %) 4162 (0,8 %) 1 806 (0,4 %)
C. involucrata 2171 646 2 055 225 (94,6 %) 1913459 (93,1 %) 752 511 (39,3 %) 41 544 (2,2 %) 18 089 (0,9 %)
C. myanmarensis 1560 209 1515266 (97,1 %) 1337314 (88,3 %) 706 019 (52,8 %) 47213 (3,5 %) 14 814 (1,1 %)
C. newmanii 2424 989 2270239 (93,6 %) 2089222 (92,0%)| 1183921 (56,7 %) 27 449 (1,3 %) 23 040 (1,1 %)
C. oligantha 1414928 1369 496 (96,8 %) 1231368 (89,9 %) 667 142 (54,2 %) 31619 (2,6 %) 12 350 (1,0 %)
C. pambrosima 2513479 2 388 655 (95,0 %) 2190 830 (91,7 %)| 1182157 (54,0 %) 45343 (2,1 %) 26 542 (1,2 %)
C. parviflora 1157939 1 098 092 (94.8 %) 949 035 (86,4 %) 483 323 (50,9 %) 29100 (3,1 %) 7 980 (0,8 %)
C. petiolata 645 192 623 285 (96,6 %) 597 317 (95.8 %) 294 849 (49,4 %) 25373 (4,2 %) 1765 (0,3 %)
C. pierreana 3119433 2 948 843 (94,5 %) 2 662 622 (90,3 %)| 1399470 (52,6 %) 40 512 (1,5 %) 28 481 (1,1 %)
C. plicata 2 604 155 2494 570 (95,8 %) 2313497 (92,7 %)| 10200931 (44,1 %) 66 038 (2,9 %) 11767 (0,5 %)
C. rhomba 1730534 1 635 534 (94,5 %) 1394 537 (85,3 %) 691 528 (49,6 %) 25627 (1,8 %) 17 664 (1,3 %)
C. roscoeana 1932 644 1 883 789 (97,5 %) 1 644 168 (87,3 %) 806 907 (49,1 %) 30307 (1,8 %) 15982 (1,0 %)
C. singularis 979 892 936 313 (95,6 %) 552931 (59,1 %) 353 536 (63,9 %) 1 620 (0,3 %) 12 732 (2,3 %)
C. vamana 1997 538 1951100 (97,7 %) 1 608 787 (82,5 %) 950361 (59,1 %) 32628 (2,0 %) 7 876 (0,5 %)
C. vitellina 709 195 652 052 (91,9 %) 406 078 (62,3 %) 252 628 (62,2 %) 1 877 (0,5 %) 8336 (2,1 %)
C. xanthella 2 558 735 2 404 037 (94,0 %) 2185154 (90,9 %)| 1138237 (52,1 %) 18 956 (0,9 %) 25614 (1,2 %)
S. aethiopicus 1730 873 1 652 933 (95,5 %) 1591 660 (96,3 %) 286 335 (18,0 %) 29 085 (1,8 %) 7 575 (0,5 %)
prumér 1 803 532 1721224 (954 %) 1523719 (86,0 %) 780286 (52,1 %) 34435 (2,1 %) 14 143 (0,9 %)
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Tabulka 11. Vysledky mapovani readti. Map. nDNA = pocet nuklearnich genti s chyb&jicimi daty do 20 %; Chyb. nDNA = primér chybé&jicich dat u jednotlivych Map.
nDNA gentd. Chyb. cpDNA/rDNA = prumérny pocet chybéjicich tidaji u cpDNA/rDNA (% N v nejdelsim pfislusném alignmentu).

Druh Map. nDNA (% z Chyb. nDNA Chyb. Chyb. cpDNA [Chyb. cpDNA |Chyb. rDNA [ Chyb. rDNA | O pokryti O pokryti O pokryti
1180) cpDNA geny | reference de-novo reference de-novo nDNA cpDNA rDNA
Cam. latifolia 731 (61,9 %) 6,8 % 88,4 % 73,6 % 96,9 % 3,6 % 0% 7 1 14
Cam. ovata 1 129 (95,7 %) 1,4 % 2,4 % 0,8 % 30,6 % 0,5 % 0% 44 7 49
C. aeruginosa 1173 (99,4 %) 0,6 % 0% 0% 0% 0 % 0,4 % 84 47 307
C. alismatifolia 1153 (97,7 %) 1,1 % 0% 0% 0% 0% 0% 43 20 93
C. bhatii 1163 (98,6 %) 0,7 % 0% 0% 0% 0% 0,1 % 66 38 156
C. bicolor 1151 (97,5 %) 1,2 % 0% 0,1 % 0% 0% 0,7 % 40 20 103
C. candida 1171 (99,2 %) 0,8 % 0% 0% 0% 0% 0% 70 29 133
C. cannanorensis 1172 (99,3 %) 0,8 % 0% 0% 0% 0% 1,3% 57 43 177
C. corniculata 1172 (99,3 %) 0,6 % 0% 0% 0% 0% 0% 94 42 227
C. ecomata 1 165 (98,7 %) 1,0 % 0% 0% 0% 0% 0,4 % 58 54 182
C. flammea 1167 (98,9 %) 0,7 % 0% 0% 0% 0% 0% 74 33 242
C. flaviflora 1170 (99,2 %) 0,5 % 0% 0,1 % 0% 0% 0% 92 93 226
C. glans 1169 (99,1 %) 0,8 % 0% 0,2 % 0 % 0% 0% 74 47 261
C. gracillima 1125 (95,3 %) 2,5 % 44,5 % 27,6 % 78,5 % 0% 0% 22 4 25
C. involucrata 1157 (98,1 %) 1,6 % 0% 0,1 % 0 % 0 % 0 % 54 34 211
C. myanmarensis 1169 (99,1 %) 1,0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 0,8 % 52 43 157
C. newmanii 1165 (98,7 %) 0,6 % 0% 0 % 0 % 0 % 1,0 % 84 24 272
C. oligantha 1167 (98,9 %) 0,8 % 0% 0% 0 % 0,2 % 1,1 % 49 26 164
C. pambrosima 1166 (98,8 %) 0,7 % 0% 0,1 % 0 % 0 % 0,2 % 86 39 316
C. parviflora 1 141 (96,7 %) 1,3 % 0% 0,1 % 0% 0,8 % 0% 36 26 94
C. petiolata 1 135 (96,2 %) 2,0 % 0% 0% 0% 0% 4.9 % 22 23 29
C. pierreana 1 166 (98,8 %) 0,7 % 0% 0,1 % 0% 0% 0% 100 36 387
C. plicata 1 165 (98,7 %) 1,0 % 0% 0% 0% 0% 0,7 % 74 58 187
C. rhomba 1162 (98,5 %) 1,1 % 0% 0,4 % 0% 0% 0% 51 23 186
C. roscoeana 1 163 (98,6 %) 0,9 % 0% 0% 0% 0% 0,1 % 59 28 186
C. singularis 1151 (97,5 %) 2,2 % 79.9 % 52,9 % 94,3 % 19,1 % 1,1 % 28 1 65
C. vamana 1 166 (98,8 %) 0,8 % 0% 0% 0% 0,3 % 0% 70 24 94
C. vitellina 1 120 (94,9 %) 3,2 % 80,1 % 53,0 % 93.8 % 0% 4.9 % 21 2 48
C. xanthella 1165 (98,7 %) 0,8 % 0% 0,4 % 0,9 % 0% 0,1 % 81 16 314
S. aethiopicus 274 (23,2 %) 6,3 % 1,4 % 1,3 % 5,9 % 5,7% 1,3% 22 24 150
Priamér 1115 (94,5 %) 1,5 % 9,9 % 7,0 % 13,4 % 1,0 % 0,6 % 57 30 168
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3.1 FYLOGENETICKE ANALYZY

3.1.1 Fylogeneze odvozena 7 jadernych low-copy genii

Celkem byly vytvofeny Ctyfi fylogenetické stromy z 1 154 (,,piivodni*) jadernych low-
copy gent, Ctyfi ,,update” stromy z 881 genii — metodami ASTRID (Ptiloha 2), ASTRAL
(Ptiloha 3), konkatenace metodou Maximum Likelihood (Obrazek 6A a Ptiloha 4B) a MRL
(Ptiloha 5) ajeden strom metodou ASTRAL (Ptiloha 4A) z 1 154 genii se zkolabovanymi

nody s bootstrapovou podporou <70 vzdy z 28 druhi rodu Curcuma a 3 druht outgroup.

Ve vsech deviti species trees se vytvoftily ¢tyii hlavni molekularni linie — Curcuma se
sesterskou Hitcheniopsis a sesterské Ecomata a Pierreana a v ramci podrodu Curcuma doslo
také k oddéleni skupin Curcuma I a Curcuma II. Hodnoty bootstrapové podpory a posterior
probability vétSiny vétvi byly vysoké, v intervalu od 95 do 100, resp. 0,95-1, asi 15 % vSech
vétvi mélo pak podporu niz$i atyto nizké podpory byly rovnomérné rozd€leny mezi
jednotlivé stromy krom¢ obou MRL stromt, kde hodnoty bootstrapové podpory dosahly 100

% u vSech nodu.

Pravdépodobni meziliniovi hybridi (vznikli z rodi¢t spadajicich do podrodt Curcuma
a Hitcheniopsis) ve vSech stromech zaujali pozici na bdzi podrodu Hitcheniopsis, avSak
v nékterych ptipadech doprovazenou nizsi bootstrapovou podporou. Curcuma candida — druh,
moznd taktéz hybridniho ptivodu s rodici spadajici do rtiznych linii podrodu Curcuma, stoji
v Sesti pfipadech na samotné bazi celého podrodu Curcuma, ve zbylych dvou pak na bazi
skupiny Curcuma I a jeho topologie v rdmci jednotlivych druhovych strom je také provazena
niz§im bootstrapem. Co se tyka vztahil uvniti skupin, vSechny metody odhadu species tree
vytvotily mirné odlisné fylogenetické stromy liSi se topologiemi nékterych vnitinich vétvi,
které jsou doprovazené (krom¢é& MRL stromil) snizenou bootstrapovou podporou, nebo

hodnotu posterior probability, pfislusného nodu.

3.1.2 Fylogeneze zaloZena na chloroplastové DNA

Fylogeneze cpDNA byla odvozena na zékladé¢ tfi piistupt k rekonstrukci sekvenci —
z celého chloroplastového genomu mapovanim na referenci (Obrazek 7A) a pomoci de-novo
assembly (Pfiloha 6A) ataké pouze z protein kddujicih oblasti (Pfiloha 6B) cpDNA.
Pro mapovani nareferenci bylo vyuzito 30 druhit (bez C. longa) s celkovou délkou

alignmentu 140 241 nukleotidi (nt), pro de-novo assembly 26 druhi (bez
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C. longa, C. gracillima, C. singularis, C. vitellina a Camptandra latifolia) s délkou
alignmentu 141 714 nt apro protein kddujici oblasti 30 druhti (vyfazena Camptandra
latifolia) z 86 genl s délkou alignmentu 78 919 nt. Druhy vyfazené z jednotlivych analyz
vykazovaly pfilis velké mnozstvi chybé&jicich dat a fylogenetické stromy byly odvozovany

s vyuzitim metody Maximum Likelihood.

Ve vsech tiech fylogenetickych stromech se vytvoftily ¢tyii hlavni skupiny. Curcuma
se oddélila od ostatnich tii jako prvni, nasledovala Ecomata a Pierreana tvortila sesterskou
skupinu k Hitcheniopsis. Curcuma candida zaujimala pozici v ramci skupiny Curcuma I a ti
meziliniovi hybridi stali na bazi podrodu Curcuma. Bootstrapové podpory jednotlivych vétvi
byly obecné vysoké, avsak topologie nékterych vnitinich nodu ziistala nepodpotena a lisila se
mezi jednotlivymi stromy, piedev§im uspecies tree vytvofené¢ho =z kddujicich gent

od ostatnich dvou.

3.1.3 Fylogeneze ribozomalni DNA

Odvozeni fylogenetického stromu z ribozomalni DNA bylo provedeno pomoci dvou
ptistupti — de-novo assembly (Obrazek 8A) a mapovani na rerefenci (Pfiloha 7A) s vyuzitim
metody Maximum Likelihood. V obou pfipadech bylo zahrnuto 30 druhii (bez C. longa)
a délka alignmentu pro de-novo assembly ¢itala 6 943 nt a pro mapovani na referenci 6 885

nt.

V obou species trees se vytvorily Ctyfi hlavni skupiny — Curcuma se sesterskou
Hitcheniopsis, ke které (avSak s velmi nizkou podporou) pfistupovala Ecomata anasledné
pak 1 Pierreana v ptipad¢ de-novo assembly, v piipadé mapovani na referenci tvofily skupiny
Ecomata a Pierreana clade, ktery disponoval mirnou podporou. V obou ptipadech byla
C. roscoeana a C. myanmarensis zahrnuta ve skupiné Curcuma a C. vamana zaujimala
bazalni pozici ke spojenym liniim Curcuma a Hitcheniopsis. OdliSného postaveni v obou
stromech nabyvala pak C. candida, ktera stala v ptipad¢ de-novo assembly také na pozici
po spojeni linii Curcuma a Hitcheniopsis, v ptipadé mapovani na referenci na bazalni pozici
skupiny Hitcheniopsis, av§ak s velmi nizkou bootstrapovou podporou. V ramci ¢tyi hlavnich
skupin vykazovalo nékolik druht také odliSné postaveni, avSak nékteré vztahy byly velmi
Spatn¢ podpofeny (BS <50) acelkovd podpora rDNA stromi byla niz$i nez

u chloroplastovych nebo jadernych fylogenezi.
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Obrazek 6. A: Update species tree z 811 konkatenovanych jadernych gend vytvofeny metodou Maximum Likelihood se 100 bootstrapovymi replikacemi, B: Neighbor-Net

analyza z 1 154 jadernych low-copy gent.. Hlavni linie oznaceny barevné — Curcuma I svétle modrou, Curcuma II tmaveé modrou, Hitcheniopsis zelené, Ecomata fialove,
Pierreana Cerven¢ a hybridni druhy ¢ernou barvou.
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Obrazek 7. A: Species tree z celého chloroplastového genomu ziskany mapovanim na referenci C. roscoeana a pomoci metody Maximum Likelihood s 1 000 bootstrapovymi
replikacemi. Hlavni linie oznaceny barevné — Curcuma I svétle modrou, Curcuma II tmavé modrou, Hitcheniopsis zelen€, Ecomata fialove, Pierreana ¢erveng a hybridni

druhy ¢ernou barvou. B: Neighbor-Net analyza stejné¢ho datasetu.
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Obrazek 8. A: Species tree z rDNA cistronu ziskany pomoci de-novo assembly a metody Maximum Likelihood s 1 000 bootstrapovymi replikacemi. Hlavni linie oznaceny
barevné — Curcuma I svétle modrou, Curcuma II tmavé modrou, Hitcheniopsis zelené, Ecomata fialoveé, Pierreana Cervené a hybridni druhy ¢ernou barvou. B: Neighbor-Net

analyza stejného datasetu.



3.1.4 Srovnani chloroplastové, ribozomdlni a jaderné fylogeneze

Obrazek 9 a 10 znazoriiuji odliSnosti v topologii mezi vybranymi fylogenetickymi
stromy — srovnani species tree z 811 konkatenovanych jadernych low-copy genii se stromem
z celého chloroplastového genomu z mapovani na referenci (Obrazek 9) a srovnani species

tree z jadernych low-copy gend se stromem z ribozomalniho cistronu z de-novo assembly

(Obrazek 10).

Ve vSech fylogenetickych stromech se vytvorily Ctyfi zakladni skupiny — Curcuma,
Hitcheniopsis, Ecomata a Pierreana. Co se tyka postaveni jednotlivych linii, tak v pfipadé¢
stromu z jadernych gent dochézi k oddé€leni dvou sesterskych skupin Ecomata a Pierreana
od zbylych dvou Curcuma s Hitcheniopsis, v ptipad€ chloroplastového genomu dojde nejprve
k oddéleni podrodu Curcuma od ostatnich tii skupin a posléze pak odstupuje Ecomata
od sesterskych Hitcheniopsis a Pierreana. U fylogenetického stromu z ribozomalni DNA
dochazi nejprve k oddéleni linie Pierreana od ostatnich tii a posléze Ecomata od sesterskych

Curcuma a Hitcheniopsis, avSak tato topologie neni podpoiena.

Pravdépodobné hybridni druhy — C. myanmarensis, C. roscoeana, C. vamana
i C. candida zaujimaji taktéz razné pozice. Curcuma candida stoji ve fylogenezi zalozené
na jadernych genech na bazi celého podrodu Curcuma, v chloroplastovém stromu naopak
v jeji vrcholové skupin€é (Curcuma I) a v ribozomalnim stromu na bazi po spojeni podrodil
Curcuma a Hitcheniopsis. Ostatni tfi hybridi zaujimaji ve stromu z jadernych genli pozici
na bazi podrodu Hitcheniopsis, v chloroplastovém stromu nabéazi podrodu Curcuma
a v ribozomalni fylogenezi stoji C. myanmarensis a C. roscoeana na bazalni pozici podrodu

Curcuma, kdezto C. vamana na bazalni pozici po spojeni podrodtt Curcuma a Hitcheniopsis.

Postaveni ne¢kterych druhti v ramci skupin se mezi jednotlivymi stromy také mirné lisi,
napt. C. corniculata, kterd ve stromu zjadernych genli zaujima pozici uprostied linie
Ecomata se nachdzi v chloroplastovém stromu najeji bazi nebo druhy C. singularis
a C. vitellina tvofici clade v chloroplastové fylogenezi, stoji ve species tree z jadernych gent

jedna ve vrcholové pozici a druhd na bazi skupiny Pierreana.
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Obrazek 9. Srovnani topologie ML stromu z 811 konkatenovanych jadernych low-copy gent se 100 bootstrapovymi replikacemi (vlevo) a ML stromu z celého
chloroplastového genomu z mapovani na referenci s 1 000 bootstrapovymi replikacemi (vpravo). Hlavni linie oznaeny barevné¢ — Curcuma I svétle modrou, Curcuma II
tmaveé modrou, Hitcheniopsis zelené, Ecomata fialove, Pierreana ¢ervené a hybridni druhy cernou barvou. Hlavni topologické zmény oznaceny ¢ervenym puntikem.
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Obrazek 10. Srovnani topologie ML stromu z 811 konkatenovanych jadernych low-copy genti se 100 bootstrapovymi replikacemi (vlevo) a ML stromu z ribozomalniho
cistronu z de-novo assembly s 1 000 bootstrapovymi replikacemi (vpravo). Hlavni linie oznaceny barevné — Curcuma I svétle modrou, Curcuma II tmavé modrou,
Hitcheniopsis zelené, Ecomata fialove, Pierreana Cervené a hybridni druhy ¢ernou barvou. Hlavni topologické zmény oznaceny ¢ervenym puntikem.
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3.1.5 Rekonstrukce fylogeneze na zdakladé podsouboru genii

K odhadu mnozstvi genli potfebnych pro tvorbu adekvatnich fylogenetickych stromu
byly vytvofeny a hodnoceny fylogenetické stromy zalozené na 5, 20, 100, 200 a 500 genech.
Celkem 10 species trees pro kazdou z kategorii — 5, 20, 100, 200 a 500 ndhodné vybranych
low-copy genovych stromt, bylo vytvofeno ¢tyfmi metodami rekonstrukce species trees —
ASTRAL, ASTRID, MRL a Maximum Likelihood (konkrétn¢ ExaML) pro dva razné
datasety — plny dataset obsahujici 31 druhii a dataset s vyfazenymi pravdépodobnymi
meziliniovymi hybridy, C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana. Robinson-Fouldova
vzdalenost slouzici jako ukazatel podobnosti jednotlivych species trees (viz Obrazek 11
a Ptiloha 8 a 9), kde Obrazek 11 znazorniuje srovnani RF distanci v zavislosti na po¢tu gent
pouzitych pfi tvorbé stromu druht, Pfiloha 8 srovnani mezi jednotlivymi metodami tvorby
species trees a Pfiloha 9 zobrazuje prumémé hodnoty RF distanci jak mezi jednotlivymi
stromy, tak mezi stromy z podsouboru gent a celkovym fylogenetickym stromem z 1 154

jadernych low-copy gend.

Z Obrazku 11 je patrné, ze RF distance mezi jednotlivymi stromy klesa s rostoucim
poctem genovych stromi zahrnutych v analyze — jak pro dataset obsahujici hybridni druhy,
tak pro dataset bez hybridi, zhruba od 60-70 % pro 5 gent po 10-20 % pro 500 gend,
pticemz hodnoty RF distanci obou dataseti dosahuji podobnych hodnot. U péti a 20 gent
dataset bez hybridd vykazuje o néco nizsi hodnoty RF distanci, u 100 gent je tomu vsak
naopak au 200 a 500 genii zalezi na pouzité¢ metodé tvorby fylogenetickych stromi. Co se
tyka srovnani jednotlivych metod, dosahuji RF distance také podobnych hodnot a zadna
nevykazuje vyrazné€ odlisné vysledky, pouze mirn€ vySsich hodnot kromé 20 genii dosahuje
metoda Maximum Likelihood. Vzdalenost mezi fylogenetickym stromem z 1 154 geni a
z jednotlivych genovych podsouborti vykazuje také snizujici se tendenci s rostoucim poctem
genll bez zavislosti na pouzité metode€, avsak dosahuje zhruba o 5-10 % nizSich primérnych

hodnot nez srovnatelné kategorie vzdalenosti mezi jednotlivymi stromy z podsouboru gentl.
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Obrazek 11. Srovnani RF distanci v zavislosti na poctu gent. RF distance vyjadfené jako procento z maximalni RF distance mezi 10 druhovymi stromy ziskanymi vzdy z 5,
20, 100, 200 a 500 jadernych low-copy geni metodami ASTRAL, ASTRID, MRL a ExaML. ,,-H* znaci dataset bez pfitomnosti meziliniovych hybridi C. myanmarensis,
C. roscoeana a C. vamana. Jednotlivé pocCty gentl vyvedeny stejnou barvou, dataset neobsahujici hybridni druhy je ve svétlejSich odstinech.
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3.2 TESTOVANI HYBRIDNIHO PUVODU VYBRANYCH DRUHU

Testovani pfitomnosti hybridnich druht v datasetu bylo provedeno tfemi metodami —
pomoci Neighbor-Net analyzy a MPL-PhyloNet metody, které zobrazuji zesitované vztahy
mezi jednotlivymi druhy. Druha lineage movemet analyza ukazuje mnoZzstvi genovych
stromi, ve které druh zaujima odliSnou topologii od konsenzualniho stromu a tieti testy
monofylie pocitaji mnozstvi genovych stromtl, kde jsou pfedem definované skupiny

(zahrnujici i mozny hybridni druh) monofyletické.

3.2.1 Fylogenetické sité

Neighbor-Net analyza byla provedena s vyuzitim vSech tif ¢asti genomu -—
konkatenovanych jadernych low-copy genli (Obrazek 6B), celého chloroplastového lokusu
(Obrazek 7B) aribozomalni DNA (Obrazek 8B a Ptiloha 7B). Fylogenetické sité ziskané
metodou Neighbor-Net z 1 154 (Obrazek 6B) i 811 low-copy gent vykazovaly ¢tyii hlavni
skupiny shodné s fylogenetickymi stromy, C. roscoeana, C. vamana a C. myanmarensis staly
mezi skupinami Hitcheniopsis a Curcuma a C. candida zaujimala bazalni pozici ve skupiné
Curcuma se zesitovanim ke skupiné¢ Curcuma I. Skupiny vytvorené v ramci fylogenetickych
siti z chloroplastového genomu se shodovaly se skupinami a postavenim druh v rdmci
cpDNA stromt. Ve fylogenetickych sitich zrDNA se utvorily ctyii skupiny shodné
s fylogenetickymi stromy, C. roscoeana zaujala postaveni na bazi skupiny Curcuma,
C. vamana a C. myanmarensis staly mezi skupinami Hitcheniopsis a Curcuma a C. candida

vykazovala bazélni pozici ke spojenym liniim Curcuma a Hitcheniopsis.

Fylogenetické sité¢ ziskané metodou Maximum Pseudo-Likelihood v programu
PhyloNet dosédhly hodnoty total log probability od -2 272 299 do -2 272 253, na Obrazku 12
je znazornéna sit’ s nejvyssi hodnotou. Ve vSech péti odvozenych sitich byly jako hybridni
druhy rozpoznany C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana se vznikem z podrodi
Curcuma a Hitcheniopsis. Spoleény vznik druht C. myanmarensis a C. roscoeana byl zjistén
u vSech péti siti, vznik C. vamana na ostatnich dvou druzich byl nezavisly. V jedné siti byly
jako hybridni rozpoznany také druhy C. longa a C. petiolata vzniklé z linie Curcuma I
a pfedka skupiny Curcuma I avsiti snejvyssi hodnotou total log probability byl jako
hybridni identifikovan také druh C. candida srodi¢i z linie Curcuma I apiedka skupiny
Curcuma 1. Co se tykd postaveni ostatnich druhli v rdmci fylogenetické sité, vykazovaly

nékteré z nich odli$né postaveni u nékterych siti.
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Obrazek 12. Fylogenetickd sit’ z 1 154 low-copy jadernych genti ziskand pomoci Maximum Pseudo-Likelihood v programu PhyloNet. Hybridni pivod ctyi druhdi znazornén
modrymi liniemi.
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3.2.2 Lineage movement analyza

Zaklad pro lineage movement analyzu zobrazujici procento vyskytu dané¢ho druhu
v alternaticnich pozicich konsenzuélniho species tree tvotilo 970 genovych stromt ziskanych
metodou Maximum Likelihood zjadernych low-copy gent s 29 taxony. Dva druhy tvofici
outgroup, Siphonochilus aethiopicus a Camptandra latifolia, nebyly do analyzy zatrazeny
kvili velkému mnozstvi chybéjicich dat, kviili kterému by se znacné snizil pocet vstupnich
genovych stromtl, protoze do analyzy mohly byt zahrnuty pouze stromy obsahujici vSechny

taxony.

Vysledky lineage movement analyzy jsou shrnuty ve dvou tabulkach — prvni zobrazuje
pouze hybridni druhy (Tabulka 12), v druhé je celkovy souhrn (Ptiloha 10). Procenta
pritomnosti druhti na jednotlivych pozicich byla seftena pro sedm skupin — Curcuma [
a Curcuma II, podrod Curcuma celkoveé, Hitcheniopsis, Ecomata, Pierreana a ,,Hybridi®.
Zatazeni jednotlivych druht je podle Tabulky 1, skupina ,,Hybridi“ je sbérnd nemonofyletické
skupina tfi potencialné meziliniovych hybridi C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana
stojicich na bazi linie Hitcheniopsis. Curcuma candida byla pro celkovy souhrn zatazena

do skupiny Curcuma II kvili jeji bazélni pozici v konsenzualnim stromu.

VSechny pravdépodobné nehybridni druhy vykazuji pohyb piedev§im v ramci
skupiny, do které samy spadaji (viz Ptiloha 10), v nizké mife pak i do ostatnich skupin —
zastoupeni gentl v ramci sesterské skupiny (Curcuma + Hitcheniopsis + hybridi a Ecomata +
Pierreana) ¢itad 0,2—1,5 % kromé zastoupeni druhti podrodu Curcuma ve skupiné hybrida, kde

se jedna o 1,4-2,9 % a zastoupeni v nesesterskych liniich tvoti 0-0,6 %.

Tti potencidlni meziliniovi hybridi — C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana
vykazuji nejvétsi miru pohybu také vramci své skupiny, ktera stoji nabéazi linie
Hitcheniopsis. Do podrodu Curcuma spadaji v 4,4-6,8 % genovych stromi, zastoupeni
ve skupin€ Curcuma I a Curcuma Il je podobné (viz Tabulka 11) a na ostatnich pozicich linie
Hitcheniopsis se  objevuji v 1,2-3,3% ptipadd. Curcuma candida zaujimajici
v konsenzudlnim stromu uplné bazalni pozici — ((Curcuma [ + Curcuma II) C. candida),
vykazovala pfitomnost vradmci skupiny Curcuma I v 35,2% genli, vradmci skupiny
Curcuma Il v 4,3 % genu, v ramci skupiny hybrida v 4,4 % ptipadi a v rdmci Hitcheniopsis
v 0,6 % stromil. Zastoupeni v ramci nesesterskych skupin Ecomata a Pierreana dosahuje

u vSech hybridi 0-0,5 % stejné jako u nehybridnich druhii.
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Tabulka 12. Vysledky lineage movement analyzy zaloZené na 970 stromech z jadernych low-copy
genu Ctyf potencidlné hybridnich druhd rodu Curcuma. Skupiny odpovidaji molekularnim liniim
(viz Tabulka 1), sbémmou skupinu ,Hybridi“ tvofi potencidlné meziliniovi hybridi -
C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana. Hodnoty ptitomnosti druhti v alternativnich pozicich
od konsenzualniho stromu jsou uvedeny v procentech a zaokrouhleny.

Skupina C. candida C. myanmarensis C. roscoeana C. vamana
Curcuma l 35,2 2.3 3,1 3,1
Curcuma Il 4,3 2,2 32 3,7

Curcuma 39,5 4.4 6.3 6,8
Hitcheniopsis 0,6 1,2 1,9 33
Hybridi 44 50,7 51,5 13,7
Ecomata 0,0 0,2 0,2 0,4
Pierreana 0,2 0,2 0,5 0,2

3.2.3 Testy monofylie

U 1 154 stromt ziskanych z jadernych low-copy genli metodou Maximum Likelihood
se 100 bootstrapovymi replikacemi a se zkolabovanymi vétvemi s bootstrapovou podporou
<70 byla testovdna pfitomnost jednotlivych druht rodu Curcuma v ramci
12 pteddefinovanych skupin. Vysledky ptitomnosti jednotlivych druhii ve vSech testovanych

skupinach jsou shrnuty v Pfiloze 12, v Tabulce 13 jsou pak shrnuty vyskyty potencidlné

vvvvvv

V analyze nehybridnich druhti bylo pozorovano majoritni mnozstvi genovych stromd,
ve kterych analyzovany druh spadal do stejné skupiny, do které patfil podle apriorni definice
skupin. Monofyleti¢nost téchto druhti s jinymi skupinami je ojedinéla (detaily viz Ptiloha 11).
Curcuma candida ve velkém poctu ptipadi spada do podrodu Curcuma, monofyletickou
skupinu s ostatnimi liniemi tvoii také ziidka. Co se tyka postaveni v ramci tohoto podrodu, 29
genil vykazuje monofylii druht skupiny Curcuma I a C. candida, v rdmci skupiny Curcuma I1
se C. candida objevuje v 10 ptipadech a bazalni pozici vykazuje v 41 genovych stromech.
Druhy skupiny Curcuma I vykazuji monofylii s touto skupinou ve 28-29 genech, se skupinou
Curcuma Il ve 2-6 genech anabazilni pozici stoji v 7-17 genovych stromech. Druhy
skupiny Curcuma II vykazuji monofylii s touto skupinou v 16-19 genech, se skupinou

Curcuma I ve 2 genech a na bazalni pozici stoji v 3—7 genovych stromech.

Ostatni hybridni druhy — C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana tvori
monofyletickou skupinu s podrodem Curcuma ve 108—135 ptipadech, s podrodem

Hitcheniopsis v 138—199 piipadech anabazélni pozici od obou podrodii stoji v 131-156
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genovych stromech (Tabulka 13), oproti tomu ostatni druhy podrodi Curcuma

a Hitcheniopsis stoji na bazalni pozici obou podrodt v 0—14 ptipadech.

Tabulka 13. Pocty geni podporujici jednotlivé skupiny ziskané pii testech monofylie Ctyt
hybridnich druhtt — C. candida, C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana zalozenych na 1 154
jadernych low-copy genech se zkolabovanymi vétvemi s bootstrapovou podporou <70. Curcuma =
geny s vyskytem hybrida vramci podrodu Curcuma, Hitcheniopsis = geny s vyskytem hybrida
vramci podrodu Hitcheniopsis, bdze C + H = geny s hybridem stojicim na bazi spojenych podrodt
Curcuma a Hitcheniopsis. Curcuma I = geny s vyskytem hybrida vramci skupiny velikosti genomu
Curcuma 1, Curcuma II = geny s vyskytem hybrida vramci skupiny velikosti genomu Curcuma 11,
baze C = bazalni postaveni hybrida vramci podrodu Curcuma.

skupina C. myanmarensis | C. roscoeana | C. vamana | |skupina C. candida
Curcuma 108 112 135 Curcuma 1 29
Hitcheniopsis 138 138 199 Curcuma Il 10
baze C+ H 148 156 131 baze C 41
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4 DISKUZE

4.1 USPESNOST SEKVENOVANI

Rozpéti poctu ziskanych readi u jednotlivych vzorkli je znacné — vice nez
desetindsobny rozdil mezi minimalni a maximalni hodnotou. Celkem pét vzorkii dosahlo
hodnoty nizs§i nez 1000 000 readd (piipruméru ~1 800 000), coz u étyf znich Ccinilo
problémy v nekterych fylogenetickych analyzach. Jedna se o druhy Camptandra ovata,
Curcuma gracilima, C. singularis a C. vamana, které vykazovaly taktéz velké mnozstvi
vyfiltrovanych duplicitnich readi, kolem 40 % (pii priméru ~15 %) a nizké mnozstvi readt
nalezici chloroplastovému genomu a rDNA cistronu. U cpDNA doséhlo pokryti téchto vzorki
velké mnozstvi chybégjicich dat v analyzach chloroplastového genomu, a dokonce vyrazeni
téchto vzorkll z analyzy u de-novo assembly, kde mnoZstvi chybéjicich dat ptesahlo 75 %.
U rDNA niZsi pokryti sice zpiisobilo vétsi mnozstvi chybé&jicich dat, avSak k vytvoreni témét
kompletniho cistronu s vyuzitim obou metod doslo. Co se tyké jadernych genti, bylo procento
chybéjicich dat téchto vzorkli zvyseno jen mirn¢ — proces obohaceni ziejmé probéhl
dostate¢né. Naopak zde hrala roli vzdalenost od reference — hybridizacnich prob, které byly
designovany ze sekvenci rodu Curcuma (Fér and Schmickl, unpubl.), a proto mély oba druhy

rodu Camptandra a Siphonochilus aethiopicus nejvyssi mnoZstvi chybéjicich dat.

Velké rozpéti v poctu readli, mnozstvi duplikati a zastoupeni vysokokopiové frakce
by mohlo byt zplsobeno zatfazenim rtznych vzorkli do rGznych knihoven s ostatnimi
druhy &eledi Zingiberaceae. Ctyfi problematické vzorky byly piipravovany a sekvenovany
spole¢né, aproto jsou kvalita a mnoZstvi knihovny spolu s nepfesnosti pii kvantifikaci

slabych knihoven nejpravdépodobnéjSimi pricinami vySe zminénych rozdila.

Co se tyka porovnani s ostatnimi pracemi vyuZivajicimi metodu target enrichment,
bylo dosazeno dobré ucinnosti zachyceni jadernych low-copy genid. V této préci se jednalo
v priméru o 52 % z celkového poctu readii, u ostatnich studii tvofily cilové sekvence
od 33 do 63 % readli (Heyduk et al., 2016; Johnson et al., 2016; Schmickl et al., 2016;
Weitemier et al., 2014). Mnozstvi cpDNA a rDNA readi bylo sice niz$i neZ u ostatnich studii,
avSak mnozstvi chyb¢jicich dat je srovnatelné (Heyduk et al., 2016; Schmickl et al., 2016;
Weitemier et al., 2014), coz souhlasi s primérnou hodnotou pokryti dostateCnou k dobré

assembly stanovenou na 30x u chloroplastové DNA a 40x u rDNA (Straub et al., 2012).
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4.2 REKONSTRUKCE FYLOGENEZE

4.2.1 Jaderné low-copy geny

Fylogenetické stromy zalozené na jadernych low-copy genech vykazuji obecné vysoké
bootstrapové podpory a konzistenci napfi¢ vSemi pouzitymi metodami — koalescenénim
piistupu (ASTRAL a ASTRID), supertree metodé (MRL) ikonkatenaci (Maximum
Likelihood), coz je ve shod¢ s dalSimi pracemi vyuzivajicimi next-generation sekvenovani
k rekonstrukci fylogeneze (napi. Ai and Kang, 2015; Heyduk et al., 2016; Léveillé-Bourret et
al., 2017; Schmickl et al., 2016).

Topologie jednotlivych linii v rdmci rodu Curcuma (sesterské podrody Curcuma
s Hitcheniopsis alinie Ecomata + Pierreana) se shoduje ve vSech vytvofenych stromech
a koresponduje s jiz publikovanou fylogenezi (Zaveska et al., 2016). Vétsi morfologicka
podobnost podrodu Curcuma s liniemi Ecomata a Pierreana oproti druhim fylogeneticky
sesterské skupiny Hitcheniopsis byla vysvétlovana jako vznik linii Curcuma a Ecomata +
Pierreana ze spolecného piedka a az nasledné odstépeni vrcholové skupiny Hitcheniopsis

od linie Curcuma (Zaveska et al., 2016).

I ptes vysoké mnozstvi genii vyuzitych pro odvozeni jednotlivych species trees se
na niz§ich Grovnich objevuji drobné topologické odliSnosti téméf u kazdé z hlavnich linii,
které jsou obvykle doprovazeny snizenim bootstrapové podpory nebo posterior probability.
Obdobnych vysledkii bylo dosazeno v praci na rodu Oxalis (Schmickl et al., 2016), kde se
fylogenetické stromy vytvofené jednotlivymi metodami také 1iSi v topologii 2 — 3 nodi, coz
mize byt zplisobeno urcitou mirou nepfesnosti pii odvozovani species tree, jak bylo
prokdzano ve studiich Kupczok et al. (2010) a Vachaspati and Warnow (2015) nebo
hybridizacnimi udéalostmi mezi druhy — vzhledem k vysokému mnoZstvi geni zahrnutych
v jednotlivych analyzach se jevi dalsi priciny zptisobujici nizké podpory u species tree, napf.
nedostatek signdlu v datech nebo vliv ILS, coz je ndhodny a nesystematicky proces, jako
nepravdépodobné. Oproti tomu hybridizacni udalosti systematické jsou — produkuji velké
mnozstvi genti se shodnou topologii liSici se od topologie majoritni (Linder and Rieseberg,
2004). Jako nejlepsi (obsahujici nejmensi pocet Spatné podpotenych a od topologie odvozené
vétSinou ostatnich metod se liSicich cladil) byl vybran strom vytvofeny konkatenaci 811 gend,
ktery obsahoval pouze jednu Spatné podpoienou topologii — clade tvotici C. newmanii
a C. xanthella, ktezto v ostatnich ptipadech pfistupuje s vysokou podporou nejdiive

C. newmanii a posléze az C. xanthella k jadru skupiny Pierreana.
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Tti pravdépodobné hybridni druhy (C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana)
se ukazaly jako blizsi skupiné Hitcheniopsis u fylogeneze z NGS dat, coz se lisi od prace
Zaveska et al. (2016), kde byly tyto druhy na zaklad¢ 4 jadernych genti, ITS a cpDNA lokusu
piifazeny blize skupin€¢ Curcuma, avsak s velmi nizkou podporou. Vztahy hybridnich druha
byly ve species trees konstruovanych z jadernych low-copy genil ve vétSing€ piipad vysoce
podpoieny, avSak v nékterych topologiich, zvlasté z ,,update datasetu (genl s primérnym
bootstrapem >50), byla statistickd podpora téchto nodd mirn¢ snizena, coz muze
zpochybiiovat vyhradni vztah druhG ke skupiné Hitcheniopsis a naznaCovat pravé jejich
hybridni ptivod. Postaveni druhu C. candida se také 1i§i mezi obéma pracemi, v Zaveska et al.

(2016) se tento druh zaradil do skupiny Curcuma I, zde stoji na bazi celé skupiny Curcuma.

I pfes mirné inkongruence mezi stromy vytvofenymi pomoci jednotlivych metod
se jedna o velky pokrok v pochopeni vztahii v rdmci rodu Curcuma, které jsou vysoce
podpoieny oproti diive publikované fylogenezi (Zaveska et al., 2012) zalozené na tradi¢né
pouzivanych markerech, jako je ITS sekvence a nékolik méalo chloroplastovych lokusti. Diky
tomu se metoda Hyb-Seq (Weitemier et al., 2014) zahrnujici okolo tisice low-copy
nuklearnich gent jevi jako vhodna i pro odvozovani fylogenetickych vztahli u komplexnich
skupin zahrnujici polyploidni, pfipadné hybridni druhy, jejichZz odhalovani v ramci datasetu

bude diskutovano nize.

4.2.2 Chloroplastova DNA a ribozomadlni cistron

Vzhledem k moznym strukturnim zménam v chloroplastovém genomu a paralognim
sekvencim u ribozomalniho lokusu byly cpDNA a rDNA sekvence analyzovany jak pomoci
de-novo assembly, tak mapovanim na referenci se zahrnutim kodujicich 1 nekoddujicich
oblasti. V ptipadé¢ cpDNA byla fylogeneze odvozena také pouze z protein kodujicich oblasti

a hodnocena schopnost jednotlivych metod vyftesit fylogenetické vztahy v rodu Curcuma.

Ctyfi skupiny vytvofené vramci chloroplastové fylogeneze byly shodné, jak
z hlediska pfitomnosti jednotlivych druht, tak vzajemné topologie, napfi¢ vSemi pouzitymi
metodami. Linie Hitcheniopsis, Ecomata a Pierreana zde tvoii podpofenou monofyletickou
skupinu, coz je v souladu s difive publikovanymi vysledky fylogeneze cpDNA vyuzivajici
pouze tfi chloroplastové lokusy, kde byla tato topologie podpotfena pouze slabé (Zaveska et
al., 2012). Vztahy v ramci téchto tii linii vSak vykazuji i u NGS dat snizenou bootstrapovou

podporu a kratké vétve.
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Vsechny tfi cpDNA stromy z NGS dat mély vétSinoveé vysoké bootstrapové podpory,
podobné¢ jako v dalSich studiich vyuzivajici cely/témét cely chloroplastovy genom k odvozeni
vnitrorodové fylogeneze (napi. Parks et al., 2009; Schmickl et al., 2016; Weitemier et al.,
2014). Nekteré nody vsak vykazovaly odlisSnou topologii a/nebo snizenou bootstrapovou
podporu v zavislosti na pouzité metod¢. Jako nejvhodnéjsi ptistup u rodu Curcuma se ukazalo
mapovani na referenci, které vykazovalo nejvyssi bootstrapové podpory (minimalni hodnota
60) anejmensi mnozstvi chybéjicich dat, které bylo u vétSiny druhG avSech metod
zanedbatelné, avSak u Ctyt vzorki s celkové nizkym poctem readli se hodnoty chybéjicich dat
lisily 1 o n€kolik desitek procent. U de-novo assembly tyto druhy obsahovaly vysoké mnozstvi
chybéjicich dat (i vice nez 90 %), a proto byly z analyzy vytazeny. Stejnych vysledk —
ziskani vétstho mnozstvi dat pro nasledné fylogenetické analyzy pomoci mapovani

na referenci, bylo dosazeno také u rodu Asclepias v praci Weitemier et al. (2014).

Odlisnou topologii mezi jednotlivymi stromy vykazoval nejblizsi piibuzny druhu
C. gracillima — ve fylogenezi z mapovani na referenci jim byla C. alismatifolia, z kddujicich
oblasti pak C. involucrata (s de-novo assembly bohuzel srovnani provést nelze, protoze byl
druh C. gracillima z divodu chybé&jicich dat vyfazen). Podpora cladu u kodujicich oblasti byla
sice 100 %, oproti 91 % u mapovani na referenci, avSak tento strom byl odvozen z téméf
dvojnésobné dlouhého alignmentu a C. gracillima obsahovala o 15 % méné chybéjicich dat
nez u kodujicich oblasti. Dalsi topologické odlisSnosti vykazovalo pét druhli ze skupiny
Ecomata, jejichz vztahy byly shodné u metody de-novo assembly a stromu z kodujicich
oblasti plastomu oproti mapovani na referenci. U vSech metod vykazovala tato skupina velmi
kratké vétve a snizenou bootstrapovou podporu, coz znaci nedostatek signalu v datech (Wiens
et al., 2008), avSak nejvyS$i podpory dosahuje metoda mapovani na referenci. Obecné
nizkymi podporami a kratkymi vétvemi trpéla také skupina Pierreana ve stromu z kodujicich

oblasti, avSak data z nekodujicich oblasti u mapovani na referenci tento problém piekonaly.

Vysledky této prace zaloZené na celém chloroplastovém genomu nicméné ukazuji
velké zlepSeni oproti posledni publikované fylogenezi zaloZené pouze na tfech
chloroplastovych lokusech (Zaveska et al., 2012), podobn¢ jako v praci Parks et al. (2009),
n¢kolika malo lokusti a ovéfili tim pozitivni vztah mezi délkou matice a jeji rozliSovaci
schopnosti. Bohuzel ani cely chloroplastovy genom nemusi poskytovat dostatek variability

pro vyieSeni vSech vétvi s vysokou podporou, jako bylo ukazano zde a napi. u rodu Sabal
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(Heyduk et al., 2016) nebo Fragaria (Njuguna et al., 2013), coz mlize ukazovat na nedavny

vznik vysetfované skupiny, podobné jako napt. u rodu Hieracium (Fehrer et al., 2007).

Fylogeneze ribozomalniho cistronu zalozené na de-novo assembly a mapovani
na referenci poskytly také castecné se liSici vysledky doprovazené obecné nizSimi
bootstrapovymi podporami. OdliSnosti jsou patrné jiz naurovni topologie jednotlivych
skupin, které ovSem ani v jednom piipadé nebyly dobie podpofeny. Dalsi odlisSné topologie
a nizké bootstrapové podpory se objevuji okolo postaveni potencidlné¢ hybridnich druhii
a v ramci skupin Ecomata a Pierreana. Mirn¢ odlisnych vysledkl bylo také dosazeno oproti
fylogenezi ziskané zITS lokusu (Zaveska et al., 2012), pfedevsim udruhl C. candida
a C. vamana, jejichz ptesné postaveni je doprovazeno nizsimi statistickymi podporami u ITS
lokusu i NGS dat. Na zaklad¢ NGS dat sekvence rDNA cistronu C. candida spada s vysokou
podporou do piibuznosti skupin Curcuma a Hitcheniopsis, oproti postaveni v ramci linie

Pierreana odvozené na zakladé lokusu ITS.

Podobnych vysledkti u ribozomalni fylogeneze bylo dosazeno v praci Schmickl et al.
(2016), kde byly polytomie a Spatné¢ podpoiené vétve ribozomalniho cistronu interpretovany
jako vysledek nedostatku parsimonicky informativnich mist astim kontrastujici vysoka
variabilita ITS lokusu. Oproti chloroplastovému genomu a celkové délce jadernych low-copy
gentl je ribozomalni cistron také mnohondsobné kratsi a jak bylo ukézano v praci Parks et al.

(2009) s délkou alignmentu roste i rozliSovaci schopnost ziskané fylogeneze.

4.2.3 In/kongruence mezi jednotlivymi fylogenezemi

Topologie stromi zaloZenych na rliznych ¢astech genomu — jaderné low-copy geny,
chloroplastovd DNA a ribozomalni cistron, vykazuji znacné odliSnosti, pfedevSim co se tyka
postaveni jednotlivych linii a pravdépodobné hybridnich druhli, v mensi mife pak

i v postaveni druhti v rdmci jednotlivych skupin.

Topologie skupin ziskand na zdkladné jadernych genti vykazuje vysokou podporu a je
ve shodé spraci Zaveska et al. (2016). Topologie vznikla na zakladé chloroplastového
genomu je sice podobnd topologii zaloZené na tfech lokusech v praci Zaveska et al. (2012),
avSak neni pfili§ podpoiena. Topologie skupin zrDNA cistronu je v pfipadé¢ mapovani
na referenci shodnd s jadernou fylogenezi, v ptipadé de-novo assembly se postaveni skupin
1181, avSak obé€ tyto varianty vykazuji nizkou statistickou podporu podobné¢ jako vztahy v praci

Zaveska et al. (2012) zalozené na ITS lokusu.
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Ctyfi druhy navrzené jako hybridni na zakladé odlisného postaveni v jednotlivych
fylogenetickych stromech u pfedchozich studii (Zaveska et al., 2012, 2016) vykazovaly
odlisnou topologii ive vztazich ziskanych na zdkladé NGS dat. V celkovém species tree
zalozeném na jadernych low-copy genech stoji C. candida na bazi celého podrodu Curcuma
aostatni tfi druhy (C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana) zaujimaji s vysokou
podporou bazalni postaveni ke skupiné Hitcheniopsis. Oproti tomu v rDNA stromu se
C. vamana a C. candida objevuji na bazi po spojeni skupin Curcuma a Hitcheniopsis s nizkou
podporou a C. myanmarensis s C. roscoeana zaujimaji pozici nabdzi linie Curcuma.
V chloroplastovém lokusu je naopak C. candida soucasti skupiny Curcuma I a ostatni tii

druhy stoji na bazi linie Curcuma.

Co se tyka postaveni druht vramci jednotlivych skupin, C. corniculata zaujima
v chloroplastové fylogenezi pozici na bdzi podrodu Ecomata, naopak ve species tree
z jadernych geni stoji ve vrcholové ¢asti skupiny, coz by mohlo byt zptisobeno bud’ procesem
chloroplast capture, nebo incomplete lineage sorting chloroplastového genomu. Dalsi
odli$nou topologii zaujima C. singularis a C. vitellina, které tvoti skupinu v chloroplastovém
stromu, avSak v jaderném species tree stoji C. singularis na bazalni pozici skupiny Pierreana,
naopak C. vitellina v postaveni vrcholovém. Oba tyto druhy vykazuji vysoké mnoZstvi
chybéjicich dat a dlouhé vétve v chloroplastové fylogenezi, proto by se mohlo jednat
o artefakt dlouhych vétvi podobné jako u rodu Oxalis (Schmickl et al., 2016). Moznym
vysvétlenim je také incomplete lineage sorting, piipadné chloroplast capture, protoze v praci

Zaveska et al. (2012) tyto dva druhy vykazuji podobné postaveni, bohuZzel nepftili§ podpotené.

Cytonuklearni discordance byly v posledni dob& zaznamendvany hojné (napf.
v pracech Huang et al., 2010; Schmickl et al., 2016; Weitemier et al., 2014), coz souhlasi
s tvrzenim, Ze organelarni fylogeneze samostatné nejsou schopné reprezentovat skute¢ny
species tree (Heyduk et al., 2016; Schmickl et al., 2016). OdliSnosti mezi fylogenezemi
ziskanymi z jaderné a chloroplastové DNA byvaji interpretovany jako chloroplast capture
(napft. Parks et al., 2009), incomplete lineage sorting nebo hybridiza¢ni udalosti (napt. Fehrer
et al., 2007; Pelser et al., 2010; Renoult et al., 2009). Skutecnd pficina inkongruenci u rodu
Curcuma nebyla testovana, avSak na zdkladé¢ velmi kratkych vétvi jednotlivych skupin
u chloroplastové fylogeneze zplisobené ziejmé rychlou radiaci jednotlivych skupin (Zaveska,
2014) by mohlo byt stejné¢ jako v ptipad¢ rodu Oxalis (Schmickl et al., 2016) usuzovano

na incomplete lineage sorting. Hybridiza¢ni udalosti jsou také v tomto ptipadé vysoce
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pravdépodobné jak z pozorovani v terénu, tak z molekularnich studii, na jejichz zéklad¢ byl

navrzen a testovan hybridni vznik nékolika druhti (Zaveska et al., 2012, 2016).

Odlisnosti stromti vzniklych z rDNA cistronu od vztahli odvozenych z jadernych low-
copy genti mohou byt zplisobeny procesy probihajicimi u rDNA jako je rekombinace, nebo
nedokonc¢ena homogenizace homeolognich lokusti, coz souhlasi s praci Zaveska et al. (2012),
kde u nékterych druht rodu Curcuma bylo ziskano klonovanim vice alel ITS lokusu. Z NGS
dat byla ziskdna pouze jedna majoritni alela nadruh iv pfipadé de-novo assembly
jednotlivych readii, kde byly vyuzity pro rekonstrukci fylogeneze pouze dlouhé sekvence
(> 1000 bp) a podrobn¢jsi analyza kratSich useki by mohla odhalit také vnitroindividualni
variabilitu ITS, ETS nebo NTS lokusu. Dal§i moznou pfic¢inou zptsobujici nizké podpory
jednotlivych vétvi a Spatné vytfesenou fylogenezi ribozomalniho lokusu je nedostatek signalu
v datech (Schmickl et al., 2016), aproto se nejevi jako vhodné vyuzZiti ribozomalniho
cistronu, ptipadné jeho ¢asti, k odvozovani celkové fylogeneze skupin obsahujici polyploidni

a hybridni druhy, jak bylo popsano napf. jiz v praci Alvarez and Wendel (2003).

4.2.4 Redukované datasety

S pfichodem metod next-generation sekvenovani byl pifekonan hlavni problém
fylogenetiky — nedostatek dat. V dnesni dob& je mozné osekvenovat celé organelarni genomy,
rDNA cistron a stovky aZ tisice nezavislych jadernych genii v jednom sekvena¢nim béhu
a na jejich zaklad¢ pak vytvaret fylogenetické stromy (napt. Heyduk et al., 2016; Schmickl et
al., 2016; Weitemier et al., 2014). Z toho vyvstava otazka: kolik nezavislych lokust (gent) je
potieba pro kvalitni rekonstrukci fylogeneze? K jejimu zodpovézeni byly vytvofeny species
trees z 5, 20, 100, 200 a 500 genii a spocitana Robinson-Fouldova vzdalenost mezi stromy
jako ukazatel, jak blizké nebo vzdalené jsou si topologie jednotlivych species trees vytvorené

ze stejného poctu ndhodné vybranych geni.

Trend snizujici se RF vzdalenosti s rostoucim mnozstvim vyuzitych gent napovida,
ze ¢im vyssi pocet gentl je zahrnut do analyzy, tim je z nich odvozena fylogeneze piesnéjsi,
coz souhlasi s vysledky v praci Léveillé-Bourret et al. (2017). RF distance ze stromil
odvozenych pomoci jednotlivych metod (koalescencnich — ASTRAL a ASTRID, supertree —
MRL a supermatrix metody — Maximum Likelihood z konkatenovaného datasetu) sice
vykazuji drobné rozdily, avSak neni zde patrny zadny trend nejlepsi nebo nejhor$i metody.
Stejné tak nebyly tyto distance ovlivnény pfitomnosti tii meziliniovych hybridl v datasetu —

dataset s 1 bez hybridnich druhli vykazoval obdobné vysledky.
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Rozdil v ptesnosti odvozeni fylogeneze z 5 az 500 genil je znany, u 5 genil se jedna
o zhruba 60% odlisnost mezi jednotlivymi stromy, respektive zhruba o 50% odliSnost
od stromu ziskané¢ho z kompletniho datasetu (1 154 gentl), ustromti z 500 gend se jedna
pouze asi o 10%, respektive 8% odliSnost. Pfesnost odvozenych fylogenezi se s rostoucim
poctem gent zvysuje zhruba linearné, stejné¢ jako v ptipad¢ Léveillé-Bourret et al. (2017), kde
klesa RF distance z 35 % u 5 genti po 7 % u 200 genli (porovnavano se stromem z 460 genil).
Rozdilnd mira Robinson-Fouldovy vzdalenosti mezi stromy odvozenymi ze stejného poctu
genl (35 % oproti 60 % u péti genli atd.) by mohla byt zplisobena pfitomnosti hybridnich
a polyploidnich druhti v kurkumovém datasetu nebo obecnéji vyssi mirou inkongruence mezi
jednotlivymi genovymi stromy, ptipadné vyssi mirou ILS. I celkovy pocet genli zahrnutych
v analyze by mohl mit potencialn€ vliv na kone¢ny vysledek — pii pouziti poloviéniho poctu
genil z celkového datasetu dosahuje RF distance okolo 7 % v obou datasetech a pfi zhruba
ctvrting celkového poctu genti okolo 10 % (Léveillé-Bourret et al., 2017), respektive asi 13 %
u kurkum. Znac¢na ¢ast odlisnosti mezi odvozovanymi fylogenezemi by mohla byt zptisobena
také chybovosti jednotlivych metod pii rekonstrukci species tree — v praci Kupczok et al.
(2010) bylo prokazano, ze pii odvozovani fylogeneze z gent s vysokou mirou ILS dosahuji
koalescen¢ni 1 konkatenacni metody chybovosti 20 % a vice apfi testovani spolehlivosti
metod ASTRAL a ASTRID byla zjisténa zvySujici se presnost odvozené fylogeneze
s rostoucim poctem genl zahrnutych v analyze — v ptipadé stiedni hodnoty ILS klesala RF

distance z ~40 % u 10 genl po ~5 % u 800 gent (Vachaspati and Warnow, 2015).

DalSim vysvétlenim by mohla byt mensi informativnost jednotlivych geni — v této
praci jednalo o vnitrorodovou fylogenezi, u Léveillé-Bourret et al. (2017) o fylogenezi cladu
zahrnujici tfi odlisné rody. Vliv hloubky fylogeneze na pocet genti potfebnych pro jeji
spravnou rekonstrukei je patrny také z dalSich praci, kde byl zjist€én minimalni pocet 50 genii
potfebnych pro odvozeni fylogeneze krytosemennych (Zeng et al., 2014) a vztahl v rdmci
celedi Vitaceae (Wen et al., 2013), ale 120 geni pro odvozeni vnitrorodové fylogeneze rodu
Oryza (Zou et al., 2008) a 175 urodu Primulina (Ai and Kang, 2015). Tento trend je
pozorovatelny iu kurkumového datasetu, kde pii vyuziti pouze péti genli pro tvorbu
fylogenetického stromu se druhy zatadi do spravnych skupin apfi vyuZziti 20 genl tyto
skupiny vykazuji ispravnou topologii. Pro zafazeni druhii do sprdvné skupiny v rédmci
podrodu Curcuma (skupiny Curcuma I a Curcuma II) u vSech opakovani bylo potieba 1 200
genll, coZ souhlasi s poznatky o komplikovanosti vztahii v rdmci tohoto podrodu diky casté

hybridizaci a polyploidizaci (Skorni¢kova, 2007; Zaveska et al., 2012) a ani v piipadé pouziti

67



500 genil nebyly vzdy vytvoiené fylogenetické stromy shodné s vyslednym stromem z 1 154

jadernych low-copy gend.

Pocet pottebnych genti mize ovliviiovat ipocet taxond zahrnuty do jednotlivych
analyz a komplexnost odvozované fylogeneze — vnitrorodové fylogeneze byly odvozovany
pouze pomoci 11 druhti (Ai and Kang, 2015; Zou et al., 2008) a fylogeneze Vitaceae s pomoci
15 druhit (Wen et al., 2013). V kurkumovém datasetu a praci Léveillé-Bourret et al. (2017)
bylo zahrnuto okolo 30 taxont, ¢imz vzrostl i pocet vySetfovanych nod a mnozstvi moznych
inkongruenci mezi topologiemi jednotlivych genovych stromul, coz podporuji i vysledky
v praci Ai and Kang (2015), kde se po odsranéni tfi problematickych druht snizil pocet
potfebnych genli vice nez dvojnasobné (ze 175 na 75). Obecné Ize tedy doporucit vyuziti
vétstho mnozstvi genti na nizsich Grovnich fylogeneze a pfi vyssi komplexnosti vySetfované
skupiny, u vnitrorodové fylogeneze polyploidnich a hybridogennich skupin jako je rod

Curcuma pak alespon 500 gend.

4.3 TESTOVANI HYBRIDNIHO PUVODU VYBRANYCH DRUHU

4.3.1 Fylogenetické stromy a sité

I kdyZ neni vhodné vyuzivat fylogenezi chloroplastového genomu nebo rDNA lokusu
jako celkovy species tree a odliSnosti mezi témito stromy mohly vzniknout nejen hybridizaci,
ale 1 pomoci dalSich evolu¢nich fenoménti (Degnan and Rosenberg, 2009; Maddison, 1997),
mohou byt tyto inkongruence prvnim signalem ukazujicim na mozny hybridni plvod
pfislusnych jedincti/druhli (napt. Pardo et al.,, 2004; Zaveskd et al., 2012). Na zakladé
porovnani fylogenetickych stroml ze tii riznych ¢asti genomu (cpDNA, rDNA a jaderné
geny) byly odhaleny ¢tyfi druhy vykazujici odliSné postaveni v rdmci jednotlivych skupin.
Curcuma myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana, které vykazovaly postaveni bud’ na bazi
skupiny Curcuma, nebo nabazi skupiny Hitcheniopsis a C. candida, kterd vykazovala
dokonce tfi alternativni pozice — na bazi podrodu Curcuma, vrcholovém postaveni ve skupiné
Curcuma I anabazi po spojeni skupin Curcuma a Hitcheniopsis. Postaveni C. candida se
také liSilo ve species trees vytvorenych pomoci riznych metod z jadernych lokust — ve dvou
ptipadech stal tento druh na bazi skupiny Curcuma I, v ostatnich péti pfipadech na bazi celého
podrodu Curcuma aobé tyto topologie byly casto doprovdzeny snizenou statistickou

podporou. Tyto ¢tyfi druhy byly vySetfovany jako potencialné hybridni jiz v pfedeslé praci
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(Zaveska et al.,, 2016) nazéklad¢ cCtyijadernych geni, ITS acpDNA akromé druhu
C. candida byly vSechny identifikovany jako pravdépodobni meziliniovi hybridi.

Fylogenetické sit¢ ziskané metodou Neighbor-Net se vétSinoveé shodovaly se vztahy
odvozenymi v ramci fylogenetickych stromit, avsak sit’ z jadernych low-copy genti ukazala
krom¢ cCtyt odd€lenych fylogenetickych linii také zesitované vztahy tfi druhtl —
C. myanmarensis, C.roscoeana a C.vamana, ajejich postaveni uprostied mezi liniemi
Curcuma a Hitcheniopsis. Jako hybridni s pivodem z baze podrodt Curcuma a Hitcheniopsis,
byly tyto druhy odvozeny i pii analyze MPL v programu PhyloNet, coz zna¢né podporuje
hypotézu jejich vzniku meziliniovym kiizenim. Co se tykd vztahli mezi druhy, tvofi
C. myanmarensis a C. roscoeana jak ve fylogenetickych sitich (Neighbor-Net i MPL-
PhyloNet), tak ve vSech fylogenetickych stromech zjadernych low-copy gent
i chloroplastového lokusu jasnou skupinu, kdezto C. vamana ptistupuje k ostatnim druhiim
samostatné, coz podporuje 1 geografie — stenoendemické rozsireni druhu C. vamana asi 2 000

km vzdalené od piekryvajiciho se aredlu ostatnich dvou druhti (Zaveska et al., 2012, 2016).

Curcuma candida zaujimala ve fylogenetické siti ziskané metodou Neighbor-Net
z jadernych low-copy genli pozici nabazi podrodu Curcuma se znaénym zesitovanim
smérem ke skupin€é Curcuma [, avSak ne seskupinou Curcuma II, coz ukazuje
na hybridiza¢ni udalost mezi skupinou Curcuma [ adruhem/linii stojici na bazi celého
podrodu Curcuma, avSak vtéto studii bud’ nezahrnuté, ptfipadné¢ vyhynulé. V siti
vytvofené pomoci rDNA lokusu je patrné také zesitovani smérem k linii Pierreana, coz
2012). Specifickd morfologie C. candida nejvice podobna druhiim z linie Pierreana by mohla
podporovat hypotézu zesitovani diky introgresi, avSak na zaklad¢ testl monofylie a lineage
movement analyzy se to zda jako nepravdépodobné. Zesitovani smérem k linii Pierreana by
spiSe mohl zplsobit imcomplete lineage sorting vzhledem k pravdépodobnému vzniku linii
Curcuma a Ecomata + Pierreana ze spolecného predka (Zaveska et al., 2016). Hybridni vznik
druhu C. candida podporuje také jedna sit’ (s nejvyssi hodnotou total log probability) z MPL
analyzy v programu PhyloNet s hybridiza¢ni udéalosti mezi skupinou Curcuma I a predkem
skupiny Curcuma I. Vzhledem k recentnéj$imu vzniku tohoto druhu oproti ostatnim
hybridim, komplexnim vztahtim a mensimu mnoZstvi signalu v datech (viz testy monofylie)
by bylo vhodné se zaméiit dikladnéji na podrod Curcuma — zvétsit sampling jak do poctu
druht, tak do poctu zahrnutych jedinci jednoho druhu a ovéfit mozné rodicovské druhy/linie

na vétSim datasetu.
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4.3.2 Metody shrnujici odlisné topologie nukledrnich genii

K podpoteni hypotézy o hybridnim vzniku Ctyf druhi, pfipadné k odhaleni dalSich
hybridi byly provedeny dva testy sumarizujici mnozstvi genovych stroml vykazujici
alternativni topologie. Lineage movement analyza byla velmi rychld a pro jeji provedeni
nebyly potfeba apriori zadné dalsi informace. Pro testy monofylie bylo nutné vytvofit nékolik
genovych sad k testovani kazdého hybridniho druhu zvlast ataké bylo nezbytné predem
definovat monofyletické¢ skupiny, coz vyzadovalo jistou znalost testované skupiny. Oproti
lineage movement analyze bylo mozné provést testy monofylie napt. pouze s geny vykazujici
silny fylogeneticky signal (zde vyuzity stromy se zkolabovanymi vétvemi s BS <70), coz
zvySuje vérohodnost vysledkl, avSak miize vést k vyfazeni velkého mnozstvi dat, zvlaste
na niz$ich Urovnich vySetfované fylogeneze a u skupin, kde probéhla rychld radiace, coz je

ziejmeé 1 ptipad rodu Curcuma (Zaveska, 2014).

Lineage movement analyza 1 testy monofylie podporuji vysledky ziskané
z fylogenetickych stromt asiti, tj. pfitomnost ctyf hybridnich druhtt — C. candida,
C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana, dal$i potencialné¢ hybridni druhy v datasetu

nalezeny nebyly.

Lineage movement analyza ukazala ptitomnost druhu C. candida v 35 % genovych
stroml v ramci skupiny Curcuma I, do skupiny Curcuma II spadala v 5 % ptipad a podobné
mnozstvi genli pfipadlo 1 naskupinu ,Hybridi“. V konsenzudlnim stromu zaujimala
C. candida bazalni pozici k podrodu Curcuma, tzn. na tuto pozici ptipadalo asi 55 % genil.
To mirné kontrastuje s vysledky testi monofylie, které podporuji topologii C. candida jako
soucast skupiny Curcuma I pouze u ~30 genti, soucast skupiny Curcuma II u 10 genu
a bazalni postaveni k podrodu Curcuma v ~40 ptipadech z ~1 100 genii. Nutno podotknout,
ze skupina Curcuma I byla monofyletickd pouze u ~30 gent, Curcuma Il u ~20 gent a cely
podrod Curcuma pouze u ~550 genti (ostatni podrody vykazovaly monofylii v ~500 — ~800
piipadech). Nizké mnozstvi genli podporujici monofylii jednotlivych skupin (pfedevSim
Curcuma I a Curcuma II) je zpisobeno ziejmé nedostatkem signalu v datech (nizka podpora
jednotlivych nodti) v diisledku rychlé radiace rodu (Zaveska, 2014), coz souhlasi s vysledky
prace Heyduk et al. (2016), kde bylo nalezeno velké mnoZstvi genll se Spatné podpofenymi
topologiemi u rodu Sabal, ktery také prodélal rychlou radiaci, pfipadné¢ i cCastymi

hybridizacnimi udélostmi v rodu Curcuma (Skomiékové, 2007; Zaveska et al., 2012).
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Co se tyka druht C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana, lineage movement
analyza ukézala pfitomnost téchto druht v ramci podrodu Curcuma u ~5-7 % av ramci
Hitcheniopsis u ~1,5-3 % genul. Zatazeni hybridl k linii Hitcheniopsis podporuje také jejich
postaveni v konsenzualnim stromu na bazi této skupiny a velké mnozstvi gent s topologiemi
vramci vlastni skupiny ,,Hybridi“, kam spada C. vamana v ~14 %, C. myanmarensis
a C. roscoeana v ~50 % ptipadd. U téchto tii druhti se naopak zdaji prikaznéjsi testy
monofylie, které¢ odhalily >100 gent spadajicich do podrodu Curcuma, >140 geni
monofyletickych s podrodem Hitcheniopsis a>130 genl vykazujici pozici na bazi po spojeni
linii Curcuma a Hitcheniopsis, které se u ostatnich druhti t¢émét nevyskytuji. Topologie téchto
linii, nebo reflektovat hlubokou koalescenci jako pozustatek rychlé radiace jednotlivych druhti
z hlavnich linii (Zaveska et al., 2016), pfipadné¢ vznik téchto druhti z pfedkii obou
rodi¢ovskych linii, coz podporuji 1 vysledky MPL analyzy v programu PhyloNet ukazujici

na jejich vznik z baze obou linii.

Detekovani potencialné hybridnich druhii na zakladé nékolika set low-copy genti neni
bez probléml — nékteré klasicky vyuzivané pfistupy a programy nejsou téméf schopné
pracovat s velkymi datasety v redlném cCase (napf. tvorba fylogenetickych siti pomoci MPL-
PhyloNet; Yu and Nakhleh, 2015), jiné nedavaji konzistentni vysledky (napf. MP-PhyloNet;
Kamneva and Rosenberg, 2017; Yu et al., 2013) a né¢které metody pouzitelné u NGS dat
nejsou vhodné pro kladené otazky a vySetfovanou skupinu z této prace, napf. ctyitaxonova D-
statistika (Green et al., 2010), testovani jednoho hybridniho druhu vzhledem k jeho dvéma
moznym rodi¢im a outgroup, kterd byla vyuzita u rodu Carex (Escudero et al., 2014) nebo
mapovani readi hybrida na referenci ziskanou z potencidlnich nehybridnich rodi¢ovskych
druhti (Bombarely et al., 2014). Kombinaci tfi riiznych pfistupti — tvorby fylogenetickych siti
metodou Neighbor-Net (Bryant and Moulton, 2004) a MPL-PhyloNet (Yu and Nakhleh,
2015), lineage movement analyzy (Smith and Dunn, 2008) a testd monofylie, bylo dosazeno
shodnych vysledkl — detekce ¢tyf hybridnich druhli s rodi¢i spadajicimi do riznych skupin,
avSak vyvoj novych analyz na odhalovéani hybridnich druhi z NGS dat se jevi jako potfebny.
Moznosti ovéfeni hybridniho plivodu druhli pomoci nebioinformatickych analyz by mohla byt
FISH (fluorescence in situ hybridisation) analyza (Chester et al., 2010) se sondami
navrzenymi na zaklad¢ liniove specifickych repetitivnich sekvenci (identifikace napt. pomoci
programu RepeatExplorer; Novak et al., 2013) z readd ziskanych v rdmci necilové frakce

Hyb-Seq dat.
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5 ZAVER

S vyuzitim metody Hyb-Seq byly vtéto praci ovéfeny vztahy mezi hlavnimi
molekularnimi liniemi u rodu Curcuma a odvozeny vztahy mezi druhy v rdmci jednotlivych
linii. Vysledky fylogenetickych anayz na zaklad€ next-generation sekvenovani ukazuji velké
zlepseni v rozliSeni a statistické podpoie species trees z nékolika stovek jadernych low-copy
genll v porovnani s tradi¢n¢ pouzivanymi markery, jako je ITS sekvence nebo né€kolik malo

chloroplastovych lokusii.

Inkongruence mezi fylogenezemi odvozenymi z riznych ¢asti genomu (jaderné low-
copy geny vs. chloroplastovy genom a rDNA cistron) jsou u rodu Curcuma casté — lisi se
ptedevsim vztahy mezi hlavnimi molekuldrnimi liniemi a postaveni ¢tyt hybridnich druht.
Fylogeneze zalozend na jadernych low-copy genech vykazuje vysoké statistické podpory,
oproti tomu vztahy odvozené z cpDNA arDNA obsahuji kratké vétve anizké podpory
n¢kterych uzld, zvlaste s inkongruentni topologii, coz doklad4 nevhodnost vyuziti organelarni
aribozomalni fylogeneze k reprezentaci celkového species tree, zvlast¢ u hybridnich

a polyploidnich skupin.

Pocet genli nezbytny pro vérohodnou rekonstrukci species tree zavisi predevsim
na hloubce odvozované fylogeneze — spravné vztahy mezi ¢tyfmi hlavnimi liniemi rodu
Curcuma jsou zrekonstruovany jiz pii vyuzZiti nizkého poctu gend (okolo 20),
avsak pro vérohodné odvozeni vztahi v ramci jednotlivych skupin je nutné zahrnout mnohem
vys$si pocet gent (500 nebo i vice). Vyznamnou roli hraje ziejmée 1 komplexita studovanych
fylogenetickych vztahtl, kdy zejména ptfitomnost hybridnich druhli miize vnést do vysledného
species tree uréitou miru nejasnosti i za pouziti n&kolika set genti. Cty¥i metody reprezentujici
tf1 hlavni pfistupy k rekonstrukci fylogeneze (koalescenéni metody, supertree a konkatenace)
porovnavané v ramci této prace dosdhly ve vSech piipadech obdobné miry neptesnosti
snizujici se s rostoucim poctem genli zahrnutych do dané analyzy, proto z jich nelze vybrat

nejvhnodnéjsi metodu.

Stovky jadernych low-copy genti poskytuji velké mnozstvi dat pro detekcei pfipadnych
hybridnich druhti v datasetu, nicméné samotné provedeni miize byt stale narocné vzhledem
k tomu, Ze nékteré klasicky vyuzivané analyzy nejsou pro velké datasety vhodné a jiné
nemusi dat vzdy presvédcivé vysledky. S pomoci nékolika typl analyz byla ovéfena hypotéza
tii hybridnich druhii (C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana) vzniklych meziliniovym

kfizenim rodicovskych druht spadajicich do podrodid Curcuma a Hitcheniopsis. Byl také
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odhalen ¢tvrty potencidlné hybridogenni druh — C. candida. V tomto ptipad¢ se nejedna
o hybrida vzniklého kiizenim druhti z odliSnych podrodl, ale zriznych skupin v ramci
podrodu Curcuma. Jak se v této praci ukézalo, C. candida pravdépodobné vznikla z rodict

spadajicich do skupiny Curcuma I a na bazi celého podrodu Curcuma.
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Ptiloha 5. Stromy druht vytvofené metodou MRL s 1 000 bootstrapovymi replikacemi. A: Pvodni species tree zalozeny na 1 154 jadernych low-copy genech B: Update

species tree zalozeny na 811 jadernych genech. Hlavni linie oznaceny barevné — Curcuma I svétle modrou, Curcuma II tmaveé modrou, Hitcheniopsis zelené, Ecomata fialove,
Pierreana Cervené a hybridni druhy ¢ernou barvou.
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Piiloha 6. A: Fylogeneticky strom vytvofeny z celého chloroplastového genomu pomoci de-novo assembly a metody Maximum Likelihood s 1 000 bootstrapovymi
replikacemi. B: Fylogeneticky strom z 86 konkatenovanych chloroplastovych genti ziskany metodou Maximum Likelihood s 1 000 bootstrapovymi relikacemi. Hlavni linie
oznaceny barevné — Curcuma I svétle modrou, Curcuma II tmavé modrou, Hitcheniopsis zelené, Ecomata fialové, Pierreana ¢ervené a hybridni druhy ¢ernou barvou.
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Priloha 7. A: Fylogeneticky strom z rDNA cistronu ziskany mapovanim na referenci a metodou Maximum Likelihood s 1 000 bootstrapovymi replikacemi. Hlavni linie
oznaceny barevné — Curcuma I svétle modrou, Curcuma II tmavé modrou, Hitcheniopsis zelené, Ecomata fialové, Pierreana ¢ervené a hybridni druhy ¢ernou barvou. B:

Neighbor-Net analyza stejného datasetu.
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Ptiloha 8. Srovnani RF distanci v zavislosti na pouzité metod¢€ tvorby species tree. RF distance vyjadiené jako procento z maximalni RF distance mezi 10 druhovymi stromy
ziskanymi vzdy z 5, 20, 100, 200 a 500 jadernych low-copy gent metodami ASTRAL, ASTRID, MRL a ExaML. ,,-H* znaci dataset bez pfitomnosti meziliniovych hybrida
C. myanmarensis, C. roscoeana a C. vamana. Jednotlivé metody oznaceny stejnou barvou, dataset neobsahujici hybridni druhy je ve svétlejSich odstinech.

90



Priloha 9. Primérnd Robinson-Fouldova vzdalenost mezi 10 stromy vytvofenymi z ndhodné vybranych 5, 20, 100, 200 a 500 low-copy nuklearnich genti a
mezi témito stromy a fylogenetickym stromem zaloZzenym na 1 154 genech. RF distance uvedena jako procento z maximalni vzdalenosti mezi stromy vypocitané
podle vzorce RFmax = 2 (n-3), kde n je pocet taxont ve stromu (pro A: 31 druhd, pro B: 28 druhtl). Metoda = metoda tvorby stromu (EML = ExaML), mezi
stromy = primérnd hodnota RF distance mezi jednotlivymi stromy, 1000 genti = primérnd hodnota vzdalenosti mezi pfislusnymi stromy a stromem z priblizné
1000 genti. A: srovnani RF distanci stromtl obsahujicich meziliniové hybridy (C. roscoeana, C. vamana a C. myanmarensis ), B: bez meziliniovych hybridt.

A: s hybridy 5 genu 20 genu 100 genu 200 geni 500 genii

Metoda Astral | Astrid | MRL | EML | Astral | Astrid | MRL [ EML | Astral | Astrid | MRL | EML | Astral | Astrid | MRL | EML | Astral | Astrid | MRL | EML
Mezi stromy| 62,3 63,8| 65,2| 67,0 53,4| 54,6/ 55,4 47,1 25,2 30,7| 29,6| 32,3| 18,0 20,0| 22,1| 23,6 12,7 12,1 10,9| 14,8
1000 gent 51,8 53,2 54,3| 57,1| 43,2 43,9| 43,2| 36,4| 17,9| 21,4| 20,0| 24,3| 13,9 13,2| 14,3| 17,5 9,6 8,6 6,4| 10,7
B: bez hybr. 5 genil 20 geni 100 genii 200 gent 500 genu

Metoda Astral [ Astrid | MRL | EML | Astral | Astrid | MRL | EML | Astral | Astrid | MRL [ EML | Astral | Astrid | MRL | EML | Astral | Astrid | MRL | EML
Mezi stromy | 62,0 60,8| 60,8| 59,4| 49,6| 52,2 51,6 43,6/ 27,6/ 29,8 34,8| 34,0 18,6| 23,8| 19,8| 24,6/ 11,4 11,2 10,0 15,0
1000 gent 52,8 48,6 50,4 52,01 42,01 42,4| 42,4| 34,8| 20,0| 22,4| 24,4 25,2 13,6 15)2| 12,4| 17,6 8,4 7,2 5,6] 11,2
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Priloha 10. Celkova tabulka vyslednych hodnot lineage movement analyzy 28 druhd kurkum zalozené
na 970 stromech z low-copy nuklearnich genti. Druhy rozdéleny do skupin podle pfislusnosti k
molekularni linii - Curcuma jesté rozdélena na Curcumu I a II podle skupin velikosti genomu (podle
Leong-Skorni¢kové et al., 2007) , posledni skupinu tvoii hybridni druhy. Hodnoty jsou uvedeny v
procentech a zaokrouhleny.

Druh Curcuma I | Curcuma Il | Curcuma | Hitchen. | Hybridi | Ecomata | Pierreana
Curcuma 1
C. aeruginosa 31,1 13,9 45,1 0,3 2,1 0,2 0,2
C. longa 38,8 14,8 53,6 0,6 2,9 0,0 0,2
C. petiolata 42,8 13,9 56,7 1,1 2,1 0,3 0,1
C. plicata 36,3 13,9 50,2 0,4 1,8 0,2 0,2
Curcuma I
C. bhatii 7,3 54,6 62,0 0,2 1,5 0,1 0,1
C. cannanorensis 7,2 59,0 66,2 0,5 1,4 0,1 0,1
C. oligantha 6,2 55,2 61,3 0,4 1,9 0,1 0,1
C. candida 35,2 43 39,5 0,6 4.4 0,0 0,2
Hitcheniopsis
C. alismatifolia 0,1 0,6 0,7 61,6 1,4 0,3 0,0
C. gracillima 0,5 0,1 0,6 64,8 1,0 0,0 0,6
C. involucrata 1,1 0,2 1,3 60,4 1,2 0,2 0,0
C. parviflora 0,7 0,8 1,5 39,8 2,9 0,5 0,3
Hybridi
C. myanmarensis 2,3 2,2 4.4 1,2 50,7 0,2 0,2
C. roscoeana 3,1 3,2 6,3 1,9 51,5 0,2 0,5
C. vamana 3,1 3,7 6,8 3,3 13,7 0,4 0,2
Ecomata
C. bicolor 0,1 0,1 0,2 0,3 0,2 36,2 1,4
C. corniculata 0,2 0,0 0,2 0,2 0,1 32,0 0,4
C. ecomata 0,2 0,0 0,2 0,1 0,0 47,9 1,2
C. flammea 0,0 0,1 0,1 0,0 0,2 65,1 0,6
C. flaviflora 0,2 0,1 0,3 0,3 0,5 45,5 1,0
C. glans 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 41,3 1,5
Pierreana
C. newmanii 0,2 0,0 0,2 0,0 0,0 0,8 56,2
C. pambrosima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 60,8
C. pierreana 0,0 0,1 0,1 0,0 0,4 0,5 46,9
C. rhomba 0,1 0,0 0,1 0,3 0,1 0,4 61,6
C. singularis 0,2 0,2 0,4 0,2 0,2 1,2 51,4
C. vitellina 0,2 0,0 0,2 0,4 0,2 0,9 59,7
C. xanthella 0,0 0,2 0,2 0,0 0,0 0,7 52,3
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Priloha 11. Pocty geni obsahujici jednotlivé monofyletické skupiny ziskané pii testech monofylie 28 druhti rodu Curcuma L. zaloZzenych na 1 103 - 1
154 low-copy nuklearnich genech (vyfazeny z analyzy ty geny, které neobsahovaly testovany druh) se zkolabovanymi vétvemi s bootstrapovou
podporou <70. C/H/E/P - pocet genu, kde je monofyletickd skupina Curcuma/Hitcheniopsis/Ecomata/Pierreana bez testovaného druhu.
Chyb/Hhyb/Ehyb/Phyb - pocet genti, kde je monofyletickd skupina Curcuma/Hitcheniopsis/Ecomata/Pierreana vcetné testovaného druhu.
CHhyb/EPhyb - monofyleticnost skupiny Curcuma a Hitcheniopsis/Ecomata a Pierreana. C1 - monofyleticnost skupiny Curcuma I bez testovaného
druhu, Clhyb - monofyleti¢nost skupiny Curcuma I v€etné testovaného druhu, C2hyb - monofyleticnost skupiny Curcuma II a testovaného druhu,
baze C - testovany druh stojici na bazalni pozici skupiny Curcuma a bazeCH - testovany druh stojici na bazalni pozici skupin Curcuma a

Hitcheniopsis po jejich spojeni.

|druh | c1 [Cihyb [ C2hyb| C | Chyb | bazeC | H | Hhyb |bazeCH|CHhyb| E | Ehyb | P | Phyb | EPhyb |
Curcuma I

C. aeruginosa 7 29 2 9 565 7 818 0 1 566 541 0 656 0 0
C. longa 13 29 6 24 565 17 818 1 2 566 541 0 656 1 3
C. petiolata 6 28 4 19 552 10 796 1 3 547 529 0 642 1 0
C. plicata 5 29 2 12 565 7 818 0 2 565 541 0 655 4 1
Curcuma Il

C. bhatii 29 2 19 4 563 3 813 0 0 562 539 0 652 0 0
C. cannanorensis 29 2 19 9 565 7 817 0 0 565 541 0 656 0 0
C. oligantha 29 2 16 11 564 7 816 1 1 565 539 0 654 0 0
Hitcheniopsis

C. alismatifolia 29 0 0 559 0 0 70 808 5 560 538 0 651 0 1
C. gracillima 26 0 0 545 0 0 62 790 5 546 523 0 634 0 0
C. involucrata 29 0 0 556 0 0 74 811 7 561 534 0 651 0 0
C. parviflora 29 0 0 559 0 0 266 804 14 557 535 1 647 0 0
Hybridi

C. candida 20 29 10 55 564 41 817 3 5 566 541 0 656 2 0
C. myanmarensis 27 1 0 461 108 66 758 138 148 507 541 2 656 0 4
C. roscoeana 25 2 0 448 112 60 755 138 156 519 545 0 650 0 3
C. vamana 28 1 4 427 135 58 737 199 131 540 538 0 647 0 3
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Priloha 11. Pokracovani.

druh | c1 |[Cihyb [ C2hyb| C | Chyb | bazeC | H | Hhyb [bazeCH|CHhyb| E | Ehyb | P | Phyb | EPhyb
Ecomata

C. bicolor 29 0 0] 559 0 0] 810 0 0 1 8] 535|650 3| 404
C. corniculata 29 0 0| 563 0 0| 816 1 0 0| 39| 540] 656 2| 407
C. ecomata 29 0 0] 564 0 0| 816 0 0 2| 31| 540| 655 5| 407
C. flammea 29 0 0] 564 0 0| 814 0 0 1 15| 538 655 1| 406
C. flaviflora 29 0 0] 565 0 0| 817 0 0 0 48]  541| 656 3| 408
C. glans 28 0 0] 564 0 0] 816 0 0 0| 14| 541] 655 2| 407
Pierreana

C. newmanii 29 0 0] 565 0 0| 818 0 0 0] 540 1 10| 655 407
C. pambrosima 29 0 0| 564 0 0| 817 0 0 0] 540 0 4] 654 407
C. pierreana 29 0 0| 563 0 0| 817 0 0 0] 538 1] 41| 654|406
C. rhomba 29 0 0| 563 0 0| 816 0 0 0| 541 0| 14| 655 407
C. singularis 29 0 0] 553 0 0| 806 0 1 1| 531 2| 33| 644 403
C. vitellina 29 0 0] 548 0 0| 787 0 0 0| 519 0| 12| 629 389
C. xanthella 29 0 0] 564 0 0] 815 0 0 1] 539 0| 16| 655 405
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