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Abstrakt

Rod Geosmithia zahrnuje 11 popsanych a né€kolik desitek dosud nepopsanych druhi hub, které
se vyskytuji téméf vyhradné v pozercich podkorniho hmyzu (zejména kiirovel). V ramci
predkladané diplomové prace byla provedena fylogenetickd analyza na zakladé sekvenci Ctyt gent
kodujicich proteiny, konkrétné TEF-1¢, RPB2, Mcm7 a Tsrl.

Tato analyza potvrdila, Ze ekologické strategie geosmithii (tzn. vazba na listnace ¢i jehlicnany
a adaptace na symbiozu s ambrosiovymi brouky) se vyvinuly né¢kolikrat opakovang.

Na zakladé ziskaného fylogenetického stromu jsem rozli§ila 51 druht (ve smyslu
,Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition®).

Déle jsem testovala schopnost téchto gena slouzit jako ,barcode® pro identifikaci blizce

ptibuznych druhii geosmithii.

Kli¢ova slova: Geosmithia, TEF-1«, RPB2, Mcm7, Tsrl, identifikace druht



Abstract

The genus Geosmithia contains 11 described and several tens of undescribed species of fungi
living nearly exclusively in galleries of subcorticolous insects, especially bark beetles.

In this work, a phylogenetic analysis of the genus was made using DNA sequences of four
protein-coding genes, namely TEF-1«a, RPB2, Mcm7 and Tsrl.

The analysis has confirmed that ecological strategies of these fungi (such as association with
conifers or broad leaved trees or symbiosis with ambrosia beetles) have evolved several times in
this genus.

51 species are recognized based on the obtained phylogenetic tree according to Genealogical
Concordance Phylogenetic Species Recognition.

I have also tested utility of the above mentioned genes to serve as "barcode" for identification

of closely related Geosmithia species.

Key words: Geosmithia, TEF-1a, RPB2, Mcm7, Tsrl, species identification



,
Uvod

Houby rodu Geosmithia Ziji témé&t vyhradné v pozercich podkorniho hmyzu (zejména kiirovcei)
v Sirokém spektru hostitelskych dievin, které zahrnuje jak listnaté tak i jehli¢naté druhy. Zatimco
vétSina druhil je asociovand s floemofagnim hmyzem, nckteré druhy se adaptovaly na symbiozu
Stzv. ambrosiovymi brouky, ktefi ziji v nutricné¢ chudém dfevé a ziviny ziskavaji praveé
prostiednictvim symbiotické houby. Mezi saprotrofnimi geosmithiemi je atypicka Geosmithia
morbida, ktera je patogenem ofeSaku.

Diky této ekologické diverzité mezi blizce pfibuznymi houbami muize byt rod Geosmithia
vhodnym modelovym systémem pro studium evolucnich adaptaci. Pro spravnou interpretaci téchto
adaptaci je ovSem tieba znat piibuzenské vztahy mezi geosmithiemi.

Vzhledem Kk nedostatku morfologickych odli$nosti mezi druhy je tfeba k jejich uréovani
vyuzivat molekularni metody. Bohuzel, jak ukazuje ptiklad sesterskych druhit OTU 8 a OTU 38,
molekularni marker ITS standardné pouzivany pro molekularni identifikaci hub neni dostatecné

variabilni pro odliSeni druhti rodu Geosmithia.

Cile mé diplomové prace byly:
e Otestovat co nejvétsi mnozstvi genil z hlediska jejich vyuZitelnosti pro DNA barcoding
na ptikladu komplexu druhtt OTU 8, OTU 36, OTU 37 a OTU 38.
e Vybrat geny vhodné pro rekonstrukci fylogeneze rodu.
e Ziskat sekvence ¢tyf genll u zastupci vSech znamych druht rodu Geosmithia a na jejich
zéklad¢ rekonstruovat fylogenezi rodu.
e Stanovit mezidruhové hranice podle ,,Genealogical Concordance Phylogenetic Species

Recognition* (Taylor et al., 2000).



Literarni prehled

Co je znamo o rodu Geosmithia

Rod Geosmithia byl vyclenén z rodu Penicillium na zékladé souboru tii znaki:
e jina barva kolonie nez Sedomodré nebo Sedozelena,
e drsny povrch konidiofora
e avalcovity tvar fialid i konidii (Pitt, 1979).

Pozd¢jsi molekuldrni analyza ale ukazala, ze takto vymezeny rod je polyfyleticky a obsahuje
zastupce ze dvou ruznych fadi. Druh Geosmithia putterillii a typovy druh rodu G. lavendula byly
zafazeny do fadu Hypocreales, ostatni tehdy znamé druhy do tadu Eurotiales, ¢ili do pfibuznosti
pavodniho rodu Penicillium (Ogawa et al., 1997). Piesto bohuzel zlstavalo jméno Geosmithia
dlouhou dobu platnym i pro eurotidlni zastupce a mnohdy je v tomto smyslu pouzivano dodnes
(Machouart et al., 2011, De Ravin et al., 2011, Giraud et al., 2010, Sohn et al., 2013), coz muize
vést k zavadéjicim interpretacim (Bastian et al., 2009). V poslednich letech je postupné sjednavana
naprava. Pro G. argillacea, G. eburnea, G. emersonii, G. cylindrospora a dalsi dva druhy
termotolerantnich az termofilnich hub byl vyty¢en rod Rasamsonia (Houbraken et al., 2012). G.
viridis a G. swiftii byly pfevedeny do rodu Talaromyces s.str. (Samson et al., 2011, Houbraken et
Samson, 2011) a G. namyslowskii a G. malachiteum patii do rodu Penicillium s.str. ( Houbraken et
Samson, 2011).

Hypokrealni zastupci, ¢ili rod Geosmithia sensu stricto, jsou povazovany za houby anamorfni
(t. rozmnoZzujici se nepohlavné, klonaln¢). Teleomorfni (pohlavni) stadium u nich nebylo nikdy
pozorovano (Kolafik et al., 2004, Kolafik viva voce, 2013, Dudova viva voce). Klonalni povaze
geosmithii nasvédcuji také vysledky populacni studie Cervenosporych geosmithii ze Stredomoii
(Kostovc¢ik, 2006).

Molekularni studie fadu Hypocreales ukazaly, Ze geosmithie nalezi do celedi Bionectriaceae,
konkrétn¢ do slabé podpofené vétve obsahujici rody bud® anamorfni nebo s plodnicemi typu
kleistothecium (na rozdil od vétSiny zastupcii Celedi Bionectriaceae, ktefi maji plodnice
perithecialni). Za sestersky taxon rodu Geosmithia byl povazovan druh Acremonium alternatum
(Ogawa et al., 1997, Rossman et al., 2001), nov¢jsi studie s vétSim poc¢tem zastoupenych druht
rodu Acremonium piisuzuje toto postaveni druhu Acremonium sclerotigenum (Summerbell et al.,

2011). Nelze ovsem obecné fici, ze sesterskym rodem geosmithii je rod Acremonium, nebot’ tento



anamorfni rod je polyfyleticky a jeho zastupce lze kromé fadu Hypocreales nalézt i v fadech
Glomerellales a Sordariales a ve tfidé¢ Leotiomycetes (Summerbell et al., 2011).

Geosmithie sensu stricto jsou charakteristické zejména svou ekologii — jedna se o symbionty
podkorniho hmyzu (Kirschner, 2001, Kubatova et al, 2004, Kolafik et al, 2004, Kolafik et al. 2005,
Kolatik et al, 2007, Kolafik et al, 2008, Kolaiik et al, 2010, Kolafik et al, 2011). Mimo prostiedi
pozerkii podkorniho hmyzu jsou nalézany jen vzacné (Pitt, 1979, Kolatik et al., 2004). Po
morfologické strance se hypokrealni geosmithie vyznacuji charakteristickym Utvarem, ktery se
vyskytuje na bazich konidiofori — tzv. ,,peg foot* (Kolafik et al., 2004).

K dnesnimu dni bylo popsano 11 druhii (viz tabulku 1) a nékolik desitek dalSich druha
rozliSenych metodou RAPD, morfologicky a na zaklad¢ sekvenci ITS zistava dosud nepopsano

(Kolatik, nepublikovano).

Tabulka 1: Platné popsané druhy rodu Geosmithia.

druh publikace

G. lavendula Pitt, 1979

G. putterillii Pitt, 1979

G. pallida Kolafik et al., 2004

G. flava Kolafik et al., 2004

G. langdonii Kolafik et al., 2005

G. fassatiae Kolafik et al., 2005

G. obscura Kolafik et al., 2005

G. eupagioceri Kolafik et Kirkendall, 2010
G. microcorthyli Kolafik et Kirkendall, 2010
G. rufescens Kolafik et Kirkendall, 2010
G. morbida Kolafik et al., 2011

Vyskyt geosmithii byl intenzivné studovan ve stfedni Evropé (Kubatova et al., 2004, Kolaftik et
al., 2004, Kolafik et al., 2005, Kolaiik et al., 2008, Jankowiak et Kolatik, 2010), ve Stifedomofti
(Kolatik et al., 2007) a v n€kolika oblastech USA (Kolafik et al., 2011, Kolafik, nepublikovano). Ve
vSech téchto oblastech byly geosmithie ve vzorcich z klirovcl nebo jejich pozerkli velmi bézné, a to
na Sirokém spektru hostitelskych rostlin zahrnujicim jak listnace, tak jehlicnany. Naptiklad z 94
vzorkli hmyzu zatazenych do evropské studie geosmithie chybély jen u 13 vzorkl reprezentujicich
4 druhy karovca (Kolafik et al., 2008).

Vyznam geosmithii pro hostitelskou rostlinu a pro hmyziho ptenaSece ve vétsiné piipadl neni
znam. U ekologicky podobnych, ale 1épe prostudovanych ophiostomatalnich hub se predpoklada, ze
svému pienaseCi prospivaji tvorbou esencialnich latek (napt. sterolt, lipidd, vitamint...) a
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koncentraci zZivin z rostlinnych pletiv do mycelia, které je pfenaseCem ndsledné spéasano. Pro
lykozravé brouky (na rozdil od dievnich) neni tato symbidza obligatni, nicméné v nékterych
ptipadech bylo prokdzano, ze piitomnost symbiotické houby zvySuje rozmnozovaci uspéSnost
broukt. Dalsi vyhoda houby miize spocivat v patogennim ptlisobeni na hostitelskou rostlinu, které
vede Kk jejimu oslabeni a usnadfiuje tak pienaSeci rostlinu kolonizovat (Six, 2003, Byers, 2004,
Lieutier, F., 2004, Kirisits, 2004). Podobny efekt mohou mit i rychle rostouci houby, které svym
myceliem ucpou pryskyfi¢né kanalky a ochrani tak brouka pted obrannou reakci rostliny (Farrell et
al., 2001).

Zatimco lyko je pomérné vyzivnym zdrojem potravy, dievo je zivinami chudé a brouci v ném
zijici jsou ve vétSing piipadd obligdtné zavisli na pfitomnosti symbiotické houby (Sauvard, 2004,
Byers, 2004, Kirisits, 2004, Mueller et al.,, 2005, Farrell et al., 2001). U téchto tzv.
xylomycetofagnich nebo mycetofagnich broukti a jejich houbovych privodct se vyvinula velmi
tésnd symbidza doprovdzena morfologickymi adaptacemi. Na strané broukid jsou to mykangia —
specializované organy slouzici k pfenosu symbiotickych hub (mykangia se ovSem Casto vyskytuji i
u floemofagnich brouki). V typickém piipade se jedna o vchlipeniny kutikuly, do nichz usti zlazy.
V §ir§im pojeti mohou mit mykangia i podobu kartdckid z chlupi, na nichz se vytrusy hub mohou
zachytit (Six, 2003). Houby ucastnici se této symbidzy se nazyvaji ambrosiové a ptizpisobily se ji
tvorbou riznych utvari funkéné analogickych plodim kulturnich rostlin. Jednd se naptiklad o
zvétsené spory nebo o vyludovani kapek. Ugelem téchto utvard je maximalizovat pomér vyzivného
obsahu ku nestravitelnému obalu (Kolatik et Kirkendall, 2010, Hulcr et al., 2007, Mueller et al.,
2005).

Pokud jde o rod Geosmithia, vétsina dosud znamych druht zije v symbidze s lykozravymi
karovei (Kolafik et al., 2004, 2005, 2007, 2008). Znaky ambrosiovych hub vykazuji v rizné mite
Ctyfi vzdjemn& nepiibuzné druhy geosmithii, z toho dva druhy jsou zietelné typické ambrosiové
houby (tzn. dominuji v pozercich svého pienasece a tvori velké ,krmné“ spory) (Kolafik et
Kirkendall, 2010).

Ve vztahu Kk rostling jsou téméf vSechny geosmithie saprotrofové kolonizujici jiz mrtva pletiva.
Vyjimkou je Geosmithia morbida, kterd je patogenni a zpisobuje chorobu ,thousand canker
disease” americkych ofesakd. Stromy druhu Juglans nigra, ktery je nejnachylnéjsi k této chorobé,
umiraji obvykle béhem tii az Ctyi let (Kolafik et al., 2011). Dale se spekuluje o moznosti
patogenniho pusobeni nékterych geosmithii z jilm, u nichZz byl nalezen fytotoxicky protein
ceratoulmin ziskany horizontalnim genovym ptenosem z Ophiostoma novo-ulmi (Scala et al.,
2007).



Vzhledem k velké ckologické diverzité (vyskyt na jehlicnanech i listnacich, asociace
s floemofagnimi 1 xylomycetofdgnimi brouky) vramci blizce piibuznych hub mulze byt rod
Geosmithia velmi uzite¢nym modelovym systémem pro studium adaptaci k témto zpiisobiim zivota.
Zv1asté slibnym je v tomto sméru komplex druhit OTU 8 (G ,,quercina“), OTU 36 (G “cedrii “),
OTU 37 (G ,,acaciae”) a OTU 38 (G. microcorhylii). Tyto druhy maji totoznou sekvenci ITS,
nicméné se velmi lisi ekologicky i morfologicky. Zatimco OTU 8 se vyskytuje v pozercich
floemofagnich kiirovct na dubech ve stfedni Evropé, OTU 38 byla nalezena jako symbiont
xylomycetofagniho kiirovce v Kostarice (Kolafik et Kirkendall, 2010). Dal$i velmi blizké druhy
jsou OTU 36 izolovana zcedrii v severni Africe a OTU 37 nalezend na avokadu v Australii
(Kolatik, viva voce). V jejich evoluci tedy doslo k velmi rychlému vzniku adaptaci nezbytnych pro

ptislusné zptsoby zivota (Kolafik et Kirkendall, 2010).

Vyznam molekularnich znaku pro systematiku a identifikaci hub

Molekularni znaky se v posledni dobé staly nepostradatelné pro systematiku. Pod tihou
molekularnich argumenti byli lichokopytnici spojeni s letouny do monofyletické skupiny
Pegasoferae (Nishihara et al., 2006), bércoun se svym ,.choblitkem* byl uznan za piislusnika
ptibuzenstva slonti (Balter, 1997), ptivodce malarie se sbratfil s obrnénkami (Simpson et Roger,
2004), ,,prvok* Pneumocystis carini napadajici plicni sklipky byl zafazen na bazi askomycetl
(Edman et al., 1988), mikrosporidie se staly houbami (Hirt et al., 1999, James et al., 2006) a
Eccrinales jimi byt pfestaly (Cafaro, 2005). Ptesto, ze tyto radikdlni zmény byly zpocatku Sokem
pro tradi¢ni morfologické systematiky, v mnoha piipadech se ukdzalo, Ze systém zaloZeny na
molekularnich znacich 1épe vysvétluje distribuci biologicky vyznamnych znak.

Typickym piikladem takové situace je pododdéleni Kicxellomycotina (patfici do
polyfyletickych ,.Zygomycota®). Jeho zastupci byli i pfes vyraznou synapomorfii v podobé
prehradek se soudeckovitymi pory se zatkou tradi€né fazeni do odliSnych tfid — fddy Dimargaritales
a Kicxellales do tfidy Zygomycetes, Harpelales a Asellariales do tfidy Trichomycetes (Kalina et
Vana, 2005). Teprve molekularni studie umoznily jejich smyslupIné spojeni (Tanabe et al., 2004,
James et al., 2006, Hibbett et al., 2007).

Dal$im velkym pfinosem molekularni taxonomie je, Ze umoZzinuje oprostit se od zazitého zvyku
rozliSovat patogeny rostlin podle hostitele. Prestoze v mnoha ptipadech jsou houby skute¢né
hostitelsky specifické, neni tomu tak vzdy. Odstranénim apriorniho ptfedpokladu, ze na jiném
hostiteli je jiny druh patogenu, se otevird prostor pro poznavani skutecné biologie hub a

mechanismd, které se v interakci patogenu s hostitelem uplatiuji (Blackwell, 2011).



Ackoli molekularni znaky dnes hraji dilezitou roli v systematice vSech organismu,
U mikroorganismu je jejich vyznam jesté¢ vétsi. Divodem je jejich nizs$i morfologickd komplexita
(minimalné v méftitku, na které je adaptovano lidské vnimani) a zni plynouci mensi pocet
potencialnich tvart dostupnych pro evoluci. Nasledkem toho jsou mikroorganismy nachylné;si ke
konvergenci (Blackwell, 2011).

Taxony velmi podobné nebo i morfologicky nerozlisitelné neziidka patii do rozdilnych celedi,
radu ¢i tfid (Koukol, 2010; Okada et al., 1998, Diezmann et al., 2004, Summerbell et al. 2011). To
plati i pro samotny rod Geosmithia, ktery, tak jak je v soucasnosti definovan, ma zastupce ve

tiidach Sordariomycetes a Eurotiomycetes (Ogawa et al., 1997).

DNA barcoding

Klasicky odhad, ktery tikd, Ze na Zemi existuje 1,5 milionu druht hub (Hawksworth, 1991), je
dnes jiz povazovan za podhodnoceny (Crous et al., 2006). Hawksworth sviij odhad zalozil na
poméru rostlin a hub na n¢ vazanych 1:6. Ukazuje se ale, ze u n¢kterych skupin je tento pomér
mnohem vyss$i (az 1:33 u palem) a Ze saprotrofni houby vykazuji vétS$i miru substratové specifity,
nez se predpokladalo. Zaroven do odhadu nebyla zapoc¢tena dosud témét neprozkoumana diverzita
hub Zijicich jako endosymbionti nebo parazité hmyzu (Crous et al., 2006). Nové odhady tedy
hovoti o 3,5 az 5,1 milionu druhd hub, z nichZ jen zhruba 99 000 bylo dosud popsano (Blackwell,
2011).

A molekularni studie stale ptinaseji nové kryptické druhy (Peterson et al., 2010, Zhao et al.,
2011, Begerow et al., 2010, Lutzoni et al., 2004). Ovsem objevuji se i piipady, kdy molekularni
studie ukazuji, ze diverzita v n€kterych skupinach je nadsazena (Leavitt et al., 2011).

Pocet taxonomi nemuze staCit na udrZzovani znalosti a zkuSenosti pottebnych
k morfologickému uréovani mikroorganismi ani v téch ptipadech, pro které se morfologické znaky
podaftilo nalézt. DNA barcoding je zpusob, jak celit této situaci. Jedna se o automatické urcovani
organismi pomoci useku DNA, ktery je pfirovnavan k ¢arovému kodu identifikujicimu zbozi
v obchodech (Hebert et al., 2003, Gilmore et al., 2009, Eberhardt, 2010). OvS§em zatimco vyrobci
oballi si jednoznacné kombinace car tisknou sami, molekuldrni taxonomové stile patraji po
idedlnim tseku DNA, ktery by jim tuto sluZzbu poskytl. Zakladnimi poZadavky jsou spolehlivé
univerzalni primery, které by umoznily amplifikovat pfislusny gen ze vSech organismd, a variabilita
dostatecna pro rozliSeni ptibuznych druhi.

Kromé nezvladnutelnych rozmérti biodiverzity je dalS$im argumentem pro vyuzivani DNA
barcodingu moznost ureni organismu nezavisle na tom, v jakém stadiu Zivotniho cyklu se praveé

nachazi. Morfologické znaky jsou v mnoha piipadech pfitomné pouze na pohlavné se
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rozmnoZzujicich stadiich — na dosp€lcich v ptipadé hmyzu, v kvétni stavbé v ptipad¢ rostlin (Hebert
et al., 2003). V ekologickych studiich ale neni mozné smifit se s tim, ze jen zlomek organismi se
nachdzi ve stadiu nesoucim morfologické znaky. V ptipadé¢ hub se jednd o pocetnou skupinu
»sterilnich mycelii®, ktera v ekologickych studiich zpravidla zlstavaji jako neinterpretovatelny
,,odpad“. (Kowalski et Kehr, 1992, Griffith et Boddy, 1990, Sieber, 1989, Sieber et al., 1991).
Rozmach barcodingu s sebou nese riziko, ze védci podlehnou pokuseni a zcela se spolehnou na
sekvence. Pfi studiu mikroorganismii ale mnohdy nelze jinak, nez se smifit s tim, ze budeme
studovat bezejmenné sekvence, o jejichz nositelich nic nevime (Eberhardt, 2010). Je to totiz

Vv mnoha piipadech jedina cesta, jak o jejich nositelich néco zjistit.

Geny vyuzivané pro fylogenetiku a barcoding

Aby umoznily odhalit pfibuzenské vztahy mezi organismy, mély by zkoumané geny spliiovat
nasledujici podminky:

Mély by byt v genomu kazdého organismu pfitomny pouze v jedné kopii (v opaéném piipadé
muze dojit k osekvenovani odliSnych paralogii u riznych vzorku, takze rozdily mezi kopiemi
v ramci jednoho organismu zastini rozdily mezi ortolognimi sekvencemi),

mély by pro né existovat spolehlivé univerzalni primery umoziujici PCR amplifikaci u co
nejvetsiho mnozstvi organismu

a jejich sekvence by mély poskytovat dostatecné mnozstvi variabilnich znakd pfi soucasné
ptitomnosti konzervovanych pozic umoziujicich alignment (Feau et al., 2011).

Nicméné vybér genll pro fylogenetické studie byl a dosud ve vétSiné piipadi je fizen
historickymi nadhodami. Geny, které se zacaly pouzivat v prvnich molekularné fylogenetickych
studiich, byly kvili srovnatelnosti jednotlivych studii pouzivany nadéle, ptestoze divody, které
pivodné vedly k jejich vybéru, ptestaly byt relevantni a ze tyto geny mnohdy nebyly nejvhodné;jsi
(naptiklad proto, ze v evoluci prodélaly duplikace, jsou nachylné k horizontalnimu transferu nebo
jsou u nekterych taxont pod odliSnym selek¢nim tlakem nez u jinych) (Aguileta et al., 2008, Feau
et al., 2011). Gueidan et al. (2007) nalezli rozpor dokonce i mezi dvéma regiony jednoho genu,
konkrétné se jednalo o RPB1, jehoz dva Useky ukazovaly na odliSnou fylogenetickou pozici druhu

\errucaria nigrescens.

Cox1

Cox1 neboli COI, ¢ili gen pro cytochrom c¢ oxidazu I, byl vybran jako vhodny gen pro
barcoding zivocichli. Mitochondridlni genom ma u Zivo€icht vyhodu, Ze na rozdil od

rekombinujiciho genomu jaderného je klondlni. Mitochondridlni geny pro ribosomdlni RNA
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obsahuji pfili§ mnoho indelti. Cox1 byla vybrana ze 13 genti, které u zivocichl kéduji proteiny,
jednak diky konzervovanym univerzalnim primerim a jednak diky velkému rozsahu, v némz
poskytuje informace o taxonomické prislusnosti (od vnitrodruhové tirovné rozliSitelné variabilni
treti pozici kodonii po vysoké taxonomické jednotky identifikovatelné pomoci sekvence
aminokyselin, kterou tyto geny koduji) (Hebert et al., 2003).

Ovsem zatimco taxonomtim zivocichil dal tento gen viru, ze béhem 20 let ,,sesterské druhy
budou rozeznatelné, taxonomicka rozhodnuti budou objektivni a vSechna zivotni stadia budou
identifikovatelna“ (Hebert et al., 2003), pokusy vyuzit ho pro barcoding hub skon¢ily zklamanim.

Vialle et al. (2009) analyzovali dostupné mitochondrialni genomy stopkovytrusych hub
a srovnavali geny pro jednotlivé proteiny z hlediska jejich vhodnosti pro DNA barcoding. Velkou
cast (v€etné Cox1) vyloucili kvili mnozstvi intront potencialné znesnadnujicich amplifikaci. Kdyz
dale zohlednili délku, zGstaly ve vybéru tfi mitochondrialni geny: atp6 (podjednotka 6 ATP
syntazy), CO3 (podjednotka 3 cytochrom oxidazy) a nad6 (podjednotka 6 NADH dehydrogenazy).
Jiné studie ale ukazaly, ze atp6 se u nckterych askomycetd vyskytuje ve vice riznych kopiich a
nad6 naopak u nékterych hub zcela chybi. Pro nad6 také neexistuji dostate¢né univerzalni primery
(Eberhardt, 2010). Kazdopadné ani jeden z genii nepiekonal svou schopnosti spolehlivé zatadit
vzorek do spravného taxonu tradiéné pouzivany tsek ITS (Vialle et al., 2009).

U rodu Fusarium se objevila jesté dalsi piekazka branici v uzivani Cox1 pro DNA barcoding
hub. Gen se u téchto hub vyskytuje v n¢kolika kopiich (byly detekovany az ¢tyii v jednom izolatu),
jejichz vnitrogenomova variabilita pfevySuje variabilitu mezi druhy a brani tak spravnému
taxonomickému pfitazeni sekvenci (Gilmore et al., 2009).

Konec¢né u rodu Penicillium Cox1 selhala proto, Ze nebyla dostate¢né variabilni a nebyla tudiz
schopna rozlisit jednotlivé druhy v n€kolika druhovych komplexech (Chen et al, 2009).

Mozné ale hlavnim divodem zavrzeni tohoto genu byla skute¢nost, Ze iniciativa Zivo¢iSnych
taxonomil zalozit barcoding na genu Cox1 pfisla v dobé&, kdy mezi mykology bylo jizZ béZnou praxi

vyuzivat k podobnym tcelim region ITS (Seifert, 2009, Eberhardt, 2010).

Ribosomalni RNA

Geny pro ribosomalni RNA a tseky DNA mezi nimi (ITS, IGS) byly v systematice
a identifikaci hub pouzivany nejcastéji (Lutzoni et al., 2004, Eberhardt, 2010). Jejich Siroka obliba
méla dva hlavni divody. Jednak pro né¢ byly navrzeny primery uz na po¢atku molekuldrni éry, a to
hlavné kvtli velmi konzervovanym usekiim srovnatelnym napfi¢ celym stromem bunécéného Zivota.
A jednak proto, Ze jsou v genomu pritomny ve velkém poctu opakovani, coz usnadiuje jejich

amplifikaci ze vzorku (Blackwell, 2011, Miller et Huhndorf, 2005).
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Tyto geny se v genomu vyskytuji v podobé tzv. RNA operonu, v némz se nachazeji geny pro
18S RNA, 5,8S RNA a 28S RNA, kter¢ jsou oddéleny nekddujicimi regiony ITS 1 aITS 2. Vyraz ITS
region se obvykle pouziva ve vyznamu ITS 1 — 58S — ITS 2. RNA operony jsou v genomu
uspotradany repetitivné a jednotlivé kopie jsou oddéleny nekodujicim regionem IGS. Predpoklada
se, ze vSechny kopie RNA operonu v genomu jsou udrzovany ve vzajemné identické podob¢
procesem ,,concerted evolution® (Elder et Turner, 1995, Ganley et Kobayashi, 2007). Na ptikladu
rodu Laetiporus vsak bylo prokazano, ze variabilita ITS vramci jedince mize pichlusit
fylogeneticky signal mezidruhovych vztahi (Linder et Banik, 2011).

O’Donnell et Cigelnik (1997) navic zdokumentovali pfipad dvou odlisnych typt ITS sekvenci
v genomu. U riznych blizce pfibuznych druhi z rodu Fusarium ptevazuje vzdy jeden typ ITS, coz
vede k zavadéjicim vztahtim ve fylogenetickém stromé&. Pfitomnost dvou variant ITS je ziejmé
disledkem mezidruhové hybridizace nebo genové duplikace, k niz doSlo pfed rozriznénim
druhového komplexu. Proces ,,concerted evolution* v tomto pifipadé zfejmé probiha pomaleji, nez
speciace.

V mnoha piipadech se také ukazuje, Ze ITS neni dostate¢né variabilni (Zhao et al., 2011,
Lieckfeldt et Seifert, 2000, Cannon et al., 2012, O’Donnell et Cigelnik, 1997).

OvSem 1 presto, Ze stale vice studii ukazuje, Ze ribosomalni geny nejsou pro fylogenetické
studie a pro barcoding idealni, je pravdépodobné, ze mnozstvi sekvenci téchto gent, které byly
nashromézdény, jim zajisti privilegované postaveni i do budoucnosti a véda se podfidi dostupnym
datim (Eberhardt, 2010). Ve prospéch ITS jako genu pro barcoding hovofti také to, ze diky velkému
poctu kopii stile ptredstavuje spolehlivéji amplifikovatelny marker, nez jsou proteinové geny
ptitomné v genomu Vv jediné kopii (Schoch et al., 2012).

Zejména ve studiich usilujicich o odhaleni hlubsich fylogenetickych vztahi mezi houbami se
ukazovalo, Ze geny pro ribosomalni RNA neposkytuji dostatek informaci. Proto byly do
mezinarodniho projektu zaméteného na vicegenovou fylogenezi celé tisSe hub — Assembling the
Fungal Tree of Life (AFTOL) - zafazeny také geny kodujici proteiny: RPB1, RPB2, TEF-/a
(transla¢ni elongaéni faktor 1a) a mitATP6 (podjednotka 6 mitochondrialni ATP syntazy, viz vyse)
(Lutzoni et al., 2004, Seifert, 2009, www.aftol.org).

RPB1 a RPB2

RPB2, ¢ili druhd nejvétsi podjednotka RNA polymerazy 11, je - stejné€ jako ostatni proteiny,
které se ucastni replikace, transkripce a translace — pro organismy nezbytnd a ma tudiz malé
pfedpoklady pro horizontélni genovy transfer. Zaroven obsahuje velmi konzervované Useky, které

umoznuji jeji amplifikaci, a vyskytuje se v genomu hub jen v jedné kopii. Z téchto divodi byla
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vybrdna jako prvni proteinova alternativa, kdyz se geny pro ribosomalni DNA zacaly jevit
nedostate¢né (Liu et Hall, 2004, Liu et al., 1999, Miller et Huhndorf, 2005). Na vyssi taxonomické
urovni byla s ispéchem pouzita naptiklad k odhaleni monofylie hub s askolokuldrni ontogenezi
(Liu et Hall, 2004) nebo monofylie zygomyceti se soude¢kovitymi pory se zatkou (Tanabe et al.,
2004) a naopak k vyvraceni monofylic polysporickych lisejnikti (Reeb et al., 2004). Na nizsi
taxonomické Grovni ptispéla k vyjasnéni ptibuzenskych vztahii mezi riznymi druhy rodu Candida
(Diezmann et al., 2004) a Inocybe (Matheny, 2005) a ke zpochybnéni koncepce rodu v fadu
Sordariales (Miller et Huhndorf, 2005).

Hofstetter et al. (2007) porovnavali schopnost genti nucSSU, nucLSU, mitSSU, RPB1 a RPB2 a
jejich kombinaci odhalit piibuzenské vztahy mezi houbami na riiznych Urovnich od blizce
ptibuznych druhii po podtiidy. Jako miru pouzili podil poctu signifikantné podpoienych vétvi ve
fylogenezi zalozené na daném genu/kombinaci ku poctu signifikantné podpoienych vétvi ve
fylogenezi ziskané spojenim vSech péti genll. Z tohoto srovnani vysla nejlépe RPB1, ¢ili gen pro
nejvetsi podjednotku RNA polymerazy II s tficeti osmi podpofenymi vétvemi ze Sedesati Sesti
moznych. RPB2 ji nasledovala s tficeti Sesti podpoienymi vétvemi, zatimco mitSSU a nucLSU daly
signifikantni podporu jen devatenacti vétvim a nucSSU pouhym patnécti. Z kombinaci dvou gent
mélo nejlepsi vysledky spojeni RPB1 a RPB2 (Etyficet sedm podpotfenych vétvi), z kombinaci tii
gentl to byly RPB1, RPB2 a mitSSU (55 vétvi) a z kombinaci ¢tyt gend RPB1, RPB2, mitSSU a
nucSSU (59 vétvi). Prestoze uziti RPB2 bylo piivodné zavedeno kvili vztahiim na urovni tfid (Liu
et Hall, 2004), vétve podporované 1épe RNA polymerazovymi geny nez geny pro ribosomalni RNA
byly vétsinou uvnitt Celedi, zatimco vétve, pro néz davaly lepsi vysledky ribosomalni geny byly
spiSe na urovni podtiid ¢i fadu (Hofstetter et al., 2007).

Podobné srovnani provedli Diezmann et al. (2004) na fylogenezi uvnitf fadu
Saccharomycetales. | z jejich studie vySly nejlépe RPB1 (18 podpofenych vétvi) a RPB2 (15
podpotenych vétvi). Dalsi testované geny — kodujici elongacni faktor 2, 18S rDNA a 26S rDNA —
poskytly statistickou podporu jen deseti z celkem tficeti osmi vétvi a posledni — gen pro aktin —
pouze osmi vétvim. Pozoruhodné je, ze ze 35 vétvi statisticky podpofenych kombinaci vSech Ctyf
genil kodujicich proteiny jich sedm podporu ztratilo pfipojenim genii kodujicich ribosomalni RNA.

Miller et Huhndorf (2005) porovnavali RPB2 s LSU a g-tubulinem na vnitrofadové trovni.
Prestoze délka vSech tii fragmentt byla srovnatelnd, RPB2 poskytla vice nez dvojnasobné mnozstvi
pozic nesoucich informaci pro parsimonii oproti zbylym dvéma gentim, coz vedlo k vyS$Simu poctu
statisticky podpofenych vétvi.

Matheny (2005) pouzil RPB1, RPB2 a LSU pro fylogenezi rodu Inocybe. | v tomto ptipadé

poskytovala nejvyssi statistickou podporu RPB1, nicméné u druht Inocybe fastigiella a Hypholoma
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fasciculare byly nalezeny dv¢ odlisné kopie RPB1. RPB2 se u vSech studovanych vzorkt zdala byt
ptitomna jen v jediné kopii a jeji schopnost objasnit pfibuzenské vztahy v rodu Inocybe byla rovnéz
velmi dobrd v porovnani s LSU. Autor selhdni LSU pficitd velké nevyrovnanosti evolucnich
rychlosti mezi riiznymi tseky tohoto genu.

Hofstetter et al. (2007) také ovéfili, ze v ramci Lecanoromycetes nedochazi na tieti pozici
RPB1 a RPB2 k substitu¢ni saturaci. Naopak u Saccharomycetales k substitu¢ni saturaci na tieti
pozici dochazi (Diezmann et al., 2004). Uré¢ita mira substituéni saturace na tieti pozici RPB2 byla
objevena i v ramci Sordariales, nicméné tato byla dostate¢né mala, aby bylo mozZné ji zanedbat
(Miller et Huhndorf, 2005). Podobné vysledky méli i Tanabe et al. (2004) s RPB1 u zygomycetu:
K substitucni saturaci tohoto genu doslo, ale byla mnohem mensi, nez u druhého genu pouzitého
Vv této studii — TEF-/a.

Ackoli RPB1 poskytovala ve vSech studiich, do nichz byla zatazena, podporu nejvysSimu
poctu vetvi, Tanabe et al. (2004) zpochybnili jeji vhodnost. V jejich studii se sice tento gen osveédcil
na urovni fadi zygomycetl, ale daval nesmysiné vysledky pro vztahy nékterych askomycetl a
bazidiomyceti, coz mohlo byt disledkem genovych duplikaci nebo horizontalniho genového

transferu.

Dalsi geny kédujici proteiny

B-tubulin byl pouzit naptiklad v kombinaci snucLSU pro odliseni rodi Ceratocystiopsis
a Grosmannia od rodu Ophiostoma (Zipfel et al., 2006), a to piesto, ze ,,partition homogeneity test*
nepotvrdil kongruenci téchto genti. Autofi to pficitali velké konzervovanosti S-tubulinu (do analyzy
nebyly zahrnuty introny, nebot’ byly pfitomny jen u nékterych taxonil). Zda v takovém piipadé -
tubulin relevantn¢ ptispivd k vysledné podobé fylogenetického stromu ovSem autofi dale
nediskutovali.

Problémem B-tubulinu je také existence paralogl, kterd brani jeho univerzalnimu uZiti.
Nicméné naptiklad pro Penicillium podrod Penicillium se B-tubulin ukazal byt vhodnym genem pro
barcoding, protoze u tohoto taxonu nedochazelo k amplifikaci paralogii a zafazeni izolati na
zaklade sekvenci B-tubulinu korelovalo s jejich morfologii (Samson et al., 2004).

EF-/a se ukazala jako velmi problematicka pro vyS$i taxonomickou Uroven, zejména kvuli
velké mife substituéni saturace (Tanabe et al., 2004). Pro niz§i taxonomickou uroven a pro
barcoding ale muze byt uziteCna. Napiiklad ve studii zaméfené na nalezeni vhodného genu pro
barcoding rodu Neonectria byly srovnavany useky ITS, S-tubulinu, EF-/a a RPB2 na zakladé jejich
mezidruhové divergence a snadnosti jejich amplifikace. Zadny z téchto genti neumoznil zafazeni

vSech vzorklli do druhu, protoZe nejvétSi vnitrodruhové rozdily prevySovaly nejmensi rozdily
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mezidruhové. Proto autofi navrhuji kombinaci EF-la a RPB2, ktera byla ve vSech ptipadech
uspésna (Zhao et al., 2011).

Ptibyvajici kompletné¢ osekvenované genomy nabidly moznost oprostit se od historickych
nahod a vybrat geny, které budou opravdu nejvhodnéjsi pro odhalovani ptibuzenskych vztahi mezi
houbami. Za timto uc¢elem Aguileta et al. (2008) analyzovali 23 plné osekvenovanych genomt hub.
Nejprve vyfiltrovali geny, které se vyskytovaly ve vsech studovanych genomech, ale vzdy pouze
Vv jedné kopii. Kazdy z takto vybranych geniti pouzili k vytvofeni fylogenetického stromu a nasledné
zjistovali, do jaké miry se tyto stromy shoduji se stromem vytvofenym na zaklad¢ spojeni vSech
gent dohromady. Stoprocentni shody stromu dosahly pouze dva geny: Mcm7 a Tsrl. Naopak shoda,
jiz doséhly bézn€ uzivané geny, byla nizkd, a nékteré z nich neprosly dokonce ani prvnim sitem,
protoze byly alesponn u nékterych taxonl piitomny ve vice kopiich nebo naopak v nékterych
genomech nebyly pfitomny viibec.

Tsrl (TwentyS rRNA accumulation protein 1) kdéduje protein, ktery ovliviiuje zpracovani
prekurzord ribosomalni RNA (Aguileta et al., 2008, Gelperin et al., 2001, Morgenstern et al.,
2012).

Mcm7 (Minichromosome maintainance protein 7) patii do Sesti¢lenné rodiny proteinit Mcm
(rozpor v ¢islovani neni zptsoben pieklepem, nybrz tim, Ze nazev Mcml byl pivodné piifazen
proteinu, ktery neni homologicky se ¢leny Mcm rodiny), kterd se ucastni regulace spousténi
replikace DNA (tzv. ,licencing-like reaction®). Piivodn¢ byly tyto proteiny popsany u modelovych
kvasinek Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe, pozdé&ji byly jejich homology
nalezeny u dal$ich eukaryot. Zda se, Ze k rozriznéni Mcm na Sest znamych paralogti doslo u
spolecného predka eukaryot a nasledné¢ zlstala tato rodina konzervovéna a pfinejmensSim u
opistokont ma vzdy prave sest ¢lenti. Homology Mcm genti byly nalezeny i u archei (coz odpovida
spole¢nému ptivodu replikacniho aparatu eukaryot a archei), nicméné tam je pocet Mcm v genomu
variabilni a jednotlivé geny neodpovidaji konkrétnim ¢leniim této rodiny u eukaryot (Kearsey &
Labib, 1998, Aguileta et al., 2008, Morgenstern et al., 2012).

Schmitt et al. (2009) nasledné navrhli primery pro tyto geny (pfesnéji pro jejich fragmenty
dlouhé 640-740 bazi v ptipadé Mcm7 a 750 bazi v ptipadé¢ Tsrl) a uspéSné otestovali jejich
pouzitelnost od vnitrorodové urovné po vztahy mezi tfidami v rdmci oddéleni Pezizomycotina.
Geny se zdaji byt perspektivni i pro barcoding. Schmitt et al. ové&fili jejich variabilitu mezi
jednotlivymi druhy rodd Malcomiella, Aspergillus a Lecanora. Raja et al. (2011) srovnavali Mcm7
s LSU na trovni tfid a na Grovni rodl. V jejich studii se LSU jevila vhodné&jsi pro vyssi taxony,

Mcm7 pro rodovou troven.

14



Husson et al. (2011) aspésné pouzili geny Mcm7 a Tsrl pro odliSeni dvou kryptickych druht
rodu Chalara/Hymenoscyphus vyskytujicich se na jasanech v severovychodni Francii. Autochtonni
avirulentni druh Hymenoscyphus albidus se od invazniho virulentniho druhu H. pseudoalbidus lisil
ve 2,1% bazi genu Mcm7 a ve 3,8% bazi genu Tsrl. Bézné pouzivany gen ITS vykazoval jen 1,6%
variability.

Hermet et al. (2012) studovali systematickou ptislusnost izolatd rodu Mucor ze syri pomoci
gent ITS, 18S, 28S, RPB1 a Mcm7. Mcm7 se z nich osvédcil nejvice diky procentualné nejvyssi
mezidruhové variabilité.

Geny Mcm7 a/nebo Tsrl vyuzilo jesté n€kolik dalSich studii, ackoli zatim jich neni mnoho. Ve
studii zabyvajici se rodem Hamigera a piibuznymi houbami z fadu Eurotiales byly Mcm7 a Tsrl
pouzity v kombinaci s RPB2. Spojenim téchto tii genl byl ziskan fylogeneticky strom s vétSinou
vétvi dobfe podpotenou, ale zddny z gend samostatné nedoséhl srovnatelnych vysledka (Peterson et
al., 2010). Ve studii druhové diverzity lichenizovanych hub rodu Xanthoparmelia v Severni
Americe byl Mcm7 pouzit v kombinaci s S-tubulinem a geny pro ribosomalni RNA. V tomto
pfipad¢ se ovSem proteinové geny spiSe neosvédCily ai po spojeni vSech pouzitych gend zistala
znacna ¢ast mezidruhovych vztahl nevyjasnéna (Leavitt et al., 2011). Tsrl spolu s dalSimi geny
pouzili také Houbraken et al. (2012) pii definovani rodu Rasamsonia, do n&jz piefadili étyti z
eurotialnich ,,geosmithii‘.

Podobnou metodu jako Aguileta et al. pouzili i autofi dalsi studie zabyvajici se vybérem
optimalnich gent pro fylogenetické studie (Feau et al., 2011). Jejich cilem ovSem nebylo nalézt
univerzalné pouzitelné geny, nybrZz vyvinout metodu umoziujici pro kazdou konkrétni studii vybrat
nejvhodnéjsi geny. Geny, které vybrali pro modelovou studii, poskytly lepsi statistickou podporu
pro zjisténé fylogenetické vztahy padli nez ITS. Tento piistup je ovSem uzitecny jen pro konkrétni
studie a neumoziuje vyuzit ziskana data pro obecnéjsi srovnani.

Aguileta et al., se rovnéz zabyvali otazkou, jaky pocet genti by mél byt ve fylogenetickych
studiich pouzivan. Postupné ptidavali do analyzy dalS§i geny (v potfadi podle vhodnosti) a
srovnavali ziskané podpory vétvi. Dva nejlepsi daly dohromady vS§em vétvim bootstrap nad 70%, tii

geny nad 80%, ale ani 25 genil nedalo vSem vétvim 100%.
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Metodika

Studované vzorky

Studované izolaty jsou soucasti sbirky mého Skolitele Miroslava Kolafika. Pracovala jsem
pievazné s izolaty, které jiz byly prfedbézn¢ zatazeny do operacné taxonomickych jednotek (OTU,
fadovée na trovni druhil,) na zdkladé morfologie a sekvenci ITS. Kde to bylo mozné, studovala jsem
ti1 izolaty od kazdé OTU. V nékterych piipadech byl k dispozici jen jeden ¢i dva izolaty (tento
problém se tykal zejména tropickych linii), naopak od OTU s Sirokym hostitelskym spektrem nebo
geografickym rozsifenim jsem pouZila vice izolatl. Do analyzy jsem zatadila také sekvence, které
ziskali muj Skolitel (73 sekvenci) a Mgr. Martin Kostov¢ik (11 sekvenci) v rdmci diivéjSich
vyzkumt.. Celkem jsem pouzila 215 izolati geosmithii a outgroup. Jako outgroup jsem pouzila
izolat druhu Emericellopsis terricola CCF 3815 (Hujslova, 2010), coZ je druh patiici mezi nejblizsi
ptibuzné rodu Geosmithia (Rossman et al., 2001). Seznam konkrétnich kment, které jsem pouzila

pro fylogenetickou analyzu, je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2: Studované izolaty s uvedenim hostitelskych rostlin (pfipadné jinych substratl, ze
kterych byly ziskany) a zemi pavodu. Cisla kment odpovidaji &islovani ve sbirce M. Kolatika. 1 =
sekvence ziskané v této praci, Kol. = sekvence poskytnuté M. Kolatikem, Kos. = sekvence
poskytnuté M. Kostov¢ikem. Typové kmeny popsanych druhii jsou oznaceny Cervené.

druh OTU | kmen CCF-kod jiné koédy TEF | Mcm | Tsr rpb2 | dfevina zeme
OoTU 1 1 MK 1724 3660 1 1 1 1 Clematis vitalba cz
OoTuU 1 1 MK 1766 1 1 1 Kol. | Ficus carica TR
OoTU 1 1 MK 573 gggg 1 1 1 1 Ficus carica FR
OTU 1 1 MK 1790 1 1 1 1 Ficus carica AZ
OoTU 1 1 MK 1914 1 1 1 1 Celtis africana JAR
OoTuU1 1 MK 1918 1 1 1 1 broadleaved tree JAR
OoTU 1 1 MK 1919 1 1 1 1 broadleaved tree JAR
OTU 2 2 MK 985 1 1 1 1 Ulmus Ccz
OTU 2 2 3320 533;44 1 1 1 1 Cucumis melo PE
OTU 2 2 MK 642 1 1 1 1 Fraxinus ornus HU
OoTU 2 2 MK 1709 Kol. | Quercus sp. BG
OTU 2 2 MK 1807 1 1 1 1 Acacia smithii AU
OoTU 2 2 3319 |1'\g15478a 1 1 1 1 Malus domestica | CY
OTU 2 2 U 107 1 1 1 Prunus sp. USA, CA
OoTU 2 2 MK 1903 1 1 1 Kos. | broadleaved tree JAR
oTU3 3 | MK 250 1|1 |1 |1 dQ;Zrcch‘fmp” SK
OTU 3 3 MK 114 3344 1 1 1 Kol. | Quercus robur Ccz
OTU 3 3 MK 612 3481 1 1 1 1 Carpinus betulus HU
OoTU 3 3 0309 1 1 soil cz
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OTU 4 4 MK 1722 1 1 1 Kol. | Ulmus laevis cz
OTUS5 5 RJ 137m 1 1 1 1 Picea abies PL
OTUS 5 AK 162/98 1 1 1 Kol. | Quercus robur Ccz
OTUS 5 MK 1715 1 1 1 1 Tilia sp. BG
OTU5 5 AK 108/97 | 3341 1 1 1 Quercus petraea cz
OTUS 5 3325 IMI192499 UK
G. putterilli | 6 IMI 40212 | 3052 1 1 1 Kol. gﬁ’,\il'z‘:hmiema NZ
G. putterillii 6 MK 103 3342 1 1 1 1 Prunus sp. Ccz
G. putterillii 6 MK 596 3442 1 1 1 Laurus nobilis FR
G. putterilli | 6 U 307 1 1 1 1 Eg:]‘azrosae USA, CA
G. putterilli | 6 U 47 1 g;:ftz)er'r:‘l‘ézr'a USA, CA
G. flava 7 MK 101 3333 1 1 1 1 Castanea sativa cz
G. flava 7 MK 581 3640 Kol. | Ficus carica FR
G. flava 7 3323 iggie 45 1 1 ggﬂe“m sP- UK
G. flava 7 U 56 1|1 |1 |1 gjj;g‘;t”s”ga USA, CA
G. flava 7 MK 1736 1 1 1 1 Ficus carica BG
G. flava 7 MK 1808 1 1 1 1 Abies alba Ccz
G. flava 7 1743b Kol. | Thuja occidentalis | CZ
G. flava 7 1564 1 1 1 1 gii’gl';f; cz
G. flava 7 MK 1563 1 Fraxinus cz
OTU 8 8 MK 1712a 1 1 1 1 Quercus cerris BG
OoTU 8 8 MK 124 3350,3551 1 1 1 1 Quercus sp. cz
OTU 8 8 MK 1708 Kol. | Quercus sp. BG
OoTuU 8 8 AK 36/97 3358 1 1 Quercus petraea Ccz
OTU 8 gl;ive MK 1806 1 1 1 Kol. | Acacia smithii AU
OoTuU 9 9 RJ 0266 Kol. |1 1 Kol. | Larix decidua PL
OTU 9 9 RJ 1210 3703 1 1 1 1 Abies alba PL
OoTuU 9 9 RJ 10m Kol. | 1 1 Kol. | Picea abies PL
OTU 9 9 RJ 0751 3702 Kol. | 1 1 Kol. | Abies alba PL
OoTuU 9 9 D4 Kol. Picea abies Ccz
OTU 9 9 RJ 0372 Kol. Kol. | Abies alba PL
OoTuU 9 9 I\DAE’1t76823 3564 Kol. | Picea abies Ccz
OTU 10 10 MK 910 Kol. | Ficus carica BG
OTU 10 10 | MK 1707 1 11 g;i’ggf; BG
OTU 10 10 |30 e | 3321 s |1 |1 |1 |1 |an IL
OTU 10 10 | MK 1530 1|1 |1 |1 ;ﬂgfrﬁrcfa HR
OTU 10 10 MK 1516 1 Kos. | 1 Hedera helix Ccz
OTU 10 10 MK 441 3553 1 1 1 1 Ulmus minor Ccz
OTU 10 10 MK 88 3335,355 1 1 1 1 Prunus sp. cz
OTU 10 10 MK 1915 1 1 1 Kos. | Celtis africana JAR
OTU 10 10 MK 2000 1 1 1 1 broadleaved tree JAR
oTU 11 11 | MK 551 3555 1 1 1 St?t?erggens HU
OTU 11 11 MK 1629 1 1 Kos. | 1 Olea europea ES
OTU 11 11 MK 933 1 1 1 1 Olea europea HR
oTU 12 12 | MK 273 1 1 1 1 g;i’é'lg?; cz
oTU 12 12 | MK 661 3557 1 1 1 1 g:(?:)éilr;liJOSr HU
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Fraxinus

OTU 12 12 MK 1693 1 1 1 1 excelsior Ccz

OTU 12 12 U164 1 1 1 Fraxinus sp. USA, CA
OTU 13 13 MK 977 3559 1 Ulmus minor Ccz

OTU 13 13 MK 924 1 Ulmus minor cz

OTU 13 13 MK 972 Kol. | Ulmus minor cz

OTU 13 13 MK 1519 1 1 Ulmus minor cz

OTU 13 13 Ul.6a_26 1 1 Ulmus sp. Ccz
G.fassatiae | 14 | AK 73/98 | 3468 1 S;;L‘;‘;;a cz
G.fassatiae | 14 | AK 31/98 1 1 1 1 S;;g:;a cz

G. fassatiae | 14 u72 1 1 1 1 Salix sp. USA, CA
G.fassatiae | 14 | AK14/93 | 3334 1 1 1 1 Sﬁgggens cz

G. langdonii | 15 MK 1619 3650 1 1 1 11 Pistacia lentiscus | PT

G. langdonii | 15 MK 110 Kol. | Quercus robur Ccz

G. langdonii | 15 AK 142/98 | 3332 1 1 1 1 Quercus robur cz
G.langdonii | 15 | U6l 1 ?:r?]‘;‘;'r'"\‘/ o USA, CA
G. langdonii | 15 MK 127 3338 1 1 1 1 Quercus robur Ccz

OTU 16 16 RJ 08m 1 1 1 1 Picea abies PL

OTU 16 16 RJ 34m Kol. | 1 Picea abies PL

OTU 16 16 RJ 42m Kol. | 1 Picea abies PL

OTU 16 16 RJ 41m Kol. | Picea abies PL

OTU 16 16 MK 860 3558 1 1 1 1 Abies alba SK

G. obscura 17 MK 616 3425 1 1 1 Kol. | Carpinus betulus HU

G. obscura 17 MK 391 3424 1 1 1 1 Fagus sylvatica Ccz

G. obscura 17 MK 86 3422 1 1 1 1 Quercus robur Ccz
falvendula 18 NRRL2146 | 3051 1 1 air USA, IL
I(j\;/endula 18 mk 447 3394 1 1 1 Ficus carica HR
g;/endula 18 IMI141053 | 3460 1 1 1 Kos. | air IN

OTU 19 19 MK 941 3655 1 1 1 Kos. | Ficus carica HR

OTU 19 19 MK 1085a | 3658 1 1 1 Kos. | Ficus carica IT

OTU 19 19 H2_V12 1 1 1 1 Salix alba SK

OTU 19 19 H4 Vi1 1 1 1 Salix alba Ccz

OTU 19 19 H5-V2 1 1 1 1 Salix alba cz

OTU 20 20 MK 578 1 1 Ficus carica FR

OTU 20 20 MK 766 1 1 1 Ficus carica Sy

OTU 20 20 MK 999 1 Artemisia sp. IT

OTU 20 20 MK 590 3641 1 1 1 1 Ficus carica FR

OTU 20 20 MK 1769 1 1 1 Ficus carica TR

OTU 20 20 U193 1 Ulmus pumila USA, CA
OTU 20 20 | u119b 1 Calocedrus USA, CA
OTU 20 20 MK 1900 1 1 1 1 broadleaved tree JAR
OTU 21 21 MK 592 1 1 1 1 Ficus carica FR

OTU 21 21 MK 844 3642 1 1 1 1 Ficus carica CY

oTu 21 21 MK 1761 1 1 1 1 Ficus carica IL

OTU 21 21 MK 1760 Kol. | Ficus carica IL

oTu 21 21 MK 815 1 1 Ficus carica JO

oTU 21 21 | u19s 1 1 1 1 g(s)jsgc;t”suga USA, CA
oTU 21 21 | us2 1 1 1 1 dpgﬁsgzt“suga USA, CA

18




OTU 22 22 MK 739 3645 1 1 Olea europea JO
OTU 22 22 MK 761 1 1 Malus domestica | TR
OTU 22 22 MK 935 3652 1 Kol. | Olea europea HR
OTU 22 22 MK 753b Kol. | Ficus carica TR
OTU 22 22 MK 1913 1 1 1 broadleaved tree JAR
OTU 23 23 | MK930 | 3638 1|1 1| Amygdalus HR
comunis
oTU 23 23 | MK 781 3639 1 1 1 1 zrr::;ﬁaca TR
OTU 23 23 MK 762 3483 1 1 1 1 Malus domestica | TR
OTU 23 23 U 160 1 1 1 Ulmus pumila USA, CA
OTU 23 23 3318 051240b 1 1 1 1 Persea gratissima | SC
OTU 23 23 3322 |1'\3|1599 1 1 1 1 Malus pumila CcY
OTU 23 23 roki 2612a 1 1 1 1 Camellia sinensis | TW
OTU 23 23 RokiBork1 1 Kos. | Mangifera indica TW
OTU 24 24 RJ 06ka 1 1 1 1 Pinus sylvestris PL
OTU 24 24 MK 1837 1 Pinus sylvestris Fl
OTU 24 24 MK 1772 1 1 1 Kol. | Pinus sylvestris Ccz
OTU 24 24 MK 1838 1 1 1 1 Pinus sylvestris PL
OTU 25 25 MK 1805 1 1 1 Kol. | broadlleved tree AU
OTU 26 26 MK 1797 1 1 1 1 Pinus sylvestris Ccz
OTU 26 26 RJ 26 1 1 1 1 Pinus sylvestris PL
OTU 26 26 MK 1828 1 1 1 1 Pinus sylvestris Ccz
OTU 26 26 U 25 1 1 1 1 Pinus sabineana USA, CA
OTU 27 27 RJ 0919 1 1 1 1 Pinus sylvestris PL
OTuU 27 27 RJ 91b Kol. | Pinus sylvestris PL
OTuU 27 27 RJ 0911 1 1 11 Pinus sylvestris PL
oTu 27 27 | U308B 1 1 1 1 dpg‘jsg‘;t”suga USA, CA
OTuU 28 28 RJ 279m 1 1 1 1 Picea abies PL
OTU 29 29 MK 1802b 1 1 1 1 Croton draco CR
OTU 29 29 MK 1820 1 1 1 Croton draco CR
OTU 30 30 RJ 152m Kol. | 1 1 Kol. | Picea abies PL
OTU 30 30 MK 1824 1 Abies alba cz
OTU 30 30 RJ 09m Kol. | 1 1 1 Picea abies PL
OTU 30 30 RJ 27m 1 1 Picea abies PL
OTU 30 30 MK 1843 Kol. | 1 Kol. | Pinus sylvestris EE
OTU 30 30 156m Kol. Picea abies PL
OTU 30 30 153m Kol. | 1 Picea abies PL
OTU 30 30 MK 1801 Kol. 1 Kol. | Larix decidua cz
OTU 30 30 RJ 0363 Kol. | 1 Kol. | Pinus sylvestris PL
OTU 30 30 MK 1836 Kol. Kol. | Abies alba Ccz
OTU 30 30 MK 1834c Kol. | 1 1 1 Abies alba cz
OTU 30 30 MK_1829 1 1 1 Abies alba Ccz
OTU 30 30 | U19% 1 1 1 dpsl‘j;gzt“suga USA, CA
OTU 31 31 RJ 15ak Kol. | 1 1 Pinus sylvestris PL
OTU 31 31 MK 1793 1 1 1 1 Pinus sylvestris Ccz
OTU 31 31 RJ 74k Kol. | 1 1 Kol. | Pinus sylvestris PL
OTU 31 31 RJ 73k Kol. Kol. | Pinus sylvestris PL
OTU 31 31 MK 1811b Kol. Pinus sylvestris cz
OTU 31 31 RJ 22k Kol. Kol. | Pinus sylvestris PL
OTU 31 31 RJ 49k Kol. Kol. | Pinus sylvestris PL
OTU 31 31 U309 1 1 1 1 Pinus nigra USA, CA
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OTU 31 31 U 407 1 1 Pinus sabiniana USA, CA

OTU 31 31 U 316 1 1 1 Pinus muricara USA, CA

OTU 31 31 MK 1825 Kol. Kol. | Pinus sylvestris cz

OTU 31 31 172m Kol. | Picea abies PL

OTU 33 33 1827b Kol. 1 Kol. | Abies alba cz

OTU 33 33 1809b 1 1 Abies alba Cz

OTU 35 35 MK 1829a Kol. Abies alba cz

OTU 35 35 MK 1832 Kol. Abies alba Cz

OTU 35 35 MK 1835 Kol 1 1 Kol. | Abies alba cz

OTU 36 36 MK 1811a 1 1 1 Cedrus atlantica MA

OTU 36 36 MK 1814 1 1 Cedrus atlantica MA

OTU 36 36 MK1810a 1 1 Cedrus atlantica MA

G .| 38 A2-Ab 3861 Kol. | 1 1 Kol. | Cassia grandis CR

microcorthyli

G. . . 39 Al-b 3754 1 1 1 Kol. | Paullinia renesii CR

eupagioceri

OTU 40 40 | ROKI 3563 1 1 1 Chamaecyparis | 1
sp.

. CBS )
G. morbida 41 1217 3881 124663 1 1 1 Kol. | Juglans nigra USA, CA
: CBS .

G. morbida 41 1218 3879 124664 1 1 1 Kol. | Juglans nigra USA, CA

G.morbida | 41 | U173 i% U 1 1 1 1 Juglans hindsii USA, CA

G. Croton

rufescens 42 MK 1803 3752 1 1 1 1 (Euphorbiaceae) CR

G. 42 MK 1800 3751 1 1 1 1 Passiflora sp. CR

rufescens

G. pallida s. 43 MK 1756 1 1 1 1 Gymnacranthera PG

str. paniculata

G. pallida s. 43 MK 1755 1 Gymnacranthera PG

str. paniculata

G. pallida s. IMI .

str. 43 3324 054224 1 1 1 1 soil NG

G. pallida s. NRRL

str. 43 2037 3053 IMI 40214 1 1 1 cotton yarn UK

G. pallida s. Roki .

str. 43 5 Bork3 1 1 deciduous tree TW

G. pallida s. 43 MK 1907 1 1 1 1 Podocqrpus JAR

str. henkelii

G. pallida s. Podocarpus

str. 43 MK 1908 1 1 1 1 henkelii JAR

G. pallida s. 43 pap27 1 1 1 Gymnacranthera PG

str. paniculata

OTU 47 47 | U418 1 1 1 1 Pseudotsuga USA, CA
douglasii

OTU 48 48 | U79 1|1 1 |1 | Lithocarpus USA, CA
densiflorus

OTU 48 48 U 95 1 1 1 1 Quercus acrifolia USA, CA

OTU 49 48 | U143 Kos. | 1 1 1 Pinus USA, CA
ponderosae

OTU 49 48 U307a 1 1 Kos. | Pinus muricata USA, CA

OTU 49 48 U306a Kos. | 1 1 1 Pinus radiata USA, CA

OTU 50 50 MK 1804 1 1 Kol. | Mangifera indica AU

OTU 51 51 U417 1 1 1 1 Pseudotsuga USA, CA
douglasii

OTU 51 51 | U218 1 1 1 1 Calocedrus USA, CA
decurrens
Pseudotsuga

OTU 51 51 U 197 1 1 1 douglasii USA, CA

OTU 52 52 | U130 1 Sequoia USA, CA
sempervirens

OTU 52 52 | MK538 3554 1|1 1 1 | Chamaecyparis | .,
pisifera

OTU 52 52 MK 1625 3648 1 1 1 Kol. | Olea europea ES

OTU 54 54 | U205 1 1 1 1 Pinus USA, CA

ponderosae
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OTU 55 55 U 154 1 Pinus USA, CA
ponderosae

OTU 55 55 | U166 1 1 1 g;amaecypa”s USA, CA

OTU 55 55 U 185b 1 1 1 Prunus sp. USA, CA

OTU 55 55 U 29/30 1 1 Amygdalus USA, CA
comunis

OTU 56 56 MK1812 1 1 1 1 broadleaved tree PG

OTU 57 57 | U86 1 1 1 1 Toxicodendron USA, CA
diversilobum

OTU 57 57 U 215 1 1 1 Artemisia arborea | USA, CA

OTU 57 57 | U4 1 1 1 Umbellularia USA, CA
californica

OTU 59 59 MK 777 1 1 1 Ficus carica JO

OTU 59 59 MK 1901 1 1 broadleaved tree JAR

OTU 59 59 MK 1902 1 1 1 broadleaved tree JAR

E. terricola OUT | MH 231 1 1 1 soil Ccz

Amplifikace pomoci PCR a sekvenace

SloZeni reakéni smési pro PCR je uvedeno v tabulce 4. Pro amplifikace, které jsem provadéla
na zacatku své prace, jsem pouzivala polymerdzu Dynazyme (Finnzymes), pozdé€ji jsem piesla
Kk pouzivani srovnatelné polymerazy PerfectTaq (5 PRIME, Inc. Gaithersburg, MD). V tabulce 3 je
uveden standardni cyklus teplot pro PCR.

Sekvence primeru spolu s publikacemi, z nichz pochazeji, jsou uvedeny v tabulce 5. V tabulce
6 jsou uvedeny primery, které byly pfedbézné testovany, ale nakonec nebyly vybrany pro dalsi

pouziti.

Tabulka 3: Slozeni reakéni smési pro PCR (objemy jsou uvedeny v ul na 26,5 ul reakéni smési)

H,O 15
pufr (dle pouzité polymerazy) 2,5
dNTP (2 mM) 2,5
primer forward (10 pmol/ul) 2
primer reverse (10 pmol/ul) 2
Dynazyme QU/ub/ 0,5/0,
PerfectTaq(5U/ul) 13
vzorek DNA (5-100 ng/ul) 2
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Tabulka 4: Standardni cyklus teplot pti PCR.

1) pocatecni denaturace 95 °C 2:30 min
2) denaturace 95°C 0:30 min
3) nasedani 55°C 0:30 min 30 x
4) extenze 72 °C 1:00 min
5) zavére¢na extenze 72 °C 9:00 min

V ptipadech, kdy se amplifikace pomoci standardniho protokolu nezdafila, pouzila jsem
nékterou z nasledujicich optimalizaci:

e Gradient teplot pro nasedani (45,4 °C, 48 °C, 50,7 °C a 53,5 °C).

e Prodlouzend doba nasedéani (1 min).

e Metoda ,,touchdown* (V prvnich péti cyklech se teplota nasedani snizuje o stupeii z 58
°C na 53 °C, nasleduje 30 cykli s teplotou nasedani 50 °C).

e Pfidani 1, 5 nebo 10% dimethylsulfoxidu (DMSO) do reak¢éni smési.

e Nahrazeni polymerazy Perfect Taq polymerazou Perfect Taq Plus (5 PRIME, Inc.
Gaithersburg, MD) nebo polymerazou Maximo Taq (GeneOn).

Uspésnost amplifikace jsem ovéfovala elektroforézou na agarézovém gelu (0,5 g agarozy -
SeaKem LE agarose,FMC, 70 ml pufru TBE a roztok etidiumbromidu do vysledné koncentrace 150
ng/ml), do kterého jsem nanésela 1,5 ul amplifikovaného vzorku smichaného s nandsecim pufrem.
Nasledné jsem amplifikované fragmenty vizualizovala v UV svétle. Pro ovéfeni pfiblizné velikosti
a koncentrace amplifikovaného fragmentu jsem jako referencni vzorek pouZivala genom lambda-
faga (Biolabs) nastipany restrikéni endonukledzou Bgl 1(Fermentas) a natedény na koncentraci 100
pg DNA/ml .

V piipadech, kdy byla koncentrace fragmentu nizkd, jsem amplifikaci opakovala, pfi¢emz
misto vzorku DNA jsem pouZila dva mikrolitry reakéni smési s amplifikovanym fragmentem
Z predchozi reakce.

Cisténi amplifikované DNA a sekvenaci provadéla firma Macrogen (Korea/Holandsko).
Sekvenacni primery byly totozné s primery puzitymi k amplifikaci. Pro sekvenaci genu Mcm byl ve

vétsing piipadl pouzit pouze primer Mcm7- 709F.
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Tabulka 5: Primery pouzité pro fylogenetickou analyzu

gen primer forward sevence primeru forward
elongaéni faktor 1-alfa | EF1-983F GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT http://www.aftol.org/pdfs/EF1primer.pdf
Mcm Mcm7- 709F ACIMGIGTITCVGAYGTHAARCC Schmitt et al. 2009
Tsr Tsrl-1453F GARTTCCCIGAYGARATYGARCT Schmitt et al. 2009
RPB2 fRPB2-5F GAYGAYMGWGATCAYTTYGG Liu et al., 1999
gen primer reverz sekvence primeru reverz
elongacéni faktor 1-alfa | EF1-2218R ATGACACCRACRGCRACRGTYTG http://www.aftol.org/pdfs/EF1primer.pdf
Mcm (druha volba) Mcm7-1447R CATIACIGCIGCIGTRAGRCC Schmitt et al. 2009
Mcm (prvni volba) Mcm7-1348R GAYTTDGCIACICCIGGRTCWCCCAT | Schmitt et al. 2009
Tsr Tsr1-2308R CTTRAARTAICCRTGIGTICC Schmitt et al. 2009
RPB2 fRPB2-7cR CCCATRGCTTGYTTRCCCAT Liu et al., 1999
Tabulka 6: Ostatni testované primery
gen primer forward sevence primeru forward
aktin Act1Ex6 AACCACCGATCCAGACAGAGT Craven et al., 2001
cyklofilin CycF TAGYTTCTTCGAYMTYGAGTGGGAGG Guidot et al.2003
parovaci faktor 1 M1F1 CG(A/G)GC(AIT)AA(A/G)CG(AIG)CCATT(G/IT)AA(CIT)GC Yokoyama et al., 2004
parovaci faktor 2 M2F2 ACGCATATATT(T/IC)TGTACCG(T/C)AA Yokoyama et al., 2004
mitochondrialni SSU MS1 CAGCAGTCAAGAATATTAGTCAATG White et al., 1990
endochitinaza 42 Chit42-1a GCTYTCCATCGGTGGC-TGGAC Lieckfeldt et al., 2000
kalmodulin CAL-228F GAGTTCAAGGAGGCCTTCTCCC Carbone et Kohn, 1999
elongaéni faktor 1-alfa EF1-526F GTC GTY GTY ATY GGH CAY GT http://www.aftol.org/pdfs/EF1primer.pdf
elongaéni faktor 1-alfa EF1-728F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG Carbone et Kohn, 1999
mitochondrialni ATP syntdza | ATPC1A AGAWCAATTYGAARTRAGAG Castlebury et al., 2004
Beta-tubulin T1 AACATGCGTGAGATTGTAAGT

O’Donell et Cigelnik, 1997

gen primer reverz sekvence primeru reverz
aktin ActlEx1 TAATCAGTCACATGGAGGGT Craven et al., 2001
cyklofilin CycR CGAACTTCTCGCCGTAGATGGTCTT Guidot et al.2003
parovaci faktor 1 M1R1 TT(G/T)CCCATCTC(A/G)TC(A/G)CGGA(C/T)(A/G)AA(A/G)GA | Yokoyama et al., 2004
parovaci faktor 2 M2R2 GAAGGCTTTCG(A/T)GGT(T/ C)TGTAC Yokoyama et al., 2004
mitochondrialni SSU MS2 GCGGATTATCGAATTAAATAAC White et al., 1990
endochitinaza 42 Chit42-2a GGAGTTGGGGTA-GCTCAGC Lickfeldt et al., 2000
kalmodulin CAL-737R CATCTTTCTGGCCATCATGG Carbone et Kohn, 1999
elongaéni faktor 1-alfa EF1-986R TACTTGAAGGAACCCTTACC Carbone et Kohn, 1999
mitochondrialni ATP syntdza | ATPC2A ACAAAYACTTGWGCTTGKATWAAIGC Castlebury et al., 2004
Beta-tubulin Bt-2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

Glass et Donaldson, 1995

Zpracovani sekvenci

Kvalitu sekvenci jsem kontrolovala vizualné na zakladé chromatogrami. Editaci sekvenci jsem

provadéla v programu BioEdit (Hall, 1999).

Alignment sekvenci jsem provadéla rovnéz v programu BioEdit, pomoci aplikace ClustalW
(Thompson et al., 1994). Naslednou kontrolu a manualni Gpravy jsem d¢lala s pfihlédnutim na

alignment translatovany do proteinové sekvence. Z alignmentu Tsrl jsem pted analyzou odstranila

hypervariabilni region.
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BioEdit jsem pouzila také pro spojeni alignmentl pro ctyfgenovou analyzu. Chybéjici
sekvence jsem nahradila fetézcem ,,N*.

Velikost kone¢nych alignmentti a pocty variabilnich pozic jsou uvedeny v tabulce ¢islo 7.

Nejlepsi substituéni model jsem pro kazdy alignment urcila na zakladé¢ Bayesidnského

informaéniho kritéria (BIC) spo¢itaného programem MEGA 5 ( www.megasoftware.net)(Tamura et

al. 2011). Vybrané modely jsou uvedeny v tabulce 7.

Fylogenetickou analyzu algoritmem Maximum likelihood jsem provedla v programu MEGA
5.05. Parametry standardniho nastaveni jsem nemeénila, kromé¢ substituéniho modelu a poctu
bootstrapii, ktery jsem zvysila na 500.

Bayesovskou analyze jsem provadéla prostiednictvim www.bioportal.uio.no (Kumar et al.,
2009) programem MrBayes 3.2.1 (Huelsenbeck et Ronquist, 2001, Ronquist et Huelsenbeck, 2003)

metodou Markov Chain Monte Carlo se dvéma paralelnimi béhy po ¢tyfech fetézcich o teploté 0,2.
Parametry modelu byly pocitany pro kazdou pozici zvIast’ (unlink revmat = (all); unlink Tratio =
(all); unlink statefreq = (all); unlink shape = (all); unlink pinvar = (all);). Nastaveni substitu¢niho
modelu bylo nst=2 pro Mcm a Tsr, nst=6 pro TEF-/a a RPB2. Analyzy jednotlivych geni bézely
5000 000 generaci, analyza spojeného datasetu bézela piiblizné¢ 20 000 000 generaci a byla
ukoncena. Zaznamenan byl kazdy tisici strom. Jako “burn-in” bylo odstranéno prvnich 20% stromi.
V ramci gent byly 1., 2. a 3. pozice tripleti brany jako odlisné “partitions”, spojeny dataset byl
navic rozdélen na “partitions” jednotlivych genti. To, zda se fetézce ustalily na maximu, jsem
kontrolovala v programu Tracer v1.5 (Rambaut and Drummond 2007). Vysledny strom byl
vytvoten metodou “50% majority rule consensus”.

Grafické upravy vypocitanych stromit byly provadény v programech MEGA 5.05, SeaView
version 4 (Galtier et al., 1996, Gouy et al.,2010) a v PowerPointu.

Tabulka 7: Délka pouzitych alignmentd, pocty variabilnich a informativnich pozic a zvolené

substituéni modely. Cisla v zavorkach se tykaji datasetii s vylou¢enim outgroupu.

lokus Mcm7 RPB2 TEF-lalfa |Tsrl

pocet pozic zahrnutych do analyzy 593 1081 924 807
pocet variabilnich pozic 244 (228) 523 (434) 258 (238) 422 (394)
pocet pozic informativnich pro

parsimonii 216 (215) 415 (412) 224 (223) 377 (377)
relativni zastopeni informativnich pozic 36,40% 38,40% 24,20% 46,70%
substitucni model T92+G+l GTR+G+l | TN93+G+l | TN93+G+l
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Vysledky

Vybér genti

Uspé&snost PCR pro jednotlivé kombinace primert je uvedena v tabulce 8.

Tabulka 8: Uspé&snost PCR testovanych kombinaci primert

primer primer podil uspésnosti
gen forward reverz PCR

aktin Act1Ex6 ActlEx1 PCR nelspésna
Aktin - 40°C Act1Ex6 ActlEx1 1/10 vzorku
cyklofilin CycF CycR 7/20 vzorkl

nizka uspésnost

sekvenace
mitochondrialni ATP
syntaza ATPC1A ATPC2A 2/17 vzorkl
mitochondrialni SSU | MS1 MS2 1/10 vzorku
chitin syntaza 42 Chit42-1a Chit42-2a PCR neuspésna
kalmodulin CAL-228F CAL-737R PCR nespecificka
elongacni faktor 1-alfa | EF1-526F EF1-986R 1/10 vzorku
elongacni faktor 1-alfa | EF1-728F EF1-986R 20/20 vzork(

kratky fragment
elongacni faktor 1-alfa | EF1-983F EF1-2218R | 102/130 vzorkl
elongacni faktor 1-alfa | EF1-728F EF1-2218R | nespecificka PCR

Mcm7-

Mcm Mcm7- 709F | 1348R 78/100 vzorkl
Tsr Tsr1l-1453F | Tsr1-2308R | 63/102 vzorki
RPB2 fRPB2-5F fRPB2-7cR | 23/62
parovaci faktor 1 M1F1 M1R1 PCR neuspésna
parovaci faktor 2 M2F2 M2R2 2/16 vzorku
Beta-tubulin T1 Bt-2b 20/20 vzorkU

VétSina testovanych kombinaci primertt méla velmi nizkou Gisp&Snost.

Pro TEF-/a jsem zkouSela rizné kombinace primert. Z nich EF1-278F a EF1-986R mély
vysokou uspésnost (76/82vzorkil). Velikost tohoto fragmentu u rodu Geosmithia ovsem byla pouze
okolo 280 bazi a proto tento fragment nebyl pouZzit. Pro analyzu byl nakonec vybran fragment
ohrani¢eny kombinaci primert EF1-983F a EF1-2218R. Pro rodovou fylogenezi byly vybrany geny
pro TEF-1¢, RPB2, Tsrl a Mcm7. Oproti pivodnimu planu nebyl do analyzy zatazen gen pro -
tubulin, ktery se sice ve vétSin¢ piipadii dafilo amplifikovat, ale nebylo mozné provést spolehlivy
alignment v méfitku celého rodu. Zvolené kombinace primert jsou uvedeny v tabulce 5 v kapitole

Metodika.
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Barcoding druhového komplexu 8, 36,37 a 38

Z genu, které nebyly zatazeny do fylogenetickych analyz se podafilo ziskat sekvence pouze od
cyklofilinu. Primery CycF a CycR umoznily amplifikaci v§ech druhti komplexu OTUS, 36,37,38,
ackoli pro ¢ast vzorkl bylo potteba zvysit teplotu nasedani, nebot’ pti standardni PCR vznikaly dva
fragmenty odlisné délky. Spolehlivé Citelné chromatogramy ale byly ziskdny jen od kmeni AK
36/97 (OTU 8), MK 1712a (OTU 8) a A2-Ab (OTU 38).

Od beta-tubulinu, RPB2, Tsrl a Mcm7 byly ziskany sekvence od vSech studovanych izolatu.
Od TEF-1a se nepodafilo ziskat sekvenci OTU 38.

Pocty variabilnich pozic pro jednotlivé lokusy jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Variabilni pozice jednotlivych lokust v druhovém komplexu OTU 8, OTU 36,
OTU 37a0TU 38

lokus cyklofilin tub mcm rpb tef tsr

délka alignmentu 510 620 580 944 825 741
8, 36, 37, 8, 36, 37, 8, 36, 37, 8, 36, 37,

zahrnuté OTU 8,38 (38 38 38 8, 36,37 38

8 vs. 36 2 2 3 10 9

8 vs. 37 1 0 0 0 0

8 vs. 38 2 (+1x2) 2 (+1) 0 1 3

pocet variabilnich

pozic mezi OTU 8 a 38 4 3 0 1 9

procento variabilnich

pozic mezi OTU 8 a 38 0,78 0,48 0,00 0,11 0,00 1,21

Fylogeneticka analyza

Pro fylogenetickou analyzu rodu jsem pouzila sekvence TEF-1a od 181 vzorkt, Mcm7 od 168
vzorkl, Tsrl od 162 vzorkd a RPB2 od 192 vzorkl. Alignmenty ve formatu NEXUS (tak, jak byly
pouzity pro bayesovskou analyzu) jsou ptilohami elektronické verze mé diplomové prace.

Stromy z Bayesovské analyzy jsou na obrazcich 1-5. Na obrazku 1 jsou na fylogeneticky strom
namapovany ekologické znaky, jsou na ném vyznaCeny popsané¢ druhy 1 rozliSené linie.
Fylogenetické stromy ziskané metodou Maximum likelihood a bayesovské stromy v lepSim

rozliSeni jsou ptilohou elektronické verze mé diplomové prace.
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Jtervenosparé geosmithie”

Obrazek 1: Fylogeneticky strom vznikly spojenim vSech datasetl. [zolaty z jehliénant jsou znaceny zelené,

izolaty z listnact okroveé. Vétev vedouci k outgroupu byla kracena 4x.
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Z pozici jsou mezi

Obrazek 2: Fylogeneticky strom zalozeny na genu Mcm7. Sipky oznacuji druhy, v jejich:

jednotlivymi geny rozpory.
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Obrazek 3: Strom zalozeny na genu Tsrl. Sipky oznacuji druhy, v jejichZ pozici jsou mezi jednotlivymi geny rozpory.

Vétev vedouci k outgroupu byla kracena 6x.
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Obrazek 4: Strom zaloZeny na genu RPB2. Sipky oznaéuji druhy, v jejichZ pozici jsou mezi jednotlivymi geny
rozpory. Vétev vedouci k outgroupu byla kracena 10x.
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Obrazek 5: Strom zalozeny na genu TEF-1alfa. Sipky oznaéuji druhy, v jejich pozici jsou mezi jednotlivymi geny

rozpory.
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Bayesovska analyza rozlisila tfi hlavni linie.

Bazalni linie A, jejiz monofylie je stoprocentné¢ podpofena, obsahuje australské izolaty MK
1804 (OTU 50) a MK 1805 (OTU 25), dale druhy OTU 24 a OTU 28 znamé z evropy z
hostitelskych rostli ¢eledi Pinaceaec a OTU 22 z listnacu.

V ramci dobie podpofené linie B je bazdlni OTU 11 z listnac¢i (nalézana nejCastéji ve
Stfedomoti na olivovnicich). Déle tato linie obsahuje stoprocentné podpotenou skupinu E zahrnujici
ambrosiovou G. eupagioceri, komplex blizce ptibuznych druhit OTU 8, OTU 36 a OTU 38, a dobie
podpofenou vétev s druhy G. obscura a OTU 48 z listna¢t a komplexem druht z Celedi Pinaceae
(OTU 16, OTU 30, OTU 31, OTU 33, OTU 35, OTU 47 a OTU 51). tieti skupinou v ramci liniec B
je slabé podpofena vétev obsahujici taiwansky izolat ROKI (OTU 40), dale druhy G. obscura, G.
morbida a G. flava, jejichz vzajemné ptibuzenské vztahy se nepodatilo spolehlive roziesit, a dobie
podpoienou linii D, v rdmeci které jsou rozliSeny dvé dalsi vétve s dobrymi podporami. Prvni z nich
zahrnuje OTU 26 z celedi Pinaceaec a sesterské druhy G. langdonii a OTU 52 se Sirokym
hostitelskym spektrem, druha obsahuje OTU 29, ktera byla nalezena v Kostarice asociovana s
ambrosiovymi kiirovei, a OTU 13, OTU 21, OTU 12 a OTU 10 z listnact.

Linie C ma slabou podporu a obsahuje skupinu ¢ervenosporych geosmithii (G. lavendula, G.
rufescens, OTU 1, OTU 19 a OTU 49) a jejich sestersky druh OTU 20, dale OTU 9 z Pinaceae a
stoprocentné podpoienou linii F. V ramci této je bazalni druh G. putterillii (OTU 6) a dale zde jsou
dvé stoprocentné podpotené vétve. Jedna obsahujici druhy OTU 27, OTU 54 a OTU 55, druha

predstavujici komplex G. pallida sensu lato.
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Diskuse

Uspé&snost PCR a moZnosti barcodingu

Vétsina testovanych kombinaci primertit se pro rod Geosmithia nesvédc¢ila kvili nizké
uspésnosti amplifikace. U genli pro parovaci faktory to muze byt zplsobeno tim, ze u rodu
Geosmithia neni znamo pohlavni rozmnoZzovani a je mozné, Ze parovaci faktory ztratily svou funkci
a nasledné i konzervovanost sekvenci, k nimz jsou primery navrzeny.

Nizka uspésnost PCR u riznych kombinaci primert neni ni¢im vyjime¢nym. Napiiklad Feau et
al. (2011) srovnavali G¢innost standardni PCR amplifikace pfi teploté nasedani primerd 55°C pro
rizné geny. Zatimco u nékterych (TEF-/a, kalmodulin) se jim pozadovany fragment nepodafilo
amplifikovat vibec, u jinych (y-aktin, histon 4, chitin syntaza I, B-tubulin) naopak doslo
k nespecifické amplifikaci vice fragmenti. Nespecificka amplifikace se objevila i u RPB1, kde
pravdépodobné dochdzelo zdroven k amplifikaci dalSich podjednotek RNA polymerazy 1 a III
(Tanabe et al., 2004).

Od druhového komplexu OTU 8, 36, 37 a 38 se podafilo ziskat sekvence pouze od B-tubulinu,
TEF-1¢, RPB2, Tsrl, Mcm7 a cyklofilinu. Krom& OTU 36 se ale v sekvencich vyskytovalo jen
malo odlis$nosti. V sekvencich Mcm7 se dokonce ostatni OTU nelisily vibec. OTU 8 a OTU 37
mély shodné i sekvence RPB2 a Tsrl. Od cyklofilinu a TEF-1a se nepodafilo ziskat sekvence
vSech OTU. Z gent, u nichZ byly k dispozici sekvence vSech OTU, se jako nejslibnéjsi jevi Tsrl
odliujici OTU 36 deviti substitucemi a OTU 38 tfemi substitucemi od zbylych dvou OTU. Pro
rozliSeni OTU 8 a OTU 37 ale selhava. Kolatik et Kirkendall (2010) zkoumali variabilitu ITS, beta-
tubulinu, RPB2 a TEF-1a a IGS mezi OTU 8 a OTU 38. Z jejich srovnani vysel nejlépe fragment
TEF-1a o délce 265 bazi se ¢tyifmi odliSnymi pozicemi (tj. s podilem variabilnich pozic 1,51%),
ktery se tedy pro ucely barcodingu jevi jako vhodné&j$i neZ mnou zkoumané lokusy. Zde se ovSem
jedna o intron, zatimco ja jsem z genu TEF-1a amplifikovala exon (vybrala jsem jej za Géelem
rodové fylogeneze, moznosti vyuziti pro barcoding jsem se u tohoto lokusu zabyvala az
sekundarn€). Vyhodou Tsrl pro ucely barcodingu je relativné snadnd amplifikace univerzalnimi

primery.
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Vhodnost pouzitych lokust pro fylogenezi rodu

Gen pro B-tubulin se ukazal byt ptilis variabilni, takze vétSinu pozic nebylo mozné spolehliveé
prifadit. Pficinou je, ze se jednd z vétSi Casti o intronovou sekvenci a druhy v rdmci rodu
Geosmithia nejsou dostate¢né blizce piibuzné, aby bylo na tubulinovych sekvencich mozné provést
jednoznacny alignment. K podobnému zavéru dosli i Roets et al.(2009), ktetfi se pokouseli pouzit
beta-tubulin pro rekonstrukci evoluce rodu Ophiostoma na ¢eledi Proteaceae v kapské oblasti.

Geny Mcm7, Tsrl, TEF-/a a RPB2 jsou az na vyjimky amplifikovatelné univerzalnimi primery
a vzhledem ke kodujicimu charakteru sekvenci je lze snadno a jednozna¢né alignovat. Pro
rekonstrukci fylogeneze na rodové tirovni se jevi vhodnéjsi geny Tsrl a RPB2, zatimco geny Mcm7
a TEF-Ia selhavaji v rozliSeni hlubsich fylogenetickych vztahti. Gen Tsrl ma relativné nejvice

pozic informativnich pro parsimonii vzhledem ke své délce.

Fylogeneze rodu Geosmithia

V rodu Geosmithia se vyskytuje nékolik samostatnych linii vazanych na ¢eled’ Pinaceae. Jedna
se 0 druhy OTU 24 a OTU 28 v linii A, OTU 26 v linii D, OTU 27 a snad i sesterskou OTU 54 v
linii F, OTU 9, OTU 49 pattici mezi cervenosporé geosmithie a v ramci liniie E jednak OTU 36 z
cedrt a jednak diverzifikovanou skupinu druhit OTU 16, OTU 30, OTU 31, OTU 33, OTU 35,
OTU 47 a OTU 51. Tato ekologie se ziejmé vyvinula v rodu Geosmithia mnohokrat a je stabilni,
nebot’ vyzaduje vyrazné adaptace na nehostinné prostiedi (Kolatik et Jankowiak, in press).

Podobn¢ je tomu v piipadé ,,ambrosiové ekologie. Podle fylogenetickych vztahli Ize
predpokladat, ze kazda ze tii znamych ,ambrosiovych® geosmithii - G. microcorthyli, G.
eupagioceri a OTU 29 - ziskala adaptace potiebné k této ekologické strategii nezavisle.

Z evoluc¢niho hlediska je zajimavé, ze dobfe podpoiena linie E obsahuje jak 2 ze tfi zndmych
ambrosiovych geosmithii, tak zarovenl 1 diverzifikovanou skupinu druhli specifickych pro
hostitelské rostliny ¢eledi Pinaceae. Je mozné, Ze tato linie ma néjakou fyziologickou preadaptaci,
kterd umoziiuje snazsi osidlovani nehostinnych substratii nebo usnadituje vznik silné symbiozy s
pfenaSeCem.

Ctyfgenova analyza potvrdila, e jiz diive popsand (Kolafik et Kirkendall, 2010) rychla
ekologicka diferenciace v druhovém komplexu OTU 8, OTU 36 a OTU 38 je opravdu velmi
recentni udalosti. OTU 38 se od OTU 8 lisila jen v nékolika malo pozicich a izolat MK 1806 z
australskych akacii, ktery byl piivodné na zakladé odlisného hostitele povazovdn za samostatny

druh OTU 37, mél vSechny sekvence zcela totozné s ostatnimi izolaty OTU 8.
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Druhym podobnym ptipadem recentni ekologické diferenciace je OTU 19. Typické izolaty MK
941 a MK 1085a byly asociovany s kirovci na smokvonich v mediteranni oblasti. Ukézalo se vsak,
ze jim velmi blizké jsou dalsi tfi izolaty (H4-V1, H5-V2 a H2-V12), které byly izolovany ve stfedni
Evropé jako endofyté vrb. Nejedna se ovSem o projev Siroké ekologické valence, nybrz o dvé
znacn¢ vyhranéné alternativni ekologie.

Bohuzel se nepodatilo vyjasnit fylogenetické vztahy patogenni G. morbida. Ve ¢tyfgenové
analyze se jako jeji sestersky druh jevi G. flava a k nim obéma sestersky druh G. fassatiae, ale v
obou piipadech se slabou podporou. Gen Mcm7 ukazuje jako sesterské druhy G. morbida a G.
fassatiae, ale opét se Spatnou podporou. Gen Tsrl ukazuje se stoprocentni podporou jako sesterské
druhy G. flava a G. fassatiae, zatimco druh G. morbida umist'uje na bazi $patné¢ podpoiené vétve,
ktera kromé G. flava a G. fassatiae obsahuje i zhruba polovinu zbylych druhl geosmithii. Gen pro
TEF-1a naopak ukazuje rovnéz se stoprocentni podporou sesterskou pozici druhti G. flava a G
morbida, bez vztahu ke G. fassatiae. Gen pro RPB2 spojuje vSechny 3 druhy do slabé podpoiené
linie jeste¢ s OTU 40, vztahy uvnitf této linie ovSem nerozlisuje.

Zajimavym vysledkem je také rozd€leni izolatih do druhd G. langdonii a OTU 52.
Piedpokladalo se, Ze americké izolaty podobné druhu G. langdonii by mohly piedstavovat
samostatnou linii. Izolaty blizk¢é G. langdonii se skuteéné rozdélily do dvou zfetelnych a
stoprocentn¢ podpotenych linii, av§ak nezavisle na geografickém ptivodu — oba taxony obsahuji jak
evropské, tak 1 americké zastupce.

Podobna situace nastala i u druht OTU 27, OTU 54 a OTU 55. OTU 54 a OTU 55 sice
obsahuji vyhradné¢ americké izolaty, ale do OTU 27 se kromé& evropskych izolath zatadil téz
americky izolat U 308b.

Obecné lze fici, Ze cela fada druhli méa kosmopolitni roztifeni a vyskytuji se jak v Euroasii, tak
i v USA a/nebo v Jihoafrické republice (napi. OTU 1, OTU 20, G. putterillii, OTU 21, G. fassatiae,
G. flava a dalsi).
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