Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Biologie

Lukas JanoSik

Pohlavny systém vreckatych hub radu Pezizales

Sexual system of the ascomycetes from order Pezizales

Bakalatska prace

Skolitel: doc. Mgr. Ondfej Koukol, Ph.D.

Praha, 2018



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a ze jsem uvedl v§echny pouzité informaéni
zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla pfedloZzena k ziskani jiného nebo stejného

akademického titulu.

V Praze, 10.5.2018

Lukas Janosik



Pod’akovanie

Velké podakovanie patri predov§etkym moéjmu skolitel'ovi, doc. Mgr. Ondieji Koukolovi, Ph.D., za
mnozstvo dobrych rad ahodnotnych pripomienok, obetavé vedenie a zasvitenie do Studia
mikroskopickych askomycétov. Dakujem tiez Mgr. Miroslavu Kolaiikovi, Ph.D., za podnetné diskusie
o rozmnoZovani hub a metdodach pouzivanych pri ich Studiu. Velmi vd’aény som aj mojim priatelom
a rodine, obzvlast’ Bc. Klate Dankové, Mgr. Helene JanoSikovej a Mgr. Michaelu Mikatovi, za cenné

rady, pomoc a gramaticka korektaru.



Abstrakt

Pohlavné rozmnoZovanie je nevyhnutnou stcastou zivota mnohych vreckatych hub. Na zaklade toho ¢i
tvorba plodnic s askosporami vyzaduje dvoch opacne ladenych partnerov, sa pritom jednotlivé druhy
zvyknt delit’ na homothalické a heterothalické. Z recentnejSich §tadii je vSak zrejmé, Ze toto rozdelenie
pohlavnych systémov je vyrazne zjednodusené a pod homothalizmom sa skryva vicSie mnoZstvo
rozmanitych mechanizmov. Prva cast bakaldrskej prace sa venuje rozmnozovaniu, pohlavnym
systémom a ich evolucii u vreckatych hib (Ascomycota). Jadrom prace je nasledne stthrn doterajsich
poznatkov o pohlavnych systémoch hub z radu Pezizales. Postupne su diskutované zname udaje
o zastupcoch jednotlivych celadi, ktoré st potom aj sumarizované a zhodnotené vo svetle ich

fylogenézy a ekologie.
Kruacové slova

Pezizales, Ascomycota, rozmnozovanie, pohlavné systémy, homothalizmus, heterothalizmus, MAT

geny

Abstract

Sexual reproduction is essential part of life for numerous ascomycetes. Based on their requirement for
opposite partner to produce fruiting bodies with ascospores, fungi can be in general divided into two
mating systems — homothallism and heterothallism. However, several recent studies suggest that this
division is clearly simplified and homothallism is an umbrella term for diverse sexual behaviours. First
part of this thesis is focused on the reproduction, mating systems and their evolution in division
Ascomycota. The main part summarizes present knowledge about the mating systems of the fungi from
order Pezizales. Observations about the members of individual families are discussed, summed up and

reviewed in the light of phylogeny and ecology.
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1 Uvod

Vreckaté huby (Ascomycota) su druhovo najbohatsia skupina htib s vel'mi rozmanitymi ekologickymi
stratégiami aj morfologiou. Patri tu mnozstvo druhov jednobunkovych kvasiniek, ako aj Siroké spektrum
vlaknitych hub. Velku Cast’ tvoria napriklad saprofagovia schopni rozkladat’ organicka hmotu, avsak
pocetnymi skupinami su aj mutualisti a paraziti réznych zivoc¢ichov, rastlin ¢i inych eukaryot. Jednotlivi
zastupcovia su pritom schopni osidlit’ réznorodé a obcas aj extrémne ekosystémy, v ktorych mnohokrat

zohravaju aj doleziti rolu (McLaughlin & Spatafora, 2014).

Askomycéty dosahuji vel'kt rozmanitost’ zaroven aj v rozmnozovacich stratégiadch. Vo vSeobecnosti sa
da povedat’, Ze u vacsSiny druhov sa aspont do uritej miery vyskytuje pohlavné rozmnoZovanie, no
pozname aj druhy, ktoré su takmer vyluc¢ne asexualne (Nieuwenhuis & James, 2016). Podl’a toho ¢i pri
pohlavnom rozmnoZzovani mézu spolu splynat’ bunky jedného jedinca, alebo sa musia stretntit’ dva
opacne pohlavne ladené jedince, delime pritom huby na homothalické a heterothalické (Blakeslee, 1904;
Coppin et al., 1997). Recentné prace ale ukazuja, ze pod pojmom homothalizmus sa ukryva mnozstvo
réznych mechanizmov a pohlavné systémy hub st omnoho rozmanitejSie a dynamickejSie nez by sa

mohlo zdat’ (Gioti et al., 2012; Ni et al., 2011; A. M. Wilson et al., 2015)

Historicky sa velka cCast’ §tadii homothalizmu a heterothalizmu venovala hubam z radu Pezizales.
Viacsina predstavitelov tejto Celade sa rozmnozuje prevazne pohlavne a pochopenie pohlavnych
systémov je tak dolezité nie len pre lepSie porozumeniu ich reprodukcie a evolucie, ale hra zasadnt rolu
aj pri kultivacii ¢i vyskume Sirenia mnohych ekonomicky vyznamnych zastupcov (Belfiori et al., 2013;
Du et al., 2017; Andrea Rubini et al., 2011). Cielom mojej bakalarskej prace je stru¢ne charakterizovat’
rozmnozovanie vreckatych hub, pohlavné systémy a zakladné metddy pouzivané na ich urcCenie a
predovsetkym zhrnut' doterajSie poznatky o homothalizme a heterothalizme u zastupcov radu

Pezizales.

2 RozmnoZovanie vreckatych hub

RozmnoZovanie hib je vel'mi réznorodé alen u maloktorej skupiny eukaryot dosahuje podobnej
rozmanitosti a komplexnosti (Paul S. Dyer, 2008). Nepohlavné rozmnoZovanie zabezpeCuju
predovsetkym asexualne spory a tlomky hyf. Jedna sa pritom o bunky produkované mitdzou, ktoré su
tak geneticky zhodné s pdvodnym mycéliom. Ich produkcia je obvykle rychlejSia nez v
pripade askospor, ked’ze nevyZaduju oplodnenie ani tvorbu Specializovanych plodnic (Billiard et al.,
2012). Striktne asexualnym druhom ale mézu chybat vyhody plynice z rekombinacie, a mézu tak
napriklad trpiet’ v dosledku akumulacie deleénych mutacii (Muller, 1964). Vreckaté huby su ale obvykle

po vacsinu svojho zivota haploidné, ¢o ma za nasledok, Ze selekény tlak proti Skodlivym mutaciam je



u nich v porovnani s prevazne diploidnymi organizmami ovel’a silnej$i (Orr & Otto, 1994). U mnohych
znich méze navySe vdaka parasexudlnemu procesu dochadzat’ aj k mitotickej rekombinacii
(Pontecorvo, 1956; Schoustra et al., 2007). Pocas tohto procesu totiz dochadza po fizii vegetativnych
buniek k vzniku diploidnej bunky, ktora sa nasledne postupne mitoticky deli, v priebehu ¢oho ale u nej
moze vzacne dochadzat’ aj k rekombinacii. Pohlavné rozmnozovanie ale okrem rekombinacie poskytuje
aj mnohé d’al§ie vyhody, ako napriklad ochranu pred Sirenim virusov a transpozonov (Coenen et al.,
1997; Van Diepeningen et al., 2008, Galagan & Selker, 2004). Askospory su navyse aj vyrazne
odolngjsie a dlhovekejsie nez spory asexualne (Perkins & Turner, 1988; Piit & Christian, 1970), hoci to
sa moze vzhl'adom na vel'ku morfologickll variabilitu jednotlivych typov spor u roznych skupin hub

pomerne vyrazne liSit’.

Pohlavné rozmnozovanie je u vreckatych hub relativne konzervované a jeho schéma plati s mensimi
modifikaciami pre vacSinu vlaknitych zastupcov (Nieuwenhuis & James, 2016). Zacina plazmogamiou,
pri ktorej dochadza k fuzii samicieho askogonia a samcieho anteridia. Pohlavné orgdny mézu byt’ pritom
u jednotlivych hub rozdielne diferencované a v niektorych skupinach tak napriklad najdeme do rozne;j
miery rozliSeny receptivny trichogyn vyrastajici z askogonia ¢i hyfovy obal. Anteridia st navyse zase
Casto nahradené asexuadlnymi sporami — spermaciami (Swingle, 1934). Jednotlivé haploidna jadra
obvykle ihned” po oplodneni nesplyvaji, ale davaju vzniknat dikaryotickym hyfam. Na nich potom
vznika aj dvojjadrovy prekurzor vrecka, proaskus, v ktorom dojde ku karyogamii a tvorbe diploidne;j
zygoty. T4 sanasledne deli meidzou, pocas ktorej dochadza ku crossing-overu, aje tak zasadnym
krokom z hladiska zvy$ovania genetického polymorfizmu. Styri jadra sa eSte zvydajne mitoticky

rozdelia, ¢im vznikne osem haploidnych jadier predstavujucich zéklad 6smich vytrusov.

Proporcia striktne asexualnych ¢i naopak sexualnych druhov je pritom zrejme vel'mi nizka. Zda sa, ze
vacsina hub sa nachadza skor niekde na kontinuu medzi nimi a vyskytuju sa u nich oba spdsoby
rozmnozovania, ktoré su akurat u jednotlivych predstavitelov rdzne cast¢ (Nieuwenhuis & James,

2016).

2.1 MAT gény

Centralnu rolu pri riadeni pohlavného rozmnoZzovania zastavaju parovacie MAT (mating type) gény
(Hiscock & Kiies, 1999; Kronstad & Staben, 1997). U vreckatych hub sa obvykle nachadza jeden MAT
lokus s dvoma alelami MATI-1 a MATI-2, hoci obzvlast u niektorych modelovych organizmov sa
stretneme aj s inymi oznaceniami (Turgeon & Yoder, 2000). Vzhl'adom na to, Ze st ale jednotlivé alely
sekvenéne vyrazne odli$né a je otazne ¢i maja spolo¢ny evoluény pévod, zvyknu sa obvykle oznaovat
ako idiomorfy (Metzenberg & Glass, 1990). Obe pritom koédujia DNA védzobné domény, ktoré posobia

ako transkrip¢né faktory regulujuce Sirok paletu d’alSich génov podiel’ajiicich sa na pohlavnom procese



(Herskowitz, 1989; Jacobsen et al., 2002). KI'i¢ovy je predovsetkym gén MATI-1-1 kodujici protein
s alfa doménou a gén MATI-2-1 koédujuci protein s HMG (high mobility group) doménou (Coppin et
al., 1997). Pre pohlavné rozmnozovanie a jeho iniciaciu je pritom u vacsiny druhov nevyhnutna expresia

oboch tychto génov (Ni et al., 2011).

Presna organizécia celého MAT lokusu je vSak variabilnd a u mnohych vreckatych hub moéze navyse
obsahovat’ aj niektoré d’alSie MAT gény (obrazok 1) (Debuchy & Turgeon, 2006; Palmer et al., 2014).
U inych oddeleni hub, ako aj u najbazalnejsieho pododdelenia askomycétov — Taprinomycotina, mézu

vsak MAT gény kodovat’ aj mierne odlisné typy regulatorov expresie (Martin et al., 2010).
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Obrazok 1: Usporiadanie MAT lokusu u vybranych homothalickych a heterothalickych zastupcov pododdelenia

Pezizomycotina. Prevzaté z (Palmer et al. (2014).

2.2 Pohlavné systémy

U pohlavne sa rozmnozujucich hub rozliSujeme dva zakladné pohlavné systémy, homothalizmus
a heterothalizmus. ZjednoduSene plati, Ze kym druhy homothalické su schopné oplodnit’ samé seba,
heterothalické druhy vyzaduju k pohlavnému rozmnozovaniu druhého partnera s opa¢nym parovacim
typom (Coppin et al., 1997). Jednotlivé MAT idiomorfy pritom urcuju prave prislusnost’ ku konkrétnemu
parovaciemu typu a regulujii okrem iného rozpoznavanie partnerov pomocou systému feromonov

a receptorov (obrazok 2) (Herskowitz, 1989; Péggeler, 2011; Stanton et al., 2010).



a-factorreceptor a-factor receptor
STE3 STE2

a—cell

Obrazok 2: Signalizacia medzi bunkami opaénych parovacich typov u kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
Nomenklatira je u tohto druhu mierne odli$na a parovacie typy sa nazyvaji a a a miesto Standardného oznacenia

MATI-1 a MATI-2. Prevzaté z (Poggeler, 2011).

2.2.1 Heterothalizmus

Heterothalizmus a existencia parovacich typov boli uhub popisané uz na zaCiatku 20. storoCia
(Blakeslee, 1904). U ascomycétov bol tento pohlavny systém prvy krat zisteny u niektorych zastupcov
rodov Ascobolus a Neurospora (B. O. Dodge, 1920; B O Dodge, 1927). Vzhl'adom na to, Ze su u tejto
skupiny pohlavné typy kodované jednym lokusom s dvoma idiomorfami, hovorime o bipolarnom
heterothalizme (Whitehouse, 1949). Heterothalické druhy sa pritom na rozdiel od vicSiny
homothalickych druhov vyzna¢uju pritomnost'ou len jedného z dvojice esencialnych parovacich génov
a ich MAT lokus tak obsahuje bud MATI-1-1 alebo MATI-2-1 (obrazok 1) (Shiu & Glass, 2000).
K pohlavnému rozmnoZovaniu preto u hub s tymto pohlavnym systémom dochadza len v pripade, ze
spolu interagujt jedinci s odliSnymi MAT idiomorfami. Prislusnici jednotlivych parovacich typov sa
vsak neliSia v pohlavnych organoch a obvykle tvoria oba typy gamiet (Gwynne-Vaughan & Williamson,

1932; Whitehouse, 1949).

2.2.2 Homothalizmus

Historicky pohl'ad na homothalizmus bol zna¢ne zjednoduseny a v si¢asnosti je jasné, Ze tento pohlavny
systém zahfiia niekol’ko odlisnych mechanizmov umoziujicich samooplodnenie (obrazok 3) (A. M.
Wilson et al., 2015). Najrozsirenej$im je primarny homothalizmus, u ktorého sa v ramci jedného jadra

vyskytuju aj exprimuji oba zékladné MAT gény (A. M. Wilson et al., 2015). Tie st pritom obvykle



lokalizované spolo¢ne v MAT lokuse, hoci u niektorych druhov sa m6zu nachadzat' aj oddelene na

roznych miestach v genome (P. S. Dyer et al., 2003; S. H. Yun et al., 1999).

Dalsim znamym systémom je pseudohomothalizmus. Podobne ako je tomu u typickych
heterothalickych druhov, aj tu MAT lokus obsahuje spravidla bud’ gén MATI-1-1 alebo MATI-2-1.
V tomto pripade vSak vegetativne bunky a aj vytrusy obsahuju sucasne dve opacne pohlavne ladené
jadra (Coppin et al., 1997; B O Dodge, 1927). Pseudohomothalické huby maju najcastejSie vrecka so
Styrmi velkymi vytrusmi. V nizkej frekvencii sa vSak u nich vyskytujt aj vrecka s viacerymi vytrusmi,
u ktorych je potom ale Cast’ askospdr menSia a jednojadrova (Grognet & Silar, 2015). Vreckaté huby
stymto typom pohlavného systému najdeme napriklad vrodoch Neurospora, Podospora
a Gelasinospora, hoci aj medzi nimi sa mechanizmy udrziavajuce askospory v heterokaryotickom stave

mierne odliSuju (Grognet & Silar, 2015; Raju & Perkins, 1994).

Niektoré druhy vreckatych hub st zasa schopné prepinat’ medzi jednotlivymi parovacimi typmi (mating
type switching). NajlepSie je tento systém preskimany u kvasinky Saccharomyces cerevisiae, ktora
dokaze prostrednictvom génovej konverzie MAT génov z neaktivnych lokusov lI'ubovolne prepinat’
medzi parovacimi typmi v oboch smeroch (bidirectional mating type switching) (Haber, 1998; Nasmyth
& Tatchell, 1980). Mierne odlisny systém najdeme napriklad aj u druhu Hypocrea spinulosa. Jedinci
jedného parovacieho typu si dokazu zmenit’ pohlavné ladenie Casti svojich jadier, avSak prislusnici
druhého parovacieho typu vyzaduji k pohlavnému rozmnozovaniu vzdy aj opacne ladeného partnera a
medzi parovacimi typmi prepinat’ nedokdzu (unidirectional mating type switching) (S.-H. Yun et al.,

2017).

U viacerych skupin bolo dokonca popisané pohlavné rozmnozovanie aj medzi jedincami patriacimi
k rovnakému parovaciemu typu (unisexual reproduction) (Alby et al., 2009; Lin et al., 2005; Schaefer
et al., 2007). Tieto huby tak zjavne nevyzaduji expresiu oboch zakladnych MAT génov, ktora je

u vacSiny ostatnych druhov esencialna (Roach et al., 2014).
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Obrazok 3: Rozdielne mechanizmy prejavujice sa ako homothalizmus u vreckatych hub. Prislusnost’ jadier

k jednotlivym parovacim typom je farebne rozlisena. Prevzaté z (A. M. Wilson et al., 2015).



2.2.3 Evolicia pohlavnych systémov

Zmeny medzi jednotlivymi pohlavnymi systémami st u vacSiny skupin hub relativne Casté a aj v ramci
jedného rodu ¢i dokonca druhu méZzeme najst” heterothalickych aj homothalickych zastupcov (obrazok
4) (Chilvers et al. 2014; Inderbitzin et al. 2006; Kostriken et al. 1983; Nygren et al. 2011). To ¢i
homothalizmus vznikol z heterothalizmu a akym smerom k prechodom medzi tymito stratégiami méze
dochadzat’, bolo ale dlhui dobu predmetom diskusii (Lin & Heitman, 2007; Nauta & Hoekstra, 1992;
Nygren et al., 2011). V sucasnosti sa ako pravdepodobnejsia pritom javi moznost, ze homothalizmus
predstavuje slepu ulicku a opakovane sekundarne vznika z heterothalizmu (Gioti et al., 2012, 2013;
Inderbitzin et al., 2005). V rode Aspergillus pozname pripady, kedy zrejme doslo u pdvodne primarne
homothalického druhu k strate jedného zo zékladnych péarovacich génov. Ich MAT lokus uz tak
pripomina skor heterothalické askomycéty (resp. jednu z MAT idiomorf), avSak zatial’ u tychto hub
nebol pozorovany pohlavny proces a je tak otdzne ¢i st vObec schopné sa sexualne rozmnozovat
(Galagan et al., 2005). Specifickym pripadom st aj homothalické huby u ktorych sa vyskytuje mating
type switching, ako napriklad kvasinka Saccharomyces cerevisiae, ktord sa pri poruche tohto

mechanizmu mdzu spravat’ ako heterothalicka (Kostriken et al., 1983).

Zasadnt ulohu pri prechode na primarny homothalizmus maju pritom pravdepodobne predovsetkym
nevyvazeny crossing-over a translokacia DNA pomocou transpozonov (Gioti et al., 2012), ktoré
zabezpecia, ze sa v jadre vyskytuji spolu MATI-1-1 aj MATI-2-1. Niekedy by vsak tito zmenu mohol
sprostredkovat’ aj horizontalny génovy prenos, k ¢omu zrejme doslo napriklad u rodu Stemphylium

(Inderbitzin et al., 2005).
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Obrazok 4: Pohlavny systém u zastupcov rodu Neurospora. Upravené z (Nygren et al., 2011).
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3 Metody pouzivané na urcéenie pohlavného systému

3.1 Kultiva¢né experimenty

Medzi klasické metody pouzivané pri Studiu pohlavnych systémov patrili uz od pociatku minulého
storoCia kultivaéné experimenty (Blakeslee, 1904; B. O. Dodge, 1920). Typicky pritom vychadzajt
z faktu, Ze homothalické druhy st sa schopné vd’aka samooplodneniu pohlavne rozmnoZovat’ a obvykle
tiez tvorit’ plodnice aj v pripade Ze mycélium pochadza z jedinej spory (monosporicka kultura). Naproti
tomu u heterothalickych druhov prebehne pohlavny proces iba v pripade, Ze kultira pochadza
z vicsieho mnozstva vytrusov (polyspodricka kultara) alebo sa im umozni interakcia medzi aspon dvoma
monosporickymi kultGrami s opacnym pohlavnym ladenim (Blakeslee, 1904; Coppin et al., 1997).
Sledovanie mycélii a tvorby plodnic dopestovanych z jednotlivych vytrusov odseparovanych napriklad
mikromanipulatorom tak umoziuje veelku jednoducho rozlisit’ dva zakladné pohlavné systémy. Je vSak
potrebné brat’ do tivahy skuto¢nost’, Ze niektoré heterothalické mozu tvorit’ sterilné plodnice aj za

pritomnosti iba jedného parovacieho typu (Du et al., 2017) (pozri aj obrazok 9 v kapitole 4.1).

Tato zakladna metodika je bez pochyb vel'mi uzito¢na a ztechnického hladiska nenaro¢na, avsak
neumoznuje uz bez d’alSich detailnejSich experimentov rozpoznat’ jednotlivé typy homothalizmu (A. M.
Wilson et al., 2015), ¢o si v§imli uz aj Dodge & Seaver (1946). Aspon pseudohomothalizmus sa da pri
blizSom Studiu rozlisit’ na zaklade sledovania pohlavného procesu u kultir pochadzajicich z réznych
typov vytrusov. Malé jednojadrové vytrusy davaji vzniknut’ mycéliu, ktoré sa sprava ako heterothalické,
kdezto mycélium pochadzajice z pocetnejsich, vacsich a najcastejsSie dvojjadrovych vytrusov, sa sprava
ako homothalické. Indikatorom Ze sa u danej huby vyskytuje pseudohomothalizmus moéze byt pritom
aj polovi¢ny pocet vytrusov vo vrecku v porovnani s pribuznymi druhmi (Coppin et al., 1997; B O

Dodge, 1927).

Mnohé druhy vreckatych hub vsak este aj v dneSnej dobe nie je mozné kultivovat’ a vel'ka Cast’ druhov
rasticich na umelom médiu uz v kultire nie je schopna tvorit’ plodnice (McLaughlin & Spatafora,
2014). Spektrum druhov, u ktorych kultivacné experimenty umoziuju urcit’ pohlavny systém, je preto

relativne obmedzené.

3.2 Analyza MAT génov

Homothalické a heterothalické druhy sa odliSuji v pritomnosti jednotlivych parovacich génov.
Na uréenie pohlavného systému sa preto da pouzit’ prave ich analyza. Presné sekvencie MAT génov
aich okolia st vSak velmi dynamické a medzi jednotlivymi liniami htb len pomerne slabo
konzervované (obrazok 6) (Chai et al., 2017). To ma preto za nasledok, ze pre tieto gény nie je mozné

navrhnut’ univerzalne primery, ktoré by fungovali naprie¢ vSetkymi skupinami. U vacSiny
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predstavitel'ov pododdelenia Pezizomycotina je ale na navrh PCR primerov mozné vyuzit' relativne
konzervované gény APN2 a SLA2, susediace obvykle z oboch stran MAT lokusu (Butler, 2007). S ich
pomocou je potom mozné amplifikovat’ a nasledne aj osekvenovat’ tento lokus a na zaklade jeho
organizacie uréit’ pohlavny systém. Vzhl'adom na dizku MAT lokusu a bezné poéiatoéné problémy s
jeho amplifikaciu sa pritom vyuzivaju aj metody ako primer walking ¢i inverzna PCR. Nasledne sa uz
zo sekvencie MAT lokusu daju pre zastupcov daného druhu ¢i rodu navrhnuat’ aj primery pre $pecificku
amplifikaciu génov MATI-1-1 a MATI-2-1. Pokial’ je skimana huba homothalicka, tak by aj u jej
monosporickej kultiry malo byt mozné pomocou PCR amplifikovat’ oba gény. U heterothalickych
druhov by mal naopak u jednotlivych kmeiiov vzdy vzniknut’ produkt len v jednom pripade (obrazok

7).
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Obrazok 6: Alignment aminokyselinovych sekvencii génov MATI-1-1 (a) a MATI-2-1 (b) naprie¢ zastupcami

r6znych skupin vreckatych hib, konzervované pozicie su farebne oznacené. Prevzaté z (Chai et al., 2017).
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Obrazok 7: Gélova elektroforéza PCR produktov u 24 monospdrickych kmenov heterothalického smrcku
(Morchella importuna). U vzoriek nanesenych na horny gél (a) boli pouzité primery pre amplifikaciu génu MATI-

1-1 a u vzoriek na dolnom géle (b) primery pre MATI-2-1. Prevzaté z (Chai et al., 2017).

V sucasnosti sa daji Studovat’ aj druhy, u ktorych vopred vébec nie je zndma sekvencia MAT génov ani
inych génov v ich blizkom okoli. Vd’aka technologickému rozvoju sekvenacnych metdd je totiz mozné
ziskat’ sekvenciu celého genomu vratane MAT lokusu. To nasledne umozituje analyzu génov v tomto
lokuse, ako aj design primerov sliziacich k rychlejSiemu spracovaniu vicsieho mnoZzstva pribuznych
kmenov ¢i druhov pomocou PCR (Chai et al., 2017; Du et al., 2017; Andrea Rubini et al., 2011).
V kombinacii s analyzou transkripcie pritom tato metéda poskytuje komplexné informacie o Struktire
MAT lokusu a expresii jednotlivych parovacich génov (Ferreira et al., 1996; Andrea Rubini et al., 2011;
Traeger et al., 2013).

Velkou vyhodou pritom je, Ze sa da vyuzit aj u druhov, ktoré v kultare vobec netvoria plodnice.
Stadium hub, ktoré nie si schopné v umelych podmienkach ani rast, ale moze byt relativne
problematické aj v tomto pripade. Podiel jednotlivych parovacich typov na tvorbe plodnice a jej
sterilnych Casti sa totiz moze vyrazne liSit’ aj u blizko pribuznych druhov (Du et al., 2017) a uréenie

presného pohlavného systému moze byt u takychto hub pomerne komplikované.

3.3 Populacne-genetické analyzy

Dalsou skupinou metéd pouzivanych na uréenie pohlavného systému st analyzy populaénej truktury.
Jedna sa o zmes roznych metdd, v ramci ktorej sa sice jednotlivé pristupy liSia v mnozstve, citlivosti a
type dat ktoré poskytuji, avSak obecne umoznuju sledovat’ podobné populacné charakteristiky
(Rafalski, 2002). Tie by sa pritom mali u heterothalickych a homothalickych druhov relativne vyrazne

lisit’ a ich analyza tak moZe napovedat’ aky pohlavny systém sa u sledovanych hub vyskytuje (Glass &
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Kuldau, 1992). V minulosti sa najéastejsie pouzivali izozymova analyza, RELP (polymorfizmus dizky
restrikénych fragmentov), AFLP (polymorfizmus dizky amplifikovanych fragmentov) & RAPD
(ndhodna amplifikacia polymorfnej DNA). V dnesnej dobe sa uz ale uprednostiiuju skor SNP
(jednonukleotidovy polymorfizmus) a analyza mikrosatelitov (Rafalski, 2002).

Samooplodnenie je dominantné u mnohych homothalickych hub (Glass & Kuldau, 1992; Zeyl, 2009) a
podobne ako nepohlavné rozmnoZzovanie by preto unich malo viest aj k produkcii geneticky
uniformného potomstva. Nizka genetickd variabilita sa zvykla preto povazovat aj za indikator
homothalizmu (Bertault et al., 1998; Cinto et al., 2007), aj $tadia u rodu Ceratocystis napriklad pomocou
izozymove] analyzy ukdzala, ze homothalické druhy vykazuji menSiu variabilitu nez pribuzny
heterothalicky druh (Harrington et al., 1996). Vyuzitie genetickej variability na urcenie pohlavného
systému a spdsobu rozmnozovania viedlo ale v minulosti ob¢as k chybnému vysledku (Bertault et al.,
1998; Frizzi et al., 2001). AZ neskor sa totiz ukazalo, ze aj v pripade niektorych heterothalickych hib
mobze byt hladina polymorfizmu v dosledku Specifickej evolu¢nej historie ¢i ekologie velmi nizka
(Diana A Dokmetzian et al., 2005; Garcia-Cunchillos et al., 2014; Riccioni et al., 2008) a pri Stadiu

pohlavnych systémov je ju tak potrebné brat’ s rezervou.

Zasadny vyznam pri Studiu rozmnozovania hiib méa vidzbova nerovnovaha (linkage disequilibrium),
ktora je ukazovatelom frekvencie rekombinacie (Nieuwenhuis & James, 2016). Analyza tejto
charakteristiky pritom umoziuje tiez urcit’, do akej miery u sledovaného druhu dochadza k outcrossingu
(rozmnozovaniu medzi nepribuznymi jedincami) (obrazok 5) a mohla by indikovat’ aj aky pohlavny
systtm sa usledovanej huby vyskytuje. Heterothalické druhy aobecne druhy s intenzivnym
outcrossingom, by mali totiz vykazovat' v désledku castej rekombindcie medzi chromozémami od
roznych jedincov vyrazne nizSiu mieru vizbovej nerovnovahy (Anderson & Kohn, 1998; Nieuwenhuis
& James, 2016; Thomson, 1977). Homothalické druhy by mali mat’ pritom naopak za predpokladu
dominantného samooplodnenia podobne ako asexudlne druhy vyrazne vicsi podiel génov vo vézbe.
U viacerych hub vSak nemusi homothalizmus vzdy nutne viest’ k obligdtnemu samooplodneniu
a niektoré¢ Stdie ukazali, Ze aj utychto druhov moéze dochadzat k intenzivnemu outcrossingu
(Attanayake et al., 2014; Billiard et al., 2012). Rozmnozovanie medzi nepribuznymi jedincami pritom
moze byt obc¢as dokonca preferované, ked’ze v pripade oplodnenia geneticky identickymi bunkami huba
prichadza o vel’ku ¢ast’ vyhod plynucich z pohlavného rozmnozovania (Billiard et al., 2012). Pripadny
outcrossing by sa preto u homothalickych druhov prejavil aj na znizeni vdzbovej nerovnovahy a rozdiel

medzi pohlavnymi systémami tak nemusi byt vzdy tak markantny (Attanayake et al., 2014).

11



T

1.0

Candida albicans

Batrachochytrium
dendrobatidis

Coccidioides posadasii

Saccharomyces
cerevisiae

Lachancea kluyveri
Saccharomyces
paradoxus
Schizosaccharomyces
pombe

0.6

w—— Neurospora crassa

Schizophyllum
commune
Heterobasidion
annosum

04

- - "“\-\
02~ WMy

i Ne
= Sco Cp Spu# Ha Lk Sce

hY; |
MR I R I R
10 102 10° 10* 10°
pairwise distance (bp)

Obrazok 5: Funkcia vizbovej nerovnovahy (%) na vzdialenosti nukleotidov u desiatich réznych druhov hib.
Sipky na ose x oznauje vzdialenost, kedy nadobuda vizbova nerovnova poloviéni hodnotu z absolutneho
maxima pre dany druh, a mala by byt’ dobrym indikatorom frekvencie pohlavného rozmnozovania a rekombinacie.
Najvyssie hodnoty dosahuje u druhov s dominantnym asexualnym rozmnoZovanim, naopak najniz§ie hodnoty

maju huby s prevazujucim outcrossingom. Prevzaté z (Nieuwenhuis & James, 2016).

Vyhodou popula¢nych metédd je, Ze umoznuju analyzovat’ aj nekultivovatené druhy. Vyuzivaji vSak
skor nepriame indicie sledujuce predovsetkym frekvenciu rekombinacie a oucrossingu a nie su tak
schopné bez d’alSich dat s istotou rozlisit’ medzi jednotlivymi procesmi, ktoré ich mozu ovplyviovat
podobnym sposobom (Nieuwenhuis & James, 2016). Napriek tomu vsak populacne-genetické analyzy

predstavuju vel'mi hodnotny zdroj informécii o rozmnozovani sledovanych organizmov.

Ako optimalny pristup Stadia pohlavnych systémov sa javi pritom kombinacia vsetkych typov metod,
ktora potom poskytuje detailné informacie o genetickom pozadi pohlavného rozmnozovania dané¢ho
druhu, jeho populacnej Struktire a umoziiuje aj experimentalne sledovat’ interakcie medzi kmenmi,

a pripadné pohlavné rozmnozovanie a tvorbu plodnic.
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4 Ciaskotvaré (Pezizales)

Rad ciaskotvaré (Pezizales) patri do pododdelenia Pezizomycotina, ktoré predstavuje druhovo
najbohatsiu skupinu vreckatych hub (Ascomycota). Jedna sa o jeden z troch podkmenov, na ktoré sa
Ascomycota delia, pricom viaceré molekularne Studie ukazali, Ze sa jedna o monofyleticki liniu
sestersku pravym kvasinkam (Saccharomycotina) (Fitzpatrick et al. 2006; Hibbett et al. 2007; James et
al. 2006; Wang et al. 2009). Pezizales spolo¢ne s radom Orbiliales predstavuji bazalne linie v ramci
pododdelenia Pezizomycotina, priCom v jednotlivych fylogenetickych stadiach sa tieto dva rady
striedaju na poste najbazalnejSej skupiny (Gernandt et al., 2001; Schoch et al., 2009; Spatafora et al.,
2006).

Vrecka zastupcov radu Pezizales su obvykle zakoncené vieckom (lat. operculum), ktoré po otvoreni
umozni vystrelenie vytrusov. Na zdklade tejto Specifickej apomorfie sa zéstupcovia celého radu
oznacuju aj ako operkulatne askomycéty. Ich plodnice su sice tvarovo vel'mi rozmanité, no u vSetkych
zastupcov sa jedna o apotécium (miskovity typ plodnice) alebo niektort jeho modifikaciu (Pfister,
2015). Ich velkost’ sa pohybuje od niekol’ko desatin milimetra napriklad u rodu Ascodesmis, az po
takmer dvadsat’ centimetrov u niektorych predstavitel'ov rodu Morchella. U ektomykorhiznych skupin
su pritom obzvlast’ ¢asté prechody k tvorbe uzavretych podzemnych hl'uzovitych plodnic, k comu doslo
u operkulatnych askomycétov mnoho krat nezavisle na sebe (Lassoe & Hansen, 2007). Tieto druhy uz
potom z pochopitelnych doévodov stracaji schopnost’ aktivne vystrelovat vytrusy, ich vrecka uz

obvykle ani nemaju diferencované viecko a askospory sa uvoltiuji rozpadom steny vrecka.

Z ekologického hladiska rad Pezizales zahina druhy jednak saprotrofické, ale aj parazitické
a mykorhizne (Pfister, 2015). MnozZstvo saprotrofov je pritom viazanych na trus ¢i spaleniska, hoci
urCenie presnej trofickej stratégie je u niektorych zastupcov problematické (Hobbie et al., 2001)
a napriklad aj medzi hubami fruktifikujicimi na spaleniskach ndjdeme ektomykorhizne druhy (Sanchez

et al., 2014).

Zastupcovia tohto radu boli od pociatku 20. storocia vd’aka relativne vel'kym chromozémom ¢i dobrej
kultivovatelnosti aj pomerne oblibenymi modelovymi organizmami. Stidie na bryofilnom druhu
Neottiella rutilans boli vyznamné z hl'adiska vyskumu meidzy u mitézy pocas tvorby vytrusov (Fraser,
1908; Rossen & Westergaard, 1966), zastupcovia rodov Pyronema a Ascobolus boli zase vyuZzivani pri
vyskume pohlavného procesu a tvorby plodnic (G. Bistis, 1956a; Harper, 1900; Reeves, 1967; Welsford,
1907).
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Obrazok 8: Morfologicka diverzita plodnic vybranych zastupcov radu Pezizales: kvapka machova (Octospora
leucoloma) (A), vreckovec ruzovy (lodophanus carneus) (B), smréok hybridny (Mitrophora semilibera) (C),
Cookeina tricholoma (D), hl'uzovka letna (Tuber aestivum) (E), ¢iaska kratkohlubikova (Peziza micropus) (F) a

komoérkovka podvojna (Hydnotrya bailii) (G). Foto: Autor

4.1 Pohlavny systém zastupcov radu Pezizales

V nasledujicej Casti su zhrnuté literarne idaje o pohlavnom systéme zastupcov jednotlivych celadi
tohto radu. Vzhl'adom na vel’ka dynamiku v nazvoslovi mnohych skupin pouzivam aktudlne platné
nazvy podla databazy MycoBank (Robert et al., 2005). Prislusnost’ rodov k jednotlivym celadiam
vychadza z Wijayawardene et al. (2018). VSetky druhy, u ktorych bol bez vécsich pochyb urceny
pohlavny systém, st nasledne sumarizované v tabulke 1. Okrem taxonomickej prislusnosti a
pohlavného systému pritom vzdy uvadzam aj dominantny substrat, pouzitd metodiku a pracu, v ktorej

bol pohlavny systém urceny.

V ramci celého radu Pezizales sa v priebehu 20. storoc¢ia pri vyskume heterothalizmu a homothalizmu
najvécsia pozornost venovala rodu Ascobolus z celade Ascobolaceae. Pri¢inou je pravdepodobne
hlavne kratka genera¢na doba jeho zastupcov, ich Tahk4 kultivovatelnost, ochotna tvorba plodnic

a vel’ké vytrusy, s ktorymi sa tak da jednoducho manipulovat. Huby z tejto ¢elade su pritom obvykle

14



viazané na exkrementy a v sucasnosti tu radime Styri rézne rody. Ascobolus scatigenus predstavuje
historicky prvy druh vreckatej huby, u ktorého bol heterothalizmus popisany (B. O. Dodge, 1920).
Viaceré neskorSie prace zalozené na monosporickych kultarach a kriziacich experimentoch pritom
ukazali, Ze tento pohlavny systém je v rode Ascobolus dominantny (Betts & Meyer 1939; Bistis 1956b;
Dokmetzian 1999; Dokmetzian et al. 2004; Dowding 1931; Rizet 1939), hoci v sekciach Ascobolus a
Dasybolus najdeme okrem heterothalickych zastupcov aj druhy homothalické (Bernard O Dodge &
Seaver, 1946; Dowding, 1931; Schweizer, 1931; Yu, 1954). To naznacuje, ze k zmene medzi tymito
stratégiami doSlo v ramci rodu Ascobolus viackrat nezavisle na sebe. Konkrétne uvahy o pocte
prechodov k homothalizmu by vSak vzhladom na absenciu recentnej taxonomickej revizie tejto
diverzifikovanej skupiny boli skoér Spekulaciou. U druhu A. michaudii nebolo mozné rozhodnut
o prislusnosti k pohlavnému systému, vzh'adom na protichodné vysledky kultivacnych experimentov
roznych autorov (Diana Ana Dokmetzian, 1999; Paden & Stanlake, 1973). U zastupcov inych rodov
z tejto Celade bol homothalizmus preukazany iba u druhu Saccobolus saccoboloides (Bernard O Dodge
& Seaver, 1946). Conway (1975a) uvadza, ze Thecotheus pelletieri a T. cinereus by mohli byt
heterothalické, avSak tento predpoklad je zalozeny len na neschopnosti kultir pochadzajucich z jedného

vytrusu vytvorit’ plodnice a za dokaz heterothalizmu sa povazovat’ neda.

Vicsina zastupcov Celade Ascodesmidaceae je viazana na exkrementy, hoci niektoré druhy moézu
osidlovat’ aj povrch pddy (Pfister, 2015). V sucasnosti sa tu pritom radi 11 menSich rodov
s nenapadnymi a Casto redukovanymi plodnicami (Wijayawardene et al., 2018). Brummelen (1981)
uvadza, ze vSetky skimané druhy rodu Ascodesmis sa javia ako homothalické. Pohlavny systém bol
uré¢eny u troch konkrétnych druhov (Obrist 1961; O’Donnell et al. 1976; Swingle 1934), ich identita ale
vzhl'adom na ¢asto chybné urcenia skimanych druhov tohto rodu v starSich pracach nemusi byt’ presna
(Brummelen, 1981; Obrist, 1961). V rode Coprotus bol homothalizmus pomocou monospoérickych
kultir potvrdeny u Styroch zastupcov (Gwynne-Vaughan & Williamson, 1934; Kish, 1974; Suérez et
al., 2006). Bezerra & Kimbrough (1975) v monografii rodu Lasiobolus uvadzaju, Ze vSetci zastupcovia
su homothalicky a v kultare tvoria plodnice, avsak s urcitost’ou bol zatial’ pohlavny systém urceny iba
udruhu L. ciliatus (Conway, 1975b). U vSetkych skiimanych zastupcov tejto cel'ade bol teda zatial
preukazany iba homothalizmus. Data od ostatnych rodov sice chybaju, avSak vdcSinou sa jedna iba
o druhovo chudobné a relativne zriedkavé skupiny a je mozné, Ze tento pohlavny systém bude v cel'adi

Ascodesmidacea dominantny.

Celad” Morchellaceae zahfiia osem rodov tvoriacich velké nadzemné, ale aj podzemné plodnice
(Pfister, 2015; Wijayawardene et al., 2018). Vac8ina druhov patri medzi mykorhiznych partnerov
drevin, hoci niektori predstavitelia rasti ako saprotrofy na rozkladajicich sa drevnych zvySkoch
(Dahlstrom et al., 2000; Hobbie et al., 2016; Tedersoo et al., 2010). NajznamejsSim a kulinarsky vel'mi
vyznamnym rodom je smréok (Morchella). Nie je preto prekvapivé, ze kultivaciou smrckov a ich

pohlavnym systémom sa zaoberalo viacero $tidii aj v priebehu 20. storoc¢ia (Ower, 1982; Schmidt, 1983;
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Volk & Leonard, 1990). Uz Hervey et al. (1978) pritom na zaklade sledovania interakcii medzi
roznymi monosporickymi kultirami navrhli, ze M. esculenta je zrejme heterothalicky druh.
O pritomnosti tohto pohlavného systému u spominaného druhu, ale aj u druhu M. deliciosa a M. elata,
napovedaju navyse aj vysledky popula¢nych stadii (Gessner et al., 1987; Pagliaccia et al., 2011).
Nespochybnitelny dokaz o heterothalizme smrc¢kov priniesli recentné prace (Chai et al., 2017; Du et al.,
2017; Payen, 2015), ktoré na zaklade analyzy genomovych sekvencii a naslednou amplifikaciou a
sekvenaciou MAT génov potvrdili heterothalizmus u desiatich réznych druhov rodu Morchella a
aj smrcka hybridného (Mitrophora semilibera). Zaroven pritom zistili, ze u vacSiny smrckov sa na
tvorbe sterilnych cCasti plodnic podiela len jeden z parovacich typov aobe MAT idiomorfy su
rovnomerne zastupené iba v hyméniu. Ojedinele st smréky dokonca schopné tvorit’ sterilné plodnice
bez vyvinutych vreciek a vytrusov aj za pritomnosti iba jedného z rodicov (obrazok 9) (Du et al., 2017).
Taxondmia a nomenklatura je vSak u tejto skupiny hub este stale nevyjasnena a autori mnohé nazvy
dodnes nespravne pouzivaju na pomenovanie rozdielnych druhov (Richard et al., 2015). Obzvlast’

u komplikovaného druhu M. conica je tak idaj o heterothalizme potrebné brat s rezervou (Payen, 2015).

MAT1-1-1 I MAT1-2-1 MAT1-1-1+MAT1-2-1 No mating

A

III

Obrazok 9: Schematické znazornenia troch typov rozmiestnenia parovacich génov v plodniciach a vytrusoch
smrékov (Morchella spp.). Plodna ¢ast’ (hyménium) je vo v§eobecnosti tvorena rovnomerne mycéliami s oboma
MAT idiomorfami. Sterilnd Cast’ plodnice je tvorend len mycéliom s jednou idiomorfou (obvykle MATI-1).
Vynimkou je prvy typ (I), u ktorého sa v mensej miere na tvorbe sterilnej stopky podiel’a aj mycélium s druhou
idiomorfou. Plodnice tretieho typu (IIT) su celé tvorené len mycéliom jedného parovacieho typu, su sterilné a ich

vrecka neobsahuju ziadne vytrusy. V prirode je dominantny druhy typ (II). Prevzaté z (Du et al., 2017).
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Do ¢elade Otideaceae sa radi osem rodov s prevazne ektomykorhiznymi zastupcami. Jedinym druhom,
u ktorého je znamy pohlavny systém je Warcupia terrestris. Tento pozoruhodny homothalicky
predstavitel’ monotypického rodu Warcupia byva ojedinele izolovany zo vzoriek pddy a plodné uzavreté

plodnice (kleistotécia) je schopny tvorit’ aj v monosporickej kultire (Paden & Cameron, 1972).

Pezizaceae predstavuje diverzifikovanti Celad’ s 33 rodmi zahfiiajlicimi saprotrofov osidl'ujicich
rozmanité substraty, rovnako ako aj mykorhizne druhy (Pfister, 2015; Wijayawardene et al., 2018).
Udaje o pohlavnom systéme zastupcov tejto Gelade su ale iba relativne vzacne. Homothalizmus bol
zisteny u druhov Jlodophanus carneus al. granulipolaris potvrdili na zéklade tvorby plodnic
monosporickymi kultarami (Cinto & Dokmetzian, 2006; Cinto et al., 2007). V neskorSej praci potom
sice Cinto et al. (2009) uvadzaju tento pohlavny systém uz pre cely rod lodophanus, av§ak dané tvrdenie
nepodporili ziadnym konkrétnym experimentom ani literdrnym dokladom. Za homothalicky sa da
povazovat’ aj Lepidotia hispida, zriedkavy druh Specializovany na raselinu. Pohlavny systém bol aj

u neho urceny kultiva¢nou metodikou (O’Donnell & Beneke, 1973).

V ramci celého radu Pezizales je ¢elad” Pyronemataceae druhovo najbohatSia a v siCasnosti zahina
okolo 660 druhov a 47 rodov s rozmanitymi trofickymi stratégiami (Kirk et al., 2008; Wijayawardene
et al., 2018). Uréenim a Studiom pohlavného systému jej zastupcov sa sice v priebehu 20. storocia
zaoberalo viacero $tadii, no spravidla sa venovali iba niekol'’kym l'ahko kultivovateInym saprotrofom
rasticim na exkrementoch a spaleniskach. Pyronema omphalodes bola vyuzivand aj pri Stadiu
ontogenézy plodnic a pohlavnych organov askomycétov (I. M. Wilson, 1952). Kultiva¢né experimenty
(Gwynne-Vaughan & Williamson, 1931) a neskor aj analyza sekvencie jej genému pritom preukazali,
Ze sa jedna o primarne homothalicky druh, ktory ma sucasne v jednom jadre parovacie gény MATI-1-1
aj MATI-2-1 (Traeger et al., 2013). Homothalizmus bol potvrdeny aj u d’alSieho zastupcu tohto rodu P.
domesticum (Moore, 1963), ale tiez Scutellinia scutellata (Gwynne-Vaughan & Wiliamson, 1933),
Sphaerosporella brunnea (Sénchez et al., 2014) a Trichophaea abundans (B. O. Dodge, 1922).
Heterothalizmus bol naopak preukazany u Coprobia granulata (Gwynne-Vaughan & Williamson,
1930) a Anthracobia melaloma (Gwynne-Vaughan, 1937). U rodu Anthracobia su pritom zname aj
d’alsie druhy s tymto pohlavnym systémom, rovnako ako aj druhy homothalické, avSak ich presna
identifikacia je problematicka a aj morfologicky takmer zhodné zbery z r6znych Casti sveta sa mézu
1isit’ v pohlavnom systéme (Larsen, 1975). Zbery radené k druhu A. tristis z Australie su tak napriklad
heterothalické, kdezto zbery pochadzajice z USA st homothalické. Mykorhizny druh Wilcoxia mikolae
je zjavne taktiez heterothalicky, sice tvoril plodnice aj v monospoérickej kultare, avSak na rozdiel od

polysporickych kultar boli sterilné a bez vytrusov (Yang & Korf, 1985).

Celad’ Rhizinaceae zahtta tri rody s parazitickymi a saprotrofnymi zastupcami (Pfister, 2015;
Wijayawardene et al., 2018). Rhizina undulata je patogén korenov ihlicnanov, pricom Vasiliaskus pre

tento druh uvadza ako pohlavny systém homothalizmus. Toto tvrdenie je vSak zaloZené predovsetkym
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na jeho schopnosti tvorit’ plodnice v monosporickej kulture. Plodnice ktoré ziskali v8ak boli sterilné a
iny doklad homothalizmu ¢i detailnejsie kultivaéné experimenty chybaju. Neda sa tak vylucit' ani
moznost’, Ze sa v skutocnosti jedna iba o d’alsi pripad tvorby sterilnych haploidnych plodnic jednym
parovacim typom heterothalického druhu, ako je tomu u viacerych smrékov (Morchella spp.) (Du et al.,

2017) a zrejme aj u druhu Wilcoxia mikolae (Yang & Korf, 1985).

V celadi Tuberaceae ndjdeme sedem vylu¢ne mykorhiznych rodov (Pfister, 2015). ViacSina prac o
pohlavnom systéme sa podobne ako v ¢el'adi Morchellaceae zameriava na kulinarsky a ekonomicky
vyznamnych zastupcov, vtomto pripade rody hl'uzovka (7uber) abielohl'uzovka (Choiromyces).
Bertault et al. (1998) na zaklade nizkeho polymorfizmu mikrosatelitov, vzorov RAPD a absencie
heterozygotov navrhli, ze Tuber melanosporum by mohol byt homothalicky druh s dominantnym
samooplodnenim. K podobnému zaveru neskér u 7. magnatum dospeli aj Frizzi et al. (2001). Novsie
prace vsak na zaklade $tidia vdzbovej nerovnovahy odhalili, ze utychto hl'uzoviek dochadza
k rekombinacii a outcrossingu (Paolocci et al., 2006; Riccioni et al., 2008; A. Rubini et al., 2005).
Pohlavny systém sa pritom u oboch spominanych druhov a aj u 7. aestivum a Choiromyces venosus
podarilo urcit’ na zaklade analyz MAT génov v sekvencidch ich genomov (Payen, 2015; Andrea Rubini
et al.,, 2011), ktoré jednoznaCne preukazali, Ze su heterothalické. Primery navrhnuté na zaklade
ziskanych sekvencii boli nasledne pouzité aj na potvrdenie heterothalizmu u Styroch d’alsich druhov
rodu Tuber (Belfiori et al. 2013; Belfiori et al. 2016; Kinoshita et al. 2018). ZniZena geneticka variabilita
v Casti arealu niektorych hluzoviek, ktora v minulosti viedla k domnienke, ze si homothalické, je
pritom zrejme iba nasledok genetického driftu a naslednej expanzie z refagii po poslednej dobe I'adovej
(Garcia-Cunchillos et al., 2014; Riccioni et al., 2008). Nizka hladina heterozygotnosti sa navyse da tiez
jednoducho vysvetlit, ked’Zze plodnice hl'uzoviek st okrem vreciek s vytrusmi z va¢Siny tvorené iba

mycéliom jedného parovacieho typu (Paolocci et al., 2006; Riccioni et al., 2008).

Zo zéastupcov radu Pezizales u ktorych nepozname blizsiu taxonomicku prislusnost’ (incertae sedis) je
pohlavny systém znamy akurat u druhu Mycoarctium ciliatum. Tento koprofilny askomycét je niekedy
radeny aj do radu Thelebolales a kvoli absencii molekularnych dat a vyrazne redukovanym plodniciam
ho zatial’ nie je mozné presnejsie zaradit'. Na zaklade §tidia monosporickych kultar je ale zrejmé, Ze sa

jedna o homothalicky druh (Jain & Morgan-Jones 1973).

Blizsie informéacie o pohlavnom systéme zastupcov zvysnych 6smych cel'adi radu Pezizales, (menovito
Caloscyphaceae, Chorioactidaceae, Discinaceae, Glaziellaceae, Helvellaceae, Karstenellaceae,
Sarcoscyphacae a Sarcosomataceae) chybaju. To vSak nie je nijak prekvapivé, vzhladom na to ze
viaceré¢ ztychto skupin st druhovo relativne maélopocetné, v kultire rastu len neochotne anie st

obzvlast ekonomicky vyznamné (Kirk et al., 2008; Pfister, 2015).
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Tabul’ka 1: Zhrnutie informéacii o pohlavnom systéme a d’alSich vybranych tdajov o zastupcoch radu Pezizales,

homothalické druhy su sivo podfarbené a jednotlivé cel'ade st oddelené Ciarou.

Druh Celad’ Pohlavny systém  Metéda Substrat Citacia

Ascobolus amoenus Ascobolaceae heterothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy Dokmetzian (1999)
Ascobolus bahiensis Ascobolaceae heterothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy Dokmetzian (1999)
Ascobolus biguttulatus Ascobolaceae heterothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy Dokmetzian (1999)
Ascobolus bisfisii Ascobolaceae heterothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy Dokmetzian (1999)
Ascobolus bonaerensis Ascobolaceae heterothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy ?;())l(()rj‘l)etzian ctal
Ascobolus campanensis Ascobolaceae heterothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy ]();())lggetzian ctal
Ascobolus carbonarius Ascobolaceae heterothalizmus kultivacné experimenty spaleniska Betts (1926)
Ascobolus crenulatus Ascobolaceae homothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy Yu (1954)
Ascobolus ferrugineus Ascobolaceae heterothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy Dokmetzian (1999)
Ascobolus furfuraceus Ascobolaceae heterothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy Bistis (2004)
Ascobolus gamundiae Ascobolaceae heterothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy Dokmetzian (1999)
Ascobolus geophilus Ascobolaceae heterothalizmus kultivaéné experimenty pdda Betts & Meyer (1939)
Ascobolus immersus Ascobolaceae heterothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy Rizet (1939)
Ascobolus mancus Ascobolaceae heterothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy Dokmetzian (1999)
Ascobolus scatigenus Ascobolaceae heterothalizmus kultivacné experimenty exkrementy Dodge (1920)
Ascobolus stercorarius Ascobolaceae heterothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy Dowding (1931)
Ascobolus stictoides Ascobolaceae homothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy Dokmetzian (1999)
Ascobolus strobolinus Ascobolaceae homothalizmus kultivacné experimenty exkrementy Schweizer (1931)
Ascobolus winteri Ascobolaceae homothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy Yu (1954)
Saccobolus saccoboloides ~ Ascobolaceae homothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy B‘;j%; COHREDE
Ascodesmis macrospora Ascodesmidaceae homothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy Obrist (1961)
Ascodesmis nigricans Ascodesmidaceae homothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy O’Donnell et al. (1976)
Ascodesmis sphaerospora  Ascodesmidaceae homothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy Swingle (1934)
Coprotus aurora Ascodesmidaceae homothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy %ﬁﬁiﬁ;ﬁ?lgg;%&
Coprotus lacteus Ascodesmidaceae homothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy Kish (1974)
Coprotus niveus Ascodesmidaceae homothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy Suérez et al. (2006)
Coprotus sexdecimsporus  Ascodesmidaceae homothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy Suérez et al. (2006)
Lasiobolus ciliatus Ascodesmidaceae homothalizmus kultivacné experimenty exkrementy Conway (1975b)
Mitrophora semilibera Morchellaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov podda Du et al. (2017)
Morchella dunalii Morchellaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov pdda Duetal. (2017)
Morchella eohespera Morchellaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov podda Du et al. (2017)
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Druh CePad’ Pohlavny systtm  Metoda Substrat Citacia
Morchella eximia Morchellaceae heterothalizmus anal}/ za sekvencie poda so zbytkami Duetal. (2017)
gendmu dreva
Morchella eximioides Morchellaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov podda Duetal. (2017)
Morchella exuberans Morchellaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov g;)edjaso zbytkami Du et al. (2017)
Morchella importuna Morchellaceae heterothalizmus anal}/ za sekvencie poda so zbytkami Chai et al. (2017)
gendmu dreva
Morchella pulchella Morchellaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov pdda Duetal. (2017)
Morchella purpurascens Morchellaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov podda Duetal. (2017)
Morchella sextelata Morchellaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov g;)edjaso zbytkami Du et al. (2017)
Morchella tridentina Morchellaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov podda Duetal. (2017)
Warcupia terrestris Otideaceae homothalizmus kultivaéné experimenty pdda (Iig(;?; s
lodophanus carneus Pezizaceae homothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy Cinto et al. (2007)
lodophanus granulipolaris  Pezizaceae homothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy ((;138%)& R
Lepidotia hispida Pezizaceae homothalizmus kultivaéné experimenty raselina 8 9]3231%11 CHIEETEI
Anthracobia melaloma Pyronemataceae heterothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy gvgvg;l)n c-Vaughan
. . o . Gwynne-Vaughan &
Coprobia granulata Pyronemataceae heterothalizmus kultivaéné experimenty exkrementy Williamson (1930)
Pyronema domesticum Pyronemataceae homothalizmus kultivacné experimenty spaleniska Moore (1963)
kultivaéné experimenty Gwynne-Vaughan &
Pyronema omphalodes Pyronemataceae homothalizmus a analyza sekvencie spaleniska Williamson (1931)
gendému Traeger et al. (2013)
.. . o . Gwynne-Vaughan &
Scutellinia scutellata Pyronemataceae homothalizmus kultiva¢né experimenty drevo il el
Sphaerosporella brunnea  Pyronemataceae homothalizmus kultivacné experimenty spaleniska Sanchez et al. (2014)
Trichophaea abundans Pyronemataceae homothalizmus kultivacné experimenty spaleniska Dodge (1922)
Wilcoxina mikolae Pyronemataceae heterothalizmus kultiva¢né experimenty pdda Yang & Korf (1985)
Choiromyces venosus Tuberaceae heterothalizmus zzlilg/riisekvenCIe poda Payen (2015)
Tuber aestivum Tuberaceae heterothalizmus anal?/ 7a sekvencie poda Payen (2015)
gendému
Tuber borchii Tuberaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov podda Belfiori et al. (2016)
Tuber himalayense Tuberaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov podda Kinoshita et al. (2018)
Tuber indicum Tuberaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov pdda Belfiori et al. (2013)
Tuber longispinosum Tuberaceae heterothalizmus sekvenacia MAT génov podda Kinoshita et al. (2018)
Tuber magnatum Tuberaceae heterothalizmus anal?/ za sekvencie poda Payen (2015)
gendému
Tuber melanosporum Tuberaceae heterothalizmus anal}l 7a sekvencie poda Rubini et al. (2011)
gendmu
Mycoarctium ciliatum Incertae sedis homothalizmus kultiva¢né experimenty exkrementy T W GO
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4.2 Konzervovanost’ pohlavného systému

Pohlavny systém u zastupcov radu Pezizales je teda zatial’ znamy u minimalne 60 druhov patriacich do
19 roéznych rodov (tabul’ka 1). To vsak predstavuje len maly zlomok znamej diverzity tohto radu, kam
patri minimalne 1700 druhov a 199 rodov (Kirk et al., 2008). Niektoré z historickych zdrojov je tiez
potrebné brat’ s rezervou, ked’Ze v nich obcas chyba detailny popis kultivacnych experimentov a ich
vysledky mohli byt ovplyvnené aj kontaminaciou, na ¢o uz poukazali aj Dodge & Seaver (1946) a
Dowding (1931). Viaceré z hib sledovanych v starSich pracach navySe patria do taxonomicky
komplikovanych skupin, ¢o obcas viedlo aj k nespravnemu urceniu a ich presna druhova prislusnost’

nemusi byt’ vzdy uplne jasnd (Brummelen, 1981; Larsen, 1975).

U rodov Coprotus, lodophanus, Lasiobolus a Saccobolus autori v niektorych pracach zovseobeciuju
informacie o pohlavnom systéme pre celé rody (Bezerra & Kimbrough, 1975; Cinto et al., 2009, 2007;
Suarez et al., 2006). Dané tvrdenie uz ale konkrétnymi dokazmi nepodkladaju a zrejme vychadzaju iba
zo znamych udajov od niekol’kych druhoch. Tie vSak predstavujui len maly zlomok znamej diverzity
tychto hub a podobna generalizacia by preto mohla byt unahlena. Viaceré §tadie na zastupcoch inych
skupin totiz ukazali, Zze k zmenam pohlavného systému mdze u vreckatych hub dochadzat pomerne

rychlo a Casto aj u vel'mi blizko pribuznych druhov (Gioti et al., 2012; Inderbitzin et al., 2005)

U vicsiny celadi z radu Pezizales bol zatial’ zisteny len jeden pohlavny systém. V ramci tej istej cel'ade
sa sice heterothalizmus aj homothalizmus sucasne vyskytuju len u Ascobolaceae a Pyronemataceae, to
vSak vzhl'adom na nizky pocet studovanych druhov a rodov nie je nijak prekvapivé. Navyse aj v rdmci
tohto radu pozname rody ako Ascobolus ¢i Anthracobia, kam patria stcasne heterothalické aj
homothalické druhy (Bernard O Dodge & Seaver, 1946; Diana Ana Dokmetzian, 1999; Larsen, 1975).
Na zéklade pribuzenskych vzt'ahov a rozmiestnenia jednotlivych pohlavnych systémov u hub z tejto
skupiny (obrazok 10) je tiez zrejmé, Ze k prechodu na homothalizmus doslo v rade Pezizales opakovane
niekol'ko krat nezavisle na sebe. V niektorych skupindch s relativne va¢§im mnoZzstvom skimanych
druhov, ako je napriklad Ascodesmidaceae Ci linia zahimajuca Tuberaceae a Morchellaceae, by sice zda
sa mohol byt dominantny jeden konkrétny pohlavny systém, avsak aj tu va¢Sina dat pochadza len
od predstavitelov par vybranych rodov. Interpretaciu pritom stazuje aj fakt, Zze u homothalickych
druhov pozname presny typ pohlavného systému len u Pyronema omphallodes (Traeger et al., 2013).
U ostatnych zastupcov boli totiz pouzité zatial’ iba zakladné kultivacné experimenty s monosporickymi
kultarami, ktoré ale jednotlivé podtypy homothalizmu bez detailnejSicho vyskumu nie st schopné

jednoducho rozlisit’ (Bernard O Dodge & Seaver, 1946; A. M. Wilson et al., 2015).
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Sarcoscypha austriaca
oo+ —Nanclpea mrasporal Sarcoscyphaceae

Cookeina ticholoma

Neournula pouchetii
81119 Chofioactis geaster | Choricactidaceae
Pseudoplectania nigrella Sarcosomataceae

Umula craterium

Otidea onotica | Otideaceae

871000109 Rhodotarzetta rosea

™1 Qctospora hygrohypnophila

Neottiella rutilans
Anthracobia sp
Trchophaea woolhopeia
Miladina lecithina
Seutellinia scutellata
Trcharina praecox
Geopora cenvina
Byssonectnia termesiris
Cheilymenia stercorea
Melastiza comubiensis
Aleuria aurantia Pyronemataceae
Trichophaea hybrida
Wilcoxing mikolze ll
Parascutellinia cameosanguinea
Humarna hemisphaerica
Pyronema omphalodes
Pseudombrophila theicleuca

L L asicbolidium orbicuioides
— Lasiobolus ciliatus

—— Ascodesmis spp Ascodesmidaceae
Pulvinula archen

Glaziella aurantiaca | Glaziellaceae
_E Tarzetta catinus

Geopyxis carbonaria

Peilopezia deligata
{: Phymatctrichopsis emnivera I Rhizinaceae
Rhizina undWata

Karstenella vemalis| Karstenellaceae
Helvella cf compressa
nnella silvicola

Barssia orgonenie Helvellaceae
Balsamia magnata

Undernwoodia columnaris

Labyrinthomyces varius

Reddellomyces donkii
Dingleya verrucasa
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Obrazok 10: Rekonstrukcia fylogenézy vybranych zastupcov radu Pezizales na zaklade sekvencii ribozomalnej
DNA. Pri jednotlivych cel'adiach som dodatocne farebne vyznacil aky pohlavny systém bol doteraz zisteny u ich
zastupcov. Pokial je pohlavny systém znamy aj u konkrétnych druhov pouzitych v tejto analyze, tak su rovnako
farebne oznaCené. Pojatie cel'ade Pyronemataceae je upravené podl'a (Wijayawardene et al., 2018). Niektoré nazvy
som pre prehladnost’ nahradil platnymi nazvami podl'a databazy MycoBank (Robert et al., 2005). Topologia

stromu prevzatd z (Pfister et al., 2013)
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4.3 Vzt’ah pohlavného systému a ekolégie

Ekologia hra zasadnu rolu v zivote hub a rozdiely v trofickej stratégii a substrate, ktory prislusné druhy
osidl'uji mézu mat’ preto vyrazny vplyv aj na evoluciu rozmnozovania a pohlavnych systémov (Ono,
2002; Rayner, 1994). Vel'ké mnozstvo primarne homothalickych ¢i pseudohomothalickych druhov
najdeme pritom medzi vreckatymi hubami rasticimi na exkrementoch (Ames, 1930; Wicklow, 1981).
Tento substrat predstavuje velmi Specificky mikrohabitat s nepravidelnym, ostrovéekovitym
rozmiestnenim v krajine alen kratkou zivotnostou. Niektori autori preto predpokladaji, ze
homothalizmus by mohol byt’ adaptaciou na koprofilny spdsob Zivota (Bayman & Collins, 1989; Suarez
etal., 2006; Wicklow, 1981). Druhy s tymto pohlavnym systémov su sa totiz schopné obvykle na rozdiel
od heterothalickych zastupcov pohlavne rozmnozovat, aj pokial’ sa na exkrement dostane len jediny

vytrus, ¢o by im tak malo umoznovat efektivnejsiu kolonizaciu novych mikrolokalit.

Medzi koprofilnymi zastupcami radu Pezizales, u ktorych pozname pohlavny systém je homothalizmus
dominantny a vyskytuje sa u vSetkych druhov s vynimkou Coprobia granulata a Casti predstavitel'ov
rodu Ascobolus (tabulka 1). V pripade tohto rodu je pritom ale dobre znama ochotna tvorba velkého
mnozstva asexudlnych spoér, ktoré mozu jednoducho zabezpecit’ Sirenie oboch parovacich typov aj
medzi relativne izolovanymi mikrolokalitami (Dowding, 1931). Je navySe zaujimavé, Ze vacSina
zvy$nych homothalickych zastupcov tohto radu je viazana na spaleniska, ktoré predstavuju podobne

efemérny a Casto izolovany typ substratu ako exkrementy.

Blizsi vztah medzi pohlavnym systémom a vidzbou na exkrementy bol ale zatial’ u hub detailnejsie
Studovany len ojedinele. Korelacie medzi homothalizmom a koprofiliou bola medzi predstavite'mi
oddelenia Basidiomycota pozorovana u rodu Coprinus (Bayman & Collins, 1989). U zastupcov radu
Mucorales z oddelenia Mucoromycota, uz vSak tento vztah medzi substratom a pohlavnym systémom
nie je tak ocividny a u mnohych koprofilnych druhov bol zisteny heterothalizmus (Blakeslee, 1904). Je
ale pravdepodobné, Ze v pripade tejto skupiny hub nebude selekény tlak na prechod k homothalizmu
v dosledku koprofilie prili$ silny. Pohlavné rozmnoZovanie nie je totiz pri Sireni vacSiny jej zastupcov
bezpodmiene¢ne nutné a dominantna Glohu tu zastavaji skor asexualne spory (Hoffmann et al., 2013),
ktorych produkcia uz ale nevyZzaduje interakciu opacne pohlavne ladenych jedincov ani

u heterothalickych druhov.

4.4 Struktira MAT lokusu

U vacsiny vreckatych hub zpododdelenia Pezizomycotina je Struktira MAT lokusu relativne
konzervovana. MATI-1-1 a MATI-2-1 su ohrani¢ené génmi APN2 a SLA2 au niektorych skupin su
obcas sprevadzané este d’alsimi MAT génmi (obrazok 1), pripadne niektorymi z génov APCS5, ATG3,
cox13 a CWF24 (Debuchy & Turgeon, 2006; Lu et al., 2016; Xu et al., 2016).
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V pripade predstavitel'ov radu Pezizales bola Struktira MAT lokusu sledovana len u niekol’kych druhov.
U smrcku (Morchella importuna) tento lokus obsahuje u oboch idiomorf okrem konzervovanejSich
oblasti tvorenych zékladnymi MAT génmi, homologmi APN2 a SLA2 (end4) a cox13, este pat’ odlisnych
génov. V pripade idiomorfy MATI-1 kéduje navyse eSte d’alSie dva gény, ktoré sa sekvenéne vyrazne

lisia od inych doteraz znamych MAT génov (obrazok 12) (Chai et al., 2017).

APN2 ﬁ CPSF6 ffal >— aip-3 SDH2 proes wone Mbal - end4 >

pa-1f p3-2a -3 p34f pdSM
— — — — —
M-r p3lr p3-3r pidr psM pSr p3-5r
— — — — e s —
GME3124 GME3123 MATI-I-1 ::
41 3
pr-af Ei{ pLif plof plir L IE',' .
— p2-Ir P-Ir e & plir pl-r pl-or
— — —
MATI-2-1
0.3kh

Obrazok 12: Usporiadanie génov v MAT lokuse a jeho okoli u smrcku (Morchella importuna). Odlisnosti medzi

jednotlivymi idiomorfami st zobrazené v dolnom boxe. Prevzaté z (Chai et al., 2017).

Zlozita Struktiru vykazuje MAT lokus aj u heterothalickych hluzoviek (Tuber spp.). U tychto hib
obsahuje idiomorfa MATI-2 niekolko unikdtnych génov a transpozonov, ktorych pritomnost
a usporiadanie sa ale lisi aj u blizko pribuznych druhov (obrazok 13) (Belfiori et al., 2013). Ich MAT
lokus pritom na rozdiel od vdcSiny vreckatych hub nie je ohraniceny génmi APN2 a SLA2, ale vyrazne

odlisnymi génmi GSTUMT00001088001 a GSTUMT00001092001 (Rubini et al., 2011).
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Obrazok 13: Usporiadanie génov v MAT lokuse u Tuber melonosporum a izolatov patriacich zrejme k r6znym

kryptickym druhom z okruhu Tuber indicum. Cast’ A znazoriuje idiomorfu MATI-1 a &ast B MATI-2. Sipky

predstavuju jednotlivé gény, homologické oblasti st farebne rozliSené, sekvenne podobné oblasti u oboch

idiomorf st vysrafované, biele obdizniky predstavuju transpozony. Prevzaté z (Belfiori et al., 2013).

U homothalického druhu Pyronema omphalodes sa gény MATI-1-1 a MATI-2-1 vyskytuji samostatne
na dvoch roéznych lokusoch v ramci jedného jadra. Aj v tomto pripade st pritom MAT gény ohrani¢ené
netypickymi a unikatnymi génmi (obrazok 14). Genéom tejto huby sice kéduje aj homology ANP2
a SLA2, oba sa vsak nachadzaji na odliSnych miestach relativne d’aleko od seba a aj jednotlivych
parovacich génov. Gény susediace s MAT génmi u tohto druhu sa pritom vyrazne liSia aj od tych

popisanych u hl'uzoviek (Traeger et al., 2013).

MAT1-1 (scaffold 329)
. — ) 0

Y i
PCON_07480 MAT1-1-1  PCON_07482 PCON_07493

S

genes encode similar proteins
(59.2 % identity in 1005 amino acids)

MAT1-2 (scaffold 381) \ R %

A A A
5 r%‘ : = o— .
PCON_08385 (APN2) PCOMN_(08388 MAT-1-2-1 PCON_08390 PCON_08391

Obrazok 14: Usporiadanie MAT génov a ich okolia u homothalického druhu Pyronema omphalodes. Cast okolia

génu MATI-2-1 je vynechana, skuto¢na vzdialenost’ od APN2 je priblizne 10 kb. Prevzaté z (Traeger et al., 2013).

Zastupcovia radu Pezizales tak vykazuju velkll variabilitu a v porovnani sinymi skupinami
Pezizomycotina aj viaceré odliSnosti v usporiadani génov v MAT lokuse. U druhu Ascobolus immersus
dokonca zatial’ v sekvencii genomu nebolo mozné identifikovat' ani homoléogy MAT génov (Payen,
2015). Zostéava vsak otazkou, €i su tieto rozdiely sposobené bazalnym postavenim radu v ramci celého

pododdelenia, alebo iba rychlejSou muta¢nou rychlostou a akumuléciou transpozonov.
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5 Zaver

Evolucia rozmnozovanie je u hub vel'mi dynamicka, pricom ani u predstavitel'ov radu Pezizales tomu
nie je inak. VacS§ina znamych druhov tejto skupiny sa rozmnozuje najmi pohlavne a spomedzi znamych
pohlavnych systémov boli u nich zatial’ dokazané primarny homothalizmus a heterothalizmus. Celkovo
sa mi pritom podarilo dohl'adat’ preukazné informacie o pohlavnom systému pre 60 druhov. Na zaklade
fylogenetickej pozicie prislusnikov jednotlivych systémov je navySe zrejmé, Ze k prechodu na
homothalizmus do$lo v tomto rade niekolko krat nezavisle na sebe. Vzhl'adom na znamu dynamiku
pohlavnych systémov a len relativne maly pocet blizsie sledovanych druhov vsak §irSie zovseobecnenie

pohlavnych systémov pre celé rody ¢i cel'ade nie je mozné.

Je velmi pravdepodobné, ze vdaka rozvoju sekvenacnych metdod dojde v blizkej buducnosti
k vyraznému urychleniu vyskumu pohlavnych systémov. Pribudnu tak zrejme aj informacie od druhov,
ktoré netvoria plodnice v laboratérnych podmienkach a pomocou kultiva¢nych experimentov tak u nich
doteraz nebolo mozné urcit’ pohlavny systém. Svedcia o tom pritom uz aj nedavne Stidie zaoberajuce
sa ekonomicky vyznamnymi hl'uzovkami (Tuber spp.) a smrékami (Morchella spp.) (Chai et al., 2017,
Du et al., 2017; Andrea Rubini et al., 2011). Vyuzitie molekularnych metdd navyse umoznuje sledovat
aj genetické pozadie pohlavného rozmnozovania. Struktira MAT lokusu viacerych skiimanych
zastupcov radu Pezizales je pritom zda sa unikatna a vyrazne odli$na od relativne konzervovanej schémy

znamej u ostatnych skupin z pododdelenia Pezizomycotina.

Ako potencidlne zaujimavy modelovy systém sa javi diverzifikovany rod Octospora, viazany na
rozli¢né machorasty. Viaceri jeho zastupcovia tvoria variety s vreckami so Styrmi vytrusmi (Benkert,
1998), ktoré¢ sa navySe od Standardnych predstavitelov s vreckami s &smymi vytrusmi liSia aj
pritomnostou dvoch jadier v jednotlivych askosporach (Weber, 1992). Tieto charakteristiky tak presne
zodpovedajii zndmym pseudohomothalickym druhom aje mozné, Ze predstavuju prvy pripad
pseudohomothalizmu v rade Pezizales. Prave vyskumom tejto skupiny hub a ich pohlavného systému

by som sa chcel venovat’ aj v priebehu svojej diplomovej prace.
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