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Proc to studovali ?

 fylogeneticke vztahy v rodu Gaertnera

* vyzkum geneticke variability geograficky
Siroce rozsirencho a morfologicky
diverzitikovan¢ho rodu

 vyuziti nekodujicich useku jaderného
genomu



Studovany rod

68 druhti — mal¢ stromy a kere

vlhke tropické oblasti — Afrika, Madagaskar,
Sr1 Lanka, JV Asie

regiondlni endemity
morfologicka diverzifikace — kvétenstvi,
palisty, kalich, barva kvétu

Pagamea — sesterska skupina
Morinda — outgroup



Metodika

CTAB DNA extrakce + purifikace

ITS — pfim¢ sekvenovani nebo klonovani

PepC, Tpi — klonovani

sekvenovani dvou az Sesti klonu z kazdé PCR
alignment — Sequencher, Seqman, Clustal W

test kongruence mezi jednotlivymi sadami sekvenci
maximum parsimony + maximum likelihood

test molekularnich hodin

odhad doby divergence jednotlivych skupin pomoci
ruznych kalibra¢nich metod



Fylogeneticka analyza

« PAUP

— TBR branch swapping

— 1000 random addition sequence replicates

— gaps — missing data

— MAXTREES =10 000

e converse constraint heuristic search — strict

consensus z prvni analyzy pouzit jako constraint
pr1 hledani dalSich stejn€ nebo vice parsimonnich
stromu

* bootstrap support



ILD test

incongruence length difference test (Farris
et al. 1994)

kriteritum pro kombinovatelnost ruznych sad
sekvenci

jaka cast zji1sténé homoplazie je zptisobena
kombinaci ruznych dat?

urcen k detekci siln€ podporenych konfliktu
znakl (,,hard incongruence*)



Kombinovana molekularni
analyza

31 druhu — kombinovany dataset
MP

nahodné¢ vybrany strom -> Modeltest ->
identifikace vhodnych parametrii pro ML

ML



Analyza molekularnich hodin

k odhadu doby diversifikace

konstantni rychlost zmén mezi liniemi (rate
constancy among lineages)

ML tree — absence vs. presence molekularnich
hodin

absolutni doba divergence — ti1 kalibrace
— vznik Mauritia (8 mil.)

— Pagamea diversifikovana pri1 oddéleni J. Ameriky
od Afriky (95 mil.)

— oddé€leni Pagamea souvisi s prvnimi fosiliemi
Rubiaceae v eocénu (54 mil.)



Vysledky

signifikantni fylogeneticka struktura v datovych
souborech (g, statistika — fylogeneticky informativni
data jsou signifikatné ,,zeSikmena* - skewness)

dobie podporeny Gaertnera clade, ale minimalni
fylogeneticka struktura uvnitt rodu

nedostatecnée rozliSeni — nedostateCna divergence
sekvenci (vysoky CI, RI...)

ILD test — pouze ITS vs. PepC-large nekompatibilni

constraints (Tab 3.) — Zadne¢ stromy nejsou signifikantné
odlisné



Vysledky - kombinovana MP analyza

monofylie Gaertnera — 100% bootstrap

— podpofeno minimalné 35 zménami (ACCTRAN optimalizace
— accelerated transformation — tj. optimalizuje reverse, nikoliv
paralelismy)

velmi kratke vétve v ramci rodu (0-8 zmén)
— jen n€kolik skupin podporeno vice nez 70% bootstrapem
— presto vSak skupiny geograficky konzistentni

G. cooperi — sesterska skupina vSem ostatnim

dobre podporen¢ skupiny — Mauritijska skupina a Sri
Lanka+JV Asie



Maximum likelithood

nejlepsSi model HKY + G (dve ruzne rychlosti substituci,
nestejné frekvence bazi, gamma distribuce)

Mauritijska skupina sesterska ostatnim
G. lowryi sesterska Sri Lanka+JV Asie

G. cooperi a G. paniculata nerozliSené a spolu s G.
lowryi ve skupiné se Sri Lanka+JV Asie

MP strom s topologii kompatibilni s ML stromem neni
statisticky odliSny od ,,unconstrained* (Templeton test)



Molekularni hodiny

* hypotéza nemuze byt zamitnuta (Tab. 4)

» zamitnuta az pii zahrnuti Morinda
» odhadnuté doby diversifikace (Tab. 5)



Diskuze

nedostatek variability k rekonstrukci fylogeneze
uvnitf rodu -> dano rychlym Sifenim nebo pomalou
molekularni evoluci

rozdily mezi MP a ML analyzou

sesterska skupina ostatnich Gaertnera

— G. cooperi (Z Afrika) — MP

— Mauritius clade — ML

— ani jedna hypotéza neni signifikantn€ suboptimalni
MP hypoteza — puvod v Z Africe a pak Sifeni na
vychod — kompatibiln€jsi s morfologii a biogeografii
ob¢ hypotézy — nékolik dalkovych Sifeni — ptaci



Diskuze — molekularni hodiny

zalez1 na kalibra¢ni metodé

kalibrace dle stari Mauritius — nadhodnoceno
(dnesni druhy ve vyvinutém sukcesnim stadiu, tj.
kolonizace as1 mnohem pozdéji)

Y v/

— migrace Gaertnera do Afriky pred cca 5 mil. lety
(boreotropicky pevninsky most)

— dalsi Sifeni dal do JV Asie dalkovou migraci

diversifikace linii — cca 0.8 druhu/milion let
(podobné hawajskym Argyroxyphium)



/aver

* nedostatek geneticke diverzity je zpusoben
ne pomalou molekularni evoluci, ale
relativné recentni a rychlou radiaci na
interkontinentalnim meéritku

* je nutn¢ dale studovat evoluci Siroce
rozSifenych druht a mechanismy
diversifikace linii a morfologickych zmén
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