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Abstrakt

Véclavky patii z hospodaiského hlediska mezi vyznamné Skodlivé Cinitele nasich les,
kdy vaclavky zplisobuji prosychani smrku, které mize prertst v kiirovcovou kalamitu.
Pro urcovani jednotlivych kmeni fytopatogennich hub klasickd morfologicka charak-
teristika neposkytuje dostate¢né urceni jednotlivych druhi. V soucasné dobé je véno-
vana pozornost molekuldrnim metodam analyz polymorfismu DNA spolu s tradi¢ni
morfologickou klasifikaci.

V literarnim piehledu je popsan rod Armillaria. Také jsou zde popsany jednotlivé
druhy vaclavek, které se vyskytuji na tizemi CR, jejich role v chfadnuti smrkovych
porostl a ochrannd opatieni proti vaclavkam. Jsou zde zminény molekularni markery
pouzivané v identifikaci vaclavek. Soucasti teoretické Casti je i popis a princip pouzi-
tych molekularnich metod.

Cilem diplomové prace bylo identifikovat jednotlivé druhy véclavek rodu Ar-
millaria ze vzorki sbiranych v suchem poskozenych lesich v CR. Molekularni analyza
byla provedena podle variability tseku genu transla¢niho elongacniho faktoru 1-o (EF
1-a).

V praktické €asti jsou zpracovany vlastni vysledky prace. Pro ucely vyzkumu bylo
vybrano nékolik lesnich lokalit postizenych suchem v Moravskoslezském a Olomouc-
kém kraji. Testovany soubor tvofilo celkem 92 vzorkid DNA vaclavek rodu Armillaria.
Vysledky potvrdily nejvetsi vyskyt vaclavky v. smrkové (66 vzorkl). V testovaném
souboru byly identifikovany i vaclavky v. cibulkotfennd (21 vzorkt) a v. hliznata (5

vzorkil). Ziskana data byla pouZita ke konstrukci fylogenetického stromu.

Klic¢ova slova: Armillaria, EF 1-a, Basidiomycetes, Tricholomataceae, taxonomie



Abstract

Armillaria species causes economic losses in forestry in the Czech Republic. Combi-
nation of drought stress, Armillaria infection and bark beetles (Ips typographus) is the
main reason on tree mortality in Norway spruce (Picea abies) plantation.

The theoretical part describes genus Armillaria. There is desribed the role in
Norway spruce mortality and the controle of Armillaria root rot of trees. Review also
includes molecular markers used in Armillaria identification and description and prin-
ciple of methods used in this study.

The aim of this thesis was identification of Armillaria species came from drought
stressed forrests from the Czech Republic. Molecular analysis was based on poly-
morphisms in the translational elongation factor gene (EF 1-a).

The empirical part presents the results of the study. The studied population con-
sisted 92 samples of Armillaria DNA came from drought stressed forrests. The results
confirmed the highest incidence of Armillaria ostoyae (66 samples). There were iden-
tified also Armillaria cepistipes (22 samples) and Armillaria gallica (5 samples). The

results was used to build phylogenetic tree.

Keywords: Armillaria, EF 1-a, Basidiomycetes, Trichomataceae, taxonomy
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Uvod
V dusledku klimatickych zmén dochéazi v poslednich letech k vyraznému zhorSeni
zdravotniho stavu smrkovych porostl, které chfadnou a umiraji. Na zhorSeném zdra-
votnim stavu smrkovych kultur a tim 1 na ekonomicky mén¢ ziskové produkci dieva
se podili cela fada biotickych Skodlivych ¢initelt. Jednim z hlavnich biotickych fak-
torti jsou vaclavky, které provazi chfadnuti a odumirani smrk na fadé lokalit v Ceské
republice. V roce 2019 byly evidovany t&zby ve vysi 145 tis. m® vaclavkového diivi.
jsou vaclavky povaZovany za nejvyznamnéjsi problém lesnictvi ve stiedni Evropé.

Vaclavky je potfeba chépat i jako ptirozenou soucast lesnich ekosystému, kde se
vaclavky vyznamné podili na kolob&hu uhliku a napadaji kofenové systémy jinak osla-
benych smrkii. Nutnost prozkoumat druhové sloZeni a virulenci jednotlivych druhti
vaclavek je jednim ze stéZejnich bodl budoucich ochrannych strategii v lesnim hos-
podarstvi. RozliSeni jednotlivych druhii pomoci morfologickych znakt je velice ob-
tizné a nedostatecné. V soucasné dob¢ jsou druhy vaclavek rodu Armillaria identifi-
kovany pomoci molekuldrnich metod.

Tato prace je zamétena na rozliSeni jednotlivych druhil vaclavek na molekularni
tirovni ze vzorkd sbiranych v suchem poskozenych lesich CR. Konkrétné se jedna o 9
lokalit v Moravskoslezském a Olomouckém kraji. Na zakladé molekularni analyzy

byla provedena identifikace jednotlivych druhti podle variability genu EF 1-a.




1 Literarni piehled

1.1 Vaclavka (Armillaria)
Systematické zarazeni vaclavek podle Maphosa 2005:
fiSe: Fungi
oddéleni: Basidiomycota
tfida: Basidiomycetes
fad: Agaricales
¢eled’: Tricholomataceae
rod: Armillaria
Rod Armillaria, s ¢eskym nazvem vaclavka, pfedstavuje skupinu kosmopolitné rozsi-
fenych basidiomycetq, jejichz hlavni funkeci je rozklad organického materidlu v lesnich
ekosystémech. Jsou znamy i symbiotické vztahy s nékterymi orchidejemi napt. Gale-
ola septentrionalis (Ogura-Tsujita, 2021). Vaclavky se podileji na regulaci druhti a
jedinc, kterd primarné spociva v naruseni jejich vodniho reZimu. Vétsina druhi véc-
lavek tak ptfedstavuje vazny problém pro lesni hospodafstvi, kde trvale zpiisobuji velké
ekonomické ztraty. V hospodaiském meétitku jsou vaclavky povazovany za nejvy-
znamngj$i Cinitele poskozujici smrkové porosty nizsich a stfednich poloh. Nejvyraz-
né&ji se Skodliva Cinnost vaclavek projevuje v lesnich porostech, v nichz jsou dieviny
péstovany na hranici ekologického optima nebo mimo né&j. Dfeviny se tak stavaji cit-
livymi na jakékoliv stresové faktory (Kfistek a Urban, 2013). Lesni ochrann4 sluzba
v roce 2019 evidovala cca 145 000 m®,,vaclavkového dfivi, a to zejména na severni
Moravé a ve Slezsku (Knizek a Liska, 2020). Vaclavky nenapadaji jen jehli¢naté
stromy. Byly zaznamenany u vice jak 600 rostlinnych hostitelskych druht. Pfitomnost
vaclavky byla zaznamendna i na zeméd¢lskych plodinach napt. obilninach, vinné réve
a bramboréch (Jancatik a Jankovsky, 1999).
Viaclavky jsou také povazovany za nejrozsahlejsi a dlouhoveké organismy svéta.

V Oregonu (USA) je znama vaclavka Armillaria ostoyae, ktera zaujima plochu 890
hektarii a jeji stafi se odhaduje na 2 400 let (Maheshwari, 2005). U vaclavek se také
setkavame s bioluminiscenci. Jedna se o jev, pfi kterém dochazi k reakci kysliku s lu-
ciferinem s ucasti enzymu luciferazy. Vysledkem je pak svétélkovani mycelia a mla-
dych rhizomorf. Ekologicky vyznam bioluminiscence vSak neni jasny. Jednou z hypo-

téz je lakani bezobratlych Zivocichu k rozsifovani spor (Sochor et al., 2015).




Véclavky maji i schopnost detoxikovat ptidu, diky enzymtim rozkladajicim dievo
jsou schopné odbouravat fenolaty i ropné derivaty. Jedna se o latky, které se dostaly
do lesni ptdy z lesnické mechanizace (Jankovsky a Schanél, 1997).

Rod Armillaria ma dlouhou taxonomickou historii. Poprvé byl rod Armillaria za-
znamenan v 17. stoleti danskym botanikem Martinem Vahlem. Prvni publikace vSak
pochazi z roku 1857 od Friedricha Staude. Rod Armillaria ¢ita kolem 40 morfologic-
kych druht, ale na zakladé molekularnich analyz DNA byl objeven znacny pocet bio-
logickych druhii (Baumgartner et al., 2011). V soucasné dob¢ je rozpozndno nejméné

129 biologickych druhi (Coetzee et al., 2018).

1.1.1 Druhové spektrum viclavek v CR
V Ceské republice je rozlisovano pét druhti prstenatych vaclavek:
Vaclavka smrkova (Armillaria ostoyae)
Vaclavka obecna (Armillaria mellea)
Vaclavka hliznata (Amillaria gallica, syn. bulbosa)
Vaclavka severska (Armillaria borealis)
Vaclavka cibulkotienna (Armillaria cepistipes).
Krom toho se zde vyskytuji i dva druhy bezprstennych vaclavek:
Vaclavka bezprstenna (Armillaria socialis, syn. tabescens)

Vaclavka bazinna (Armillaria ectypa) (Antonin a TomsSovsky, 2010).

Vaclavka smrkova (Armillaria ostoyae,syn. solidipes)

Vaclavka smrkova je nejrozsifengj§im druhem v Ceské republice. Patfi mezi hos-
podaisky vyznamné parazity. Odpovida za ptevaznou vétSinu kofenovych hnilob smr-
je vsak vysazovani smrkovych monokultur v nevhodnych klimatickych podminkach.
Ve smiSenych lesich se s vaclavkou smrkovou setkavame jako se saprofytem, k para-
zitismu dochazi pouze u oslabenych jedinct (Schwarze et al., 2000). Pro vaclavku
smrkovou je typickd medové hnéda barva klobouku S vyraznymi cernohnédymi Supi-

nami a silnym vatovitym prstenem (Jancaiik a Jankovsky, 1999).
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Obrazek 1: Armillaria ostoyae (Antonin a TomSovsky, 2010)

Vaclavka obecna (Armillaria mellea)

Viaclavka obecnd je nejsnadnéji rozpoznatelna vaclavka. Jedna se o teplomilnou
rostlinu rostouci vyhradné na listna¢ich, zejména na ovocnych dievinach, dubech a
habrech. Plodnice jsou zlutohnédé az olivove zelené, bez Supin vyristajici na podzim
(na pfelomu zafi aZ fijna). Vaclavky vyrlstaji v bohatych trsech. Typicky je také bla-
nity prsten. Vyznacny je rovnéz nepiijemny pach pfipominajici zrajici syr camembert.
Vaclavka se da dobte rozlisit i mikroskopicky — u bazidii je typicka neptitomnost pre-
zek, tj. organ tvofici se na prepazkach hyf a bazidii stopkovytrusych hub, slouzici
k pesunu jader bun&k pfi riistu hyf. U ostatnich druhd jsou bazidie s pfezkou (Antonin

a TomsSovsky, 2010).

Obrazek 2: Armillaria mellea (Antonin a Toms$ovsky, 2010)
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Vaclavka severska (Armillaria borealis)

Viclavka severska u nas nebyla dlouho rozliSovana, pfitom se pravidelné vysky-
tuje ve stfednich a vyssich polohéch. S timto druhem je nejvice spojovana bioluminis-
cence tlejiciho dieva. Typickym znakem je Zlutohnédy klobouk s tmavohnédymi husté
rozmisténymi Supinami na stiedu. Vyrlsta v trsech 1 samostatné na kmenech i pafte-
zech (Antonin a TomSovsky, 2010). Vyskytuje se prevazné na smrcich, ziidka i na

listnacich napf. biiza a buk. Ma valcovity tfen, nesouci zbytky okrové zluté plachetky

a bily blanity prsten (Jankovsky, 2003).

Obriazek 3: Armillaria borealis (Antonin a TomSovsky, 2010)

Vaclavka hliznata (Armillaria gallica, syn. bulbosa)

Barva klobouku vaclavky hliznaté je nejcastéji oranzoveé hnéda, v mladi je poseta
jemnymi Supinkami. Tten je kratky, s plstnatymi zbytky plachetky a prstenem. Tento
druh je spojen s nejvétsim poctem hostiteld, ale nejcastéji se vyskytuje na dubech,
habrech i na dalSich listnatych dievinach. Velmi vzacné roste na jehlicnanech (Antonin
et al, 2009). Tato vaclavka je povazovana za oportunni patogen a to hlavné na suchem
stresovanych lesnich porostech ¢i jinak oslabenych jedincich (Margais a Bréda, 2006).
Viclavka hliznatd je snadno zaménitelnd s vaclavkou cibulkotfennou. Nékdy nelze
rozliSit makroskopicky ani pomoci mikroskopickych znaki. Klasickymi metodami
jsou tyto dva druhy neodligitelné. Casteéné se daji rozlisit podle ekologie. Vaclavka
hliznatd se dominantné vyskytuje v teplych nizinach, ale miizeme se S ni setkat i ve
vyssich polohach (300-500 m n.m.) v blizkosti fek, stejné jako s vaclavkou cibul-

kotfennou (Jankovsky, 2003). Dalsim moznym rozliSovacim znakem mohou byt
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dlouhé vlaknité Supiny na klobouku nebo plstnaté zbytky plachetky na tfeni u vaclavky
hliznaté. S jistotou vsak tyto dvé vaclavky ur¢ime pomoci molekuldrnich metod napf.

sekvenci genu pro translacni elongacni faktor 1-a (Antonin et al., 2009).

Obrazek 4: Armillaria gallica, syn. bulbosa (Antonin a Tomsovsky, 2010)

Vaclavka cibulkoti'enna (Armillaria cepistipes)

Véclavka cibulkotfenna ma obdobné zbarveny klobouk s vaclavkou hliznatou, ale
Supiny byvaji tmavohnédé az hnédé, na sttedu vlaknité, casto vztycené ve skupinach,
brzy kromé stfedu olysavaji. Zbytky plachetky jsou nevyrazné a prsten se pii otevirdni
klobouku nepravidelné trha. Roste nejcastéji na bucich a smrcich, méné na jedlich,
jasanech, olsich a btizach. Zda se, Ze tento typ roste pouze ve vyssich polohach (500-
900 m n.m.) na vlhkych stanovistich na difevé buki a jasant, ale ziidka se objevuje i

okolo 250 m n.m., kde se d& snadno zaménit praveé s vaclavkou hliznatou (Antonin et
al., 2009).

Obriazek 5: Armillaria cepistipes (Antonin et al., 2009)
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Vaclavka bezprstenna (Armillaria socialis, syn. tabescens)

Vaclavka bezprstenna (A. socialis, syn. tabescens) je saprofyticka teplomilna
houba vyskytujici se pfedev§im v doubravach a luznich lesich. U nés se nachazi pouze
Vv nejteplejSich mistech na jizni a stfedni Moravé (podél fek Moravy a Dyje). Jedna se
0 statnou houbu s okrové zlutym kloboukem, na stfedu pokrytym tmavohnédymi Su-
pinami. Tten je typicky absenci prstenu, valcovity, bélavy az ¢ervenohnédy, dlouhy az
16 cm (Antonin a TomSovsky, 2010). Vaclavka bezprstennd je pro svou vzacnost za-

fazena v Cerveném seznamu hub Ceské republiky (Holec a Beran, 2006).

Obrazek 6: Armillaria socialis, syn. tabescens (Antonin et al., 2009)

Vaclavka bazinna (Armillaria ectypa)

Viclavka bazinnd (A.ectypa) je saprotrof rostouci na podmacenych loukéch a ra-
SeliniStich. Je drobnéjsi, primér klobouku byva okolo 20-60 mm s okrové zlutou az
hnédou barvou. Tten byva dlouhy 60-80 mm o tloust’ce az 10 mm. Od vaclavky bez-
prstenné se krom¢ ekologie 1isi zpravidla samostatné rostoucimi plodnicemi s drob-
nymi Supinami na povrchu klobouku. Je siln€ ohrozena vodohospodatskymi a lesnimi
zasahy. Pro svou vzacnost a vyskytem na ohroZenych stanovistich patii mezi kriticky
ohroZené druhy v Seznamu zvlasté chranénych druhii podle zadkona o ochrané ptirody
&. 114/92 Sb. a vyhlasky &. 395/92 Sb. (Antonin a Bieberova, 1995). V Ceské republice
byla nalézana pouze na jediné lokalit¢ — NPR Ruda v CHKO Ttebonsko. V r. 2009
byla ptekvapivé nalezena na nové lokalité na Ceskomoravské vrchoving (PR v Liso-

vech u Pocatek) (Antonin a TomSovsky, 2010).
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Obrazek 7: Armillaria ectypa (Zibarova, 2014)

1.1.2 Role vaclavek v chitadnuti smrkovych porostu

Viclavky jsou povazovany za jeden z hlavnich biotickych faktord, které provazi
chfadnuti a odumirani smrkovych porostii na fadé lokalit v Ceské republice. Hlavni
roli v destabilizaci smrku v nizsich a stiednich polohach hraje vaclavka smrkova A.
ostoyae, ve zvysené mife byla zjisténa i vaclavka cibulkotienna A. cepistipes, v mensi
mife i vaclavka severska A. borealis, v nizinach mtize smrky napadat i vaclavka hli-
zovita A. gallica, zatimco vaclavka obecna A. mellea nebyla na smrku zaznamenana
(Jankovsky, 2014). Zvyseny vyskyt poskozenych smrkd neni zplisoben agresivitou
vaclavek, ale pfedevsim zménami prostredi, které stresuji stromy a vznika tim predis-
pozice k vaclavkové infekci. Sou€asny stav lesnich porosti je dan i nevhodnym mo-
nokulturnim slozenim lest za ucelem co nejvétsi produkce dievni hmoty, ¢imz doslo
Kk posunuti péstovani smrku na okraj ekologického optima (Jankovsky, 2014).

V napadeni vaclavkou hraje hlavni roli predispozice hostitele. NejcastéjSim pred-
pokladem ke vzniku infekce je naruSeni vodniho reZzimu rostliny. I kratkodobé naru-
Seni vodniho provozu rostliny suchem nebo zamokienim a naslednou hypoxii prohlu-
buje predispozici rostlin k houbovym chorobam, ale i hmyzim invazim (Jankovsky,
2014).

Vaclavka se nejcastéji §ifi vegetativné myceliem, ale ma schopnost i generativ-
niho rozmnozovani pomoci vytrust (basidiospory). V dostate¢n¢ vlhkém prostiedi
maji basidiospory schopnost kli¢eni. Sii{ se vzdusnou cestou i na vzdalenost 100 km

(Vasaitis et al., 2008). Vegetativné se vaclavka rozmnozuje z mycelia, které se sklada
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z rhizomof. Rhizomorfy jsou ¢erné provazcovité koteny, které¢ maji schopnost proni-
kat do lykovych ¢asti v kofenovém systému, ndsledné i do dfeflovych a pryskyficnych
kanalkt (Jankovsky, 1997).

Napadeni vaclavkou je pozorovatelné az s ptiznaky, to uz ale strom hyne. Infekce
se nejprve projevuje svétleSede zelenym jehlicim, naslednym omezenim pfirtstu. Poté
zaschnutim, opadem jehlic a odumfenim napadenych stromt (Peskovd a Soukup,
2013). Vaclavky zpisobuji na stromech charakteristickou bilou hnilobu, kdy pomoci
specializovanych enzym@ dochazi k mineralizaci dfevni hmoty. Dfevni hmota zvét-
Suje svlij objem, snizuje hmotnost i tvrdost (Jankovsky et al., 2005). Dalsi znak je i
ronéni pryskyftice na kmeni stromd. Pod kiirou napadenych stromt Ize nalézt bily po-
vlak, syrrocium, které se rozristd od kotfenli a postupuje k bazi kmene (Jankovsky,
1997). Na obrazku 8 jsou zobrazeny mladé rhizomorfy (A. ectypa, zleva), plodnice A.

ostoyae a hniloba zptisobena vaclavkou (uprostied) a syrrocium A. ostoyae pod kiirou

napadené¢ho smrku.

Obrizek 8: Charakteristické znaky koienové hniloby zpiisobené vaclavkou (Sipos et al., 2018)

V roce 2019 bylo v &eskych lesich evidovano 145 tisic m® vaclavkového diivi. I kdyz
byl v poslednich letech zaznamenan mirny pokles vaclavkou napadenych porostd,
ptesto jsou i lokality, kde je situace nadale vazna napt. Morava a Slezsko (KniZzek a
Liska, 2020). Vyvoj evidence vaclavkového diivi od roku 2001 az do roku 2019 je

zobrazen na obrazku 9.
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Obrazek 9: Evidovany objem smrkového vaclavkového drivi od roku 2001 (KniZek a Liska, 2020)

Zdanlivé zlepSeni vaclavkové situace je vSak spiSe vysledkem ustupu smrku z pahor-
katin v oblastech stfedni Moravy a Slezska nez skuteény pokles rozsahu napadeni les-
nich porostl vaclavkami. Nejvyssi objem vytéZeného diivi napadeného vaclavkou byl
opét evidovan na izemi Moravskoslezského kraje (cca 74 tis. m®). Na obrazku 10 mi-
7eme vidét evidovany objem smrkového vaclavkového diivi v Ceské republice v roce

2019 (Knizek a Liska, 2020).

Evidovano [m?]

]  nehlaseno
= <= 1000
=3 1000 - 10 000
I 10001 - 50 000

Obrazek 10: Evidovany objem smrkového vaclavkového d¥ivi v roce 2019 (KniZek a Liska, 2020)

V destabilizaci smrkovych porostl participuje vaclavka jako stresor, ktery oslabuje
stromy, ty se tak stavaji atraktivni pro kiirovce napt. Ips typographus (Sierota a Grod-

zki, 2020). Karovec je ptic¢inou soucasné trvajici kalamity na nasem tzemi. V roce
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2019 bylo evidovano 14,5 mil. m® smrkového diivi zasazeného kiirovcem (Knizek a

Liska, 2020).

1.1.3 Ochranna opatieni proti viclavkam

Boj s vaclavkou v lesnich porostech je nelehky. Proti vaclavce nejsou v souc¢asné dobé
znama Uc¢inna opatieni. Jednou napadené stromy se nedaji zachranit. Vykéacenim na-
padenych stromu se neodstrani zbytky kofent, které predstavuji dalsi zdroj infekce po
dobu nékolika let (Cox et al., 2004). Mycelia jsou odolné vysokym teplotdm a jsou
schopna prezit i rozsadhlé pozary (Smith et al.,1992). Pouze v€asnym vytézenim lze
znacnou cast dievni produkce zachranit, i za cenu toho, ze se po dobu 60 let snizi
obmyti. Jedinym moznym opatfenim proti vaclavce je efektivni zména drfevinné

skladby ve prospéch ptirozenych dievin (Peskova a Soukup, 2013).

1.2 Molekularni markery v taxonomii a fylogenezi vaclavek

K fylogenetické analyze vaclavek uz bylo aplikovano nékolik genti i genomickych ob-
lasti. Vétsina studii byla zaméfena na nekodujici oblasti jaderné rRNA. Jednou z nich
byla i oblast IGS-1(Intergenic Spacer Region 1), umisténa mezi velkou ribosomalni
podjednotkou (nLSU, 28S gen) a 5S genem. V fad¢ analyz byly pouzity i oblasti ITS
(Internal Transcribed Spacer). Jedna se o kratké intergenoveé regiony oddé€lujici struk-
turni ribozomalni rRNA, konkrétné 18S, 5,8 S a 28S rRNA (Anderson et al.,1992).
Tyto oblasti lze nalézt pouze na transkripénim prekurzoru, protoze béhem posttran-
skripéni reparace dochazi k jejich degradaci. ITS jsou v buiice uspofadany tandemoveé
za sebou v nékolika tisicich kopiich. Ackoli ITS byly Gspésné pouzity v nékolika stu-
diich, tak neposkytuji dostate¢né rozliSeni urcitych druhli vaclavek. Nedostate¢né roz-
liseni A. gallica a A. cepistipes na zakladé ITS uvadi i Antonin et al. (2009).U n¢kte-
rych druhli byla zaznamenana heterogenita nukleotidii pro oblast ITS a IGS 1, ktera
znemoznovala sekvenovani téchto oblasti bez klonovani. U africkych druhli byla za-
znamena inverze genu 5S, dusledkem byla nemoznost pouzit oblast IGS-1 jako marker
pro globalni fylogenezi (Coetzee et al.,2018). Vhodnymi molekularnimi markery ve
fylogenetické analyze vaclavek jsou i1 geny kodujici proteiny nebo oblasti téchto genti
napi. EF 1-a a rpb2 (Matheny et al., 2007). Nicmén¢ bylo prokazano, Ze analyza genu
rpb2 nedokaze rozlisit mezi sebou druhy Armillaria calvescens a gallica (Brazee et
al., 2011).
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1.3 GenEF l-a

Gen pro elongacni faktor 1-a (EF 1-a) kdduje protein, ktery 1ze najit ve vSech eukary-
otickych organismech. Protein je hojny v cytosolu a ti¢astni se GTP dependentni vazby
aminoacyl-tRNA do mista A ribozomu v druhém kroku translace z MRNA na protein.
Gen pro EF 1-a obsahuje vysoce konzervované aminokyselinové sekvence dovolujici
analyzu druhti v Sirokém taxonomickém méftitku. Determinace i na druhové Grovni je
umoznéna i diky diferenciaci na tfetich variabilnich kodonovych pozicich. Degenerace
na tieti pozici spole¢né s pritomnosti intront znesnadniuje design univerzalnich pri-
merl. Maly pocet kopii tak komplikuje amplifikaci pfi PCR (Djernses a Damgaard,
2005). Navzdory tomu se gen EF 1-a jevi jako idealni molekularni marker v taxonomii
hub, zejména pokud se jedna o fylogenetickou analyzu, kde je potieba s jistotou odvo-
dit vztahy mezi jednotlivymi druhy ve stejné zemé&pisné lokalité (Coetzee et al., 2018).
Na obrazku 11 je zobrazena struktura genu pro elongacni faktor 1-o. Exony jsou zvy-
raznény ¢ernou barvou a introny bilou. Mista vazeb primeri EF1160F a EF 1750R
jsou znazornéna na zvétieném diagramu. Cisla znadi pozice bazi v genu EF 1-a

(Kauserud a Schumacher, 2003).

2021 2054 2106 2241 2292 2387 2439 2652 2707 2844 2894 3212 3261 3553 3606 3765
;

T

Exon Intron

EF1730R

EF1160F

—————

2894 3046 3212 3261 3553 3606 3636 3765

Obrazek 11: Struktura genu EF 1-a s vazebnymi misty pro primery EF1160F a EF 1750R
(upraveno dle Maphosa et al., 2006)

1.4 Pouzité metody

1.4.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce, z anglického Polymerase Chain Reaction (PCR), je
metoda rychlé a snadné in vitro amplifikace specifické sekvence DNA bez klonovani.

Je zalozena na principu replikace nukleovych kyselin (Erlich, 1989).
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Metoda byla poprvé provedena a objevena v roce 1983 americkym védcem Kary B.
Mullisem. Nasledné¢ mu za tento objev v roce 1993 byla udélena Nobelova cena za
chemii (Clark, 2005).

Podstatou polymerazové tetézové reakce je replikace useku nukleovych kyselin
in vitro. Principem PCR je amplifikace cilovych useku analyzované¢ho genu prostred-
nictvim enzymu DNA polymerdzy. Vybrana ¢ast DNA je ohrani¢ena oligonukleotido-
vymi primery, které se vazou na protilehlé fetézce DNA tak, ze jejich 3’konce sméiuji
k sob&. Od téchto primerd je zahajen proces syntézy DNA. Po pfidani nukleotidi a
enzymu DNA polymerazy probiha syntéza novych vlaken na obou fetézcich v opac-
ném sméru (Smarda et al, 2005).

V pribéhu polymerazoveé tfetézové reakce se cyklicky stfidaji tfi kroky, béhem
kterych probihaji odlisné dé&je s rozdilnymi teplotnimi podminkami. PCR je zahajena
pocatecni denaturaci dvouietézcové DNA pfi teploté cca 94 °C za vzniku dvou mole-
kul jednotetézcové DNA. V nasledujicim kroku, tzv. annealing, dochazi k pfipojeni
primert k rozpletenym fetézcim DNA. Teplota annealingu zalezi na sekvenci pri-
meru. Teplota se pohybuje v rozmezi 30-65 °C. Ve tietim kroku tzv. elongaci dochazi
k syntéze novych fetézci DNA prostiednictvim DNA polymerazy pti teploté 65-75°C.
(Snustad et al., 2009).

Tento cyklus se 20-35x opakuje a béhem kratké doby, tak dochazi k mnohona-
sobné amplifikaci cilové sekvence DNA. Béhem kazdého cyklu dojde k zdvojnésobeni
téchto sekvenci, takze po 30 cyklech bude teoreticky naamplifikovano 1 073 741 824
cilovych sekvenci. Skute¢ny pocet produktii bude nizsi nez tento idaj v disledku de-
gradace enzymu DNA polymerazy (Bustin, 2004).

Polymerazova fetézova reakce probiha v termocyklérech, které umoziuji napro-
gramovani jednotlivych teplot.

Vysledkem PCR jsou amplikony, tj. mnohondsobné zmnozené tuseky DNA.
Uspé&snost a presnost PCR je zavisla na navrhu primert.

Vysledky PCR produktii se hodnoti pomoci gelové elektroforézy. Elektroforéza
je nejpouzivanéjsi separacni technika v molekuldrni biologii. Principem této metody
je pohyb zaporné nabitych molekul v elektrickém poli. Hlavnim nositelem zaporného
naboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfatové skupiny. Proto se nukleové
kyseliny pohybuji ke kladn¢ nabité elektrod¢ - anod¢. K zviditelnéni pod UV svétlem

se nejcast&ji pouzivé interkalaéni &inidlo ethidium bromid (Smarda et al, 2005).
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1.4.2 Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani je metoda pattici do prvni generace sekvenovani. Metoda je
povazovana za zlaty standard v sekvenovani DNA. Sangerova metoda sekvenovani
byla vyvinuta Frederickem Sangerem v roce 1977. Mechanismus sekvenovani je za-
lozen na syntéze komplementarniho vladkna DNA podle templatu DNA polymerazou
a na jeji terminaci fetézce riznymi dideoxynukleotidy (ddNTPs) (Sanger et al, 1977).
Terminace je docilena inkorporaci 2,3 - dideoxyribonukleotidu (ddNTP), ktery oproti
2¢-deoxyribonukleotidu (ANTP) postrada 3‘-hydroxylovou skupinu, a tak znemoznuje
dalsi prodluzovani DNA vlakna (Atkinson et al., 1969). Metoda probiha v jedné reakci
za pouziti fluorescencné znacenych terminatort, které jsou rozdéleny kapilarni elek-
troforézou. Zaznamenané signaly jsou po excitaci laserem snimany detektorem. Délka

¢teni se pohybuje okolo 500 do 1 000 bazi (Kulski, 2016).
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Obrazek 12: Schéma Sangerova sekvenovani (khanacademy.org, 2020)
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2 Cile prace

Cilem prace bylo na zaklad¢ amplifikovanych oblasti genu EF 1-a rozlisit jednotlivé
druhy véclavek na molekularni urovni ze vzorki sbiranych v suchem poskozenych le-
sich v CR.

Zamérem molekularni analyzy byla amplifikace ¢asti genu EF 1-a, jejich sekve-
novani a urceni ptesného potadi bazi v amplifikovaném tseku a také rozdilné pozice
bazi v sekvenci, které se 1isi dle druhu.

Ucelem sekvenaéni analyzy byla identifikace jednotlivych druht vaclavek a na-

sledné konstrukce fylogenetickych stromt.
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3 Material a metodika

3.1 Sbér vzorki
Vychozi biologicky material pifedstavovala mycelia vaclavek odebranych v suchem
poskozenych lesich v Ceské republice. Vzorky byly odebirany celkem v 9 lokalitach

V Moravskoslezkém a Oloumouckém kraji béhem roku 2019.
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Obrazek 13: Mapa s lokalitami sbéru vaclavek v Olomouckém a Moravskoslezském kraji

Na obrazku 13 jsou zobrazeny lokace sbéru vaclavek pouzitych k analyze. Bylo zkou-
mano celkem 9 suchem postizenych lokalit v Olomouckém a Moravskoslezském kraji.
Jedna se o lokality Hlubocec, Polom, Hradec, Paseky, Poodti, Nydek, Hlubocky, Harta

a Luhy. Poc¢ty odebranych vzorkt v jednotlivych lokalitach nalezneme v tabulce 1.
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Tabulka 1: Seznam vzorki k analyze EF 1-a genu

Lokalita Pocet vzorku
Hlubocec 18

Polom 16

Hradec 15

Paseky 12

Poodii 11

Nydek 7

Hlubocky 5

Harta 5

Luhy 3

3.2 Kaultivace vzorkii

Pivodni vzorky vaclavek byly uchovéavany a kultivovany na Petriho miskach na MEA
(Malt Extract Agar) médiu pfi teploté 25°C. MEA bylo pfipraveno navazenim 10 g
malt extraktu, 10 g glukosy, 8 g agaru a 3,5 g kukufi¢ného extraktu. Smés byla roz-
pusténa v destilované vodé upravené na pH 5,5 a nésledné sterilizovana v autoklavu
(120°, 20 min). Po sterilizaci se médium opét rozmichalo a rozplnilo do sterilnich
Petriho misek.

Pro uchovavani piivodnich vzorkd byly kmeny namnozeny 2x. PasdZzovani bylo
provadéno pomoci klicky za sterilnich podminek ve flowboxu. Takto pfipravené
vzorky se nechavaly kultivovat pti 25 °C po dobu 14 dnl. Po uplynulé dob¢ se po-
ttebné mnozstvi narostlého mycelia pfevedlo do mikrozkumavek a provedla se izolace

DNA.

3.3 Izolace DNA pomoci CTAB-PVP
DNA byla izolovana metodou vyuzivajici roztok CTAB-PVP (cetyltrimethylamoni-
umbromid — polyvinylpyrrolidon), ktera slouzi k extrakci velkého mnozstvi pomérné
gisté DNA a neni tak nachylna k degradaci (Curn et al., 2019).

Tato metoda je zaloZena na schopnosti CTAB (cetyltrimethylamoniumbromid)
vytvaret komplex s nukleovymi kyselinami. Tento komplex je pfi vysoké koncentraci
soli rozpustny (0,7 M NaCl), ale pfi nizké (0,45 M NaCl) mé tendenci vytvaret sraze-

ninu. CTAB mimo jiné ma detergen¢ni u¢inky, diky nimz uvolfiuje DNA z komplexu
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membran a proteind. Na zaklad¢ rozdilné rozpustnosti CTAB ve srovnani s DNA jsme
schopni odd¢lit a ziskat dostatecné Cistou DNA.

Ke vzorku houbového pletiva se do 1,5 ml mikrocentrufugacnich zkumavek piida
500 pl na 65°C ptedehiatého 2xPVP-CTAB pufru a vzorek se manudlné homogeni-
zuje. Pro lepsi rozdrceni lze piidat sterilni kiemicity pisek. Homogenizované vzorky
nechame inkubovat 45 minut pii 65°C. Béhem inkubace se kazdych cca 15 min pro-
michaji. Nasledné se vzorky centrifuguji pti 12 000 rpm 10 minut a vytvofeny super-
natant se prevede do novych 1,5 ml mikrocentrifukacnich zkumavek a ptida se 500 ul
smési chloroformu a isoamylalkoholu (v poméru 24:1). Roztok se necha 10 minut pro-
michavat, poté centrifugujeme pii 12 000 rpm 5 minut. Do novych 1,5 mikrocentrifu-
gacnich zkumavek se ptepipetuje vodna faze a ptida se 80 pul 5% CTAB a smés se
promichd, opét se piida 500 pl smési chloroform s IAA. Roztok se znovu necha 10
minut promichéavat, poté vzorky centrifugujeme 5 minut maximalni rychlosti pfi po-
kojové teploté. Do novych 1,5 mikrocentrifugac¢nich zkumavek se pfepipetuje vodni
faze a prida se 250 pl ledového isopropanolu a 2-3x se smés lehce promicha a necha
se pres noc v mrazaku pii -20 °C.

Po vyjmuti z mrazéku se vzorky centrifuguji 5 min pfi maximalni rychlosti. DNA
se zachyti na dn¢ mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Odstrani se supernatant a piida se
300 pl 1x TE a necha se inkubovat 30-60 minut pii 37°C. Pfida se 600 pl ledového 96
% ethanolu, smés se 2-3 lehce promiché a nechd se pies noc v mrazaku pii -20°C.

Po vyndani se vzorky 10 minut centrifuguji pfi maximalni rychlosti pti 4°C. Na
dné€ mikrocentrifugac¢ni zkumavky by DNA méla vytvofit viditelny pelet. Odstrani se
supernatant a pfida se 1 ml ledového 70% ethanolu. Smés se 2-3x lehce promicha a
necha se centrifugovat 2 minuty maximalni rychlosti pii 4°C. Okamzité se odstrani
vSechen supernatant. Pro lepsi Cistotu izolované DNA opakujeme tento krok 2x. Po
odstranéni supernatantu se vzorky nechaji dobte vysusit. K vysusené DNA se nasledné
pfida 100 ul 1x TE pufru a nechd se rozpustit pii 37 °C. Takto pfipravené vzorky se
skladuji pti -20°C.

3.4 Polymerazova retézova reakce
Pomoci PCR byly specificky naamplifikovany useky genu EF 1-a, konkrétné oblast
eukaryotického transla¢niho faktoru 1-alfa (EF 1-a), ktera je ohrani¢end primery

EF1160F a EF1750R (Kauserud a Schumacher, 2003).
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Tabulka 2: Sekvence primert pouZivanych pro amplifikaci EF 1-a genu

Primer Sekvence (5'—3")
EF1160F CAGGACGTCTACAAGATCGG
EF1750R GTACTCGTTGTAGGACTCAA

Amplifikace DNA probihala v konvekénim termocykleru (Bioer Life ECO). PCR pro-

bihala v celkovém objemu 25 pl obsahujici:

— 12,5 pl master mixu PPP (Top Bio, CZ)
— 8,5 ul PCR H20 (Top Bio, CZ)

— 0,75 pl primeru forward

— 0,75 pl primeru reverse

— 2,5 ul extrahované DNA.
Teplotni profil PCR reakce je v tabulce 3.

Tabulka 3: Teplotni profil PCR reakce

Krok Teplota Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace | 94 °C 4 min 1 cyklus
Denaturace 94 °C |30 S

Annealing 45 °C | 40 37 cyklu
Elongace 72 °C 40 s

Terminalni elongace | 72 °C 10 min | 1 cyklus
Chlazeni 4°C 0 1 cyklus

3.5 Elektroforéza

Produkty PCR byly separovany na 2% agarozovém gelu (2,4 g agarozy + 120 ml 1x
TBE pufru. DNA fragmenty byly obarveny pomoci 4 pl ethidium bromidu a spole¢né
se 100 bp DNA ladderem (New England Biolabs, UK) separovany v agar6zovém gelu
pfi 120 V 45 minut. PCR produkty se analyzovaly za pomoci vyhodnocovaciho zafi-
zeni, jehoZ soucasti byl kamerovy systém, UV transluminator s UV svétlem o vlnové
délce 312 nm a vyhodnocovaci software (GeneSys). Pomoci toho programu bylo

mozné pomoci velikostniho markeru stanovit velikost PCR produktu.
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3.6 Sekvenacni analyza

Naamplifikované fragmenty po PCR byly pied sekvenovanim osetfeny kitem ExoSap-
IT (Thermo Fisher Scientific). Jedna se o kit obsahujici hydrolytické enzymy, jejimz
ukolem je odstranit primery a zbytky nukleotidi z kone¢ného produktu.

K 10 pl PCR produktu se ptidaly 2 pl Exo-Sap-IT. Vzorky byly umistény do ter-
mobloku a inkubovany 15 min pii 37 °C a nésledné byl enzym deaktivovan 15 minut
pii 80°C. Ke kazdému vzorku se poté ptidalo 5 pl primeru ve sméru pozadovaného
sekvenovani.

Po precisténi byly takto upravené vzorky odeslany k sekvenaci do externi labora-
tofe SeqMe s.r.o0.. Sekvenace probihala Sangerovou metodou na kapilarnich analyza-
torech Applied BioSystems prostfednictvim BigDye Terminator v3.1 Cycle sequening
kit (Curn et al., 2019).

3.7 Vyhodnoceni sekvenci

Vystupy ze sekvenovani, tj. sekvence nukleotidi ve formatu FASTA byly zpracovany
ve specialnim programu MEGA-X a upravené sekvence byly porovnavany s on-line
dostupnou databazi nukleotidovych sekvenci NCBI prostiednictvim algoritmu
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Maaden 2002). Sekvence byly porov-
navany mezi sebou na zakladé podobnosti. Alignmenty byly vytvofeny metodou
ClustalW také v programu MEGA-X. Z vyslednych sekvenci byl vytvofen dendro-
gram metodou Neighbour-Joining, pficemz gapy byly zohlednovany a byly zapod¢ita-
vany jako dal§i znak (pouzita volba ,,Pairwise deletion®). Statistickd podpora stromu

byla testovana pomoci metody bootstrap (1000 opakovani).

27



4  Vysledky

Analyzovano bylo celkem 92 vzorku vaclavek z 9 zkoumanych lokalit v Moravsko-
slezském a Olomouckém kraji. Molekularni analyzou na zaklad€ variability podle
genu EF 1-a bylo identifikovano 66 vzorka Armillaria ostoyae, 21 vzorku Armillaria
cepistipes a 5 vzorku Armillaria gallica. Nejvice zastoupena Armillaria ostoyae byla
zaznamenana na vSech zkoumanych lokalitach tj. Hlubocec (13), Polom (12), Poodii
(11), Hradec (11), Paseky (7), Nydek (4), Luhy (3), Harta (3) a Hlubocky (2). Pfitom-
nost Armillaria cepistipes byla zaznamenana celkem na Sesti lokalitach a to — Hlubo-
¢ec (5), Paseky (5), Hlubocky (3), Nydek (3), Hradec (3) a Harta (2). Posledni identi-
fikovanou vaclavkou byla Armillaria gallica, ktera byla nalezena pouze na dvou loka-
litich — Polom (4) a Hradec (1). Na obrazku 14 jsou zobrazeny identifikované druhy

vaclavek s pocty nalezenych jedinct ve zkoumanych lokalitach.
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Obriazek 14: Grafické zobrazeni identifikovanych vaclavek rodu Armillaria s po¢ty nalezenych
jedinct ve zkoumanych lokalitach

4.1 Amplifikace useku EF 1-a genu
Amplifikace useku EF 1-a genu s primery EF1160F a EF1750R probihala bez pro-
blému. Vznikaly fragmenty o velikosti ptiblizné¢ 590 bp (obrazek 15). Amplifikace

fragmentu probihala uspésné, s vysokou presnosti. Vysledné produkty byly kvalitni a
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V dostate¢ném mnozstvi. VSechny amplifikované fragmenty byly osekvenovany.

Ukazka sekvenogramu je zobrazena na obrazku 16.

M 807 810 814 815 816 NC

600 bp T R —— — —

Obrazek 15: Vysledek PCR zobrazen na 2% agarézovém gelu. M — 100 bp DNA ladder (New
England Biolabs, UK). NC — negativni kontrola. Vzorky 807, 810, 814, 815, 816 s vyslednymi am-
plikony o velikosti p¥iblizné 590 bp.

%S EQ me Sample name: 835

3 GTCATG ATG TCATAGAGGITTAT CAC GACAG ACGANAGT CT CACCATAGGCTT ACT GGGG A GAOCTT
10 20 30 ) 60 7

GEAAT GCAAGCATCACCAGACT TG ACGANCT TGGGACTGAC TTCCAGCGATTTACCCGT TOGGUGATCA
0 8 90 0 110 120 )

T TCTTGGAGTCAGAAGCAACGT T TCCACGACG AATATCCT TGACTGAAACGT TCC TATGCACCAGCGTCAGCAAATAACGCAT AT AATAAGT CAACT T TCAACGT AC TTGACGTTGAACCCGACGT TGTCACCAGGGG AGC
2 300 ( X 3 0 350 ( ) 380 9 0 410 420

Obrazek 16: Ukazka sekvenogramu Armillaria ostoyae

4.2 Porovnani oblasti genu EF 1-a algoritmem BLAST
U fragmentu EF 1-a byly srovnavany consensus sekvence s databazi GenBank pomoci
algoritmu BLAST. Sekvence analyzovaného fragmentu byly porovnavany se sekven-
cemi genu EF 1-a vaclavek r. Armillaria zafazenych v databazi.

Srovnani useku EF 1-a consensus sekvence Armillaria ostoyae ukazalo 98,40 %
shodu se sekvenci A. gemina (JE313136). Dalsi druhy Armillaria zafazené do porov-

nani vykazovaly niz$i shodu v této sekvenci — A. solidipes v 97,66 - 97,07 %
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(MH879017, MH879014, MH 879015 a MH879013), A. gallica 96,88 — 94,92 %
(MT761696, MT761697, MN839642, MT761698, MN477514, MNA477513,
KX772408 a KX772409), A. altimontana v 96,09 % (MH879011), A. cepistipes
v 96,05-95,90 % (KX151931 a KX151932) a A. tabescens v 92,59 % (JF313113).
Srovnani consensus sekvence Armillaria ostoyae s ostatnimi vaclavkami r. Armillaria

je zobrazeno na obrazku 17.

a |:Arm|ar|a cepistipes (Norway) KX151931
57 Armillaria cepistipes (Norway) KX151932

Armillaria attimontana (USA) MH879011

Armillaria gallica (USA) KX772409

Armillaria gallica (USA) KX772408

Armillaria gallica (USA) MN477513

Armillaria gallica (USA) MN477514

83
Armillaria gallica (USA) MT761698

Armillaria gallica (Mexico) MN839642
85 Armillaria gallica (USA) MT761697
100
Armillaria gallica (USA) MT761696

Armillaria gemina (USA) JF313136

Consensus sequence Armillaria ostoyae

Armillaria solidipes (USA) MH879017

Armillaria solidipes (USA) MH879014

Armillaria solidipes (USA) MH879015

Armillaria solidipes (USA) MH879013

Armillaria tabescens (USA) JF313113

oo

Obrazek 17: Porovnani useku genu EF 1-a s ostatnimi druhy vaclavek r. Armillaria viéi consen-
sus sekvenci Armillaria ostoyae

Srovnani consensus sekvence Armillaria cepistipes EF 1-a genu se shoduje s ostatnimi
sekvencemi u Armillaria cepistipes ve 100 — 99,80 % (KX151931 a KX 151932). Dalsi
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druhy Armillaria zatazené do porovnani vykazovaly niz$i shodu v této sekvenci — Ar-
millaria gallica v 98,83 — 95,70 % (MT761696, MT761697, MN839642, MT761698,
MN477514, MNA477513, KX772408 a KX772409), A. altimontana v 98,05 %
(MH879011), A. gemina v 96,18 % (JF313136), A. solidipes v 95,13 — 94,93 %
(MH879017, MH879014, MH 879015 a MH879013) a A. tabescens v 92,40 %
(JF313113). Srovnani consensus sekvence Armillaria cepistipes s ostatnimi vaclav-

kami r. Armillaria je zobrazeno na obrazku 18.

a0 Armillaria cepistipes (Norway) KX151931

97 Armillaria cepistipes (Norway) KX151932

o7

Consensus sequence Armillaria cepistipes

Armillaria attimontana (USA) MH878011

Armillaria gallica (USA) KX772409

Armillaria gallica (USA) KX772408

Armillaria gallica (USA) MN477513

Armillaria gallica (USA) MN477514

92
Armillaria gallica (USA) MT761698

Armillaria gallica (Mexico) MN839642
83 Armillaria gallica (USA) MT761687
100 i "
Armillaria gallica (USA) MT761696

Armillaria gemina (USA) JF313136

Armillaria solidipes (USA) MH879017

00 Armillaria solidipes (USA) MH879014

a1 | Armillaria solidipes (USA) MH879015

| Armillaria solidipes (USA) MH879013

Armillaria tabescens (USA) JF313113

0.0mo

Obrazek 18: Porovnani useku genu EF 1-a s ostatnimi druhy vaclavek r. Armillaria viéi consen-
sus sekvenci Armillaria cepistipes

Usek EF 1-a se shoduje s consensus sekvence Armillaria gallica a ostatnimi sekven-

cemi u Armillaria gallica v 99,22-96,09 % (MT761696, MT761697, MN839642,
MT761698, MN477514, MN477513, KX772408 a KX772409), A. gemina v 96,79 %
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(JF313136), A. solidipes v 95,52 — 95,13 % (MH879017, MH879014, MH 879015 a
MH879013) a A. tabescens v 93,00 % (JF313113). Srovnani consensus sekvence Ar-

millaria gallica s ostatnimi vaclavkami r. Armillaria je zobrazeno na obrazku 19.

o Armillaria gallica (USA) KX772409
37 Armillaria gallica (USA) KX772408
Consensus sequence Armillaria gallica
Armillaria alttimontana (USA) MHB79011
53 |:Armlllar|a cepistipes (Norway) KX151931
= Armillaria cepistipes (Norway) KX151932

— Armillaria gallica (USA) MN477513

96

Armillaria gallica (USA) MN477514

92 | ' Armillaria gallica (USA) MT761698

Armillaria gallica (Mexico) MN839642
81 Armillaria gallica (USA) MT761697
100
Armillaria gallica (USA) MT761696

Armillaria gemina (USA) JF313136

Armillaria solidipes (USA) MH879017
82

100 Armillaria solidipes (USA) MH879014

92 | Armillaria solidipes (USA) MH879015

| Armillaria solidipes (USA) MHE79013

Armillaria tabescens (USA) JF313113

0.00g

Obrazek 19: Porovnani useku genu EF 1-a s ostatnimi druhy vaclavek r. Armillaria viéi consen-
sus sekvenci Armillaria gallica

4.3 Analyza sekvenci pro EF 1-a

Z osekvenovanych vzorkt vaclavek Sangerovou metodou se vytvoril alignment a bylo
detekovano nekolik bodovych polymorfismt. Alignment nékolika druhti vaclavek je
soucasti ptilohy (pfiloha 1), kde na zaklad¢ rozdilnych pozic bazi mizeme od sebe

rozlisit jednotlivé druhy, tecky znaci stejné nukleotidy.
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4.3.1 Analyza useku EF 1-a u Armillaria ostoyae

Pfi porovnavani nukleotidovych sekvenci zkoumanych Armillaria ostoyae bylo odha-
leno n¢kolik bodovych mutaci (obrdzek 20). Na pozici 47 doSlo k heterozygotni sub-
stituci G/A u A. ostoyae z lokalit Nydek, Paseky, Hradec, Harta, Luhy a Hlubocec. Na
pozici 47 doslo také k substituci z G na A u A. ostoyae pochazejici z lokalit Paseky a
Polom. U A. ostoyae z lokality Hlubocky a Poodii doslo na 131. pozici k heterozygotni
substituci A/G. Na 167. pozici doslo k heterozygotni substituci G/A u A. ostoyae po-
chézejicich z lokalit Nydek, Paseky, Poodfti, Polom, Hradec, Harta, Luhy a Hlubocec.
Na 167. pozici byla také zaznamenéna substituce z G na A u A. ostoyae pochazejici
z lokality Paseky. Na pozici 224 doslo k heterozygotni substituci G/A u A. ostoyae
pochazejici z Luhti. U A. ostoyae pochazejici z lokality Luhy byla nalezena hetero-
zygotni substituce G/A na pozici 300, na pozici 330 heterozygotni substituce T/C. Na
334. pozici doslo k heterozygotni substituci A/G u A. ostoyae pochazejicich z lokalit
Harta a Luhy. U A. ostoyae pochazejicich z Harty a Luhti byla na 421. pozici deteko-
vana heterozygotni substituce A/G. Na pozici 454 doslo k substituci zT na C u A.
ostoyae pochazejicich z Nydku, Poodii, Polomu, Hradce, Luhti a Hlubocce. Na pozici

490 byla detekovana heterozygotni substituce G/A u A. ostoyae z Luhu.

47 131 167 224 330 334 421
938_A ostoyae_Hlubocky R c B¢ c! o c
934_A ostoyae_Hlubocky
895_A ostoyae_Nydek
892_A ostoyae_Nydek
890_A ostoyae_Nydek
878_A ostoyae_Paseky
857_A ostoyae_Paseky
853_A ostoyae_Paseky
837_A ostoyae_Pood
831_A ostoyae_Pood
B830_A ostoyae_Pood
813_A ostoyae_Polom
810_A ostoyae_Polom
804_A ostoyae_Polom
802_A ostoyae_Hradec
783_A ostoyae_Hradec
770_A ostoyae_Hradec
761_A ostoyae_Harta
759_A ostoyae_Harta
755_A ostoyae_Harta
746_A ostoyae_Luhy
744_A ostoyae_Luhy
740_A ostoyae_Luhy
915_A ostoyae_Hluboce
913_A ostoyae_Hiuboce
905_A ostoyae_Hiuboce

Obriazek 20: Nukleotidové substituce oblasti EF 1-a pro Armillaria ostoyae

Ziskané sekvence EF 1-a pro Armillaria ostoyae byla pouzita pro vytvoreni dendro-

gramu (obrazek 23).
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4.3.2 Analyza useku EF 1-a u Armillaria gallica
Pfi porovnavani sekvenci zkoumanych Armillarii gallica pro oblast EF 1-a bylo od-
haleno nékolik bodovych mutaci (obrazek 21). Na 95. pozici u A. gallica sbirané u
Hradce byla nalezeny heterozygotni substituce C/T. Na 292. pozici byla odhalena he-
terozygotni substituce G/A. Na pozici 376. byla nalezena heterozygotni substituce
C/T. Na pozici 466. byla odhalena heterozygotni substituce A/G.

95 292 376 466

R cYy R
EC
cc
ccC
cc

Obrazek 21: Nukleotidové substituce z oblasti EF 1-a pro Armillaria gallica

787_A_galica_Hradec
814_A gallica_Polom
215_A_gallica_Polom
816_A_gallica_Polom
817 _A_gallica_Polom

c
c

L
=
c
=
c

c
c
c

Ziskané sekvence EF 1-a pro Armillaria gallica byla pouzita pro vytvotfeni dendro-

gramu (obrazek 23).

4.3.3 Analyza useku EF 1-a u Armillaria cepistipes

Pfi porovnavani nukleotidovych sekvenci zkoumanych Armillaria cepistipes bylo od-
haleno nékolik bodovych mutaci (obrazek 22). Na 14. pozici u A. cepistipes sbirané
v Harté¢ doslo k substituci A/G. Na pozici 56 u A. cepistipes pochazejici z lokality
Harta byla nalezena heterozygotni substituce A/G. U A. cepistipes sbirané v lokalité
Hlubocky a Paseky byla detekovana heterozygotni substituce A/G na pozici 143. Na
206. pozici byla detekovana heterozygotni substituce G/A u A. cepistipes sbiranych
v Nydku, Pasekach, Harté a Hlubocci. U A. cepistipes pochazejici z Harty byla na po-
zici 224 nalezena heterozygotni substituce A/G a na pozici 331 heterozygotni substi-

tuce T/G.
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§50_aA_cepistipes_Hlubocky
931_A cepistipez_Hlubocky
897_4A_cepistipes_Nydek
887_A cepistipes Nydek
870_~A cepistipes_Paseky
866 _A cepistipes Paszeky
B59_A cepistipes_Paseky
796 _A cepistipes Hradec
T74_A. cepistipes_Hradec
752_A cepistipes Harta
T49_A cepistipes_Harta
712_A cepistipes Hubocec
T06_A.cepistipes_Hbocec
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Obriazek 22: Nukleotidové substituce oblasti EF 1-a pro Armillaria cepistipes

0O 000000000000
o

R R N N e e e s s s s

Ziskané sekvence EF 1-a pro Armillaria cepistipes byla pouzita pro vytvofeni dendro-

gramu (obrazek 23).

4.3.4 Fylogenetické vztahy napri¢ testovanymi vaclavkami

Z analyzovanych sekvenci genu EF 1-a pro vaclavky rodu Armillaria byl zkonstruo-
van fylogeneticky strom (obrazek 23). Sekvence v dendrogramu jsou oznaceny taxo-
nomickym nazvem a geografickym pivodem. Fylogenetickd analyza 512 bp dlouhé
sekvence genu EF 1-a rozeznala 3 druhy rodu Armillaria: A. ostoyae, A. cepistipes a
A. gallica.

Dendrogram rozd¢lil na zékladé EF 1-a 4. ostoyae do tiech linii. V prvni linii je
zafazena pouze A. ostoyae z Luhti a v druhé linii A. ostoyae z Harty. V tieti linii jsou
zaznamenany A. ostoyae pochdazejici z lokalit Poodii, Hlubocec, Luhy, Hradec, Polom,
Nydek, Hlubocky, Paseky a Harta. A. gallica na zakladé EF 1-a byla v dendrogramu
rozdélena do dvou linii. V prvni linii je rozpoznana A. gallica z Hradce a v druhé¢ linii
A. gallica z Polomu. Dendrogram rozeznal tfi linie A. cepistipes. V prvni a druhé linii
je zatazena A. cepistipes z Harty. V tieti linii jsou zafazeny A. cepistipes pochazejici
z lokalit Hlubocky, Nydek, Hradec, Hlubocec a Paseky.
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837 Aostoyae Pood

913 A ostoyae Hiubocec

740 A ostoyae Luhy

746 Aostoyae Luhy

802 A ostoyae Hradec

810 A.ostoyae Polom

895 A ostoyae Nydek

2

934 A ostoyae Hiubocky

21857 A ostoyac Pascky

813 A ostoyae Polom

783 Aostoyae Hradec

['830 A ostoyae Pood

' 853 Aostoyae Paseky

905 A ostoyae Hlubocec

938 A ostoyae Hiubocky

890 A.ostoyae Nydek

831 Aostoyae Pood

761 Aostoyae Harta

892 A ostoyac Nydek

770 Aostoyae Hradec
7

[ilii=1}

755 Aostoyae Harta

915 A ostoyae Hiubocec

878 A ostoyae Paseky

804 A ostoyae Polom

759 Aostoyae Harta

744 A.ostoyae Luhy

816 A gallica Polom

817 A gallica Polom

815 A gallica Polom

814 A gallica Polom

787 A galica Hradec

749 A cepistipes Harta
752 A cepistipes Harta

931 A cepistipes Hiubocky
887 A cepistipes Nydek
796 Acepistipes Hradec
774 Acepistipes Hradec
3 | 706 Acepistipes Hiubocec
950 A cepistipes Hiubocky
897 A cepistipes Nydek
870 A cepistipes Paseky
*| 856 A cepistipes Paseky

859 A cepistipes Paseky

712 Acepistipes Hiubocec

Obrazek 23: Dendrogram EF 1-a pro analyzované vaclavky rodu Armillaria (Neighbour-Joining,
Pairwise deletion, Bootstrap 1000).
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5 Diskuse

O molekularni identifikaci vaclavek rodu Armillaria jiz bylo vydano mnoho publikaci.
Zlatym standardem v identifikaci hub je ITS region, ten vsak v identifikaci vaclavek
neposkytuje dostatecné urceni jednotlivych druhti. Stejné tak oblast 1GS-1. Jak uvadi
Sicoli et al. (2003) tyto vyse zminéné markery nedostatecné rozlisuji evropské druhy
vaclavek jako je Armillaria gallica a Armillaria cepistipes.

Tato diplomova prace byla inspirovana ¢lankem z roku 2003 od autorti Kauserud
a Schumacher, ktefi vhodn¢ pouzili k identifikaci stopkovytrusnych hub (Basidiomy-
cetes) marker transla¢ni elonga¢ni faktor 1-a. Jak uvadi i Coetzee et at. (2018) EF 1-a
se jevi jako idealni nastroj pro fylogenetickou analyzu vaclavek, kde je potieba odvodit
vztahy mezi jednotlivymi druhy ve stejné zemépisné Sifce. Na zaklad¢ clanku
Kauseruda a Schumachera byly vhodné zvoleny primery EF1160F a EF1750R k de-
terminaci vaclavek analyzovanych v této diplomové préci.

Na zaklad¢ variability genu EF 1-a byly analyzovany vaclavky v suchem postiZe-
nych lokalitich na uzemi v Ceské republice. Podle zmén v sekvenci genu EF 1-¢ byly
rozliSeny tii druhy vaclavek: Armillaria ostoyae, Armillaria cepistipes a Armillaria
gallica. Uspé&sné se podatilo rozlisit i blizce fylogeneticky piibuzné Armillaria gallica
a Armillaria cepistipes. Identifikace téchto druhti na zakladé markeru EF 1-a byla za-
znamenana v publikacich napt. od Maphosa et al. (2009) a Antonin et al. (2009).

Piekvapenim byl vyskyt identifikované Armillaria gallica v lokalité¢ Polom. Pies-
toZe se jedna o lokalitu s vys§i nadmotskou vySkou, byla zde identifikovana vaclavka,
ktera se pfevazné vyskytuje v nizindch (Jankovsky, 2003). Jak uvadi autoti Marg¢ais a
Breda (2006) Armillaria gallica je povazovana za oportunni patogen a to hlavné na
suchem stresovych oblastech, coz studované oblasti byly.

Velice dilezitou otazkou v piipadé molekularni identifikace vaclavek predstavuje
zvolena technika izolace kvalitni DNA. V tomto pfipadé byla vhodné vybrana metoda
izolace CTAB-PVP. Piednosti této metody je vysoka vytéznost a Cistota DNA, ktera
je nezbytnd k molekularnim analyzam. Jednd se o mén¢ financné narocnou metodu
izolace DNA oproti komer¢né dostupnym kitiim. Je sice pracnéjsi, ale kompromisem
je vysoka kvalita DNA.

Optimalizace PCR k detekci genu EF 1-a probéhla tspésné. Odlisnost byla v tep-

lotnim profilu PCR v teploté nasedani primerti uvedeného v ¢lanku Kauserud a Schu-
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macher (2003). Autofi uvadi jako optimalni teplotu pro nasedani primert 55 °C. Op-
timalizace PCR byla provedena s teplotou annealingu 45 °C. Teplotni rozdil mohl byt
zpusobeny rozdilnymi laboratornimi podminkami, pouzitim jiného cykleru nebo pou-
zitim reagencii od riiznych dodavatelu k piipravé reakéni smési. V této diplomové
praci byl pouzit master mix PPP (Top-Bio). Vyhodou tohoto komeréné dostupného
mastermixu je obsah vSech nezbytnych slozek k PCR reakci, neni potfeba smichavat
jednotlivé slozky a minimalizuje se tak i riziko kontaminace. Mimo jiné obsahuje bar-
vivo, které usnadnuje manipulaci pii nandseni vzorkl na gel.

Usp&sné naamplifikované fragmenty po PCR bylo potieba osekvenovat. Pied sa-
motnym poslanim vzorkt do externi laboratote SeqMe s.r.o. k sekvenovanim bylo po-
tteba naamplifikované fragmenty oSetfit specialnimi hydrolytickymi enzymy. Funkci
téchto hydrolytickych enzymi je odstranit primery a zbytky nukleotidt, které mohou
zpisobit potize pii samotné sekvenaci. V této diplomové praci byly fragmenty oSet-
feny komer¢nim kitem ExoSap-IT (Thermo Fisher Scientific). Po pfecisténi vzorka
doslo k ptidani primeru v pozadovaném sméru sekvenovani.

Pied samotnou analyzou sekvenci genu EF 1-a vaclavek rodu Armillaria za uce-
lem zjiSténi nukleotidovych zmén bylo provedeno srovnani consensus sekvence A.
ostoyae, A. gallica a A. cepistipes s databazi GenBank pomoci algoritmu BLAST. Do
porovnani byly zatazeny pouze dostupné sekvence pozadovaného tiseku genu EF 1-a
druhd Armillaria z databaze GenBank.

Srovnani useku EF 1-a consensus sekvence Armillaria ostoyae vykazovalo nej-
vys$si shodu s A. gemina a to v 98,40 %. Dalsi druhy zatazené do porovnani vykazo-
valy niZsi shodu a to v rozmezi 97,66-92,59 %.

Srovnani tseku EF 1-a consensus sekvence Armillaria gallica vykazovalo nej-
vyssi shodu s A. gallica a to v 99,22-96,09 %. Dalsi druhy zatazené do porovnani vy-
kazovaly nizsi shodu a to v rozmezi 96,79-93,00 %.

Srovnani useku EF 1-a consensus sekvence Armillaria cepistipes vykazovalo nej-
vyssi shodu s A. cepistipes a to ve 100-99,80 %. Dalsi druhy zafazené do porovnani
vykazovaly niZsi shodu a to v rozmezi 98,83-92,40 %.

Doslo k analyze sekvenci genu EF 1-a vaclavek rodu Armillaria za ucelem z;jis-
téni zmén ve studované oblasti. Ve studované oblasti genu bylo nalezeno nékolik nuk-
leotidovych mutaci. VSak pouze nékteré z nich mohou zptsobit zménu v sekvenci
aminokyselin a ty pak mohou mit vliv na vysledny exprimovany protein. Tyto amino-

kyselinové zmény tak mohou ovliviiovat virulenci jednotlivych druht vaclavek. Aby
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tato hypotéza byla potvrzena, bylo by vSak potieba viceleté analyzy jednotlivych mu-
taci ve studovanych populacich.

V alignmentu oblasti genu EF 1-a u studovanych vaclavek Armillaria ostoyae
bylo celkem zaznamenano deset polymorfnich mist, kde dochazelo k nukleotidovym
mutacim. Jednalo se o pozice 47, 131, 167, 224, 300, 330, 334, 421, 454 a 490.

U analyzovanych vaclavek Armillaria gallica byla v alignmentu oblasti genu EF
1-a nalezena Ctyfi polymorfni mista, kde byly zaznamenany nukleotidové mutace. Jed-
nalo se o pozice 95, 292, 376 a 466.

V alignmentu oblasti genu EF 1-a u analyzovanych vaclavek Armillaria cepisti-
pes bylo celkem zaznamenano $est polymorfnich mist, v nichz byly nalezeny nukleo-
tidové mutace. Jednalo se o pozice 14, 56, 143, 206, 224 a 331.

Na zaklad¢ genu EF 1-a byl vytvofen fylogeneticky strom ze sekvenci analyzo-
vanych vaclavek rodu Armillaria.

Fylogeneticka analyza 512 bp dlouhé sekvence genu EF 1-a rozeznala v dendro-
gramu 3 druhy rodu Armillaria: A. ostoyae, A. cepistipes a A. gallica.

Dendrogram rozdélil na zakladé EF 1-a A. ostoyae do tiech linii. A. gallica na
zakladé EF 1-a byla v dendrogramu rozdélena do dvou linii. Dendrogram rozeznal tii
linie A. cepistipes.

Byla potvrzena hypotéza vhodnosti pouZiti genu EF 1-a jako molekularniho mar-

keru k fylogenetické analyze druhil ve stejné zemépisné lokalité jak uvedl Coetzee et
al. (2018).
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6 Zavér

Béhem poslednich let dochazi vlivem neptiznivych klimatickych podminek k zhorse-
nému stavu smrkovych lesu v Ceské republice. Vyrazné se na tomto faktu podileji fy-
topatogenni houby jako je 1 vaclavka. Identifikace jednotlivych druhti a nasledné zjis-
téni virulence je jeden z hlavnich bodl v ochrané lesniho hospodaistvi.

Cilem této diplomové prace byla identifikace vaclavek na molekuldrni urovni ze
vzorkt sbiranych v suchem poskozenych lesich v CR. Tento cil byl naplnén — doglo
k identifikaci vaclavek podle variability genu pro translaéni elongaéni faktor EF 1-a.

V prubéhu vyzkumu bylo odhaleno nékolik nukleotidovych mutaci, které mohou
vést ke zmén¢ aminokyselinové sekvence. Tyto zmény tak mohou ovliviiovat virulenci
jednotlivych druhti vaclavek. V potvrzeni této hypotézy by bylo vsak potieba viceleté
detekovani jednotlivych mutaci v jednotlivych populacich.

Dokud nebude objasnén mechanismus virulence jednotlivych druhti vaclavek a
rostd efektivni zména dfevinné skladby ve prospéch ptirozenych dievin.

Tato prace vznikla v rdmci projektu NAZV QK1920412 ,,Mykoviry jako soucast

potencidlnich biopreparatii v ochrané smrkovych porostil proti vaclavkam®.
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11 Ptilohy

Piiloha 1: Alignment nékolika druhi vaclavek rodu Armillaria
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#938_A.ostoyas_Hlubocky AGTCAGAAGC AACGTTTCCA CGACGAATAT CCTTGACTGA AACGTTCCTA TGCACCAGCG TCAGCAAATA ACGCATATAA TAAGTCAACT TTCAACGTAC TTGACGTTGA ACCCGACGTT [368]

#934_A.ostoyae_Hlubocky [388]
#895_A.ostoyas_Nydek [368]
#892_A.ostoyae_Nydek [368]
#898_A.ostoyae_Nydek [366]
#878_A.0stoyae_Paseky [360]
#857_A.ostoyae_Paseky [368]
#853_A.ostoyas_Paseky [368]
#837_A.0stoyae_Pood [368]
#831_A.ostoyae_Pood [368]
483@_A.ostoyae_Pood [368]
#813_A.ostoyas_Polom [368]
#818_A.ostoyae_Polom [368]
#884_A.0stoyas_Polom [368]
#882_A.ostoyae_Hradec [388]
#783_A.ostoyas_Hradec [368]
#77@_A.ostoyae_Hradec [388]
#761_A.ostoyas_Harta [368]
#759_A.ostoyae_Harta [368]
%755_A.ostoyae_Harta [366]
#746_A.o0stoyae_Luhy [360]
%744_A.ostoyae_Luhy [368]
#748_A.ostoyae_Luhy [368]
#915_A.ostoyae_Hlubocec [368]
#913_A.ostoyae_Hlubocec [368]
#985_A.0stoyae_Hlubocec . . e e [368]
#787_A.galica_Hradec G A G.. TG c [368]
4814_A.gallica_Polom G A G.. TG c [368]
#815_A.gallica_Polom G A G.. TG c [368]
#816_A.gallica_Polom G A G ..TG C [388]
#817_A.gallica_Polom e ceen. G A G.. TG c [368]
#95@_A.cepistipes_Hlubocky AL .C. G A G.. TG C [388]
#931_A. cepistipes_Hlubocky A ..C.. G.. A G.. .T G.. c [368]
#897_A.cepistipes_Nydek AL ..Co. G.. A G.. T G.. C [368]
#887_A.cepistipes_Nydek A ..C.. G A G.. TG c [366]
#878_A.cepistipes_Paseky AL ..Co. G.. A G.. T G.. C [368]
#866_A. cepistipes_Paseky A ..C.. G.. A G.. .T G.. c [366]
#859_A.cepistipes_Paseky AL, ..C.. G A G.. TG C [360]
#796_A.cepistipes_Hradec A .G G A G.. TG c [368]
#774_A.cepistipes_Hradec A ..C.. G A G.. TG c [368]
4752_A.cepistipes_Harta A .G G A G.. TG c [368]
#749_A.cepistipes_Harta A ..C.. G A G.. TG c [368]
4712_A.cepistipes_Hlubocec A .G G A G.. TG c [368]
#786_A. cepistipes_Hlubocec A .C.. G.. A G.. .T G.. c [368]
#938_A.ostoyae_Hlubocky GTCACCAGGG GAGCCCTGCT CGAGCTGCTC GTGGTGCATT TCGACGGACT TCACTTCAGT AGTGACGTTA GAAGGAGCGA 14881
#934_A.ostoyae_Hlubocky e e e e e e [4581
#895_A.ostoyae_Nydek [488]
#892_A.ostoyae_Nydek [488]
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#838_A.ostoyae_Pood [488]
#813_A.0stoyae_Polom [48e]
#81@_A.ostoyae_Polom [4868]
#804_A.0stoyae_Polom [458]
#802_A.ostoyae_Hradec [480]
#783_A.0stoyae_Hradec [488]
#778_A.ostoyae_Hradec [488]
#761_A.ostoyae_Harta [4581
#759_A.ostoyae_Harta [48e]
#755_A.ostoyae_Harta [488]
#746_A.ostoyae_Luhy [48e]
#744_A.ostoyae_Luhy [480]
#748_A.ostoyae_Luhy [488]
#915_A.ostoyae_Hlubocec [488]
#913_A.ostoyae_Hlubocec [4581
#305_A.ostoyae_Hlubocec . . [488]
#787_A.galica_Hradec G.. A R. [488]
#814_A.gallica_Polom G. AL A. [48e]
#815_A.gallica_Polom G. WAL A. [4868]
#816_A.gallica_Polom G. AL A. [458]
#817_A.gallica Polom s G. A A. [488]
#956_A.cepistipes_Hlubocky oA G. A [488]
#931_A. cepistipes_Hlubocky AL G. A [488]
#897_A.cepistipes_Nydek A. G.. ..A [488]
#887_A.cepistipes_Nydek AL G. AL [48e]
#878_A.cepistipes_Paseky A G. AL [488]
#866_A.cepistipes_Paseky AL G. AL [458]
#859_A.cepistipes_Paseky A G. AL [480]
#796_A.cepistipes_Hradec AL G. A [488]
#774_A.cepistipes_Hradec AL G. A [488]
#752_A.cepistipes_Harta AL G. A [4581
#749_A.cepistipes_Harta AL G. A [48e]
#712_A.cepistipes_Hlubocec A G. AL [488]
#706_A.cepistipes_Hlubocec AL G. AL [48e]
#938_A.ostoyae_Hlubocky ACGACCGACG GGCACAGTTC CAATACCACC GA [512]
#934_A.05t0YAE_HLUBOCKY  cuvurennns ceinaunans aaeeinnes .. [512]
#895_A.ostoyae_Nydek e et .. .. [512]
#892_A.ostoyae_Nydek  ..o..e....s e e .. [512]
#89@_A.ostoyae_Nydek e et .. .. [512]
#B7B_A.0SEOYAE_PASEKY ceieiiiiis ceeaieees eeeeaae .. [512]
#857_A.ostoyae_Paseky e et .. .. [512]
#B53_A.ostoyae_Paseky P, .. [512]
#837_A.ostoyae_Pood e et .. .. [512]
#B31_A.ostoyae_Pood  ....ee..es [512]
#838_A.ostoyae_Pood [512]
#B13_A.ostoyas_Polom [512]
#818_A.ostoyae_Polom [512]
#B04_A.ostoyas_Polom [512]
#802_A.ostoyae_Hradec [512]
#783_A.0stoyas_Hradec [512]
#778_A.ostoyae_Hradec [512]
#761_A.ostoyas_Harta [512]
#759_A.ostoyae_Harta [512]
#755_A.ostoyas_Harta [512]
#746_A.ostoyae_Luhy . [512]
#744_A.ostoyae_Luhy R [512]
#748_A.ostoyae_Luhy [512]
#915_A.ostoyae_Hlubocec [512]
#913_A.ostoyae_Hlubocec [512]
#905_A.ostoyae_Hlubocec . [512]
#787_A.galica_Hradec A [512]
#814_A.gallica_Polom A [512]
#815_A.gallica_Polom A [512]
#B16_A.gallica_Polom A [512]
#817_A.gallica_Polom A [512]
#956_A. cepistipes_Hlubocky [512]
#931_A. cepistipes_Hlubocky [512]
#B97_A. cepistipes_Nydek [512]
#887_A. cepistipes_Nydek [512]
#B78_A. cepistipes_Paseky [512]
#866_A. cepistipes_Paseky [512]
#B59_A. cepistipes_Paseky [512]
#796_A. cepistipes_Hradec [512]
#774_A.cepistipes Hradec [512]
#752_A.cepistipes_Harta [512]
#749_A.cepistipes_Harta [512]
#712_A.cepistipes_Hlubocec [512]
#706_A.cepistipes_Hlubocec [512]




