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1. Uvod

1.1 ChoroSe

Jako choroSe se obécwznauje skupina tevnich, pevazre saprotrofnich hub,
vytvarejicich jednoleté nebo vytrvalé plodnice s poraidnuspdadanim hymenoforu
(Ryvarden etGilbertson 1993). Jenfip zbéZném pohledu se zda podobny rourkovity
hymenofor Hibovitych hub (Boletales), ale stavba @str plodnic, i Zivotni strategie, &b
morfologicky podobné skupiny did odliSuje.

V souwtasnosti jsou choroSovité houby povazovany za vypotgyletické (Binder et
Hibbett 2002). MozZn& prévproto mezi nimi existujgada gechodnych tyf jak ve stavh
plodnice (morfologii) tak i ve aisobu Zivota (ekologii). Krasnoporkylpatrellug maji sice
poroidni hymenofor chord$ ale rostou na zemi a jsou mykorhizni. Pory bywvagikterych
druhi protazeny v lamelly@aedaleopsisnebo dokonce roztrhany az t&nv ostny (rpex).
Nékdy je uspeadani hymenoforu jedinym znakem k rozliSeni nejernidale dokonce i rad
(Junghuhniaa Steccherinumo opravenosti tohoto dleni se vedou spory). Za pravé choroSe
se povazuji druhy s plodnym hymeniem (bazidiemiyia rourek a s jejich sterilni bazi; ty
co maji plodnou pouze spodni (horizontalédst rourek (nap Grammothelg se radi ke
kornatcovitym houbadm (Ryvarden@®tlbertson 1993, Ryvarden et Johansen 1980).

ChoroSe vytvieji plodnice bd’ zcela rozlité po substratu (resupinatni), kdy kgur
vyrastaji z tenké vrstvy houbové tkana povrchu substratu, tzv. subikula, nebo klobtijka
kdy rourky rostou sgrem dofi naspodu vice nebo metlustého klobouku. Mnoho drih
vytvari plodnice, které jsou ipchodem mezi ana typy (polorozlité, effused-reflexed).
Zname i rkolik typu plodnic podle délky Zivota. Napadné jsou viceldtéhy, s mnoha
vrstvami rourek, které vytrvavaji na stanovisti pekolik let, ale existuji i choroSe
s efemérnimi plodnicemi, které se objevuji jen Bkotik malo gihodnych di v roce (Kout
et al. 2009). Celkovy vzhled plodniceize byt velmi variabilni svym tvarem i barvou a prot
jsou mikroskopické znak§asto nezbytné pro spravn&eni.

Plodnici tvai dva typy hyf. Zakladni, generativni hyfy jsotitpmny vzdy. Pehradky
je rozckluji na jednotlivé biikky a nad pehradkami byvaji &Sinou gezky, i kdyz jsou i
druhy nebo celé rody bezgzek Oxyporu3. Vegetativni hyfy nemajifehradky a vylstaji
jako slepégasto tlustoginné hyfovité konce z generativnich hyft$inou zmgisobuji tvrdost

plodnic. Mame-li vice typ hyf, mluvime o dimitické nebo i trimitické staviplodnic.



V piipac, Ze choro$ nema vegetativni hyfy, pak jeho hyfeygtém oznaujeme jako
monomiticky. V hymeniu se mohou nalézazmé sterilni elementy jako cystidy, cystidioly
apod. Basidie jsou&sSinou tetrasterigmatické a vznikaji na nich haptdispory éznych
tvarni, z nichz vyiistd po dopadu na vhodny substrat monokaryotickéehiwyn. To miZze u
nékolika malo druli vytvorit dikaryotni plodnice (homothalismus), alét$inou se musi
napged zKizit s kompatibilnim myceliem (heterothalismus). tétethalismus je bil
bipolarniho (hlava choroSe s hfdou hnilobou) nebo tetrapolarniho typu (vice kaj2).1
Mnoho druti vytvéi také spousty nepohlavnich spor (chlamydosporgjdie, oidie apod.)
vétSinou v myceliu ve W, ale rekdy treba i v tkani klobouku, ale jejich vyznam pro
rozmnozovani hub je sporny. Naproti tomu, celé picel nepohlavniho stadia (anamorfy)
tvori pravidelrg jen rekolik malo drutii (Oligoporus ptychogastg(Ryvarden 1991).
Klasifikace choro8 do pirozeného systému je velmi obtizna diky konvergenci
biochemickych i morfologickych znék Moderni taxonomie je proto zaloZena na
molekularnich metodach (Ko 2000). ChoroSovité drulaydeme v &kolika negibuznych
skupinach v ramci stopkovytrusnych hub (Basidiong¢Hibbet et al. 2007, obr. 1.).
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Obr. 1. Distribuce chorodi ve skupiné Agaricomycotina. Rady, kde se choro$e nachazeji
jsou ohrani¢eny silnouéernou ¢arou (upraveno podle Hibbet et al. 2007).



Prevazna vtSina druli Zije saprotrofnim zjsobem, mensSina je paraziticka a ojetén
se vyskytuje i mykorhizni strategie. Vegetativniaejum roste skry v substratu a jen za
vhodnych podminek vytwd plodnice. Devokazné houby, choroSe nevyjimajensabuji
rozklad (hnilobu) #va d¥ma zakladnimi zgsoby. Pokud enzymaticky aparat
depolymerizuje jen celulézovou slozku, pak takouéhg vykazuji hgdou hnilobu (devo se
zbarvuje do héda nerozloZzenym ligninem). Jestlize choroSe majhitiolytické enzymy,
dochazi k rozkladu vSech slozek bemé stény a jde o bilou hnilobuidva (Rypédek 1957).
Vybava enzymatickym aparatem Zné& urcuje dogredu typ deva, které bude druh rozkladat
(druhy s hidou hnilobou upednosiiuji substrat z jehtnani).

Nékteré druhy Skodi svoji hnilobnodinnosti, zvla& v monokulturnich lesich
(Heterobasidioin Na druhou stranu, az 30% objemidp v lesich tvéi zbytky po hidé
hnilob¢ dieva, které zvySuji zadrz vody, odsiug z okthu jedovaté ionty a udrzujitiznivé
pH pady (McFee et Stone 1966)¢dst naSi zeguclské pidy vznikla diky choro&m.

VétSina devnich hub trpi intenzivnim lesnim hosptstéim. Odlegovani vede ke
fragmentaci krajiny a poruseni souvislych biokorida¢Zzba deva zamezuje ipozenému
odumirani strorin a jejich rozkladu. V monokulturnim lese, kde chyafiabilita fiznych fazi
dekompozice #kvniho odpadu a velké kmeny, chybi také druhy sfiegované na tyto
podminky (Renvall 1995). Vlivem lesnictvi se takizsiie paetnost lignikolnich druin a
klesa jejich geneticka variabilita (Lindgren 20@&tenlid et Gustafsson 2001). Basidiospory,
hlavni zdroj variability, se mohou sice snadnit $ktrem na dlouhé vzdalenosti, algepne
s malou dinnosti pro vznik nové populace (Malloch et Blackw#992, Ryvarden et
Gilbertson 1993).

1.2 Popula éni biologie hub

Popul&ni biologie hub obecen prinasi fadu Uskali oproti ostatnim organism,
protoZze houby nevyhovuji obecnym maidel popul&ni genetiky. K tomu fispiva mnoho
faktoni: zpisoby Sfeni zavislé na dostupnosti vhodného substratu apsdsti uchyceni,
piekryvajici se generace, sexualni a asexualni rozawami v nepravidelnych cyklech,
problematickd germinace spor a jejich peoivy pocet s rychlym nérstem pi shodt
nekolika faktorti v optimu, apod. (Anderson et al. 1998).
neplati: jedna plodnice, jeden jedinec. Genetazgsta po okoli myceliovymi vidkny skryt
v substratu a zarfnodnych podminek twd plodnice za &elem tvorby spor. Vysledné ramety

jsou pak od fivodniho mista i 20 m vzdaleny (mykorhizni houby)dievokaznych druin



jedinec ¢asto profista hyfami cely kmen. U véaclaveldrgnillaria) je dolozeno, Ze jeden
jedinec niize profistat znan¢ rozlehlouc¢ast lesa, az gkolika set meti (Legrand et al.
1996). Nelze proto také sumarizovat biomasu houtlowyganism; vidime pouze plodnice,
hyfovy systém #stava ukryt pod povrchem. Nové metody piegmou definici jedince jsou
zde nezbytné.

Houby také maji neokigjré slozitou a unikatni sexualitu, jejimZz nasledkem je
komplikovany penos vioh do dalSi generace. U vysSich hub, jako ghoroSe, neexistuji
pohlavi ani pohlavni organy;fggm¢ kazda biika monokaryotického mycelia the
.Kopulovat“ s kazdou hikou jiného mycelia stejného druhu a teprve po wmage vynéné
jader rozhodne o produkti¢itspojeni slozity systém parovacich faktojenz mize byt
povazovan za bizarni obdobu sexuality (Moore etakdwrazer 2002).

1.2.1. Geneticka charakterizace populaci

Popul&ni struktura je povazovana za hlavni projev gekéticariability. Proto také
zakladni populéni charakteristikou je vyhodnoceni stavu genetickgability uvnitt populaci
a mezipopuléni geneticka variabilita (Slatkin 1985). Obé&cse n&ii pomoci alelické
variability a stup heterozygotnosti.

Charakterizace populaci co do velikosti, réedi a vzajemnéifbuznosti jeding je
vyznamnou sotasti taxonomické a ekologické definice druhu. Zkamych kvantitativnich
dat mizeme pomoci sofistikovanych vy dostat vyznamné a az neitelné hluboke
informace o minulosti, fitomnosti a perspektivach dané populace nebo cetiFnbu.
Souwasna genetika oplyvéariglady takovych studii. Mnohokrat byl prokazan niagd vliv
malé genetické variability nargZivani druhu v gnicich se podminkach (Charlesworth et
Charlesworth 1987, Ellstrand et Elam 1993). \tgaukazuji, Ze snizeni variabilityine byt
zpasobeno zmenSenim populace poéitau hranici jen z prawpodobnostnichisoda (tzv.
"geneticky drift"). Ri posuzovani velikosti populace jgeba brat v GvahuipdevsSim peet
jedinai, kteri se rozmnoZuji a nikoli pet vSech jedink (tzv. efektivni velikost populace).
Negativni jevy na genetickou kvalitu se zvySujileshjici efektivni velikosti populace
(Kalinowski et Waples 2002). Uvahy o minimalni ptagai velikosti, dilezité pro peziti, se
zakladaji na uznych metodickych istupech. Z pohledu genetického jde nejién 50
jedinal k zabragni inbreedingu, ale pro U&nou adaptaci na zZmy prostedi je nutno az
500 jedind.

Nahlé snizeni getnosti populace (epidemie, Zma podminek) neboli "bottleneck”,

vyrazre omezuje aktivé se mnozictast komunity. | kdyz i velmi maly get jedingé muze



po nastoleni rovnovahy znovu obnovit populaci rengardni velikost, zvySuje omezeni
genetické variability moznost inbredni deprese, etjeky drift a tzv. efekt zakladatele
("founder effect", Hedrick et al. 2001). Maly ¢ jedind@ prispiva do popukéni struktury
omezenym genetickym materialem a fstajici se populace pak vstupuje do dalSiho vyvoje
s nizSi variabilitou, nez byla vipodni skupig. V sowasnosti jsou tyto jevy aktualni u
vzacnych druf, kde snadno dfe dojit k vyhynuti nasledkem sniZzovani variabiliylase
ohroZeny jsou druhy vyskytujici se na omezeném uxenspecifickych biotopech (ostrovy,
zbytky pirozenych porosi). Podobg postizené druhy by mohla zachranit \¥ma genetické
informace mezi populacemi — gene flow. Bohuzel, zdonych druth neni odkud brat
variabilitu. Snad alespio v nekterych gidpadech porize populéni genetika se svymi
metodami na odhaleni historie a principySe zmignych genetickych zem, pi zavedeni
vhodného mechanismu ochrany vzacnych dlruh

Diky specifické biologii hub nelze uplatnitzné metody studia populaci s¢fganim

jedinai apod. V mykologii existuji dva zakladni metodigkéstupy ke studiu populaci:

e Popula&ni struktura u hub dZe byt definovana na zakkadparovacich faktdr,
zjistenim jejich pdtu, frekvence a distribuce v populaci sledovanétutal (Hanson et
Wells 1991, Kout et Vlasadk 2007). Obsah parovacit#l se zjiSuje kizenim
monokaryotickych mycelii na agarovych plotnach (Hei et al. 1994).

* Druhou moznosti jsou biochemické a molekutabiologické techniky, snazici se
podchytit polymorfismus allozyinnebo nukleovych kyselin mezi jednotlivymi jedinci

sledované populace (Egger 1992)

1.2.2. Parovaci lokusy

Produktivni splynuti monokaryotickych mycelii u hutontroluje tzv. sexudlni
kompatibilita, ktera umaije rozpoznani vlastniho mycelia od ciziho, iflegzného. Geny
urcujici kompatibilitu éli populaci do parovacich typa jen odliSné parovaci typy mohou po
splynuti dokogit sexudlni reprodukci. Tyto geny (mating-type genWAT) jsou umisiny
na jednom nebo dvou mistech (mating type loci) jegheprodukty reguluji izné faze
parovaciho procesu (Casselton 2002).

Podstata sexualni kompatibility u stopkovytrusnyetb Basidiomycetésje daleko
parovacich typ (z miznych kombinaci alel jejich géh Geneticky byla kompatibilita

prozkumana jen na¢kolika malo modelovych houbadi€oprinus cinereusSchizophyllum



communea Ustilago maydis s prekvapivym zjisénim, Zze u kazdé zZ¢hto hub je kddovani
organizovano jinym zijsobem (Casselton et Olesnicky 1998).

Studium kompatibility neni naplni prace, a protooseezim na konstatovani, Zze bez
ohledu na jeji podstatu a jen podle genetickychepfiomizeme Basidiomycetes radd do
dvou skupin (Moore et Novak Frazer 2002). U drshunifaktorialni inkompatibilitou (35%
heterothalickych drul) ftidi parovani mezi mycelii jeden péarovaci lokus. tderyp
parovaciho systému se nazyva bipolarni heterothafisa vyznamh koreluje s hadou
hnilobou (Nobles 1958). U drihs bifaktorialni inkompatibilitou (65% heterothddjcch
druhi) reguluji sexualni reprodukci dva parovaci lokddyT na riznych chromozomech.
Jedno z MAT mist zni@né jako A koduje transkidpi faktory a kontroluje &eni jader a
tvorbu gezek. MAT misto B kontroluje rozpowsi burééné stény a tedy vzajemnou vynu
jader, migraci jadra v hyfa propojeni fezek s druhou hitkou. Obsahuje geny pro parovaci
feromony a receptoryPro produktivni parovani je nutna odliSnost vSeleh @181 x A2B;
nebo AB; x A,B;), tedy pouze heterodimery transkmjch faktofi z mista A a kombinace
cizorodych receptdra feromoii z mista B, zajisti reakce vedouci k &&pé dikaryotizaci a
sexualni plodnosti. Druhy s tetrapolarnim typenopani (tetrapolarni heterothalismusisto
vykazuji bilou hnilobu (Nobles 1958).

Cely systém ma fedevSim zabranit dikaryotizaci uvhifednoho mycelia (100%
acinnost) nebo mezi mycelii z vytrasstejného rodie (75% @innost). Mycelia z vytrus
raznych jediné jsou téngi vzdy kompatibilni, protoZze existuje az st@mych alel v lokusech
A i B, coz dava tisice kompatibilnich tygWebster et Weber 2007) d&inpzena selekce
podporuje fiznost alel #iznych jediné a tedy plodnost ip nahodnych spojenich. Populace
vyrazre redukované v nedavné dbhebo naopak expandujici z jednoho zakladateleyugj
pii kiizeni mycelii z#iznych jedind neobvyklou inkompatibilitu a také zvIastni distrdd
inkompatibility, jejiz analyza 1ze poskytnout informace o procesech v populaci

probihajicich.

1.2.3. Molekularni metody - stanoveni DNA polymorfi  smu

Klasické metody studia populaci, zaloZzené na ste#fimlogickych, morfologickych,
piipadreé i biochemickych znak (isoenzymové markery) sotva mohoueg® popsat
vzajemnou fibuznost jednotlivychélena populace (Tanksley 1983). Proto jsou vysledky
klasickych populénich studii jen velmi hrubym a malo spolehlivym @&m stavu populace,
ktery neumoiiuje odhalit minulost populaci atgupovidat budoucnost ani @asto

studovanych populaci Zi¢ha a rostlin.



Prevrat v metodach stanovenitipuznosti nastal asi ipd 30ti lety, kdy se
sekvenovanim rozséhlejSicdsti genom poprvé zjistilo, Ze i mezi dwna jedinci stejné
populace je na kazdych 1000 pdrasi asi jedna odchylka (Southern 1995) a Ze nedgely
genom vychazi gkolik miliona rozdilki v sekvenci, tzv. "polymorfisii. Navzajem pibuzné
organismy maji ménodchylek nez vzdaléfsi, ale vzdy se &aké najdou. Rzné metody
molekularni biologie umatuji stanovit tyto polymorfismy s vysokougsnosti a tim i nav
definovat charakteristiky jedince, jehdilpuznych, populace, druhu, i vysSich takoNeni
ale snadné vybrat metodu, ktera tji® rozdily pro naSe é@ly relevantni, a iftom je
dostateng rychla, reprodukovatelna a nenakladna.

K analyze DNA polymorfismi jsou nutné 3 postupné kroky. Nejprve je nutné atbr
kratky useku genomu, ve kterém chceme polymorfisrstamovit. Zde se bez vyjimky
vyuziva hybridizace s komplementarni sondou (pramgr Nasleduje krok zviditedini tohoto
Useku. V sotasné dob se nejvice pouzivaji amplifikai metody zviditeltini, kdy se Usek
vybere pomoci dvou kratkych printerkomplementarnich k jeho kohm, aniz se gak
odctluje od zbytku genomu, a pak se namnozi DNA pol@nen @i tzv. "polymerazové
rettzové reakci” (PCR). Z nepatrného, ,neviditelného'nabstvi genomové DNA se
nasyntetizuje spousta kratkych fragniem@NA z vybraného Useku, které jsou &tidna
elektroforéze. Konmym krokem je vlastni stanoveni DNA polymorfismubvgného a
zviditelnéného Useku. Zjighi celé sekvence vybraného Useku (sekvenovanigjpesrjsi,
ale nakladné. Ve &sSire pripadi se vystdi s pouhym stanovenim velikosti vybranych
fragmenti jednoduchou elektroforézou. Stanovi se tedy jeseiverini rozdily, které se
projevi zménou velikosti vybraného fragmentu.

Metodu stanoveni DNA polymorfismu vhodnou pro dakgl je teba pélivé zvolit,
aby byla co nejjednodussi @itpm reprodukovatelna a informativni. "Velka fylogeze" na
arovni fadi, tiid a vysSich taxanse provadi obvykle sekvenovanim super - konservmra
sekvenci, nap geri pro ribosomalni RNA, coz umbaje eliminovat vnitni variabilitu
populace. Naopak, k odliSeni malych populaci angdijsou nejvhod#si mikrosatelity,
jejichz délku je mozno stanovit velmi reprodukovagea gresré. Pro vyvoj mikrosatelitové

metody je ovSem nutna rozsahla analyza genomuvaeébo druhu.

Mikrosatelity
Mikrosatelity jsou sekvence DNA sloZené z mnohokgbpakujicich motivo délce

1 - 6 nukleotid (nag. (GA),, (GATA),, Tautz 1989). Jsou séésti kddujicich i nekddujicich

oblasti genomu (Weising et al. 1995). Tyto vysoclymporfni markery se vyskytuji ve vSech



eukaryotnich genomech a ¥kterych genomech prokaryot. Staly se dobrym nastmgpro
konstrukci genovych map a v poslednich letech gaéhweyuZivaji i v oblasti populani
genetiky a molekularni evoluce (Refseth 1997).

Vznik mikrosatelii neni stale zcela objasm To, Ze mikrosatelitovy motiv byva
hojn¢ zastoupen v izném pdtu opakovani, je nejspiS wgobeno klouzanim DNA
polymerazy po templatuchem replikace; na jejich vzniku se aléie podilet i transpozice a
rekombinace (Weising et al. 1995). Je prokazano,vz@ribéhu evoluce dochazi k
prodluzovani mikrosatelitovych sekvenci, coz lzegovat uz v pibéhu rekolika stovek
generaci; v kratSickasovych Usecich je ale délka lokusu v dané ecsliala.

Oblasti gilehlé k mikrosateliitm jsou obvykle unikétni. Daji se tedy navrhnout
primery, které mohou dany mikrosatelitovy markerhlegavat. Diky malé velikosti a
délkovému polymorfismu jednotlivych lokiuse stanoveni MS provadi jednoduse amplifikaci
lokusi pomoci PCR z okrajovych primer naslednou elektroforézou. Je to met&asow
nenarénd a daji se tak hodnotitzné lokusy a velky peet vzorki najednou. Mikrosatelity
jsou markery kodominantni, takZze od kazdého jedziskdme dva amplifikaty, z jednoho i
druhého chromosomu resp. od jednoho i druhéhocepdi toho vyplyva jejich vysoka
informativnost.

Na druhé straf) predchazet musi n&foa isolace mikrosatelitovych lokiug genomu,
abychom ziskali unikatni okolni sekvencétdm zdaleka ne vSechny MS jsou informativni a
snadno identifikovatelné PCR. Informativnost jedingth mikrosatelii silné zavisi
piredevSim na piu opakovani (Refseth et al. 1997). Pouzitelnost & genetickych
marken je také limitovana jejich specifitou pro jedno@ivdruhy. Mikrosatelity hub pat
k obtiZzreé izolovatelnym, navic vykazuji nizky polymorfismaproti ostatnim organisim a
jsou még ¢asté (Dutech et al. 2007, T6th et al. 2000).

V malych populacich, analyza dvou a#i tmikrosatelitovych lokus umozni
identifikovat v podstat kazdého jedince (i kdyZ je na lokélzastoupen dkolika plodnicemi)

a uckit jeho mozné rodie, bratry, a dalSiffbuzenské vazby, stejnako zpisob propagace a
celkovou heterozygotnost populace. Tato data bylamst&it pro jeji komplexni

charakterizaci.

1.3 Diverzita, mykogeografie a ekologie choro$  a

ChoroSe nejsou dostéteé znamy po strance ekologické ani taxonomické. S¢éle
objevuji nové druhy a #émi se systém spolu s postavenim jednotlivych dritevoluci do

morfologického uspi@dani pinesla molekularni biologie a jeji nové metody ddfiei



skute&nou gFibuznost resp. konvergentnost jednotlivych taxde.g. Boidin et al. 1998,
Vlasék et al. 2009). Morfologicky zaloZena skupiyshyllophorales, kam s#adila tSina
chorodi, vzala za své, a v séasnosti jsou tyto houby rozptyleny panu v sytému hub.

ChorosSe a jiné igvni houby rostou kosmopolinvsude kde se vyskytne vhodny
substrat. Celkayjich bylo popsano okolo 1500 dniuh Znaného pokroku v jejich celkovém
poznani bylo dosazeno zejména v E¥topaproti tomu tropické oblastiigtavaji znané
pozadu. Zde se nabizeji zw&8roké moznosti pro nové studie. V gagnosti jsou fedevsim
popisovany nové druhy, sestavuji se ,check-listygumanych oblasti a daplji se Udaje o
rozSieni chorod (Kout et Vlasak 2009); prace stujici k podrobgjSimu poznani biologie a
ekologie se objevuji jen velmtizka.

V Evrope je to jiné. Pracovalo zde mnoho vybornych polypogd, mykolog:
specializovanych na choro3ovité houby. Rrdgvalé Ceskoslovensko bylo vyznamnou
baStou polyporologie uz od 30 let minulého sto{éti Pilat, Z. Pouzar, F. Kotlaba) a je
jednou z nejvice prozkoumanych zemi z hlediska adwré mykoflory. Je zde znamdep
200 druli choro® (Kotlaba 1984). | festo, Ze podrobné badani pakie tolik let, stale
mame moznost objevovat novinky v mykogeograifieské republiky (Kout 2008), diky
podrobnému gizkumu dive zanedbavanych oblasti, i pro rychlé mizegkterych druli
nebo naopak roz&ivani novych, invazivnich. Dosté&® podrobnd a ffgsna ekologicka
pozorovani maji podle mého nazoru dalektSivvyznam pro poznéni hub, nez taxonomické
hnidopiSstvi a &ko se sniuji se s tim, Zze &Sina mykolog je uchvacena rozdilem 1
mikrometr v pimérné délce vytrus (a snadno to opublikuje), ale nikoho nezajimagliiee
béZna houba prakticky zmizela z krajiny. Jsem take&sgdcen, Ze kvalitni ekologickd data
brzy ovlivni samotnou systematiku vic neZz podrobséudium anatomie hub.
Zdokumentujeme-li spolehlév dvé populace, anatomicky stejné, ale s vygaadliSnou
ekologii, nEélo by to byt podstem pro pracné porovnani molekularnich zZnakteré

definitivné rozhodne, zda jde o stejné nebareé taxony.

2. Cile prace

Cilem préce bylo zvladnout moderni genetické a kudéni metody charakterizace
hub a pouzit je ip feSeni konkrétnich problé&nv ekologii a systematice chofo&ivodnim
objektem studia ¥y byt populace chor@STrametes gibbosaktery je gikladem hojného,
invazivniho druhua Fomitopsis roseaktery je naopak druhem rychle mizejicim. \almthu



studia se na zakladvesnts nahodnych nalézmalo znamych nebo ohrozenych diuh

objevily dalSi objekty, kterym jsem sénoval po strance systematické i ekologické.
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4. Popula éni studie

4.1 Kout J, Vlasak J. 2007. Trametes gibbosa (Basidiomycetes , Polyporales )
in the USA and Canada. Can. J. Bot. 85: 342—-346.

V ¢lanku dokazujeme, zesbny evropsky choro$rametes gibbosae vyskytuje také
v USA a Kanad, & to seznamy druha griru¢ky k urtovani popiraji. Nalezy tohoto druhu
byly dosud ukovany jako tropickylLenzites (Trametes) elegaridikaz je proveden nejen
anatomickym zkoumanim, aletqulevSim produktivnim ikZenim monosporickych mycelii
z evropskych a americkych resp. kanadskyahtstPitom byl u americkych a kanadskych
jedinal zjiStn pozoruhodé maly pd@et parovacich faktéy ktery sed¢i pro nedavnou

kolonizaci z velmi malého p@tu zakladate.

The polyporeTrametes gibboséPers.) Fries, common in Europe and Asia, is teplor
from eastern North America for the first time. Sengbasidiospore cultures from
Pennsylvania, United States, and Quebec, Canad& mpared with each other and with
cultures from the Czech Republic. The North Amarigatercollection crosses were 60%
compatible and 100% compatible with the Czech cetuAll the crosses among the Czech
cultures were 100% compatible. The recent intradacof T. gibbosato North America is
suggested as a possible explanation for the limitachber of mating-type alleles and

subsequent incompatibility among the North Americaltures.



4.2 KoutJ, Vlasak J. Microsatellite DNA markers in the polypore Fomitopsis
rosea and their use for characterization of its relict p opulations in Vltava River
Valley, Czech Republic (manuscript).

Fomitopsis rosege vzacny choro$ specializovany na zachovaly bigboalesnich
rezervaci. Z genomové DNA bylo vyisolovano asi 3Rrosatelitovych lokus, ale jen dva se
hodily pro populani analyzu - jsou to prvni mikrosatelity pouzitépepul&ni genetice
chorodi. Ze znamych i nay zjisténych populaci na Uzentieské republiky byla izolovana
genomova DNA ze vSech jedina stanoven polymorfismus ¥chto dvou lokusech, a
vysledky byl srovnamy s velkymi populacemi z KarpatUSA. Interpretace vysletikje
obtizna pro velmi komplikovany charakter obou is@loych mikrosatelit, a proto se dosud
nepodailo tuto praci opublikovat ve &deckémcéasopise (pouze jako poster na mezinarodni

konferenci).

Fomitopsis roseas a rare polypore specialized at preserved habftairgin forest
reservations. From the genomic DNA was isolateduaBO microsatellites loci, but only two
of them are suitable for population analysis — ¢hase the first microsatellites used in
population genetics of polypores. It has been tsdlggenomic DNA from the known and
newly discovered populations in the Czech Repufsben all individuals and determined
polymorphism in these two loci, and the resultsemeosmpared with large populations from
the Carpathians and the U.S. Interpretation ofltessi difficult due to the very complicated
character of both isoloted microsatellites anddfeee this work was not published yet in the
scientific  journal (only as a poster at an inteov@l ~ conference).



5. Taxonomie choroS u

5.1 KoutJ, Vlasak J. 2009. Antrodia serialiformis from the eastern USA, a new
and abundant polypore similar to  Antrodia serialis . Mycotaxon 108: 329 —335.

Velmi hojny choro$ z vychodniho pi#Zi USA popisujeme jako novy druh s tim, ze
byl dosud mylg pokladan za &nouAntrodia serialisrostouci v USA anomatnna dubech.
Nasli jsme rozdily ekologické, anatomické, nekonipitu pii kiizeni monosporickych
mycelii s evropskymA. serialis a no¥ jsme provedli i sekvenovani ribosomalni DNA, jako

koneny dikaz.

A new and common polyporéntrodia serialiformisfrom eastern USA is
described. The species is very similar Aatrodia serialisand both species were
probably confused previously, baAt serialiformisseems to be living exclusively on
oaks. We present evidence that the new speciessliffomA. serialison account of its

much smaller spores, mating incompatibility, rDN&gaence and ecology.



5.2 Vlasak J, Kout J, Dvo fak D. 2009. Taxonomical position of polypore
Dichomitus albidofuscus : Donkioporia albidofusca comb. nov. Mycol. Prog.
(submitted).

PredevSim na zakl&d sekvenovani ribosomalni DNA dochazime k ¢&ay ze
extréemrg vzacny choro®ichomitus albidofuscupati do roduDonkioporiaa popisujeme
také novou kombinaci. Tento zakladnikdz podporujeme @vou anatomickou inspekci,
kde dokazujeme, Ze udavané anatomické rozdily rygem roduD. expansaa novym
druhem jsou nevelké, a jgeba jen nepodstatna emendace odakioporig aby zahrnul D.

albidofusca

We concluded that an extremely rare polypgdrehomitus albidofuscubelongs to the
genusDonkioporiaand also describe a new combination. It is basetth® basis of ribosomal
DNA sequencing especially. This basic anatomicatience is supporting by a careful
inspection in morphology, which demonstrates the teported anatomical differences
between the type dd. expansagenus and new species are small, and it is jusihstantial

emendation of the gennkioporiato includeD. albidofusca



6. Ekologie a mykogeografie

6.1 Kout J. 2008. Sistotrema dennisii (Basidiomycetes , Sistotremataceae ) —a
new species for the Czech Republic. Czech Mycol. 60  : 105-111.

Kratka zprava o prvnim nélezu choro3ovité houbyrsibtotremav CR. Resupinatni
rozdérka Sistotrema dennisiMalencon (BasidiomycetesSistotrematacedebyla poprvé
objevena WCeské republice. Nalezena houbaipétnenapadnym, pavinovité poroidnim
resupinatnim drukim a mohla byt dosud v terénieplizena. Jsou uvedeny typické znaky,

porovnani s podobnymi druhy, popis lokality a pamkg k rozsteni druhu.

Sistotrema dennisMalencon (BasidiomyceteSjstotrematacegavas discovered in
the Czech Republic for the first time. It is andnspicuous, resupinate species with arachnoid
pores that could have been neglected in the fighdracteristic features of this and similar
species are presented, together with a descripfitre locality and notes on its distribution.



6.2 Kout J, Vlasak J. 2009. Vzacne chorose z Ceské republiky, zejména
z jiznich Cech. Mykol. Listy 108 (accepted).

Komentovany seznam néatezvzacnych chorag které jsem n&hodn winil pfi
prazkumu vyskytuFomitopsis rosea jiznich Cechéach. Vyznamné jeigdevsim pozorovani
mohutné invaze teplomilného druhlrametes trogiji ktera ged rekolika lety nebyla

v Cechéach znama, adge hojna vsude, iifimo zde, weskobudjovickych parcich.

Numerous new finds are reported of the rare pobgpeous fungi from the South
Bohemia and other places in the Czech Republic.eSsprcies have been found only scarcely
before not only in CZ but wherever in Europe. Arslu@scription of the new locations in the
Czech Republic is given for each species. The rafvlakobserving of the invasion of

Trametes trogiis reported



6.3 Kout J, Vlasak J. 2009. Notes on two species of  Diplomitoporus
(Basidiomycota , Polyporaceae ) of Central America. Revista Mexicana de
Biodiversidad (accepted).

Zprava o nalezu dvou nedavno popsanych a proto stdlanych druin ze Stedni
Ameriky. Diplomitoporus dilutabilis Log.-Leite & J.E. Wright je poprvé zaznamenan
v Guatemale @iplomitoporus hondurensi@Murrill) Ryvarden byl sbiran v Belize. Obecny
koment& k rodu Diplomitoporus k jeho zastoupeni v Jizni ai&Ini Americe a pozici

VvV systému.

Two species oDiplomitoporusare studiedrom Central America and notes about
their distribution are presented. Notewortliplomitoporus dilutabilisLog.-Leite & J.E.
Wright is reported for the first time to Guatemalad Diplomitoporus hondurensi@urrill)
Ryvarden is found in a new locality from Belizelist of Diplomitoporusspecies cited from

America is presented.



6.4 Kout J, Vlasak J, Dvo fak D. 2009. New collections and ecology of rare
polypore Dichomitus albidofuscus . Czech Mycol. (submitted).

Ekologie a distribuce extrémdivzacného chorodichomitus albidofusculsyla
zkoumana \Ceskeé republice. V3echny lokalityCeské republiky se vykazuji stejny charakter
stredni nadmiské vysky, starych léss bukem, lipou, dubem, se substratem pomalu
umirajicich strom - smrki a jedli. SBry ze zahrarii vSak ukazuji, na mnohem Sirsi
ekologickou amplitudu. Hlavni sledovana lokallaalbidofuscuge velmi vytrvala, choro$

zde infikuje vSechny vhodné stromy, které se vygikyte velmi kratké vzdalenosti.

Ecology and distribution of extremely rare polypdd&homitus albidofuscusvas
explored in the Czech Republic. All localities frahe Czech Republic seem to have the same
character of medium altitude, old forest with bedtiden, oak, with substrate trees of slowly
dying spruce and fir intermixed. Collections fromor@ad, however, suggest much broader
environmental optimum. Once established on thelitgcd. albidofuscuds very persistent

here, infecting efficiently all perspective treeg bnly those occuring in very short distance.



7. Zaver

ChoroSovité houby p#t k nejvice prozkoumanym houbam. Vzdy budily zajem
milovnika prirody i piirodozpytd, protoZe jsou napadnou okrasouil@snavic se po#nng
dolie uchovavaji ve sbirkach. Jsou takéeditym faktorem lesnich ekosysténkde zajisuji
rozklad devni hmoty. V dnesni deélintenzivni exploatace lesnich komplese mnohé druhy
priblizily k hranici kritického ohrozZeni, protozZe igj pfirozené prosedi mizi velmi rychlym
tempem. Z hlediska ochrany jsou houby oproti oftatorganismim zna&né opomijeny a
jednim z divodi je i to, Ze se obtiZnprokazuje jejich Ubytek a jeSbbtizreji ztrata genetické
variability. Moderni techniky molekularni biologisak ginaseji zasadni pokrok ve studiu
hub, a nabizeji moznostgsrt zdokumentovat diverzitu taxéra snad i navrhnout vhodné
zpiasoby ochrany.

V ramci této doktorské prace bylo zkoumane&kailik druhi choro$ piedevsim
pomoci molekularnich a genetickych metod ugafch v bionomii a taxonomii vybranych
druhi.

1) Populani studie

* Evropsky choro$ outkovka hrbata'rémetes gibbogabyl poprvé potvrzen na
americkém kontinegt pomoci parovacich test monokaryotickych mycelii.
Kompatibilita mezi evropskymi a americkymi vzorkyl®d 100%, stejé jako mezi
z vytrugi riznych americkych jediricbyla navzgjentasto nekompatibilni, coz je jev
u vysSich hub velmi vzacny. Dva vzorky z Kanadyiraste na lokalitdch vzdéalenych
40 km, ngly stejné fi ze ¢tyf parovacich faktdr a jeden z nich sdilel dva respi t
faktory se vzorky z &kolik set km vzdalené Pennsyvanie. Uzky sortimerbpacich
faktoni jsme interpretovali jako invazi evropského druha 8everni Ameriky
z rekolika malo zakladatél a nepochybfijsme ngli pravdu. Prace byla inspirovana
vzacnymi nalezy v Pennsylvanii v roce 2001, vychaéze vzork sbiranych v roce
2006, kdy uz zde byla hojna, a v gsasné dob je Trametes gibbosa Pensylvanii
vibec nefastjSim choroSem v kazdém lese. Mrzi nas, Ze na téoi g roku 2007
neni dosud Zadny ohlas. Je$ice nas mrzi, Ze jsme nebyli schopni studovai tut

invazi ve ¥tSim rozsahu a podchytit tak jeji dynamiku a hlasmir.



Tady je teba zdraznit, Ze parovaci pokusy jsou sice standardnodiletu Fi
rozhodovani, zda @vpopulace hub p#tdo jednoho druh«i nikoli, ale jsou také
metodikou velmi pracnou, protoZe se musitedpvyizolovat 10-12 monosporickych
mycelii z kazdého jedince, vSechna vzajémkiizit a ugit tak 4 fizné parovaci typy
od kazdého, pak vSechrigverice z Evropy i z Ameriky vzajenenzkiizit, aby se
prokdzala vzajemna kompatibilita kontinentalnichorkd a pak je&t vSechny
evropské zkZzit se vSemi americkymi. | v naSem skrévkoncipovaném pokusu se
dvéma vzorky z Kanady, dna z Pennsylvanie (USA) gemi zCeské republiky bylo
treba pouzit asi 1000 ploten, vSechny stérdaatkovat, kultivovat, zhodnotit baraze,
vyfotografovat, a opakovansterilne odebirat mycelia a mikroskopovat. Na préci
s vice vzorky, kter4 by dal&gsrejSi informace, je tato metoda téimerealizovatelnd,
a misto ni je ieba pouzit molekularni metody, které sice vypaddpizite, ale

v konkrétnim provedeni jsou daleko jednodussi.

Nadher vybarveny druhFomitopsis rosege presré opa&nym gipadem vzacného
choroSe specializovaného na zachovaly biotop pradesrezervaci v Evr@p Jeho
striktné vyhraréné pozadavky na substrat starych simkteré nebyly fed odunienim
zni¢eny kirovcem a staly suché pekolik let, hotadi na seznam ohrozenym diiuh
Prace byla inspirovana tim, Ze jsem se svym Sketiteobjevil 12 novych, velmi
malych, reliktnich populaci v tdoli Vitavy a tirmje jejich péet vCR rozsfili na
trojndsobek. CRti jsme zjistit, zda se tyto malé, nizinné populaggak liSi od
velkych v pralesich na Bouliina Zofit a od je® wvétSich v Karpatech a
v severovychodnich USA.

Na tomto objektu jsem @thl nejvic prace: extrahoval agdisti DNA ze
vSech jedint malych populaci a ze zastupeelkych, osekvenoval ribosomalni DNA
u vSech vzork, vyisoloval jsem zgenomu komplikovanou metodou &6
mikrosatelitovych lokus a jediné dva, které se hodily pro pogmiaanalyzu, jsem
amplifikoval ze vSech asi 100 vzdrk stanovil na PAGE elfo a nakonec jest
osekvenoval. Vysledky s mikrosatelitem Fro2 ukazefidivnym snrem: co do
alelické diversity jsou malé Vitavské populace viagiabilni nez velké #eskych
pralesi a ty zase vice nez velmi velké zahtaii Frol6 dava unikatni alely @&tginy
jedinai, ale ¥tSinou homozygotni. Interpretace ziskanych daejevobtizna a proto
se mi nepoddlo vysledky opublikovat fed koncem doktorského studia.



2) Taxonomie choros&

Béhem studia populaci jsem narazil ngkaolik taxonomickych probléify které jsme
se Skolitelem vkesili s pouZitim naSich genetickych a molekularniethnik. Ze tyto prace
poctem i dosazenym impakt faktorentepySuji populani studie je jen ikazem toho, Ze
taxonomické w¥ci se publikuji snaze a rychleji. Kombinaci morfgils, sekvenace ribosomalni

DNA a kiizeni mycelii (jen v fipact A. serialiformig byly zpracovany d¥ studie.

» Popis nového druhu z Uzemi USAAntrodia serialiformis rostouciho hoj& na
dubech. Jde o krypticky druh, ktery byl povazovammkroskopicky velmi podobnou
outkovkutiadovou Antrodia seriali3.

e Pozoruhodny chordSichomitus albidofuscubyl pred rekolika malo lety znam jen ze
dvou lokalit na seté. Pritazeni do pochybného roddichomitusnebylo spravné a
tento taxonomicky problénesi dalSi publikace. \&8i morfologie je tér¥ totoZzna
s rodem Donkioporia a tento Usudek byl potvrzen nejen podrobnym etudi
mikromorfologie, ale i ITS Useky. Byla proto nawnzenova kombinacBonkioporia

albidofusca

3) Ekologie a mykogeografie

Nekolik dophiujicich praci se zabyva ekologii a rdesim vzacnych druh nahods
nalezenych f prizkumuFomitopsis roseaebo v zahraxi.
 je uveden jeden novy druh pt@skou republiku -Sistotrema dennisii
« nekolik vzacnych drub chorod bylo zaznamenano na tzemi jizn{otch
* objev donedavna endemického dribiplomitoporus dilutabilis
z Brazilie v Guatemale

« upresreéni rozsfeni a ekologi®ichomitus albidofuscus CR

Predkladana doktorska praceinasSi dikazy, Zze genetické a zvldStmolekularni
metody jsou mocnym nastrojenyi pstudiu variability hub. ¥fim, Ze @i jejich SirSim
pouzivani ziskame poznatky uniofici porozungt jejich biologii v dosud nebyvalé e
Pokud jde o choroSe, snad jsem vzbudil zajem budbustudent i jinych ¢étendt o tuto

velmi zajimavou a &decky perspektivni skupinu hub.



