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Tento text nebyl pavodné zamyslen jako skripta, nybrz jako mé poznamky k pfednaskam
kursu Uvod do experimentalni mykologie, jenz byl vypsan katedrou mikrobiologie a
genetiky PFF UK poprvé vroce 1994. Pozdéji byl text pravidelné rozSifovan a
aktualizovan a doplnén o dalSi obrazky, tabulky &i odkazy, aby byl uziteCny i
k samostatnému studiu; posledni upravy byly u€inény v roce 2021. Pfesto, anebo pravé
proto muze Ctenar v textu nalézt nejasné pasaze nebo nepresnosti; prosim pak, aby mne
na takova mista bez vahani upozornil.

Text obsahuje fadu informaci, grafl a obrazkd. Kromé mych vlastnich (resp. z mého
archivu; autory fotografii jsou v tom pfipad& kromé& mne Oldfich Benada, Zdené&k Zizka,
Pavel Bfichacek, Karel Svec a Vojtéch Tlaskal) jsou u obrazk( &i graft vzdy uvedeny
puvodni zdroje. Pokud nékdo chce uzit tento text, i obrazky dale, necht prosim vzdy
uvede zdroj.
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Kapitola I. Ziskavani a uchovavani kultur vyssich hub

1. Sbirky kultur hub

Podobné jako v pfipadé jinych mikrobiologickych modell(, nové kmeny hub je
mozné ziskat bud z jinych sbirek (samozifejmé kultur, ne plodnic), nebo isolaci z
prirodniho materialu. Sbirkové kmeny pfichazeji jako mycelia ve zkumavkach na Sikmych
agarech v drfevénych Ci kovovych pouzdrech, umoznujicich bezpeCnou posStovni
prepravu. Zatka byva nékdy zalita voskem. Spole¢né s materialem byva vzdy pfiloZzen
doklad obsahuijici latinsky nazev houby, sbirkové oznaceni (Cislo kmene) a slozeni
agaroveé pudy.

Kazda mezinarodné registrovana sbirka mikroorganismi ma své oznaceni, které
se pouziva spolu s &islem kmene pfi jeho specifikaci. V Ceské republice jsou v
soucasnosti vétsi sbirky dvé, v Mikrobiologickém ustavu AV CR Sbirka kultur
basidiomycetu, obsahujici cca 600 kmenu z ca 250 druht (oznaceni CCBAS) a brnénska
sbirka mikroorganismt (CCM). Mezi nejvyznamnéjSi zahrani¢ni sbirky hub patfi
americka typova sbirka mikroorganismu (ATCC), holandska sbirka v Baarnu, pozdéji v
Delftu (CBS), kde je uloZeno vice nez 30 000 kultur a sbirka v Mykologickém Institutu v
Kew v Angli (CMI). Dalsi vétSi sbirky jsou napf. Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM) v Braunschweigu, Forintek Canada v Ottawé
(FTK) nebo sbirka Pasteurova Institutu v Pafrizi (IP). Vétsi ¢i mensi sbirky kultur hub v§ak
samoziejmeé existuji na kazdém pracovisti, kde se s kulturami hub pracuje.

2. Isolace novych kmenU z pfirody

Isolace hub z pfirody je druhou moZznosti, jak ziskat nové kmeny hub resp. jak
doplnit vlastni sbirku kultur. Pro uspésSnou isolaci je vSak tfeba dodrzet nékolik
zakladnich pravidel. Pfedevsim, k isolaci je tfeba vybrat zdravé a hmyzem nenapadené
(necervivé) plodnice, které byly bezpecné taxonomicky zafazeny. Prakticky se isolace
provede tak, Ze plodnice se rozlomi a sterilnim skalpelem se vyfizne maly kousek tkané,
ktery se prfenese do zkumavky (nebo na Petriho misku) s pfedem vysterilisovanou
agarovou pudou. Popsana operace vypada velmi jednoduse, ale zkusenost pravi, Ze pro
uspésnou isolaci je tfeba dlouhodobé praxe. Je lepSi zaoCkovat vice zkumavek €i misek
vzorky z rliznych ¢asti plodnice a je rovnéz €asto vyhodné pouzit alespor dvou raznych
agarovych pud (viz dale). Velmi Casté bakterialni infekce je mozné omezit pfidavkem
streptomycinu do agarové pudy a nékdy pomulze i povrchova desinfekce plodnice.
Pouziva se k tomu ucelu napf. roztok chloraminu nebo peroxidu. S etanolem nebyvaiji
zpravidla dobré zkuSenosti.

3. Pudy a média pouzivané pro uchovavani kultur hub

Houby se liSi svymi naroky na vyzivu a prostfedi a totéz plati i o jejich mycelialnich
kulturach. Neexistuje tedy jedna universalni puda, ktera by byla optimalnim médiem pro
kultivace vSech druhl hub. V zasadé se pudy (pevné i tekuté) rozdéluji na mineralni a
komplexni. Mineralni pudy obsahuji pfesné definovana mnozstvi zivin a pfipravuji se
rozpusténim prislusnych mineralnich soli a dalSich latek (napf. glukdza) v destilované
vodé. Komplexni pldy navic obsahuji latky, jejichz pfesné slozeni nebyva vyrobcem
uvedeno, nebot to dost dobfe nejde (kukufiCny extrakt, sladinka, kvasni¢ny extrakt atd.).



Komplexni pldy obsahuji vét§i mnozstvi Zivin nez pidy mineralni a pro isolace hub z
pfrirodniho materialu i pro dlouhodobé uchovavani mycelialnich kultur jsou vhodnéjsi.

Nejobyklejsi pudy pouzivané pro udrzovani sbirek kultur hub obsahuiji sladinku
(malt extract), kukufiCny extrakt (corn-steep liquor, cornmeal extract) nebo kvasnicny
extrakt (yeast extract). Nékdy se do pad pfidavaji i vytazky (vyvary) z nejriznéjSiho
pFirodniho materialu, napf. z ploda tfeSni, brambor, ovesné mouky, z vétviCek nékterych
strom( atd. — vesmés podle ziskanych zkuSenosti. Teorie zde zadna neni. Navody k
pudam lze nalézt v pfislusné odborné literature.

Pfipravené pady se standardné sterilisuji autoklavovanim. Je ale vhodné si
uvédomit, Ze ackoliv jde o fysikalni proces, dochazi pfi ném i k zménam ve sloZeni média.
NapF. 20-minutova sterilisace pfi 121 °C a pH 6 snizuje obsah dusiku v rozpustné formé
v médiu na 30 % v pritomnosti stopovych prvki a na 45 % v jejich nepfitomnosti. Po
jednohodinové sterilisaci za stejnych podminek klesl obsah glukézy na 35 % v dusledku
karamelisace.

Proto se v nékterych pfipadech pady sterilisuji filtraci, resp. ¢ast se autoklavuje a
¢ast, obsahujici kovové ionty popf. vitaminy se filtruje a plda se kompletuje az pied
inokulaci. Casto je nutné upravovat pH. Provadi se to roztokem HCI nebo NaOH jesté
pred autoklavovanim a u pevnych pld pred pfidavkem agaru. Tekuté a agarové pudy
se obvykle autoklavuji po dobu 20 minut, slamu, piliny, vétvicky apod. je Iépe klavovat
alespon dvakrat, nejlépe s jedno- az dvoudenni prodlevou (kvuli zahubeni spor plisni).

Urcité moznosti pfinasi i sterilisace y-zafenim, ktera nevede ke zméné chemickych
vlastnosti substratu, avSak v praxi se pouziva zfidka, nebot vétSina pracovist’ tuto
moznost nema. V Praze je mozné vyuzit sluzeb Muzea v Roztokach u Prahy (kde je k
dispozici kobaltovy zafi€). Pro hubeni hmyzu obvykle postacuje davka 500 Gy, pro
hubeni plisni a hub ca 18 kGy a pro sterilizaci dalSiho materialu ca 27 kGy; podle
zkuSenosti vSak v pfipadé zalozeni dlouhodobéjSiho experimentu (mésice Ci roky) je
vhodnéjsi posledni davku zopakovat 2x (tj. Celkem 54 kGy). Podminky a cenik Ize nalézt
na strankach StfedoCeského muzea v Roztokach u Prahy (https://www.muzeum-
roztoky.cz/odborna-cinnost/262-konzervacni-ozarovaci-pracoviste).

Obr. 1. llustraéni foto z webu StfedoCeského muzea v Roztokach u Prahy. Uprostfed
kovovy valec s vlastnim zdrojem y-zareni (°°Co).



Obr. 2. Starsi typ parniho sterilisatoru. Tento typ (Neufelduv) byl pouzivan v C. K.
chorobincich a umoznoval “sterilisaci chirurgickych pfistroju, Satstva i celych divant”. Z
knihy “Malicti nepratelé” (cca 1915). Tu mi bohuzel nékdo ukradl.

U sbirkovych kultur byva obvykle v katalogu sbirky uvedeno, na jakych pudach je
kultura udrzovana. Nékolik pfikladl je v nasledujici tabulce:

kmen puda
Agrocybe aegerita CHA, MA2
Boleltus edulis CHA, MA2
Cortinarius sulphureus BAF, Modess
Daedalea quercina CHA, X
Fomes fomentarius CHA, MA2
Neobulgaria pura MA2, OA
Phallus impudicus MA2, X
Polyporus squamosus CHA, MA2
Trametes versicolor CHA, MA2
Ustilago maydis CHA, MA4
Xerocomus baudius CHA2, Modess
Xylaria hypoxylon OA + dubové vétvicky

NejbéznéjSim zpusobem dlouhodobého uchovavani mycelialnich kultur je jejich
kultivace na Sikmych agarech. Obecné plati, Ze kultury se uchovavaji po dobu jednoho
az dvou meésicu pfi teploté 4 °C a pak se kultury pfeockovavaji do novych zkumavek.

ModernéjSim zpasobem je uchovavani mycelialnich kultur pfi velmi nizké teploté.
Schopnost organismU prezivat zmrazeni a rozmrazeni je znama od pokust Henryho
Powera, ktery v r. 1663 uspésné zmrazoval a rozmrazoval nematody. Pfi ochlazovani
dochazi jednak k tvorbé krystalkd ledu, jednak k zvySovani koncentrace soli. Rada hub
pfi ochlazovani produkuje latky, které pravdépodobné funguji jako osmoregulatory; napf.
Penicillium chrysogenum nebo Saccharomyces cerevisiae produkuji glycerol,
Phytophtora cinnamoni nebo Mucor hiemalis produkuji prolin atd.
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Teplota, pfi které jsou kultury uchovavany, je do znac¢né miry dana dostupnou
technikou. V hlubokomrazicich boxech je mozné dlouhodobé& dosahnout teploty -20 az -
40 °C, pomérné bézné je i uchovavani kmend v ampulich obsahujicich 10% vodny
glycerol pfi teploté -196 °C (v kontejnerech s kapalnym dusikem). Ne vSechny houby ale
tento zplsob uchovavani snaseji; na prikladech je uvedena procentova Zzivotnost
nékterych fadu basidiomycetl po 48 hod v kapalném dusiku:

Aphyllophorales 75 % (138 testovanych
kmen()

Agaricales 53 % (113)

Gasterales 100 % (1)

Pfi tomto zpusobu uchovavani kultur hraje velmi dulezitou roli rychlost
ochlazovani resp. rychlost rozmrazovani preparatl. Ta je zavisla na pouzitém
kryoprotektivu. Napf. pro ¢ervené krvinky je optimalni rychlost ochlazovani -30 °C/min v
glycerolu a -1 °C/min v dimethylsulfoxidu.

Existuji i dal§i zplUsoby uchovavani kultur, napf. na agarovych puldach
pFevrstvenych olejem nebo na bezvodém silikagelu v exsikatoru. Tyto zpusoby se vSak
v praxi vyuzivaji jen ve velmi omezenych pfipadech. Podrobnéji se této problematice
vénuje napf. D. Smith v knize Maintenance of Microorganisms, A manual of Laboratory
Methods (B. E. Kirsop a J. J. S. Snell, Eds., Academic Press, London 1984). Radu
informaci lze nalézt i v novéjSich pracich na webu.

Prehled nejbéznéjsSich kultivacnich médii najde zajemce mj. v obSirné knize Atlas
R. M., Handbook of Microbiological Media. CRC Press 1993. Dilko ma 1079 stran.

Obr. 3. Kultury dfevomorky domaci (Serpula lacrymans) v Petriho miskach, kultivované
na dfevénych S3paliCcich, ulozenych v agarovém lozi. Viditelné jsou rhizomorfy,
opoustéjici misky a hledajici zdroj vihkosti a Zivin jinde.



Kapitola Il. Zpusoby kultivace vyssSich hub

Kultivace hub, podobné jako kultivace vétSiny mikroorganismu, se rozdéluji podle
toho, zda houba roste v tekutém médiu nebo v pevném substraté. V tekutém médiu je
mozné bud kulturu michat (tfepat; submersni kultivace; houba pak roste v celém objemu

média) nebo ji ponechat v klidu (stacionarni kultivace; houba vytvari kobercovy narist
vyluéné na povrchu média).

1. Submersni kultivace v tekutych pudach

Patrné nejCastéjSim zpusobem kultivace vySSich hub je submersni kultivace v
tekutych pudach. Bariky jsou po inokulaci umistény na tfepacku, kde je teplota udrzovana
na konstantni vysi. Trepani zajiStuje nejen rovnomérny pfisun Zzivin, ale i vzdusnéni.
Kultura ma vzhled drobnych ¢i vétSich kulicek (mycelialnich pelet). Pelety dosahuji
velikosti obvykle od 2 mm do dvou cm a jsou tvorfeny spleti hyf. Je tfeba poznamenat, ze
po morfologické strance neni rozdilu mezi myceliem tvoficim plodnice hub v pfirodé a
mezi hyfami resp. myceliem tvoficim pelety.

Obr. 4. Submersni kultura basidiomycetu Phanerochaete chrysosporium. Vlevo 10-denni
kultura ziskana kultivaci v pfitomnosti kademnatych iontl, vpravo kontrola. Zména barvy
nebyla nikdy objasnéna.

Inokulace se provadi bud z agarovych misek zplsobem, ktery je uveden v
odstavci o stacionarnich kultivacich, nebo ze submersnich kultur. V takovém pfipadé se
k inokulaci pouzivaji sklenéné pipety s ufiznutou Spickou, €i modré SpiCky rovnéz s
ufiznutou Spickou (vétsi pramér je nutny k pipetovani pelet, jejichz praimér dosahuje
Casto az pul cm).



Obr. 5. Struktura pelety basidiomycetu Daedalea quercina. ZvétSeni 2 888x. Na obrazku
vpravo jsou dobfe patrné prfezky na myceliu.

Spicky pipet nechame ufiznout u sklafe, nebo si je sami ufizneme nozem na sklo
a fez ve svitivém plameni otavime. Plastikové Spicky pro automatické pipety se pro
inokulace pfilis nehodi, ackoliv je mozné je po sefiznuti pouzit taktéz. Vyhoda
sklenénych pipet je pfedevSim ve vétSim objemu inokula, které Ize do pipety nasat;
ponechame-li pipetu chvili ve svislé poloze v klidu, pelety klesnou ke Spicce pipety a ve
stejném objemu se pak nachazi mnohem vétsi mnozstvi biomasy.

K inokulaci se obvykle pouZziva kultur z kratkodobé kultivace (z exponencialni faze
rustu, viz kapitola lll), aCkoliv v nékterych pfipadech vede pouziti starSiho inokula (ze
stacionarni faze) k vys$sim vytézkum (tolik zkuSenost).
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Obr. 6. Vliv stafi inokula na vytéZek kultivace u Aspergillus oryzae. Horni kfivka: inokulum
ze stacionarni faze rastu, spodni kfivka: inokulum z exponencialni faze. Z knihy Fungal
Physiology (D. H. Griffin, Wiley-Liss 1994). Z této knihy je pfevzata i fada dalSich graft.

Kultivace trva nékolik dnl (vyjimecné pfes dva tydny) a jeji délka zavisi na

mnozstvi inokula a zZivin obsazenych v plidé. Provadi se nej¢astéji v 250 ml kultivanich
bankach uzavienych buni€inovym nebo molitanovym uzavérem, teplota se voli nejbliz
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teplotnimu optimu znamému pro dany mikroorganismus. U vyS8Sich hub se pouziva
zpravidla 25 az 28 °C.

Trepacky se podle zpusobu pohybu rozdéluji do dvou skupin; bud jsou rotaéni
(orbitalni), nebo reciproké. Rotacni tfepacka pohybuje bafikami po kruznici a umoziiuje
obvykle nastavit pfesny pocCet ota€ek za minutu. Reciproka tfepacka pohybuje barikami
pouze v jednom sméru tam a zpatky a udava se u ni pocet cykll (pohybu tam a zpét) za
minutu. Pocet cyklu Ize u reciprokych tfepacek ziidkakdy regulovat.

Typ tfepacky a druh kultivaéni banky (resp. délka hrdla bariky) jsou urcujici faktory
pfi pInéni banék padou. Tekuté pldy nesmi byt v bafice mnoho, jinak Splicha az do zatek,
které zvlhnou a nepropoustéji jiz tak dobfe vzduch. Do 250 ml kultivaéni banky Ize s
uspéchem pouzit 70 ml pady na reciproké tfepacce, a asi 80 ml na rotacni. Pfi plnéni je
nutno uvazovat i objem inokula, ktery se obvykle pohybuje u inokula ze submersni kultury
mezi 3 a 5 ml na bariku.

SloZeni tekutych pud se od pevnych liSi pouze tim, Ze neobsahuji agar.

Obr. 7. Orbitalni tfepacka v akci.
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2. Stacionarni kultivace v tekutych padach

V nékterych pfipadech je vyhodnéjsi (anebo dokonce nutné) kultivovat houby za
stacionarnich podminek na tekutych pudach. V takovém pfipadé je pfiprava kultivacnich
banék i postup inokulace naprosto shodny jako ve vySeuvedeném pfipadé, ale banky se
umistuji do termostatované mistnosti do polic.

Je-li tfeba v prubéhu kultivace dodavat kulturam kyslik, banky se neuzaviraji
buni€inovou zatkou, nybrz gumovou, ve které jsou provrtany otvory pro dvé sklenéné
trubi¢ky s nasazenymi hadickami. Do hadiCek se pred sterilisaci vlozi smotek vaty a
hadiCky se uzaviou bezprostfedné po sterilisaci Sroubovymi nebo draténymi tlackami. Pfi
vzdusnéni se pfipoji pfivod kysliku z tlakové lahve pfes regulacni ventil k jedné hadicce,
obé tlacky se uvolni a banka se po pozadovanou dobu promyva kyslikem. Po ukonceni
promyvani se privod kysliku odpoji a obé tlacky se uzavrou. Pfi pfipravé zatek je dobré
si ovéfit, zda hadicky snesou sterilisaci (autoklavovani). Ne kazdy material Ize totiz s
uspéchem autoklavovat.

3. Stacionarni kultivace na pevnych pudach

Pevné agarové pldy se pfipravuji pfidavkem 2 az 3 % agaru do pfislusné tekuté
pudy. pH se upravuje na pozadovanou hodnotu pfed pfidavkem agaru a pred
autoklavovanim. Pro bézné kultivace postaci dvouprocentni agar, tfiprocentni je vyhodny
tehdy, chceme-li kulturu pouzit jako inokulum pro dalSi kultivace. Agarovou misku
oCkujeme tak, Ze opalenym korkovrtem vydloubneme na okraji kultury valecek, ktery
potom sterilni Spachtlickou - opalenou v plameni a ochlazenou v lihu - vyjmeme a opatrné
polozime do stfedu nové misky. Tfiprocentni agar je vyhodny v pfipadé kultivaci
nékterych druh( hub, které v prabéhu rustu vyluuji latky agar rozpoustéjici (napf.
Pycnoporus cinnabarinus). PfeoCkovani takovych hub je potom snadnéjsi.

Obr. 8. Kultura basidiomycetu Stereum hirsutum po péti dnech kultivace na agarové pudé
s glukdézou a kukufiénym extraktem. Vytvafi kruhovou kolonii se stfedem v misté
inokulace. Rust Ize méfit pravitkem.
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Obr. 9. Vlevo kultura vaclavky (Armillaria sp.): roste pomalu, vyZzaduje zna¢nou vihkost.
Vpravo kultura dfevomorky (S. lacrymans): roste rychle i za relativniho sucha.

Obr. 10. Vaclavka (A. mellea) po péti tydnech kultivace: na obrazku jsou hezky vidét
rhizomorfy, které v pfirodé mohou dosahnout délky az nékolika metrd. V kultufe se vSak
takové rhizomorfy tvofi zpravidla velmi vyjime&né (viz pfedchozi obrazek).

Dfevokazné houby se Casto kultivuji i na jinych nez agarovych substratech.
Pouziva se napf. mleta slama, piliny nebo dfevéné SpaliCky. V pfipadé jemné mleté
slamy se kultivace provadi v minimalné ctvrtlitrovych Erlenmeyerovych barkach, které
jsou plnény asi 3 cm vysokou vrstvou slamy. K odvazenému mnozstvi slamy se pfidava
destilovana voda. Optimalni (vahovy) pomér slamy (nebo jiného substratu) a vody je
zpravidla nutné pro kazdy organismus vyzkouSet. Dobfe nékteré huby rostou i na
ovesnych vlockach, ¢i jejich smési s pilinami.
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Obr. 11. ZaoCkované kultury izolovanych basidiomycetl na listech a vétvickach
rdznych stroma.

Obr. 12. Vlevo kultury outkovky rumélkové (P. cinnabarinus) a vpravo hlivy ustficné
(PI. ostreatus), rostouci v barikach na mleté slamé.

V této tabulce je pro orientaci uvedena optimalni vihkost substratu pro kultivace
nékterych hub:

organismus substrat optimalni vihkost v
%
Coprinus sp. slama 65
Mucor dispersus otruby 50-63
Penicillium capsulatum fipa 60-80
Aspergillus oryzae ryze 40

K inokulaci se pouzivaji agarové valeCky vydloubnuté sterilnim korkovrtem z
okraju dobfe narostlé agarové misky. Do jedné banky se obvykle nedava vice nez dva
agarové valecky. Rada hub na téchto substratech snadnéji fruktifikuje, proto jsou ob&as
v laboratorni praxi pouzivany. Je vSak nutno podotknout, Ze jde o experimenty
dlouhodobé, nebot prvni plodnice se u fady hub objevuji asi az dva mésice od inokulace.
Nékteré pramyslové procesy téz vyuzivaji kultivaci hub na pevnych substratech.
VétsSinou jde o zemédélské nebo potravinaiské odpady, napf. slama, obili, ryze, jablka
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atd. Takto se ziskava napf. kyselina citronova (A. niger), cephalosporin C (A.
chrysogenum), gibberelova kyselina (G. fujikurol) apod. Téz pfiprava sojové omacky ma
zaklad v kultivaci hub na pevnych substratech.

Stacionarni kultivace jsou zakladem péstovani jedlych hub. To se pochopitelné
neprovadi v barnkach, ale v pytlich, obsahujicich vhodny substrat, na liskach v péstirnach
nebo pfimo na zaoCkovanych pafezech nebo polenech. Vzhledem k ¢im dal vétSimu
mnozstvi literatury vénujici se praktickym aspektim péstovani jedlych hub (napf.
Péstovani jedlych hub, I. Jablonsky, A. Srb a V. Sasek, SZN 1985 nebo Pestovanie hub,
A. Ginterova, Priroda /Bratislava/ 1985, Jedlé a IéCivé houby a jak je péstovat, I.
Jablonsky, M. Koudela, V. Sasek, 2019) nebudeme tuto &ast podrobnéji popisovat.
Mnoho navodu Ize nalézt také na webu, pfili§ se od sebe nelisi. Zajemcim ale doporuduji
predevsim texty od zkuSenych €eskych autort z oboru.

Obr. 13. Plodnice hub na slamé po 60 dnech kultivace. Zleva Stropharia rugusoannulata,
Psilocybe cubensis a Coprinopsis atramenta. Plodnice hnojniku C. atramenta zpravidla
zanikaji (zcela autolyzuji) b&€hem 1-2 dnu i v laboratornich podminkéach.

Obr. 14. Mycelium S. lacrymans na smrkovém Spalicku.
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Kapitola lll. Rust kultur hub

1. Méfeni rlstu

Rustem kultury se obvykle rozumi pfiristek biomasy po urcité dobé inkubace.
Nejrozsifenéjsi a nejjednodussi metodou, jak sledovat rlst houbové kultury je méreni
suché vahy. Kultura je Zfiltrovana pfes pfedem zvazeny filtrani papir a po urcité dobé
suseni pfi 105 °C (obvykle 24 hod) je po vyrovnani teploty na laboratorni opét zvazena.
Vzhledem k tomu, Ze vazeni patfi obecné mezi nejprfesnéjsi metody, dava tento zplasob
pfi standardnim provadéni velmi pfesné vysledky. Pouziva se pfedevsim pro kultury na
tekutych ptdach; pro vétsi spolehlivost a reprodukovatelnost se zpravidla vazi obsah tfi
az péti banék.

U pevnych pud je nejjednodussi metodou zjiStovani rstu méreni priiméru kolonie
v urCitych ¢asovych intervalech (obvykle staci 24 h). Na rozdil od pfedchozi techniky je
tento zpUsob nedestruktivni a umoznuje sledovat jednu kolonii kontinualné po fadu dna.
Tato metoda vSak nezahrnuje vertikalni rast a proto rustova kinetika takto ziskana se
muze liSit od vysledku zjisténych vazenim. Linearni rust vlaknitych hub je mozné rovnéz
sledovat v dlouhych trubicich.

Pravdou je, ze k takovému zjisStovani postacuje pouze pravitko €i Suplera, coz
nékdy mulze navozovat dojem “starobylosti’ (zejména u apostold molekularné-
biologickych technik), avSak na vysledky takto ziskané, zvlasté jsou-li ziskany z vice
opakovani (alespon tfi, Iépe vSak péti paralel) je vZdy spoleh. Tolik letitd zkuSenost.
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Obr. 15. Linearni rast Neurospora sitophila v trubici 1,5 m dlouhé.
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Obr. 16. Linearni rust dfevomorky domaci (S. lacrymans) v trubici plnéné smési
ovesnych vlocek. Rychlost rlstu byla cca 0,5 cm/den (jisté k velké radosti maijitelu
napadenych nemovitosti). Primeéry trubic byly 2, 3, 4 a 5 cm, délka od 20 cm do jednoho
metru.

Nastup instrumentalnich analytickych metod, zejména vysokoucinné kapalinové
chromatografie, do bézné laboratorni praxe, umoznil méfeni rastu hub na zakladé
stanoveni koncentrace urcitych specifickych metabolitd. Tak bylo napf. popsano
stanoveni glukosaminu v rostlinnych tkanich napadenych pathogenem Puccinia graminis
var. tritici. DalSimi metabolity, jejichZ koncentrace je pfimo umérna houbové biomase,
jsou ergosterol nebo chitin (jehoz hydrolyzou se uvoliuje jiz zminény glukosamin).

Tyto metody maji svlj vyznam predevsim pfi studiu ristu smiSenych populaci hub
a bakterii. Ergosterol jako typicky houbovy metabolit se bézné stanovuje kapalinovou
chromatografii (HPLC), jako typicky bakterialni metabolit je mozné sledovat napf. a,e-
diaminopimelovou kyselinu.

Obsah ergosterolu kolisa ov8em u raznych hub; ziskané vysledky je tedy nutné
posuzovat i z tohoto hlediska a pfed experimentem je vhodné si zméfit vlastni kalibracni
kfivku (hmotnost mycelia vs. obsah nalezeného ergosterolu). Obsah ergosterolu v
nékterych houbach udava nasledujici tabulka.

organismus ergosterol (% susiny)
Volvariella volvacea 0,4
Lentinus edodes 0,27
Agaricus bisporus 0,27
Pleurotus sajor-caju 0,13
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Kone¢né je mozné v nékterych pfipadech méfit rist na zakladé respirace (tj.
méfenim uvolfiovaného CO29). Pocitani bunék, bézné u kvasinek a bakterii, nepfichazi u

vlaknitych hub samozfejmé v uvahu.

Obr. 17. Kultura Agrocybe perfecta na zaoCkované slamé, prevrstvené pladou. Proristani
hyf do pudy Ize velmi dobfe sledovat pravé pomoci analyzy obsahu ergosterolu. Plodnice
se tvori asi 40 az 60 dni od inokulace.

2. Analyza rastovych kfivek

Vyneseme-li do grafu zjisténé hodnoty houbové biomasy proti Casu, ziskame
rustovou kfivku. Analyzou ristovych kfivek je mozné u submerznich kultivaci zjistit lag-
fazi, fazi exponencialniho rastu, fazi linearniho ristu, stacionarni fazi a fazi odumirani
Kultury.

18



800}  #-MALT EXTRACT BROTH
A-BASAL MEDIUM

100}

600}

500 -

400 |-

Cry weight (mg)

300

200

100 p

4] J 1 1 | 1 1
4 8 2 16 20 24 28

Time (doys)

Obr. 18. Rulstové kfivky basidiomycetu Pycnoporus cinnabarinus ze submersnich
kultivaci na dvou rdznych médiich.

Podobné jako v pfipadé bakterialnich kultur, lag-faze odpovida pfizpisobovani
mikroorganismu novym podminkam, mize zahrnovat indukci nebo derepresi nékterych
enzymU vyuzivajicich dostupné ziviny. Po této fazi kultura prechazi do faze
exponencialniho rastu. U vsadkovych jednorazovych kultivaci dochazi ovSem postupné
k vyCerpani zivin, a rust kultury se zpomaluje, az kultura dosahne stacionarni faze. Toto
zpomalovani rastu muze byt vyvolano nejen ubytkem zZivin, ale i zménou tenze kysliku,
zménou pH nebo zvySenim koncentrace nékterého toxického extracelularniho
metabolitu.

V priutokovych (kontinualnich) fermentorech, kde jsou Cerstvé Ziviny kontinualné
dodavany, je mozné exponencialni fazi ristu udrzovat v podstaté neomezenou dobu (viz
napf. Gabriel J.: Development of soil microbiology methods: from respirometry to
molecular approaches. J Ind Microbiol Biotechnol 2010, 31:1289-1297).

Matematicky popis rastovych kfivek je ponékud odlisny od obvyklého popisu tak
jak jej zname u bakterialnich kultur. Jiz v 50. letech minulého stoleti bylo zjisténo, Ze
exponencialni rust kultury Neurospora cardia (kultivované submerzné) lépe popisuje
rovnice

X1/3t = X1/30 + kt

kde x je sucha vaha a k je konstanta. Tato odliSnost je patrné dana tim, Zze zatimco v
pripadé jednobunécnych organismu jsou ziviny v kazdém okamziku dostupné vSem
bunkam, u vlaknitych hub tomu tak neni. Pfi submerzni kultivaci tvofi vlaknité houby
pelety, jejichz velikost je Casto az nékolik milimetrd. Koncentrace zivin uvnitf pelet je
mnohem mensi nez ve vnéjSim okoli a omezuje tak rdst. Mize se dokonce stat, Ze roste
pouze vnéjSi okraj mycelialni pelety a uvnitf je mycelium jiz mrtvé.
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Pro rast vliaknitych hub na pevnych substratech je mozné pouzit vztah
Inr=pt/2+1Inro

kde je kolonie charakterizovana polomérem r, €as je oznacen t. Tento exponencialni rist
probiha pokud kolonie nedosahne poloméru asi 2 az 5 mm. V pribéhu rustu vSak
dochazi ve stfedu kolonie k vy€erpani Zivin a rast v této oblasti zpomaluje. Rust je tak
omezen na periferni ¢ast kolonie. PFiristek poloméru kolonie (r) se stava linearni funkci
¢asu

rn=a.ut+rg

kde a je hloubka periferni zény a u je specificka rastova rychlost. Experimentalni méfeni
potvrdily u povrchové kultivovanych hub kratkou exponencialni fazi nasledovanou
dlouhou fazi linearniho rustu. Z obrazku je rovnéz dobfe patrné, Ze do exponencialni faze
ristu nalezi ty body rlstové kfivky, které po zlogaritmovani lezi v pfimce.
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Obr. 19. Rust kolonie Aspergillus nidulans na agarové pudé.
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3. Parametry ovlivriujici rast kultur hub
A. Ziviny

Glukéza je nejbéznéjsi zdroj uhliku. V literatufe byly dosud popsany pouze dva
druhy hub, neschopnych utilizovat glukdzu, Leptomitus lacteus a Araiospora sp. Kromé
glukézy mohou houby vyuzivat i jiné cukry, jako jsou fruktéza nebo galaktdza. Nékteré
houby mohou jako vyhradni zdroj uhliku vyuZzivat i tak neobvyklé slou€eniny jako je napf.
amygdalin, kys. stearova, digitoxin, testosteron, nikotin, tetracyklin nebo yohimbin
(fantazie badatell zfejmé& nezna mezi). VyCerpani zdroje uhliku z média vede k
zpomaleni az zastaveni rustu a k pfechodu na tzv. sekundarni metabolismus, o kterém
bude feC dale.

Houby potiebuji k ristu téz zdroj dusiku a siry. Oba tyto prvky zabudovavaji do
svych struktur v redukované formé (amoniak), nicméneé je pfijimaji ve formé oxidovanych
anorganickych latek (dusi¢nany). Asimilace dusiku u hub nebyla prokazana. Hladina
dusiku hraje zfejmé roli pfi regulaci nékterych pochodl sekundarniho metabolismu, jak
je mj. zminéno pozdéji v ¢asti o ligninolytickém enzymovém komplexu.

Houby vyzaduji i pfitomnost nékterych vitamin v Zzivném médiu. Jde zejména o
thiamin, biotin, pyridoxin, nikotinamid, riboflavin, vitamin B12 a nékdy i p-
aminobenzoovou kyselinu. Tyto latky, pokud nejsou v médiu pfitomny (v komplexnich
pudach), museji se ve stopovych mnozstvich do pad pfidavat.

1000 —~
(0.45 mM)

(0.10 mM)

Dry weight (mg}

{0.016 mM)

Time (h)
{a)

Obr. 20. Vliv drasliku na rst Neurospora crassa.

Dulezitou soucasti plad jsou i mineralni latky. V pfipadé komplexnich pud jsou
zpravidla obsazeny ve vychozich surovinach, a neni, je tfeba dodavat. Houby obecné
vyzaduji k rastu mimo K, Na a Mg pfitomnost stop vapniku, médi, zeleza, manganu,
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kobaltu a molybdenu. Tyto prvky jsou soucasti riznych bunéénych struktur (Ca), nebo
jsou soucasti enzymU (Fe - porfyriny, Zn - alkoholdehydrogenaza nebo RNA
polymeraza), nebo jsou vyzadovany v nizkomolekularni podobé (ATP-Mn, B12-Co).

B. Voda, teplota a pH

Voda je nezbytna pro rust hub stejné tak jako ostatni Ziviny. V tekutych kulturach
samoziejmé nedochazi k limitaci ristu nedostatkem vody, ale mize se projevit pfi
dlouhodobych kultivacich na agarovych miskach. Z experimentl s kultivacemi hub na
mleté slamé vyplyva, Ze nékteré druhy hub rostou pouze pfi uritém poméru slama-voda.
Obsah vody v substratu vSak nezaménujme s relativni vihkosti vzduchu v misté kultivace.

Relativni vihkost (RH) je definovana jako podil tlaku vodni pary nad substratem a
nad Cistou vodou; uvadi se obvykle v %:

RH = p/po x 100

Houby rostou v rozmezi 65 - 99 % relativni vihkosti. Rust je inhibovan pfi cca 55
% RH, kdy dochazi k denaturaci DNA. V Cisté vodé (100 % RH) je rlst nemozny v
dusledku nepfitomnosti Zivin.

Rozdil mezi obéma faktory se snad nejlépe ozfejmi na pfikladu dfevokaznych
hub, jeZ napadaji dfevo od hodnoty 26 - 32 % vlhkosti dfeva. Dfevo jiZ opracované, tj.
rozfezané a vyschlé obsahuje zpravidla pouze 15 - 18 % vody, coz zpravidla k ristu hub
nepostacuje (Cestnou vyjimkou je Serpula lacrymans; tato houba hnédé hniloby napada
dfevo obsahujici 20 - 24 % vlhkosti a v pribéhu rozkladu produkuje podle nékterych
autorl metabolickou vodu, ktera zvysSuje vihkost substratu).

Houby se velmi liSi ve svych narocich na teplotu; teplotni optimum pro fadu hub
se vSak pohybuje v rozmezi 20°C az 40°C. Priklady optimalnich teplot pro kultivace hub
jsou uvedeny v tabulce:

organismus optimalni teplota (°C)
Xylaria hypoxylon 18
Merulius lacrymans 19
Coniophora puteana 23
Trametes versicolor 26
Daedalea quercina 29
Gloeophyllum sepiarium 31

Mezi vyjimky potvrzujici pravidlo nalezi na jedné strané napf. Sclerotinia borealis
(roste v rozmezi -7°C - 20 °C, optimalni teplota 0 °C) a Calonectria nivalis (2 °C - 28 °C;
12 °C) a na druhé strané napf. Rhizomucor pusillus (20 °C - 55 °C; 40 °C) a
Thermomyces lanuginosus (30 °C - 60 °C; 48 °C). S takovymi houbami v8ak do styku
nejspis v praxi nepfijdeme vubec.
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Ponékud prekvapivé muze byt zjisténi, Zze klanolistka obecna (S. commune),
bézné rozSifena houba v mirném pasu, ma teplotni optimum okolo 35°C, coz je blizké
teploté lidského téla.

Riomass (g1)

0 U 18 n 96 120
Time (b)
+5C  =NC  +40°C  B0C =60

Obr. 21. Vliv teploty na rast S. commune (Effect of temperature on the growth by
Schizophyllum commune in a bubble column bioreactor. Pfevzato z Effect of
Temperature on Schizophyllum commune Growth and 4H-pyran-4-one,2,3-dihydro-3,
5-dihydroxy-6-methyl-Production using a Bubble Column Bioreactor; July 2015, Chiang
Mai Journal of Science 42 (Issue 3):539-548.)

Kdysi (Vesmir 77, zafi 1998, str. 504-505) jsme popsali pfipad, kdy bylo japonskeé
zeneé, trpici tuberkulézou, odstranéno z prudusnice nékolik tuhych mycelialnich utvar(
klanolistky; nejdel3i byl 5 cm dlouhy a méfil 0,8 cm v priméru (tedy asi jako nepovedeny
uénovsky parek). DalSi pfiklady invaze dfevokaznych hub, popsané vesmés u
imunodeficientnich pacientd (o€i, ledviny, mozek) nalezne zajemce tamtéz. Infekce,
zpusobené témito houbami jsou pomérné vzacné, avSak nebezpeéné hlavné pro jejich
obtiznou diagnostiku. PoCet zaznamenanych pfipadd onemocnéni ¢lovéka zpusobenych
basidiomycety nepfekraCuje nékolik desitek ro¢né; vétSina takovych onemocnéni vSak
zfejmé zUstava nerozpoznana i je Ié€ena jako jina nemoc.

V posledni dobé je snad mozné odhalit houbové infekce podle pfitomnosti
typickych houbovych marker( (metabolitt) v krevnim séru pomoci kombinace kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci; tato technika by méla byt bézné k dispozici ve
vSech vétSich nemocnicich.
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Obr. 22. Vliv teploty na rlst Phycomyces sp.

DalSim dulezitym faktorem ovliviiujicim rast kultury je pH. Podobné jako u teploty,
existuje urcité rozmezi pH pfi kterém nedochazi ke zpomalovani rlstu. Optimalni pH pro
rust vétSiny vysSich hub lezi v neutralni ¢i mirné kyselé oblasti (5 - 7). Je na to nutno
pamatovat pfi pfipravé laboratornich médii a vzdy kontrolovat pH, odpovida-li navodu.
Vyvarujeme se tak zbyteCnym problémim a opakovani Kkultivaci, vedoucich k
nejednoznacnym vysledkim (opét z vlastni praxe).

Rust je dale ovlivnén i viditelnou i neviditelnou radiaci, dostupnym kyslikem a
koncentraci oxidu uhli¢itého. Kultivace se obvykle provadéji v termostatovanych
mistnostech ve tmé. PFisun kysliku je zajistén tfepanim kultur a volna difuse plynu pfes
vatové resp. bunic¢inové zatky omezuje inhibici CO2 u submersnich kultur na minimum.

ZkuSenost s kultivovanim hub na slamé vSak pravi, zZe lepSiho narlstu biomasy
se docili v téch barkach, ve kterych se po dobu prvnich péti dni zabrani vymeéné plyna.
Oxid uhli¢ity zfejmé pusobi lepSi prorustani inokula do substratu, alespon v pocatecni
fazi rastu.

Konecné rust maze byt ovlivnén pfitomnosti toxickych latek v médiu. Mize jit o
latky biogenni nebo i umélé. Nékteré vysSi houby produkuji metabolity s antifungalnim
uCinkem (napf. mucidin u basidiomycetu Oudemansiella mucida, fada liSejnikovych
kyselin). Inhibice ristu nizSich i vy§Sich hub tézkymi kovy je zakladem vétSiny dosud
vyrabénych ochrannych natérovych latek (obsahujicich zpravidla kombinaci slou€enin
Cu, Cr a Zn, dale béru ¢i organickych latek v€etné kreosotu). Dfive se k tomu ucelu
pouzivaly slou€eniny rtuti, v 60. letech vSak byl tento kov opustén. Vice napf. v ¢lanku
“‘Nékteré aktualné pouzivané chemické pfipravky proti dfevokaznym houbam a
mechanismus jejich ucinku”; F. ZaleS a J. Gabriel, Chem. Listy 115, 91-98 (2021).

24



I

Growth rate (mm/h)

0, 1 1 &

Stereum hirsutum
Daedalea quercina
Pleurotus osfreatus
inonotus obliquus

2 prpnd

0,01

0,0

I
0,4 0,6
Cd (mmol/L)

Obr. 23. Vliv kadmia pfidaného do agarové pudy na ristovou rychlost riiznych

basidiomycetl. Je vidét, Ze odezva na stejné koncentrace toxického kovu v prostiedi je

rizna podle druhu houby.

Obr. 24. Klanolistka (S. commune), opoustéjici zapomenutou Petriho misku. Plodnice

vyrostla pfi 4°C v lednici b€hem ¢ty mésicu od inokulace.
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Kapitola IV. Primarni a sekundarni metabolismus u hub

Podstatnou ¢asti ucebnic biochemie je vyklad universalné rozSifenych
metabolickych drah, které popisuji zakladni tok energie a zivin v bunkach. Aktivitu
enzymu napf. glykolyzy nebo citratového cyklu je mozné detekovat v kazdém okamziku
zivota bunky (resp. kultury) a jakékoli naruseni téchto metabolickych drah vede k zahubé
organismu. Tyto zakladni metabolické drahy se Casto shrnuji pod pojem "primarni
metabolismus". Produkty primarniho metabolismu jsou latky v Zivé pfirodé universalné
rozSifené (cukry, aminokyseliny, proteiny, slozky nukleovych kyselin atd.). Nékteré latky,
které také fadime mezi produkty primarniho metabolismu, nejsou jiz rozSifeny tak
universalné; napf. chlorofyl, nezbytny pro vétSinu rostlin, se u hub nevyskytuje,
cholesterol, nezbytny pro zivocichy, je u vétSiny hub nahrazen ergosterolem a kone¢né
chitin se v pfirodé vyskytuje pouze u ¢lenovcl a u hub.

Naproti tomu u Fady organismu byly objeveny latky, jejichz chemicka struktura byla
neobvykla (napf. obsahovala neobvyklé heterocykly a jiné struktury neznamé z
primarniho metabolismu - viz alkaloidy u rostlin nebo antibiotika u viaknitych hub). Vyskyt
takovych latek byl zpravidla omezen na urcitou skupinu organismu (mikroorganismu) a u
fady z nich byly zjistény nejriznéjSi biologické aktivity. Systematickym studiem bylo
zjisténo, ze za vznik téchto latek jsou odpovédné enzymy, jejichz aktivita v bunkach je
dobé kdy jiz dosSlo k vy€erpani zivin z fermentacniho média. Latky byly souhrnné nazvany
sekundarnimi metabolity a metabolické drahy k nim vedouci dostaly souhrnny nazev
sekundarni metabolismus.

Historicky byl termin primarni a sekundarni metabolismus poprvé uzit Kosselem
v roce 1891 a velmi brzy se jeho pouZiti rozSifilo z rostlinné biochemie i do mikrobiologie.
Je ovSem pravda, zZe o pfesné vymezeni terminu "sekundarni metabolismus" se €as od
Casu vedou spory. Pfispiva k tomu asi fakt, Ze u nékterych organismu nelze dostate¢né
exaktné popsat vztah mezi aktivitou enzyml sekundarniho metabolismu a urcitou ¢asti
ristové kfivky. Typickym pfikladem je produkce alkaloid( u rostlin nebo tzv. lisejnikovych
kyselin u lisejniku.

1. Velmi stru¢né o primarnim metabolismu u hub

Zakladnimi kameny primarniho metabolismu jsou glykolyza, citratovy cyklus
vCetné anaplerotickych reakci, dychaci fetézec, biosyntéza aminokyselin, pentézovy
cyklus a drahy spojené s metabolismem mastnych kyselin. Metabolické drahy primarniho
metabolismu maji vesmeés vSeobecnou platnost, a proto v této ¢asti budeme vénovat
pozornost pouze nékterym zvlastnostem popsanym u kultur hub.

vvvvvv

pyruvat nebo acetyl-koenzym A. Jsou popsany tfi drahy glykolyzy hexos, které se
oznaluji jako Emden-Meyerhof-Parnasova draha (EM), hexoso-monofosfatova draha
(HM) a Entner-Doudoroffova draha (ED). VSechny ftfi obsahuji glukosa-6-fosfat a
glyceraldehyd-3-fosfat. Dale byly popsany dvé drahy glykolyzy pentos, xylitolova draha
(XP) a fosfoketolazova draha (PK). Zatimco EM, HM a XP drahy jsou u hub velmi
roz8ifené, ne-li universalni, PK draha je rozSifena u kvasinek. Znalosti o rozSifeni ED
drahy u hub jsou dosud pouze velmi omezené.
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Obr. 25. Pfipomenuti glykolyzy. Opét z knihy Fungal Physiology (D. H. Griffin,Wiley-Liss
1994).

UrcCitou pfedstavu si lze udélat z nasledujici tabulky, vyjadfujici v procentech
zapojeni riznych drah do metabolismu glukézy u nékolika hub:

organismus EMP HM ED
Caldariomyces fumago 0 35 65
Claviceps purpurea 90-96 4-10 0
Penicillium chrysogenum 80 20 0
Rhizopus sp. 100 0 0
Tilletia caries - spory 0 0 100
T. caries - mycelium 66 34 0

Je tfeba se jesté zminit o pomérné rozSifené glukéza oxidaze, jenz umoznuje
metabolismus glukézy bez predchozi fosforylace. Glukéza je oxidovana na
glukonolakton resp. glukonovou kyselinu, ktera je dale metabolisovana.
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U hub byly popsany i dvé drahy alternativni respirace. Na rozdil od obvyklého
cytochromového modelu jsou inertni vici kyanidu. Inhibiénim Cinidlem je bud salicyl
hydroxamat (SHAM) nebo azid. SHAM-draha pfijima elektrony na urovni ubichinonu a
prevadi je na kyslik bez fosforylace ADP. Azid-sensitivni draha je €asto povazovana za
mitochondrialni drahu a pfijima elektrony z NADH, ale ne ze sukcinatu. Mezi houby
odolné va&i kyanidu nalezi napf. Myrothecium verrucaria, Ustilago sphaerogena a
nékteré kvasinky. Vysvétleni Ize snad hledat u vySSich rostlin, které obsahuji cytochrom
bz, jenz je vici kyanidu resistentni.

Schopnost nékterych hub (resp. kvasinek) vyuzivat n-alkany jako zdroje uhliku je
zaloZena na jejich oxidaci monooxygenasami za ucasti cytochromu P450.

Dal8i metabolickou drahou specifickou pro houby je synthesa chitinu. Enzymy
podilejici se na synthese chitinu jsou lokalisovany v cytosolu jako 105S Castice zvané
chitosomy. Chitin synthasa katalysuje pfenos N-acetylglukosaminu z UDP-GINAc na
prodluzujici se fetézec.

Asi u 40 druhd hub, vesmés u basidiomycett (napf. u rodu Panellus, Armillaria,
Mycena, Plelurotus aj.), byla popsana bioluminiscence. Mechanismus bioluminiscence
je znam; nizkomolekularni latka, oznaCovana jako "luciferin" je v pfitomnosti kysliku
oxidovana enzymem luciferasou. Chemicka povaha "luciferinu” je rzna podle druhu
organismu, u hub vS8ak dosud tyto latky identifikovany nebyly. Mechanismus
bioluminiscence u hub je velmi pfibuzny bioluminiscenci u bakterii, ma ale vyrazny rozdil
v tom, Ze se déje neucastni FAD nebo FMN:

BAKTERIE:
NADH + H* + FMN + REDUCTASE = FMNH2 + NAD*

FMNH2 + RCHO + O2 + LUCIFERASE = LIGHT + FMN + RCOOH + H20

HOUBY:
NADH (NADPH) + H* + X + REDUCTASE = XH2 + NAD*

XHz2 + 1/2 O2 + LUCIFERASE = LIGHT + X + H20

Luminiscenci hub se rozsahleji vénuje napf. ¢lanek “Bioluminiscence hub —
odvéky a stale zahadny fenomén”, M. Sochor, Z. Egertova, Ziva 6/2015, str. 283-284.
Sam jsem navzdory mnoha nocnim experimentim (s vaclavkami) v pfirodé tento
fenomén nikdy nepozoroval.

V laboratornich podminkach byla popsana autofluorescence nékolika
basidiomycetu, napf. Macrolepiota rhacodes, Morchella conica nebo Fomes fomentarius
(Zizka a Gabriel, Folia Microbiologica, r. 2006, 2011). Vliv nékterych kovd, pfitomnych v
kultivaénim médiu na autofluorescenci bifezovniku (P. betulinus) nebo dfevomorky (S.
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lacrymans) je dokumentovany na nasledujicich obrazcich (vice viz Zizka, Gabriel, Folia
Microbiologica 55, 625-628 (2010), nebo Gabriel et al. Folia Microbiologica 61, 119-128
(2016). Sam chitin fluoreskuje vyrazné zluté (pfi excitaci modrym svétlem).

Obr. 26. Bézna autofluorescence mycelia S. lacrymans (vlevo UV excitace, vpravo
excitace modrym svétlem).

Obr. 27. Zluta autofluorescence nalezena pfi kultivaci S. lacrymans v pfitomnosti Mn
(vlevo) a Cd (vpravo), excitace modrym svétlem.

Obr. 28. Zluta autofluorescence nalezena pfi kultivaci S. lacrymans v pfitomnosti Cd
(vlevo, UV excitace) a Cervena (vpravo, excitace zelenym svétlem).
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2. Hlavni metabolické drahy sekundarniho metabolismu

Pfi studiu sekundarniho metabolismu je tfeba si v prvni fadé uvédomit, Ze nejde
o isolovany systém enzymdu, ale Ze tyto enzymové drahy volné navazuji na drahy
primarniho metabolismu. Napf. D-glukosa mize byt u hub spotfebovana v primarnim
metabolismu napf. redukci na sorbitol, isomeraci na fruktosu nebo muze byt po
fosforylaci spotfebovana v glykolytickém systému. U nékterych hub je ale popsana C-2
oxidace na 2-keto-D-glukosu (dikarbonylovy cukr, D-glukoson), ktera je dale
dehydratovana za vzniku B-pyronu cortalceronu, latky s antibiotickou aktivitou.

Rada produkt(i sekundarniho metabolismu ma vyrazné farmakologické G&inky.
Houby byly proto od pradavna vyuzivany jak v lidové, tak pozdéji i v oficialni mediciné;
vice se tomuto tématu vénuje samostatna cast.

2.1. Cesta Sikimatova

Zakladni vyznam Sikimatové drahy spocCiva v biosyntéze aromatickych
aminokyselin fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. Jeji intermediaty jsou ale Castym
vychozim materialem pro biosyntézu sekundarnich metabolit(i, obsahujicich aromatické
jadro. Schema cesty Sikimatové je uvedeno dale. Kyselinu Sikimovou isoloval v r. 1885
holandsky badatel J. F. Eijkman béhem své staze v Tokiu z badyanniku posvatného
(Micium religiosum), ktery se japonsky nazyva Sikimi-no-ki.

Trucivym Rerigiosusm,—TIIT, Unripe Fruit. IV, Ripe fruit. VI, Sceda,
VI1II, Bection through the testa.

ILLrcicM ANISATUM.—V, Fruit. VII, Seeds. IX, Section throagh the
testa.

Obr. 29. I. religiosum. Pfevzato z http://giulioveronese.com/illicium-religiosum/
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PFiklady nékterych metabolita:

*drosophilin A, napf. Drosophila substrata

Drosophilin A (p-methoxy-tetrachlorfenol) byl isolovan z kfehutiCky rezavoumbrové
(Psathyrella substrata, syn. Drosophila substrata). Pusobi proti viru poliomyelitidy.
Derivat tohoto antibiotika, o-methyl-drosofilin A byl isolovan z ohrfiovce bujného
(Phellinus faustuosus).

*pulvinova kyselina a jeji derivaty (napf. Boletus satanas)

Derivaty kyseliny pulvinové, kys. xerokomova nebo variegova jsou odpovédné za
modrani duziny modrajicich hfiba. Vyskytuji se i v nékterych lupenatych houbach.
Neékteré z téchto latek maji podle laboratornich pokusu stimulaéni UCinek na hladké
svalstvo nebo antikoagulacni ucinky.

*2,5-dimethoxybenzochinon (thermofylin, napf. Gloeophyllum trabeum).
Byl isolovan z GI. Trabeum. Je ucinny proti kokiim. Podobna latka byla isolovana z
tramovky plotni ruskymi autory, jeji struktura vSak nebyla dosud urcena.

Nékteré dalSi vyznamnéjsi latky:

* anisaldehyd, produkovan ¢etnymi basidiomycety

* 3,4,5-trihnydroxybenzaldehyd, napf. Boletus scaber

* polyporic acid, Polyporus spp., liSejniky
*3,4-dihydroxyskoficova kyselina, napf. Boletus scaber
*4-hydroxyfenyloctova kyselina, napf. Polyporus tumulosus
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R O = / \ _RI Fewicifiing paralm, Y
| | Polyporus il
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2.2. Polyketidy: acetat-malonatova draha

Zatimco fada metabolickych drah uvedenych v této Casti mize poskytovat
primarni i sekundarni metabolity, polyketidova cesta vede témér vyluéné k sekundarnim
metabolitim. Charakteristickym rysem je kondensace acetatu s malonatem a naslednou
dekarboxylaci (podobné jako pfi biosyntéze mastnych kyselin), aviak bez redukce
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vysledného beta-dikarbonylového systému. Vysledny systém (poly-B-ketometylen)
zvany zkracené polyketid dal nazev celé metabolické draze. Enzym odpovédny za
syntézu poly-B-ketometylenll patfi mezi HS-specifické ligazy a kromé cesty Sikimatovée
jde o druhy dosud znamy zpUsob vzniku aromatl v pfirodé. Mezi polyketidy se fadi velké
mnozstvi obecné znamych sekundarnich metabolitll, nap¥. tetracykliny nebo aflatoxiny.
Priklady nékterych latek jsou uvedeny nize.

Rozhodnout, zda aromaticka latka vznikla cestou Sikimatovou nebo acetatovou,
je mozné s pouzitim znacenych substratl. Na pfikladu antibiotika griseofulvinu
(heptaketidu) je také dobre vidét, ktery uhlik pochazi z karboxylové a ktery z metylové
skupiny acetatu.

Podle poctu acetatovych jednotek se polyketidy v ramci podrobnéjSiho Clenéni
rozliSuji na tetraketidy, pentaketidy atd. Na schématu tedy patfi norsolorinic acid (liSejnik
Solorinia crocea) mezi dekaketidy, aflatoxiny (Aspergillus flavus) mezi nonaketidy (8 x
C2).

Priklady metabolitu:

* orsellinic acid, lisejniky, houby

Jeden z nejjednodussich tetraketidl. Je zakladem fady strukturné podobnych latek; byla
isolovana z liSejnik a z fady niz8ich hub. Je detekovana ve velmi malych mnozstvich,
coz patrné souvisi s jejimi dalSimi metabolickymi pfeménami.

* usnic acid, liSejniky

Kyselina usnova (také tetraketid) se nachazi v pomérné velkém mnozstvi v rliznych
liSejnicich. Je to jedno z mala liSejnikovych antibiotik, které bylo pouzivano v praxi: ve
formé sodné soli se uzivalo v byvalém SSSR, ale i v NSR pfedev§im zevné na zanéty a
rizné kozni infekce. Z liSejnika, prfedevSim z Cladonia sp. ji je mozné isolovat
jednoduchou extrakci do acetonu a naslednym pFekrystalovanim. Dava Zluté tenkeé
jehlice.

* oospolakton, Gl. sepiarium

Toto antifungalni antibiotikum isokumarinového typu bylo poprvé isolovano z kultur
Oospora astrigens. Pozdéji jej Japonci isolovali i z tramovky plotni. Je pfredstavitelem
pentaketidU.

Z dalSich znaméjSich oligoketidi jmenujme napf. heptaketid griseofulvin, nonaketidy
aflatoxiny a tetracykliny.
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2.3. Terpeny: cesta mevalonatova

Terpeny a steroidy jsou obecné rozSifené latky a je nutno fici, Ze pouze mala ¢ast
dosud popsanych terpenl je houbového puvodu. Biosyntéza terpenu, vychazejici z
isopentenyl fosfatu je nékdy oznaCovana jako cesta mevalonatova. Na rozdil od
polyketidl, které jsou Casto dobfe krystalisujici latky, jsou terpeny zhusta amorfni a
hygroskopické latky, jez nebyvaji stabilni a na svétle a teple se brzy rozkladaji.

PFiklady metabolita:

* kyselina hirsutova, Stereum hirsutum

Z pevniku chlupatého byla isolovana kyselina hirsutova, ucinna napf. proti Micrococus
pyogenes, Corynebacterium diphtheriae a Neisseria meningitis. Tato latka je vSak
znacné toxicka; mnozstvi 3 mg je pro mys smrtelné.

* kyselina marasmiova, napf. Marasmius conigenus

Z kultur penizovky provazkové (Strobilurus conigenus, syn. Marasmius conigenus),
vyrustajici na borovych SiSkach, byla isolovana kyselina marasmiova. Je uc€inna proti
bakteriim (mj. Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli) i nékterym houbam.

* fomannosin a fomannoxin, Heterobasidium annosus

Tyto latky jsou velmi fytotoxické; udava se, ze 88 ug dostacuje k uhynuti mladého stromu.
Kofenovnik vrstevnaty (Heterobasidium annosus, syn. Fomes annosus) je znam jako
velmi rozSifena fytopatogenni houba, ktery napada a hubi jehli¢nany.

* pleuromutilin, Pleurotus mutilis

Ze strmélky Josserandovy (Clitocybe josserandii, syn. PIl. mutilis) bylo isolovano
antibiotikum pleuromutilin, 4¢inné proti bakteriim i virdm. V r. 1976 bylo vyrobeno 70
derivatl pleuromutilinu, které byly az stonasobné ucinné&jsi nez pavodni pleuromutilin, a
to pfedevsim proti G+ bakteriim a mykoplazmam. Sou€asné vykazovaly relativné malou
toxicitu a Ié€ivo na bazi pleuromutilinu (Tiamulin) bylo pouzivano v SRN ve veterinarni
praxi.
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2.4. Derivaty aminokyselin
Nékteré sekundarni metabolity vznikaji bezprostfedni pfeménou béznych

primarnich metabolitd. Jejich biosyntéza nevychazi tedy ze zakladnich acetatovych
jednotek, nybrz z cukrl, aminokyselin nebo alifatickych kyselin syntetizovanych v ramci
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primarniho metabolismu. Derivaty aminokyselin jsou diky pfitomnosti dusiku strukturné i
biologickymi Ucinky ponékud odliSné od derivatd ostatnich primarnich metabolita.

A. Derivaty jedné aminokyseliny

Mezi latky s jednoduchou strukturou patfi napf. 3-amino-L-prolin (Morchella
esculenta) nebo B-metylene-L-(+)-norvalin  (Lactarius helvus). N-methylnitro-
saminobenzaldehyd (Clitocybe suaveolens) je jednou z nékolika malo latek obsahuijicich
N-N vazbu. Insekticidni latky isolované z plodnic Amanita muscaria, napf. muscazon

v
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nebo (-)-4-hydroxypyrrolidon jsou strukturné podobné s cykloserinem, produkovanym
streptomycety. Za zminku stoji i barevny pigment cinnabarin (Polyporus cinnabarinus),
ucinny proti G+ bakteriim a Micrococcus pyogenes a dale napf. latky iontového
charakteru, p-hydroxymethylbenzendiazonium (Agaricus bisporus) nebo trigonellin
(Polyporus sulphureus). Z farmaceutického hlediska jsou vyznamné jesté dvé skupiny
latek, derivaty indolu psilocin a psilocybin (Psilocybe spp.), latky s halucinogennimi
vlastnostmi a namelové alkaloidy (agroclavin, elymoclavin).
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2.5. Derivaty ostatnich primarnich metabolitd

A. Derivaty glukozy

Mezi latky, jejichz prekursorem je D-glukéza, patfi napf. muscarin a muscaridin,
znameé z Amanita muscaria nebo antibiotika kojic acid nebo cortalceron. Cortalceron byl
puvodné isolovan z mycelia Corticium caeruleum, vystaveného vlivu stressovych faktor(
(resp. toxickym rozpoustédlim), pozdéji byla jeho tvorba prokazana u Phanerochaete
chrysosporium za zcela fysiologickych podminek.

B. Derivaty trikarboxylovych kyselin

Tyto latky vznikaji kondensaci oxalacetatu s alfa-metylénovou skupinou alifatické
kyseliny. Je-li touto kyselinou acetat, produkt je citrat a jde o jednu ze zakladnich reakci
citratového cyklu. U vySSich hub se napf. vyskytuje agaricic acid (Polyporus officinalis),
u liSejnikl se bézné vyskytuji napf. protolichesterinic acid, roccellic acid atd.
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| ™ e
1 [(');_‘_V,/J\\ ICH—COH
T kujic agad Jaea 1 | aparicic acid
L | Aspeeyither spp.” CHY(CH ), CH, CO-H Pt yporas wificfnerdis*
0 CHOH
HRC CH:

Tnydroxymehylfuran-S-carboxylic acid

N Iy
- cellic acil
| |I Aspergifles spp.?, Gitberella fujikurait (|:H - ':er ?Tl'ﬁt::f..d !
HO.C CH:OF CHACl 1 oCH, COLH

o)

HO HO,C cH.

[ 3 (TR ] 4 T
: Amigsiity ruscaria, faoeyle spp.,, = | lichues l"’,li e acil
//]\ . Cliracybe 5p.> Lichwens
Me 3 CHzNMea : 0

CH.(CHzalz o

MeCHIOMCHIO HICHAC L, Ol N My v

A htviaria

3. Souc€asné nazory na funkci sekundarnich metabolitd

Sekundarnim metabolitim byly dfive pfipisovany nejriiznéjSi funkce. Nékteré z
nich byly jiz opustény, napf. teorie zZe jde o evolucni relikty, odpadni produkty normalniho
(primarniho) metabolismu &i koncentrované Ziviny, fragmenty vétSich molekul nebo
produkty detoxikace). Nyni spiSe pfevladaji nazory, ze sekundarni metabolity maji funkci
regulacni (v metabolismu i v diferenciaci) a patrné i ekologické (farmakologické vlastnosti
vCetné ovlivnéni/inhibice rastu rostlin nebo mikroorganismd muze mit vyznam pfi
obsazovani ekologické niky).

Teorie zminéné v predeSlém odstavci je mozné dobfe posoudit na pfikladu
sekundarnich metabolitt lisejniku - tzv. liSejnikovych kyselin. Tyto latky byly objeveny jiz
poCatkem stoleti, ackoliv jejich fysiologicka uloha pro organismus neni dosud zcela
jasna. Postupné byla vyslovena fada hypotéz, mj. Ze jde o latky, jez svou hofkou chuti

37



maji odrazovat bylozravce (savce i hlemyzdé) od konzumace stélky, dale Ze jde o latky
podilejici se na chelataci kovl a tim usnadriujici pfestup mineralii do bunék, Ze jde o
antibiotika ochranujici liSejnik v podminkach dlouhodobé vihkosti od invaze patogennich
mikroorganism0 atd. Jedna z hypotéz uvazovala, ze jde o slouceniny podilejici se na
absorpci UV zafeni, Skodlivého pro fasovou sloZku liSejnikd. Nejnovéjsi teorie uvazuji o
regulacni uloze liSejnikovych kyselin pfi kontrole propojeného metabolismu hub a fas.

Usnic Acid

www.health-ingredients.com

Obr. 31. Kyselina usnova

4. VysSi houby v lidové ¢i oficialni mediciné

Antibiotika popf. latky s cytostatickou aktivitou, které byly isolovany z nizSich Ci
vySSich hub, jsou témér vzdy produkty sekundarniho metabolismu. Ackoliv pro oficialni
medicinu byly houby objeveny pomérné pozdé (viz Mattioliho herbar, 1544 italsky, 1548
latinsky, 1562 v Hajkové prekladu Cesky), v lidové mediciné byly pouzivany odedavna.
Je znamé napf. pouzivani ohnovce Sarlatového (Sarcoscypha coccinea) Indiany z okoli
Velkych jezer jako léku k zastaveni krvaceni nebo pouzivani porie cocos (Polyporus
cocos) ve starovéké Ciné. Pravdépodobné prvni houbou vyuZivanou v lidové mediciné
byla housenice Cinska (Cordyceps sinensis), kterou pfed nékolika tisici lety pouzivali
Cinané ve smési s kachnim masem jako posilujiciho prostfedku. Konecné je nemozné
se nezminit o uzivani vytazku z rezavce Sikmého (/nonotus obliquus; lidové ,,aga“) proti
rakoviné v carském Rusku, coz, po pravdé, pretrvava dodnes.

Jistéze jedny z prvnich znamych uc€inkd hub byly halucinogenni, jak je patrné z
nasténnych maleb na Cukotce z mladsi doby kamenné &i z pozdéjSich reliéfG v Indii
(bozska droga Séma, patrné muchomurka ¢ervena), pfipadné z nalezu ze stredni i jizni
Ameriky (pro zménu druhy Psilocybe sp.). Do béZzného uzivani se houby dostaly nejen
jako potrava, ale i jako IéCiva (Ci zdroje jedl) po patrné trpkych prvotnich zkuSenostech.
Prestoze jde o nesmirné zajimavé téma, bohuzel se mu v ramci tohoto kursu mizeme
bohuzel vénovat pouze velmi omezené.

V nasSich zemépisnych Sitkach se houby vyuZzivaly pfedevsim jako potrava resp.
jako koreni. Nékteré druhy byly preferovany i jako prostfedky lécive, ackoliv o jejich
ucincich Ize mnohdy pochybovat — zhusta IéCily organy (/mély 1écit), kterym se podobaly.
Tfebas ucho Jidasovo ¢i hadovka smrduta.

Nicméné, néco mohlo byt zalozeno na realité, napf. outkovka vonna (Trametes

suaveolens) rostouci na vrbé mohla obsahovat derivaty salicylové kyseliny, ktera se
uspésné pouziva (jako acylpyrin) pfi [éCbé nachlazeni ¢i dalSich respiraénich chorob.
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Jak u JidasSova ucha piSe J. van Beweryck (1672), ,Houba tato jest dobra i na
opuchliny usni*.

Déle je mj. znama véc, ze mumie Otziho méla u sebe kousek bFezovniku
navleCeného na Sidrce (spiS asi talisman) a dale platky troudnatce kopytovitého, ktery
ma udajné antistiptické ucinky, tj. zastavuje krvaceni. Stejné tak ale muze byt pouzit pro
snadnéjSi rozdélani ohné.

Pouziti vySSich hub v lidové mediciné (podle knihy M. SemerdZievy a J. Veselského,
Lécivé houby dfive a nyni, Academia Praha 1986) je shrnuto nize.

Houba Latinsky nazev pouziti

verpanik obecny Agaricum officinale projimadlo, proti revmatismu
troudnatec kopytovity Fomes fomentarius zastavuje krvaceni

ucho Jidasovo Hirneola auricula-iudae proti o€nim neduhum
outkovka vonna Trametes sauveolens tuberkulosa

hadovka smrduta Phallus impudicus afrodisiakum

rezavec Sikmy Inonotus obliquus rakovina

bfezovnik obecny Piptoporus betulinus rakovina Zaludku

¢iravka fialova Lepista nuda pfi cukrovce

ryzec peprny Lactarius piperatus mocopudny pfipravek
penizovka sametonoha Flamulina velutipes pfi cukrovce

houzevnatec jedly Lentinus edodes snizuje hladinu cholesterolu

Pro uplnost je tfeba uvést, Zze extrakty z nékterych hub byly nebo jsou vyuzivany
i v _homeopatii, napf. z muchomurky &ervené, muchomurky zelené, hfibu satanu,
verpaniku lékafského, outkovky vonné, vatovce obrovského, holubinky vrhavky,
paliCckovice nachové nebo snéti kukuficné.

Namel ostatné stal i mj. za tzv. Aténskym morem (430-429 pf. n. |.), kdy obCané
pobihali s vytfeSténym ocCima, mavali rukama, nevéda, co se déje a néktefi se udajné
podle tehdejSich historikih dokonce ,zbavovali svého muzstvi®.

Co se tyka muchomurek, zachovaly se mj. dopisy napoleonského zajatce von
Straleberga, ktery ze Sibife domu zdéSené psal, jak odvar z muchomdurek napfed vypije
Saman, po ,vy€lrani“ toto piji dalSi muzi, po opakovani procesu Zeny a nakonec dojde i
na déti. VSichni se pak dostali do rause. Dobrou chut.

Jedinou houbou, ktera u nas skute¢né vesla do historie, je slizeCka slizka (neboli
porcelanova), Oudemansiella mucida, ve které objevil dr. Musilek (z MBU z Prahy) dosud
jediné pavodni Ceskoslovenské antibiotikum, které se dostalo az do klinické praxe.
Mucidin (obchodni nazev Mucidermin Spofa) byl indikovan ve formé masti nebo spreje
pfi zevnich dermatomykozach véetné afekci vyvolanych kvasinkami jako je Candida,
Torulopsis a Trichosporon. Produkce antibiotika v Roztokach u Prahy byla kdysi pro
udajnou neefektivitu vyroby zastavena. Pfednosti tohoto |€Civa byla dobra stabilita a
rozpustnost v tucich (dulezita pfi 1é€bé koznich onemocnéni) a nizka senzibilizani
schopnost.
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Obr. 23. Slizetka slizkd; a = podhoubi v misce, b — plodni¢ky v bafice, ¢ — submersni
kuli¢kovité podhoubi v bafice z tfepaciho stroje, d — Mucidermin (foto A. Wolf).

96

Obr. 32. Z knihy M. Semerdzieva, J. Veselsky, Lécivé houby dfive a nyni (Academia
Praha, 1986). Dr. M. Semerdzieva se na prvotnim vyzkumu Mucidinu v
Mikrobiologickém ustavu CSAV také vyznamné podilela.
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Kapitola V. Metody studia sekundarnich metabolit

1. Rozdéleni sekundarnich metabolitt

V predchozi kapitole byly sekundarni metabolity rozdéleny podle zpusobu jejich
vzniku. Kromé toho byvaji v riznych monografiich déleny napf. podle produk&niho
organismu, farmaceutického vyuziti, nebo podle chemické struktury.

Pravé chemicka struktura latky hraje velmi ddlezitou roli pfi volbé strategie jeji
isolace z prirodniho materialu. Velmi obecné feCeno, latky se z praktického hlediska déli
na aromaticke, alifatické polarni a alifatické nepolarni. Aromaty se zpravidla rozpoustéji
dobfe v toluenu a maji vyrazna absorp&ni maxima v UV spektrech (obvykle okolo 205,
254 a 280 nm). Alifatické polarni se dobfe rozpoustéji v alkoholech a jinych polarnich
rozpoustédlech, nerozpoustéji se obvykle v hexanu nebo benzenu. Alifatické nepolarni
latky se naproti tomu rozpoustéji dobfe v hexanu, chloroformu nebo benzenu.

2. Metody isolace a zjisStovani chemické struktury

Postup pfi isolaci sekundarnich metabolitd zavisi predevSim na charakteru
vychoziho materidlu (plodnice, submersni mycelium, fermentani tekutina) a na
chemickych resp. biologickych vlastnostech isolované latky. Vyhodou je, je-li latka
barevna nebo ma-li méfitelné antibiotické ucinky.

Obecny postup zahrnuje desintegraci mycelia, odstranéni neZzadoucich latek (tzv.
predCisténi) a finalni purifikaci, po které nasleduje urCeni resp. ovéfeni chemické
struktury, provadéné zpravidla na specialisovaném pracovisti. Pfi isolaci je tfeba mit na
paméti, Ze na jednu chemickou analyzu metodami instrumentalni analyzy je potfeba
alespon 5 mg Cisté latky. Bude-li potfeba zjistit molarni sloZeni latky (tj. indexy v
sumarnim vzorci CxHyOzNwSq...), bude tfeba asi 2 mg Cisté latky pfi klasickém méfeni,
méné nez 1 mg pfi vyuziti nejnovéjSich metod (kombinace separacnich technik a
hmotnostni spektrometrie). Kritériem Cistoty je pfitom obvykle to, Ze latka poskytuje jeden
pik na chromatografickém zaznamu nebo jednu skvrnu na velmi pfedavkovaném
tenkovrstvém chromatogramu.

Prvnim krokem pfed zahajenim isolace je ovSem literarni reSerSe zamérena na
pfedchozi prace. Je dobré si pfitom v€as uvédomit, Ze nazvy hub (obzvlasté vysSich)
maji Casto Cetna synonyma a reSersi tedy doporu€ujeme provést dukladné. Nalezneme-
li v literatufe podrobny popis isolace Zadané latky, uSetfime si Casto nejen zklamani, ale
hlavné €as a draha rozpoustédia.

2.1. Desintegrace mycelia

Provadi se obvykle mechanicky, tzn. v laboratornim mixéru nebo homogenizatoru.
Nizkomolekularni latky na rozdil od enzymU nejsou obvykle tolik citlivé na teplotu a proto
je obvykle mozné vSechny prace provadét v laboratofi bez chlazeni. Desintegrace se
provadi po suspendovani mycelia v minimalnim mnozstvi vody. Jde-li o isolaci latky
lipofilni, mUze se postupovat tak, Zze se mycelium extrahuje organickym rozpoustédlem
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(nejCastéji ethanolem, chloroformem nebo toluenem). V obou pfipadech je nutné se pred
dalsi praci zbavit pevnych latek, budto filtraci, nebo centrifugovanim.

2.2. Predcisteni

Cilem pFedcCisténi je zbavit se vétSiny balastnich latek. Obvykle se postupuje tak,
Ze primarni extrakt po desintegraci mycelia (nebo fermentacni tekutina po odstranéni
mycelia, jde-li o metabolit vylu¢ovany do média) se odpafi na rotacni vakuové odparce
opatrné dosucha. Odparek je potom extrahovan organickym rozpoustédlem, ve kterém
se isolovana latka dobfe rozpousti. U vodnych odparkl zGstanou cukry, aminokyseliny,
peptidy a proteiny, které se samoziejmé pfi desintegraci bunék uvolnily do roztoku, jako
nerozpustny zbytek.

Prakticky se extrakce provadi tak, ze do bariky s odparkem pfidame malé
mnozstvi rozpoustédla (napf. 100 ml do pullitrové barky) a opatrné barikou krouzime.
Roztok slijeme opatrné do zabrusové erlenmeyerovy banky (ne do kadinky -
rozpoustédla jsou vesmeés toxicka a velmi t€kava). Musime-li praci prerusit, uchovavame
extrakty v lednici. Kazdou nadobu oznaCime papirovym samolepicim Stitkem, kde je
obyc€ejnou tuzZkou napsano, o jaky vzorek jde (organicka rozpoustédla velmi ucinné
smyvaiji lihové fixy). Extrahujeme zpravidla toluenem (pfi isolaci latek aromatickych),
acetonem, methanolem nebo etherem (spiSe pfi isolaci latek polarnich), a kone¢né
chloroformem nebo hexanem (spiSe pfi isolaci latek nepolarnich). Tento druhy extrakt jiz
zpravidla obsahuje menSi pocCet rozpusténych latek. Zjistime-li, Ze obsahuje nami
hledanou latku, pfistoupime k finalni purifikaci. Neni-li hledana latka v extraktu obsazena,
musime postup opakovat a volit jina organicka rozpoustédla pro extrakci.

Misto odpafeni dosucha a extrakce odparku jinym rozpoustédlem se obcas
pouziva i frakéni srazeni, tj. k extraktu ziskanému maceraci vychoziho materialu se pfida
stejny (nékdy i nékolikanasobny) objem jiného rozpoustédla, které se s puvodnim dobfe
misi. Zménou chemickych vlastnosti smési (pfedevS§im zménou polarity) dochazi k
vysrazeni latek.

2.3. Finalni purifikace

Nejjednodussi a nej¢astéjsi metodou finalni purifikace je krystalisace, kdy se latka
rozpusti v minimalnim mnozstvi pokud mozno zahfatého rozpoustédla a ochlazenim (i v
mrazaku pfes noc) vykrystalisuje. Krystalisaci je mozno i nékolikrat opakovat. Dale se
pouziva tenkovrstva chromatografie na nejriznéjSich nosi€ich (silikagel, alumina,
celuléza). Postup pfi tenkovrstvé chromatografii je podrobné popsan dale. Misto
tenkovrstvé chromatografie je samoziejmé mozné pouzit i kolonovou chromatografii:
latky se nanaseji na sloupec silikagelu (resp. jiného nosice) a po vsaknuti jsou eluovany
mobilni fazi. Jimaji se frakce o vhodném objemu, ve kterych se patra po pfitomnosti
latek.

Naprosto nutnou podminkou finalni purifikace je pouziti vysoce Ccistych
rozpoustédel.
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Precisténi na tenkych vrstvach (TLC). Extrakt ziskany v pfedchozim kroku se zahusti na
minimalni objem (Casto pfi zahuStovani dochazi ke krystalisaci) na rotacni vakuové
odparce. Ziskany koncentrat pfeneseme do mensi zabrusoveé barnky pipetou. Zasadné
ho neprelivame; ztraty ulpénim na skle a zabrusech byvaji v pfipadé koncentrovanych
vzorku jiz obrovské. Dojde-li k vykrystalovani latky, pfiddme rozpoustédlo a smés mirné
zahfejeme. Pfenasime ji potom do mensi banky za tepla.

Tenkovrstva chromatografie se dnes jiz téméF vyhradné provadi na komerénich
vrstvach silikagelu s UV indikatorem. Desky drzime opatrné za hrany a vrstvy silikagelu
se nedotykame. Pfed praci si vS§imneme, Ze na zadni strané aluminiovych desek byvaji
jemné ryhy od nanaseciho stroje. Desku orientujeme tak, aby tyto ryhy byly vodorovné.
Mékkou tuzkou udélame na desce asi jeden a pll cm od spodniho okraje rovnou ¢aru,
na které si vyznacime malymi znaCkami mista pro nanaseni vzorku.

Prvnim nezbytnym krokem je nalezeni optimalni mobilni faze. Na start naneseme
opatrné asi 5 mikrolitrG extraktu a pockame, az Uplné zaschne (Ize pouzit fénu). Desku
potom vlozime do chromatografické vany obsahujici mobilni fazi (v takovém objemu, aby
vySka hladiny nepfevysila 1 cm), vanu rychle uzavieme a pockame, dokud mobilni faze
nevyvzlina cca 1 az 2 cm pod horni okraj desky. Poté desku vyjmeme, vysuSime a
pozorujeme pod UV lampou. Mékkou tuZkou vyznacime polohu skvrn. Pfi volbé& mobilni
faze se fidime literaturou popisujici déleni latek s podobnou chemickou strukturou.
Nemame-li nadéji na potfebné informace, mizeme zacit se soustavou chloroform-
methanol 10:1 a postupné upravovat slozeni mobilni faze: zistavaji-li latky na startu,
zvySime obsah methanolu, jsou-li eluovany s Celem rozpoustédla, zvySime obsah
chloroformu (tfebas az na 100:1). Zastavaji-li latky na startu pfi pouziti samotného
methanolu i chloroformu, je tfeba mobilni fazi modifikovat nebo pouZzit jiny typ tenké
vrstvy (napf. celulozu).

Jakmile zjistime vyvijeci soustavu, ve které se latky obsazené v extraktu
dostatecné déli, pfistoupime k preparativni chromatografii. Na vrstvu nanasime opatrné
100 az 200 mikrolitri (automatickou pipetou) v jednom dlouhém tenkém pasu (asi 0.5 cm
vlevo i vpravo ale ponechame volnych). Po vyvinuti a vysuseni si oznaCime tuZkou pasy
jednotlivych latek, a aniz bychom se jich dotykali prsty, rozstfihame je na cca 3 cm dlouhé
pasky. Ty potom sbirame do zabrusovych nadob obsahujicich vhodné rozpoustédio.

Zpravidla se nejprve sbiraji pruhy latek poskytujicich pod UV lampou
nejintenzivnéjsi signal. Takto vyextrahované latky prefiltrujeme pres fritu, abychom se
zbavili stfihanim uvolnéného silikagelu, a po zahusténi kontrolujeme Cistotu. Zfidkakdy
latka po jednom precisténi na silikagelu poskytuje jednu skvrnu; preparativni
chromatografii mizeme ale i nékolikrat opakovat. Ma-li latka tendenci ke krystalizovani,
pak ji pfed odevzdanim k analyze alespon jednou prekrystalizujeme.

3. Zjistovani chemické struktury

U kazdé nove latky se zjistuji zakladni charakteristiky, tj. bod tani, UV/VIS spektra,
rozpustnost, pfipadné i opticka aktivita. Chemicka struktura se zpravidla odvozuje z
vysledki méfeni hmotnostnich a infraervenych spekter a z vysledk( nuklearni
magnetické rezonance (spekter 'H a '3C NMR). ProtoZe jde o vyklad nad ramec tohoto
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kurzu, stru¢né zminime pouze techniky IR a MS; zajemce nalezne jist¢ mnoho
chemickych u€ebnic €i webovych stranek, vénovanych modernim metodam identifikace
organickych latek sam.

InfraCervena spektroskopie (IR) poskytuje informace o funkCnich skupinach,
pritomnych v molekule zkoumané latky. Princip metody je zhruba ten, Ze vzorkem latky
ve specialni kyveté prochazi infraCervené svétlo, které molekule dodava energii. Tato
energie ovSem neni vysoka; molekula se po absorbovani Casti svétla rozkmita. Kmita
vS8emi sméry, které pfichazeji v uvahu. Napf. v molekule vody se budou pfiblizovat a
vzdalovat protony ke kysliku (bud oba sou€asné, nebo stfidavé) a kromé toho se mohou
oba protony pfiblizovat k sobé nebo vzdalovat (jako rozevirani nlizek). Ke kazdé vibraci
je tfeba urcité energie, resp. zafeni o urcité vinové délce. Zareni, pred prlichodem latkou
homogenni, je po prachodu vzorkem chudsi o vinové délky, které rozkmitaly molekuly.
Ziskané spektrum se proto nazyva absorpcni. Z historickych divodu se spektra registruji
jako zavislost trnasmitance na vino¢tu (uvadéném v cm'). Vyhodnocovani spekter nalezi
odbornikim, pfesto uvedme pro ilustraci nékolik typickych pfikladl vino&td funkénich
skupin: C=0 (karbonyl, 1700 cm™'), -OH (hydroxyskupina, 3600 cm-'), C-H (proton na
alifatickém uhliku, > 3000 cm"), C-H (proton na aromatickém uhliku, < 3000 cm-"), -Cl
(chlor, 780 cm™).

Hmotnostni spektrometrie (MS) je na rozdil od IR spektrometrie metodou
destrukCni, to znamena, ze vzorek je pfi méfeni spotfebovan a nelze jej dale pouzit.
Hmotnostni spektrometrie je destrukéni metodou v pravém slova smyslu: latka je po
ionisaci ve vakuu bombardovana rtiznymi ¢asticemi o vysoké energii (elektrony, amoniak
atd.). PFi tom dochazi k rozpadu molekuly na nékolik fragmentt (rozpad ale mize byt
iniciovan | jinymi metodami). Smés produktl takovych srazek (ktera ale obsahuje i urcité
- i kdyz Casto mizivé - procento "nezreagované" vychozi latky) je délena v elektrickém a
magnetickém poli na Castice liSici se vzajemné molekulovou hmotnosti. Vystupem z
pristroje je tzv. hmotnostni spektrum, tj. na ose x je molekulova hmotnost (cca od 20 do
200 jednotek m/z), na ose y potom intenzita dopadu pfislusnych fragmentd molekul na
detektor. Spektrum je tedy Carové a nejCastéjSi fragment molekuly poskytuje nejvyssi
signal. Fragmentace latek se sice fidi urcitymi pravidly, ale podrobnéjsi vyklad ziskavani
a vyhodnocovani hmotnostnich spekter pfesahuje ramec tohoto kursu.

Jde-li o isolaci latky jiz znamé, tedy ovéfujeme-li jeji produkci houbovym kmenem,
postaCi zpravidla pouziti jedné z uvedenych instrumentalnich technik a srovnani
ziskaného zaznamu s jiz publikovanymi spektry. Casto také postadi chromatografické
srovnani se standardem (je-li k disposici) metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie nebo plynové chromatografie.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je technika zalozena na
stejném principu, jako tenkovrstva chromatografie. Rozdil je hlavné v usporadani
systému: stacionarni faze (v mnohem jemnéjSim zrnéni) je ulozena v koloné&, mobilni
faze kolonou prochazi pod velkym tlakem. Pfistroje umoznuji jednak meénit teplotu
(obvykle se pracuje pfi 30-40 °C), jednak sloZeni mobilni faze (postupnému zvySovani
obsahu jedné slozky se fika gradientova eluce). Na trhu je rovnéz vétsi vybér
stacionarnich fazi, ackoliv nejCastéji se pouziva silikagel nebo silikagel impregnovany
organickou vrstvou - vysSimi alifatickymi uhlovodiky. Vysledny produkt je na rozdil od
silikagelu nepolarni. Nejbéznéjsi je silikagel se zakotvenym oktadecylovym zbytkem
(oznacuje se jako "reverzni faze", RP nebo C-18). Latky jsou z kolony eluovany v riznych
Casech podle jejich afinity ke stacionarni fazi. Kromeé registrace téchto ¢asl (retencnich
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CasU, rt) poskytuji lepSi pfistroje i dalSi informace o latkach - napf. pfistroj vybaveny
diode-array detektorem uklada i kompletni UV/VIS spektrum kazdé latky.

Podminky separaci se pro rlizné latky liSi a je tfeba je vyzkouset. Pouziva-li se
kolona plnéna reverzni fazi (C-18), voli se zpravidla jako mobilni faze nejprve smés
acetonitril:voda nebo methanol:voda a teprve po neuspéchu se slozeni vyraznéji méni.

Latky se detekuji nejCastéji méfenim absorbance pfi urcité vinové délce v
prutokovém detektoru umisténém za kolonou. Mozna je i detekce elektrochemicka nebo
snimani fluorescencnich spekter. Nejnovéjsi pfistroje jsou vybaveny i hmotnostnimi
detektory. Chromatograficky zaznam (tj. odezva detektoru vs. ¢as) poskytuje informace
o Cistoté latky (poCet piku) a o jejim mnozstvi (plocha piku je pfimo umérna koncentraci)
ve vzorku. Mame-li ovérit identitu latky, postupujeme tak, ze za stejnych podminek
zméfime retenéni ¢as neznamé latky a standardu. Poté davkujeme na kolonu smés
obou. Je-li nase latka identicka se standardem, dava smés vzdy jeden pik, at ménime
sloZeni mobilni faze, jak chceme.

4. Zjistovani antibiotické aktivity

Protoze fada sekundarnich metabolitt ma vétsi ¢i mensi antibiotickou aktivitu,
patfi jeji testovani mezi pomérné bézné prace.

Kvalitativni zjisténi pfitomnosti antibiotické aktivity se provadi na agaru na petriho
misce zaoCkované vhodnym citlivym mikroorganismem (zpravidla se pouziva Bacillus
subtilis nebo Escherichia coli v pfipadé antimikrobialnich latek a Candida utilis nebo
Candida pseudotropicalis u latek s antifungalni aktivitou). Veprostied misky se
korkovrtem vydloubne kulaty otvor, do kterého se pipetuje koncentrovany roztok (frakce
po chromatografické separaci) testované latky. Po 24 hodinach inkubace je v pfitomnosti
antibiotika patrna inhibi¢ni zéna kruhového tvaru se stfedem pfiblizné ve stfedu otvoru.
Je uzite€né si vyzkousSet, jak velkou zénu vytvofi Cisty ethanol nebo dimethylsulfoxid (v
pripadé testovani ve vodé nerozpustnych latek).

Velikost zény je umérna citlivosti mikroorganismu k testované latce a jeji
koncentraci. Citlivost mikroorganismu k danému antibiotiku je mozné vyjadfit i
kvantitativné pomoci tzv. minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Tato hodnota zaroven
umoznuje vzajemneé porovnavani ucinnosti antibiotik.

Ur€eni hodnoty MIC agarovou difusni metodou. Pfipravime si Fadu deseti roztokd
testované latky (nejvyS8Si koncentrace 2 mg/mL, dale fedime vzdy na polovinu tj. 1
mg/mL, 0.5, 0.25 atd.). Do ztuhlé agarové vrstvy zaoCkované testovacim
mikroorganismem vyrobime korkovrtem v dostate¢né vzdalenosti deset otvorl a do
kazdého z nich pipetujeme stejné mnozstvi latky (napf. 100 yL). Druhy den odeclteme
hodnoty priméru inhibi¢nich zén a vyneseme je v semilogaritmickém méfitku proti
koncentraci. Hodnotu MIC odecteme tam, kde pfimka protina osu x.
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PFiklady postupu:
A. Isolace antibiotika pleuromutilinu z basidiomycetu Pleurotus mutilis

SuSené mycelium bylo extrahovano 60% MeOH. Extrakt byl Castecné zahustén a
ziskana suspense byla extrahovana petroletherem. Petroletherova frakce, obsahuijici
lipofilni balast byla odstranéna a vodna suspense byla dale extrahovana butylacetatem.
Butylacetatova frakce byla poté odpafena dosucha. Odparek byl rozpustén v malém
mnozstvi etheru a z ného byl pleuromutilin vykrystalisovan.

B. Isolace kys. usnové z Cladonia sp.

Susena stélka byla nadrcena a macerovana 6h v acetonu. Acetonovy extrakt byl
odpafen do sucha a odparek byl extrahovan horkym chloroformem. Po pfidavku
trojnasobného mnozstvi ethanolu doslo k tvorbé srazeniny. Ta byla odfiltrovana a latka
byla dvakrat rekrystalovana z acetonu.

Obr. 33. Priklady Cirych zon pfi difusnim testu. Nékdy se pouZivaji papirové terCiky,
napusténé urcitou koncentraci latek, jindy se pipetuje stejné mnozstvi roztoku o riznych
koncentracich pfimo do otvort vyrobenych korkovrtem. Obrazky jsou z webu.
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Kapitola VI. Ligninolyticky systém hub bilé hniloby

1. Struktura a vlastnosti ligninu

Asimilace atmosférického COz2 na lignin pfedstavuje asi 40 % rostlinami vyuzivané
Tvofi soucast bunécnych stén vysSich rostlin, kde zvySuje mechanickou a chemickou
odolnost. Aromaticka molekula ligninu je diky své struktufe neobycCejné resistentni vuci
enzymatické degradaci, nasledkem ¢ehoz jeji biologické odbouravani probiha velmi
pomalu. Je proto pravdépodobné, Zze dekompozice ligninu je limitujicim krokem v
biosférickém kolobéhu uhliku.

Kromé ligninu jsou z hlediska hub, zpusobuijicich hnilobu dfeva, dllezité dvé dalsi
latky: celuldza, linearni polymer glukdzy, ve kterém se témér vyhradné vyskytuji beta-1,4
vazby a hemiceluldézy, coz jsou polymerni slou€eniny cukrd, které jsou vétvené a
zpravidla obsahuji (kromé& obc&asnych molekul glukézy) jiné cukry, jako je galaktdza,
xyléza, mannoza, arabinéza a glukuronova kyselina. Volné cukerné hydroxylové skupiny
byvaji bézné acetylovany.

Lignin byl poprvé popsan Anselmem Payenem v r. 1838. Peter Klason zjistil, ze
obsahuje koniferylalkohol (1887) a v r. 1907 vyslovil domnénku, Ze lignin ma polymerni
strukturu ve které se vyskytuji etherové vazby. Pozdéji se ukazalo, Ze lignin je skupina
strukturné pfibuznych vysokomolekularnich latek tvofenych vétvenymi polymery na bazi
p-kumarylalkoholu, koniferylalkoholu a sinapylalkoholu.

Kvantitativni poméry téchto tfi slozek se
mohou vyrazné liSit podle stafi a druhu

CH,0H rostlin. Lignin isolovany z
nahosemennych obsahuje pFevazné

C"H koniferylalkohol a malé mnozstvi
CH kumarylalkoholu a  sinapylalkoholu,
lignin krytosemennych obsahuje

koniferylalkohol a sinapylalkohol

priblizné ve stejném mnozstvi a

R, R2 obsahuje pouze stopy p-
OH kumarylalkoholu. Lignin jedno-

déloznych, pfedevSim trav, obsahuje
v8echny tfi slozky s vysokym obsahem

Ri= R,z -
I R‘- 2 H_ =p—Coumarylalcoh  kymarylalkoholu. Je zde patrné
II Ri=H,R2=0CH; = Coniferyl alcohol zfetelna souvislost s aktivitou tyrosin-
Il R=R,=0CHy = Sinapy! alcohol amoniaklyazy, ktera je pravé v travach

rozSifena a katalyzuje deaminaci tyro-
sinu na kyselinu p-kumarovou.
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Pro informaci uvedme dvé dalsi definice ligninu: Lignin je dfevovina, ktera zbyva
po odstranéni celuldzy, dodava dievu pevnost. (Pfirucni slovnik védy a techniky, 1979).
Lignin je cast rostlinného materialu, ktera neni hydrolyzovatelna plsobenim 72%
kyseliny sirové nebo 36% kyseliny chlorovodikové po odstranéni voskd, klovatin a taninu
(slovnik na serveru NASA pfistupny na internetu). Pfedstava J. S. Presla je uvedena
nize. Pravda je, ze se 72% kyselinou sirovou malokdo chce mit v labu néco spolecného.
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Obr. 34. Z knihy PocCatkowe rostlinoslowi (1848). Kniha je k vidéni u mne doma.

Biosyntéza ligninu vychazi z Sikimatu. Kyseliny jsou na alkoholy redukovany na
CoA-esterech. Vzniklé alkoholy jsou enzymaticky dehydrogenovany na volné radikaly,
které maji Cetné resonancni struktury a mohou spontanné reagovat za vzniku sitovaného
polymeru. Jako oxidaéni enzymy zde funguiji fenoloxidazy a peroxidazy. Cely proces lze
nazvat ,oxida¢ni polymeraci“. Na misto ureni se alkoholy dostavaji ve formé glukosidu
(proton hydroxyskupiny na jadfe je zaménén zbytkem glukdzy), glukéza je odstépena
beta-glukozidazami. Ramanova spektra domén bunécnych stén naznacuji, ze tato
makromolekula je orientovana tak, Ze roviny aromatickych jader jsou rovnobézné s
rovinou bunécéné stény.
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Zde vizme Cast molekuly ligninu z jehlicnanového dieva.

V nativnim pletivu je lignin vazan s polysacharidy a nékdy i s proteiny.
Aminokyselinova analyza naznacuje, Zze polymerizujici lignin se kovalentné vaze s
glykoproteiny bunécné stény a Ze tyto vazby jsou tvofeny pfevazné s hydroxyprolinem.

Lignin je tmavohnédy prasek, Spatné rozpustny ve vodé, lépe v louhu. Ma
absorpéni maximum v UV oblasti pfi 280 nm, které se pfipisuje aromatickym OH-
skupindm. Maxima je mozné vyuzit ke spektrofotometrickému stanoveni ligninu nebo
ligninmodelovych latek v roztocich.

Priprava ligninu z pfirodniho materialu je velmi obtizna a témér vzdy pfi ni dochazi
ke zméné plvodni chemické struktury. Rozeznavaji se proto rizné ,ligniny”, podle toho,
jakym zplsobem byly ze dfeva isolovany. Napf. ,Klasonlv lignin” se pfipravuje jako
zbytek po luhovani studenou koncentrovanou kyselinou sirovou, ,Willsateriv lignin“ se
pfipravuje stejné avsak s pouzitim kyseliny chlorovodikové, ,Celulolyticky lignin“ vznika
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tak, ze se dfevo inokuluje houbami tzv. hnédé hniloby, které zuzitkuji polysacharidy a
zbyva témér nativni lignin (proces je ale velmi pomaly).

2. Biodegradace ligninu dfevokaznymi houbami

Ve volné pfirodé se na biodegradaci dfevni hmoty obecné podileji bakterie,
aktinomycety a pfedevsim velka skupina dfevokaznych hub. To jsou houby, které ke
svému rastu a fruktifikaci vyzaduji dfevni hmotu. Podle schopnosti vyuzivat hlavni slozky
dieva (lignin a celulézu) se rozliSuji do tfi hlavnich skupin:

Houby bilé hniloby, které jsou schopné vyuZzivat lignin sou€asné s celulézou a
hemicelul6zami, houby hnédé hniloby a houby tzv. mékké hniloby, které utilisuji celulézu
a hemicelulézu, ale lignin nedegraduji, nanejvy§ modifikuji. Mezi houby bilé hniloby
(white-rot fungi) patfi napf. vaclavky, hlivy (Pleurotus ostreatus, PI. sajor-caju), outkovky
(Trametes versicolor, Trametes hirsuta, Pycnoporus cinnabarinus), Lentinus edodes,
Stereum hirsutum a jedna z nejCastéji studovanych hub v laboratofi, Phanerochaete
chrysosporium.

Mezi houby hnédé hniloby (brown-rot fungi) patfi napf. Piptoporus betulinus,
Gloeophyllum trabeum, Laetiporus sulphureus, Osmoporus odoratus atd. Tyto houby
odbouravaji dfevni polysacharidy, takze dfevo ziskava tmavé zbarveni. Pfi vysychani
napadené dfevo praska, lame se na hnédé kubické bloky a droli se. Dfevo, napadené
bfezovnikem obecnym bylo udajné po rozemnuti na jemny prasek dfive pouzivano ve
Svycarsku k cidéni a ledténi hodinafskych soucastek. Taxonomicky nalezi houby bilé i
hnédé hniloby vesmeés mezi basidiomycety.

Houby mékkeé hniloby (soft-rot fungi) napadaiji vihké dfevo, pficemz dochazi k jeho
charakteristickému meéknuti. Taxonomicky se jedna pfevazné o askomycety a
deuteromycety, napf. askomycet Chaetomium globosum, Chaetomium piluliferum nebo
deuteromycet Stachybotris chartarum.

Pro rozliSeni mezi houbami bilé a hnédé hniloby se pouzival v davnych dobach
tzv. Bavendamiv test (1928), kdy testovana houba rostla na agaru s pfidavkem kys.
gallové (taninu). Dochazi-li v prabéhu rdstu k vzniku tmavohnédého kola okolo kultury,
jde o houbu bilé hniloby. Je vSak tfeba poznamenat, Ze tento test neni zcela spolehlivy;
dnes je mozné dat prednost zjiSténi genu pro lakazu & Mn-peroxidazu.

Pro uplnost uvadime, Zze na rozkladu dfeva v€etné ligninu participuji téZ bakterie
(napf. Xanthomonas sp., Bacillus megatherium) a nékteré enzymy byly nalezeny i u
Aspergillus fumigatus a Fusarium solani. Kromé toho tyto enzymy byly nalezeny i u
nékterych streptomycetu.

3. Enzymovy komplex hub bilé hniloby.
Hlavni reakce, které se uplatfuji pfi biodegradaci ligninu jsou depolymerace
ligninu na monoaromatickeé slouceniny a dale otevieni aromatického kruhu téchto latek

za vzniku nizkouhlikatych slou€enin, které jsou pak vyuzity jako zdroj uhliku a energie.
Za depolymeraci jsou odpovédné peroxidazy (Ligninova a Mn-dependentni), oxidace
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fenoll na fenoxyradikaly je opét kromé peroxidaz dilem lakazy. K depolymeraci je nutny
peroxid vodiku, jenz vznika plsobenim arylalkohol oxidazy (z aromat. alkoholu sou¢asné
vznika aldehyd), glyoxal oxidaza a pyranosa 2-oxidaza.

3.1. Ligninova peroxidaza a Mn-dependentni peroxidaza

LiP je enzym depolymerizujici lignin na kationradikaly, které spontanné prechazeji
na nizkomolekularni aromatické i nearomatické latky. Jde o enzym obsahuijici Zelezo
vazané na hemovou skupinu a molekula enzymu obsahuje vysoké procento cukru (jde o
glykoprotein). Tento enzym produkuje velka vétSina hub bilé hniloby. Jeho pH optimum
je okolo pH 3, coz je neobvykle nizka hodnota. Ke své cCinnosti navic vyzaduje i
veratrylalkohol, ktery je zaroven jejim substratem: pravdépodobné veratrylalkohol
prispiva ke stabilisaci enzymu. Hlavni reakce jsou depolymerace lignin a oxidace
veratrylalkoholu na veratrylaldehyd (70-90%) a dale na nearomatické laktony (cca 20%).
Ke vSem uvedenym reakcim je vSak potfeba peroxid vodiku (proto “peroxidazy”).

Kromé LiP byla popsana i tzv. Mn-dependentni peroxidaza, ktera je podobné jako
LiP glykosylovany hemoprotein. Ke své €innosti vyZaduje dvojmocny mangan, ktery je v
prubéhu reakce oxidovan na trojmocny, jenz mize ve formé& komplexu s chelatorem
(organicka kyselina) volné difundovat do dfevni tkané a pfimo oxidovat lignin. Je znamo,
Ze basidiomycety produkuji napf. oxalat, malat, malonat a pyruvat. MnP bez pfitomnosti
manganovych iontd a samoziejmé peroxidu vodiku neni aktivni.

Nizkomolekularni reaktivni latky, jako je trojmocny mangan, popf. peroxidovy
radikal nebo trojmocné zelezo, se zcela jisté podileji na prvotnim ataku ligninové
struktury. Je totiz velmi obtizné si pfedstavit, jak pomérné velka makromolekula
jakéhokoliv enzymu napada planarni (a jeSté vétsi) makromolekulu ligninu a snazi se
dostat jeji ¢ast do svého aktivniho mista. Casto se setkadvame s nazorem, Zze MnP se
podili na iniciaci degradace ligninu a tvorbé Stépu a LiP v az dalsi fazi degraduje
pFedevsSim tyto oligomery.

Ostatni peroxidazy. Je ziejmé, Ze houby produkuiji i jiné peroxidazy. Rada z nich
neoxiduje veratrylalkohol (standardni “assay”), napf. peroxidaza z Pycnoporus
cinnabarinus nebo z houby Bjerkandera adusta. Vesmés to jsou peroxidazy unikatni a
nebyly dosud dostate€né charakterisovany.

3.2. Lakaza

Lakaza je na rozdil od obou peroxidaz nehemovy enzym, ktery obsahuje nékolik
molekul médi. Katalyzuje oxidaci fenoli na fenoxyradikaly, a proton pfenasi na
molekularni kyslik (vznikd voda). Nevyzaduje tudiZz peroxid vodiku. Vzniklé
fenoxyradikaly jsou nestabilni a podobné, jak bylo zminéno u LiP, mohou spontanné
pfechazet na nearomatické laktony.

Obecné se ma za to, Ze geny pro enzymy hub bilé hniloby jsou pfitomny vesmés
u vSech difevokaznych hub (j. i hnédé hniloby), ale nejsou aktivovany.
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3.3. Enzymy produkujici peroxid vodiku

Peroxidazy vyzaduji ke své Cinnosti peroxid vodiku, coz je ovSem ve vysSich
koncentracich bunécény jed a jeho nadbytky jsou zpravidla likvidovany katalazou. Peroxid
vodiku proto vznika ucinkem extracelularnich enzymd pfimo v okoli hyfy. Je dosud
popsano nékolik enzym, produkujicich tuto latku, z nichz nejbéznéjsi jsou arylalkohol
oxidazy, pyranosa 2-oxidazy a glyoxaloxidaza.

Arylalkohol oxidazy oxiduji aromaticke alkoholy za spotfeby molekularniho kysliku
na odpovidajici aldehydy a peroxid vodiku. Jako substraty byly mj. popsany anisyl
alkohol, benzylalkohol, veratrylalkohol a chlorované derivaty anisylalkoholu.

Pyranosa 2-oxidaza katalysuje oxidaci monosacharidi na osony, tj. dikarbonylové
cukry, pfi které je spotfebovavan atmosféricky kyslik a vznika peroxid vodiku.
Glyoxaloxidaza oxiduje glyoxal na kyselinu glyoxalovou. Vyzaduje molekulu vody, na
kterou je pfenesen jeden atom kysliku.

3.4. Stépeni aromatického jadra intracelularnimi enzymy

Prestoze aromatické jadro maze byt Stépeno jiz ucinkem LiP nebo Lac, z velké
Casti k tomuto metabolickému kroku dochazi uvnitf mycelia. Houby jsou schopné Stépit
aromatické jadro pouze mezi dvéma sousednimi hydroxyskupinami (tzv. intra-diol ortho-
Stépeni). Naproti tomu bakterie jsou schopny §tépit jadro i mimo vicinalni OH- skupiny.
Pfikladem enzymd je pomérné bézna intracelularni 1,2,4-trihydroxybenzen-1,2-
dioxygenaza.

DalSim popsanym enzymem je cellobiosa-chinon oxidaza, ktera katalyzuje
redukci chinonl za soucasné oxidace cellobiézy. Ma se za to, Ze zabrariuje repolymeraci
ligninovych $tépu v prabéhu degradace.

Ostatni znamé enzymy se podileji na modifikacich a odstépovani hemicelulos:
napf. endo-1,4-B-xylanaza, ktera produkuje oligosacharidy z nahodného stépeni xylanu
nebo xylan 1,4-B-xylosidaza, ktera odstépuje monomery xyldézy. Dale je to napf. acetyl
xylan esteraza, ktera deacetyluje xylézové zbytky nebo esteraza kys. ferulové, ktera
odstépuje zbytky kys. ferulové. Samoziejmé Ffada analogickych uzce specifickych
enzymu existuje i pro ostatni slozky hemicelulos.

4. Méfeni biodegradace ligninu v experimentech

V podstaté je mozné pouzit nékolik zpasobl podle pouzitého substratu.

Drevo: Vahovy ubytek. Dfevény SpaliCek je zvazen pfed inokulaci a po nékolika tydnech
¢i mésicich (vice napf. v EN 113-1:2020) inkubace s dfevokaznou houbou (a po ocisténi
a vysuSeni do konstantni hmotnosti). Rozdil hmotnosti vSak nefekne, co jde na vrub

ligninu a co jde na vrub celulosy resp. hemi- a lignocelulos.

Dfevo: Procento extrahovatelného ligninu. Dfevo se pfed i po experimentu extrahuje
pFislusnym zplsobem (napf. ethanolem nebo DMSOQ), lignin se vysrazi etherem a méfi
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se rozdil. Nevyhoda je, Ze do organického rozpoustédla pfechazi cca 0,2 - 1% ligninu.
Je mozné ovSem pouzit silné mineralni kyseliny, to sice vede k vy$§im vytézkim, ale je
to experimentalné narocné.

Lignomodelové latky: Induliny - spektrofotometrické méfeni ubytku absorbance pfi 280
nm. Je tak mozné odhadnout stuperi §t€peni aromatickych jader.

Lignomodelové latky: Radioaktivné znaCené substraty. Metoda je velmi pfesna, nebot se
méFi uvolnény '“CO2, pohlcovany za barikou do absorpéniho roztoku. Zjisti se velmi
presné, kolik procent substratu houba mineralizovala. Je to ale pomérné naro¢né na
vybaveni, ackoliv se zpravidla pracuje s minimalnimi aktivitami.

5. Ligninolyticky systém basidiomycetl jako projev sekundarniho metabolismu

Nékteré enzymy nalezici do ligninolytického systému je mozné detekovat v
kultivaénich tekutinach pfi (zpravidla stacionarnich) kultivacich dfevokaznych hub.
Drevokazné houby je totiz mozno celkem bez obtizi kultivovat nejen na pevnych
substratech (slama, dfevéné Spali¢ky), na agarovych padach, ale i na tekutych pudach.
Jak jsme uvedli dfive, houby kultivované na tekutych pudach za tfepani vytvareni kulicky
(pelety) o pruméru od 2 mm do 2 cm. Nejsou-li kultury tfepany, tedy pfi stacionarni
kultivaci tvofi houby plisfovity povlak na povrchu.

Pro detekci enzym je nutné mit moznost pravidelnych odbéru kultivaéni tekutiny
(jde o extracelularni enzymy) a proto se pro sledovani ligninolytickych enzymi pouzivaji
stacionarni kultivace na tekutych padach. Je zajimavé, Ze vétSina enzymu neni tvofena
v tfepanych kulturach. Zde mizeme méfit obvykle pouze aktivity enzymU produkujicich
peroxid vodiku (napf. pyranosa 2-oxidazy). Takova kultivace trva zpravidla 6-13 dni. V
pfipadé netfepanych kultur je doba kultivace delSi, asi dva az tfi tydny. Ligninolytické
enzymy jsou produkovany zpravidla ve stacionarni fazi rstu, ackoliv nékteré aktivity je
mozné zachytit i v CasnéjSich fazich. Je jasné, ze pro dostatecny pocet experimentalné
zjisténych hodnot je nutno mit velké mnozstvi paralel.
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Obr. 35: Priklad pribéhu stacionarni kultivace Stereum hirsutum na tekuté Kirkové
padé.
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Obr. 36. PrFiklad pribéhu aktivity lakazy (podminky viz pfedchozi obrazek).
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Obr. 37. Priklad pribéhu aktivity Mn-dependentni peroxidazy (podminky viz pfedchozi
obrazky).

6. Vyuziti ligninolytickych enzymu k degradacim jinych aromatickych latek

Ligninolytického enzymového systému hub bilé hniloby je mozné prakticky vyuzit
i k degradacim toxickych organickych latek, obsahujicich aromaticka jadra. NejCastéji
studovanymi latkami z tohoto hlediska jsou polyaromatické uhlovodiky (PAH),
polychlorované bifenyly (PCB) a nékteré dalSi latky, napf. aromatické herbicidy,
trinitrotoluene ¢i v posledni dobé IléCiva, zejména pak ze skupiny tzv. endokrinnich
disruptort. V soucasnosti nékolik vyzkumnych tymu studuje moznost praktické aplikace
hub bilé hniloby pfi dekontaminaci znecisténych pud nebo vod. Prakticky se v
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laboratornim méfitku experimenty provadi tak, Ze zaoCkovana slama se po nékolika
tydnech (az je houbou dobfe prorostla) prevrstvi vzorkem hliny obsahujici toxicky
organopolutant. V Casovych intervalech se odebiraji vzorky a zjiStuje se jeho ubytek.

Pouziti hub bilé hniloby, popf. jejich smésnych kultur s kvasinkami a baktériemi
pfi odstranovani starych ekologickych zatézi je podle dosavadnich vysledk( velmi
nad&jné a davno jiz presahlo ramec vyzkumnych laboratofi: nejen v CR v této oblasti
podnika v posledni dobé fada firem.

VIl. Rozklad dievni hmoty houbami hnédé hniloby

Po pravdé fe€eno, tato kapitola v plvodni verzi skript nebyla zafazena. Protoze
jde ale o skupinu hub, které pachaji zna¢né ekonomické skody v lese Ci v bydlisti, nebude
od véci se o nich alespon ve stru¢nosti zminit. Rozdil mezi rozkladem dfeva houbami
bilé a hnédé hniloby je naprosto jasny z nasledujicich obrazka:

Obr. 38. Rozklad dfeva houbami bilé (vlevo) a hnédé (vpravo) hniloby.
1. Houby hnédé hniloby

Houby hnédé hniloby utilisuji celul6zu, coz vede — jak jiz bylo zminéno dfive — k
rozpadu dieva na krychlicky Ci az na prasek (totiz tmavohnédy lignin). Dfevo tak ztraci
mechanické vlastnosti a z hlediska jeho dalSiho vyuZiti je bezcenné. To je velky problém
jednak pfi primarnim napadeni v lesnich porostech, jednak pfi sekundarnim v dfevénych
stavbach &i dalSich konstrukcich. (vice viz napf. Fojtik R., Lokaj A., Gabriel J.: Dfevéné
mosty a lavky, CKAIT 2017).

Véc ma samozfejmé jednoduchy biochemicky vyklad; houby hnédé hniloby
nedisponuji ligninolytickym systémem (pfestoze podle poslednich vyzkuma si geny pro
néj mohou nést). Dfevo tedy rozkladaji jednak enzymové (celulazami, xylanazami),
jednak vyuzivaji i Fentonovské systémy (peroxid vodiku v kombinaci s Fe?* ionty, i
pfipadné v pfitomnosti dalSich dvojmocnych tvofi velmi reaktivni radikaly, schopné
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rozruSovat C-C vazby). Celulolyticky enzymovy systém hub je velmi dobfe popsan v
mnoha pracich &i u€ebnicich, proto dale zminime jen stru¢né zakladni mechanismy.

Jak uz bylo fe¢eno, mezi houby hnédé hniloby patfi napf. outkovky rodu Antrodia,
popraska sklepni (Coniophora puteana), tramovky (Gloeophyllum sp.), bfezovnik
(Piptoporus betulinus), sirovec Zzlutooranzovy (Laetiporus sulphureus) troudnatce
(Fomitopsis sp.) a samozfejmé dfevomorka domaci.

2H2 + 202
H202 + H* + Fe2+

‘\wx

oxidoreduktazy

lignoceluléza
IR, VA, HQ
HE SO
Fel+
IR
rozklad . A\ ™
hemicelul6zy ; OH;' Fe3+
"F} CBM

hexazy 4_) "OH

pentézy

Obr. 39. Souc€asné predstavy o mechanismu rozkladu dfeva dfevomorkou domaci. Po
kolonizaci dfeva dochazi k produkci kyseliny variegové (VA), hydrochinond (HQ) a
oxidoreduktaz, generujicich hydroxylové radikaly (OH) napadajici hemi-celulozové
struktury. Ty jsou rozkladany hydrolytickymi enzymy (HE), a také neenzymovymi
Fentonovskymi systémy. Komplex Fe2+/Fe3+ oxidoreduktazy (IR) a celulézu vazajiciho
proteinu (CBM) sméruje produkci reaktivnich radikali ke konci celulézovych fetézca.
Upraveno podle: S. C. Watkinson a D. C. Eastwood (Advances in Microbiology 2012, viz
Ziva 2/2013).
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l B-Glucosidase

l Cellobiohydrolase

G—G Cellobiose

l Endoglucanase

Obr. 40. Zakladni schema rozkladu celuldzy extracelularnimi enzymy hub hnédé hniloby”
od celuldzy po glukozu.

Pro vlastni detekci celulolytickych enzymu byla vypracovana fada standardnich
metodik, zpravidla jsou zaloZzeny na spektrofotometrickém stanoveni barevné (resp.
absorbujiciho) latky, plivodné navazané na pfirozeny substrat enzymu (napf. azobarviva
vazana na karboxymetylcelul6zu). Vice napf. v praci Vétrovsky et al, Ecology of coarse
wood decomposition by the saprotrophic fungus Fomes fomentarius, Biodegradation
2011, 22:709-718.
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Obr. 41. Fentonovska Cinidla a kyselina variegova, odpovédna mj. za modrani hfibovitych
hub; hraje vSak patrné vyznamnou roli i pfi rozkladu dfeva v pfirodé.
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2. Problém zvany dfevomorka

V tomto textu jsme se mnohokrat setkali s dfevomorkou domaci (S. lacrymans).
Pdvodem je z&asti patrné z Himalaji, odkud si ji AngliCané dovezli na pocatku
predminulého stoleti na stromech, kdyz predtim byli vyhubili své — bylo jich totiz tfeba na
vyrobu lodi. Pfi tom si povsimli, Ze jim lodé hniji, a to kupodivu ne pod vodou, ale nad ni.
Proto se nékdy dievomorka uvadi za “dry-rot” houbu. Postupem doby se rozSifila po celé
Evropé, jak je mozné najit mj. v praci Occurrence of indoor wood decay basidiomycetes
in Europe; J. Gabriel, K. Svec (Fungal Biology Reviews, 31:212-217 (2017)). Kromé&
dfevomorky byly zaznamenany mj. zachyty C. puteana, Antrodia vaillantii, A. sinuosa,
Gloeophyllum sp., Donkioporia exansa, Poria placenta aj. Dluzno vSak poznamenat, ze
dfevomorku pozna kazdy trotl, coz patrné ovlivnilo mnozstvi zachytu ve statistikach.

Dfevomorka je nebezpecna také diky tomu, Zze nejen efektivné rozklada drevo, ale
je schopna se velmi rychle S$ifit nejen sporami €i ulomky mycelia (to spi$), ale i
rhizomorfami, coZ jsou vlakna, tvofena spleti hyf a schopna proniknout i pfes zed. Na
svém apexu (Spicce) byva zvySena produkce kyseliny Stavelové (oxalové), ktera tento
proces snad usnadnuje. Rhizomorfy mohou byt az nékolik metrii dlouhé, jak jsme se
sami mnohokrat pfi vykonu soudné-znalecké Cinnosti pfesvédcCili a zdi, strop ¢i podlaha
pro né neni vyznamnéjsi pfekazka. Hubit ji Ize zatim pouze fyzikalné (vysoka teplota,
otevieny oheri). Chemické pfipravky (komeréni fungistatika ¢i fungicidy) pusobi pouze
preventivné

Obr. 42. Rhizomorfy dfevomorky vyvinuté po 60-denni kultivaci na smrkovém Spalicku.
Petriho miska byla samozfejmé obalena parafiimem.
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Obr. 45. Spravedliva odplata. Je to hfibovita houba, {j. je jedla.
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Kapitola VIlIl. Akumulace kovli v myceliu

Schopnost hub akumulovat kovy je znama desitky let. Nejvétsi pozornost byla
dfive vénovana obsahim toxickych (pfedevSim tézkych) kovl v plodnicich jedlych, resp.
trznich druhd hub. Pfirozené koncentrace kovu v houbach jsou vSak malé (obvykle se
pohybuji v fadech mg/kg susSiny), proto jejich spolehlivé méfeni je mozné teprve diky
modernim instrumentalnim technikam. Nyni se pouziva nejCastéji atomova absorpéni
spektrometrie (AAS) popf. jeji modifikace ICP-MS.

1. Faktory ovliviujici obsah kovl v plodnicich

druhd hub, patfi pfedevsim chemické slozeni pidy v dané lokalité, jeji pH, vihkost, popf.
pFitomnost dalSich mikro- a makroorganismu. Houby rostouci na dfevni hmoté maji
obvykle nizSi obsah vétsiny kovu.

Mycelium hub je schopno transportovat kovy i na relativné velké vzdalenosti. V
60. letech byly konany pokusy s transportem isotopu myceliem. Bylo zjist€no, ze v
pomérné kratké dobé byla radioaktivita detekovana i ve vzdalenéjSi €asti kultury (byl
pouzit zinek, sira, fosfor, stroncium; rychlost pfenosu byla asi 1 cm za den. V pfipadé
organickych latek je transport mnohem rychlejSi: fluorescein se pohybuje plodnici
vaclavky rychlosti asi dvanact az patnact cm za hodinu). V naSich vlastnich
experimentech s polniCkou (Agrocybe sp.) jsme dokazali pfenos kadmia z pudy pres
vrstvu slamy az do plodnic (Obr. 17). V jiném pokusu s penizovkou sametonohou
(Flammulina velutipes) jsme sledovali obsah kadmia pfeneseného ze slamy do plodnic
ve tfech po sobé nasledujicich skliznich (ve ¢trnactidennich intervalech). Mezi obsahy v
jednotlivych skliznich nebyly velké rozdily.

V nasleduijici tabulce jsou uvedeny pfiklady obsahl kadmia v nékterych houbach,
jak byly publikovany rdznymi autory.

houba hodnota (reference)

Amanita muscaria 17.4 ppm (Allen and Steinnes, 1978)
Amanita muscaria 46-101 ppm  (Tyler 1980)

Agaricus macrosporus 100-299 ppm (Tyler 1980)

Fomes fomentarius 0.15 ppm (Tyler 1982)

Lacrymaria velutina 36 ppm (Tyler 1980)

Trametes gibbosus 0.18 ppm (Tyler 1982)

Pluteus cervinus 4.5 ppm (Tyler 1982)

Daedalea quercina 0.22 ppm (Gabriel et al. 1997)
Fomitopsis pinicola 0.43 ppm (Gabriel et al. 1997)

Pfenosu kovl do plodnic dfevokaznych hub z pudy brani nékolik bariér.
Pfedevsim je to mykorrhizni obal na kofenech vétSiny dfevin, dale morfologicka bariéra
na pfechodu podzemni a nadzemni ¢asti rostliny a kone¢né rozhrani mezi dfevni hmotou
a myceliem. Obsah vétSiny kovl (napf. Cd, Cu) klesa v fadé plda>kofeny>nadzemni
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Cast >plodnice. U nékterych biogennich kovu, které jsou dobfe prenaseny vodivym
pletivem dfevin (Zn) tento vztah ovSem neplati.

Jak bylo uvedeno vySe, obsah antropogennich kovu v dfevokaznych houbéach
neodrazi jejich obsah v pldé. Do rostlin, tedy i dfevin se kovy dostavaji téz
prostfednictvim suché a vlhké atmosférické depozice (a to jak bylo zjisténo, v
nezanedbatelné mife - napf. v experimentu s kukufici pochazelo z ovzdusi 60 %
veskerého kadmia). Kovy nalezené v plodnicich tak mohou mit dva zdroje - pfimy spad
(viz obrazek) a dale kovy obsazené v dfevu v bezprostfednim okoli plodnice, odkud
mohou byt uvolnény a myceliem do plodnice transportovany.

Obr. 46. Vlevo: Prachové Castice na povrchu klanolistky obecné, vpravo na povrchu
troudnatce pasovaného. Snimek elektronovym mikroskopem, zvétSeni 400x resp. 500x.

Pfestoze je téméf nemozné urcit resp. odhadnout celkovou dobu exposice, je
mozné ze srovnani obsahl kovu v houbach sbiranych v riznych lokalitdch usuzovat na
stupen znecisténi Zivotniho prostfedi resp. ovzdusi. Vysledky nasich vlastnich méfeni
obsahu kovul v plodnicich Sesti druht dfevokaznych hub (sitkovec dubovy, troudnatec
pasovany, lesklokorka ploska, ucho Jidasovo, klanolistka obecna a pevnik chlupaty)
sbiranych v letech 1995-1996 na uzemi NP Sumava a v Praze shrnuje pro ilustraci
nasledujici tabulka.

Na dalsi strance jsou uvedena data, ziskané pro vSechny vzorky. Celkem bylo
méFeno cca 50 vzorkl z Prahy a 90 vzork(l ze Sumavy.

61



Al Be Cd Cu Ph Zn

Obr. 47. Normalizované srovnani obsaht kovlu v dfevokaznych houbach v Praze
(Cervené) a v NP Sumava (zelené). Zinek snad jako biogenni prvek primarné obsazuje
vazebna mista na povrchu mycelia, ktera jsou pak zaménovana podle lokalniho

znegisténi (?).

Al Cd Cu Pb

Krkonose NP

Slavkovsky les

Jeseniky

e NS

Sumava NP Zlinsko

Obr. 48. Srovnani obsahu kovl v plodnicich dfevokaznych hub z ekologicky Cistych a
znecisténych lokalit. Severné Ostravska je prumyslova zéna v Katowicich, odkud fada
kovU muize byt rovnéz do ovzdusi uvolfiovana.
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Obr. 49. Dalkovy transport hliniku ovzduSim: vliv nadmoriské vysky na obsahy Al v
plodnicich v blizkosti hlinikarny nedaleko Jeseniku.

Distribuce kov( v plodnicich neni homogenni; u terestrickych druhl bylo zjisténo,
Ze daleko vice kovu obsahuje klobouk nez tfefi (noha). Ve vlastnich experimentech jsme
se snazili zjistit distribuci kovl v plodnici troudnatce kopytovitého: metodou PIXE jsme
skenovali prufez plodnici a zjistili, Ze pfevazna vétSina manganu byla nalezena v tzv.
jadfe (kde je i vysoka aktivita Mn-peroxidazy), na povrchu plodnice pfevazovaly hlinik,
zelezo, kdezto toxické kadmium bylo témeér vylucné v hymeniu. U terestrickych hub byla
popsana akumulace toxickych kovl ve sporach, kterych se houba pfi uvolfiovani spor
zbavuje.

Obr. 50. Prafez plodnici F. fomentarius (vlevo) a oblast jadra (v plodnici je vidét jako
nehomogenni utvar vpravo nahofe) s CasteCkami dfeva (fotografie SEM vpravo). Vice v
praci Kral J. et al.: PIXE determination of element distribution in Fomes fomentarius, X-
ray spectrometry 2002, 34:341-344.
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Houby samoziejmé mohou akumulovat i radionuklidy, jak je patrné z nasledujiciho
obrazku. Nastésti i zde plati pravidlo iontové vymény — po promyti i kratkém povareni v
solném roztoku se obsah radionuklidd zmensi, jenze houba uz pak nechutna tak uplné
jako houba, radioaktivni je vSak stale (i kdyz mir).

f ? ﬁ

Obr. 51. Plodnice pavucince (Cortinarius sp.), sbirané ve Finsku r. 1987 (rok po
Cernobylské havarii).  Fotografie zobrazuji plodnice hub — nahofe a jejich
autoradiogramy — dole).

2. Akumulace kovl submersnimi kulturami

Po morfologické strance neni rozdilu mezi myceliem tvoficim plodnice hub v
prirodé a myceliem ziskavanym pfi kultivacich. Stejné mechanismy, které se uplatiuji pfi
vazbé kovl na povrch plodnic nebo mycelia viibec v pfirodé se uplatfiuji i pfi sorpci kovl
houbami z rGznych modelovych roztokd. Odpadni mycelium z pramyslovych vyrob,
podobné jako Fada dalSich odpadnich biologickych materialt (kvasinky, vlaknité bakterie)
bylo jiz v minulosti testovano jako mozny biosorbent pro nékteré kovy. Davody pro takové
testovani jsou pfedevsim ekonomické - odpadni biomasa je levna a dostupna.
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Submersni kultury difevokaznych hub jsou pro biosorpci kovl vyhodné z nékolika
divodl. Jednak mycelialni pelety maji dobré fysikalni vlastnosti (velikost, pevnost),
jednak jsou schopny vazat €asto vyrazné vétsi mnozstvi kovu na jednotku susiny nez
ostatni biosorbenty. Nevyhodou ov8em je nizka dostupnost odpadniho mycelia a jejich
kratka Zivotnost.

3. Mechanismus biosorpce kovl na povrch mycelia

V obou dfive diskutovanych pfipadech se kovy vazi na povrch mycelia. Na vazbé
kovu se podileji pfedevsim polysacharidy vnéjsi strany bunénych stén, dale pigmenty
popf. peptidy pfitomné v bunééné sténé. Zpravidla jde o vazby iontové a koordinacni.
Klasicka kovalentni vazba se patrné uplatfiuje pouze vyjimecné (napf. v pfipadé rtuti).
Po chemické strance se vazby kovu ucastni skupiny karboxylove, aminoskupiny,
sulfhydrylové skupiny, hydroxyskupiny, fosfatové zbytky apod.

Je ziejmé, Ze kovy, vazané podobné jako na iontoménici, Ize navzajem vytésnit a
zaménit. Nase vlastni experimenty skuteCné potvrdily mozZnost zamény navazaného
olova a zinku sodikem, nebo uvolnéni sorbované médi (bilé pelety ve sklenéné koloné
krasné zmodraji) promytim zfedénou kyselinou chlorovodikovou (pelety zase zbélaji).

Architektura (sekundarni a terciarni struktura) a chemické slozeni polysacharidd
bunénych stén patrné urcuji, ktery kov bude vazan prednostné (resp. urCuji afinitu
houby ke kovim). Biosorpce kovu je ale jako kazda sorpce ovlivnéna teplotou, pH,
vychozi koncentraci kovu(l) a mnozstvim sorbentu pfitomného v roztoku. Je tfeba fici,
Ze sorpci kovovych iontl houbami (v€etné kvasinek) a vlaknitymi bakteriemi je vénovana
velka pozornost a existuje o této problematice znacné mnozstvi literatury, kde pfipadny
zajemce nalezne detailnéjSi popis problematiky.
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Obr. 52. P¥iklad sorpce Cu na povrch mycelialnich pelet hub.

Verze textu: skripta_2021_v3 (10. 6. 2021)
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ZavéreCna poznamka

Tento text si v zadném pfipadé neklade za cil vyCerpat nastinénou problematiku; jde
pouze o velmi struCny uvod, ktery snad Ctenafe zaujme a pripadné dosud zvidavého
Jedince neodradi od dal$iho studia této zajimavé oblasti badani. At uz z jakéhokoliv
hlediska. S dfevokaznymi houbami, kterym je tento spisek vénovan prevazné, zcela
urcité jesté nebylo ucinéno v8e, co mohlo byt. V kazdém pfipadé, pokud opustime
laborator ¢i kuchyni, je z nich mozZno vyrobit tzasnou Cepici. Jen nevim, jak by se ten
chlapik na obrazku (pripadné nékdo z vas ¢tenarfu, ktefi docetli az sem a nasadili byste
si ji na hlavu) tvafil po deéti.

Ale i to je experimentalni mykologie, neni-liz pravda?

Originelni ¢epice vyrobena 2z duZniny choroSe
zapalného. Domacky vyrobek Sumavsky.
Foto Dr. A. Pilat.

Vesmir, ¢. 3, ro¢nik IX (1930), str. 49.
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