MODULARIZACE VYUKY EVOLUCNI A EKOLOGICKE BIOLOGIE
CZ.1.07/2.2.00/15.0204

OBECNA MYKOLOGIE

(misty se zvlastnim zfetelem k makromycetiim)

Vymezeni pojmu ,houby” a ,mykologie” * Historicky vyskyt a teorie o plvodu hub
» Stavba houbové buriky (cytoplazma, organely, jadro a bun. cyklus, bun. sténa)
 \/yZiva a obsahoveé latky hub « Vegetativni stélka hub (nemycelialni houby, hyfy,
hyfové utvary, pletivné utvary, stélka liSejniku, rast houbové stélky)
* Rozmnozovani hub (vegetativni, nepohlavni, pohlavni) « Genetika hub
* Plodnice hub (sporokarpy, askokarpy, bazidiokarpy, anatomie plodnic,
hymenofor, hymenialni elementy) « Spory hub (typy a stavba, Sifeni a kli¢eni)
 Nomenklatura hub « Sbér, urCovani a konzervace hub
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SBER, URCOVANI A KONZERVACE HUB
SBER A DETERMINACE HUB

Pro sbér hub za ucelem studia, jakoz i pro porizovani dokladového materialu, je
zakladem je umét objekty studia najit, sebrat a neposkodit. Dulezité je taktéz
zjistit, v jakém je material stavu ve vztahu k plodnosti a zejmeéna urcitelnosti =>
do herbaru je zahodno ukladat jen houby uréitelné (nemusi byt urCené! — napf.
polozku urcenou jen do rodu muze pozdéji dourCit specialista pfi revizi, ale bez
splnéni podminky urcitelnosti ani sebelepsi mykolog nic nezmuze), procez je
potfeba, aby polozky byly dostateéné reprezentativni (ur€ity minimalni pocet
kusu, ruzna vyvojova stadia). Parazitické houby je zahodno sbirat sporulujici.




Metodika sbéru makromycetu (stru¢né v nékolika bodech):

« v terénu baleni do novin, na drobné a krehké plodnice vhodné krabicky od
filmd, ampulky od |€kU aj. (u hygrofilnich hub, které rychle vysychaji, je vhodné
je pro transport obalit napf. raselinikem);

» vzdy balit plodnice jednoho druhu oddélené od jinych, ne vice druhu
dohromady! (zachyceni spor na plodnicich jinych druhu muze ztiZit determinaci);
» zaznam (to bude podobné jako u vySSich rostlin): datum, topografické udaje,
zapis o substratu a stanovisti;

* zejmeéna u masitych plodnic, které neurCime na misté, pofidit popis plodnice za
Cerstva (pro pozdéjsi urCeni po vyschnuti Ci ztraté barev);

» dobrymi znaky pro uréeni houby (zahodno zjistit a zaznamenat v popisu) byvaji
téz jeji viné a chut;

* co nejrychleji sebrané plodnice ususit (nejlépe jesté tyZz den) za pfimérené
teploty — idealni jsou napfr. susiCky na ovoce (priliS rychlé ususeni pfi vysoke
teploté néktereé plodnice takrikajic "usmazi" => nejsou pak ani urcitelné, ani
pouzitelné jako dokladovy material).



Mikroskopické studium je nezbytnym krokem k uréeni druhu, které nelze
presné urcit pouze s vyuzitim makroskopickych znakl. Zakladni mikroskopicka
pozorovaci média jsou:

» kongo-Cerven (roztok ve vodé) — barvi stény hyf, nejpouzivanéjsi meédium pro
pfipravu nativnich preparatu;

» laktofenol — preparat projasnuje; preparaty v laktofenolu vydrzi par dni, ale
nejsou trvalég;

« trvalé preparaty (spiSe polotrvalé, vydrzi par let) se délaji v polyvinylalkoholu,
pripadné ve specialné vyrabénych mediich;

» druha moznost pro trvalé uchovani preparatu — zaliti do média na bazi kyseliny
mlécné (tedy napf. laktofenol) a nepropustné oramovani (rtzné laky).

Pro barveni konkrétnich struktur jsou pouzivana specialni barviva (i zde jde

o kratky vybér):

* jiz zminéna kongo-Cerven;

 Lugoluv roztok — roztok KJ a jodu ve vodé; pridanim chloralhydratu dostaneme
Melzerovo Cinidlo;

* pikronigrosin — barveni klicnich péru, apikalnich papil spor;

» gencianova violet (roztok ve vodé) — specifické barvivo pro Zygomycota;
 pouziva se i mikrobiologické barvivo Sudan |ll pro barveni tukovych elementu.



http://fungus.org.uk/nwfg/chemdec99.htm
http://en.wikipedia.org/wiki/Congo_red
http://en.wikipedia.org/wiki/Congo_red
http://en.wikipedia.org/wiki/Congo_red
http://en.wikipedia.org/wiki/Lugol's_iodine_solution
http://www.aeisner.de/methoden/farb99.html
http://en.wikipedia.org/wiki/Gentian_violet
http://en.wikipedia.org/wiki/Sudan_III
http://en.wikipedia.org/wiki/Sudan_III
http://en.wikipedia.org/wiki/Sudan_III
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Determinaci na druhové i vySSi urovni mohou napomoci chemické reakce:

« amyloidni reakce — modrani stén organd obsahujicich Skrob v latkach
obsahujicich jéd (Melzerovo Cinidlo);

» dextrinoidni (pseudoamyloidni) reakce — zZlutohnédorezavé zbarveni struktur
taktéz pusobenim jédového Cinidla;

» cyanofilni reakce modrani chitindznich struktur v roztoku bavinové modfi;

www.nybg.org
[bsci/res/hall
[fragile.html

%)

Vlevo amyloidni stény hyf ze tfené Boletus calopus,
uprostred dextrinoidni reakce spor Leucocoprinus
fragilissimus, vpravo cyanofilni zbarveni na prikladu
makrokonidie Microsporum sp.

VySe jsou zakladni reakce s Sirokym vyuzitim v mykologii; vice specifické jsou:
 karminofilni reakce — barveni obsahu bazidii nékterych hub barvivy
obsahujicimi zelezity acetokarmin;

* reakce na celulézu — modreé zbarveni celuldznich stén v chlorzinkjodu.


http://www.biolib.cz/cz/glossaryterm/dir204/id2607/
http://www.nybg.org/bsci/res/hall/fragile.html
http://scarab.cordley.orst.edu/shrooms/webpages/text/images/hygaur_spo2.jpg
http://www.yamagiku.co.jp/pathology/photo/photo177-5.htm
http://www.nybg.org/bsci/res/hall/fragile.html
http://www.nybg.org/bsci/res/hall/fragile.html
http://www.nybg.org/bsci/res/hall/fragile.html
http://www.nybg.org/bsci/res/hall/fragile.html
http://www.nybg.org/bsci/res/hall/fragile.html

Studium hub (jejich vlastnosti, autekologie i synekologie) a pripadné
experimenty je mozno provadét:

* in vivo — houby jsou pozorovany, resp. pokusy provadeény v jejich prirozeném
prostiedi (pfiklad: Mycorrhizal seedlings inoculated with the pathogens showed greater
shoot and root development than nonmycorrhizal chestnut plants. All the fungi tested
reduced the negative effect of the ink disease pathogens on the plant host in vivo.);

* in vitro — pozorovani, resp. pokusy probihaji v laboratornich podminkach

(pfiklad: Wild honey was diluted with sterile distilled water and tested in vitro for inhibition
of the plant pathogenic fungi Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Alternaria solani,
Stemphylium solani.);

* in situ — houby jsou pozorovany, resp. pokusy provadény v misté jejich
prirozeného vyskytu (pfiklad: The occurrence of large amounts of polysaccharides
including chitin points to an important in situ production of soil organic matter by fungi and/
or arthropods.);

* ex situ — pozorovani, resp. pokusy probihaji napfiklad ve sbirkach, kde jsou
konkrétni druhy (kmeny) uchovavany, muze jit téz o umélé formovani
symbiotickych vztahu (typicky mykorhiz, priklad: An innovative ex situ fungal baiting
method using soil collected from field sites allows the simultaneous detection of
mycorrhizal fungi for multiple terrestrial orchids.).

/zdroj prikladt: Ondrej Koukol, http://botany.natur.cuni.cz/koukol/ekologiehub/EkoHub 2.ppt/



http://botany.natur.cuni.cz/koukol/ekologiehub/EkoHub_2.ppt

KONZERVACE A KULTIVACE HUB

Pro uchovavani vzorkd hub a dokladového materialu existuji dvé zakladni cesty
konzervace — sucha a mokra.

Suseni je zpusobem bézné pouzivanym pro plodnice makromycetu a parazitické
houby (ususi se i s hostitelem). Daji se suSit i mikromycety (usuSeni agarové
kultury) a dokonce i hlenky, ale vzorky téchto organismu uchovavané v susené
podobé vypadaji obCas dost hrozneé...

Pro uchovavani suseného materialu jsou pouzivany herbarove obalky,

do kterych jsou houby vloZzeny podobné jako lisSejniky nebo mechorosty; zpusob
zakladani je zde odlisSny od "klasického" nalepovani lisovanych rostlin,
pouzivaného v botanice.

Material v herbari musi byt dobre ususeny, vydezinfikovany (aspon jednou za
par let, houby podléhaji hmyzu mnohem vice nez cévnaté rostliny) a vybaveny
jasnou etiketou (jako u vysSich rostlin...).

Mokra cesta znamena uchovavani v konzervacnich tekutinach — zakladnimi
pouzivanymi tekutinami jsou formaldehyd, kyselina octova a glycerol. Vyhodou
oproti suseni je, ze takto "nalozene" plodnice drzi tvar; nevyhodou "sklenenych
konzerv" je naro€nost na prostor a vahu, stejne jako jejich obtizny transport.

V poslednich desetiletich se uziva lyofilizace — vymrazovani za vakua do
amorfniho ledu (pfi rychlém zmrazeni ve vakuu se nestihnou vytvorit krystalky
ledu, které jsou pricinou trhani bunék pfi "normalnim" zmrznuti).



http://en.wikipedia.org/wiki/Freeze_drying

Pro studium mikroskopickych hub je potfebna izolace a kultivace.

V pfirodé se houby vyskytuji ve smési — kromé mycelii jde zejména 0 mnozstvi
spor (v gramu pudy jsou pfritomny az miliony spor desitek riznych druhd) => pro
ziskani Cistych kultur se nabizeji rizné moznosti izolace:

» opakovanym pridanim vody "zfedit" ziskany vzorek substratu (nap¥. z pudy,
povrchu stén nebo rostlinnych tél) => nechat vykli€it na Petriho misce (prosadi
se obvykle houby zastoupené vétsim mnozstvim spor anebo rychle kli€ici) =>
vyrostou kultury vice druht => z téch pak vybirat pro preoCkovani a dalSi
kultivaci (material pro Cisté kultury nejlépe ziskat z konecku hyf);

 dat na agar drobnou ¢asteCku pudy a sledovat vyrustajici konce hyf, pripadné
pinzetou odebrat a dat na zivhou pudu fragmenty hyf pfimo z pady nebo povrchu
kofenu => je mozné odebrat pro kultivaci druhy pfitomné v pudé v hyfové
podobé, které naopak neziskame fedenim vzorku;

* epifyty je mozné ziskat splachnutim z povrchu listl nebo pfitisknutim listu na
agar, endofyty narezanim rostlinného pletiva na drobné CastecCky a naslednym
proplachnutim na agar;

« vzorky hub ze vzduchu (spory, konidie) Ize ziskat vystavenim agarové plotny na
vzduch => co se "nachyta", to vyroste => dale obdobné jako v pripadé redeni
vzorku substratu ve vodé; alternativou je probublavani vzduchu vodou =>
splachnuti spor na agar a dale stejne;



» chceme-li selektivné ziskat konkrétni druhy, Ize pouzit selektivni média,
prospivajici nékterym druhtm a inhibujici rust jejich konkurentu (toho se da
dosahovat riznou dostupnosti vody, riznym pomérem zivin, zménou pH,
antibiotiky, ...).

Je dulezité, zda je houba pfitomna v urCitém odbéru ve vegetativni formé nebo
pouze ve formé diaspor (nemusi jit jen o spory, ale tfreba o fragmenty mycelia).
Pro konkrétni prostfedi nebo substrat je zahodno pracovat pouze s ekologickou
skupinou hub, které jsou na dany habitat zivotné vazany — napfiklad z vodnich
hub muzeme vyloucit hyfomycety, jejichz spory byvaji ve vodé napadany
(Aspergillus, Penicillium), nebo diskomycety na listech €i vétvickach do vody
spadlych (nap¥. Scutellinia).

Vzhledem k tomu, Ze voda, povrch pudy, stén, rostlin atd. neni sterilni prostredi,
|ze jednoduchou kultivaci snaze vypéstovat oportunni houby a R-stratégy (viz
strategie hub), pfipadné houby snasejici disturbance, nez druhy charakteristické
pro vodni, pudni Ci fyloplanni spole€enstva.



http://www.sci.muni.cz/botany/mycology/ekolhub.htm

Pro péstovani houbovych kultur jsou dulezité zivné pudy.

Substraty pfirozené: typicky drfevo pro "klackomycety", ale tfeba i kousek chleba
ve vihku nebo rajCata a ovesné viocCky...

Substraty umélé: ponejvice agarove pudy; na agaru se vyuziva jen svrchni
plocha, protoZze houby potfebuji vzduch. Agarové pudy jsou smési vody, agaru
(opakovacka: z jakych fas se ziskava? :0), sacharidu + ruznych pfimési pro
ruzné druhy pud (brambory, rajCata aj. zelenina, maltéza, exkrement, puda, ...

— viz recepty).

Kazda skupina hub ma urcité naroky na teplotu a vihkost, na chemicke slozeni —
jde hlavné o biogenni prvky, ale pro zvlast specializované skupiny hub je potfeba
pridat napf. vitaminy, pro houby z mofského prostredi (nejen typicky vodni
houby, Casté jsou napf. pyrenomycety) je tfeba imitovat slanost vody (kliCi jen pfi
vySSich osmotickych tlacich) a podobné.

Pro eliminaci bakterii se pfidavaji antibiotika (az po "uvareni" pudy, vysoka
teplota je rozklada), abychom vabec vypéstovali houby. :0)


http://bugs.bio.usyd.edu.au/Mycology/Growth_Dev/recipes.shtml

Snadna je kultivace saprofytd a fakultativnich paraziti, zatimco obligatni
parazity |ze kultivovat pouze na hostitelskych rostlinach (celou fadu biotrofnich
rostlin se nikdy nepodafilo kultivovat).

Velmi problematicka je kultivace mykorhiznich hub, pfipadné je mozné zjistit
jejich pritomnost, ale obtizné je dlouhodobé udrzovat v kulture. Arbuskularni
houby |ze péstovat z chlamydospor (u téchto hub obsahuji az tisice jader
ruzného genotypu, coz ztézuje identifikaci) nebo malych fragmenta hyf,
vysetych do pudy v blizkosti kofenu rostlinného symbionta => vykliCi, resp.
vyrostou do kontaktu s kofeny a kolonizuji je. Problematickeé je ziskani Cisteho
vzorku, protoze na povrchu kofenu a v pudé okolo se obvykle vyskytuje fada
druhu => je zapotfebi nesnadna a zdlouhava selekce péstovanim na ruznych
pudach a s ruznymi rostlinami (odebrat fragmenty kofene nebo vzorek proseté
pudy => prenést do sterilni pudy, kde roste jeden druh rostliny => vétsi jistota,
Ze spory zde vytvorené patfi houbé tvorici mykorhizu s konkrétni rostlinou) =>
ze spor vyrostlé hyfy kolonizujici kofeny po Case vybrat a prenést na Cerstvé
medium => Sance ziskat Cistou kulturu (ale kromé toho, kolik Casu cely proces
zabere, je tu po celou dobu hrozba kontaminace...). Houby tvorici orchideovou
mykorhizu je mozné zjistit pouze v pfipadé odebrani hyf prorustajicich mezi
bufikami korové vrstvy korene.



Kultivace makroskopickych hub:

Material je potfeba sebrat v dobég, kdy je plodnice akorat zrala pro fruktifikaci

— jiz ma zralé (ale ne prezralé) bazidie (typicky jde o Basidiomycota) => zabalit
klobouk do vysterilizovaného staniolu => kultivovat nejlépe tyz den (max. po
2—3 dnech v lednici).

Prabéh pfipravy: oplachnout plodnici vodovodni vodou, pak destilkou,
vysterilizovat 70% etanolem nebo 4% persterylem => vyfiznout (sterilnim
skalpelem) blo¢ek asi 0,5 cm? a dat na sladinovy agar nebo jinou zZivnou pudu
(idealné s pridanim antibiotik proti bakteriim a tfeba i proti plisnim z oddéleni
Zygomycota).

U nékterych hub je mozno "vypéstovat" hyfy z mycelialnich provazcu, sklerocii,
stromat i plodnic — musi jt o zivotaschopné generativni hyfy, které jsou schopné
se "vratit" do stavu vegetativhiho mycelia; zabranime-li kontaminaci, Ize takto
ziskat Cisty izolat.

Z malych plodnic je lépe vzit cely klobouk a pfrilepit na horni misku Petriho misky
=> spory vypadaji ha pudu ve spodni misce.

Jednodussi je priprava kultury dfevokazné houby — ke kultivaci neni potreba
plodnice, stadi nakazené difevo => vyfiznout z néj asi 1 cm?3, ten pak po
dezinfekci rozfiznout skalpelem napul a feznou plochou polozit na médium.



