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Napln a pozadavky predmetu
Systém a morfologie hub (zdkladni charakteristika a
charakteristika vybranych taxont)

Opticka mikroskopie a vlastni technika prace

s mikroskopem (praktické vyuziti, volba a oSetreni
mikroskopl, uréeni optickych konstant, urceni velikosti
objektl, bezpelnost prace)

Priprava, sbér a zpracovani materialu, histologicka
technika a tvorba preparatt

Zobrazovani mikroskopovanych objektu (kresleni,
fotografie, projekce, vyuziti softweru, tvorba protokold
a determinace dle zdrojt)

Kultivace a izolace houbovych patogent (pripravné
prdce, vlastni metody a technika, vyuziti u konkrétnich

patogenil)



Metody diagnostiky puvodcu chorob
drevin




Rozdéleni metod:

A symptomatické - identifikacnim znakem jsou
projevy choroby a typické znaky patogena -
plodnice, mycelium, hniloba

B kultivacni - izolace patogena, determinace na
zdkladé morfologickych znakt na kolonii,
biologickymi testy intersterility, pripadné testy
inkompatibility, moZzno pouzit i ddle uvedené
biochemické metody

C biochemické- jsou zaloZeny na analyze
pritomnosti markerd, at’ jiz jde o
charakteristické znaky produkce isoenzymd,
imunologické metody, nebo primo DNA markery



A symptomatické metody

symptomy - projevy - zbarveni asimilacniho
apardtu, jeho opad, tvorba vlku....
makroskopické znaky patogena

u drevnich hub - podle charakteristickych plodnic
- duzniny, stavby pokozky klobouku, hymenia ...

charakter a druh hniloby =




= metody jsou relativné jednoduché

= pouzitelné za predpokladu, Zze organismus
fruktifikuje a makroskopie je dostatecna

= + identifikace primo v terénu

= -vyzaduje urcité zkusenosti, vétsinou
doplnéni mikroskopii a popr-. kul’nvacmmu_
metodami AN {




Mikroskopické metody

metoda tzv. vlhkych komurek (VK), kdy se
¢dast rostliny vlozi do vlhkého prostredi a
priznivé teploty, kde houba vytvori
fruktifikacni orgdny

problémem je prertstdni dalsimi organismy,
které nemaji k poskozeni zddny vztah a
patogena preristaji
pouziti raseliniku ve VK




organismy z vlhkych komirek je mozno
urcit na zdkladé klasickych
mikroskopickych metod, nebo je mozno
je izolovat a ddle kultivovat

vlastni mikroskopické m. - pozadavky na
pristrojové vybaveni, literaturu a
zkusenosti



B Kultivacni metody

kultivace patogena v podminkach in vitro

kultivacni metody se uplatniuji predevsim

v pripadech, kdy je treba zjistit pritomnost
patogent v pletivech anebo izolujeme z pletiv
patogena - plodnice, rhizomorf...

identifikace se pak provadi na zdkladé
morfologie kultur - ristovych charakteristik,
rdstu na riznych typech médii apod.

pouzivdny jsou rovnéz metody, které se
zaklddaji na studiu kompatibility izolovaného
mycelia s testovacimi kmeny



Stépinkovd metoda

odebrani kousku infikované tkane, jeji
povrchova sterilizace a ndsledné kultivace na
zivném mediu

povrch. sterilizace - pouzivd se nejCastéji
etanol, chlornan sodny, peroxid vodiku

zivné médium - sladinovy agar s pridavkem
antibiotik

ndsleduje pasdzovani - preockovani -
odstranéni nebo po’rlacem sek. organlsmu
ziskdni pouze Cisté kultury




‘Tzolace pomoci pasti ,baiting
method”

= izolace do tkdné zdravé rostliny nebo plodu

= metoda .green apples” - testovany
materidl - vzorky dreva a kiry se vkladaji
do duzniny zeleného jablka, pripadné

dalSich ¢asti pletiv rostlin a patogen




metoda izolace z pudy - substrat spolu s
korinky se zaleje sterilni vodou a na vodni
hladinu se vlozi ndvnada - jehlici, listi... izolace
se provadi az po objeveni priznaki z
pripadnych nekréz a skvrn - ovéreni mycelia a
zoosporangii, ndslednd kultivace na selektivnim
agaruy



Kultivacni metody postupy

priprava kultivacniho média (zdroj uhliku,
dusiku, minerdlnich prvka...)

agar - polysacharid, ze stélek morskych ras -
ruduch Gelidium a Glacilaria ( az 40 %

v susiné), na ztuzovani media - 1- 3 %
odvazeni objemu a nhasypat do vody

pred pouzitim nechat nabobtnat, bod
rozpousténi je 96 °C, bod tuhnuti 35 -60 °C

mlety, praskovity nebo rasa
sterilizace pri 121°C po dobu 15 min.



sladinovy agar (zachytny) M 137- obsah slad.
extraktu 2-3 %, zdroj N pepton - 0,3%,
priprava - 50 g na 1l vody, nabobtnat,
rozvarit, sterilizace pri 121 °C, pri pretlaku
100 kPa ( autokldv sterilizace vodni parou ) po
dobu 20 min

bramborovy agar (PDA), bram.- mrkvovy
(PCA), V-8 juice agar, Czapk.- Dox. agar...
vybér agaru dle ndrokt patogena



tekuté médium - 2-3 % roztok sladiny, tvorba
pelet - shluku mycelii, provzdusnéni na
trepalce, vyuziti primyslové - fermentaéni
tanky

Petriho misky 9 a 5,5 cm v priméru, sterilni,
doba preziti kultury - asi 3 mésice

delsi ulozeni - sikmé agary, po steril. uloZzeni na
sikmou plochu, nechat ztuhnout, sikma plocha
2/3 délky zkumavky (uloZeni ve sbirce- 7°C a
tma)

okraj zavdzani parafilmem - propusti
prebytecnou vlhkost a oxid uhliity

dileZitd je opakovand vizuelni kontrola



= oCkovani - inokulace - preneseni Cdsti populace
z prirozeného prostredi na sterilni Zivné
médium - kli¢ka, o¢ko, hacek z dratu, opdleni
nad plamenem, oplach lihem, ozehnuti nad
plamenem

= prdce v aseptickém prostredi flowboxu,
hygienické podminky




C biochemické metody

metody imunologické - pritomnost
specifickych bilkovin a tvorby antigent
vyuziva celd Fada imunologickych test

ELISA test - na bazi imunoenzymatické reakce
a Ize s ni rovnéz detekovat antigen (u
vdclavek) - rychlost, pouziti i u tlejiciho
dreva, nebo jiny infikovany substrat

metody zaloZené na zdkladé molekularni
biologie - izolace DNA a sekvenovadni



Uchovavani kultur a sbirky mikroorganismu
slouzi k uchovavani a poskytovani kultur pro srovndvaci
taxonomii
zachovani genofondu organismu
deponovani patentovych kultur
vyzkum v taxonomii a ekologie mikroorganismu
Zpusoby uchovavani:
na Sikmych agarech,
pod minerdlnim olejem,
ve sterilnim pisku,
ve sterilni vodé,
pFi teploté -70 °C,
lyofilizace kultur (vysuseni za snizené teploty),

v kapalném dusiku



Lyofilizaty UloZeni pod
mineralnim olejem
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‘ UloZeni v kapalném
dusiku (Dewarova nadoba)




Vyznamné sbirky kultur hub ve svété

CBS - Utrecht - Holandsko
(http://www.cbs.knaw.nl/)

CABI - Surrey, Velka Britdnie
DSMZ - Braunschweig, Némecko
IFO - Japonsko

ATCC - Manasas, Virginia - USA



Vyznamné sbirky kultur hub v Ceské
republice

CCF - Sbirka kultur hub katedry botaniky PrF
UK (https://botany.natur.cuni.cz/cs/sbirka-
kultur-hub-ccf)

CCM - Ceskd sbirka mikroorganismi
(http://www.sci.muni.cz/ccm/)

CCBAS Sbirka kultur basidiomyceti ??

CMF ISB Sbirka mlkr'oskoplckych hub
Ustav plidni biologie AV CR

ostatni sbirky na adrese:
https://web.natur.cuni.cz/fccm/sbircz.htm



Sbér a uchovavani herbarového

materialu | ,
plodnice idealni pri produkci spor, nenapadené

hmyzem, jinymi houb. org.

uloZeni a popis, doplnéni fotografiemi

herbar - suseni materidlu - susicka tepl. -30-
40°C

ostatni material - typické priznaky. se

ElPe CF, xrm

sporulujicimi plodnicemi
pro prevoz novin. papir,
papirové sacky, boxy




ukladani v papirovych obdlkdch s etiketou - ndzev
instituce, jméno latin. a Ceské, lokalita, substrat,
hostitel, datum sbéru a determinace, kdo sbiral a
kdo determinoval

jednotlivé obdlky do krabic v herbdrich

dezinfekce materidlu - drive globol, dnes hluboké
podmrazeni a plynovani

http://www.nm.cz/Prirodovedecke-
muzeum/Oddeleni-PM/Mykologicke-
oddeleni/Depozitare-Horni-Pocernice/
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