Ondfej Koukol

Proc¢ houby tvori krystaly?

Netradic¢ni otdzka v nazvu ¢lanku pfimo vybizi k pochybam o ptfeklepu nebo
autorové omylu. Houby tvoii ledacos — od mikroskopického vegetativniho myce-
lia pies okem viditelné specializované mycelidlni itvary az po plodnice, plod-
nicim podobné ttvary a loziska (u rzi). Kromé toho mohou na povrchu myce-
lia nebo plodnic vylucovat organické i anorganické slouceniny, které za urcitych
podminek krystalizuji. To je skutecnost méalo znama, ackoli byla poprvé pozo-
rovana pred vice nez 130 lety. V r. 1878 zaznamenal francouzsky botanik
a mykolog Philippe E. L. Van Tieghem drobné krystaly na myceliu spajivych
hub (Zygomycota) v kulture. Autor se sice stanoveni jejich chemického sloZeni
dale nevénoval, hodnotny je ale i samotny popis tohoto jevu. V r. 1887 pozoro-
val némecky mykolog Heinrich A. de Bary bilé krystaly stavelanu vapenatého
na povrchu mycelia pecarky polni (Agaricus campestris). Tato dvé pozorovani
stala na pocatku mnoha studii, které odhalily fenomén, jenz ukazuje mimo
jiné $ifi spektra metaboliti produkovanych houbami.

Krystaly a krystalizace

Nejprve ale kratce o krystalech. Jsou to
pevné latky, které maji své stavebni casti-
ce (ionty, atomy nebo molekuly) spojeny
do stavebnich jednotek pravidelné uspo-
fddanych v opakujicim se vzoru. Ten se
zachovavé i na velké vzdalenosti — rela-
tivné vaci velikosti stavebni jednotky.
Uspotadani ¢astic v krystalu je z energe-
tického hlediska vyhodngjsi a vétsina
latek krystalizuje, nebo ma alespoii ten-
denci pfi nizké teploté krystalizovat. Pro
strukturu krystalu neni dalezity ani tak
vnéjsi vzhled s charakteristicky se sbihaji-
c¢imi plochami, jako jeho vnitini struktu-
ra. U ¢istych krystalt dosahujicich mini-
malné milimetrovych rozmért ji mtzeme
urc¢it pomoci rentgenové krystalografie —
metody zaloZené na rozptylu (difrakci)
rentgenovych paprskid po prichodu krys-
talem. Podle rozloZeni atomt ve stavebni
¢astici krystalu dojde k charakteristické-
mu rozptylu a na jeho zakladé lze rekon-
struovat strukturu ¢éstice i jeji chemické
sloZzeni. Timto zptisobem mtiZzeme urcit
stavbu i sloZitych organickych latek. O vy-
sokém vyznamu této metody svédci, Ze
Francis H. C. Crick, James D. Watson
a Maurice H. F. Wilkins ziskali v r. 1962
Nobelovu cenu za urc¢eni molekularni
struktury nukleovych kyselin pravé po-
moci rentgenové krystalografie. Dalsim
zpUisobem uplatiiujicim se zejména pfi
studiu organickych latek je napt. vyuziti
hmotnostni spektrometrie.

Biogenni mineraly

Ke krystalizaci riznych slou¢enin mtize
dochazet na povrchu mycelia nebo v jeho
bezprostiedni blizkosti a v raznych ¢és-
tech plodnic. Krystaly vznikaji vysraze-
nim vylu¢ovanych latek po reakci s dalsi-
mi chemickymi prvky v prostifedi, nebo
krystalizaci samotné slou¢eniny produko-
vané v dostateCném mnozstvi a v optimal-
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nich podminkach. Takto vytvofené mine-
raly oznadujeme jako biogenni, pfesnéji
mykogenni, tedy vzniklé ¢innosti hub.

Nejdiive si ptiblizime prvni piipad. Vét-
$ina druhti hub vytvaii a vylucuje do svého
okoli slabé organické kyseliny. Kyselina
stavelovad, jabletna a glukuronova jsou
témi nejcastéj$imi. Jejich produkce ma
rozliény vyznam pro rizné ekologické
skupiny hub. Padni druhy rozpoustéji svy-
mi kyselinami anorganické slouc¢eniny
v okoli mycelia, a zvy$uji tak dostupnost
fosforu, siry a dalsich prvka, u dievokaz-
nych druht zase organické kyseliny sti-
muluji funkci nékterych enzymt ticastni-
cich se rozkladu difevni hmoty. Soucasné
s rozpousténim anorganickych slouc¢enin
mohou kationty p¥itomné v ptidé reagovat
s vylu¢ovanymi kyselinami a tim dochazi
k jejich vysraZeni. Vznikaji tak sekundérni
biogenné vzniklé mineraly, které se v po-
dobé mikroskopickych krystald ukléddaji
uvnitf mycelia, na jeho povrchu, nebo
v tésné blizkosti (viz obr. na 2. str. obalky).
Kdyz H. A. de Bary pozoroval krystaly $ta-
velanu vdpenatého na myceliu pecarky
polni, odhalil tak zfejmé nejcasté&jsi mine-
ral tvofeny houbami. Stavelan vépenaty
vznikly ¢innosti hub se v pfirodé vysky-
tuje bud jako dihydrét (mineral weddellit),
nebo jako monohydrét (whewellit). Vli-
vem produkce oxidu uhli¢itého dochazi
v okoli hyf i ke krystalizaci uhli¢itand,
pfedevsim uhli¢itanu vdpenatého (kalcit).
Po odumfen{ a rozloZeni mycelia zusta-
vaji biogenné vzniklé krystaly $tavelanu
a uhli¢itanu vapenatého pfitomny v padé
a pfedstavuji vyznamny dlouhodoby rezer-
voar pudniho vapniku a velmi dulezity
¢lanek v jeho globdlnim cyklu.

Dalsi mineraly vznikaji reakci kyseliny
stavelové s kationty kovi, které jsou ve
vyssich koncentracich toxické (médi, zin-
ku, kadmia a olova). Nerozpustné stavela-
ny mohou chranit mycelium a v podstaté
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i dalsi mikroorganismy pied pfijimanim
téchto kovi. Chranény jsou i rostliny tvo-
fici mykorhizni symbiézu s houbami,
nebot jejich houbovy partner takto mize
zabranit vstupu toxického kovu do rostli-
ny. V neposledni fadé byly tyto krystaly
zaznamenany i ve stélce lisejnikd, které
rostou na povrchu hornin s vysokym pfi-
rozenym obsahem médnatych minerala.
Na téchto substratech byla u nékterych
druhi lisejnikd pozorovana tvorba uhlici-
tanu médnatého (mineral malachit).

Krystaly v taxonomii
Morfologie krystaltt mineralnich latek ulo-
zenych na povrchu i uvnitf tél se vyuziva
pii urcéovani rtiznych skupin Zivoc¢ichu
(krytenek, zahavct, mékkyst a dalsich).
Stejné tak krystaly tvofené v plodnicich hub
(vfeckovytrusnych — Ascomycota i stopko-
vytrusnych — Basidiomycota) jsou velmi
vyznamné v jejich taxonomii. U viecko-
vytrusnych hub je nachdzime pfedevsim
ve svrchni vrstvé (excipulu) miskovitych
plodnic (apotecii) a na povrchu specializo-
vanych hyf (parafyz), které vypliuji prostor
mezi viecky. Napf. u rodu Stictis, jehoz
apotecia prordzeji dfevo a borku na vét-
vich dfevin, nebo epidermis na bylinnych
lodyhéch, je vrstva s krystaly $tavelanu
vdpenatého v excipulu velice vyrazna
a viditelna jako bily okraj kolem apotecia
(obr. 1). U lichenizovanych hub, tedy lisej-
nikd, hrajf krystaly vyznamnou roli v taxo-
nomii nékolika rodt, pficemz zalezi na
jejich velikosti, rozmistén{ a rozpustnosti
v riznych ¢inidlech. Pilotni fylogenetic-
ké analyzy dokonce ukazuji, Ze velikost
krystalii $tavelanu vapenatého v excipulu
plodnic u misni¢ky (Lecanora, obr. 3) odpo-
vida fylogenetickému vyvoji tohoto rodu.
U stopkovytrusnych hub najdeme krys-
taly stavelanu vdpenatého na vrcholu spe-
cializovanych bunék (cystid) ve vytruso-
rodé vrstvé (hymeniu) nékterych druhda.
Jejich pfitomnost je charakteristicka pro
urcité druhy, nebo i celé rody, jako je tomu
napf. u rodu vlaknice (Inocybe, obr. 4).
U mnoha dfevokaznych hub byly rovnéz
pozorovény jednotlivé krystaly i srostlice
stavelanu vapenatého na vegetativnim
myceliu. Dokonce byly snahy vyuzit mor-
fologii téchto krystalt pro uréovani druht,
které kolonizuji rozkladajici se difevo, ale
netvoii v tu chvili plodnice. Jak ale uka-
zalo srovnén{ krystalti na myceliu ve die-
vé a v ¢isté kultute, pfitomnost krystald
a jejich morfologie jsou velmi proménlivé,
a tedy nevhodné pro identifikaci hub.
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1 Vyrazny bily okraj miskovité
plodnice (apotecia) houby rodu Stictis,
ktera prorazi borku na vétvicce
borovice lesni (Pinus sylvestris).

2 Krystaly drosofilin A metyleteru
tréi z mycelia $§picky Zinéné
(Marasmius androsaceus) na $ikmém
agarovém médiu ve zkumavce.

3 Pricny fez apoteciem lisejniku
misnicka svétlejsi (Lecanora chlarotera)
v polarizovaném svétle. Velké bilé
krystaly stavelanu vapenatého jsou
zretelné ve svrchni vrstvé plodnice
(excipulum). Foto J. Malitek

4 Shluky krystalt stavelanu vapenatého
na povrchu specializovanych bunék —
cystid ve vytrusorodé vrstvé (hymeniu)
vlaknice tufinonohé (Inocybe napipes)
5 Jehlicovité krystaly (+)-globulolu
na povrchu mycelia stopkovytrusné
houby Quambalaria cyanescens.

Foto M. Kolatik

Krystaly organickych sloucenin

Trochu jinou kapitolu pfedstavuji krysta-
ly organické slouceniny vylu¢ované myce-
liem ¢istych kultur hub v laboratornich
podminkach. Aby mohla latka krystalizo-
vat, potfebuje dosahnout dostatecné kon-
centrace pii optiméalni teploté prosttedi.
U kultur hub dlouhodobé (aZ nékolik mé-
sictl) uchovévanych ve zkumavkach na
$ikmé agarové pudé (obr. 2) ptinizsi teplo-
té (vétsinou 4-7 °C) jsou pro vznik krys-
tald teoreticky idedlni podminky. Na po-
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vrchu myecelia se tvoii mikrofilm s rozto-
kem houbovych metaboliti, a pokud maji
houby dostatek ¢asu a Zivin, aby dlouho-
dobé vyluc¢ovaly dostate¢né velké koncen-
trace chemicky ¢isté slou¢eniny, vznikaji
az okem viditelné krystaly. Ve skute¢nosti
to tak snadné samoziejmeé nenf a s krysta-
ly pfimo na myceliu ¢istych kultur hub se
setka maloktery mykolog.

Ve dvou pfipadech byly krystaly zjisté-
ny v kulturdch fytopatogennich druhi
hub. V nedavno publikované studii (Grad
a kol. 2009) zamétené na mikroskopickou
vieckovytrusnou houbu Chalara fraxinea,
ktera napada jasany a zpusobuje jejich
chfadnuti, byly zaznamenany shluky bi-
lych krystald na myceliu. Hmotnostni
spektrometrie ukazala, Ze jde o viridiol —
organickou slou¢eninu odvozenou ze ste-
ranu a pojmenovanou podle mikroskopic-
ké houby Trichoderma viride, u niZ byla
produkce této latky poprvé zjisténa. Viri-
diol je silny pfirodni herbicid. Ve stejné
studii byl aplikovan do fezné plochy vétve
jasanu a zpusoboval na vétvi nekrotické
skvrny. Ve druhém piipadé byly zjiste-
ny ketickovité trsy krystald pfimo v médiu
pod myceliem mikroskopické vieckovy-
trusné houby Alternaria radicina. Jejich
zdkladem byl keton radicinin, rovnéz slou-
¢enina s herbicidnimi t&inky. V obou pii-
padech se krystaly tvofily vzdy jen na
nékterych izolatech daného druhu. To v8ak
nic nefikd o produkci dané slouceniny
u ostatnich izolatt, kde ji mtZeme rovnéz
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predpokladat vzhledem k vyznamu pro
Gspésné napadani hostitelské rostliny.

Krystaly v kulturdch nejsou doménou
jen patogennich druht hub. Bezbarvé jehli-
covité krystaly dlouhé nékolik milimetrt
vznikaly i na povrchu kultury mikrosko-
pické stopkovytrusné houby Quambala-
ria cyanescens (obr. 5). Pomoci hmotnostni
spektrometrie a rentgenové krystalografie
byly identifikovany jako seskviterpenoid
(+)-globulol. Tuto slou¢eninu zname z lis-
tl, pupent a kofent zdstupct fady rost-
linnych ¢eledi (cypfisovité — Cupressa-
ceae, myrtovité — Myrtaceae a dalsi), ale
dosud pouze ze dvou druht mikroskopic-
kych vieckovytrusnych hub. V laborator-
nich pokusech méla vyrazné fungicidni
ucinek a rostliny se jejim prostfednictvim
zfejmé chrani pfed nékterymi houbovymi
parazity. Jeji produkce u saprotrofnich
hub naopak ukazuje na potencialni i¢inek
pii soutéZeni (kompetici) o substrat a zivi-
ny mezi riznymi druhy hub.

Houby z opadu

Sam jsem se setkal s nékolika pripady, kdy
krystaly tvoiily saprotrofni mikroskopické
houby izolované z opadu jehli¢natych dre-
vin. Jako prvni jsem narazil na krystaly na
$picce zinéné (Marasmius androsaceus).
Na povrchu mycelia nékterych kolonii se
tvorily bezbarvé, stihlé a rovné krystaly
dlouhé az nékolik milimetra, které tréely
jednotlivé nebo ve skupinach z rtiznych
mist na povrchu kolonie (obr. 2 a 6). Pro-
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vedend krystalografickéd analyza ukazala,
Ze jde o drosofilin A metyleter, slou¢eni-
nu se ¢tyfmi atomy chloru navdzanymi na
benzenové jadro. O tom, Ze Spicka zinénd
produkuje tuto latku, se vi uz nékolik desi-
tek let, stejné tak je znamo nékolik dalsich
druhi hub, které drosofilin A tvoii. Pravdé-
podobné ma antagonisticky tcinek proti
jinym houbdm, s nimiz muze §picka sou-
pefit o substrat. Pfi soucasné kultivaci
dfevokaznych hub Phellinus fastuosus
a Phlebia radiata vzrostla desetindsobné
produkce drosofilinu prvnim druhem. Za-
jimavé viak je, ze $picka rostouci v ¢isté
kultufe tvotila tuto antagonistickou slouce-
ninu rovnéZ ve vysokém mnozstvi, ackoli
ji zddnéa kompetice nehrozila. Podobné
i v pfipadé pfedchozich fytopatogennich
druht hub byly vylu¢ovany herbicidni
slouceniny, i kdyZ houba nerostla v kon-
taktu se svym hostitelem.

Dalsi krystaly ve Zlutych trsech produko-
vané tentokrat mikroskopickou houbou
Chalara microspora (obr. 7 a 8) byly tvo-
Feny sulochrinem — deriviatem aromatic-
kého ketonu se dvéma benzenovymi jadry.
Sulochrin velmi efektivné brani funkci
¢asti bilych krvinek (eozinofilnich granu-
locytt), které se tcastni imunitni reakce
proti alergentim a parazitim. Tato slouce-
nina vznika i u dal$ich druhd hub, prede-
v8im zastupct rodt Penicillium a Asper-
gillus.

Pomérné dlouhé zlutooranzové krystaly
(obr. 9) jsem zaznamenal také na myce-
liu houby, kterou nebylo mozné urcit po-
dle morfologie, protoze kultura po celou
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dobu kultivace neprodukovala zadné spo-
ry. Sekvenovani DNA ukéazalo, Ze tento
druh nalezi do fadu Helotiales (vieckovy-
trusné houby) a jeho krystaly se skladaly
z asterrikvinonu, slou¢eniny nalezici mezi
chinony, ¢asté sekundarni metabolity rost-
lin i hub. Z hlediska funkce je vyznam-
né role asterrikvinonu jako potencidlnfho
léku proti nékterym zhoubnym nadordm
a pii légbs AIDS.

Zvlastnim ptipadem je i vznik krystala
minerdlu se jménem struvit (chemicky
NH,MgPO, . 6H,0), jenz byl dokumento-
van na myceliu nékterych keratinofilnich
hub (druhti schopnych rozlozit a vyuzivat
keratin jako zdroj uhliku a dusiku). Cel-
kem 9 druht tvofilo krystaly struvitu na
povrchu kultur rostoucich na médiu s ke-
ratinem a sfranem hofe¢natym. Struvit tak
mohl vznikat ve velkych koncentracich
diky dostate¢né produkci amonnych iontt
z rozkladajiciho se keratinu a pfitomnosti
hofe¢natych iontd v médiu. Krystaly té-
hoz nerostu tvofil i nezndmy druh houby
izolované z opadu borovice lesni (Pinus
sylvestris) a kultivované nékolik mésict
na bézném agarovém médiu. Ani v tom-
to pfipadé nebylo mozné urcit druh po-
dle morfologie, ale sekvence DNA ukéaza-
la na p¥islusnost k ¢eledi Venturiaceae
(vfeckovytrusné houby). Vysoka produkce
struvitu vedouci ke krystalizaci na myce-
liu je zfejmé moznd pouze v laboratornich
podminkach, protoze jak dusik, tak fosfor
jsou za normalnich okolnosti pro houby
vzdcnymi prvky. V p¥irodé tedy struvit na-
lezneme predevsim diky ¢innosti bakterii
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6 Shluk krystald drosofilinu A metyl-
eteru na povrchu mycelia $picky Zinéné
ve skenovacim elektronovém mikroskopu.
Foto J. Macha¢ a O. Koukol

7 a8 Trsy krystalti sulochrinu

na povrchu mycelia vieckovytrusné
houby Chalara microspora

9 Jednotlivé krystaly asterrikvinonu
na myceliu bliZe neurcené v¥ecko-
vytrusné houby z fddu Helotiales.
Snimky O. Koukola, pokud neni
uvedeno jinak

pfi rozkladu Zivocisnych zbytka (Gasto je
nalézan ve stokach a odpadnich vodach)
a pfi onemocnéni mocovych cest nékte-
rych zivoc¢ichd, kde tvoff mocové kameny
(nejcastéji u psti, kocek, ale nékdy i u lidi).

Zavér

Krystalizace organickych i anorganickych
slou¢enin na myceliu a plodnicich hub
pfedstavuje fenomén vyuzivany v taxono-
mii nékterych skupin a soucasné ukazuji-
ci, ze houby produkuji nesmirné zajima-
vé latky. Pfedpoklada se, ze vznik krystali
pomdha houbam vyporadat se s negativ-
nimi vlivy prostfedi a zdrover ma velky vy-
znam pro cely ekosystém. Krystalizace
organickych latek na myceliu v ¢istych
kulturach ale ztstava nahodnym a zfidka
pozorovanym jevem, jenZ zavisi na fadé
faktort véetné podminek kultivace. Roz-
hodné se na néj tedy nelze spoléhat pfi
studiu novych biologicky aktivnich latek
produkovanych houbami.
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