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Piispévek k mikroskopicko-morfologickému studiu vyvoje
namele (Claviceps purpurea [Fries] Tul.)

(Vyzkumny uastav lé¢ivych rostlin, Praha)
Uvod

Prace Tulasneho (1853), pojednavajici o vyvoji této vieckaté houby
na zakladé anatomického rozboru, je sto let stara. I kdyz nepiehlizime zna¢nou
presnost jeho tudaja vzhledem k tehdejsi primitivni mikroskopicke meto-
dice, nemuzeme se spokojit s prostym pievzetim jeho ndlezi. Proto jsme si
vytkli za tkol znovu a podrobnéji prostudovat na zakladé novéjsi mikroskopické
techniky cely vyvoj této parasitické houby v zitném klasu od vnikani konidii
az po vytvoreni dospélého sklerocia. Zvlastni zijem byl vénovan studiu
t. zv. ,,Gepitky*, jejimu vzniku a mikroskopickému a. morfologickému hodno-
ceni. Slo také o zjistoni, zda se jedna o novotvoteni sklerocia nebo o pieménu
sfacelic. Toto studium mé piispét k vyjasnéni pomért, za kterych se tvori
ur¢ita stadia namele a tim 1 k umoznéni umélého péstovani namelovych skle-
rocii. Mikroskopicky rozbor je podminkou dokonaleho poznani vyvoje houby.

Experimentalni ¢ast

Pouzivali jsme materialu jak z polnich tak i sklenikovych pokust. Pokusy byly provedeny
za spoluprace Dr Kybala a Dr Vavrou&kové, kterym vzdavam za to sviaj dik. Byly
provedeny tyto serie pokusti ve skleniku: 1. o¢kovéni klast vpichem suspense konidii (sttikackou),
2. maceni v suspensi konidii, 3. infekce destickami, namacenymi v suspensi konidii, 4, madeni
v téze suspensi -+ sacharosa (1 kostka cukru v 15 ml), 5. infekce destickami, a to suspensi konidii
se sacharosou a 6. kontrolni pokus — klasy neinfikované. Koncentrace ockovacilatky: 5 provoz-
nich zkumavek v 11 vody. Z kazdého pokusného hrnee byly pak odebirany pro zpracovani vidy
3 infikované klasy v téchto ¢asovych intervalech: 24 hod., 45 hod., 4, 17 a 20 dnu. Kazd4 serie
obsahovala tedy objekty ze viech pokusii. Mimo to byla fixovana dospéla sklerocia rizné prove-
nience a také cistéa medovice. Tim byly dany moZnosti pro sledovani siteni infekce v klase od
zacatku kliceni az po utvoteni sklerocia. Fixace objektt byla provedena jednak smési Némcovou
¢. 1 (19, vodniho roztoku chromové kyseliny 100 dila -} formalinu 8 dili), jednak smési Carnoy
(abs. lihu 6 diltt - chloroformu 3 dily + kyseliny ledové octové 1 dil). Barveni: 1. Heiden ai-
nuv zelezity haematoxylin, 2. inversni gencianova violet podle Némece, 3. safranin podle
Bab ¢se, 4. nuklealni barveni —F e ul g e n — s dobarvovanim svétlou zeleni nebo gencianovou
violeti, 5. svétla zelen vodni nebo lihova 1 9.

Barveni inversni gencianovou violeti podle Némece: 1. moteni
ve 2 9% taninu 10—60 minut, 2. oplachovani ve vodé 1 minutu i vice, 3. mofeni v 1,5 9, vinanu
antimonyldraselném 5 az 15 minut, 4. dtkladné vypirani ve vodé 5 minut, 5. barveni v 0,5 9,
vodnim roztoku gencianové violeti 1 az 2 minuty — vyzkouset! (na gkrob 1 9, roztok aspon
30 minut), 6. myti ve vodé 5 minut, 7. diferencovani ve slabém lihu, 8. dehydratace, 9. terpentyn,
10. xylol, 11. kanadsky balsam. Pti spravném provedeni se jadro bunééné nebarvi, barvi se velmi
dobte skrobové zrna, houbova vlikna, agar, ¢astetné i cytoplasma.

Barvenisafraninem podle Babése: Rozstok: dest. voda 100 dila, anilin
2 dily, safranin do nasyceni, se zahfeje na 60 °C, pak se filtruje. Barvi velmi distinktné jadra
bunééna, také cytoplasmu a konidie i vldkna namele, Doba barveni pal az étyfi hodiny. Rezy
lze dobarvovat roztokem svétlé zelend v 96 9, lihu (+ 2 kapky HCI). Pro vitalni barveni konidii
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a vlaken byl pouzivan slaby vodni roztok neutralni ¢ervend, samotny nebo v kombinaci s methyle-
novou modri (0,05 9%, aa: smés Rt zi ¢ ko va). Tato smés umoziuje rychlé rozlisovani bunsk
zivych (neutralni ¢erven barvi vakuolarniinkluse) a mrtvych (modre az ¢erné: methylenova modr).

Hodnoceni tinkénich metod: Zelezity haematoxylin barvi &ernofialove
dobfte zivend vlakna houby, konidie, jadra bunck hostitelovych a pod. Velmi dobfe se osvédéila
metoda inversni gencianové violeti, pii niz se velmi dobie barvi vldkna houby a také konidie; pti
moteni vinanem antimonyldraselnym se barvi i cytoplasma, také drevni elementy svazki cev-
nich vynikaji distinktné, T'éto metody jsme pouzivali jako zakladni. Také svétla zelen se osveédéila,
ale barveni jo slabsi, vlakna se nebarvi dostateénd distinktné a éasto jsou opticky nejasné ohrani-
cend, dava viak dobré vysledky pti dobarvovani jako kontrastni barvivo na pi. pi nuklealni
reakci. Anilinovy safranin podle Ba b ¢se velmi dobfe barvi, na pr. kli¢ici konidie a vldkna
v semeniku. Nedostatkem této metody jsou sr aivniny jez vznikaji neziidka na preparatech, jez
se viak daji odstranit kyselym lihem. Velmi dobra je nuklealni F e ul gen o v a metoda, umoziiu-
jici kontrastni zbarveni jedrak elementu cizopasniku, jednak hunck hostitelovych (resp. jejich
zbytkt) a tim i stanoveni, zda a do jaké miry jsou hostitelova pletiva napadena. Také konidie
a pylova zrna se velmi dobtfe barvi Feulgenovou metodou. Zdrevnatélé elementy svazki
cevnich po tomto zbarveni zistavaji rizové. Mimo obyéejné pribarvovani svétlon zeleni pouzivali
jsme také nové kombinace nuklealniho barveni s inversni gencianovou metodou. Nejdriv se pro-
vede klasickd F e ul g e n o v areakce, potom po vyprani ve vodé se preparat vlozi do taninového
roztoku, dale do roztoku vinanu antimonyldraselného a koneéné na kratkou dobu (asi % az 1 min.)
do roztoku genciany; preparat nesmi byt pfebarven, nebot’ fialova barva kryje nuklealni zabar-
veni. Vysledek: typicky ¢ervenofialova jadra a svétlefialové blany a cytoplasma. Vnikani a kliceni
konidii na blizné a pod. bylo dob¥e zachyceno pravé touto metodou.

Vysledky pokusi

Otazka vnikani konidii do zitného klasu ztrici v naSem pripadé svij
vyznam, ponévadz pfi umélé infekei vnasime do ného zamérné velké mnozstvi
téchto atvara. Studium barvenych mikroskopickych preparatia vsak umoziiuje
sledovat ruzna stadis, kterymi prochazi vyvoj namele v klasu. Konidie byly
konstatovany nejen na povrchu raznych céasti zitného klasu, nybrz i uvniti
prasnika, trichomi, lodikuli, resp. plugek a j. Bchem vyvoje parasita jsou tyto
konidie vzdy pritomny ve velkém mnozstvi ve viech stadiich a na riznych
mistech: na povrchu zalozeného sklerocia, kolem prasmku ajinde, ale zvlast se
()b](‘VIl]l ve velkych kompaktnich masach v t. zv. ¢epicee, kde se tvori zvlast-
ni hymenidlni vrstva palisidovych hyf produkuu(‘lch konidie ve velkém mnoz-
stvi. Cilevédoma aplikace metody inversni gencianové violeti za vhodného di-
ferencovani umoznuje zbarvit bud cely preparat do riznych odstint fialoveé
nebo pouze konidie, a to skoro elektivné, takze na preparitech je nazorné
naznaGeno rozlozeni konidiotvornych ohnisek nebo lokalisace jednotlivych
konidii, na pi. v trichomech a pod. Jednotlivé konidie se dobte barvi jak na
fezech, tak i v natérech nejen touto metodou, nybrz i methylenovou modii,
fuchsinem, brilantkresylovou mod#i a j. Velmi dobfe se i zde osvédéila me-
toda Feulgenova, kombinovana se svétlou zeleni, pii které se jadro barvi
typicky dervenofialové, cytoplasma pak svétlezelene; také pylova zrna se
dobie barvi diferencialné.

Zasadna se konidie tvoii ve sfacelii, ale byly nalezeny také pripady, kdy
mladé sklerociové pletivo vytvotilo na své periferii palisadové hyfy, produku-
jici konidie (tab. XVILL.,obr. 3). Tato hymenialni vrstva zde vznika na pletivu,
které je slozeno ze silngjsich vliken typu sklerociového, sestavenych z bunék
kratkych, skoro isodiametrickych se silnéjsimi blanami. Mezi nimi jsou i tensi
hyty. Toto pletivo bychom snad mohli oznacit jako starsi sfaceliové, ale jeste
spravnéji jako mladé sklerociové. Na povrchu zralého sklizeného sklerocia lze
proto neziidka vidét tuto hymenialni vrstvu s konidiemi. Namel produkuje

sy

nepiehledné mnozstvi konidif, z nichz Gast stale kli¢i v hyfy sfacelie, jiné
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konidie ztriceji barvitelnost (aspoit ¢dste¢nd) a tvofi kompaktni masy v epicee,
na periferii sklerocia a jinde.

Podle Saha (1946) nekonéi se sfaceliové stadium vytvorenim medo-
vice, nybrz jeho rust pokrac¢uje do sklizné sklerocia v §térbiniach po jeho stra-
nach nedaleko base, kde byly pozorovany malé kapky medovice, obsahujici
konidie. Toto stadium oznacéuje Saha jako sckundarni sfacelic. Spory tohoto
stadia se podobaly sporam primarni sfacelie. Na povrehu sklerocii se v labora-
tofi zahy tvoril bily povlak, skladajici se pod mikroskopem hlavné z konidii
a mald mycelia. Tyto konidie byly mnohem $tihlejsi nez z medovice. Na§ nalez
na mikroskopickych preparatech, ze se sfacclie ¢asto objevuje na stranach
na povrchu a v rozpuklinich sklerocia, také blize base, odpovidal by tdajim
indického badatele.

Sftaccelie (Sphacelia segetum 1.¢é v.; podle Tulasneho spermogo-
nie) vznika pouze z kli¢icich konidii a tvoii ruzné hustou splet’ mycelarni. Klici-
¢i konidie byly nalezeny na povrchu bunék laloku blizny (tab. XVIL., obr. 1),
¢nélky, semeniku, do jejichz vnitiku vysilaji haustorialni vlikna. Tato vlikna
mohou byt demonstrovana béznymi metodami v rizném poctu a na riazné
hloubce pletiv. Pochybujeme viak, ze tyto klicici konidie jsou primarnim zdrojem
infekee i dalsich pletiv pestiku pri umélé infekei, ponévadz vldkna v semeniku
jsou jiz casto vyvinuta silnéji nez v blizné a ¢nélee. V kazdém piipadé nejsou
jedinym zdrojem infekee. Pri masovém zavedeni konidii do kvétu pii umdalé
infekei mnozstvi konidii nepochybné kli¢i ve stejnou dobu nebo v malych
¢agovych intervalech na mnoha mistech. Neni proto snadno stanovit, které
éasti kvetu, resp. pestiku se nakazily diive a které pozdéji. Byla na pi. nalezena
tato stadia: L. blizna a ¢nélka infikovany kli¢icimi konidiemi, semenik vsak
napaden silnégji, 2. blizna neinfikovana, ale base semeniku se teprve infikuje —
konidie kli¢i (tab. XX, obr. 9), 3. blizna neinfikovana, semenik silné napaden
(Gasté stadium, tab. XX, obr. 7). Mluvilo by to spiSe pro vnikani infekce piede-
v&im na basi semeniku, i kdyz nevylucuje infekei blizny. Houbova vldkna byla
nalezena také na basi kvétu v primé blizkosti elementt svazki cevnich, ale vni-
kaji tam, jak se zda, pouze z kvétu (,,shora®), nikoliv z pletiva lizka kvétniho.

Vétsina autort se shoduje v tom, ze z kli¢icich konidii na blizné vznika
sfacelie, kterd obrista semenik a na jeho basi vnika dovniti jeho pletiv (K ii h n,
Kirechhotf); pletivo uvniti semeniku je totiz casto jesté intaktni, kdyz se
jiz na basi semeniku tvoii sfacelie. Pouze Engelke (1902) piedpoklada,
ze vldkna klicicich spor proristaji do pletiv blizny, vodivym pletivem pestiku
se dostavaji k vajicku, odkud se rozristaji ve sfacelii. Tak vysvétluje, prod¢
vyvoj sklerocia vidy za¢indg na basi semeniku. Nasledkem moeného kliceni
mnozstvi konidii se vyviji sfaceliové stadium houby, t. j. splet tenkych vldken.
Podle Tulasneho je to houbovita, skoro homogenni, jemna, bili masa,
ktera se snadno da fezat. Klic¢ici konidie a zacitek tvoreni sfacelie byly velmi
distinktné dokizany v pletivech semeniku, zv1asté po barveni safraninem podle
Babése, kde kontrastné vynikaji (Cervené) na zlutém pozadi (tab. XX.,
obr. 9). Vlakna sfaccliového myecelia lze snadno demonstrovat na mikrosko-
pickych preparatech barvenych inversni gencianovou violeti, Zelezitym haema-
toxylinem, nebo svétlou zeleni, a to v prasnicich, na jejich povrchu, v énélee,
semeniku, v razném stupni infekee. T'yto hyfy spolu s masami konidii a zbytky
pletiv hostitelovych tvoii pak hlavni ¢ast cepicky. Pocet konidii se stale
mnozi (konidiotvorni vrstvy) a tyto znovu klici. Hymenidlni vrstvy jsou
obydejné bizarné zprohybany, vytvafeji na fezech meandrujici vchlipeniny
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a vychlipeniny, zevné piipominajici fezy néjaké zivocisné zlazy, ¢imz se doci-
luje znacného zvétseni povrchu téchto vrstev (sillons sinueux, cavités irrégu-
lires, tab. XIX., obr. 6). Do téchto vchlipenin vehazeji vlakna sfacelie a tvoti
jakousi oporu. Vlakna houby se rozrustaji a zabiraji stale nové bunky riznych
organt kvétnich, mohou obalovat tyéinky (tab. XVII., obr. 2), pestik, vnikaji
dovniti prasniki, neziidka je stravuji a vypliuji mezery mezi tyéinkami
a pestikem atd. Je tedy ¢epicka komplexnim atvarem, jenz vznikd nasledkem
napadeni celého vnittku kvétu, eventuilné lodiculi, plusck, atd. Postupné se
déje vstrebavani a zni¢eni téchto organii. Tento pochod lze sledovat na prepara-
tech zbarvenych inversni gencianovou violeti, Feulgenovou metodou, kombi-
novanou se svétlou zeleni nebo i s gencianou a pod. Semenik je nékdy napaden
tak silné, Ze muZeme rozlisit jeho vnitini partie pouze podle zbytka bunéc-
nych jader, zbarvenych nuklealni metodou, kterd prozrazuje piitomnost
zbytkt pletiv hostitelovych.

Piitomnost sfacelic kolem semeniku neni podle T ula s n e h o ptekazkou
oplodnéni. Casto byvaji zralé a spravné vyvinuté obilky vice méné obklopeny
sfacelii. T e ssier (1783, cit. podle T ula sn e h o) nalezl zrna zita, ¢asteénéd
zménéné v namelové sklerocium. Tulasne také pozoroval sklerocia namele,
na kterych sedélo zrno, coz jsme také nasli pti polnich pokusech. Podle tohoto
autora stupen napadeni pestiku sfacelii kolisa. Oby¢ejné houba nenapada
chlupaty vrchol semeniku a blizny, ale zadina se vyvijet na basi tohoto organu
a obepina jej kolem dokola.

Napadeni tycinek, specielné prasnikit je pravidlem. Je tedy depicka
slozitym Gtvarem, vzniklym nasledkem silného bujeni mycolia. uvniti zitného
klasu, které obyoe]ne mchvacuje tycmky pestik, ev. jiné ¢asti kvétu. Neni
tedy namel, jak na pf. uvidi Gaumann (1946) ,,Modolboispicl“ houby,
ktorsd ,,a,uqschhosshch in den weiblichen Geschlechtsorganen der Graser lebt
(str. 98). Nebézi zde o ,,organspe/lﬁsohe Besiedlung des Wirtes®, ponévadz
parasit nenapada pouze samici organy, nybrz také ve velké mite a pravidelné
i tyéinky (viz také Tulasne). Proti prisné specificité namele mluvi také
tvoieni sklerociovych atvart v stéblu nebo i v kolinkach trav (Stoll und
Brack 1944). Také v nafem tustavé byly takové b ary na mij pokyn
uméle vyvoliny Dr Kybalem, M. Cernou a M. Zahdlkovonu
a byly zjistény i v polnich -pokusech. G aumann viak vysvétluje jejich
vznik traumatickou infekei spicich zdkladu sekundarnich kvétenstvi lezicich
pod pochvou. Tato otizka potiebuje viak dalsiho mikroskopického vysetieni.
Pokusné viak jsme dokazali moznost vzniku sklerocia v kastrovaném kvétu.
Neni tedy piitomnost pohlavnich organt nezbytnou podminkou vzniku sklero-
cia. Stavba epicky celkem odpovida popisu a obrizkim Tulasneho;
miZze se meénit, ale v zasadé je stejna. Pragniky nékdy bizarné vyc¢nivaji jako
ruzky z dospélého sklerocia. Béhem vyvoje lze konstatovat, ze vlakna sfacelie
nabyvaji silnéjsiho vzezieni a béhem starnuti tvori jakysi prechod k pletivu
sklerociovému.

V kulturich namele na pevnych pudach (agar 4 Pragomalt { kyselina
citronové + K,HPO,) 6 az 8 dnf starych, které byly prelity agarem a pone-
chany nékolik dnt rust dale, byl nalezen zvlagtni druh fruktifikace, a to hroz-
novité utvary, slozené az ze 20 velmi dobie vyvinutych konidii na kratké
stopee (sferuly) a vznikajici na jedné nebo i na obou stranach na mateiském
vlaknu nebo i na jeho konci. Jejich poéet je na jednom vlaknu razny a vlakno
obytejné roste dale. Toto stadium velmi pripomind odéleniovani konidii v kul-
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turdch sfacelie namele, vypéstované Schweizerem (1939) za studené
sterilace na pudé z kase ze zitnych klast (5.—6. den, Quetschpriparat) (viz té7
Kirchhoff, obr. 18). Ponévadz tyto sferuly nikdy nebyly pozorovany
na povrchu kultury bylo by snad mozno se domnivat, Ze jejich vznik je urovan
anaerobnimi podminkami. Je-li tomu tak, méli bychom tedy dva zplsoby
tvoreni konidii, a to na povrchu (vzduch) a v pevném mediu bez pristupu
vzduchu. Presné podminky jejich vzniku nejsou viak zatim znimy. Na prepa-
ratech jak trvalych tak i piipravenych ze zivého materidlu, jsou neziidka
houbova vlakna sroubovité stocena v rdizné mive. Je to zjev dost typicky.
Toto stoceni je viak velmi pravdépodobné artefaktem, vzniklym pti vysychani
neb vibec pri dehydrataci media (tab. XX., obr. 8).

Sklerocium. Tulasne popisuje, Ze sklerocium vznikd jako
kompaktni télisko na basi sfacelic a rustem postupné posunuje ¢epicku api-
kalné. Oddélovani vrcholu semeniku a jeho posunuti smérem nahoru jsme vsak
také pozorovali i tehdy, kdyz télo vyvijejiciho se sklerocia bylo slozeno jesté
vyhradné z pletiva sfaceliového. K této diferenciaci sfacclie dochazi podle
francouzského autora jesté pred vylu¢ovanim medovice. Tulasne uvadi
také vyjimky, kdy namelové sklerocium vyrusta docela mimo pestik (pod a vné
semeniku) nebo kdy pestik se nalézi na Spicece houby. Sklerocium muze
vzniknout také nejen v semeniku, ale i ve vajicku nebo je uzavieno spolu se
semenikem v perikarpu. Pii pozdéjsi infekei se vyvijeji diléi sklerocia spojena
s Castedno vyvinutou obilkou. Namel se vyviji vady na basi obilky, t. j. nevy-
vinuta obilka (zbytek semeniku) sedi na vreholu sklerocia, jen pii pozdni
infekei vyrista jako postranni Gtvar pri brisni sténé obilky. Také v nasich
serifch barvenych mikroskopickych preparati jsme nalézali dikaz toho, Ze
sklerocium muze roztrhat semenik ve dveé casti, takze dole zustava sklerocium
se sfaceliovym vnitikem, nad nim pak ¢epicka, korunovana zbytkem horni
¢asti semeniku s trichomy.

Nam se zda, 7ze néktera pozorovanad fakta mluvi také o jiné moznosti
vzniku sklerocia. Tak na pr. jsme pozorovali, ze ostrivky a pruhy sklero-
ciového pletiva se mohou tvoriti uvniti sfacelie (tab. X1X, obr. 5), v jinych
pripadech nelze vibec rozhodnouti, zda tu bézi o starsi staceliové nebo o mladé
sklerociové pletivo. Casto nemuzeme také stanoviti hranici mezi pletivem
tvoricitho se sklerocia a sousednim pletivem sfaceliovym (tab. XVIII., obr. 4).
Dile jsme nasli na preparatech stadia, kde vnitiek typického sklerocia je tvo-
ten typickou sfacelii. Sklerociovy utvar muze byt skoro cely sloZen z pletiva
sfaceliového, mlada sklerocia si zachovavaji jesté nékteré rysy sfacelie (koni-
diotvorna vrstva a pod.). Byla dokonce nalezena sklerocia, ve kterych jsou
typicka sklerociova pletiva propletena staceliovymi vlikénky. V jinych sklero-
ciich pletiva byla v rizném stupni diferenciace, a to tak, ze nejvice diferenco-
vané pletivo bylo ulozeno apikalné na hranici éepicky. Nelze viibec pochybovat
o mozné pritomnosti sfaceliovych elementi v dospélém sklerociu.

Viechny tyto okolnosti by svédéily ve prospéch toho, ze staceliové pletivo
muze postupné prechizet v sklerociové. Tento prechod mohl by souviset se
zménou vyzivy houby v riznych obdobich rustu v hostitelské rostling. Pri
vyvinu sklerocia by tento pochod mohl zac¢inat hlavné na basi semeniku a pak
postupovat od periferie ke stiedu, takze sklerociové pletivo by postupneé
obalovalo stied jako plagtém. Na druhé strang, utvorené jiz sklerocium roste
dale skoro vzdy asi tak, jak si to predstavoval Tulasne, t.j. jako jiz hotové
telisko. V tomto stadiu je hranice mezi sfacelii a sklerociem obycejné dobve
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vyznatena. Zda pil vyvoji sklerocia jde o tyto dvé paralelni moznosti nebo
o dvé postupni stadia, nebylo zatim mozno rozhodnout. Podle Engelke
(1902) myecelium namele ma na pevnych zivnych ptdach tendenci t\'«)rlt/l
mikrosklerocia. Kirchho ff(1929) pozoroval, 7e sklerocium vznika v neky-
selych pudach kultury preménou pletiv sfaceliové formy. Ve sklerocium se
nejdifv ])r(t\on okrajové bunky myecelia, upmstre(l zistdvaji jesté castéji
sfaceliové. Dr Ky bal vypéstoval na tekutych zivnych pudach in vitro
neprav idelné atvary, jejichz mikroskopicka stavba prozrazuje jakési sklero-
ciové pletivo prav idelng usporadané a vzniklé ze sfaceliového m_va(»lm. Jiné jim
\'y])ésto‘vam(x atvary pripominaji svou mikroskopickou strukturou stavbu
cepicky (odmyslime-li si zbytky tycinek a pestiku), nebot se skl(Lda,Jl ze stace-
liovych hyf a velkého mnozstvi konidif, Nam se nezdé tedy byt dokazan nazor
Tulasneho, ze sklerocium vznika pouze jako samostatny atvar na basi
klasku, priklanime se spise k nazoru, ze sklerocium vznika postupnou preménou
sfaceliovych pletiv a ze tato preména zacind hlavné na basi semeniku, kde
snad trofické podminky jsou pro tuto preménu nejvhodnéjsi (napojeni na
svazky cevni). Tato preména by se mohla v jinych piipadech odehravati i na
jinych mistech sfacclie.

Podle Tulasneho se sklada sklerocium namele z bilého, suchého,
kiehkého parenchymu, z bunék kulickovitvch, polyedrickyeh (5-—8u), s bla-
nami dost tlustymi. Bunky jsou tésné spojeny a vyplnény éirym olejem, ktery

> barvi jodem jen slabé. Bunky jsou zbarveny pouze na periferii a maji
navenek blany tlustsi nez na vnitini strane. Tento ])opls celkem odpovida
tomu, co jsme nadli na trv: alych prepariatech. Pletivo sklerocia se sklada z bunck
votdich a kratiich nez buitky sfaceliové, na periferii ponskud kompaktnéjsich.
Krupéje oleje davaji typické reakee tukit (osmium, alkanin, sarlachova cerven,
sudan 111, Nilska modi). Celkem probihaji vlakna na podélném fezu tvoriciho
se sklerocia spis rovnobeézné s delsi osou, neziidka vinité. Jeho base je obycejné
primo napojena na systém svazkt cevnich v klasku, coz je zvlast dobie vidét
na preparatech barvenych gencianovou violetf nebo po pouziti Feulgeno vy
metody. Tvoifei se sklerocium neni na apikalnim konei zprvu piesné ohranigeno
od sfaceliového pletiva, nybrz teprve pozdéji se vytvori viditelnd hranice,
nekde ze zluté zbarvenych elementi. Pletivo dospél¢ho sklerocia je dost
jednotvarné a pravidelné, ale uvniti nachazime partie slozené z bunék sfacelio-
vych (jakési vodivé pletivo). T. zv. , kiiz*, ktery lze vidét na piiéném fezu
sklerociem, sklada se z bunék sfaceliovych —je to pravdépodobné ta c¢ast sfa-
celie, ktera zbyva po diferenciaci ostatni dasti stacelie ve sklerocium. Také
vetsi elementy, velmi pripominajici fezy cévami vyssich rostlin, byly obcas
ve sklerociu nalezeny. Je tedy sklerocium ttvarem nehomogennim, Diferen-
ciace uvniti sklerocia miuze dosahovat ruzného stupné, takze v ncékterych
sklerociich butiky vnitiniho pletiva zachovivaji svij sfaceliovy raz, kdezto
v jinych se blizi k typu sklerociovému. Buiiky tohoto pletiva nemaji totiz
dasto raz vyslovné | sfaceliovy — jsou pomérné kratké a nejsou rozvétvené,
Jsou vak uzsi a delsi nez typické sklerociové a obydejné usporadany tésné
jako pletivo ,,vodivé“. Bylo by proto snad lépe mluviti o butikach p ¥ e-
chodného typu. Podet téchto bunck a stupen jejich odchylky od typic-
kého sklerociového typu miize byt rizny. Na fezech dospélym sklerociem
lze nékdy vidét zbytky pragniku a jingch pletiv hostitelovych, uvnit vehlipe-
nin pletiva sklerocia, z ¢ehot je jasno, ze jeho vznik neprobihd naprosto oddé-
lené od vyvoje sfacelie v klasku. Tvoreni sklerocia predchazi vidy sfaceliova
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stadia a toto sfaceliové mycelium se vyviji velmi casto po stranich i na basi
mladého sklerocia, je to jakasi ,stavebni hmota*, kterou dodavaji masy klici-
cich konidii. Dospélé sklerocium nema zadné zvlast vyvinuté korové vrstyvy,
nybrz pouze hnédé zbarvené a pravdépodobné odumielé bunky, serazené
ponckud kompaktneyi. Za touto hraniei zvenci je neziidka palisidové konidio-
tvorné pletivo, zbylé po sfacelii; u lenkosklerocii a v bilych ¢astech sklerocii
smienych (,,chiméry®) tato vrstva chybi. .

Na piiénych fezech sklerociem je vétsina sklerociovyeh bunck rozijznuta
napiic¢, kdezto bunky sfaccliového zbytku probihaji vetsinou podel. Byly
nalezeny pripady, kdy na pricném tezu vypadi sklerocium  jako slozené
7. nékolika diléich sklerocii, obklopenyeh sfacelii a konidiemi. Na podélném
fezu to odpovida nerovnomérné vyvinutému gklerociu, obklopenému sfacelii,
ackoliv nelze zasadné popirat moznost vzniku nckolika diléich sklerocii vedle
sebe. Na ncékteryeh preparatech jsme mohli konstatovat pritomnost zluté
homogenni hmoty jako krapéji nebo i souvislé vrstvy na ruznyeh mistech,
na pi. na hranicich pletiva sklerociového — je to pravdépodobné medovice.
Ve fixované piirodni medoviei byly béznymi metodami barveni dokazany
velmi dobie vyvinuté konidie.

Diskuse

Na zdakladé studia barvenych seriovyeh mikroskopickyeh preparatu se da
s velkou pravdépodobnosti usuzovat, ze se sfaceliové pletivo vlivem riaznych
podminel, hlavné zmény vyzivy resp. dehydrataci, muze diferencovat v pletivo
sklerociové. Proto se domnivame, ze sklerocium namele jako celek vznika
po urcité dobé vyvoje sfacelic, kdyz se podminky (blize neznamé) méni a jsou
dény predpoklady pro vznik trvalého pletiva sklerociového. Jako ditkaz moz-
nosti premény pletiva sfaceliového v pletiva sklerociova lze uvésti mikrosko-
pické ndlezy, a to mista pirechodu mezi pletivem sfacelie a sklerocia, pletive
prechodného typu, ktera nelze kvalifikovat ani jako typicka sklerociova, ani
typicka sfaccliovd, dale ndlez inklusi pletiv typu sklerociového v myeeliu
staceliovém, a to i v Gepicee (tedy i mimo tvorici se sklerocium), Mimo to byly
konstatovany pripady, kdy mladé sklerocium vytvari na periferii palisadovou
hymenialni konidiotvornou vrstvu, obdobné jako typicka sfacelic. I dospelé
sklerocium obaluje zpravidla zbytky sfacciiového pletiva, nebo byva sklero-
ciové pletivo propleteno sfacelii.

Muze tedy i sfacelium i mladé sklerocium vytvatet konidie. Na druhé
strané prakse ukazuvje, ze pri péstovani (rozockovani) ¢asti dospelého sklerocia
na zivnych pudach vzdy z tohoto sklerociového pletiva vyrasta sfaceliové
mycelium; je to vsak také mozné proto, ze uvniti sklerocia jsou zachovalé
sfaceliové bunky. Muze tedy i pletivo sklerociové prechiazet za vhodnych pod-
minek ve sfaceliové.

Tyto okolnosti odiuvodiiuji predpoklad, Ze po zjisténi podminek, za kte-
rych se tyto zmény odehravaji, bude mozno docilit umeélého péstovani
sklerocii nebo vibec sklerociovych atvart a pletiv, in vitro.

Mikroskopické nalezy vyvraceji nazor, Ze namel je typickym piikladem
piisné specifického usidleni na uréitém organu a ze napada pouze samidi
pohlavni organy zita. Histologicky rozbor jasné dokazuje, 7e, na piiklad,
ty¢inky jsou soustavné pojimény do tvoriciho se komplexu cepicky.
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Zavér

1. Konidie, uméle vnesené do klasu ve velkém mnozstvi, rychle klici
a davaji vznik vlaknim sfacelie, ktera napadaji nejen pestik, ale
i ty¢inky, eventudlné lodiculi, resp. plusky. Jak konidie tak i kli¢ici
konidie a z nich vyrostlé hyfy mycelia lze snadno dokazat mikrosko-
picky na povrchu i uvnitt blizny, énélky, semeniku, pragniku, trichomi
a jinde.

2. Sfaceliové mycelium napadéd pletiva pestiku a tycinky, tvori hustou
splet’ hyf a zpravidla meandrujici hymenialni vrstvu, produkujici
ohromné mmozstvi konidii. Masa sfacelie spolu s napadenymi organy
hostitele tvori tak zv. | cepicku®, jez je tedy dtvarem komplexnim,
v jehoz nitru lze nezridka dokazat zbytky pletiv hostitele. Ve sfa-
celiovém pletivu cepicky se mohou tvoiit ostriavky bungk sklerocio-
vého typu.

3. Sklerocium vznikd pravdépodobné postupnou preménou sfaceliového
pletiva, hlavné na basi semeniku. Jeho base je napojena na cevni
svazky hostitelovy. Ve prospéch uvedeného nazoru svédéi zjisténa
fakta, ze: a) ve sfaceliovém myceliu se mohou tvorit partie sklerocio-
vych bunck, b) mezi sklerociovym a sfaceliovym pletivem neziidka
neni uréité viditelné hranice, ¢) na periferii mladého sklerocia se muze
vytvorit konidiotvorna vrstva jako u typické sfacelie, d) typické
sklerocium pokro¢ilého typu obsahuje neziidka sfaceliovy vnitick;
i dospéla sklizena sklerocia zpravidla obsahuji sfaceliové elementy,
¢) atvary sklerociového tvaru mohou byt slozeny vyhradné ze sfacelio-
vého myecelia, f) byla nalezena pletiva pirechodného typu.

4. Lze tedy usuzovat, Ze se muze sfaceliové pletivo za urcitych podminek,
zatim blize neznamych, diferencovat ve sklerociové a vice versa (kli-
¢eni sklerocia).

5. Sfaceliova (nékdy i mlada sklerociova) pletiva mohou produkovat za
prirozenych podminck konidie a to obycejné tak, ze vytvoii palisadovou
hymenialni vrstvu.

6. 7 konidif vidy vykli¢i pouze sfaceliové mycelium,

7. Sklerocium je nehomogenni tutvar, slozeny z pletiv sklerociovych
a sfaceliovych.

8. Byl vyvracen nazor, ze namel napada vyhradné samic¢i pohlavni organy
zita. Histologicky bylo dokazano, ze také tycinky a jiné casti kvétu
jsou houbou soustavné napadany.
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Obr. 3. Hymenialni vestva, vznikla na periferii mladého sklerociového pletiva. Barveno inversni
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Obr. 4. Hranice mezi vyvijejicim se sklerociem (dole) a sfacelii neni diferencovana. Na periferii
(vlevo) je hymenialni vrstva s konidiemi, pod ni sfacelie. Barveno inversni gencianovou
violeti.

Obr. 5. Inkluse sklerociového pletiva ve sfacelii (¢epicka). Vedle jsou degenerované prasniky
a konidie (vpravo). Barveno inversni gencianovou violeti.

Obr. 6. Meandrujici hymenialni vrstvy s konidiemi v ¢epicee. Barveno inversni gencianovou
violeti.

Obr. 7. Base semeniku, silné napadena parasitem, vlakna jsou také v duting degenerovaného
vajicka. Barveno inversni gencianovou violeti.

Obr. 8. Stotena vldkna houby se sferulami v agaru, Barveno neutralni ¢erveni. Ruéni fez.

Obr. 9. Kli¢ici konidie v semeniku a pluice. Barveno anilin-safraninem podle Babése.
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Il Muaosujgon:

R MIIRI)OCKOIIH‘l(‘CR()-l\l()p(I)()JIOPll‘l(‘ﬁlGOMy U3YUCHHI0 Pa3BUTHIL CHOPLINLY

(Claviceps purpurea |Fries| Tul.)

ITpu uerycersennnoM sapaskennin KOJ0CHeB PRI cycrieHsneil  Kouujimii
cuoppiibn (Claviceps  purpurea [Fries] T ul) mounumu mpopaeraior
(rabor. XVIL. 1), o0pazyst ryeroii muiiesiuii («cariensn ), rugbl KoToporo 1mopa-
srator neernk (radsr, XX, 7,9), TRIMHHKN, & HHOJIQ 1L JPYIIe Yactin 1BeTKa.
C'panesiust, ofipasyiontast 8 cpoem rumenuaanuom cioe (tadur. X VL 4; radir.
XIX., 6) orpomioe KogmueceTso KOnujinit, NPOHUKAET TAKHE BHYTDh KJIETOK
PACTEHHSA-XO03SIMHA 1 11OCTEHEeIN0 PaspYIIaeT I Helojab3yer nX COpepsRumMoe,
npespanasich B cjaokimoe odpazosanue (1. HA3. «ROJHAUCK»), CIJAICe Ha
BBRIPACTAIONEM CKJICPOIUN 1 B KOTOPOM MOMKHO MUKDOCKOITITYECKIL JTOKA3aTh
ocrarkn Traneil pawu (rada. XVITL, 2).

Crateponuii oOpasyerea us cdane/,mn nyreM Tpespalienns ee  KJIeToK
B CRICPONIEBYI0 TKAHL; HT0O MPEBPALIEHIE HATUHACTCS 00BIKIOBEHIO ¥ 0CHO-
BAHA 3aBIB31, OJJHARO HE MCKJIIOMCH0, YT0 OHO HPOUCXO/IUT I B JIPYIIX MECTAX .
B moabsy ororo rosopsr cie/lyionine MUKPOCKOMYecKkne 1Had iojieHns:

1) B edanemnn Moryr BOBHUKATL «OYATW», T. ¢. 'PYIIBL CKRIEPOIHEBHIX
waeror (tabu. XIX.) b);

2) TRaHU cPATEIIT W CKICPOTIST TTEPeIKO TTOCTEHCHIT0 TePexojistT ApyT
B jipyra Oes peswoii rpanumns (tabis. XVIILL 4);

3) Ha nepudepnn MOTOLOTO CRICPOIMA NadII0aeTes NHOJla, KaK 1y TH-
MIYecKOoil  camesnnm, ruMennaibibii  ca0it, obOpasyomuii wonujgun (radr.

XVIIL., 3);

A) TUMUYHBIL BPEJIBLL CRICPOINIT, KAK HPABUIO, COJAEPIRIT HJICMCHTDL
canesmm;

D) OpLnL HAIICHBL CRICPOIMEBIAHBIE 00PABOBANMA, TTOYTH ILEJIUKOM €O-
crofnine 13 caleseBpx DJIEMEHTOB.

Taxknum 00pazom upu HEKOTOPLIX, OJIMKE HEM3BECTHBIX YCJIOBHUAX KIeT-
Ku cdamenun MOTYT TPEBPALATLCS B CKJAepoluessie n Haobopor (Hanpu-
Mep, TP TPOpaACTAaHNN CKICPOINA Ha MCKYCCTBEHHBIX 1THTATE/TIHHBIX ¢pejlax).
Cwaeporuii mpejierasiser cofoii, T. 0. HEOJHOPO/HOe 00pasoBaHUe, COCTOHIICE
N3 Traneil Kak CKJICPOIUEBLIX, TAK U CRAI[eJIUCBBIX .

W3 wonujmii Beipacraer To/ibKo cparesimenas TKaHbL, Muie i, odpasyio-
11asi BHOBL KOHUJNU B TMMEHMAJIBHOM CJI0€.
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Do OHPOBEPruyTo MHeHUE, YTO CHOPbIHLA ApJsieress TUIHNTYeCKUM 1Tpu-
Mepom  CTporo (‘]l(‘lLll(l!ll‘l()“](()l‘() rnapasira, Inopazraluero HCRJTIOYUTEJTBITO
IICCTUR., L\lHI&'])U(’K()IIll'[(‘(‘}\'ll(‘, llll(’.’l]{),'k(‘lll”l JIOKQ3bIBAOT, YTO CHOPBILI mopa-
daerT, Kak npaBiio, I ThIMIHKRW, a nnorjia 1 Jipvirinst AT PacTCHNS.

P. Milovidov:

Beitrag zum  mikroskopisch-morphologischen  Studium  der Mutterkornent-
wicklung (Claviceps purpurea |Fries| Tul.)

Bei der kiinstlichen Infektion der Roggenihren mit der Suspension der
Mutterkorn-Konidien (Claviceps purpurea [Frices] T ul) keimen die Koni-
dien hindurch und bilden cin dichtes Myzel (Sphazelium), dessen Hyphen das
Pistil, die Antheren, zuweilen auch andere Bliitenteile befallen. Das Sphaze-
lium-Myzel, das an seinen Hyphenenden eine Unmenge von Konidien bildet,
dringt auch in die inneren Zellen dieser Organe des Wirtes, zerstort und nutzt
ihr Inhalt aus, sich in ein zusammengesctztes Gebilde verwandelnd  (sog.
Miitzchen), das an dem wachsenden Sklerotium sitzt und in dem dic Reste
der Wirtsgewebe mikm%knpiq('h bewiesen werden konnen. (Tab., XVIL, 1,

5] F

2; Tab. XVIIL, 4; Tab. XI1X., 6; Tab. XX., 7, 9).

Das Sklerotium entwickelt sich aus dem Sphazelium-Myzel durch die
allmihliche Umwandlung seiner Zellen in sklerotisches Gewebe; diese Um-
wandlung beginnt gewohnlich auf der Basis des Fruchtknotens an, es ist aber
nicht ausgechlossen, dass dieser Vorgang auch an anderen Stellen vor sich
gehen kann. Zugunsten solcher Bildungart des Sklerotiums sprechen folgende
mikroskopische Beobachtungen:

a) Im Innern des Sphazelium-Myzels konnen sich , Herde der sklero-

tischen Zellen bilden (Tab. XTX., 5);

b) Zwischen dem Sklerotium- und Sphazelinmgewebe kann man zuweilen
keine Grenze zu schen: (Tab XVIII ., 4);

¢) An der Peripherie des jungen Sklerotiums kann man zuweilen einen
hymenialen konidienbildenden Schicht zu unterscheiden, wie es fiir das typische
Sphazelium der Fall ist; (Tab XVIII., 3);

d) Das typische reife Sklerotium enthilt in der Regel auch Sphazelium-
Elemente;

e) Die sklerotiumahnliche Gebilde konnen fast ausschliesslich aus den
Sphazeliumzellen gebaut werden,



Das Sklerotium ist demgemiss ein nicht homogenes Gebilde, das aus
beiden Zelltypen (d. h. Sklerotium- und Sphazeliumzellen) besteht.

Aus den Konidien keimt immer nur das Sphazelium-Myzel aus, das von
neuem Konidien abschniihrt.

Die Sphazeliengeweben koénnen bei einigen, niher nicht bekannten Bedin-
gungen, in die sklerotische sich umwandeln und vice versa (z. B. bei der
Augkeimung des Sklerotiums in den kiinstlichen Medien).

Der Ansicht, dass der Mutterkornpilz ein Modelbeispiel des Pilzes ist, der
ausschliesslich in dem weiblichen Geschlechtsorgan der Graser lebt, wurde
widerlegt. Gegen die strenge Organgperzifizitiat des Mutterkornspilzes sprechen
die mikroskopischen Beobachtungen, dass dieser Pilz in der Regel auch
Antheren, bzw. andere Bliitenteile (auch Stengelzellen) befillt.
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P. Milovidov: Piispevelk k mikroskopicko-morfologickému studin vyvoje Claviceps purpurea
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P. Milovidov: Prispévek k mikroskopicko-morfologickému studiu vyvoje Claviceps purpurea
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P. Milovidov: Prispévek k mikroskopicko-moriologickému studiu vivoje Claviceps puyvpurea
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