PRESLITA 1956
28: 161—168

V.Brejcha a J. Kybal:

Faktory ovliviiujici obsah alkaloidu ve sklerociich
Claviceps purpurea.

(Z Vyzkumného ustavu lé¢ivych rostlin, Praha 1, Jilska 16.)

Propracovana agrotechnicka pravidla umélého péstovani namele zaruduji
dnes jiz dosti spolehlivé pramérné vynosy cca 40—50 kg sklerocii/ha. Tim je
kryta potieba farmaceutického primyslu pii rentabilnim péstovani pro JZD
a (SSS.

Hospodatskym predpokladem dalgiho rozvoje péstovani namele je snizeni
produkéni i prekupnické ceny a snizeni rozlohy zitnych porosti, o¢kovanych
pro tdely namelové produkee. Cestou k tomu je zvySovani hektarovych vynosi
a zvySovani obsahu alkaloidl ve sklerociich.

Ukolem této prace je probrati faktory, ovliviiujici obsah alkaloidi ve
sklerociich namele. Vy3%i obsah alkaloidi umoziiuje téz jejich snadnéjsi
a levnéjsi pramyslové zpracovani.

Vliv vahy skleroeii na obsah alkaloidi

Autofi, pojednavajici o této korelaci, se shoduji v tom, Ze obsah alkaloidi
stoupa se vzrustajici vahou sklerocii. Tak na pt. Blazek, Boswart,
Horak a Kybal (3) dokazali u vzorku analysovaného zitného namele
ergotaminové rasy, ze se stoupajici vahou sklerocii stoupa i obsah alkaloidi
a to zvlasté napadné v nejnizsich vahovych tiidach. Blazek a Bos-
wart (2) dokazali stejnou positivni korelaci pro sklerocia ergotoxinové rasy
“laviceps purpurea, parasitujici na travé Phragmites communis Trin. a Baldin-
gera arundinacea (L..) Dumort. Domnivame se, Ze souhlas mezi témito v ygledky
nis opraviiuje k vysloveni domnénky o existenci uréitych stejnych prlcm,
OVllVIlu]lClCh Jak velikost sklerocii, tak zaroven i obsah alkaloida. Za tyto prl-
¢iny jsou povazovany kvantitativni ptipadné i kvalitativni rozdilnosti vyzivy.

Siaeeliové pletive ve sklerociu

Je znamo, 7e na piiéném prutrezu sklerociem jevi se nepravidelné obrazce,
popisované jako ,kiiz‘‘. Po pfesném mikroskopickém zhodnoceni a proméfeni
bunek, skladajicich , kiiz*, jsme zjistili, Ze jde o buiiky charakteru sfacelie,
odlisné od sklerociovych (viz téz Milovido v [10]). Velikost sfaceliovych
bunc¢k je pramérné 1,8 u, kdezto pramérna velikost okolnich sklerociovych
bunék je 9 u.

., Kiiz“ se nejevi jako pravidelny utvar, naopak projevuje se odli§né
u riznych sklerocii; zato v jednotlivém sklerociu pribéhem od apikalni ¢asti
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k basalni nabyva vétsi ¢lenitosti a bohatiiho rozvétveni, jeho kresba je viak
uzsi. Viecky vybeézky , kiize‘ se sbihaji uprostted v podélné ose sklerocia,
takze , kiiz‘‘ tvofi souvisly, ni¢im nepferusovany celek (obr. 1).

Podrobny popis , kiize'* podavame z toho duvodu, Ze je tieba upozorniti
na souvislost mezi nim a mezi obsahem alkaloidi ve sklerociich. Capko v 4
et al. (5) dokazali, Ze v povrchovych &astech sklerocia je vysii obsah alkaloidi,

Obr. 1. Praméty pri¢nych prufezi sklerociem od basalni k apikalni ¢asti,

nez ve vnitinich. Vétsina autorti se shoduje v tom, ze sfacelie alkaloidit
netvoti. Dukazem toho je neptfitomnost alkaloidi v t. zv. ,,¢epicee’, slozené
vyhradné ze sfaceliového pletiva, jak dokazal Blaze k se spolupracovniky (3).
Rovnéz mlada sklerocia, v nichz prevlada sfacelialni mycelium nad sklerocial-
nim, neobsahuji alkaloidy (5). Pfijmeme-li toto tvrzeni za spravné, mame
uspokojujici vyklad pro rozmisténi alkaloidi ve sklerociu. Periferni ¢asti
sklerocia obsahuji pomérné vice vlastniho sklerociového plektenchymu a proto
i vice alkaloid, nezli vnitini ¢asti, v nichz se sbihaji jednotlivé vybézky
,.kiize a kde tedy prevlada sfaceliové pletivo.

Jak jsme dale prokazali, pripadda ve velkych sklerociich vétsi podil na
sklerociovy plektenchym s obsahem alkaloidi, nez na sfaceliové pletivo
kiize (tab. 1).

(V tabulce uvedené hodnoty byly ziskany tak, ze 10 malych a 10 velkych
sklerocii bylo jednotlivé provazeno na torsnich vahach; z kazdého sklerocia
byl pak z prostiedka vytiznut pti¢ny ez o sile cca 1 mm a ulozen pies noc do
ziedéného roztoku gencianové violeti. Takto obarvené fezy byly montovany
na podlozni skli¢ka, promitnuty epidiaskopem na kladivkovy papir a zakresleny
obrysy fezu i probarveného ,kiize*. Vystiihanim byl pak ,kiiz* oddélen od
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ostatni ¢asti pramétu Fezu a ob& asti byly provazeny na analytickych
vahéch.)

Tabulka 1. Vztah mezi vahou sklerocia a velikosti ,kiize

Velk4 sklerocia
véaha sklerocia v At cele}'x 0 vaha primetu or 1urz
pramétu prifezu T %% kiize
v g kiize v g
| Ve
0,322 0,0534 0,0161 23,16
0,338 0,0485 0,0160 24,80
0,259 0,0504 0,0125 19,85
0,313 0,0578 0,0161 21,78
0,374 0,0501 0,0128 20,34
0,305 0,0481 0,0144 23,04
0,416 0,0552 0,0173 23,86
0,325 0,0578 0,0189 24,64
0,395 0,0576 0,0231 28,62
0,263 0,0564 0,0138 19,65
b 3,310 0,5353 } 0,1610 234,45
o) 0,331 0,0535 ‘ 0,0161 23,45
mala sklerocia

0,044 0,0124 | 0,0041 24,84
0,028 0,0097 0,0035 26,561
0,029 0,0081 0,0035 30,17
0,036 0,0096 0,0031 24,40
0,029 0,0071 0,0038 34,86
0,035 0,0108 0,0036 25,00
0,028 0,0084 0,0027 24,32
0,029 0,0083 0,0041 33,06
0,030 0,0066 0,0037 35,92
i 0,020 0,0087 | 0,0050 36,49
b 0,308 0,0897 0,0371 292,57
& I 0,031 0,00897 0,0037 29,25

Tim je zaroven vysvétlen vyssi obsah alkaloida ve vétsich sklerociich.
Pii zpracovavani vétsiho pocétu stejné tézkych sklerocii se ukazalo, ze konfi-
gurace , kiize* je variabilné proménna. Tim je podle naseho minéni umoznéna
variabilita obsahu alkaloid v riznych sklerociich téhoz typu a téze lokality.
Ponechdvame otevienou otazku, na jakych faktorech zavisi utvateni , kiize®.

VIV (¢

V kazdém piipadé je viak mozno se domnivati, ze funkce , kiize” je obdobna

funkei cevnich svazkt u vysSich rostlin a %e b&hem rustu sklerocia dorusta

na basalni ¢asti spolu se sklerociem i sfacelialni , kiiz‘‘. O vétsi permeabilité

sfaceliového pletiva je mozno se presvédéiti velmi jednoduchym pokusem;

stadi vloziti na nékolik hodin ptiéné narezané kousky sklerocia do roztoku
VIVGE

gencianové violeti. Po sefiznuti fezné plochy je , kiiz‘“ probarven intensivné
fialové, zatim co sklerociovy plektenchym zistava bily.
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Stadium vyvoje Zita a sekundarni iniekee

Do jaké miry se uplatiiuji zmény ve vyzivé houby na intensitu bio-
synthesy alkaloidi, mohli jsme sledovati pokusem s umélou infekei zita v raz-
nych stadiich vyvoje. Reber a Mac Vicar (12)sledovali kolisani obsahu
aminokyselin v zitnych rostlindch v prabéhu raznych vegeta¢nich fazi
a zjistili, Ze klesa po ukon¢eném odnozovani, béhem metani zacind opét
stoupat a vrcholi v dobé mlééné zralosti. My jsme sledovali kolisani obsahu
alkaloidii ve sklerociich, vyrostlych v kvitku zitného klasu v raznych fazich
vyvoje zitné rostliny tak, ze jsme namelem uméle infikovali zitné klasy v dobé
pred metanim, na poc¢atku metani, na podatku kvétu, v plném kvétu a po
odkvétu. Timto pokusem jsme zjistili, Ze sklerocia, vyrostla z kvitkl infikova-
nych v pozdéjsi vyvojové fazi zitné rostliny obsahovala vice alkaloidi, nez
sklerocia, jez se vytvorila a uzrala ve fazi ranéjsi (tab. 2).

Povazujeme-li aminokyseliny za prvotni praekursory alkaloidi, respektive
za jejich stavebni material, zdaji se tim byt tato nami experimentalné zjigténa
data vysvétlena.

Zaroven jsme na nékolika lokalitach sledovali rozdily v obsahu alkaloida
ve sklerociich vyrostlych z klast, ockovanych na poéatku metani (bézna
péstitelska praxe) a ve sklerociich ze sekundarni infekce, samovolné probihajici
v dobé kvétu (vyvijejicich se tedy v pozdéjsi vyvojové fazi hostitelské rostliny).
Také vysledky téchto analys potvrdily piredchozi zavéry. (Tab. 3.)

Tabulka 2. Analysy provedl metodou Csl. 2 Mr Pavel Hor 4k z VULR Praha

Infekce provedena ve stadiu Obsah alkaloidu v 9, suginy
Pied metanim Zita 0,160
Na pocatku metani 0,179
Na pocéatku kvétu 0,241
V plném kvétu 0,272
Po odkvétu 0,281

Tabulka 3
Analysy provedl metodou Csl. 2 Mr Pavel Lo r 4k z VULR Praha

Obsah alkaloidii v 9, susiny sklerocii z
Lokalita

priméarni infekce sekundarni infekce
Mélnik 0,202 0,243
Vétrusice 0,168 0,183
Lysan/L. 1. 0,190 0,198
Lysan/L. IT. 0,192 0,210
Praha-Hadovka 0,179 0,241
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Vliv hostitelské rostliny — vyziva

Rozdilné obsahy alkaloidii ve sklerociich vyrostlych plané na raznych
hostitelich jsou dalsim dikazem toho, Ze vyziva je nejdulezitéjsim faktorem,
ovliviiujicim intensitu biosynthesy namelovych alkaloid@. Do tabulky 4 jsme
vybrali nékteré vyznaéné priklady.

7 tabulky se d& vyvozovat, Ze nejvétdi mnozstvi alkaloidi produkuje
houba na travé Molinia coerulea Moench., zatim co na Phragmites communis
Trin. a Lolium perenne L., vznikd alkaloidd méné. Ptesto viak i zde je obsah
alkaloidit vySsi, nez je tomu v piipadé bézné péstovaného zitného namele,
jehoZ obsahy se pohybuji kolem 0,2 9%. Tyto rozdily povazujeme za disledek
rozdilné vyzivy (dusikaté), jez je k disposici nameli na raznych hostitelich.

Tabulka 4

Hostitel ot )5&(;) r;lf:és:l[;)}i]d b Autor
Molinia coerulea Moench 0,90 Blazek, Boswart (1)
Molinia coerulea Moench 0,810 Hartwich (7)
Molinia coerulea Moench 0,650 Rochelmeyeor (14)
Phragmites communis T rin, 0,437 Blazek, Boswart (2)
Phragmites communis T rin. 0,313 Rochelmeyer (7)
Phragmites communis T rin. 0,250 M. a W. Hecht (8)
Lolium perenne L. 0,290 Bredemann (4)
Lolium perenne L. 0,220 Rochelmeyer (14)
Lolium perenne L. 0,290 Dim-Zajec (6)
Lolium perenne L., 0,330 Rybai a spol. (15)

Tabulka 5.
Analysy provedl metodou Csl. 2 Mr. Pavel Hor 4k z VULR Praha

Hostitel Obsah alkaloida v 9%, suSiny
Molinia coerulea M oen ch 1,01
Phragmites communis T rin. 0,456
Lolium perenne 1. 0,330

Naproti tomu M. a W. Hecht (8)tvrdi, Ze jejich dosavadni zkusenosti
nepotvrzuji ziadny vliv hostitelské rostliny na obsah alkaloid@ ve sklerociich.
Abychom si zjednali jasno v této otazce, provedli jsme pieockovani plané
rostouciho namele travniho na zito. K tomu adelu jsme vybrali sklerocia,
nalezend na travé Molinia coerulea Moench, vyznadujici se extrémné vysokym
obsahem alkaloidi, sklerocia z Phragmites communis Trin. rovnéz s vysokym
obsahem alkaloidti a bézné se vyskytujici namel z Lolium perenne L. Obsahy
alkaloidii, nalezené v téchto sklerociich jsou uvedeny v tabulee 5.
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Ze sklerocii jsme vypéstovali konidiotvorné mycelium, metodou podle
Kirchhoffa (9). Rozetfenim tohoto mycelia s vodou jsme ziskali suspensi
konidii a tou jsme uméle vpichem naockovali zito. Ve vSech tfech piipadech
vyrostla na zité sklerocia, svym vzhledem zcela normalni. Vysledky analys
téchto sklerocii jsou uvedeny v tabulce 6. Tento pokus nam tedy znovu
potvrdil domnénku, ze vyziva je hlavnim faktorem, ovliviiujicim ve zna¢ném
rozmezi obsah alkaloida ve sklerociich namele. Vysoky obsah alkaloida
u sklerocii z bezkolence se da velmi dobfe vysvétlit vysokym obsahem dusiku
v susiné této travy. Zcela jasné se o tom pievédéime, doplnime-li tabulku
5 tdaji o obsahu bilkovin v uvedenych hostitelich a to v dobé, kdy na nich
namel vyrista, t. j. v dobé kvétu az po odkvétu (tab. 7).

Tabulka 6.
Analysy provedl metodou Csl. 2 Mr. Pavel Hor 4k z VULR Praha

Obsah alkaloidt

ve sklerociich ze zita v 9, susiny

Puvodni hostitel

Molinia 0,287
Phragmites 0,236
Lolium | 0,266
Tabulka 7
Hodnoty uvedené v tabulce podle V. Re gala (13)
% bilkovin v susiné
Hostitel e
v kvétu po odkvétu

Molinia 12,9 11,0

Phragmites 6,7 5,8

Lolium 7,6 4,1

Z tabulky je vidét, ze Molinia, na niz vyrostla sklerocia s nejvyssim obsa-
hem alkaloidu, obsahuje zhruba dvojnasobné mnozstvi bilkovin, nez jilek nebo
rakos.

Problematika kmenu Claviceps purpurea T ul.

Z piedeslych tivah vyplyva, Ze obsah alkaloidd v nameli kolisa ve velmi
girokém rozmezi. Z toho duvodu pokladame za odvazné tvrzeni Silbera
a Bischoffa (16), ktefi se domnivaji, ze prokazali existenci kment,
schopnych synthetisovat vétsi ¢i mensi mnozstvi alkaloidu.

Dosavadni vyzkum nepotvrzuje, podle nageho minéni, zcela jasné existenci
kmenti namele, schopnych synthetisovat vétsi ¢i mensi mnozstvi alkaloidu.
Naopak bylo nutno piikroéit k isolaci monosporickych kultur, aby bylo mozno
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rozhodnout tuto otazku s konecénou platnosti. Sklerocium nemusi totiz vidy
vyrastati z jediné ascospory nebo konidie, coz celou problematiku znaé¢né
komplikuje. Podarilo se nam to prokazat vypéstovanim dvoubarevnych
chimér, kdyz jsme uméle ockovali zito smési konidii z leukosklerocii a pigmen-
tovanych sklerocii (obr. 2).

Teoreticky se tedy nevylucuje moznost existence kment. Skute¢nost, ze
sklerocia sklizena z bezkolence, kterd obsahovala pramérné 1,01 9, alkaloidi
v susiné, poskytla po pireo¢kovani na zito sklerocia s obsahem alkaloida obvyk-
lym sklerociim ze zita (tab. 6) zcela prukazné dokumentuje, Ze tvorba alkaloidu
je prvotiidni otazkou vyzivy a jde-li o kmeny, mize byt jejich vliv v mnohych
pripadech prekryt vlivy jinymi.

Obr. 2. Umséle vypéstované dvoubarevné chiméry.

Souhrn

1. Existuje positivni korelace mezi vahou sklerocii Claviceps purpurea Tul. a thrnnym
obsahem alkaloidii. To je zpuisobeno tim, #e hodnota podilu sklerociového plektenchymu ke sface-
liovému myceliu t. zv. ktize je u velkych sklerocif vétsi, nez u sklerocii malych.

2. Vyse obsahu alkaloidu sklerocii Claviceps purpurea Tul. zavisi ve znatné mife na inten-
sité dusikaté vyzivy rostouciho sklerocia, jez je dana hostitelskou rostlinou.

3. Intensita biosythesy alkaloid ve sklerociich je v Sirokém rozmezi ovliviiovana mnoha
ruznymi faktory. Existuji-li kmeny Claviceps purpurea T ul., schopné synthetisovat vétsi nebo
mensi mnozstvi alkaloidi, maze byt jejich vliv témito faktory prekryvén.
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B. Bpeitxa nu I. KubGau:

DakTOphl, BIHAKIIHE HA COCPKAHAES AIKAIOHOB B CKIEPONHAX CHOPLIHLH
Claviceps purpurea Tul.

1) CymecTByer NOJOMKUTEIbHAA KOppeJsAlMd MEMJILy BECOM CKIepOUMsd CIIOpbIHBI
(Claviceps purpurea T ul.) u oOmyUM cofiepKaHNEM B HeM AJKAJIOUJ0B. JT0 06bsACHACTCH
TeM, 4TO BeJHYMHA OTHOIICHMS ILIEKTeHXMMLI CKIEpOlus K MUIEIHIo caresdl T. HA3.
«KpecTa» B KpyYHHBIX CKIEpONMAX Gosblle, YeM B MAJIBIX,

2) Copepscanne alKAJOUIOB B CKIEPOLUAX CTOPHIHBY BABHCHT B BHAUYUTENBHOI cre-
IIeHM OT MHTE HCUBHOCTH A30THCTOTO NUTAHMS paCTYILEro CKIepOIH s, KOTOpAH ONpefiesIAeTCH
PACTEHNEM-X0BTHHOM.

3) Ha unrencuBHOCTH OHOCMHTE3A AJKAJIONOB B CKIEpOIHMAX B 3HAUMTE]BHOH Mepe
BIMSAET MHOMECTBO pasHLIX (axropos. Heiu cyimecrByior pasHbe MTAMMBL CIIOPBIHBH, CILO-
coOHble CHHTEBHpOBATH 0OJIbIee WM MEHBIIEE KOIMYECTBO ATNKAJOULOB, TO BIMAHUE HITAM-
MOB MOKET GBITH MACKHpPOBAHO dTHMU (aKTOpAMH.

V. Brejcha, J. Kybal,

Factors influencing alcaloids-content in selerotia of Claviceps purpurea Tul.

1. A positive correlation exists between weights of sclerotia Claviceps purpurea and the
whole alcaloids-content. 1i is caused by the fact that in large-sized sclerotia a higher value of the
realtionship between sclerotia-plectenchyme and sphacelia-mycelium (of the so called: ‘“‘cross-
figure’’) has been found than that of the small-sized sclerotia.

2. The amount of alcaloids in sclerotia Claviceps purpurea depends by large manner upon
the intensity of nitrogen supply of the growing sclerotia as furnished by the host plant.

3. Many various factors are able to influence the intensity of the alcaloide-biosynthesis
within sclerotia. These factors can overheape—however—the influence of strains Claviceps
purpurea upon synthetizing larger or smaller alcaloids-quantities if such strains exist.
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