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Produkce chitinolytických enzymů 
Dusík a mycelium
Dusík představuje jeden z nejdůležitějších makrobiogenních prvků pro houby a často je jeho přítomnost v substrátu limitním faktorem. Saprotrofní houby získávající živiny z mrtvé rostlinné biomasy se musí vyrovnat s jiným poměrem uhlíku a dusíku v rostlinném pletivu, než jaký mají ve svém myceliu. Rozdíl může být až řádový – zatímco poměr C:N v myceliu dosahuje cca 10, v různých typech rostlinného opadu dosahuje hodnot 25 – 35 a ve dřevě může být C:N vyšší než 200. Řada skupin hub řeší tuto složitou situaci transportem dusíku myceliálními provazci z míst, kde je ho dostatek, recyklací a autolýzou starého mycelia a nebo zužitkováním mycelia předchozích kolonizátorů. Typickým případem hub, které tyto strategie využívají, jsou dřevokazné houby.

Chitin, hlavní složka buněčné stěny hub, je polysacharid jehož základní stavební jednotkou je N-acetylglukozamin. Celkové množství dusíku v chitinu dosahuje 6,9 %. Pro využívání dusíku vázaného v chitinu (ať už vlastního mycelia, nebo jiného druhu) jsou nutné enzymy na rozštěpení molekuly chitinu. Enzym endochitináza štěpí polyglukanovou kostru na libovolném místě a produkuje oligosacharidy různé délky. Enzym N-acetylhexozaminidáza odděluje jednotlivé monosacharidy z konce molekuly. Třetí enzym je , který odštěpuje  disacharidy (chitobiáza) z konce molekuly chitinu je chitiobiozidáza. 
Jedním ze způsobů, jak stanovit produkci chitinolytických enzymů je růst mycelia na médiu s koloidním chitinem. Vylučování chitinolitických enzymů se projevuje odbarvením mléčně kalného média v okolí mycelia. Tento způsob je nespecifický a neukazuje, které enzymy jsou vylučovány. 
Detailnější výsledek je možné získat za použití fluorescenčních substrátů, jako je například 4-methylumbelliferyl (Lindahl & al. 2006). Pokud je tento substrát navázán na libovolnou molekulu a dochází k jejímu štěpení, projevuje se uvolnění 4-methylumbelliferonu fluorescencí v UV záření. Na detekci N-acetylhexozaminidázy se používá 4-methylumbelliferyl-β-D-N-acetyl-glucosaminide (4MU-GlcNAc), kde je fluorescenční substrát navázán na jednu molekulu N-acetylglukozaminu. Pro detekci chitobiozidázy se používá 4-methylumbelliferyl-β-D-N,N′-diacetylchitobioside [4MU-(GlcNAc)2], v jehož molekule je fluorescenční substrát navázán na dvě molekuly N-acetylglukozaminu.
Příprava experimentu
- chitinolytické enzymy lze v experimentálních podmínkách stanovovat jak v agaru, tak na dřevě 
- pro pozorování fluorescence v mikroskopu je nejvhodnější použít tzv. sklíčkové kultury

Sklíčkové kultury
- do skleněných Petriho misek vložte podložní skla a nechte sterilizovat autoklávováním
- na sterilní sklíčka naneste pipetou kapku autoklávovaného média (MEA)
- naočkujte do středu kapky požadovaný druh houby

- nechte kultivovat při laboratorní teplotě dokud mycelium dostatečně nenaroste

Fluorescenční barvení
- připravte 1 % roztok agarózy a nechte chladnout
- přidejte do agarózy fluorescenční substrát v koncentraci 90 μM

- přelijte agarózu při teplotě cca 40°C přes sklíčka s kulturami tak, aby vytvořila vrstvu cca 1,5 mm tlustou

- nechte kultivovat 15 min v temnu při laboratorní teplotě

- zalijte povrch agarózy 5 ml pufru 1M glycin/NaOH o pH 10,6 a nechte 1 min stát a pak slijte pufr

- sklíčko pozorujte ve fluorescenčním mikroskopu při nasvícení vlnovou délkou 355 nm

Cíle a hypotézy

Vyberte z dostupných druhů ty, u kterých bude sledovat jejich schopnost produkovat chitinolytické enzymy. Zaměřte se na rozdíly mezi dřevokaznými bazidiomycety, kde byla tato schopnost u některých druhů studována a srovnejte je s bazidiomycety a askomycety kolonizujícími opad.
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