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Vliv panciinikii na sporulaci druhi Sympodiella acicola a Fusicladium pini

KRISTYNA CERNA, K., ONDREJ KOUKOL, JAN MOUREK, ZDENEK JANKOVSKY

CERNA, K., KOUKOL, O., MOUREK, J., JANKOVSKY, Z. : The effect of oribatid mites on the sporulation of
Sympodiella acicola and Fusicladium pini species.

Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): p. 3. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN 978-
80-86525-12-9

Interakce mezi panciiniky a saprotrofnimi houbami jsou jiz dlouho studovany, avsak ne zcela objasnény.
Pancifnici konzumuji pfedev§im tmavé anamorfni askomycety a zaroven na svém povrchu i uvnitf traviciho
traktu rozsituji jejich spory. V pokusu in vitro jsme nechali borovicové jehlice rovnomérné portist modelovymi
druhy hub a sledovali, jaky vliv ma okus pancifniky na jejich sporulaci. Jako modelové druhy panciinik byly
vybrany Spatiodamaeus verticillipes a Porobelba spinosa, coz jsou bézné druhy v opadu. Pouzité modelové
druhy hub Sympodiella acicola a Fusicladium pini jsou houby rostouci na povrchu borovicovych jehlic v opadu,
tudiz jsou nejvice vystaveny okusu panciiniky. VIiv pancifnikli byl stanoven pomoci vysevu suspenze po
otfepani jehlic ve sterilni vodé na sladinové médium. Pocty CFU z okusovanych jehlic byly srovnany s pocty
z kontrolnich jehlic. Okus hub panciiniky nemél v prubéhu pokusu (3 tydny) pozitivni vliv na pocet CFU a tudiz
na sporulaci hub. Naopak, intenzivni spasani hub panciiniky zptsobilo pokles poctu spor v ¢ase. Na druhou
stranu, vzrostl pocet CFU z riznych druht hub ptinesenych na povrchu pancitniki. Je tedy patrné, Ze konzumace
hub a rozsifovani jejich spor ovliviiuje prostorovou distribuci hub v ptidé. Do budoucnosti zbyva objasnit, zda
snizeni poctu panciinikti v pokusu miize mit pozitivni vliv na sporulaci.

The interactions between oribatid mites and saprotrophic fungi have been studied for a long time, however
there are still many questions to elucidate. Oribatid mites consume dark anamorphic fungi and spread fungal
spores. In our test in vitro the pine needles were precolonized by model fungal species Sympodiella acicola and
Fusicladium pini colonizing the surface of pine litter needles and thus exposed to consummation by oribatid
mites. Needles were then offered to oribated mites Spatiodamaeus verticillipes and Porobelba spinosa (common
species from forest litter) in Petri dishes. Than we determined the number of CFU after needle were shaken in
sterile water and the suspension of spores was inoculated on the malt agar medium. The effect of oribatid mites
on sporulation of the model fungi was compared with control without mites. The model oribatid mites were
Spatiodamaeus verticillipes and Porobelba spinosa, which are. Intensive consummation by mites caused a
decrease of CFU. On the other hand, CFU of allochthonous fungi originating from mite surface increased. It
seems that dispersion and consummation of spores by oribatids influence the space distribution of fungi in the
soil. Further experiment will show whether lower number of mites may have positive effect.

Keywords: oribatid mites, Sympodiella acicola, Fusicladium pini

Kristyna Cerna, K., Ondfej Koukol, Zdenék Jankovsky, Department of Botany, Faculty of Sciences, Charles
University, Benatska 2, 128 43 Praha 2. E-mail: o.koukol@seznam.cz

Jan Mourek, Department of Zoology, Faculty of Sciences, Charles University, Vini¢na 7, 128 43 Praha 2,
Charles University, Faculty of Education, Department of Biology and Environmental Education, M. D.
Rettigové 4, 116 39 Praha 1

* Presented at workshop MICROMYCO 2008, Ceské Bud&jovice, Czech Republic, September 2-3, 2008.



Stadium druhov skupiny Eurotium herbariorum izolovanych zo pSenice
slovenského povodu

MARIA DOVICICOVA, DANA TANCINOVA, ROMAN LABUDA, ZUZANA PIOVARCIOVA, SONA
FELSOCIOVA

DOVICICOVA, M., TANCINOVA, D., LABUDA, R., PIOVARCIOVA, Z., FELSOCIOVA’ S.: A study of species of
Eurotium herbariorum group isolated from wheat of Slovak origin.

Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): pp. 4-12. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

In this experiment, supportive cultivation characteristics for identification of species in Eurotium
herbariorum group were assessed. A total of 24 Eurotium isolates previously assigned to E. herbariorum sensu
lato was cultivated on Czapek yeast extract agar (CYA) supplemented with sucrose (up to 20 and 40 %) and
sodium chloride (5 and 20 %) at three different temperatures in darkness. Macroscopic characteristics were
monitored on the 7™ and the 14™ day of cultivation and isolates were grouped into 4 groups. The group 1 with
total of 13 isolates was assigned to E. repens and the group 2 with total of 7 isolates to E. rubrum. A total of 3
isolates from the group 3 were not determined to species level. The single isolate from the group 4 was E. c.f.
cristatum. Parallel cultivation on CYA with 20 % sucrose at 25 and 30 °C with recording of characteristics on
the 7" and the 14™ day seemed to give certain distinguishing characteristics for eurotia in E. herbariorum group.

Keywords: Eurotium herbariorum group, wheat grain, Slovakia

Maria DoviciCova, Dana Tanéinova, Zuzana PiovarCiova, Sona Fel$ociova, Department of Microbiology,
Faculty of Biotechnology and Food Sciences, Slovak Agricultural University, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra,
Slovak Republic. E-mail: maria.dovicicova@uniag.sk:

Roman Labuda, Department of Microbiology, Faculty of Biotechnology and Food Sciences, Slovak Agricultural
University, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovak Republic and Biopure Referenzsubstanzen GmbH, Technopark
1, A-3430 Tulln, Austria

* Presented at workshop MICROMYCO 2008, Ceské Bud&jovice, Czech Republic, September 2-3, 2008.

Uvod

Eurotium repens de Bary a E. rubrum Konig, Spieckermann & Bremer patria medzi
najbeznejsie sa vyskytujace druhy rodu Eurotium Link : Fr. (PITT et HOCKING, 1999). Spolu
s E. herbariorum Link su blizko pribuzné (PITT et HOCKING, 1999; KLICH, 2002) a navzdjom
podobné. Oznacuju sa aj ako skupina E. herbariorum sensu lato (Butinar et al., 2005). Ich
samostatna identita bola v minulosti niektorymi autormi - napt. DOMSCH et al. (1980) -
negovana (KLICH, 2002; BLASER, 1974/75). V sucasnosti su akceptované ako tri samostatné
druhy (http://www.indexfungorum.org), ¢o potvrdzuju aj molekularne S§tidie napr.
GHERBAWY (2001). Druhova identifikacia E. repens, E. rubrum a E. herbariorum na zaklade
morfologickych vlastnosti mdéze byt obtiazna (KUBATOVA et al., 2000). S tymto problémom
sa stretdvaju aj autori pri mykologickych vySetreniach zrna potravindrskej pSenice, ktoré ako
komodita s nizkou vodnou aktivitou predstavuje substrat prirodzene osidlovany xerofilnymi
eurdciami. V nadviznosti na uvedené bolo hlavnym cielom prezentovaného pokusu najst
pomocny kultivacny znak na odliSenie druhov Eurotium repens, E. rubrum a E. herbariorum.

Material a metodika

Vybrané izolaty rodu Eurotium Link : Fr. boli ziskané ako sucast endogénnej
mykoceno6zy povrchovo vysterilizovaného zrna pSenice* dopestovanej na Slovensku, zistenej



pocas mikrobiologického vySetrenia vzoriek odobranych zo skladov. Charakterizované izolaty
su uchovdvané ako kmene v zbierke vlaknitych mikroskopickych hub na Katedre
mikrobiologie Fakulty biotechnoldgie a potravinarstva Slovenskej pol'nohospodarskej
univerzity v Nitre; Tab. 1.

*izolacia podla HOCKING et al. (2006); izolatné¢ média: DRBC agar s dichloranom,
chloramfenikolom a Bengalskou ¢ervenou (Merck, Nemecko) a DYSG agar s dichloranom,
chloramfenikolom, kvasniénym extraktom, sacharézou a glycerolom (LUND et FRISVAD,
2003).

Tab. 1. Povod Studovanych izolatov rodu Eurotium Link:Fr., v sGcasnosti evidovanych ako kmene v zbierke
vlaknitych mikroskopickych hub na Katedre mikrobioloégie FBP SPU v Nitre.

Kmen Druh pSenice, odroda resp. oznacenie, lokalita, rok Zatvy, sposob hospodarenia
MD 13 Triticum aestivum L., 10/NR/06, 2006, tzv. ekologické
MD 86 Triticum aestivum L., Axis, Oponice, 2007, tzv. konvenéné

MD 119 | Triticum aestivum L., llias, Martin, 2007, tzv. konvencné, bezfungicidne

MD 123 | Triticum aestivum L., Karolinum I, Vel'ké Lovce, 2007, tzv. konvenéné

MD 142 | Triticum aestivum L., Axis, Oponice, 2007, tzv. konvencné

MD 154 | Triticum aestivum L., MV Vekni, Martin, 2007, tzv. konven¢né, bezfungicidne

MD 182 | Triticum aestivum L., Bosorka, Martin, 2007, tzv. konven¢né, bezfungicidne

MD 196 | Triticum aestivum L., Bosorka, Martin, 2007, tzv. konven¢né, bezfungicidne

MD 199 | Triticum aestivum L., Bosorka, Martin, 2007, tzv. konven¢né, bezfungicidne

MD 214 | Triticum aestivum L., 10/NR/07, Martin, 2007, tzv. ekologické

MD 225 | Triticum aestivum L., 10/NR/07, Martin, 2007, tzv. ekologické

MD 235 | Triticum aestivum L., MV Suveges, Komarno, 2007, tzv. ekologické

MD 242 | Triticum spelta L., Ceralio, Stard Cubovia, 2007, tzv. ekologické

MD 247 | Triticum spelta L., Ceralio, Stara Cubovna, 2007, tzv. ekologické

MD 250 | Triticum spelta L., Ceralio, Stard Cuboviia, 2007, tzv. ekologické

MD 258 | Triticum spelta L., Ceralio, Stara Cubovna, 2007, tzv. ekologické

MD 277 | Triticum spelta L., Ceralio, Stard Cubovinia, 2007, tzv. ekologické

MD 283 | Triticum spelta L., Ceralio, Stard Cubovia, 2007, tzv. ekologické

MD 285 | Triticum spelta L., Ceralio, Stara Cubovna, 2007, tzv. ekologické

MD 395 | Triticum aestivum L., 10/NR/07, Martin, 2007, tzv. ekologické

MD 399 | Triticum aestivum L., 10/NR/07, Martin, 2007, tzv. ekologické

MD 401 | Triticum aestivum L., Banquet, Oponice, 2007, tzv. konvencné

MD 415 | Triticum aestivum L., 9/NR/07, Nitra, 2007, tzv. ekologické

MD 416 | Triticum aestivum L., 9/NR/07, Nitra, 2007, tzv. ekologické

Celkovo 22 izolatov prvotne zaradenych do skupiny Eurotium herbariorum sensu lato
a 2 singuldrne kmene E. repens (MD 86) a E. rubrum (MD 123) boli trojbodovo naockované
a kultivované v 90 mm plastovych Petriho miskach v tme 14 dni. Ako kultivaéné médium bol
pouzity Czapkov agar s kvasniénym extraktom (CYA, KLICH (2002)), v ktorom bola vodna
aktivita zniZzena pridavkom sacharozy (20 a 40 %) a chloridu sodného (5 a 20 %). Vyber
kultivaénych médii a teplot (obr. 1) s vynimkou média CYAS20 bol urobeny na zaklade
vysledkov kultivacie druhov rodu Eurotium podla schémy navrhnutej prof. Frisvadom
(FRISVAD, osobna komunikacia). CY AS20 bolo zaradené pokusne.




Kultivaéné médium Kultiva¢na teplota
25°C 30 °C 37°C
CY20S (CYA' s 20 % sacharézy) o o
CY40S (CYA' 50 40 % sacharézy) o
CYAS” (CYA' + 5 % NaCl’) o
CYAS20 (CYA' +20 % NaCl’) [ o o
' Czapkov agar s kvasniénym extraktom; KLiCH (2002) > chlorid sodny
2 FRISVAD et SAMSON (2004) ® pouzita kombinécia

Obr. 1. Schéma pouzitych kombinacii kultivacnych médii a teplot.

Vysledky a diskusia

Izolaty boli po 7 dioch kultivacie na zédklade makroskopicky pozorovanej podobnosti
(velkost’ koldnie, intenzita sporulacie, vysledné zafarbenie) na CY20S pri 25 a30 °C
zoskupené do Styroch skupin. Skupinu 1 tvorilo 13 izolatov vratane kmena E. repens
(MD 86). Rast asporuldcia na CY20S boli porovnatelne intenzivne pri oboch teplotach.
Kolonie pokryvali takmer cely povrch 90 mm Petriho misiek. Farba kolonii bola po 14 ditoch
kultivacie tmavo zelend, na miestach s plodnicami svetlo zIt4 (Tab. 2, Obr. 2). Predbezne st
izolaty skupiny 1 povazované za druh E. repens.

Tab. 2. Charakteristiky izolatov zaradenych do skupiny 1, predpokladany druh Furotium repens.

kultivacné | CY20S |CY20S |CYAS20 |CYAS20 |CYAS20|CY40S |CYAS
podmienky [25°7d |30°7d [25°7d |30°7d 37°7d  |37°10d |25°14d
kmei / znak priemer kolonie [mm] rast | pigment
MD 86 CM 44 13 17 13 - -
MD 142 CM 38 13 15 12 - -
MD 182 CM 35 6 19 14 - -
MD 196 CM 43 7 20 0 - -
MD 199 CM 29 14 20 13 - -
MD 214 o o) 9 13 11 - -
MD 225 CM 23 11 10 12 - -
MD 242 41 0 14 12 12 - -
MD 277 46 o) 12 14 12 - -
MD 285 47 41 12 17 14 - -
MD 401 42 42 13 19 11 - -
MD 415 CM 25 8 14 13 - -
MD 416 o o 10 13 12 - -

CY20S- Czapkov agar s kvasnicnym extraktom (CY A, KLICH (2002)) a 20 % sacharozy
CYAS20- CYA + 20 % NaCl

CY40S- CYA so 40 % sacharozy

CYAS-CYA + 5 % NaCl

d- den

CM- kolonie rozrastené po celom povrchu 90 mm Petriho misky

o- priemer nezisteny kvoli nedefinovanému rastu kolonii

- - nepritomnost’ sledovaného znaku




Skupinu 2 tvorilo 7 izolatov vratane kmena E. rubrum (MD 123). Rast a sporulacia na
CY20S boli pri sledovanych teplotach rozdielne. Pri teplote 25 °C bol rast v porovnani so
skupinou 1 slabsi, kolonie boli menSie, sporulacia dobra. Pri teplote 30 °C rastli izolaty
skupiny 2 vel'mi slabo, velkost kolonii bola mensSia ako 1 cm a sporulédcia bola pozorovana
len v strede koldnii. Kolonie 4 izolatov z tejto skupiny (MD 123, MD 51, MD 258 a MD 283)
boli po 14 dnoch kultivacie zafarbené na Cerveno. Koldnie d’alsich troch izolatov boli po
14 diioch bez pritomnosti Cervenych ploch (Tab. 3, Obr. 3). PredbeZne su izolaty skupiny
2 povazované za druh E. rubrum.

Tab. 3. Charakteristiky izolatov zaradenych do skupiny 2, predpokladany druh Eurotium rubrum.

kultivaéné |CY20S |CY20S |CYAS20 [CYAS20 [ CYAS20|CY40S |CYAS
podmienky [25°7d |30°7d [25°7d |30°7d 37°7d  [37°10d |25°14d
kmei / znak priemer kolénie [mm] rast |pigment
MD 123 26 o 12 12 0 - -
MD 235 o o 10 10 0 - -
MD 247 28 6 10 13 0 - -
MD 250 0 o 11 11 0 - -
MD 258 o o) 13 14 0 - -
MD 283 o 9 13 13 0 - -
MD 395 o 9 10 19 0

CY20S- Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom (CYA, KLICH (2002)) a 20 % sacharozy
CYAS20- CYA + 20 % NaCl

CY40S- CYA so 40 % sacharozy

CYAS- CYA + 5 % NaCl

d- den

o- priemer nezisteny kvoli neusporiadanému rastu kolonii

- nepritomnost’ sledované¢ho znaku

Skupinu 3 tvorili 3 izolaty, ktoré pri kultivac¢nej teplote 25 °C vytvarali po 7 diloch
stredne velké a dobre vysporulované kolonie. Pri teplote 30 °C boli kolonie o nie¢o mensie,
ale intenzivne vysporulované. Po 14 diloch mali kolonie hnedooranzové a hnedocCervené
plochy. Tieto 3 izolaty boli ponechané ako neur¢eny druh Eurotium sp. (Tab. 4, Obr. 4).

Tab. 4. Charakteristiky izolatov zaradenych do skupiny 3, neurceny druh (Eurotium sp.).

kultivacné | CY20S |CY20S |CYAS20 |CYAS20 |CYAS20|CY40S |CYAS
podmienky [25°7d |30°7d [25°7d [30°7d 37°7d  [37°10d |25°14d
kmei / znak priemer kolonie [mm] rast |pigment
MD 119 35 o) 6 15 2 - -
MD 154 33 28 8 16 0 - -
MD 399 o o 10 14 7 - -

CY20S- Czapkov agar s kvasnicnym extraktom (CY A, KLICH (2002)) a 20 % sacharozy
CYAS20- CYA +20 % NaCl

CY40S- CYA so 40 % sacharozy

CYAS- CYA +5 % NaCl



d- den
o- priemer nezisteny kvoli neusporiadanému rastu kolonii
- nepritomnost’ sledovaného znaku

Skupinu 4 predstavoval jediny izolat, ktory intenzitou rastu a sporulacie pripominal

skupinu 3, ale farba kolonii bola svetlejSia, Zltohnedd (Tab. 5, Obr. 5). Izolat sa
mikroskopicky podobé na E. cristatum.

Tab. 5. Charakteristiky izoldtu zaradeného do skupiny 4, Eurotium c.f. cristatum’.

kultivaéné | CY20S |CY20S |CYAS20 |CYAS20 |CYAS20|CY40S |CYAS
podmienky |25°7d |30°7d [25°7d |30°7d 37°7d  |37°10d |25°14d

kmei / znak priemer kolénie [mm] rast |pigment
MD 13 29 | 31 | 9 | 14 | s - -
Ppitt [11]

CY20S- Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom (CYA, KLICH (2002)) a 20 % sacharozy
CYAS20- CYA + 20 % NaCl

CY40S- CYA so 40 % sacharozy

CYAS- CYA + 5 % NaCl

d- deni

- nepritomnost’ sledovaného znaku

Ani jeden zo sledovanych izolatov neréstol pri teplote 37 °C na Czapkovom agare
s kvasnicnym extraktom a 40 % sacharozy, o je v stlade s literatirou (Butinar et al., 2005).
Rovnako nebola pozorovana tvorba svetlo purpurového pigmentu na CYAS. Na skiSanom
kultivatnom médium s pridavkom 20 % NaCl vytvarali izoldty vo vSeobecnosti velmi
nepravidelné kolonie. Pri teplote 25 °C bola sporuldcia vel'mi slab4, rast a sporulécia boli vo
vSetkych skupinach najlepsie pri teplote 30 °C a pri teplote 37 °C nerastli izolaty skupiny
2 aizolaty MD 196 a MD 154 (Tab. 2 az 5).

Zaver

Na stadium makroskopickych charakteristik eurdcii zo skupiny E. herbariorum sa na
zaklade ziskanych vysledkov javi ako najvhodnejSie Zivné médium CY20S pri paralelnom
pouziti kultiva¢nych tepldot 25 a 30 °C so sledovanim charakteru rastu a sporulacie na 7. a 14.
denl. V prezentovanom pokuse bolo z celkového poctu 24 predpokladanych izolatov skupiny
Eurotium herbariorum na zéklade makroskopickych charakteristik 13 izolatov predbezne
uréenych ako E. repens, 7 ako E. rubrum, 3 izolaty ostali ako neurceny druh a jeden izolat ako
Eurotium c. f. cristatum. V d’alSom obdobi budeme pokracovat’ v sledovani rastu a sporulacie
izolatov E. herbariorum sensu lato na uvedenom kultivaénom médiu paralelne pri teplotach
25 a 30 °C, pricom budi sledované aj mikroskopické charakteristiky.
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Prilohy

30°C

E = —

7d
CY20s MD 214
SKUPINA 1
13 izolatov
E. repens
14d

Obr. 2. Skupina 1, predpokladany druh Eurotium repens.

7d
CY20S MD 258
SKUPINA 2
S—
E. rubrum
14d

Obr. 3. Skupina 2, predpokladany druh Eurotium rubrum.
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7d

CY205 MD 399

SKUPINA 3
3 izolat
Eurotium sp.

14d

Obr. 4. Skupina 3, neurceny druh.

7d
CY20S MD 13
SKUPINA 4
1 izolit
E. c. 1. gristatum
14d

Obr. 5. Skupina 4, Eurotium c. f. cristatum.
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Obr. 6. (zl'ava) Jens Christian Frisvad, Maria Dovici¢ova, Ulf Thrane, Birgitte Andersen, Ib Sendergaard.
BioCentrum DTU, december 2007.
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Vyskyt Penicillium spp. na zrnach potravinarskej pSenice dopestovanej na
Slovensku v sezone 2007

SONA FELSOCIOVA, ROMAN LABUDA, DANA TANCINOVA, ZUZANA PIOVARCIOVA, MARIA
DoVICICOVA

FELSOCIOVA, S., LABUDA, R., TANCINOVA, D., PIOVARCIOVA, Z., DOVICICOVA, M. — The occurrence of
Penicillium spp. on wheat grains harvested in Slovakia during the season 2007.

Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): pp. 13-23. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

Species of the genus Penicillium were surveyed on the wheat samples grown under conditions of
conventional agriculture, conventional without fungicide protection and ecological agriculture in the area of the
west and the middle Slovakia during the season 2007. Fungal contamination of the grains was analysed in the
following ways, as endomycobiota (after surface sterilization), rinsed grains, and meal. The penicillia were
recovered from wheat samples by using all isolation procedures. Penicillium species from endomycobiota of
conventional (9 species of 12) and conventional agriculture without fungicide protection (11 of 18) outnumbered
those recovered from rinsed grains and meal. The presence of some mycotoxin producing penicillia (e.g. citrinin,
cyclopiazonic acid, griseofulvin, patulin, penitrem A and roquefortin C) was tested by thin layer chromatography
in vitro condition. Out of 97 isolates screened 93 (97 %) produced at least one mycotoxin.

Keywords: wheat, Penicillium, mycotoxins, thin layer chromatography, toxigenity

Sona Felsociova, Dana Tancinova, Zuzana PiovarCiova, Maria Dovicicova, Department of Microbiology,
Faculty of Biotechnology and Food Sciences, Slovak Agricultural University, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra,
Slovakia. E-mail: sona.felsociova@uniag.sk

Roman Labuda, Katedra mikrobioldgie, Department of Microbiology, Faculty of Biotechnology and Food
Sciences, Slovak Agricultural University, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovakia, Biopure Referenzsubstanzen
GmbH, Technopark 1, A-3430 Tulln, Austria

* Presented at workshop MICROMYCO 2008, Ceské Budgjovice, Czech Republic, September 2-3, 2008.

Uvod

Kvalita zrna po zatve je ovplyvnena Sirokou Skalou abiotickych a biotickych faktorov
a Studuje sa ako ekosystém uskladneného zrna. Ddélezitymi faktormi ovplyviiujiicimi kvalitu
zrna su: kontamindcia mikroskopickymi hubami, hmyzom, rozto¢mi a z enviromentalnych
faktorov najmd vodnd aktivita ateplota. Interakcie medzi tymito faktormi vplyvaju na
dominanciu hub, obzvlast mykotoxinogénnych druhov (MAGAN et al., 2003). Klimatické
zmeny prebiehajlice za posledné desatrocia vplyvaji ako aj na pol'né huby, tak aj na skladové
huby (REYNERI, 2006). Priaznivé poveternostné podmienky, ako su vydatné dazde a mierna
teplota pred zatvou, moZzu prispiet’ k osidlovaniu saprotrofnych alebo oportunistickych hub,
vratane toxinogénnych druhov penicilii. Skladové huby, kam patria aj penicilid, rastd na
uskladnenom zrne, ktoré nema optimalnu vlhkost’ pre konzervovanie (LOGRIECO et al., 2003).

Cielom tejto stadie, bolo zhodnotit' vyskyt izolatov penicilii a frekvenciu ich vyskytu
v potravinarskej  pSenici  z konvencného  polnohospodarstva, z konven¢ného
pol'nohospodarstva bez fungicidnej ochrany a ekologického polnohospodarstva a izolaty
potencidlne toxinogénnych druhov testovat’ na schopnost’ produkovat’ prislusné mykotoxiny
metodou tenkovrstvovej chromatografie.
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Material a metodika
Vzorky

Analyzované vzorky pSenice letnej formy ozimnej (7riticum aestivum L.) boli zberané
v roku 2007. Celkovo bolo mykologicky vySetrenych 23 vzoriek, pricom 8 pochadzalo
z konvencéného pol'nohospodarstva, 5 z konven¢ného pol'nohospodarstva bez fungicidnej
ochrany a 10 zekologického pol'nohospodarstva. Vzorky boli dopestované na rdznych
lokalitach zapadného a stredného Slovenska.

1zolacia

Pri zistovani povrchovej mykocenézy celého zrna (oplach) a mykocendzy Srotovaného
zrna bola pouzita platiiova zriedovacia metoda. Ockovali sme povrchovo riedeniami 107 az
10, resp. 10" az 10 v trojnasobnom opakovani na DRBC (agar s dichléranom, bengalskou
cervenou a chloramfenikolom) a MEA (agar so sladinovym extraktom) s pridavkom 100 mg
chloramfenikolu. Endogénna mykocen6za bola detegovand po povrchovej sterilizacii zfn
NaOCl (0,4 %) metdodou priameho ukladania pSeniénych zfn na agarové platne DRBC
a DYSG (agar s dichléranom, kvasni¢nym extraktom, sacharézou a glycerolom).

Kultivécia pri vSetkych troch formach izolacie prebehla pri 25 £ 1 °C, po dobu 5 — 7 dni
v tme.

Identifikacia

Izolaty patriace do podrodu Penicillium boli preo¢kované na identifikaéné média - CYA
(Czapkov agar s kvasnicnym extraktom), MEA, CREA (agar s kreatinom a sachar6zou) a
YES (kvasnicny extrakt so sachar6zou). Izolaty patriace do podrodu Aspergilloides,
Biverticillium a Furcatum boli preoCkované na CYA 25 °C, CYA 37 °C, MEA a YES.
Kultivacia prebehla pri 25 = 1°C, 5 - 7 dni v tme (SAMSON et al., 2002b).

Na identifikaciu boli pouzité klice: PITT et HOCKING (1997); SAMSON et al. (2002);
SAMSON et FRISVAD (2004).

Stanovenie toxinogenity

Schopnost’ vybranych izolatov produkovat’ citrinin (C), cyklopiazéonovu kyselinu (CPA),
grizeofulvin (G), patulin (P), penitrém A (PA) aroquefortin C (RC) bola stanovena
v podmienkach in vitro tenkovrstvovou chromatografiou (TLC). Tri agarové vyseky
s plochou priblizne 5 x 5 mm z CYA (pre intracelularne mykotoxiny: CPA, PA, RC) alebo
z YES (pre extraceluldarne mykotoxiny: C, G, P) boli zmiesané s 500 ul extrakénym cinidlom
chlorofom metanol (2 : 1). Toxiny boli extrahované na Vortexe (G-560E, Scientific
Industries, Bohemia) cca 3 min. Na Start chromatografickej platne (Alugram sil G Macherem-
Nagel, Nemecko) boli nanesené¢ extrakty v mnozstve 30 ul aStandardy skrinovanych
mykotoxinov 10 ul (Sigma, Nemecko). Po vysuSeni boli mykotoxiny vyvijané
v chromatografickej ststave TEF (toluén, etylacetat, kyselina mravéia 5 : 4 : 1) apo
opiatovnom vysuseni detegované na zaklade fluorescencie aretencnych hodnot pouzitych
Standard. Vizualizécia citrininu (Zltozelend Skvrna s chvostom) a grizeofulvinu (modra
Skvrna) bola priamo vidite'na pod UV svetlom 365 nm. Pri dennom svetle boli vizualizované
cyklopiazonova kyselina — po naneseni Erlichovho c¢inidla (fialova Skvrna s chvostom),
patulin — po naneseni 0,5 % MBTH (3-metyl-2-benzotiazolionhydrazéon hydrochlorid)
v metanole, zahriati pri 130 °C, 8 min. (zltooranZova Skvrna); penitrém A — po naneseni 20 %
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AICI3 v 60 % etanole a zahriati pri 130 °C, 8 min (tmavozelena az ¢ierna Skvrna); roquefortin
C — po naneseni Ce(SOy), . 4H,O — oranZova Skvrna.

Vysledky a diskusia

Cerealne zrna patria k najcastejSej kontaminovanej komodite mikroskopickymi hubami
(REYNERIL, 2006). Prave kontaminacia obilnin sa stdva zaujmom mykoldgov a toxikologov,
pretoze su to prave obilniny, ktoré prostrednictvom vyrobkov (chlieb, pecivo a pod.) tvoria
zéklad naSej kazdodennej stravy. Z konven¢ného pol'nohospodarstva z 8 vzoriek pSenice
(endomykota, oplach, Srot) bolo vyizolovanych 25 druhov penicilii (Tab. 1), pricom az 16
pochadzalo z endogénnej mykocendzy: P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. citrinum,
P. coprophilum, P. crustosum, P. expansum, P. glabrum, P. griseofulvum, P. hordei, P. cf.
miczynskii, P. palitans, P. raistrickii, P. scabrosum, P. soppii, P. thomii a P. sp. NajvysSou
frekvenciou vyskytu (62 %) sa vyznacovali P. griseofulvum a P. brevicompactum. Ich
pritomnost’ bola zaznamenand v piatich z 8 vzoriek. Ako uvadzaji FELSOCIOVA et al, 2007, zo
6 vzoriek psenice z endocendzy z konvencného pol'nohospodarstva zo sezény roku 2006
nevyizolovali ani jeden druh penicilii. Z oplachu izolovali len tri druhy: P. crustosum, P.
griseofulvum a P. raistrickii, pricom az 67 % frekvencia vyskytu sa uvadzala pri druhu P.
raistrickii. Z povrchove] mykocendzy zo sezony roku 2007 bolo zachytenych 11 druhov: P.
aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. canescens, P. citrinum, P. crustosum, P. fellutanum,
P. griseofulvum, P. manginii, P. polonicum, P. raistrickii a P. steckii, pricom opét’ v piatich
vzorkach pSenice bol pritomny druh P. brevicompactum so 62 % frekvenciou vyskytu. Zo
Srotované¢ho zrna bolo diagnostikovanych 10 druhov: P. aurantiogriseum, P. bilaiae, P.
brevicompactum, P. citrinum, P. corylophilum, P. glabrum, P. hordei, P. purpurogenum, P.
viridicatum a P. sp. Aj v tomto pripade bola najvyssia 62 % frekvencia vyskytu, ale tentoraz
pri druhu P. citrinum. Zo Srotu v sezone 2006 bol vyizolovany len jeden druh P.
griseofulvum s 33 % frekvenciou vyskytu (FELSOCIOVA et al, 2007).

Z celkového poctu izolatov 131 najvyssi percentudlny podiel predstavoval toxikologicky
vyznamny druh P. griseofulvum (21 %), nasledoval P. brevicompactum (17 %), P. raistrickii
spolu s P. citrinum (12 %). V sezéne 2006 vysoky percentudlny podiel izolatov z celkového
poctu 9 predstavoval druh P. raistrickii (56 %) a P. griseofulvum (33 %) (FELSOCIOVA et al,
2007). Je v8ak zrejmé, Ze ak sa niektoré typicky podne druhy z podrodu Furcatum (FRISVAD
et al., 2000), ako su napr. P. raistrickii nachadzaju v potravinach, krmivéach alebo surovinach
na ich vyrobu, mézu byt zvyc€ajne povazované za indikatory kontaminacie daného substratu
podou (FRISVAD et FILTENBORG, 1990). Z 25 druhov penicilii len 3 boli pritomné vo vSetkych
3 formach izolacie (endogénna, oplach, Srot): P. aurantiogriseum, P. brevicompactum a P.
citrinum.

Z konvencéného pol'nohospodarstva bez fungicidnej ochrany z 5 vzoriek potravinarskej
pSenice bolo vyizolovanych 12 druhov penicilii (Tab. 2). NajvysSia diverzita bola
zaznamenana rovnako ako v predchadzajicich vzorkach z vnutra zrna, i$lo o 9 druhov, ktoré
boli terverticilatne: P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. chrysogenum, P. crustosum,
P. expansum, P. griseofulvum, P. solitum, P. viridicatum a P. sp. Na velkll vyznamnost’
podrodu Penicillium, jednak pre ich Siroky vyskyt v potravinach ¢i krmivach ale iich
schopnost’ produkovat’ niekol’ko potencionalnych mykotoxinov, poukazuju vo svojej praci
FRISVAD et FILTENBORG, 1989. Vo vSetkych piatich vzorkach bol zachyteny druh P.
aurantiogriseum (100 % frekvencia vyskytu) s celkovym poctom izolatov 33. Nasledoval
oplach (8 druhov): P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. chrysogenum, P. citrinum, P.
crustosum, P. griseofulvum, P. rugulosum a P. sp. a4 druhy pochddzali zo Srotu: P.
aurantiogriseum, P. citrinum, P. corylophilum a P. crustosum. Dva 1izolaty vyizolované
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z endogénnej mykobioty st diagnostikované aj z oplachu a Srotu: P. aurantiogriseum a P.
crustosum. Z celkového poctu izolatov 83, najvysSie percentudlne podiely predstavovali: P.
aurantiogriseum (47 %) a P. crustosum (10 %).

Tab. 1. Frekvencia vyskytu a pocet izolatov vyizolovanych druhov rodu Penicillium zo vzoriek pSenice (8)
z konven¢ného pol'nohospodarstva na Slovensku v sezone 2007.

Oplach Srot Celkovy | %o
Druh Pozitiv. | Frekven. | Poget | Pozitiv. | Frekven. [ Pocet | pocet podiel
vzorky % izolatov | vzorky % izolatov | izolatov

P. aurant. 2 25 3 2 25 3 13 10
P. bilaiae = - - 1 12 1 1 1
P. brevic. 5 62 6 1 12 1 22
P. canes. 1 12 1 = = = 1 1
P 3 37 3 5 62 8 16 12
citrinum
P. coprop. - - - - - - 1 1
P. corylop. - - - 2 25 2 2 1
P. crustos. 1 12 1 = = o 2 1
P. expans. = - - - - = 1 1
P. fellutan. 1 12 1 - - = 1 1
P. - - - 1 12 1 2 1

labrum
P. griseof. 3 37 3 - - - 28 -
P. hordei - - - 1 12 1 4 3
P.manginii 1 12 1 = = = 1 1
P. - - - - - - 1 1
miczyns.
P. palitans - - - - - - 1 1
P. polonic. 2 25 2 - = = 2 1
P. purpur. - - - 1 12 2 2 1
P. raistric. 3 37 4 - - - 16 12
P. ; ; ; - - - 1 1
scabros.
P. soppii - - - - - - 2 1
P. steckii 2 25 5 - - - 5 4
P. thomii - = - - - - 1 1
P. viridic. - - - 2 25 2 2 1
P. sp. o = - 1 12 1 3 2

2 131

P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. canescens, P. coprophilum, P. corylophilum, P. crustosum, P. expansum, P.
fellutanum, P. griseofulvum, P. c.f. miczynskii., P. polonicum, P. purpurogenum, P. raistrickii, P. scabrosum, P.
viridicatum, P. species;
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Tab. 2. Frekvencia vyskytu a pocet izolatov vyizolovanych druhov rodu Penicillium zo vzoriek pSenice (5)
z konvencného pol'nohospodarstva bez fungicidnej ochrany na Slovensku v sezoéne 2007.

Oplach Srot Celkovy| %
Pozitiv. [ Frekven. | Pofet | Pozitiv. | Frekven. [ Podet |podet [ podiel
vzorky % izolatov | vzorky % izolatov [ izolatov
1 | 20 4 | 2 ] 40 2 | 39 !
2 | 40 2 _ - _ 6 7
1 20 2 _ - _ 3 7
1 20 2 1 20 2 4 5
- . - 1 20 1 1 1
2 40 4 1 20 1 8 !
- - - - - - 2 2
1 20 4 _ - _ 3 7
1 20 1 ) - _ 1 1
- - - - - - 2 2
; - - - - - 3 4
1 20 1 _ - _ 5 6
83

P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. chrysogenum, P. corylophilum, P. crustosum, P. expansum, P. griseofulvum, P.
rugulosum, P. viridicatum, P. species;

Z desiatich vzoriek pSenice pochadzajucich z ekologického pol'nohospodarstva bolo
detegovanych 18 druhov penicilii (Tab. 3), pri€om pocty druhov boli vyrovnané — oplach, Srot
12, endomykota 11. Zaujimavé je porovnanie s vysledkami zroku 2006, kde bolo
identifikovanych len 7 druhov z 12 vzoriek ekologickej pSenice, pricom z endomykoty
rovnako ako z roku 2007 aj v roku 2006 boli zachytené P. chrysogenum a P. griseofulvum +
P. crustosum, z oplachu: P. crustosum a P. chrysogenum, rovnako ako z roku 2006, pri¢om tri
druhy neboli v sezone 2007 vyizolované vobec: P. melanoconidium, P. carneum/paneum a
toxikologicky vyznamny druh vyskytujlici sa na obilninach P. verrucosum. Tri druhy
detegované zo Srotu boli pritomné vo vzorkach aj z minuloro¢nej sezony: P. citrinum, P.
crustosum a P. chrysogenum (FELSOCIOVA et al., 2007)

Zo 197 izolatov, rovnako ako v konven¢nom pol'nohospodarstve bez pouzitia fungicidnej
ochrany, najvyss$i percentudlny podiel predstavovali P. aurantiogriseum (27 %) a P.
raistrickii (20 %), ktoré mali aj najvysSiu frekvenciu vyskytu vo vsetkych troch formach
izolacie.

Z ekologického pol'nohospodérstva az 6 druhov bolo pritomnych vo vsetkych troch
formach izolacie: P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. canescens, P. griseofulvum, P.
chrysogenum a P. raistrickii.
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Tab. 3. Frekvencia vyskytu a pocet izolatov vyizolovanych druhov rodu Penicillium zo vzoriek psenice (10)
z ekologického pol'nohospodarstva na Slovensku v sezone 2007.

Oplac celkov %

h Srot ¥

Pozitiv. | Frekvenci | PoGet [ Pozitiv | Frekvenci [ Pocet |podet |podie
Druh a (%) ‘ a (%) I

vzorky izolato | vzorky izolato | izolato

v v v
P aurant 3 30 [ [ 2] 20 [ 125 Sl
P. bilaiae = - - 1 10 6 6 3
P. brevic. 1 10 3 1 10 1 5 2
P. canes. 1 10 2 1 10 1 11 6
- 2 20 2 |3 30 3 5 | 2
citrinum
P. 1 10 2 - - - 2 1
corylo,
P. crustos 3 30 9 1 10 1 10 5
P. digitat. = - - 1 10 1 2 1
P. expans. = - - - - - 2 1
P. 1 10 1 - = = 1 0,5
fellutan.
P. griseof. 2 20 2 3 30 7 13 7
P. hordei = = = 1 10 1 1 0,5
P. 4 40 6 4 40 6 23 12
chrysog.
P.mangini 2 20 2 - - - 2 1
i
P. - - - - - - 1 0,5
polonic.
P. raistric. 4 40 12 4 40 20 40
P. viridic. - - - - = - 1 0,5
P. sp. 4 40 9 3 30 4 19 10
> 197

P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. canescens, P. corylophilum, P. crustosum, P. digitatum, P. expansum, P.
fellutanum, P. griseofulvum, P. chrysogenum, P. polonicum, P. raistrickii, P. viridicatum, P. species;

Porovnanie celkového poctu izolatov penicilii vyizolovanych zo vzoriek pSenice z
konvenéného polnohospodarstva, zkonvenéného bez pouzitia fungicidnej ochrany
a ekologického pol'mohospodarstva udava graf 1. Z 29 vyizolovanych a identifikovanych
druhov =z lokalit zapadného a stredného Slovenska sa najcCastejSie vyskytovali:  P.
aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. citrinum, P. corylophilum, P. crustosum, P.
expansum, P. griseofulvum a P. sp. JIMENEZ et MATEO (2001) zo vzoriek cerealnych zin
z celého Spanielska popisovali §iroky vyskyt toxinogénnych druhov penicilii, pricom islo
rovnako ako v naSich vzorkach o P. griseofulvum a P. chrysogenum. Ostatné najCastejSie
vyizolované druhy P. variabile, P. islandicum, P. purpurogenum a P. capsulatum v nasich
vzorkéach neboli zachytené. TANCINOVA et LABUDA (2006) sledovali mykotickt kontaminaciu
pSenice odobranu z velkokapacitnych skladov zo zberov v rokoch 2003 a 2004. Az na P.
carneum a P. verrucosum boli vyizolované rovnaké druhy penicilii ako v naSom pokuse
zroku 2007: P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. citrinum, P. chrysogenum, P.
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crustosum, P. expansum, P. glabrum, P. griseofulvum, P. polonicum, P. raistrickii a P.

viridicatum.

Graf 1. Celkovy pocet izolatov vyizolovanych druhov penicilii z pSenice z konvencného, konvencného bez

fungicidnej ochrany a ekologického pol'nohospodarstva na Slovensku v sezéne 2007.
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Legenda: Konvencné I.- konvenéné pol'nohospodarstvo, Konvenéné II. - konvenéné pol'nohospodarstvo bez

pouzitia fungicidnej ochrany

Graf 2. Celkovy pocet izolatov penicilii z endomykobioty pSenice z konvencného, konvenéného bez fungicidne;j

ochrany a ekologického pol'nohospodarstva na Slovensku v sezone 2007.
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Legenda: Konvencné I.- konvenéné pol'nohospodarstvo, Konvenéné II. - konvenéné pol'nohospodarstvo bez
pouzitia fungicidnej ochrany

Graf 2 udava celkovu diverzitu penicilii z jednotlivych pSeni¢nych zfn vypestovanych z
troch réznych sposoboch obhospodarovania pddy. Celkovo bolo diagnostikovanych 22
druhov, pricom 4 sa vyskytovali pri vSetkych spdsoboch obhospodarovania: P.
aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. expansum a P. griseofulvum.

Invazia obilnych zfn mikroskopickymi hubami je Casto spajand so zavaznym rizikom
kontaminacie mykotoxinmi. AvSak predpovedat’ pritomnost mykotoxinov v zrne nie je
mozné, a preto je potrebné urcit’ ich vyskyt v rdmci prieskumu a experimentalnych stadii
(AYALEW et al., 2006). Vyskyt mykotoxinov v zrnach je objektom mnohych vyskumov
po celom svete (JELINEK et al., 1989, PLACINTA et al., 1999 atd’.). Podl'a PITT et LEISTNER
(1991) medzi najdolezitejSie mykotoxiny produkované druhmi rodu Penicillium patria
ochratoxin A, patulin a citrinin. Prevazne terverticilatne penicilid si zname produkciou
mykotoxinov vyskytujucich sa v potravinach (FRISVAD et FILTENBORG, 1989).

Z osmych vzoriek psenice z konven¢ného polnohospodarstva bolo testovanych 54
kmeniov desiatich potencionalne toxinogénnych druhov penicilii (Tab. 4). P. expansum
z endomykobioty produkoval patulin aj roquefortin C, produkcia citrininu nebola potvrdena
ani priflom ani pri P. cf. miczynskii. Jeden kmen P. raistrickii z desiatich neprodukoval
griseofulvin a jeden kmen P. griseofulvum z troch z oplachu neprodukoval patulin, ostatné
sledované toxiny - kyselina cyklopiazonova, grizeofulvin a roquefortin C produkovali vSetky
testované kmene. Schopnost’ produkovat’ sledované mykotoxiny v podmienkach in vitro bola
potvrdena pri vSetkych d’al$ich testovanych druhov.

Tab. 4. Testované kmene rodu Penicillium vyizolované z endomykoty, oplachu a Srotu pSenice na schopnost’
produkovat’ mykotoxiny v podmienkach in vitro z konvenéného pol'nohospodarstva.

Testovany Oplach Srot
druh
P.canescens
P.citrinum
P.coprophilum
P. crustosum.
P. expansum
P.griseofulvum
P hordei
P.c.f.miczynskii
P.c.f.palitans
P. raistrickii

8.Vl

3.1 3.111

3.0 31 2.11 3.1l

* - pocet pozitivnych izolator; ** - pocet testovanych izolatov
C — citrinin, CPA — cyklopiazénova kyselina, G — grizeofulvin, P — patulin, PA — penitrém A, RC — roquefortin C

Z piatich vzoriek psenice z konvenéného pol'nohospodarstva bez pouzitia fungicidnej
ochrany (endogénna izolacia a oplach) bolo screeningovanych 8 kmenov Styroch
potencionalne toxinogénnych druhov penicilii (Tab. 5). Ziaden z dvoch kmetiov P. expansum
z endomykobioty neprodukoval citrinin, jeden kmen produkoval roquefortin C, produkcia
patulinu bola zaznamenané pri obidvoch kmenoch. Z oplachu bola potvrdend toxinogénnost’
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piatich kmenov 3 druhov na sledované mykotoxiny s vynimkou P. crustosum, pri ktorom
nebola zaznamenand produkcia roquefortinu C ani pri jednom z troch testovanych kmenov.
V ceredliach tieto dva druhy nepatria k ¢astym izolatom, ich vyskyt je typickejsi pre ovocie,
zeleninu a pddu (FRISVAD et FILTENBORG, 1989).

Z desiatich vzoriek psSenice z ekologického pol'nohospodarstva (vSetky formy izolacie)
bolo testovanych 34 kmeniov 7 druhov - potencidlnych producentov mykotoxinov (Tab. 6).
Citrinin, znamy ako nefrotoxin, ani v tomto pripade nebol potvrdeny TLC metdédou pri
obidvoch kmenoch P. expansum z endomykoty a patulin produkoval len jeden kmen.
Z oplachu 2 kmene P. crustosum zpiatich neprodukovali penitrém A ajeden kmen
roquefortin C. Pri ostatnych sledovanych druhoch bola toxinogénnost’ 100 % - na.

Tab. 5. Testované kmene rodu Penicillium vyizolované z endomykoty a oplachu psSenice na schopnost
produkovat’” mykotoxiny v podmienkach in vitro z konvenéného pol'nohospodarstva bez pouzitia fungicidnej
ochrany.

Testovany

druh P |PA|RC
P. citrinum

P. crustoum 3/3]0/3
P. expansum

P. griseofulvum 1/1 1/1

* - pocet pozitivnych izolatov; ** - pocet testovanych izolatov
C — citrinin, CPA — cyklopiazonova kyselina, G — grizeofulvin, P — patulin, PA — penitrém A, RC — roquefortin C

Tab. 6. Testované kmene rodu Penicillium vyizolované z endomykoty, oplachu a Srotu pSenice na schopnost’
produkovat’ mykotoxiny v podmienkach in vitro z ekologického polnohospodarstva.

Testovany Oplach Srot

druh C [CPA|G |P |PA|RC|CPA|[G |P [PA]|RC

P.canesc. 2.11 2.1 1.1 1.1

P.citrinum 1.1

P.crustos. 3.V|4V 1.1 1.1

P. expan.

P. griseof. 2.1 {211 ] 2.1 2.11]1 5.V |5V |5V 5.V

P. hordei 1.1

P. raistric. 3.1 1.1

* - pocet pozitivnych izolatov; ** - pocet testovanych izolatov
C — citrinin, CPA — cyklopiazénova kyselina, G — grizeofulvin, P — patulin, PA — penitrém A, RC — roquefortin C
P. canescens, P. crustosum, P. expansum, P. griseofulvum, P. raistrickii

Zaver
Z analyzovanych vzoriek potravinarskej pSenice zkonvenéného polnohospodarstva (8),

konven¢ného bez fungicidnej ochrany (5) a ekologického polnohospodarstva (10) zo Slovenska
v sezone 2007 bolo vyizolovanych 29 druhov penicilii, z coho izolaty 10 druhov (P. canescens, P.
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citrinum, P. coprophilum, P. crustosum, P. expansum, P. griseofulvum, P. hordei, P. c.f. miczynskii, P.
c.f. palitans a P. raistrickii.) boli testované na schopnost produkovat vybrané mykotoxiny
v podmienkach in vitro. Tenkovrstvovou chromatografiou v podmienkach in vitro bola potvrdena
produkcia citrininu, kyseliny cyklopiazénovej, grizeofulvinu, patulinu, penitrému A
aroquefortinu C. Z 96 testovanych kmetiov 93, t.j. 97 % kmefiov produkovalo minimalne 1
mykotoxin. Bez ohladu na spOsob obhospodarovania pddy najvysSia diverzita penicilii bola
detegovana v endogénnej mykobiocendze pSeniénych zin.

Pod’akovanie: Tento prispevok vznikol s podporou projektu VEGA 1/3456/06
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Travni druhy rzi s aecii na Ranunculus a Ficaria — molekularni analyza

MARKETA HEINA, MIROSLAV KOLARIK, JAROSLAVA MARKOVA

HEJNA, M., KOLARIK, M., MARKOVA, J.: Molecular analysis of grass rust fungi having aecia on
Ranunculus and Ficaria.

Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): p. 24. ISB BC AS CR, v.v.i.,, 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

Byla tspésné izolovana DNA z Cerstvych aecii, uredii i telii a také z n¢kolika polozek herbafovych. Ziskana

DNA byla pouzitelna pro PCR amplifikaci rDNA oblasti i dalsi PCR metody. Byly amplifikovany ITS a LSU
oblasti rDNA. Celkem byly ziskany ITS sekvence 42 vzorkt a LSU sekvence 30 vzorki.
Na zakladé analyzy ITS sekvenci byly vzorky aecii na Ranunculus a Ficaria roz¢lenény do skupin a srovnanim se
sekvencemi z materialu telidlniho pfifazeny k jednotlivym druhtim. Velmi vyrazné se od ostatnich odélenil druh P.
magnusiana. Ostatni vzorky si byly vice pfibuzné, pfesto se s vysokou bootstrapovou podporou roz¢lenily do druhi
P. perplexans, U. dactylidis a U. poae. VSechny vzorky aecii z Ficaria verna byly na zakladé sekvenci pfifazeny k
druhu U. poae a vSechny vzorky z Ranunculus acris byly ptitazeny k druhu P. perplexans. Aecia z Ranunculus
repens byla ptitazena bud’ k U. poae, P. magnusiana, nebo zistala nepfifazena.

Sekvence ITS oblasti studovanych druhti byly porovnany s publikovanymi sekvencemi blizce piibuznych
druhti. Potvrdilo se, ze druhy U. dactylidis, U. poae a P. perplexans patii do skupiny hnédych rzi. P. magnusiana
neni zbylym druhiim pfibuzna, coz odpovida dosavadnimu taxonomickému hodnoceni. Sekvence LSU oblasti byly
vyuzity pro podporu rozdéleni vzorkd pomoci ITS. Také byly pouzity k ovéfeni pfibuznosti druhit U. poae a U.
ficariae (teorie tzv. correlated species). Bylo potvrzeno, Ze druhy nejsou blizce piibuzné.

V morfologii aeciospor byly nalezeny urcité morfologické odlisnosti ve velikosti. Od ostatnich se odliSovaly
zejména aeciospory druhu U. poae, které byly mensi. V ornamentice povrchu aeciospor nebyla nalezena zadna
charakteristicka mezidruhova odlisnost.

Keywords: ITS analysis, Puccinia perplexans, P. magnusiana, Uromyces dactylidis, U. poae

Markéta Hejna, Miroslav Kolarik, Jaroslava Markova, Department of Botany, Faculty of Science, Charles
University, Benatska 2, 128 01 Praha 2, Czech Republic. E-mail: marketahejna@seznam.cz

* Presented at workshop MICROMYCO 2008, Ceské Budgjovice, Czech Republic, September 2-3, 2008.
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Diversita houbovych spolecCenstev zasolenych a kyselych pid Narodni
prirodni rezervace Soos

MARTINA HUJISLOVA, MIROSLAV KOLARIK, ALENA KUBATOVA, MILADA CHUDICKOVA

HuJSLOVA, M., KOLARIK, M., KUBATOVA, A., CHUDiCKOVA, M.: Diversity of fungal communities in saline
and acidic soils in National Natural Reserve Soos, Czech Republic.

Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): pp. 25-26. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

During 2003-2005 the diversity of soil culturable filamentous microfungi in saline and acidic soils of
National Natural Reserve Soos (Czech Republic) was studied and the growth response of the selected strains to
different salinities and pH values was determined. Altogether 28 soil samples were obtained from four sampling
sites. Two different cultivation methods and isolation media and, three incubation temperatures were used.
Taxonomic identification of fungal isolates was based on morphological characteristics. In addition three rDNA
regions and b-tubulin gene were used to characterize the selected morphologically undeterminable strains.
Altogether 92 taxa, representing 38 genera were obtained from 28 soil samples. The prevailing genus was
Penicillium (18 species). The majority of species were recorded scarcely. Only one species Penicillium sp. 1 was
found at a frequency exceeding 50 % of all samples. Several taxa belong to fungal groups known from similar
sites worldwide, however the observed fungal spectrum is rather unique, in comparison to similar studies.
Comparing four sampling sites, their fungal communities differ considerably. The results of the growth tests
indicate high adaptability of all tested species to the extreme conditions of the studied substrate.
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Narodni pfirodni rezervace Soos je unikatni lokalitou, kterd v naSich klimatickych
podminkach nema obdobu. Pudy vyskytujici se na tizemi rezervace jsou charakteristické
vyraznym zasolenim a misty extrémné nizkymi hodnotami pH (1-2). V letech 2003 — 2005
byla v substratu NPR Soos zkoumdana diverzita saprotrofnich mikroskopickych ptidnich hub.
Pro izolaci hub byly pouzity dvé€ izola¢ni metody (pfima inokulace, zfed'ovaci metoda), dvé
kultiva¢ni media (SL2, SEA) a tfi inkubacni teploty (5, 24 a 37°C). Ziskané izolaty byly
determinovany na zakladé morfologickych znaka. V piipadé morfologicky obtizné
uréitelnych kment byly navic pouzity molekuldrné taxonomické metody (charakterizace
pomoci r-DNA (ITS, SSU a LSU) a genu pro B-tubulin). Soucasti studie bylo rovnéz srovnani
houbovych spolecenstev ¢ty studovanych odbérovych ploch liSicich se mnoZstvim
rostlinného pokryvu, zasolenim substratu, hodnotami pH a pldni vlhkosti. U vybranych
dominantnich a pfipadnych novych druhi byl v souvislosti se specifickymi ptdnimi
podminkami studovaného substratu testovan jejich rast na médiich (MEA) o razném pH (1-8)
a razné salinit¢ (0M, 0,25M, 0,5M Na,SOy,).

Z celkového poctu 28 pudnich vzorka bylo izolovano celkem 799 kment, z nichz bylo
ziskano 92 taxonl pldnich mikromycetl patficich do 38 urcenych rodt. Celkem 150 izolath
bylo typovano pomoci RAPD a 67 z nich dale charakterizovano sekvencemi r-DNA a f-
tubulinu. Nejvétsi pocet zastupcii patfil do rodu Penicillium (18 druhll). Pfevazna vétSina
druhti byla zaznamendna vzacné (s frekvenci vyskytu nepiesahujici 12,5 % vSech vzorkl) a
nelze ji tedy se studovanym substratem piimo spojovat. V piipadé¢ nékolika malo druht

v

izolovanych s vyssi frekvenci vyskytu se naopak da predpokladat, ze tvoii zaklad houbového
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spoleCenstva tohoto specifického substratu. Mezi druhy izolovanymi z NPR Soos bylo
nckolik zastupcli uvddénych z podobnych typl substratl, nicméné v prevazné vétSiné se
jednalo spiSe o druhy odlisné a houbové spolecenstvo se jevi jako velmi unikatni.
Spolecenstva mikroskopickych hub izolovana z jednotlivych odbérovych ploch se ukazala byt
znaéné odlisnd. Zadny druh nebyl izolovan ze viech ¢&tyf odbérovych ploch. Vice nez
polovina druhil (52 druhil) byla zaznamenana pouze z jedné z ploch. OdliSnost odbérovych
ploch byla podpotena rovnéz vysledky statistické analyzy, které ukazaly, ze faktorem plochy
lze vysvétlit nejvetsi procento variability souboru. Statisticky vyznamny byl rovnéz vliv
pouzitych metodickych postupil, coz ukazuje na fakt, ze vSechny pouzité metody pfispely k
roz$ifeni druhového spektra izolovanych hub. Vysledky ristovych pokusii ukazaly, v ptipadé
vsech testovanych druhli, na vyraznou schopnost adaptace na specifické podminky
studovaného substratu. VSechny druhy prokazaly schopnost ristu na mediich se zvySenym
obsahem soli a lze je tedy povazovat za halotolerantni. Pfevazna vétSina druhti byla schopna
rust v rozmezi pH 3 — 8, v ptipad€ Sesti zastupct byl dokonce zjistén riist na mediu s extrémné
nizkymi hodnotami pH (1, 2). VSechny lze tedy povazovat za acidotolerantni, druh Sporothrix
sp. dokonce za acidofilni.
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Diverzita a funkce mikroskopickych hub v opadu Picea abies

ZUZANA KOLAROVA

KOLAROVA, Z.: Diversity and function of microscopic fungi in Picea abies litter.
Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): p. 27. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

Microfungi have a considerable effect on the decomposition of litter in coniferous forests. Their diversity is
wide and relatively well known. However, there is very sparse information about function of particular species in
the decomposition and in the cycling of nutrients. Linking biodiversity and function of individual species is a
key issue in a forthcoming project aimed at microbial processes in the spruces forest soil in the Sumava National
Park. So far, litter and trash needles of Picea abies were sampled, surface sterilised and cultivated on malt agar
medium as a preliminary study in May 2008. In total, we recorded 180 operational taxonomic units based on
their morphology and growth rate of colonies and partly also microscopic features. Only four OTU occurred with
a frequency over 10%. There were less sterile needles in the litter (16%). The most common isolates were tested
for production of enzyme laccase on medium with ABTS. The enzymatic activity of three most frequently
species was moderate, suggesting their limited role in the decomposition.

Mikroskopické houby vyznamné ovliviiuji dekompozici opadu v jehli¢natych lesich. Jejich diverzita je
Siroka a pomérné znama. Méné se vi o funkci konkrétnich druhti v dekompozici a kolobéhu zivin. Propojeni
nasich znalosti diverzity a funkce téchto hub bude soucasti dlouhodobého projektu zaméteného na mikrobidlni
procesy v ptidé smrkovych lestt v NP Sumava. V ramci pilotniho pokusu tohoto projektu byly odebrany vzorky
jehlic z klesti a opadu Picea abies (kvéten 2008) a po povrchové sterilizaci vysety na sladinové agarové médium.
Celkem bylo zaznamenano 180 morfologicky odlisnych opera¢né taxonomickych jednotek (morfologie kolonie,
rychlost rustu, ¢astecné i mikroskopické znaky). Pouze étyfi OTU se vyskytovaly s ¢etnosti nad 10%. Sterilnich
jehlic bylo méné v opadu nez v klesti (tj. 16% vs.). Nejcetnéjsi izolaty hub jsme testovali na produkci enzymu
lakdza na médiu s ABTS. Tti nejéastéjsi OTU produkovali lakdzu pouze se stfedni intenzitou, coZ naznacuje
jejich omezenou roli v dekompozici.
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Diverzita a interakce mikroskopickych hub v opadu jehli¢natych drevin

ONDREJ KOUKOL

KoukoL, O.: Microfungal diversity and interactions in needle-leaved litter.
Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): p. 28. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

Ke studiu diverzity hub je v soucasnosti mozné vyuzivat i piistupy zalozené na izolaci, amplifikaci a
sekvenovani vybranych useki DNA a to jak z jednotlivych izolovanych kment hub, tak z environmentalni DNA.
Tyto pfistupy mohou pomoci pfi studiu houbovych spolecenstev, napf. mikroskopickych hub v opadu smrku
Picea abies nebo k determinaci a naslednému studiu rozsiteni vybranych druht hub (napt. Scleroconidioma
sphagnicola). Spolu se znalostmi o spektru druhd na daném substratu je dalsimi klicovymi oblastmi studia jejich
funkce a interakci s ostatnimi organizmy kolonizujicimi stejny ekosystém. V tomto sméru se jevi jako velmi
nadéjné a perspektivni studium interakci s pancitniky (Oribatida) a krytenkami (Arecellinida a Euglyphida).
V prvém pfipadé dochazi i po mnoha studiich k upfesiiovani potravnich preferenci a dalSich vztahli mezi
houbami a panciiniky. Ve druhém piipadé se ukazuje, Zze doposud znacné prehlizené trofické vztahy mezi
erikoidné mykorhiznimi houbami a protisty mohou mit velky vyznam jak pro oba partnery, tak pro dalsi
asociované organizmy (dal$i druhy hub, mykorhizni rostliny).

Up-to-date methods such as isolation of DNA (including environmental DNA), amplification and
sequencing of particular regions are currently adopted for studies of fungal diversity. These approaches may be
used for studies of microscopic fungi in litter of Picea abies as well as for identification and distribution of
particular fungal species (e.g. Scleroconidioma sphagnicola). Other areas deserving further studies include
function and interactions of these fungi with other organisms sharing the same ecosystem. Studies of interactions
with oribatid mites (Oribatida) and testate amoebae (Arecellinida and Euglyphida) seem to be very promising.
Preferences of particular oribatid species for fungi and their relationship are still unclear though being
intensively studied. Trophic interactions between ericoid mycorrhizal fungi and amoebae that have been mostly
neglected seem to be very important not only for both partners, but for other organisms associated as well (other
microscopic fungi, mycorrhizal plants).
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Nejnovéjsi poznatky v taxonomii rodu Aspergillus
(minireview zamétfené na rostouci druhovou diversitu)

ALENA KUBATOVA

KUBATOVA, A.: News in the taxonomy of Aspergillus (minireview dealing with increasing species
diversity).

Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): pp. 29-38. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

Our knowledge about taxonomy of Aspergillus achieved a new level, mainly due to extensive using of
molecular analyses in mycological laboratories. Many new Aspergillus species yielded from these studies in
recent years. Now, ca 260 Aspergillus species is known. In this minireview, the new species in the sections
Circumdati, Nigri, Fumigati, Candidi, Usti, Flavi, and Ochraceorosei described in the ten last years are briefly
presented.

Keywords: Aspergillus, new species, minireview

Alena Kubatova, Department of Botany, Faculty of Science, Charles University in Prague, Benatska 2, 128 01
Prague 2, Czech Republic. E-mail: kubatova@natur.cuni.cz

* Presented at workshop MICROMYCO 2008, Ceské Bud&jovice, Czech Republic, September 2-3, 2008.

Uvod

Rod Aspergillus (Ascomycota, Eurotiales) patii mezi dobfe zndmé, hojné rozsitené a také
ekonomicky vyznamné houby. Potencialné toxinogenni druhy (4. flavus, A. parasiticus aj.)
maji negativni vyznam v potravinarstvi, oportunni patogeni (4. fumigatus aj.) mohou byt
puvodci mykotickych onemocnéni, konidie aspergili patii mezi alergenni faktory; na druhé
strané se nckteré druhy vyuzivaji k produkci organickych kyselin, enzymi aj. latek ci
k pripravé potravinaiskych specialit (4. niger, A. oryzae, A. sojae). Mykologové veénuji
tomuto rodu pozornost velmi dlouho, Aspergillus rozpoznal jiz roku 1729 Ital Pier Antonio
Micheli. Nejrozsahlejsi monografii rodu byla po dlouha Iéta vyuzivana prace Rapera a
Fennellové (RAPER et FENNELL, 1965), obsahujici 132 druhii a 18 variet (celkem 150 taxonti).
Do roku 2000 bylo znamo témét 220 druha (PITT et al., 2000, SAMSON, 2000). GEISER et al.
(2007) uvadéji, ze pocet druhli rodu Aspergillus ¢itd kolem 250. Dnes, v roce 2008, je jich
znamo jiz pies 260 a jejich pocet zcela jisté poroste s rozvojem studia molekularnich znak
zastupcu tohoto rodu a s upfesniovanim druhového pojeti v fadé skupin. Doklada to i rozsahla
fylogeneticka studie Petersona (PETERSON, 2008), kde autor avizuje existenci vice nez 20
dosud nepopsanych druhi.

K nejvétsimu rozvoji studia rodu Aspergillus doslo v poslednich deseti letech prave
v souvislosti s vyuzivanim molekuldrnich metod a jejich zavaddéni do bézné praxe
mykologickych laboratofi. Toto usili nakonec vyustilo v publikaci fady mensich a né€kolika
rozsahlejSich praci o aspergilech: napt. FRISVAD et al. (2004) studovali ochratoxinogenni
druhy sekce Circumdati, SAMSON et al. (2004) publikovali nové poznatky o
ochratoxinogennich a sklerocialnich druzich sekce Nigri (ob€ prace ve Studies in Mycology
jsou voln¢ pfistupné na internetu). Sekci Fumigati se vénovali HONG et al. (2005) a BALAJEE
et al. (2005). SAMSON et VARGA (2007) se stali editory vyznamné publikace, zahrnujici téZ
taxonomické studie sekci Candidi, Clavati, Usti, Nigri a Fumigati (Studies in Mycology,
volné piistupné na internetu). Stejni autofi (SAMSON et VARGA, 2008) shrnuli poznatky ze
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studia rodu Aspergillus v knize ,Aspergillus in the genomic era“. PETERSON (2008)
publikoval novy pohled na fylogenetické ¢lenéni rodu na trovni podrodu, sekci i druhd.

Hlavnim cilem tohoto pfispévku je piedstavit nové druhy rodu Aspergillus popsané
v poslednich deseti letech a upozornit na jejich mozny vyskyt u nés.

Sekce Circumdati (FRISVAD et al. 2004)

Nejznaméjsim druhem sekce je okrové zbarveny A. ochraceus. V soucasné dobé sekce
zahrnuje 20 druhi, vétSinou se Zluté a okrové zbarvenymi koloniemi (podobné zbarveni vSak
muizeme najit i u druhti sekce Flavi, Wentii, vyjimeéné 1 Candidi). Zastupci sekce Circumdati
produkuji tfi zakladni skupiny mykotoxint: ochratoxiny (produkuje je 50-70 % druht),
penicillové kyseliny (85 % druh@i) a xanthomegniny (85 % druht). U vétSiny izolatd je
produkce extrolitd velmi stala (vyjimkou jsou druhy A. ochraceus a A. sclerotiorum). Druhy
sekce Circumdati byly popsany jako ptivodci mykotoxik6z mysi a prasat.

Po strance taxonomické tvoii souc¢asnych 20 druht této sekce velmi homogenni skupinu
(poté co byly tfi druhy pifetazeny do sekce Flavi: Petromyces alliaceus, P. albertensis a A.
lanosus, a jeden druh umistény do sekce Candidi: A. campestris). Vyjimkou je pouze druh 4.
robustus charakteristicky ¢ernymi sklerocii a fototropnimi konidiofory, jehoz umisténi v sekci
je nejisté. ZOTTI et MONTEMARTINI CORTE (2002) a pozdé&ji FRISVAD et al. (2004) na zakladé¢
polyfazového pfistupu (tj. kombinace studia morfologickych, fyziologickych a
biochemickych znaki a ekologickych a molekularnich dat) popsali osm novych druht. Jejich

kratka charakteristika je uvedena v Tab. 1.

Tab. 1. Nové druhy sekce Circumdati (ZOTTI et MONTEMARTINI CORTE, 2002, FRISVAD et al., 2004).

Druh Charakteristické znaky Vyskyt
A. cretensis Frisvad & dlouhé konidiofory (4 mm), velka diskovita | ptivod typové kultury: ptida v soutésce
Samson 2004 sklerocia (1 mm), konidie jasn¢ zluté, Siroce | Samaria na Krété, vzacny druh

elipsoidni; neroste pii 37 °C

A. flocculosus Frisvad &
Samson 2004

silné flokdzni kolonie na CYA, konidie
hnédé az hnédozluté, relativné malé (2-2,5
pum); roste pii 37 °C

puvod typové kultury: solivar,
Slovinsko

A. neobridgeri Frisvad &
Samson 2004

protahlé méchytky konidiofort;
rychly rist pti 37 °C,

puvod typové kultury: ptida, Nebraska

A. persii A. Montemartini
Corte & M. Zotti 2002

konidialni hlavice a méchyrky pomérné malé
(srovnatelné s 4. flavipes), mycelium

s kyjovitymi buiikami, ¢ervenohnédy nebo
oranzovohnédy revers kolonii

puvod typové kultury: onychomykoza,
Italie

A. pseudoelegans Frisvad
& Samson 2004

hnédoseda sklerocia na CYA, konidie svétle
hnédé az Zlutohnédé, relativné malé

pivod typové kultury: pida, Kostarika

A. roseoglobulosus
Frisvad & Samson 2004

rizove cervené mycelium, riZzovocerveny
revers na CYA,; roste dobfe pii 37 °C

puvod typové kultury: Bahamy,
zetlely list; vzacny druh

A. steynii Frisvad &
Samson 2004

ptvodné uréeny jako 4. ochraceus, aviak
konidie Siroce elipsoidni, na MEA v mase
svétle zluté;

neroste pii 37 °C

celosvétovy (Evropa ?);

puvod typové kultury: zelena kavova
zrna, Indie;

velmi silny producent ochratoxinu A

A. westerdijkiae Frisvad
& Samson 2004

morfologické znaky podobné druhu A.
ochraceus (izolaty byly pivodné uréené jako
A. ochraceus);

neroste pii 37 °C (X 4. ochraceus roste);

bila az krémova sklerocia (x A. ochraceus
ruzova az vinova sklerocia)

vyskyt celosvétovy: zelena kavova
zrna, solivary, ryze;

typova kultura je izolat, u né¢hoz byla
poprvé zjisténa produkce ochratoxinu;
druh patii mezi nejsilnéjsi producenty
ochratoxinu A
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Zavér: Z toxikologického hlediska patii mezi nejvyznamnéjsi druhy sekce Circumdati
druhy A. ochraceus, A. westerdijkiae a A. steynii; vSechny tfi jsou velmi hojné rozsifené
(ké&va, ryze, napoje aj. potravinaiské produkty) a kromé druhu 4. ochraceus stabiln¢ produkuji
velkd mnozstvi toxind. Druhy A. westerdijkiae a A. ochraceus jsou navic zajimavé tim, ze
produkuji také aspergamidy (avrainvillamidy, stephacidiny), latky s protirakovinnymi uc¢inky.
Molekularni studium odhalilo, Ze je pfinosné studovat vice Casti genomu. U aspergilll se
osvédcila analyza sekvenci pro beta-tubulin, ale castecné i1 studium ITS sekvenci,
mitochondridlni DNA a vyuziti RAPD analyz. FRISVAD et al. (2004) uvad¢ji, ze dal$im
krokem ve studiu skupiny je i vytvoreni uréovaciho kli¢e. Lze pfedpokladat, ze toxinogenni
druhy A. westerdijkiae a A. steyni, které byly dosud uréovany jako A. ochraceus, by se mohly
vyskytovat i na naSem tizemi.

Sekce Nigri (SAMSON et al. 2004, DE VRIES et al. 2005, SERRA et al. 2006, SAMSON et al.
2007, NOONIM et al. 2008, PERRONE et al. 2008)

NejznaméjsSim druhem sekce je 4. niger. Sekce zahrnuje uniseriatni i biseridtni druhy,
vétsinou s tmaveé nebo Cerné zbarvenymi koloniemi. Druhy sekce Nigri jsou velmi hojné
v prostfedi (u nas spiSe na potravinaiskych produktech, v teplejSich oblastech i v pad¢).
Druhy této skupiny maji vyznam v potravinafstvi (kontaminace hrozni, rozinek, kavy, kakaa,
c¢ern¢ho pepie, Caje aj.), v Iékafstvi (oportunni patogeni), i v biotechnologiich (produkce
enzymi a organickych kyselin). Po strance toxikologické byly druhy sekce Nigri dlouho
povazovany za obecné bezpecné houby. Avsak, jak uvadéji SAMSON et al. (2004), v roce 1991
byly poprvé publikovany tidaje o produkci ochratoxinu A u jednoho z cernych aspergili.
Dnes je znama produkce ochratoxinu A u druhit 4. carbonarius, A. lacticoffeatus, A. niger a
A. sclerotioniger. V minulém roce byla publikovana ptekvapivd zprava o produkei
fumonisinu B, izolaty druhu Aspergillus niger (FRISVAD et al. 2007). Dosud byl tento
mykotoxin znadm pouze jako produkt fuzarii.

Sekce Nigri zahrnuje v soucasné dobé 19 druhti, 11 znich bylo popsano v poslednich
deseti letech (viz Tab. 2).

Tab. 2. Nové druhy sekce Nigri (SAMSON et al. 2004, DE VRIES et al. 2005, SERRA et al. 2006, SAMSON et al.
2007, NOONIM et al. 2008, PERRONE et al. 2008).

Druh

Charakteristické znaky

Vyskyt

A. aculeatinus Noonim,
Frisvad, Varga &
Samson 2008

kolonie svétle hnédé, uniseriatni, konidie malé
(2-5 um), tvorba sklerocii, produkce
sekalonové kyseliny D, F aj.

Puvod: kédvova zrna, Thajsko
Vyskyt: zelena kavova zrna, puda,
Thajsko, Japonsko

A. brasiliensis Varga,
Frisvad & Samson 2007

neprodukuje ochratoxiny, biseriatni

Puvod: puda, Brazilie
Vyskyt: Brazilie, Australie, USA,
Evropa

A. costaricaensis
Samson & Frisvad 2004

ruzova az Sedozluta sklerocia, velké méchyiky
a metuly

Puvod: puda, Kostarika
Vyskyt: vzacnéjsi druh

A. homomorphus
Steiman, Guiraud, Sage
et Seigle-Mur. ex
Samson & Frisvad 2004

produkce sekalonové kyseliny D, velké
konidie

Puvod: puida u Mrtvého mote,
Izrael
Vyskyt: vzacnéjsi druh

A. ibericus Serra,
Cabaies & Perrone

biseriatni, vétsi konidie (5-7 um), napadné
jezaté, neprodukuje ochratoxiny

Ptvod: hroznové vino, Portugalsko
Vyskyt: Evropa (Pyrenejsky =
Ibersky poloostrov)

A. lacticoffeatus Frisvad
& Samson 2004

hnédé kolonie, biseriatni hlavice, velké
méchytky, konidie hladké az velmi jemné
bradav¢ité

Pavod: zelena kavova zrna,
Indonézie

Vyskyt: vzacngjsi druh
(Venezuela, Indonézie)
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Druh

Charakteristické znaky

Vyskyt

A. piperis Samson &
Frisvad 2004

zluta az ruZzové hnéda sklerocia, konidie
subglobdzni az Siroce elipsoidni, vyrazné
bradavcité, pomérné malé (2,8-3,6 um)

Puvod: ¢erny pept tropického
ptuvodu, Dansko
Vyskyt: vzacnéjsi druh

A. sclerotiicarbonarius
Noonim, Frisvad, Varga
& Samson 2008

zlutooranzova sklerocia, jasné zluty revers na
YES, velké konidie, neroste pii 37 °C

Puvod a vyskyt: kavova zrna,
Thajsko

A. sclerotioniger Samson
& Frisvad 2004

zluté mycelium, zluta az oranzova ¢i
¢ervenohnéda sklerocia, zIuté spikularni hyfy
na YES agaru, velké konidie, ochratoxiny

Pivod: zelena kavova zrna, Indie
Vyskyt: vzacnéjsi druh

A. uvarum Perrone,
Varga & Kozak. 2008

uniseriatni, tmaveé hnéd4 az Cerna sklerocia,
produkce sekalonové kyseliny D

puvod: bobule hroznového vina
vyskyt: Evropa

A. vadensis Samson, de
Vries, Frisvad & Visser
2005

biseriatni, kolonie svétle hnédé az olivové
hnédé, konidie pomérné malé (3-4 um), slaby
rust na glycerolu a galakturonatu, neprodukuje
ochratoxiny; blizky druhtim 4. niger, A.
foetidus a A. tubingensis

puvod: ovzdusi, Egypt

A. aculeatinus Noonim,
Frisvad, Varga & Samson
2008

uniseriatni, tvorba sklerocii, produkce
sekalonové kyseliny D

puvod: kavova zrna, Thajsko

A. brasiliensis Varga,
Frisvad & Samson 2007

neprodukuje ochratoxiny, biseriatni

puvod: puda, Brazilie;
vyskyt: Brazilie, Australie, USA,
Evropa

A. costaricaensis Samson
& Frisvad 2004

ruzova az Sedozlutd sklerocia, velké méchytky
a metuly

puvod: ptuda, Kostarika;
vyskyt: vzacnéjsi druh

A. homomorphus
Steiman, Guiraud, Sage et
Seigle-Mur. ex Samson &
Frisvad 2004

produkce sekalonové kyseliny D, velké konidie

puvod: pida u Mrtvého mote, [zrael
vyskyt: vzacnéjsi druh

A. ibericus Serra,
Cabaies & Perrone

biseriatni, vétsi konidie (5-7 um), napadné
jezaté, neprodukuje ochratoxiny

puvod: hroznové vino, Portugalsko;
vyskyt: Evropa (Pyrenejsky =

Ibersky poloostrov)
A. lacticoffeatus Frisvad | hnédé kolonie, biseriatni hlavice, velké puvod: zelena kavova zrna,
& Samson 2004 méchytky, konidie hladké az velmi jemné Indonézie;

bradavcité

vyskyt: vzacngjsi druh (Venezuela,
Indonézie)

A. piperis Samson &
Frisvad 2004

zluta az rizoveé hnéda sklerocia, konidie
subglobdzni az Siroce elipsoidni, vyrazné
bradavcité, pomérné malé (2,8-3,6 um)

puvod: ¢erny pepf tropického
ptvodu, Dansko;
vyskyt: vzacnéjsi druh

A. sclerotiicarbonarius
Noonim, Frisvad, Varga
& Samson 2008

zlutooranzova sklerocia, jasné zluty revers na
YES, velké konidie

puvod: kdvova zrna, Thajsko

A. sclerotioniger Samson
& Frisvad 2004

zluté mycelium, zluta az oranzova ¢i
cervenohnéda sklerocia, zluté spikularni hyfy
na YES agaru, velké konidie, ochratoxiny

puvod: zelena kavova zrna, Indie;
vyskyt: vzacnéjsi druh

A. uvarum Perrone,
Varga & Kozak. 2008

uniseriatni, tmaveé hnéda az Cerna sklerocia,
produkce sekalonové kyseliny D

ptuvod: bobule hroznového vina
vyskyt: Evropa

A. vadensis Samson, de
Vries, Frisvad & Visser
2005

biseriatni, kolonie svétle hnédé az olivové
hnédé, konidie pomérn€ malé (3-4 um), slaby
rust na glycerolu a galakturonatu, neprodukuje
ochratoxiny; blizky druhtim 4. niger, A.
foetidus a A. tubingensis

puvod: ovzdusi, Egypt

Zaveér: SAMSON et al. (2004) vytvotili synopticky kli¢ k odliSeni 15 tehdy znamych druht
na zakladé¢ morfologickych znakli a produkce extrolitli. Zduraznili, ze identifikace druht
pouze na zaklad¢ fenotypu je v n€kterych ptipadech obtizna, napt. ve skupin€ druht 4. niger,
A. tubingensis, A. foetidus a A. vadensis. Tyto druhy Ize odlisit pomoci DNA sekvenci pro gen
cytochromu b, ITS, beta-tubulin, RFLP aj. VSechny druhy sekce Nigri jsou zcela rozliitelné
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svymi profily extroliti. VSechny druhy sekce Nigri jsou také zcela odliSitelné srovnanim
sekvenci pro calmodulin, vétSina druhti se 1i8i sekvencemi pro beta-tubulin. Pro identifikaci
n¢kterych druhii je mozné vyuzit pomocné testy: Ehrlichiv test, kultivace na CREA a
Boscalid agaru, kultivace pti 30 °C, 33 °C, 36 °C°a 40 °C. Nov¢€ popsané druhy patii vétSinou
mezi vzacnéjsi, na naSe uzemi by se vSak mohly dostat s potravinami dovazenymi z teplejsich
oblasti, napt. s neprazenou kdvou.

Sekce Fumigati a rod Neosartorya (HORIE et al., 1993, HONG et al., 2005, Balajee et al.,
2005, SAMSON et al., 2007)

Nejznaméjsim zastupcem sekce je druh Aspergillus fumigatus, vyznamny patogen
cloveéka. Pro sekci jsou charakteristické druhy s uniseridtnimi konidiofory se sloupcovitymi
konidialnimi hlavicemi. Kolonie jsou zelen¢ zbarvené. Sekce v soucasné dobé obsahuje 33
taxonil: 10 anamorfnich druht (z toho 4 nové druhy, viz Tab. 3) a 23 druhd rodu Neosartorya
(9 noveé popsanych druhil — ty vSak nejsou zahrnuty v tomto prispévku). Rod Neosartorya i
anamorfni zastupci sekce Fumigati patii mezi dilezité patogeny ¢lovéka, mnohé druhy jsou
téZ termorezistentni a zpusobuji deterioraci nevhodné tepelné opracovanych potravin.
Zastupci sekce Fumigati produkuji fadu charakteristickych extrolitd, véetné mykotoxin:
gliotoxin, fumitremorginy, fumigaklaviny aj., 4. lentulus je schopen produkovat i kyselinu
cyklopiazonovou, znamou jako metabolit aspergilti sekce Flavi ¢i nékterych penicilii. Nékteré
z extrolith maji 1 vlastnosti potencidlné vyuzitelné clovékem: fiskaliny, pyripyropeny,
restriktociny, ribotoxiny, fumagillin (SAMSON et al. 2007).

Tab. 3. Nové druhy sekce Fumigati (HORIE et al., 1993, HONG et al., 2005, Balajee et al., 2005, SAMSON et al.,
2007).

Druh Charakteristické znaky Vyskyt a vyznam

A. fumigatiaffinis subglobdzni méchyiky, roste pii 10 °C (A. Rozsiteni: USA, Spanélsko
S. B. Hong, Frisvad | fumigatus neroste pii 10 °C), neroste pfi 50 | Substrat: krysy, ptda, clovék

& Samson 2005 °C (A. fumigatus roste pii 50 °C) Vyznam: patogen ¢loveka (Alcazar-Fuoli
et al. 2007)

A. lentulus S. A. slaba tvorba konidii, flokozni kolonie, Rozsiteni: Korea, USA, Japonsko,

Balajee & K. A. Marr | hlavice kratce sloupcovité, méchyiek Austrélie, Holandsko, Spané&lsko

2005 kulovity, roste pfi 10 °C, neroste pii 50 °C Substrat: pada, ¢loveék, delfin

Vyznam: patogen cloveka (Balajee et al.
2005, Alcazar-Fuoli et al. 2007 etc. )

A. novofum?gatus S. méchyiky lahvovité, relativné velké, Rozsiteni: Galapagy, Ekvador
B. Hong, Frisvad & roste pf'l 10 °C, neroste pf’l 50 °C Substrat: pada

Samson 2005 Patogenicita zatim nezjisténa
A. turcosus S. B. kolonie Sedomodré, revers na CYA a MEA | Rozsifeni: Jizni Korea
Hong, Frisvad & zlutooranzovy, roste pii 10 °C i 50 °C Substrat: klimatizace
Samson 2008 Patogenicita zatim nezjiSténa

Zavér: U druht sekce Fumigati je tieba si vS§imat tvaru meéchyiku (nékteré nové popsané
druhy maji téméf kulovity méchyiek, dilezitym fyziologickym znakem je téZ schopnost riistu
pii 10 °C a 50 °C. Lze ptedpokladat, Ze 1 u nas dojde casem k odhaleni nékterych nové
popsanych druhti zvlasté mezi izolaty z klinického materidlu.

Sekce Candidi (VARGA et al., 2007)
Sekce piivodné zahrnovala pouze jediny druh: 4. candidus, bile sporulujici, tvotici hlavice
dvojiho typu (velké biseriatni a malé uniseriatni), s hladkymi konidiemi. Jde o druh velmi
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hojny ve skladech obilovin a ¢asto izolovany i z produktl z obilovin. Je schopen produkovat
Siroké spektrum toxickych extroliti. Nékteré metabolity jako terphenylové slouceniny a
terpreniny navic ovliviiuji imunitu. V oblasti 1ékatské mykologie je A. candidus vyznamnym
patogenem clovéka (invazivni aspergildzy, otomykozy, granulom mozku, onychomykdzy).
V oblasti biotechnologii ma rovnéz urCity vyznam: enzymy této houby jsou vyuzivany
k produkci galakto-oligosacharidli a D-mannitolu. Nékteré metabolity jako terphenylliny maji
antioxidacéni vlastnosti. V masném pramyslu se 4. candidus vyuziva pro zrani klobas.

VARGA et al. (2007) do sekce Candidi zahrnuli dalsi tfi druhy (nikoliv nové popsané) na
zéaklad¢é polyfazového studia: A. campestris (puvodné v sekci Circumdati), A. taichungensis
(ptivodné v sekci Versicolores, Terrei, ptipadné 1 Flavipedes) a A. tritici (viz Tab. 4). Naopak
druh A. implicatus, popsany roku 1994 a doc¢asné umistény v sekci Candidi byl ptefazen do

sekce Sparsi.

Tab. 4. Druhy nové zairazené do sekce Candidi (VARGA et al., 2007).

Druh

Charakteristické znaky

Vyskyt a vyznam

A. campestris
Christensen 1976

sirové Zluté kolonie omezeného rustu,
hladké elipsoidni konidie, kulovité
méchytky, neroste pii 37 °C, netvori
sklerocia

Puvod: prerijni piida, Severni Dakota
Rozsiteni: USA, Kanada

Substrat: pada

Vyznam: producent fady extrolitt,
patogenicita nebyla dosud zaznamenéna

A. taichungensis
Yaguchi, Someya &
Udagawa 1995

kolonie krémové, méchyiky relativné
malé, konidie drobn€ bradavcité, relativné
velké (3-5 um), roste pii 37 °C, sklerocia
tmavé hnéda

Piivod: ptda, Taiwan

Rozsifeni: Taiwan, Brazilie, Némecko
Substrat: pida, ovzdusi

Vyznam: producent fady extroliti,
patogenicita nebyla dosud zaznamenana

A. tritici Mehrotra &
Basu 1976

kolonie pomalu rostouci, zlutavé vice nez
u A. candidus, revers svétle hnédy,
konidiofory septatni, méchyiky podlouhlé,
roste pti 37 °C, sklerocia purpurova az
cernd

Puvod: zrno pSenice, Indie

Rozsiteni: Indie, Afrika, Evropa
Substrat: pSenice, pida

Vyznam: producent fady extrolitd,
patogenicita nebyla dosud zaznamenéana

Zavér: V ramci této malé sekce lze snadno odlisit zluté zbarveny A. campestris. U
ostatnich druhd je dalSim vyuzitelnym identifikaénim znakem tvar méchytku (kulovity x
protahly) a schopnost rtstu pii 37 °C (4. candidus neroste, A. taichungensis a A. tritici
rostou). Z toho divodu neni vylouceno, ze druhy 4. taichungensis a A. tritici by se mohly
vyskytovat 1 mezi izolaty z klinického materialu.

Sekce Usti (HOUBRAKEN et al., 2007, VARGA et al., 2008)

Tato sekce patii mezi pocetné mensi skupiny, zahrnuje 7 anamorfnich druhii (z toho 2
nové popsané a 1 nov€ zrevidovany, viz Tab. 5) a 1 teleomorfni druh (Emericella
heterothallica). Nejznamé&jsi zastupce, A. ustus, se vyskytuje na celé¢ fad¢ substrath
(potraviny, ptuda, vnitini prostfedi budov). Tento druh byl také uvadén jako Casty ptiivodce
aspergiloz ¢loveka.

Zastupce sekce 1ze podle produkce extroliti rozd¢lit do tii skupin:

- producenti ustové kys. aj.: 4. ustus, A. granulosus, A. puniceus,
- producenti drimanti aj.: 4. pseudodeflectus, A. calidoustus, A. insuetus, A. keveii,
- producenti emethallicint aj.: E. heterothallica.
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Tab. 5. Nové popsané a nové revidované druhy sekce Usti (HOUBRAKEN et al., 2007, VARGA et al., 2008).

Druh Charakteristické znaky Vyskyt a vyznam
A. calidoustus roste dobfe pti 37 °C, konidie | Plvod: bronchoalveolarni lavaz pacienta, Holandsko
Varga, Houbraken & | hrub¢ bradav¢ité az Rozsiteni: USA, Turecko, Finsko, Némecko, Holandsko
Samson 2008 echinulatni, Ehrlichova reakce | Substrat: ovzdusi, guma, stavebni materialy, ¢loveék
fialova Vyznam: patogen cloveka, producent extrolitd
A. insuetus (Bainier) | neroste pti 37 °C, omezeny Pivod: Jizni Afrika
Thom & Church rust na YES, konidie hrubé Rozsiteni: Jizni Afrika, Spanélsko
1929 bradavcité az echinulatni, Substrat: pada (?), cloveék
Ehrlichova reakce fialova, Vyznam: ptivodce subkutanniho onemocnéni, producent
blizky druhu 4. kevei extrolitd
A. Kkevei Varga, neroste pii 37 °C, roste dobfe | Puivod: ptida, Las Palmas, Kanarské ostrovy
Frisvad & Samson na CREA a YES, konidie Rozsiteni: Spanélsko, USA, Turecko, Finsko, Némecko,
2007 hrubé bradav¢ité az Holandsko
echinulatni, Ehrlichova reakce | Substrat: ovzdusi, guma, stavebni materialy, ¢lovek
fialova Vyznam: producent extrolitd

Zavér: Pro identifikaci druht této sekce lze vyuzit schopnost rtistu na CYA pii 37 °C (4.
ustus, A. puniceus, A. insuetus a A. kevei nerostou, ostatni rostou), dale riist a zbarveni na
CREA (A. ustus, A. insuetus a A. kevei rostou dobie) a Ehrlichtiv test (negativni u 4. ustus, A.
puniceus, A. pseudodeflectus a E. heterothallica). Opravnénost zatazeni osmi druhti do této
sekce potvrdily fylogenetické analyzy sekvenci pro beta-tubulin, calmodulin, aktin a ITS
sekvenci. Na zaklad¢ téchto analyz byl téZ od druhu 4. ustus oddélen a nové popsan druh 4.
calidoustus, ptredstavovany hlavné izolaty z klinického materidlu (VARGA et al. 2008). Je
velmi pravdépodobné, Ze i u nasich pacientii bude novy druh 4. calidoustus zaznamenéan.

Sekce Flavi (PETERSON et al., 2001, ITO et al., 2001, FRISVAD et al., 2005, PETERSON, 2008,
PILDAIN et al., 2008)

Zastupci sekce Flavi tvofi charakteristické zlutozelené az hnédavé kolonie a uni- i
biseriatni konidiofory. Sekce zahrnuje v soucasné dob€ minimaln¢ 22 druhti (4. arachidicola,
A. avenaceus, A. bombycis, A. caelatus, A. coremiiformis, A. flavofurcatis, A. flavus, A.
lanosus, A. leporis, A. minisclerotigenes, A. nomius, A. oryzae, A. parasiticus, A.
parvisclerotigenus, A. pseudotamarii, A. sojae, A. subolivaceus, A. tamarii, A. terricola a A.
toxicarius, teleomortni druhy Petromyces alliaceus a P. albertensis). Z nich pét druht bylo
popsano nové v poslednich letech (viz Tab. 6). Opravnéné zafazeni mnohych druhti v této
sekci bylo potvrzeno ve studii PETERSONA (2008). Zatazeni dalSich druhfi, napt. A.
beijingensis a A. quizutongii (LI et al. 1998) zatim nebylo potvrzeno.

Z hlediska potravinarské mykologie jde o nejvyznamnéjsi sekci rodu Aspergillus. U deviti
druhti byla prokazéna schopnost produkovat aflatoxiny: A. arachidicola, A. bombycis, A.
flavus, A. minisclerotigenes, A. nomius, A. parasiticus, A. parvisclerotigenus, A.
pseudotamarii a A. toxicarius. Znaény vyznam maji nekteti zastupci této sekce i v oblasti
1ékatské, nebot’ patii k oportunnim patogentim (viz napt. HEDAYATI et al. 2007).
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Tab. 6. Nové druhy sekce Flavi (PETERSON et al., 2001, ITO et al., 2001, FRISVAD et al., 2005, PETERSON, 2008,
PILDAIN et al., 2008).

Druh Charakteristické znaky Vyskyt a vyznam
A. arachidicola produkce aflatoxinti By, B,, G|, G, a Piivod: listy a semena Arachis hypogea a
Pildain, Frisvad & parasiticolidu, blizky druhu 4. parasiticus, | A. glabrata, Argentina
Samson 2008 kolonie jsou vSak svétlejsi Vyznam: produkce aflatoxinti
A. bombycis S. W. konidiofory hladké, konidie bradavcité (4- | Pivod: chovy bource morusového
Peterson, Y. Ito, B. W. | 7 um), roste omezen¢ pfi 37 °C, neroste (Bombyx mori) v Japonsku
Horn & T. Goto 2001 pti 42 °C, produkce aflatoxin B a G, Rozsiteni: Japonsko, Indonézie
blizky druhu 4. nomius Substrat: vyméty bourcii

Vyznam: producent aflatoxin(

A. minisclerotigenes produkce aflatoxini By, B, a G|, G, + dalsi | Pivod: listy a semena Arachis hypogea a

Vaamonde, Frisvad & | metabolity odlisné od 4. arachidicola, A. glabrata, Argentina
Samson 2008 podobny druhiim 4. flavus a A. Rozsiteni: Argentina, Australie, Nigérie,
parvisclerotigenus, tvoii mala sklerocia USA

Substrat: pada, burské ofisky
Vyznam: producent aflatoxini

A. parvisclerotigenus | R. 1993 popsan jako mikrosklerocialni Pivod: semena Arachis hypogea,
(Mich. Saito & Tsuruta) | varieta A. flavus, tvoii mala sklerocia, Argentina
Frisvad & Samson 2005 | charakteristicky profil extroliti (v€etné Vyznam: producent aflatoxinQ
aflatoxinu B a kys. cyklopiazonové)
A. pseudotamarii Y. produkce aflatoxinti B (x blizké druhy 4. | PGvod: ptda pole s ¢ajovnikem, Japonsko
Ito, S. W. Peterson, caelatus a A. tamarii neprodukuji), roste | Rozsifeni: Japonsko, Argentina
Wicklow & T. Goto pti 37 °C, neroste pii 42 °C (x 4. tamarii
2001 roste jak pti 37 °C tak pii 42 °C)

Zavér: Ackoliv sekce Flavi patii mezi nejintenzivnéji studované skupiny rodu
Aspergillus, v poslednich letech o ni nebyla publikovana souhrnné prace takového typu jako u
vySe uvedenych sekci. Srovnani mikroskopickych znakl nékterych druhd je mozno nalézt
v praci autortt HEDAYATI et al. (2007). Nejaktualngjsi studii je prace PETERSONA (2008), ktery
provedl fylogenetickou analyzu sekvenci ¢tyt useki DNA u cca 460 izolath pokryvajicich
vSechny sekce rodu Aspergillus, véetn¢ sekce Flavi. Tato prace potvrdila jeho diivéjsi nazor,
7e sekce Wentii je nadbytecnd; ¢ast druhl je nejpiibuznéjsi pravé zastupcim sekce Flavi,
samotny A. wenti je ptibuzny druhtim sekce Cremei.

Sekce Ochraceorosei (FRISVAD et al., 2005)

Tato sekce rodu Aspergillus byla popsana teprve roku 2005. Obsahuje pouze dva druhy:
A. ochraceoroseus a roku 2005 popsany druh A. rambellii Frisvad & Samson (piida, Pobiezi
Slonoviny), jehoZ konidie jsou SedoZluté¢ zbarvené. Oba druhy produkuji sterigmatocystin a
aflatoxin B;.

Souhrn

Privodnim znakem rychlého vyvoje ve studiu rodu Aspergillus je absence urovaciho
dichotomického kli¢e vSech dosud znamych druhti, zalozeného na klasickych fenotypovych
n¢které druhy lze odlisit snadno, existuji celé¢ skupiny druht, kde zddné jednotlivé pouzita
metoda (plati to zvlast€¢ pro studium morfologickych znakil) neumoziuje bezchybné
rozpoznani druht.

Pro druhovou identifikaci a popis novych druhli se proto doporucuje komplexni vyuziti
vsech dostupnych metod (tj. studium znak morfologickych, fyziologickych, biochemickych
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a molekularnich), tzv. polyfazovy pfistup (v€etné¢ multigenového ptistupu v molekularnim
studiu). Pokud jde o molekularni analyzy, pro rozliSeni druhil v rodu Aspergillus se osvédcilo
zv1asté porovnani sekvenci pro beta-tubulin a calmodulin.

Cilem soucasného taxonomického studia rodu Aspergillus ve svété je vytvoreni systému,
ktery odrazi morfologické, fyziologické, ekologické a fylogenetické vztahy (viz PETERSON
2008).

Podékovani
_ Dekuji za podporu institucionalnimu zaméru Ministerstva Skolstvi, mladeze a t¢lovychovy
CR (MSM 0021620828).
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Monitoring vyskytu entomopatogennich hub prirozené asociovanych
s populacemi lykoZrouta smrkového Ips typographus L. (Coleoptera,
Scolytidae) ve smrcéinach NP a CHKO Sumava

ZDENEK LANDA, ANDREA BOHATA, JANA SIMKOVA

LANDA, Z., BOHATA, A., SIMKOVA, J.: Monitoring of entomopathogenic fungi associated with spruce bark
beetle Ips typographus L. (Coleoptera, Scolytidae) at National Park and Protected Landscape Area
Sumava.

Proceedings from the MICROMY CO 2008, Novéakova, A. (Ed.): p. 39. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

V obdobi duben - zafi 2008 byl realizovan ploSny monitoring pfirozeného vyskytu mitosporickych
entomopatogennich hub asociovanych sriznymi vyvojovymi stadii lykozrouta smrkového I #ypographus
véetng, sledovani pfitomnosti téchto hub v nikach vyskytu tohoto Skidce (napt. v kife a v piidach). Monitoring
vyskytu entomopatogennich hub byl primarné zaméfen na cilené vyhledavani zjevné infikovanych imag (= rast
patogena na povrchu kutikuly infikovaného jedince). V pfipadé, ze na dané lokalit¢ nebyl pfimo nalezen
infikovany dospélec, byly odebirany vzorky kir, pti¢emz byly vzorky piednostné odebirany z partii, ve kterych
prokazatelné probéhl vyvoj tohoto Skiidce (degradace lykové ¢asti). V téchto ptipadech byly spolu se vzorky kir
odebirany i pidni vzorky z podstromu, resp. z blizkého okoli stromi, ze kterych byly soucasné odebrany i
vzorky kiir. Monitoring byl realizovan na vice nez 60 lokalitich NP Sumava, kdy vybér lokalit probihal na
zakladé konzultaci s pracovniky Spravy NP. V ramci monitoringu bylo doposud zachyceno ve vSech vzorcich
124 kmend entomopatogennich hub, z toho byly nejcastéji zachyceny druhy Beauveria bassiana (53 kment),
Isaria fumosorosea (24 kmenid) a B. brongniartii (15 kmeni). Entomopatogenni houba B. bassiana byla
nejcastéji izolovana z dospélct Iykozrouta I. typographus (35 kment). V kiife bylo doposud nalezeno 16 kmenti
a v pude¢ byla B. bassiana zastoupena jen 2 kmeny. Vyhradné z dospélct byla izolovana houba B. brongniartii
(15 kment). Houba Isaria fumosorosea byla nejcastéji zachycena v kife (19 kment). Pouze 4 kmeny byly
odizolovéany piimo z dospé€lct lykozrouta. Pii analyze pidnich vzorkd byla zachycena i houba Metarhizium
anisopliae (5 kmentl). Vysledky pilotniho monitoringu a situace z letosniho roku naznacuji, ze entomopatogenni
houby pfedstavuji nejen obecné diverzni a vyznamnou slozku v biocendzach smrcin, ale i vyznamny potencial
vyuzitelny v ramci programti ekologie obnovy a managementu ekosystémtl.

Studie monitoringu neni doposud dokoncena, proto budou vysledky publikovany az po jejim ukonceni.

Keywords: entomopathogenic fungi, spruce bark beetle, NPand Protected Landscape Area Sumava
Zdenek Landa, Andrea Bohata, Jana Simkova, Faculty of Agriculture, University of South Bohemia, Studentska
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Fytofagni roztoci - no¢ni miira mykologickych laboratori

ALENA NOVAKOVA

NOVAKOVA, A.: Phytophagoues mites — a danger for mycological laboratories.
Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): pp. 40-44. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

Phytophagous mites represent a danger for mycological laboratories in point of view of damaged cultures and

of a contamination with fungal spores transported on mite surfaces. Causes of mites widespread, methods of
their liquidation and protection of microfungal strains are presented in this article.

Keywords: mites, Tyrophagus putrescentiae, microscopic fungi, microfungal collections

Alena Novakova, Institutte of Soil Biology, Biology Centre AS CR, v.v.i., Na Sadkach 7, 370 05 Ceské
Budgjovice. E-mail: alena@upb.cas.cz

* Presented at workshop MICROMYCO 2008, Ceské Bud&jovice, Czech Republic, September 2-3, 2008.
Uvod

Fytofagni roztoCi predstavuji neustalou hrozbu pro zivé kultury riiznych mikroorganismi
vcetné mikroskopickych hub (DUEK et al., 2000, ONIONS, 1989, SMITH et ONIONS, 1983).
Vyskytuji se v ptdé, na rostlinném materialu, ale i na rostlinach a v skladovanych rostlinnych
produktech, krmivech a potravinach, pfi¢emz kultury mikroskopickych hub ptestavuji pro
tyto bezobratlé ZivocCichy velice atraktivni potravu. Prestoze se neustale snazime snizit riziko
vyskytu rozto€li v mykologickych laboratofi snizit na minimum a pouzivame rizné metody
pro ochranu kultur, kazda laboratof ¢as od ¢asu zaznamena vyskyt roztoct. Mezi nejcastéji se
vyskytujici roztoce v laboratotich patii Tyrophagus putrescentiae (Obr. 1), zndmy skladiStni
Sktidce.

Obr. 1. Fytofagni rozto¢ Tyrophagus putrescentiae.
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Ne vzdy se ndm podaii zaznamenat roztoce v kulturdch na samém pocatku napadeni kultur.
Nejméné chranéné jsou kultury mikromycett na Petriho miskach. Rozto¢i se do Petriho misek
dostavaji pomérné snadno, v prvni fazi napadeni jsou pouhym okem vétSinou nezjistitelné a
proto se mohou v klidu naklést vajicka. V miskéach se dostate¢né namnozi a postupné¢ mohou
napadat dalsi kultury mikromyceti v jinych Petriho miskéach, ale prolézaji pies zatky
z buniciny i1 do zkumavek. Velkym nebezpecim jejich vyskytu v laboratofi je nejen ptipadné
zni¢eni kultury pfi velkém napadeni a néslednd likvidace kultur, ale jejich rychlé namnozeni a
migrace mezi Petriho miskami ¢i zkumavkami. ProtoZe se na povrchu jejich téla vyskytuje
velké mnozstvi trichoml, migrujici roztoc¢i piendseji na svém povrchu ulpivajici konidie a
prispivaji tak ke znecisténi Cistych kultur mikromycett.

Vyskyt roztoct v kulturdch na Petriho miskach nékdy zaznamendme az pii zhotoveni
mikroskopického preparatu, aniz bychom na rostouci kolonii zaznamenali n¢jaké viditelné
zmény. VétSinou nas na vyskyt roztocl upozorni vyskyt drobnych kolonii pfi okrajich Petriho
misky nebo viditelné ,,cestiCky* tvoiené koloniemi bakterii (Obr. 2) v mistech kudy se roztoci
pohybovali po agarové plotné a v nekterych pfipadech zaznamename zmény na povrchu
kolonii mikromycet (spasani okrajovych ¢asti kolonii). Obdobné je mozné zaznamenat
kolonie kvasinek i na Sikmych ptdach ve zkumavkach (Obr. 3), mnohdy vSak zaznamename
vyskyt na kulturach ve zkumavkach az velmi pozdé¢, kdy pfemnozeni rozto¢i v podstaté
kompletné kulturu mikromycetii kompletné zdevastuji (Obr. 4). Velmi neptijemnym faktem je
1 to, Ze roztoCi nejenze napadnou pro n¢ atraktivni kmeny a vlastné je zcela znici (nebo donuti
nas z preventivnich divodi napadené kmeny okamzité zlikvidovat), ale velkym nebezpecim
je 1 postupné ,,st€hovani* téchto roztoct do dalsich Petriho misek a zkumavek s kulturami.
Timto zpiisobem mtize dochazet k postupné devastaci vSech kultur mikromycetl v laboratofi,
piipadné pokud tento atak nezachytime vcas, 1 ke zniceni sbirkovych kmeni, at’ uz mohutnym
premnozenim vedoucim k uplné likvidaci kultur, nebo ke znecisténi kmenli sporami jinych
mikromycetl, které roztoCi piinaseji s sebou na svych télech (Obr. 5). Za vhodnych teplotnich
podminek mizeme ve velmi kratkém cCase vidét v napadenych zkumavkach nebo Petriho
miskdch masovy vyskyt riznych vyvojovych stadii véetné nakladenych vajicek (Obr. 6),
v nékterych piipadech zaznamename piitomnost roztocl az pii prohlizeni mikroskopickych
preparati pod mikroskopem (Obr. 7).

Obr. 2. Napadené kolonie mikroskopickych hub na Petriho miskdch — na povrchu agaru jsou patrné
»cesticky® vytvorené narostlymi koloniemi mikromycetd a kvasinek v mistech, kde se pohybovali roztoci.
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Otazkou je, jak se proti napadeni kultur mikromycetii v mykologickych laboratotich
chranit. Odpovéd’ je snadnd — dodrzovat zakladni pravidla prace v mykologickych
laboratotich. To znamenad dodrzovat naprostou Cistotu mistnosti, pouzivat Cisté pracovni
obleceni a obuv, vyloucit pfitomnost materidlu, ktery by mohl ptedstavovat ptipadny zdroj
rozto¢t (kvétiny, vzorky plidy a rostlinného materidlu, zbytky potravin), pravidelné vysviceni
mistnosti UV zafenim a pouzivani dezinfekcnich prostfedkli na omyvéani pracovnich stold,
apod.). Kultury mikromyceti ve zkumavkach ochraniujeme napf. napousténim zatek
z buniCiny akaricidnim roztokem. Pfes dodrzovani téchto zakladnich pravidel se ¢as od ¢asu
v kazdé laboratofi né&jaci roztoCi objevi, ale ve vétSin¢ ptipadi se takovy vyskyt roztoch
podafi rychle a hlavné uspésné zlikvidovat.

Obr. 3. Napadené kolonie mikroskopickych hub na Sikmém agaru ve zkumavkach, vlevo — na povrchu
agaru jsou kolonie kvasinek, vpravo — kolonie kvasinek, detail.

Jinak je tomu u nenadélych a vétSinou vynucenych zmén v pracovnim rezimu laboratofi,
jako napf. rekonstrukce laboratofi, umyvaren laboratorniho skla nebo jejich havarii, vyména
oken, malovani apod. VSechny tyto situace spolecné¢ s novym laboratornim vybavenim (novy
dfevény nabytek) vedou ke zvySenému vyskytu roztoct v laboratofich.

Obr. 4. Napadené kolonie mikroskopickych hub na Sikmém agaru ve zkumavkach, A — zcela zdevastovana
kultura, B — sekundarni zne¢isténi pavodni kultury pfenesenim spor na téle roztocu.

V nasi laboratofi se snazime o zachovani co nejlepSich podminek pro provoz mykologické
laboratofe vcetné pravidelného uklidu, zachovani bezprasného prostiedi, pravidelné
sterilizace ovzdusi mistnosti UV zafenim (germicidni lampa je zapindna béhem jednoho dne
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nékolikrat), uchovavani izolovanych kment mikromyceti v chladnickdch a pouZzivani
akaricidnich roztokl pro napousténi zatek z buniiny u vSech izolath — a to okamZité po
preockovani kultur mikromycetd na Sikmé ptidy do zkumavek. Pfesto ani tato opatieni nejsou
vzdy dostatena - letoSni rok byl pro nasi laboratot pfimo katastroficky a kvili masivnimu
vyskytu roztocl jsme museli zlikvidovat téméf vSechny dosud neurcené izolaty mikromycett.
Tato situace nastala souhrou nékolika vyznamnych faktori — posledni roky probihala
v sousednich mistnostech celkova rekonstrukce, béhem 48 hodin jsme pfisli o dvé velké
skiinové chladniC¢ky a tim 1 o prostor, kam ulozit kmeny ve zkumavkach, v ¢ervenci zacala
vymeéna oken v budové a po mirné zim¢ nasledovalo od samého jara pomérné teplé pocasi.

Obr. 7. V mikroskopickych preparatech pfipravenych z napadenych kultur je mozné pozorovat rtizna
vyvojova stadia roztoct véetné jejich vajicek.

ot >
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Cerstvé izolované kmeny mikromycettl, které byly rovnéZ napadeny roztodi, byly
pfednostné ulozeny do chladnicek, aby se tak zabranilo dalSimu mnozeni roztoci, a postupné
byly po dobu jednoho tydne ukladany do mrazni¢ky. Pii teploté - 18 °C dochazi k totalnimu
zniceni jak zivych roztocu, tak i jejich vajicek, a mikroskopické houby lze znovu preockovat
na nové médium. Tento pracny a casové narocny postup je mozné uplatnit pouze u Cerstve
napadenych kment, u kterych nedoslo k pfili§ velkému poskozeni ¢i pfipadnému naruSeni
konidii.

Zavérem je mozné jeSt€¢ jednou piipomenout nezbytnd pravidla provozovani
mykologickych laboratofi (ONIONS, 1989) - Cistota, tklid, dezinfekce, UV zafeni - ale také
nezbytnost neustalé kontroly piipadné ptfitomnosti roztocl v kulturach mikromycetii a jejich
urychlené likvidace. Nezbytna je i pravidelnd likvidace vSech vyfazenych kultur hub
v autoklavu — zvlasté zapomenuté Petriho misky nebo zkumavky mohou slouzit pro
nepozorované piemnozeni roztocl v laboratofi. V neposledni fad¢é je nezbytné zabezpecit
pred roztoci sbirkové kmeny a samoziejmé i dosud nedeterminované kmeny. Metody ochrany
sbirek pred rozto¢i jsou podrobné popsany v pracich ONIONS (1989) a SMITH et ONIONS
(1983). Jak se ale ukazuje, ani pouZzivani akaricidnich latek nemusi byt vzdy G¢inné a proto
v prvni fad¢ je tfeba vénovat neustalou pozornost kontrole kmeni a vyloucit piipadny vyskyt
roztocl v laboratofi co nejdiive a ptedejit tak jejich masovému rozsiteni..

Podékovani ’ y
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AV0Z60660521.
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Mikroskopické houby v ovzdusi byti v rekonstruovanych a v
nerekonstruovanych domech v Ceskych Budéjovicich
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Budéjovice.
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The occurrence of micromycete spores in indoor air were compared in two flats which were situated in
completaly reconstructed and unrecostructed prefab houses. No significant differences were found between these
flats, CFU counts per m’ of air were found higher in flat from reconstructed prefab house, but this situation
correspond to the type of the airing and general living régime.
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Uvod

Vyskyt spor mikroskopickych hub v ovzdusi bytd je ovliviiovano celou fadou faktort —
od typu bytu vcetné teploty a vlhkosti vzduchu az po pocet obyvatel bytu a zptsobu jeho
uzivani (zptisob vétrani, typ topeni, suSeni pradla, vafeni, pfitomnost kvétin v kvétinacich a
domdacich mazlicku apod.). Vysledky studia ovzdusi bytd zhlediska vyskytu spor a
»zaplisnéni® byt v riznych méstech Slovenska (PIECKOVA et al., 2007) ukéazaly ovlivnéni
vyskytu mikroskopickych hub v bytech jak teplotné-vlhkostnimi poméry, ale i dalSimi
faktory. Otédzkou ziistdvda, jak je ptitomnost mikroskopickych hub v bytech ovlivnéna
celkovou rekonstrukci panelovych domi (zatepleni domt, vymeéna starych oken za plastové).
Vzhledem k neustale Sifenym nazorim, Zze po zatepleni byti a vyméné oken dochazi
k mohutnému zaplisnéni vSech bytl v rekonstruovaném domé, rozhodla jsem se vyuzit
moznosti  porovnat situaci v naprosto stejnych bytech v zrekonstruovaném a
nerekonstruovaném panelovém domé v Ceskych Budgjovicich.

Material a metodika

Byly vybrany dva zcela identické byty 3 + 1 v Kr&inové ulici na sidlisti Vltava v Ceskych
Budé¢jovicich, oba ve 2. pate panelového domu a se stejnou orientaci ke svétovym stranam.
Domy jsou umistény pifimo proti sobé ve vzdalenosti 20 m. Jeden byt (K6) se nachazi
v kompletné¢ zrekonstruovaném domé (Obr. la) a druhy (K4) v panelovém domé bez
jakychkoliv oprav (Obr. 1b). Soucasti studie byl 1 dotaznik podchycujici rizné udaje o
provozu, bytu a jeho obyvatelich (Tab. 1). Vyskyt spor v ovzdusi bytti byl sledovan v rtiznych
mistnostech (kuchyné, koupelna, hala, détsky pokoj, obyvaci pokoj a loznice).
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Izolace mikroskopickych hub z ovzdusi sledovanych byt a soucasné¢ i z venkovniho
ovzdu$i byla uskuteénéna jednordzové 12.9. 2007. Pro izolaci byla pouzita sedimentacni
metoda (the gravity settling culture plate method, BUTTNER et STETZENBACH, 1991), doba
expozice 30 min. a jako izola¢ni medium byl pouzit Sabouraudiiv agar s bengalskou cerveni,
chloramfenikolem a streptomycinem (KREISEL et SCHAUER, 1987 FASSATIOVA, 1979). Izolace
probihala na 5 Petriho miskach, které byly kultivovany 7 dni pfi teploté 25 °C. Narostlé
kolonie mikroskopickych hub byly odedteny a prepoéteny na objem 1 m® vzduchu.

Obr. 1. Pohled na panelové domy, ve kterych se nachazely sledované byty. A — Kréinova 6, B — Kr¢inova 4.

byt 3+1, 2. patro, Kréinova 4 byt 3+1, 2. patro, Kr€inova 6
poCet osob v byté 4 4
doméci mezlicek ne ne
kvétiny v byté celkem 5 kvétinacd 75 kvétinach
suSeni pradla v byté ne ano (koupelna)
vynasSeni odpadkl kazdodenné ne ne
kdyz je kos piny ano ano
oteviené okno v kuchyni pfi vareni ano ano
vyskytla se nékdy v byté pliseri? ne ne
vétrani:
pravidelné kazdodenni dlouhodobé loZnice a détsky pokoj - celou noc celoro€né loZnice a détsky pokoj — celou noc
kratkodobé ne celoroCné ve vSech mistnostech
obcasné diouhodobé ne pres léto ve vSech mistnostech
kratkodobé Vv kuchyni a v obyvacim pokoji

Tab.1. Charakteristika uzivatelského rezimu sledovanych byti .
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Vysledky a diskuse

Spektrum mikroskopickych hub i pocet narostlych kolonii (Obr. 2) z venkovniho ovzdusi
bylo podle predpokladu vyssi nez v pifipad¢ vnitiniho ovzdusi ve sledovanych bytech. Ve
venkovnim ovzdus$i se vyskytovaly hojné¢ kolonie tmavé pigmentovanych hub rodu
Cladosporium a Epicoccum, ale i bilé kolonie, druhy rodu Penicillium byly zastoupeny
ojedinéle a druhy rodu Aspergillus nebyly viibec zaznamenany. Hodnoty CFU v m® vzduchu
byly zjistény pies 12 000 (Graf. 1). Jina situace byla ve sledovanych bytech (Obr. 3, 4, 5, 6, 7
a 8, Graf 1). Poéty byly zjistény prevazné pod hranici 200 jednotek v m’ a neptesahly hodnotu
400 jednotek v m’> vzduchu. I v p¥ipadé vnitiniho ovzdusi nebyl vibec zaznamenan vyskyt
kolonii rodu Aspergillus, kolonie rodu Penicillium se vyskytovaly hojné&ji, ale také v omezené
mife.

Obr. 2. Mikroskopické houby izolované z venkovniho ovzdusi.

Porovnani vyskytu spor v ovzdusi sledovanych byt jednoznacné ukazalo mnohem nizsi
hodnoty v byté¢ K4 (tj. v nerekonstruované dom¢). Pii porovnani udaji, které nam poskytli
obyvatelé tohoto bytu, a také zndmych skutecnosti o uzivani tohoto bytu — napf. uzaviena
okna béhem vikendu (pobyt v rekrea¢nim objektu kazdy vikend), obCasné vétrani bytu, malé
mnozstvi kvétin v kvétinacich, jsou tyto vysledky vysvétlitelné. Naopak byt K6 je trvale
obyvan 4¢lennou rodinou, rodina pravidelné vétrd ve vSech mistnostech, v byté se nachazi
celkem 75 kvétinadch a béhem letniho obdobi uplatituje dlouhodobé vétrani. Vysledkem trvale
otevieného okna v loznici tohoto bytu je nejen nejvyssi zaznamenana hodnota poctu spor v
m’, ale také spektrum izolovanych mikromycetii je obdobné jako ve venkovnim ovzdusi.
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Piesto i vtomto piipadé je hodnota CFU niz8i neZ pfipousti norma (tj. 500 CFU. m’ —
PIECKOVA, ustni sd¢€leni).

V kazdém ptipad¢ je mozné na zaklad¢ téchto vysledki vyvratit famy o zaplesnivélych
bytech v rekonstruovanych domech s plastovymi okny, samoziejmé za ptedpokladu, Ze je
dodrzovan vhodny rezim, tj. pravidelné vétrani zvlast€¢ v kuchyni pii vafeni, ale i v ostatnich
mistnostech. Piestoze v byté K6 je pravidelné v koupelné suseno pradlo, neprojevil se tento
fakt na zvySeni poctii mikromycetd ani v této mistnosti, ani v ostatnich mistnostech, ale ani na
vyskytu plisni na sténach. Samoziejmé tato studie byla uskute¢néna jednordzové na konci
letniho obdobi a pro kone¢né zavéry by bylo potiebné dlouhodobéjsi sledovani a to zvlaste
behem topné sezdny, kdy je dodrzovani spravného rezimu vétrani velice dalezité a prave tento
fakt mize i vyrazné ovlivnit (spolu s rezimem v byt¢, suSenim pradla, pravidelnym vatenim,
zpusobem likvidace odpadki) i vyskyt spor v ovzdusi.

Obr. 4. Mikroskopické houby izolované z ovzdusi haly, vlevo byt K6, vpravo byt K4.
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Obr. 6. Mikroskopické houby izolované z ovzdusi détského pokoje, vlevo byt K6, vpravo byt K4.

Obr. 7. Mikroskopické houby izolované z ovzdusi obyvaciho pokoje, vlevo byt K6, vpravo byt K4.
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KO HA, kU B CHE LO QUT

Kou HA KU DF OF LO QuT

Graf 1. Poéty spor mikroskopickych hub prepoétené na m® vzduchu. Nahote byt K6, dole byt K4
(KOU - koupelna, HA — hala, KU — kuchyné&, DP — détsky pokoj, OP — obyvaci pokoj, LO — loznice, OUT —
venkovni ovzdusi).

Obr. 8. Mikroskopické houby izolované z ovzdusi loznice, vlevo byt K6, vpravo byt K4.
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Zéaveérem je mozné konstatovat, ze na zéklad¢ tohoto sledovani nebyly zjistény ve vyskytu
mikroskopickych hub v ovzdu$i zddné vyznamné rozdily mezi byty v rekonstruovaném a
v nerekonstruovaném panelovém domé.
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Mikroskopické houby jako potrava jeskynnich bezobratlych Zivofichi —
laboratorni pokus potravni preference
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The aim was to improve the methodology of the multi-choice food preference tests as a tool for
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stay rather on clay cave sediment then on the food.
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Uvod

Vétsina jeskyni pfedstavuje prostiedi chudé na organickou hmotu, a to zvlasté pii
srovnani s povrchovymi stanovisti. Presto v oligotrofnim prostfedi jeskyni Zije celd tada
bezobratlych Zivocichti, o jejichz potravnich narocich dosud mame velmi malo informaci.
Podle potravni specializace patfi napf. mezi detritivorni, bakteriofagni, fytofagni nebo
mykofagni druhy. Pii nedostatku organické hmoty v jeskynnim prostredi predstavuji rizné
jeskynni mikroorganismy (mikroskopické houby, bakterie, fasy a sinice) ptipadny zdroj Zivin
pro bezobratlé Zivocichy. Z jeskynnich sedimentii bylo v minulosti izolovano Siroké spektrum
mikroskopickych hub (NOVAKOVA, 2008). Otazkou je, zda mikroskopické houby skutecné
predstavuji pro tyto zivo¢ichy vhodnou potravu. O potravnich preferencich jeskynnich
bezobratlych existuje malo udaji. Byly zjiStény rozdily v potravnich preferencich
troglobionti a povrchovych druht u nékerych druhti ¢lenovct (KILBERTUS et VANNIER,
1981).

Potravni preference bezobratlych je mozné zkoumat kombinaci riznych metodickych
ptistuplt véetné analyzy stfevniho obsahu (MCMILLAN, 1975), stanoveni aktivity travicich
enzymu (SIEPEL et DERUITER-DUKMAN, 1993), vyuziti stabilnich isotopti (SCHNEIDER et al.,
2004), nebo porovnanim parametri fitness na rtiznych potravach (SCHEU et SIMMERLING,
2004). Dalsi dopliikovou metodou mohou byt laboratorni potravné preferenéni testy, bud’
parové (JORGENSEN et al., 2003) nebo s vicendsobnou nabidkou (multiple-choice tests neboli
,kafetérie®, RoA, 1992).
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Cilem této prace bylo predbézn¢ otestovat nékteré metodické aspekty laboratornich
preferencnich testd typu ,kafetérie* a jejich pouzitelnost pro studium potravnich naroka
riznych skupin jeskynnich bezobratlych.

Material a metodika

Jeskyni mikroorganismy izolované zjeskyné Domica ve Slovenském krasu byly
kultivovany na Petriho miskach (mikroskopické houby 7 dni na sladinovém agaru) a
nabizeny na vyfiznutém kousku agaru jako potrava v laboratornich preferen¢nich testech typu
kafetérie“. Testy byly ziizeny v Petriho miskach se saddrou pokrytou filtranim papirem
(rozto¢i) nebo jeskynnim sedimentem (stejnonoZci a chvostoskoci). Jednotlivé potravy byly
uspofddany do kruhu po obvodu Petriho misky. Na jedné misce bylo nabizeno 8
(chvostoskoci a rozto¢i) nebo 10 (stejnonozci) druht jeskynnich mikroskopickych hub a fas.
Misky byly rozdéleny na stejné velké sektory s potravami a stfedovy kruhovy sektor o zndmé
ploSe. Pokusy byly zaloZeny ve dvou variantach nabidek. Jedna obsahovala mikroskopické
houby (varianta A), druha (varianta B) smés mikroskopickych hub (Paecillium lilacinum - P,
Clonostachys rosea f. rosea - C, Mucor spp. - M, Penicillium expansum - Pe, Penicilium
variabile - Pv, Isaria farinosa - 1f, Doratomyces stemonitis - Ds, Talaromyces flavus -Tf,
Trichoderma polysporum - Tp, Penicilium glandicola - Pg,), fas a sinic (Scotiellopsis
terrestris - St, Botrydiopsis intercedens - B, Spongiochloris irregularis - Si, Chlamydomonas
sp.- Ch, Pseudoeudoclonium printzii — Pp, Xanthonema debile - Xd, Stichococcus bacillaris -
Sb, Heterococcus sp. - H, Protosiphon botryoides - Pb, Nostoc sp. - N). Byly zalozeny tfi
misky pro kazdou z experimentalnich variant.

Testovani byli jeskynni Zivocichové — chvostoskok Folsomia candida, rozto¢
Pantelozetes cavatica a stejnonozec Mesoniscus graniger — a jeden pudni rozto¢
Scheloribates pallidulus. 20 jedinct roztoct P. cavatica a S. pallidulus, 10 jedinct Folsomia
candida a Mesoniscus graniger bylo na zacatku pokusu umisténo do stiedu experimentalnich
misek. Pfitomnost zivoCichli na potravach byla desetkrat odecitana v intervalu 24 hodin a
soucty pocti zivoCichi v jednotlivych sektorech byly porovnavany s teoretickym
predpokladem rovnomérného rozloZeni zivocichii po celé ploSe experimentalni misky vcetné
sttedového kruhu a s pfedpokladem stejného poctu zvitat v jednotlivych sektorech s potravou
(X? test pozorovanych a o&ekavanych &etnosti, STATISTIKA v 6.0) v kazdém z deseti ode&ti
zv1ast.

Vysledky
Mesoniscus graniger

Z4dna z mikroskopickych hub nabizenych ve varianté A stejnonozcim mimo T.
polysporum nedoséhla navstévnosti odpovidajici ndhodnému rozlozeni zvitat po celé plose
misky (Graf la). VétSina jedincl se zdrzovala na jeskynnim sedimentu ve stfedu Petriho
misek. VSech 10 odectl vykazovalo signifikantni rozdil pozorovanych Cetnosti vyskytu od
nahodného rozlozeni, ale rozdil spocival v piesunu jedinct do stfedového kruhu bez potravy.
Jen u jednoho odectu byla signifikantni také odchylka od stejnych pocti jedincti na potravach.

Ve smésné varianté byla vétSina testovanych jedincti také ve stfedu misky (Graf 1b). Nad
teoretickymi pocty podle plochy lezi pouze C. rosea f. rosea a tasy Heterococcus sp. a P.
botryoides. Signifikantni odchylku od rovnomérného rozloZeni po ploSe vykazuje 7 z 10
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odectl. Z toho je ve dvou pfipadech nesignifikantni srovnani mezi potravami. V jednom
ptipadé¢ je signifikantni pouze srovnani mezi potravami, ale podle plochy ne.
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Graf 1. Soucty poctl jedinc M. graniger na jednotlivych potravach (Sedé sloupce) ve srovnani s teoretickym
nahodnym rozlozenim (¢arkované sloupce). a — houby, b — smés. MS — mimo sektory s potravou.

Scheloribates pallidulus
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Graf 2. Soucty pocti jedinct S. pallidulus na jednotlivych potravach (Sedé sloupce) ve srovnani s teoretickym
nahodnym rozlozenim (¢arkované sloupce). a — houby, b — smés. MS — mimo sektory s potravou.

Pidni rozto¢ S. pallidulus preferoval z nabidky mikroskopickych hub nékolik
testovanych druhti mikroskopickych hub - Mucor spp., 1. farinosa, T. polysporum a P.
lilacinum (Graf 2a). Opomijené byly C. rosea f. rosea, P. expansum, P. glandicola a P.
variabile. Ve smésné varianté (Graf 2b) byla nad ocekavanim navstévnost fas P. botryoides
a mozna 1 Heterococcus sp., z hub Mucor spp. Vice jedincl se zdrZzovalo na potravach nez
mimo n¢ (MS). Podle pomért pocti v sektorech navstévovali rozto¢i vice kultury fas nez
mikroskopickych hub, v pfimém srovnani ve smési ptevazuje tasa (P. botryoides) nad houbou
(Mucor spp.).
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Pantelozetes cavaticus

Z mikroskopickych hub (Graf 3a) byl preferovany Mucor spp., spise opomijené byly P.
expansum, P. glandicola, P. variabile a Clonostachys rosea f. rosea. Ve smési (Graf 3b) byl
Casto navstévovany opét Mucor spp., ostatni potravy kromé sinice Nostoc sp. byly spise
opomijené, hlavn€ Clonostachys rosea f. rosea a P. expansum. V ptimém srovnéni pievazuje
houba (M) nad tasami. Na rozdil od S. pallidulus bylo zaznamenano vice jedincli mimo
sektory s potravou.
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Graf 3. Soucty poctd jedincti P. cavaticus na jednotlivych potravach (Sedé sloupce) ve srovnani s teoretickym
nahodnym rozlozenim (¢arkované sloupce). a — houby, b — smés. MS — mimo sektory s potravou.

Folsomia candida
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Graf 4. Soucty po¢tl jedincl F. candida na jednotlivych potravach (Sedé sloupce) ve srovnani s teoretickym
nahodnym rozlozenim (¢arkované sloupce). a — houby, b — smés. MS — mimo sektory s potravou.

Na miskéch, kde byly chvostoskokim nabizeny houby (Graf 4a), nad ocekavanymi pocty
vypoctenymi z ndhodného rozdéleni po ploSe vycnival pouze Mucor spp., vSechny ostatni
potravy s vyjimkou P. lilacinum, vykazovaly mensi navstévnost nez odpovida ndhodnému
rozloZeni (spiSe chvostoskoky odpuzovaly). Signifikantni byly vSechny testované odecty,
z toho dva vykazovaly signifikantni odchylky od ndhodného rozlozeni po plose, i kdyz bylo
srovnani ¢etnosti na potravach nesignifikantni. Z toho plyne, ze nebyla signifikantni pouze

A4

preference Mucor spp., ale i vyS$i pocty chvostoskokii ve stfedu misky na jeskynnim
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sedimentu nez na potravach. Ze vSech potrav ve smésné varianté (Graf 4b) pouze Mucor spp.
vykazoval vy$§i navstévnost nez bylo ocekdvéano. Signifikantni byly vSechny odecty pfi
srovnani podle plochy stejné jako pii srovnani Cetnosti na potravach. Vsude byl velky pievis
pocti jedincl zdrzujicich se ve sttedu mimo potravy nad pocty v sektorech s potravou.

Diskuse a zavéry

Vysledky experimentu ukazaly, Ze na rozdil od pedchozich predbéznych testi (SUSTR et
al., 2005) preferoval testovany jeskynni stejnonozec M. graniger pouze néckteré tasy a
nabizené kultury mikroskopickych hub tyto zivocichy spiSe odpuzovaly. Obecné se ale
vSichni jedinci zdrzovali vétSinou na jeskynnim sedimentu, ktery pozirali. Také chvostoskoci
F. candida vyrazné preferovali jeskynni sediment nad vétSinou potrav. Jeskynni sediment a v
ném se vyskytujici mikroorganismy mohou byt dalSim moznym zdrojem nebo doplitkem
potravy (KILBERTUS et VANNIER, 1981). U jeskynnich chvostoskokli chovanych na jilovych
sedimentech bez potravy byly zaznamenany velmi dlouhé doby pieziti (THIBAUD, 1981;
CHRISTIANSEN, 1970), i kdyz bakterie obsazené v tomto substratu nejsou povazovany za
dostate¢ny zdroj potravy pro dlouhodobé piezivani a reprodukci (HOPKIN, 1997). Selektivni
bakteriofagie v laboratornich preferencnich parovych testech a rlzna stravitelnost
bakterielnich kment je u Folsomia candida potvrzena (THIMM et al., 1998). F. candida se
v pfirodnich podminkach zd4 byt omnivorni a velmi adaptabilni k rozlicnym potravnim
zdrojim. Pozird krom¢ mrtvé organické hmoty a houbového mycelia i hlistice a baktérie
(TEBBE et al., 2006).

Ze dvou srovnavanych druhl roztoct vykazoval vyrazné preference nckterych potrav
pouze pudni druh S. pallidulus. Ten preferoval spiSe fasy, z mikroskopickych hub pak hlavné
Mucor spp. Rod Scheloribates byva tfazen mezi panfytofagy (LUXTON 1972) a fungivorni
»grazers (SIEPEL et DERUITER-DUKMAN, 1993). Preferencni testy s Sheloribates laevigatus
ukazaly, ze tento druh konzumoval kromé mikroskopickych hub (HUBERT et al., 1999) i
pudni fasy (HUBERT et LUKESOVA, 2001).

Jeskynni druh P. cavaticus se zdrzoval spiSe mimo potrav nez na potravach, 1 kdyz v
tomto piipad¢ byl misto jeskynniho substratu pouzit jako podklad filtra¢ni papir poloZeny na
sddru. To mize souviset s Casto diskutovanou vétSi odolnosti jeskynnich bezobratlych k
hladovéni (HOPKIN, 1997). I tento druh by podle svého systematického postaveni mohl byt
panfytofagni (LUXTON, 1971) a patfit podle enzymatického vybaveni do nékteré z
fungivornich skupin travicich pfinejmensim bunécny obsah hub. Zatim byla u ného predbézné
prokazana pritomnost trehalazy, vyskyt celuldzy a chitinazy je sporny (NOVAKOVA et al.,
nepublikovédno). Ze vSech potrav 1ze mluvit o néjakych preferencich pouze u Mucor spp. Tato
houba ma vyssi preferenci i ve srovnani s fasami ve smési. Neni vSak jisté do jaké miry je
Mucor spp. zdrojem potravy a do jaké miry slouzi jako tkryt nebo jako piekézka, do které se
rozto€i zamotavaji. Podobné preference kultur Mucor spp. vykazuji i chvostoskoci F. candida
— v naSich pfedchozich testech jedinci tohoto druhu vyrazné vyhledavali kolonie této houby, v
jinych testech preferovali napt. Mucor hiemalis (SCHEU et SIMMERLING, 2004). Ale predbézna
stanoveni rozpustnych cukrii a bilkovin naznacuji, Ze Mucor spp. nepatii mezi druhy s
nejvyssi koncentraci snadno dostupnych zivin (NOVAKOVA et al., nepublikovano).

Vysledky jednotlivych opakovani jsou velmi variabilni. Do budoucna bude tieba
prehodnotit experimentalni design, hlavné pouziti jeskynniho sedimentu jako podkladu
(vylouceni doplnkové potravy), zvysSit pocet opakovani a modifikovat nabidku
mikroorganismd.
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Studie byla finanén€ podpofena Vyzkumnym zamérem UPB BC AV CR, v.vi. —
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Six saprotrophic microfungi were presented in this paper — they were isolated during the study of

micromycetes from cave systems of the Czech Republic, Slovakia and Romania and from soils of post-mining
areas in the U.S.A. Their occurrence and morphology were compared with literature records.
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Budgjovice. E-mail: alena@upb.cas.cz

* Presented at workshop MICROMY CO 2008, Ceské Budg&jovice, Czech Republic, September 2-3, 2008.

V prubéhu studia mikroskopickych hub v riznych substratech (pida, jeskynni ovzdusi a
sediment, exkrementy Zivocichl, kosterni ostatky, apod.) byly izolovany nékteré druhy
zajimavé typem substratu, ze kterého byly izolovany, nebo svou morfologii, apod. Udaje o
jejich misté vyskytu, morfologii a porovnani s literdrnimi idaji jsou uvedeny v této praci.

Goidanichiella barronii Gams, Steiman & Seigle-Murandi (Obr. 1)

Tento druh byl izolovan v roce 2008 z piidy ptirozené¢ho lesniho porostu v Tennessee,
USA ( Liriodendron tulipifera, Quercus ruber, Acer sp., stalezelené kefe) pomoci zfed'ovaci
metody izolace. Rod Goidanichiella obsahoval jen tento druh, ale nedavno byly popsany jesté
dalsi dva druhy — G. fusiforma K.D Hyde, Yanna, A. Pinnoi & E.B.G. Jones z palmovych
listd v Bruneu a Thajsku (HYDE et al., 2002) a G. cylindrospora D.W. Li & G.H. Zhao
z duboé¢ kiiry v Cunnecticutu v USA (L1 et ZHAO, 2007)

G. barronii patii mezi fidce izolované druhy — v CBS je uloZeno 5 kment izolovanych
z Némecka, Francie a Canady. Z nasi republiky byl tento druh izolovan z pudy v blizkosti
Studené hory na izemi NP Sumava (NOVAKOVA, 2007).

Obr. 1. A - piirozeny listnaty porost v Tennessee, USA, foto K. Tajovsky, B — Goidanichiella barronii,
konidiofor a konidie.
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Coemansia aciculifera Lindner (Obr. 2)

Tento zastupce tfidy Zygomycetes (Kickxellaceae) byl jiz v roce 2005 zaznamenan ve
formé makroskopickych kolonii na ¢erstvém netopyiim gudnu v jeskyni Domica (NOVAKOVA,
2007), ale vzhledem k netspé$né izolaci a moznosti pozorovat tuto houbu jen pomoci
mikroskopického preparatu zhotoveného z odebraného materidlu, nebyla mozné determinace
az na druhovou uroven. Vazba této houby na netopyii guano je znama i z literatury, napft.
KENDRICK (2002), Gdaje o vyskytu na naSem zemi i ve svété¢ uvadi NOVAKOVA (2007). Na
podzim v roce 2007 se podafilo tuto houbu izolovat z jeskynniho sedimentu odebraného
v DIhé chodbé v jeskynnim systému Domica — Baradla. V letoSnim roce byly kolonie C.
aciculifera opakované pozorovany na jeskynnim sedimentu v mikrokosmech pro laboratorni
chov chvostoskokll Folsomia candida.

Obr. 2. Coemansia aciculifera, A - sporangiofor s mnohobunéénymi sporokladii (12,5 x 40), B,C — sporokladia
s pseudofialidami a merosporangiemi (SEM).

Obr. 3. Chaetocladium brefeldii, A — C¢ast sporangioféru s monosporickymi sporangii, B,C — casti
sporangioforu s monosporickymi sporangii  (SEM), D — sterilni spine a sporangia (SEM), E — detailni pohled
na monosporické sporangium vyrustajici na pedicelu (SEM).
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Chaetocladium brefeldii Tiegh. & G. Le Mon. (Obr. 3)

Tento koprofilni druh celedi Thamnidiaceae (Zygomycetes, Mucorales) byl izolovan
pomoci zied'ovaci metody zkuniho sedimentu odebraného v Ardovské jeskyni (NP
Slovensky kras, Slovensko). Z Ceské a Slovenské republiky ziejmé zatim nebyl jesté
izolovan. BENNY (2008) fadi C. brefeldii mezi fakultativni parazity jinych mukorovitych hub.

Thamnidium elegans Link (Obr. 4)

T. elegans bylo izolovano v roce 2006 pomoci sedimenta¢ni metody izolace z ovzdusi
Ardovské jeskyné (NP Slovensky kras) a dalSi kmen byl izolovan na jate 2008 zied'ovaci
metodou z netopyiiho guana odebraného v jeskyni Fanate v pohoii Bihor (Zapadni Karpaty,
Rumunsko). Tento v soucasné dobé jediny platny druh rodu Thamnidium (Celed
Thamnidiaceae, Zygomycetes) (DOMSCH et al., 2007) patfi mezi chladnomilné druhy
mikroskopickych hub. V CCF jsou ulozeny 2 kmeny tohoto druhu izolované z hovéziho masa
a ze skladovanych pomeranct (KUBATOVA et al., 2002).
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Obr. 4. Thamnidium elegans, A —hlavni sporangiofor a dichotomicky vétvené bocni vétve (12 x 6), foto M.
Devetter, B, C — sporangioles.

Botryosporium longibrachiatum (Oudem.) Maire (Obr. 5)

V jeskynnim systému Domica — Baradla byly v minulosti nékolikrat nalezeny kostry
mrtvych zab sbilymi porosty mikroskopickych hub. Opakované izolace z odebraného
materidlu (pfimé i zied'ovaci izolace) byly dlouho netspésné a pouze v jednom piipadé se
podarilo tento druh izolovat. Tento druh je ¢asto nachdzen ve sklenicich na mrtvych listech
(KENDRICK, 2002). V CCF je uloZen kmen izolovany z prachu bytu (KUBATOVA et al., 2002).

Phycomyces nitens Kunze (Obr. 6)

Netopyii exkrementy jsou v jeskynich nachdzeny nejen v mistech, kde se nachézeji
netopyii kolonie béhem jejich denniho odpocinku, ale také vSude tam kudy netopyfi 1étaji
jsou patrné jednotlivé dropinky, at’ s narostlymi koloniemi mikroskopickych hub nebo bez
viditelnych kolonii. Napadné kolonie jsou zvlasté kolonie mukorovitych hub a z téchto
kolonii byly v minulosti izolovany pfevdzné rizné druhy rodu Mucor, ptipadné fidCeji druhy
rodu Absidia. Na podzim 2007 byly v Gombasecké jeskyni (NP Slovensky kras) nalezeny na
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nékolika mistech dropinky s naprosto stejné vyhlizejici koloniemi (Obr. 5a), ze kterych byl
v nékolika piipadech velice prekvapivé izolovan P. nitens.

Obr. 5. Botryosporium longibrachiatum, A — kostra Zaby s bilymi koloniemi B. longibrachiatum, B — ¢ast
konidioforu a konidie (zvétSeni 12,5 x 40).

Obr. 6. Phycomyces nitens, A —kolonie P. nitens narostla na dropince (Gombasecka jeskyn€), B — 5 dnii stara
kolonie na sladinovém agaru, C — kolumela (12,5 x 20).

Podékovani

Studie byla finanéné podpofena Vyzkumnym zamérem UPB BC AV CR, v.vi. —
AV0Z60660521 a smlouvou KONTAKT MEO08019. Pracovnikim Laboratote elektronové
mikroskopie PaU BC AV CR, v.v.i. d&kuji za piipravu preparat pro SEM a pomoc pii
mikroskopovani.

Pi'ehled pouzité literatury

BENNY, G.L., 2008. Zygomycetes. http://zygomycetes.org/index.php

61



DoMscH, K.H., GAMS, W., ANDERSON, T.-H., 2007. Compendium of Soil Fungi. 2nd ed. IHW-
Verlag, Eching, 672 p.

GAMS, W., STEIMAN, R, SEIGLE-MURANDI, F. 1990. The hyphomycete genus Goidanichiella.
Mycotaxon 38:149-159.

HYDE, K.D., YANNA, PINNOL, A., JONES, E.B.G., 2002. Goidanichiella fusiforma sp. nov.
from palm fronds in Brunei and Thailand. Fung Divers 11:119-122.

KUBATOVA, A., VANOVA, M., PRASIL, K., 2003. CCF Catalogue of filamentous fungi. 5th ed.
Nov. Bot. Univ. Carol. 16: 1-137.

KENDRICK, B., 2002. The Fifth Kingdom. http:/www.mycolog.com/fifthtoc.html

NOVAKOVA, A., 2007. Zajimavé nalezy hub z Ceské a Slovenské republiky. In: NOVAKOVA,
A. (Ed.), Sbornik ptispévkil z workshopu MICROMYCO 2007, UPB AV CR, Ceské
Bud¢jovice, pp. 81-84.

SIMONOVICOVA, A., 2008. Soil microscopic fungi of Slovakia I. a II. Phytopedon (v tisku).

ZHANG, T.-Y., KENDRICK, B., 1990. A reassessment of Botryosporium (Hyphomycetes). Acta
Mycol. Sin. 9: 31-40.

62



Charakteristika kmend Colletotrichum acutatum izolovanych v Ceské
republice.
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The micromorphology, some physiological (growth on the selected agar media) a biochemical (activities of
the selected extracellular enzymes) features of selected strains of Colletotrichum acutatum, which were isolated
mainly from strawberry from the Czech Republic were investigated. The growth rate of C. acutatum on potato-
dextrose agar produced by different companies was compared.

Kmeny Colletotrichum acutatum izolované predev§im z jahodniku na riznych lokalitach Ceské republiky
byly charakterizovany vybranymi morfologickymi, fyziologickymi a biochemickymi vlastnostmi. Bylo
provedeno srovnani rychlosti ristu mycelia C. acutatum na bramborovo-dextrozovém agaru vyrobeném riznymi
vyrobci.

David Novotny, Jifina Kratkd, Crop Research Institute, Division of Plant Medicine, Department of Mycology,
Drnovska 507, 161 06 Praha 6 — Ruzyn¢, E-mail: novotny@vurv.cz

* Presented at workshop MICROMYCO 2008, Ceské Bud&jovice, Czech Republic, September 2-3, 2008.

Uvod

Jednim zvelmi rozsifenych mikroskopickych hub, které ziji v koexistenci s mnoha
kulturnimi 1 plané rostoucimi rostlinami je anamorfni rod Colletotrichum,, do néhoz se
v soucasné dob¢ tadi okolo 60 druhti. Teleomorfou je rod Glomerella (Ascomycota,
Ascomycetes, Sordariomycetidae, Glomerellaceae) (KiRK et al., 2008). Jednim
z nejznamejsich fytopatogeni je Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & H. Schrenk,
jehoz anamorfou je Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc. Je znam jako plivodce
chorob riznych druht rostlin, napt. jabloni, u kterych zpisobuje hoikou hnilobu jablek
(JONES et ALDWINCKLE, 1990).

V soucasnosti nejvice sledovanym druhem rodu Colletotrichum je C. acutatum J.H.
Simmond, ktery je nepohlavnim stadiem Glomerella acutata J.C. Gerber & J.C. Correll. C.
acutatum je patogenem na riznych druzich rostlin a to jak bylin, tak dfevin. Jako ptivodce
hniloby jahodniku fadila EPPO (Evropské a stfedozemni organizace ochrany rostlin) tohoto
fytopatogena mezi druhy karanténni, ale nyni je jiz fazen pouze mezi druhy sledované
(KRATKA et al. 20006).

C. acutatum je mozné detekovat v zakladu trojim zptisobem a to:

- reizolaci ze vzorku a naslednou identifikaci na zaklad¢ morfologie, piesnéji velikosti
kolonii rostoucich na bramborovo-dextrozovém agaru pfi teploté 25 °C po 5 dnech
kultivace a tvaru konci konidii,

- pomoci imunodiagnostickych metod (PTA-ELISA),

- pomoci PCR s C. acutatum-specifickymi primery ITS4 a Calnt2 (TALHINHAS et al.,
2002, ANONYMUS, 2004).

Cilem prace bylo charakterizovat ziskané kmeny hub nejen po strance morfologické a
fyziologické, ale i z biochemické, a to konkrétné zjisténi vyskytu a aktivity nékterych
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enzymi, které se mohou podilet na degradaci bunééné stény hostitele nebo mohou vyuzivat
nckteré jeho metabolity. Pfedlozeny ¢lanek podava prvni vysledky.

Material a metodika

Bylo hodnoceno 11 kment druhu C. acutatum ze Sbirky fytopatogennich hub (akronym
CPPF), Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i.. Jedna se o kmeny CPPF 260, CPPF 261,
CPPF 262, CPPF 263, CPPF 264, CPPF 265, CPPF 266, které byly izolovany jahodniku
zriznych lokalit v Ceské republice, o kmen CPPF 103, ktery byl izolovan z visné
z Vychodnich Cech, o kmeny CPPF 305 a CPPF 306, které byly izolovany zpozerku
klinénky jirovcové v listu jirovce madalu na jizni Moravé a kmen CPPF 246 izolovany
z lupiny na stfedni Morave.

Mapa 1. Zaznamenany vyskyt C. acutatum v CR.
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U kazdého kmene byly hodnoceny diagnosticky vyznamné mikromorfologické znaky u 50
konidii (délka konidii, Sitka konidii, pomér délky a Sitky konidi, podil zaspicatélych a
zaoblenych konct konidii) a makromorfologické znaky pfti teploté 25°C (velikost kolonie na
sedmi riznych agarovych médiich (bramborovo-mrkvovy agar, bramborovo-dextrézovy agar
od fy Oxoid, bramborovo-dextrézovy agar z ¢erstvych brambor, ovesny agar, 2% malt extrakt
agar, 0,1 % malt extrakt agar se stéblem lupiny a V8 agar) po 5, 7, 10 a 14 dnech, tvorba
spodorodochii na téchto médiich po 7, 10, 14, 21 a 28 dnech, a charakter kolonii na téchto
kultivacnich médiich).

Bylo provadéno srovnani rychlosti ristu kmenti C. acutatum na bramborovo-dextrosovém
agaru od firmy Oxoid, od firmy Himedia a z ¢erstvych brambor. Velikost kolonii byla métena
po 5 dnech a nésledné z této hodnoty byl vypocitavan prirtstek za 1 den.
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Byla hodnocena aktivita nasledujicich enzyml: amylaza, pektindepolymeraza (PP),
pektintranselimindza (PE), celuldzy a ureéza.

V piipad¢ aktivita amylazy byl jako standard pouzit kmen Trametes versicolor ze
sbirky CCBAS. Jak kmeny C. acutatum, tak Trametes versicolor byly péstovany na Czapek-
Doxové tekutém mediu pti 22 °C jako tfepané kultury, pficemz zdrojem organického uhliku
byl Skrob. Méfeni bylo provedeno po 8 dnech riistu jednotlivych izolatd a aktivita enzymu
byla vyjadfena jako pg glukozy ve filtratu /pug proteinli po inkubaci 30 min. pii 24 °C.
Aktivita enzymu byla stanovena spektrofotometricky pti 650 nm.

Pro stanoveni aktivity celulaz byly kmeny C. acutatum péstovany na tekutém Czapek Dox
mediu, zdrojem organického uhliku byla bud krystalickd celuléza (Avicel) nebo
karboxymetylceluloza (CMC). Aktivita byla stanovovana v supernatantu spektrofotometricky
pii 650 nm. Méfeni bylo provedeno po 8 dnech ristu jednotlivych izolati a aktivita enzymu
byla vyjadiena jako pg glukozy ve filtratu /pg proteinit po inkubaci 30 min. pti 24 °C. Jako
standard na byl pouzit kmen Trametes versicolor ze sbirky CCBAS.

Pro zjisténi aktivita uredzy byly kmeny C. acutatum péstovan na tekutém Czapek-Doxove
mediu, kde sachar6za byla nahrazena mocovinou. Aktivita uredzy byla stanovovana
v supernatantu kolorimetricky pfi 540 nm. Jako standardni producent uredzy pro porovnani
byl pouzit kmen druhu Cladosporium herbarum.

Aktivita PP a PE byla sledovana podle metodiky UNTERTAINER et MALLOCH (1999) a to
na agarovych plotnach na mediu dle HANKIN et AAGNOSTAKIS (1975). Substratem byl pektin
a pro stanoveni aktivity pektindepolymerdzy bylo medium adjustovano na pH 5, pro stanoveni
aktivity pektintranselimindzy bylo médium adjustovano na pH 7. Jako standard na byl pouzit
kmen Trametes versicolor ze sbirky CCBAS. Kmeny C. acutatum i standard byly péstovany
v termostatu pii 22°C. Pro hodnoceni bylo pouzito 6 opakovani u kazdé varianty. Aktivita
enzymu byla vyjadiena v mm vytvofenych prisvitnych zon po inkubaci 1 hod pfi 22 °C, pro
vyvolani vytvofenych zon pouzit 1% vodny roztok HDTAB (hexadecyltrimethylamonium
bromid).

Vysledky a diskuse

Konidie pozorovanych kment C. acutatum byly valcovité, (11,3-) 12,76-18,45 (-23) um
dlouhé, (3,6-) 3,92-5,14 (-5,5) um Siroké, pomér jejich Sitky a délky byl (2,47-) 2,65-4,19 (-
4,63) um. Mezi zméfenymi konidiemi u jednotlivych kmenl bylo 0-8 % konidii s ob&émi
oblymi konci, 16-48% konidii s jednim oblym a jednim Spiatym koncem a 44-78% konidii s
obémi Spicatymi konci.

Tab. 1. Srovnani velikosti kolonii C. acutatum na vybranych agarovych médiich (uvedeno v mm).

Médiuny/ dny 5 7 10 14

MA2F 34,55 49,03 61,61 74,94
PDAO 37,34 52,08 62,85 73,41
BDA 42,99 60,13 73,27 81,64
OA 37,36 51,81 67,39 82,53
PCA 31,02 44,75 56,39 73,45
V8 42,43 57,54 68,64 75,31
MAO1+LUP 37,83 51,59 62,72 75,08
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Testované kmeny C. acutatum pii teploté 25 °C, ktera je udavana jako diagnosticka,
nejrychleji rostly na bramboro-dextrozovém agaru z Cerstvych brambor (BDA). Primérné
velikosti kolonii na BDA v jednotlivych terminech ode¢tu byly nasledujici: po 5 dnech —
42,99 mm, po 7 dnech — 60,13 mm, po 10 dnech — 73,27 mm, po 14 dnech — 81,64 mm.
Nejpomalejsi rist byl pozorovan na bramborovo-mrkvovém agaru (PCA). Primérné velikosti
kolonii na PCA v jednotlivych terminech odectu byly nasledujici: po 5 dnech — 31,02 mm, po
7 dnech — 44,75 mm, po 10 dnech — 56,39 mm, po 14 dnech — 73,45 mm (Tab. 1 a 2, Graf 1).

Tab. 2. Srovnani rychlosti rustu kolonii C. acutatum na vybranych agarovych médiich (uvedeno v mm) po
ur¢itém poctu dni kultivace.

Médium/dny 5 7 10 14
MA2F 6,91 7 6,16 5,35
PDAO 747 744 6,29 5,04
BDA 8,6 8,59 7,33 5,83
OA 747 74 6,74 5,89
PCA 6,2 6,39 5,64 5,25
V8 8,49 8,22 6,86 5,38
MAO1+LUP 7,57 737 6,27 5,36

Graf ¢. 1. Srovnani rychlosti ristu kolonii C. acutatum na vybranych agarovych médiich (uvedeno v mm) po
ur¢itém poctu dni kultivace.
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Sporodochia se vytvafela na jednotlivych kultiva¢nich médiich s rozdilnou €etnosti a byl
zjistén rozdil mezi jednotlivymi testovanymi kmeny. Nejvice se sporodochia vytvaiela na
ovesném agaru a malt extrakt agar 0,1% - Fluka se stonkem lupiny. Po 7 dnech se na ovesném
agaru a malt extrakt agar 0,1% - Fluka se stonkem lupiny vytvofila sporodochia na 75% a 70
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% Petriho misek, respektive. Po 28 dnech se na ovesném agaru a malt extrakt agar 0,1% -
Fluka se stonkem lupiny vytvofili sporodochia na 75% a 85 % Petriho misek, respektive.
ZvySovala se nejen pouhd pfitomnost na jednotlivych miskach, ale i jejich ¢etnost v ramci
jednotlivych misek. Naopak nejméné se sporodochia vytvarela po 7 dnech na 2% malt extrakt
agaru — Fluka a bramboro-dextrozovém agaru — Oxoid a to na 2,5% misek. Po 28 dnech
sporodochia vznikla na bramboro-mrkvovém agaru a to na 25% misek.

Srovnani ristu na bramborovo-dextrosovém agaru od tfi vyrobcu

Rist C. acutatum byl testovan pfti teploté 25°C rust na bramborovo-dextrézovém agaru
Oxoid, bramborovo-dextrozovém agaru Himedia a bramborovo-dextrozovém agaru
z Cerstvych brambor. Hodnoceny byly vyrostlé kultury po 5 dnech. Byl zjistén velky rozdil ve
velikosti kolonii pfi pouziti jednotlivych medii. Nejvice rostly kultury na mediu z Cerstvych
brambor a nejhtife rostly na mediu od firmy Himedia. Na agaru z Cerstvych brambor rostly
v poméru k agaru od firmy Oxoid v priméru o 20% rychleji a v poméru k agaru od firmy
Oxoid o 71% rychleji. Z toho plyne, zZe nelze bramborovo-dextrézovy agar od firmy Himedia
pouzit pro testovani ristovych rychlosti hub z ditvodu pomalejsiho rastu.

Pii hodnoceni aktivity amylazy se zjistilo, Ze vSechny testované kmeny C. acutatum
produkuji amylazu. Byly zjistény rozdily v aktivité tohoto enzymu mezi jednotlivymi izolaty.
V piipad¢ pouzitého standardu Trametes versicolor byla aktivita amylazy v porovnani
s izolaty C. acutatum v nékterych ptipadech nizsi (Tab. 3).

Tab. 3. Aktivita amylazy u testovanych kmenti C. acutatum.

lukéz roteini| aktivita
Kmeny absorbance H g/ml Y p/ml enzymu
103 0,29 20 241,2 4,8
260 0,56 38 225 8,5
263 0,156 11 262.8 2,9
261 0,064 5 190,2 0,951
262 0,15 10 259 2,26
265 1,53 106 285 30,2
264 1,33 90 280,3 25,22
266 0,198 14 2523 3,5
305 0,354 25 260 6,5
306 0,281 18 248.3 4,5
246 1,011 68 266 15,4
Trametes 0,58 39 224 8,4

Zjistili jsme, Ze vSechny testované kmeny C. acutatum produkuji celulazy v ptipad¢, Ze
substratem v mediu byl Avicel. Aktivita enzymu byla u vSech izolatl vyssi nez u pouzitého
standardu, byly zjiStény rozdily mezi jednotlivymi izolaty. Pokud v mediu jako substrat byla
CMC, nebyla aktivita celuldz zjisténa.

U Zadného ze sledovanych kment kment C. acutatum nebyla zjisténa aktivita ureazy.

Pii hodnoceni aktivity PP a PE jsme zjistili, Ze vSechny zkoumané izolaty C. acutatum
produkuji oba pektinolytické enzymy, aktivita sledovanych enzyma je u jednotlivych kment
rozdilna. Kmen 246 neprodukoval PP (Tab. 5), aktivita PE byla nejnizsi ve srovnani s dal§imi
kmeny (Tab. 4).
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Tab. 4. Aktivita PE. Tab. 5. Aktivita PP.

Kmeny Aktivita (mm) Kmeny Aktivita (mm)
103 103 103 36,7
260 260 260 45,7
263 263 263 453
261 261 261 4773
262 262 262 437
265 265 265 26,7
264 264 264 65
266 266 266 59,3
305 305 305 47,7
306 306 306 4773
246 246 246 0
Trametes 30,5 Trametes 42.5
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Zriedkavé rody mikromycét na pSenici slovenského povodu
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A total of 48 samples of wheat (Triticum aestivum L.) obtained from various regions of Slovakia in period
2006 — 2008 were analyzed for presence of microscopic fungi. Besides common occurring fungi were also
isolated strains, which are very unique in Slovak wheat. They are Chaetomium globosum, Chaetomium
indicum/funicola, Chaetomium cf. spinosum, Harzia atra, Phialophora sp., and Torula herbarum. This study
deals with these infrequent but very interesting isolates.
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Uvod

V pokusnych rokoch 2006 az 2008 bolo sledované zlozenie endogénnej a exogénnej
mykobioty potravinarskej pSenice slovenského pdvodu. Cielom prace bolo zistit
kontamindciu tychto substratov mikroskopickymi hubami z kvantitativneho hl'adiska a
z hladiska vyskytu jednotlivych rodov, resp. druhov mikroskopickych hub. Tato stadia
preukdzala najvysSiu frekvenciu vyskytu mikromycét rodov Alternaria, Cladosporium,
Penicillium, Fusarium, Aspergillus, Arthrinium a Epicoccum. Uvedenymi rodmi sa zaobera
niekol’ko prac tohto pracovného timu (TANCINOVA et al., 2008; TANCINOVA et al., 2007).
Pocas stadie bolo izolovanych aj niekol’ko izolatov mikromycét, ktoré na psenici slovenského
povodu nie su bezné, resp. vyskytli sa len v ojedinelych pripadoch, ale i napriek tomu st
zaujimavé a stoja za zmienku. Medzi ne patria niektoré druhy rodov Chaetomium, Harzia,
Phialophora a Torula, o ktorych pojednéva tato préca.

Material a metodika

Z réznych lokalit Slovenska bolo v ¢ase po uskladneni postupne odobranych celkom 48
vzoriek pSenice. Nasledne po odobrati boli vykonané mykologické analyzy, pri ktorych bola
vyuzitd metoda priameho ukladania povrchovo vysterilizovanych pSeni¢nych zfn na agarové
platne (endogénna mykobiota) aplatiiova zriedovacia metéda (exogénna mykobiota).
Sterilizécia zfn bola vykonand pomocou roztoku chléraminu (0,4 % roztok) po dobu 2 minut
a nasledne boli pSeni¢né zrna 3 razy preplachnuté sterilnou destilovanou vodou. Na kultivaciu
boli vyuzit¢ zivné média DRBC (agar s dichloranom bengélskou cerveiiou
a chloramfenikolom, SAMSON et al., 2002) a sladinovy agar (IMUNA, Sari§ské Michalany).
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Na identifikaciu boli tieto zriedkavé rody mikromycét kultivované na zivnych pddach
MEA (sladinovy agar, SAMSON et al., 2002), OA (agar z ovsenych vlociek, SAMSON et al.,
2002), PDA (zemiakovo-dextrézovy agar, SAMSON et al., 2002) a V-8 (agar z 8 druhov
zeleniny, SAMSON et al., 2002). Kultivacia prebiehala pri teplote 25 °C v tme po dobu 7 a 14
dni. Na7. a 14. den kultivacie bol zmerany priemer jednotlivych kolonii a bola urobena
identifikacia na zdklade makromorfologickych a mikromorfologickych znakov.

Identifikacia mikromycét do prislusnych druhov prebiehala podla kI'ai¢ov ELLIS (1971),
MALONE et MUSKETT (1997), DOMSCH et al. (1980), DE HOOG et al. (2000), SAMSON (2002) a
HOWARD (2003).

Vysledky a diskusia
Chaetomium globosum

Chaetomium globosum je popisované (DoMscH et al., 1980) ako najrozsirenejsi
a najznamejs$i druh rodu Chaetomium vyskytujici sa na rastlinnych zvyskoch, semenach,
kompostoch, pdde, papieri a inych celuldozovych substratoch, avSak v sledovanych vzorkach
pSenice slovenského povodu bol zaznamenany len jeden izolat tohto druhu. Pochadzal zo
vzorky pSenice z tzv. ekologického pol'nohospodarstva. Jeho koldnie st rychlo rastuce, na 7.
dent kultivacie pokryvaju cely povrch v Petriho miske a tvoria malé vzdu$né mycélium s
hustou vrstvou peritécii tmavo hnedej az Ciernej farby. K substratu su priputané tmavymi
rizoidmi. Na ich povrchu sa nachadzaju tocité lateralne vlasy tmavo hnedej farby s bledsimi
koncami, Gsporne septované a jemne zdrsnené. Terminalne vlasy su pocetné, vinité, alebo
niekol’kokrat skrutené a nie su septované (DOMSCH et al., 1980; MALONE et MUSKETT, 1997).
Sporulacia prebieha lepSie v tme ako na svetle. Vytvorené spory maju jemne cervenkast
farbu, ktora sa postupne meni na tmavi olivovo hnedll. Vyznacuju sa citronovitym tvarom, su
bilateralne sploStené so zaspicatenymi koncami (DOMSCH et al., 1980; MALONE et MUSKETT,
1997; DE HOOG et al., 2000). Podl'a DoOMSCH et al. (1980) su askospdry schopné za suchych
podmienok prezit’ viac ako 10 rokov.

Tento druh moéZze byt nebezpecny z hl'adiska produkcie toxickych metabolitov, ako su
chaetogloboziny a chaetomin (HOWARD, 2003) a mdze sposobovat’ onychomykézy a kozné
ochorenia (DE HOOG et al., 2000).

Obr. 1. Chaetomium globosum: a — peritécium s lateralnymi a termindlnymi vlasmi, zv. 200x, b — hnedé a jemne
zdrsnené vlasy, zv. 1000x, ¢ — citronikovité askospory, zv. 1000x (Foto: Z. Piovarc€iova).
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Chaetomium indicum/funicola

Izolat pochadza zo vzorky pSenice z tzv. ekologického polnohospodarstva a bol ziskany
z vnatorne] mykobioty zrna. Jeho kolonie tvoria len velmi jemné vzduS$né mycélium,
v ktorom dominuje husta vrstva tmavo hnedych az Ciernych peritécii. MALONE et MUSKETT
(1997) uvadzaju, ze nie je jednoduché rozlisit Chaetomium indicum a Chaetomium funicola,
ato z dévodu pritomnosti mnohych podobnych znakov. V nasledujucej tabulke st uvedené
drobné odliSnosti, na zdklade ktorych by bolo mozné tieto dva druhy odlisit’, iked
v niektorych pripadoch je to vel'mi tazkeé.

Tab. 1. Mikroskopické odlisnosti druhov Chaetomium indicum a Chaetomium funicola a substraty, na ktorych

boli doposial’ zaznamenané.

Znak

Chaetomium indicum
(MALONE et MUSKETT, 1997)

Chaetomium funicola
(DoMscCH et al., 1980; ELLIS, 1971)

terminalne vlasy

dichotomicky vetvené, zriedkavo
alebo vobec sa nevyskytuju
nevetvené

2 typy: dichotomicky vetvené
a nevetvené

diZka terminalnych
vlasov

ak su pritomné nevetvené, tak st
kratSie ako vetvené

nevetvené vlasy su dlhsie ako
vetveneé

uhol vetvenia

pravy uhol

tupy uhol

tvar askospor

ovalne az ovoidné, niekedy
splostené do jednej strany

ovalne az ovoidné, citronikovité

farba askospor

spociatku hyalinne, neskor
olivovo hnedé

svetlo olivovo zelené, svetlo hnedé

substraty

kultivované pody (aj pod
pSenicou), korene pSenice,
borovicové ihlice, plesnivé travy,
skladovany chmel’, papier,
kravsky hnoj, jacmen, ovos, cirok,
ryza,...

papier, rastlinné zvysky, lesné pody,
kakaové, kokosové a tabakové
rastliny, semena rastlin, hniezda
vtakov, kompoty, ovos,...

Tab. 2. Priemer kolonii kmena Chaetomium indicum/funicola izolovaného zo pSenice slovenského povodu.

Dein Zivné médium
kultivacie MEA OA PDA V8
7. den O 53 mm 0 62 mm @ 55 mm <
14. den 0 63 mm < D 54 mm <

< - porasteny cely povrch v Petriho miske

Izolovany kmen vytvara riedke, tmavo hnedé laterdlne vlasy. U mladych peritécii su
viditel'né nevetvené terminalne vlasy, nad ktorymi vSak prevazuju spravidla vo vysSej
polovici dichotomicky vetvené vlasy s vetvami vacsinou v pravych uhloch, jemne zdrsnené.
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Nevetvené vlasy su obycajne kratSie ako tie vetvené a u starsich peritécii nie su vidite'né. To
nas vedie k moznosti, Ze spociatku nevetvené vlasy umladych peritécii su len buduice
vetviace sa vlasy. MALONE et MUSKETT (1997) uvadzajt, ze hlavnym rozpoznavacim znakom
su prave uvedené nevetvené termindlne vlasy. Askospory maju svetlo hnedt farbu a st ovélne
az ovoidné, v niektorych pripadoch je viditeI'ny splosteny jeden koniec.

Obr. 2. Chaetomium indicum/funicola: a — mladé peritécium s kratkymi nevetvenymi terminalnymi vlasmi, zv.
200x, b — starSie peritécium s vetvenymi termindlnymi vlasmi, zv. 200x, ¢ — dichotomicky vetvené termindlne
vlasy a askospory, zv. 1000x (Foto: Z. Piovarc€iova).

Chaetomium cf. spinosum

Chaetomium spinosum je vel'mi zriedkavy druh tohto rodu, ktory bol popisany len
v niekol’kych pripadoch na semendch ovsa (MALONE et MUSKETT, 1997). Na slovenskej
pSenici bol izolovany len jeden kmen, ato z endogénnej mykobioty. Vytvara cierne
subglobozne az vajcovité peritécid so zaspicatenou bazou. Lateralne vlasy su rovné, Cierne,
nevetvené, jemne zdrsnené a zuzujuce sa ku hyalinnemu koncu. Termindlne vlasy su podobné
lateralnym, ale neskor sa mézu jemne vetvit. Su septované a svetlejSie. Klavatne vrecka
obsahuju 8 spor svetlo hnedej farby a su napadne ovoidného tvaru (MALONE et MUSKETT,
1997). Tento znak spolu s ,,najezenym vzhl'adom* vyrazne odliSuje Chaetomium spinosum od
ostatnych druhov tohto rodu.

Tab. 3. Priemer kolonii izolatu Chaetomium cf. spinosum izolovaného zo pSenice slovenského povodu.

Deii Zivné médium
kultivacie OA PDA \%:]
7. den O 57 mm 0 59 mm @ 61 mm
14. den < < D 67 mm

< - porasteny cely povrch v Petriho miske
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Obr. 3. Chaetomium cf. spinosum: a, b — peritécia s rovnymi terminalnymi vlasmi, zv. 400x, ¢ — rovné
teminalne vlasy, drsny povrch, typické vajickovité askospory, zv. 1000x (Foto: Z. Piovar¢iova).

Harzia atra

Harzia atra bola ziskanid z endogénnej mykobioty jednej vzorky pSenice. Z tejto
vzorky bolo metédou priameho ukladania pSeni¢nych zfn na agarové platne izolovanych 8
izolatov tohto druhu, ktory bol uréeny podl'a kI'icov MALONE et MUSKETT (1997) a ELLIS
(1971). Mycélium tejto mikromycéty je pavucéinovité, spoc¢iatku bezfarebné a neskor hnedé az
Skoricové. Je to rychlorastuca mikroskopickd huba, ktorej kolonia uz na 7. den kultivacie
porasta cely povrch zivného média v Petriho miske. Konidiofory su hyalinne, jednoduché
alebo volne vetvené v pravych uhloch a ku koncom sa zuzuju. Typické konidie vyrastaju
samostatne na koncoch konidioférov, maju vajickovity az subglobozny tvar a hnedé az
Skoricové zafarbenie. Ich povrch je hladky s dvojitou stenou. Vnutorna stena je hruba s péorom
na baze (MALONE et MUSKETT, 1997; ELLIS, 1971). Podl'a ELLIS (1971) moze mat’ Harzia
atra 1 fialidické $tadiu, ktoré vSak u naSich izoldtov nebolo spozorované.

Pritomnost’ tejto huby bola popisand na roéznych rastlindich ako st bambus, ja¢men,
fazula, mrkva, kukurica, ovos, olivy, cibul'a, hrach, zemiaky, ryza a bola izolovana aj zo
vzduchu, hnoja a pody (ELLIS, 1971). MALONE ET MUSKETT (1997) popisuju, ze jej rast je
mohutnejsSi za pritomnosti hib Alternaria tenuis, Fusarium moniliforme, Cephalosporium
acremonium. V uvedenej vzorke bol predovsetkym vysoky pocet druhov rodov Alternaria
a Fusarium.

Obr. 4. Harzia atra: a — konidiofory a konidie, zv. 400x, b — konidiofory a konidie, zv. 1000x, ¢ — konidie
vajcovitého a subglobdzneho tvaru, zv. 1000x (Foto: Z. Piovarciova).
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Phialophora sp.

Kmen rodu Phialophora sp. bol izolovany zo vzorky pSenice pochadzajucej ztzv.
ekologického pol'nohospodarstva ako sucast’ endogénnej mykobioty. Jeho kolonie st pomaly
rastuce, sivej, olivovej az takmer Ciernej farby so sivym az ¢iernym reverzom. Fialidy
vyrastaju samostatne z vegetativnych hyf alebo na rozvetvenych konidioforoch, casto
v zhlukoch. Maju typicky flastickovity az cylindricky tvar s golierikom (DE HOOG et al.,
2000; DomscH et al., 1980). Konidie st jednobunkové, globdzne, hyalinne a zhlukuju sa
v slizovitych hlavi¢kach (DOMSCH et al., 1980).

Druhy rodu Phialophora boli izolované z kaziaceho sa dreva, masla, margarinu, jabik
a pody. Niektoré¢ druhy moézu byt parazity alebo saprotrofy rastlinného materialu a mézu
sposobovat’ ochorenia 'udskych alebo zvieracich tkaniv (SAMSON et al., 2002).

V niektorych pripadoch je velmi tazké urcit presny druh tejto mikroskopickej huby
a DoMSCH (1980) uvadza, Ze niektoré druhy by sa mali skor oznacovat’ ako skupiny, nez €isto
definované taxy.

Tab. 4. Priemer kolonii kmena rodu Phialophora sp. izolovaného zo pSenice slovenského povodu.

Dein Zivné médium
kultivacie OA V8
7. den 29 mm 0 27 mm
14. den D 53 mm @ 54 mm

Obr. 5. Phialophora sp.: a, b, ¢, d — fialidy s golierikmi a glob6zne konidie, zv. 1000x (Foto: Z. Piovarciova).
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Torula herbarum

Tento druh sa Casto vyskytuje na rastlinnych zvyskoch, prilezitostne na listoch, dreve,
starej vrecovine a bol tiez izolovany zo vzduchu a z pddy (ELLIS, 1971). V nami testovanych
vzorkach psenice bola Torula herbarum izolovana po prvy krat a jedna sa o jediny izolat tohto
druhu. Jej povodny nazov bol Monilia herbarum. Na semenach vytvara malé, kompaktné,
olivovo zelené koldnie, ktoré sa mézu zlucovat a starSie nadobudaju hnednu farbu. Tvoria ich
jednoduché alebo rozvetvené ret’azce buniek, ktoré vyrastaju laterdlne, alebo z vrcholov hyf.
Tieto ret'azce sa l'ahko rozdel'uji na spory, ktoré sa skladaju najcastejsie z 3 — 5 buniek. Spory
maji hnedd farbu, cylindricky az sudkovity tvar akrajné bunky st zaoblené. Vetvenie
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ret'azcov sa uskutocnuje na gulovitych bunkach, ktoré st tmavsie ako MALONE et MUSKETT,
1997). Druh bol uréeny podl'a kI'aic¢ov ELLIS (1971) a MALONE et MUSKETT (1997).

Tab. 5. Priemer kolonii izolatu Torula herbarum izolovaného zo pSenice slovenského povodu.

Dein Zivné médium
kultivacie MEA OA PDA \%:]
7. den 20 mm 0 27 mm 3 29 mm 0 27 mm
14. den 0 27 mm D 43 mm 0 54 mm 9 47 mm

Obr. 6. Torula herbarum: a, b — rozvetvené retazce buniek, zv. 1000x, ¢ — 3 az 5-bunkové spory, zv. 1000x
(Foto: Z. Piovarciova).
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Nékteré vysledky studia anamorfniho rodu Cladosporium Link,
prezentované v Casopise Studies in Mycology vol. 58 (2007).

KAREL PRASIL

PRASIL, K.: Some results from the study of anamorph genus Cladosporium Link prezented in journal
Studies in Mycology vol. 58 (2007).

Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): p. 77. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN 978-
80-86525-12-9

Studium anamorfniho rodu Cladosporium a ptislusné teleomorfy rodu Mycosphaerella a ma v CBS
Baarn/Utrecht dlouhou tradici, kterou dokumentuji jména de Vries, von Arx a P. Crous. Zatim nejucelenéjsi
prehled poznatki o rodu Cladosporium a jemu podobnych hyfomycetech predstavuje uvedené CcCislo
nizozemského Casopisu Studies in Mycology.

Jedna se o celkem 9 prispévkl, z nichz dva Gvodni jsou vénované rodim Mycosphaerella a Cladosporium a
nasledujicich sedm uvadi ,,case studies®, zamétené na problematiku nekterych skupin druht rodu Cladosporium
a ptibuznych anamorfnich rodd. Kazdy prispévek je vybaven popisy a dichotomickym kli¢em k uvadénym
taxonim, piehledem ,taxonomic novelties a excelentnimi mikrofotografiemi. Uvodni studie podava nové
vymezeni Celedi Mycosphaerellaceae, definici novych celedi Davidiellaceae a Teratosphaeriaceae a predevsim
ptfesun celého komplexu do fadu Capnodiales (Dothideomycetes) na zakladé molekularné genetickych studii.
Jadro prezentovaného prispévku predstavovaly uréovaci kli¢e krodim blizkym  teleomorfnimu rodu
Mycosphaerella a dale urCovaci kli¢e ke komplexim druhti Cladosporium herbarum a C. sphaerospermum.
Komentované pieklady téchto kli¢t pro Sirokou uZivatelskou vefejnost budou zvefejnény v periodiku CVSM
Mykologicke listy v roce 2009.

Keywords: Cladosporium, Mycosphaerella, taxonomy
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Studium diversity saprotrofnich lignikolnich askomycetii NPR Libicky luh

KAREL PRASIL, ZUZANA SUCHANKOVA

PRASIL, K., SUCHANKOVA, Z.: A study of saprophagous lignicolic ascomycetes diversity in NP Libicky luh.
Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): p. 78. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN 978-
80-86525-12-9

NPR Libicky luh u Velkého Oseka ma celkovou rozlohu pies 400 ha a piedstavuje pfirozeny a
poloptirozeny luzni les s dominantnimi dfevinami Quercus robur, Ulmus laevis, U. minor (tzv. tvrdy luh) a Salix
alba, Fraxinus excelsior, Populus nigra a Alnus glutinosa (tzv. mékky luh). Mykologicky prizkum Libického
luhu byl dosud minimalni a omezil se na studium ptidnich hub a makromycetti. V souc¢asné dob¢ probiha na této
lokalité studium endofytickych hub jilmu. V této souvislosti se ukazuje potieba srovnani spektra endofytickych
hub s celkovou diversitou saprotrofnich askomycetli a jejich anamorf na dané lokalit¢ a dale za pouziti
kultivacnich a molekularnich technik zjistit, které saprotrofni druhy jsou shodné s identifikovanymi i
neidentifikovanymi endofytickymi houbami jilmu. V soucasné dobé je ziskano ptes 300 herbaiovych polozek a
izolovano kolem 90 kmenti askomycetii a probiha determinace materialu klasickymi i molekularnimi metodami.
V obrazové ¢asti prispévku jsou uvedeny nékteré zajimavejsi nalezy na prirodnim substratu, vysledky kultivaci a
jejich pripadna souvislost s dosud zjisténymi endofytickymi houbami jilmu. Jako saprotrof na mrtvém jilmovém
dievé a soucasné endofyt v zivém jilmovém dieve byl zjistén apendikulatni coelomycet Seiridium intermedium
(Sacc.) B. Sutton. Mezi dalsi izolované druhy nalezi Harzia acremonioides (Corda) Sacc., Periconia
minutissima Corda, Monodictys castanea (Wallr.) S. Huges, Cheiromycella cf. microscopica (Karst.) S. Huges,
Helicoon cf. richonis (Boud.) Linder a Pleurothecium recurvatum (Morgan) Hohn. Pouze z pfirodniho materialu
jsou dokumentovany druhy Helminthosporium velutinum Link, Chaetosphaerella fusca (Fuckel) E. Miill. & C.
Booth a jeji anamorfa Oedemium didymum (J.C. Schmidt) S. Hughes, Hypoxylon rubiginosum (Pers.) Fr. a dale
zajimavy nalez houby, nalezejici pravdépodobné do rodu Oedocephalum Preuss. Studie probiha za podpory
zaméru MSMT ¢&islo 0021620828.

Keywords: lignicolic ascomycetes, NPLibicky luh, species diversity
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The first records of entomopathogenic fungi Beauvaria bassiana and Isaria
fumosorosea (syn. Paecilomyces fumosoroseus) on the hibernating pupae of
the horse chestnut leaf-miner Cameraria ohridella (Lepidoptera:
Gracillariidae)

EvVA PRENEROVA, ROSTISLAV ZEMEK, FRANTISEK WEYDA

PRENEROVA, E., ZEMEK, R., WEYDA, F. - The first records of entomopathogenic fungi Beauvaria bassiana
and Isaria fumosorosea (syn. Paecilomyces fumosoroseus) on the hibernating pupae of the horse chestnut
leaf-miner Cameraria ohridella (Lepidoptera: Gracillariidae)

Proceedings from the MICROMY CO 2008, Novéakova, A. (Ed.): p. 79. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

Cameraria ohridella Deschka & Dimic, 1986 (Lepidoptera, Gracillariidae) is an important invasive pest in
Europe attacking mainly a horse chestnut, Aesculus hippocastanum. Since its first record in Macedonia in 1985 it
rapidly spread and colonised major parts of Europe including Denmark, south of Sweden, Belorussia and
Ukraine. The larvae feed on leaf parenchyma and at high population density the damages can result in the tree
growth reduction. Present methods of its control are based on application of non-selective insecticides and
composting or burning of leaf litter. Since these methods also kill beneficial organisms including natural enemies
of C. ohridella, new environment-friendly approaches need to be developed. While most studies published so far
have focused on parasitoids and predators like beetles, spiders and birds attacking leaf-mining larvae and pupae,
our project is aimed at entomopathogenic fungi as potential candidates for biological control of this pest. In the
present work we report the first records of Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. and Isaria fumosorosea Wize
(Deuteromycetes) as entomopathogenic fungi of C. ohridella. Both species were found and isolated from
hibernating pupae of C. ohridella. Samples of the horse chestnut leaves with diapausing C. ohridella pupae were
collected in autumn at Ceské Budgjovice, South Bohemia, the Czech Republic (49 °N). The leaves were

dissected and the pupae were individually placed into the 23°C and 95% R.H. Development of mycosis on pupae

was frequently observed but most were saprophytic species. Only a few pupae were covered by mycelia with
conidiophores and conidia of entomopathogenic fungi. The strains B. bassiana and I. fumosorosea were isolated
from individual infected pupae and deposited in CCEFO (Culture Collection of Entomopathogenic Fungi
Olesna) in the Czech Republic. The virulence of these strains is being evaluated.

This work was supported by the Ministry of Education, Youth and Sports (grant No. 2B06005).

Keywords: horse chestnut leaf-miner, Cameraria ohridella, entomopathogenic fungi, biological control,
mycoinsecticide, Isaria fumosorosea, Beauveria bassiana, Deuteromycetes.
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Izolace a identifikace kvasinek z potravinarskych vzorki

DANA SAVICKA, JARMILA PAZLAROVA, HELENA RUZICKOVA, KATERINA DEMNEROVA

SAVICKA, D., PAZLAROVA, J., RUZICKOVA, H., DEMNEROVA, K. — Isolation and identification of yeasts from
food samples.

Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): pp. 80-81. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

Basics of identification system was in evaluation of G-code and S-code (KOCKOVA-KRATOCHVILOVA,
1990). Other supplementary tests were applied according to The Yeasts — Taxonomic Study (KURTZMAN et
FELL, 2000). In some cases the key for identification of yeasts (DEAK, 1991; DEAK et al., 1987) and the
simplified key according to Fungi and Food Spoilage (PITT et HOCKING, 1999) were used.

Keywords: yeasts, isolation, identification
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Zaklad identifikaéniho postupu spocival ve vyhodnoceni znakii G-kédu a S-kodu
(KOCKOVA-KRATOCHVILOVA, 1990). Na zéklad¢ téchto vysledkii byla provedena fada
dopliikovych testd podle monografie KURTZMAN et FELL (2000). Soubézné byl v nékterych
piipadech aplikovan kli¢ k identifikaci kvasinek (DEAK, 1991, DEAK et BEUCHAT, 1987) a
rovnéz velmi zjednoduseny kli¢ podle PITT et HOCKING (1999).

Rodovy kod (G-kod) zahrnuje piedevsim morfologické znaky, ale i tfi fyziologické
testy (zkvaSovani glukosy, produkce ureasy a produkce karotenoidll). Druhovy kod (S-kod)
tiidi kvasinky na zakladé jejich fyziologickych vlastnosti, pfedevSim kvaseni a asimilace
sacharidi. Doplitkové testy zahrnovaly riist pti 37° nebo 40°C, rlst v pfitomnosti vyS$siho
mnozstvi NaCl nebo glukosy, rist na minimalnim médiu bez vitamint, v nékterych ptipadech
rust v médiu s cykloheximidem ¢i kvaseni dalSich sacharidi a;.

Zakladni testy:

Produkce ureasy:

Tento test poskytuje zakladni orientaci, zda se jednd o askomycetni nebo basidiomycetni
kvasinku ( ureasa — askomycety, ureasa + basidiomycety). Je to orientacni rozdéleni, existuji i
nekteré vyjimky. K odecteni byly pouzity diagnostické disky (ITEST plus s.r.0.). Principem
testu je detekce amoniaku, ktery vznika pti hydrolyse mocoviny ptisobenim ureasy.

Sporulace:

Kultura byla nejprve naokovéna na sladinovy agar (plnohodnotné médium). Po 24 hod byla
zndrlstu pfipravena velmi husta suspense v destilované vod¢ a rozetfena na povrch
Fowellova sporula¢niho agaru (JANDEROVA et BENDOVA, 1999). Za 3 az 10 dni (nékdy 1
déle) provedeme kontrolu sporulace. Sledujeme tvar askii, pocet a tvar askospor, pfipadné
jejich povrch.
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Asimilace nitratu:
Pro stanoveni schopnosti kvasinek vyuzivat nitraty jako jediny zdroj dusiku bylo pouzito
médium Yeast Carbon Base (Difco), do které¢ho bylo ptidano 1% KNO:s.

Asimila¢ni testy uhlikatych sloucenin:
Pro odecet téchto znakl byl pouzit komercni set AUXACOLOR (BIO-RAD). Schopnost
vyuzivat rozpustny Skrob a inulin byla testovana na médiu bez zdroje uhliku s pfidanym
Skrobem nebo inulinem v mnozstvi 2%.

Kvasné testy:

Schopnost zkvaSovat sacharidy byla testovana v 1 % kvasnicném autolyzatu se 2%
testovaného cukru. Roztok byl plnén do specidlnich kvasnych trubicek. V ptipadé pozitivni
reakce se v zahnuté ¢asti trubicky vytvaii bublina CO,.

Pozn.: Dalsi testy, pfesny postup stanoveni i odectu vysledki, slozeni médii atd. viz
KOCKOVA-KRATOCHVILOVA (1990) a KURTZMAN et FELL (2000).

V pribéhu roku 2007 a na zacatku roku 2008 byly izolovany a identifikovany napft. tyto
kvasinky:

Saccharomyces cerevisiae ( Coca-cola, Mattoni grepova)

Cryptococcus albidus (Mattoni citronova)

Zygosaccharomyces sp. ( majonéza Neli, krabicové vino, sirup s citronovou ptichuti)
Candida magnoliae/C. sorbosivorans (dopliiky pro sportovce)

Candida parapsilosis (Pepsi-Caj) aj.
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Biologie, rozsifeni a patogenita Plasmopara halstedii v Ceské republice

MICHAELA SEDLAROVA, KAREL STOJASPAL, ALES LEBEDA

SEDLAROVA, M., STOJASPAL, K., LEBEDA, A.: Biology, distribution and pathogenicity of Plasmopara
halstedii in the Czech Republic.

Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): pp. 82-86. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

V poslednim desetileti byl na uzemi CR zaznamenin opakovany vyskyt plisiiovitosti sluneénice (diive
uvadéna jako plisent slunecnicova), jejimz puvodcem je Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni. Tento
biotrofni parazit zastupct celedi Asteraceae (rody Helianthus, Ageratum, Ambrosia, Artemisia, Iva, Xanthium) je
v ramci ,,downy mildews* (Peronosporaceae, Oomycota, Chromista) jedine¢ny tim, ze zplsobuje systémovou
infekei kli¢nich i dospé€lych rostlin. Tlustosténné oospory, jez se vytvaieji v rostlinnych pletivech na konci
vegetacni sezdny, zamotuji pidu a mohou v ni dlouhodobé prezivat (6—10 let). P. halstedii pochazi ze Severni
Ameriky, kde je 1 znama nejvétsi diverzita ras patogenu. V soucasné dobé€ je vSak rozsifena celosvétové a
vyskytuje se ve vSech oblastech péstovani slunecnice. Ochrana proti tomuto patogenu je primarné zalozena na
pouzivani fungicidnich pfipravkid. Jedna se zejména o piipravky na bazi metalaxylu, coz vSak vedlo k selekci
kment P. halstedii odolnych vici této skupiné latek. Diky této skutecnosti dnes neexistuje spolehliva chemicka
ochrana. Rovnéz patogenni variabilita P. halstedii je velmi rozsahla (dosud bylo popsano 36 ras), pfiCemz
nejrozsiten¢jSimi evropskymi rasami jsou rasy 710, 703, 100 a 304. Od roku 2002 je plisiovitost slunecnice
zafazena v Ceské republice mezi karanténni choroby a jeji vyskyt je pfisné monitorovan SRS, piestoZe je zatim
lokalni. Podle pfedbéznych testd fenotypu virulence na diferenciaénim souboru slunecnice lze predpokladat, ze u
izolatd ziskanych v roce 2007 z ptirozené infikované okrasné slune¢nice v Olomouci-Holici, se jedna o rasu 700.
Testovani virulence izolatl z téchto lokalit je pfedmétem dalsiho studia Fytopatologické laboratofe KB PiF UP v
Olomouci.

During the last decade occurrence of Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni, cause of sunflower
downy mildew, has been reported from the Czech Republic several times. This biotrophic parasite of plants
ranked in family Asteraceae (Helianthus, Ageratum, Ambrosia, Artemisia, Iva, Xanthium spp.) is unique among
the other downy mildews (Peronosporaceae, Oomycota, Chromista) by a systemic infection of seedlings and
adult plants. Oospores with thick cell wall, formed in plant tissues by the end of vegetation period, accumulate in
soil as they can sustain vital for a long period (6-10 years). P. halstedii originates in North America, where the
biggest diversity of pathogen races can be found. Nowadays, the distribution P. halstedii is worldwide threating
all the main growing areas of sunflower. Protection of the crop had been initially based on fungicide treatment,
mostly with metalaxyl as the effective compound, which unfortunatelly led to selection of resistant P. halstedii
races. Due to this fact, no reliable and efficient chemical prevention to sunflower downy mildew is available
recently. Pathogenic variability of P. halstedii is extensive (36 races has already been reported) with races 710,
703, 100 and 304 most spread in European countries. From 2002 the downy mildew of sunflower is treated as a
quarantine disease in the Czech Republic and its occurrence is monitored by State Phytosanitary Administration.
Preliminary tests of P. halstedii isolates, collected from naturally infected ornamental sunflower grown in
Olomouc-Holice in 2007, based on phenotypic response of the set of differential sunflower genotypes identified
the race 700. In 2008 sunflower downy mildew symptoms and P. halstedii sporulation were confirmed on host
plants from three habitats in the eastern part of the Czech Republic (Brno, Olomouc and Kroméfiz).
Identification of pathogen races will be carried out in the Laboratory of Phytopathology, Department of Botany,
Faculty of Science, Palacky University in Olomouc.
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Biologie Plasmopary halstedii

P. halstedii je ptenosna padou (oospory pusobi primarni infekci klicnich rostlin), vétrem
(zoosporangia jako sekundarni inokulum, v monokultufe plisobi epidemie) a osivem
(infikované nazky se tvoii v plodenstvich slabé&ji napadenych rostlin a mycelium pteziva pod
osemenim). Tato peronospora napadé za vhodnych vlhkostnich a teplotnich podminek rostliny
po celou dobu vegetace, od faze déloznich listi az do kveteni (ORELLANA, 1970). Pohlavné
vzniklé¢ oospory diky tlust¢ bunécné sténé zlstavaji zivotné v puadé az 10 let, coz je
celosvétovou hrozbou pro péstitele slunec¢nice. Oospory jsou v ptidnim prostiedi rozsifovany
tekouci vodou a kli¢i zoosporangii, ze kterych je uvoliiovan variabilni pocet dvoubicikatych
zoospor. Pohyblivé zoospory piedstavuji primarni inokulum pro infekci semenackt, do
kterych pronikaji kofeny v zon€ kotenového vlaseni. Infekce postupuje vzhiru, hypokotyl a
stonek prorustaji mezibunéénym myceliem s haustorii a za vhodnych podminek dochézi k
systémové infekci. Rostliny jsou k ni nachylné jen v pribéhu obdobi 2-3 tydnil po vykliceni,
ale i v zavislosti na padni teploté a vlhkosti. Za vlhka se objevuje sporulace jako masivni
povlak sporangioforii s nepohlavnimi zoosporangii na svrchni i spodni strané dé€loznich i
pravych listl, pfipadné i na stoncich. Zoosporangia jsou vétrem roznaSena na listy dalSich
rostlin, na kterych se za vlhka uvoliluji zoospory, které po encystaci penetruji hostitelska
pletiva. Cénocytické vldknité mycelium opét prorlstd mezibunie€né prostory, haustorii cerpa
ziviny z okolnich bun€k a na kolonizovanych listech produkuje za vlhka dal§i zoosporangia
(BOUTERIGE et al., 2003). Tento nepohlavni proces trva za optimalnich podminek 1-2 tydny a
v porostu nachylné plodiny muze vést k epidemii. Koncem vegetacniho obdobi dochazi v
infikovanych pletivech k pohlavnimu procesu, pii kterém splyva sam¢i anteridium se samicim
oogoniem, coz nasledné¢ vede k tvorbé¢ tlustosténnych zoospor. P. halstedii je homothalicky
druh, tj. k pohlavnimu procesu neni potieba setkani dvou fyziologicky odliSnych mycelii, a
oospory se vytvaieji ve velkém mnozstvi. S opadem rostlinnych zbytka a jejich zapracovanim
do pidy pak dochazi k jejimuzamoteni. Pro ovéfeni ptitomnosti P. halstedii byly
vypracovany ruzné metody detekce: 1/ oospor v pude vysetim néchylnych genotypa (Gulya);
2/ mycelia v semenech slune¢nice na zakladé PCR (Ioos et al., 2007), nebo 3/ na zékladé
pouziti monoklonalnich protilatek a ELISA (BOUTERIGE et al., 2000).

Rozsifeni a patogenita Plasmopary halstedii

Tento patogen byl poprvé nalezen W.S. Halstedem v Severni Americe na Eupatorium
purpureum L. (,,Sweetscented Joe Pye Weed®, sadec Cerveny) a vroce 1882 pojmenovan
W.G. Farlowem jako Peronospora halstedii Farl. V roce 1888 byl tento druh pfejmenovan
P.A. Saccardem na Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni. V 50. a 60. letech 20. stoleti
bylo uzivano i1 védeckého oznaCeni Plasmopara helianthi Novot. pro izolaty infikujici
slune¢nici a NOVOTELNOVA (1962) dokonce rozliSovala 3 formae speciales (f. helianthi, f.
perennis, f. patens) na zakladé fyziologické a morfologické odlisSnosti. Tento koncept vSak
nebyl védeckou komunitou vSeobecné piijat. V 70. letech se v Evropé a Severni Americe
zacala rozsahle a intenzivné péstovat slunec¢nice, hned od pocatku vSak byla problémem P.
halstedii (ORELLANA, 1970). Jiz tehdy byla potvrzena existence fyziologickych ras plisné.
Podle jejich ptivodu byly rozliseny dvé rasy oznacované Cisly: 1 (100) nebo ,,Evropska rasa®,
a rasa 2 (300) nebo ,,Red River Valley rasa“ (z USA). RozliSeni ras bylo zaloZzeno na
schopnosti infikovat linie slunecnice s genem rezistence P11, ktery zajistoval odolnost k rase
1 (100). Postupné byly zjistovany nové rasy, jednak na pocatku 80. let v centralni oblasti S.
Ameriky, od 90. let pak i v evropskych zemich. V pocatcich studia ras byly problémy nejen
s jejich identifikaci (nejednotné diferenciacni soubory), ale i sjejich oznafenim resp.
popisem. Az v roce 1998 se fytopatologové na mezindrodni urovni shodli na jednotném
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diferenciaénim souboru deviti genotypu slunecnice, ale i na metod¢ hodnoceni jejich reakce
po inokulaci P. halstedii, vCetné popisu ras patogenu pomoci troj¢iselného kodovaciho
systému (GULYA, 2007).

V roce 2006 byl sestaven seznam vSech zndmych ras z hlavnich zemi produkujicich
sluneénici (USA, Kanada, Francie, Spanélsko, Rusko, Mad’arsko atd.). V soudasné dobé je
choroba celosvétoveé rozsitena (www.eppo.org) a dosud bylo popsdno 36 ras P. halstedii
(GuLYA, 2007). Z literatury vyplyvaji znacné rozdily v Cetnosti vyskytu jednotlivych ras a
jejich virulenci. V Asii a J. Americe bylo identifikovano 5 ras, v Africe 10, v Evropé bylo
zaznamenano 21 ras a v S. Americe 24. Z dosavadnich vyzkumi je rovné€z patrné, ze rasy 100
a 300 (1 a 2) byly v minulosti pfevazujici, ovSem po roce 1988 zacaly prevladat rasy 700 a
730 (3 a 4). V soucasnosti nebyly izolovany star$i a méné patogenni rasy 100 a 300, a je
pravdépodobné, ze vymizely nebo jsou maskovany piitomnosti vice patogennich ras.
Vzhledem k neustalému vyvoji virulence v populacich patogenu a globalizaci, ktera
usnadiiuje rychlé Sifeni na velké vzdalenosti, je pomérné slozité sledovat geografické
rozsifovani a vyskyt ras tohoto patogenu ve svété¢ (www.eppo.org). Lokalni vyzkumy vsak
ukazuji, Zze v riiznych zemich pifevazuji riizné rasy P. halstedii. N&které rasy se vyskytuji
pouze lokalng, naopak jiné (napt. 100, 300, 330, 700, 703, 710, 730 a 770) maji celosvétové
roz$ifeni. Od roku 2006 patii mezi dominantni zejména rasy 700, 710, 730 a 770 (GULYA,
2007).

Na tizemi byvalého Ceskoslovenska (jizni Morava /okresy Brno-venkov a Zlin/, jizni
Slovensko /okresy Bratislava a Nitra/) byla P. halstedii poprvé popsana v poloviné 50. let 20.
stoleti BOJNANSKYM (1956, 1957). V ramci Ceské republiky byla infekce P. halstedii
opétovné zaznamenana v roce 1999 a to na provoka¢nim pozemku MZLU v Brné (VEVERKA
et KRIZKOVA, 2006). Od r. 2002 je plisiiovitost slunecnice zafazena mezi karanténni choroby,
byly zavedeny rostlinolékaiské pasy a je mozno péstovat pouze certifikované osivo.
V soudasné dobé& je vyskyt P. halstedii na izemi Ceské republiky povaZovan za ,.spise
vzacny* (KOKES et MULLER, 2004), pficemZ naSe pozorovani realizovana v letech 2007 a
2008 tuto skutecnost potvrzuji. Nicméné néktefi autoii upozoriuji na jeji mozné dalsi Sifeni a
potencialni nebezpecnost (HYSEK, 2006).

Z hlediska odridové odolnosti slune¢nice vuéi P. halstedii lze Xkonstatovat, Ze
v poslednim desetileti byly uvedeny na ¢esky trh hybridy slunecnice s rezistenci k evropskym
rasam plisn¢, tzv. RM hybridy, a to od firmy Rustica. Cilevédomy a intenzivni vyzkum
roz$ifeni této choroby a fyziologickych ras P. halstedii byl zah4jen az v roce 2007 na naSem
pracovisti. V roce 2007 byly vzorky P. halstedii ziskany pouze z pozemku v rdmci arealu
Biocentra PfF UP v Olomouci-Holici. V roce 2008 se v ramci rozsahlého monitoringu na
tizemi Ceské republiky podafilo ziskat vzorky plisné z nékolika lokalit (areal Biocentra PiF
UP v Olomouci-Holici, provokaéni pole odriidové zkusebny UZKUZ v Brné-Chrlicich a
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realizovana v podzimnim obdobi roku 2008.
Kultivace P. halstedii

Interakce slunecnice-Plasmopara halstedii je na naSem pracovisti studovana nejen
z hlediska roz$ifeni choroby, identifikace a vyskytu jednotlivych ras patogenu, ale 1
histopatologickych zmén rostlin v prib¢hu patogeneze. K témto ucelim bylo tieba ovéfit a
modifikovat metody péstovani patogenu v podminkach in vivo, testovani a stanoveni fenotypu
virulence na diferencia¢nim souboru genotypt slunecnice. Fytopatologicka laboratoi KB PfF
UP v Olomouci ma v soucasné dobé k dispozici Uplnou sadu diferenciacnich genotypt
slunecnice, které byly ziskany z USA a Mad’arska. Rovnéz byly z Mad’arska ziskany nékteré
referen¢ni izolaty resp. rasy patogenu. Nové izolaty jsou ziskavany na zakladé¢ monitorovani
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porostli sluneénice na uzemi Ceské republiky a terénnimi sbéry infikovanych rostlin. Izolaty
jsou udrZzovany na pletivech ndchylné odridy slunecnice ,,Peredovik®. V laboratornich
podminkach je virulence P. halstedii testovana na souboru diferenciac¢nich genotypt, pficemz
je pouzivana metoda listovych diskd, jez jsou odvozeny z déloZznich nebo prvnich pravych
listd slunec¢nice (SACKSTON et VIMARD, 1988). Ptiznivé klimatické podminky pro rozvoj
choroby v roce 2008 umoznily také provést orientacni polni pokus na zamotfeném pozemku
v arealu Biocentra PfF UP v Olomouci-Holici, jehoz vysledky budou doplnény a uptfesnény
laboratornimi testy.

Zavér

V poslednich dvou letech (2007 a 2008) se podafilo Fytopatologické laboratoii KB PiF
UP v Olomouci rozpracovat vyzkum nékterych otazek tykajicich se ptivodce plisiovitosti
slune¢nice (P. halstedii). Vysledky dvouletého monitorovani rozsifeni na tuzemi Ceské
republiky ukazuji, ze P. halstedii neni bézn¢ se vyskytujicim patogenem slunecnice. Rovnéz
jeho skodlivost nelze dosud povazovat za vyznamnou a vdznou z hlediska zdravotniho stavu a
vynosu porostl slune¢nice. Rovnéz byly rozpracovany experimentalni pfistupy prace s timto
patogenem, vcetné jeho izolace a dlouhodobého uchovéavani, metod testovani virulence,
detekce ras a testovani odriidové odolnosti. Zakladem tohoto pfistupu bylo ziskani uplného
diferenciatniho souboru genotypl sluneCnice a zakladni kolekce izolath P. halstedii.
V pristich letech se naSe prace bude soustied’ovat nejen na ziskani plnéjSich dat o rozsiteni a
skodlivosti patogenu na tizemi Ceské republiky, ale i na podrobny vyzkum jeho rasového
spektra a odridové odolnosti viici lokéalng se vyskytujicim rasam P. halstedii .
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Mikroskopické huby izolované z fresky o Sv. Ladislavovi v kostole Sv.
Katariny vo Vel’kej Lomnici
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SIMONOVICOVA, A., PANGALLO, D., CHOVANOVA, K., DE LEo, F., Urzi, C.: Microscopic fungi on St.
Ladislav fresco in church of St. Catharine in Velka Lomnica village.
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978-80-86525-12-9

The aim of the present work was to study the mycological analyses responsible for unaesthetic patinas on
the St. Ladislav fresco surface (beginning of 14th Century) in the church of St. Catharine in Velkd Lomnica
village. Mycological analyses and indoor fungi from sacristy of the church, where is the fresco located, is very
poor but with massive occurrence of the species of genera Cladosporium and Aspergillus. From the indoor air
the species of genera Alternaria, Arthrinium, Botrytis, Botryotinia, Fusarium, Penicillium and Scytalidium were
isolated. During the sampling the temparature of 15.8 °C and 93 % of relative humidity were recorded.

Keywords: microscopic fungi, St. Ladislav fresco, indoor air, church of St. Catharine
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Uvod

Tradicia tvorby néstennej mal'by je vel'mi stard a datuje sa az do prehistorického obdobia
(GARG et al., 1995). Pod nastennou malbou dnes rozumieme farebnu dekoréciu steny alebo
klenby vytvoreni do suchej omietky ,,al secco, do cCerstvej omietky ,,al fresco™ alebo
zmieSanou technikou ,,frescosecco™. Za néastenni malbu sa niekedy tiez povazuju tzv.
sgrafito a mozaika. Sgrafito predstavuje vyskrabavanie do viacvrstvovej hladenej omietky,
¢im sa odkryva spodna vrstva a vznikd urcity motiv. Mozaika je ornamentélna alebo figuralna
plosna vyzdoba z drobnych kociek (kamen, sklo a pod.) zasadenych do mikkej omietky alebo
tmelu.

Vyskyt mikroorganizmov na réznych historickych objektoch v podobe biofilmu
predstavuje vazny problém, ktory vel'mi Casto Gzko suvisi so zmenami vlhkosti (nad 60 %
relativnej vlhkosti) ateploty (v rozmedzi od 10-30 °C). Tento miniatirny mikrobidlny
ekosystém je vysoko Specializovany a zahfiia baktérie, aktinomycéty, mikroskopické huby
ariasy. Svojim vyskytom mikroorganizmy indukuju fyzikalne a chemické zmeny substratu
(GORBUSHINA, 2007; NUGARI et al., 1993). Nasledkom biodeterioracie substratu je jeho
postupna biodegradacia. V pripade farebnej dekoracie moéze dochadzat az kjej
mechanickému posSkodeniu, ako je napr. olupovanie, ktoré je spOsobené vytld¢anim
jednotlivych farebnych vrstiev. Tieto farebné vrstvy st vytlacané bud’ mycéliom rastiicich
mikroskopickych hub alebo tvorbou fruktifikacnych organov, ktoré vznikaju pod nimi (GARG
et al., 1995). Vysledkom fyziologickych prejavov jednotlivych skupin mikroorganizmov
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moézu byt tiez farebné zmeny spdsobené tvorbou pigmentu, produkciou extracelularnych
enzymov apod. (SIMONOVICOVA, 2007). Z mikroorganizmov pritom dominuja
mikroskopické huby, ktoré st povazované za hlavnu zlozku spolocenstva podiel’ajuceho sa na
biodegradacii (MORTON et SURNAM, 1994).

Material a metody

Freska o Sv. Ladislavovi sa nachadza v sakristii neskororomanskeho kostola Sv. Katariny
Alexandrijskej zr. 1257 vo Velkej Lomnici. Freska predstavuje legendu o vitazstve
uhorského kral'a Sv. Ladislava v r. 1093 nad Kumanmi. Cyklus namal'oval neznamy umelec
v rokoch 1310-1320. V druhej polovici 16. stor., v obdobi reformacie, obyvatelia konvertovali
na protestantskil vieru a nastenné malby, vratane fresky, boli prekryté hlinenou omietkou.
V 18. stor. protestanti postavili novy kostol akostol Sv. Katariny sa vratil pod spravu
katolickej cirkvi. Stredovekd freska o Sv. Ladislavovi, ktord patri k najvzacnejSim na
Slovensku, bola objavena az vr. 1957. V r. 1964 bola freska reStaurovana. V priebehu
opatovného restaurovania v july 2007 sme odoberali vzorky na mikrobiologicku analyzu.

Priamo z fresky sme odoberali vzorky zo 6-tich miest pomocou lepiacej pasky (MAT),
vzdy v dvojnasobnom opakovani. Lepiacu pasku sme pritlacili na miesto odberu, nasledne na
sterilné podlozné skli¢ko aulozili do prepravného kontajnera. V laboratériu sme pasku
prezreli pod mikroskopom v kvapke destilovanej vody alebo v 0,1 %-nom roztoku akridinovej
oranze. Nasledne sme pasku postrihali na malé kusky 5 x 5 mm, ktoré sme nechali kultivovat’
na zivnom médiu DRBC (Oxoid) pri 28 °C 20 dni (GARG et al., 1995; UrzI et DE LEO, 2001).
Narastané kolonie mikroskopickych hub sme preockovali na Sikmy SAB agar (Himedia,
Bombay) a identifikovali podl’a diagnostickej literatary.

Na odber vzduchu sme pouzili vzorkova¢ vzduchu aeroskop Mas 100 Eco (Merck,
Nemecko), ktory je zaloZzeny na principe pradiaceho vzduchu priamo cez kultivaéné médium
(DRBC Oxoid) v Petriho miske. Vzduch sme odoberali zdvoch roznych miest
a v dvojndsobnom opakovani.

Bakteriologicka analyza fresky avnlitornych priestorov dopliia analyzu vyskytu
mikroskopickych hub (PANGALLO et al., 2008).

Vysledky a diskusia

V jily 2007 sme metddou odtlackov pomocou MAT pasky priamo z fresky izolovali
a identifikovali iba 4 druhy mikroskopickych hub, ¢o je pomerne malo, ale s masivnym

Obr. 1. Ulomky myc élia a konidie u Cladosporium sp. Mierka 10 um.
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vyskytom druhov rodu Cladosporium (C. herbarum, C. macrocarpum). Napriek tomu, ze
tieto druhy boli vel'mi Casté, pozorovali sme ich iba v preparatoch z lepiacej pasky (Obr. 1).
Na kultivatnom DRBC médiu vbbec nerastli. Z toho mozno usudzovat’, ze na freske sa
nachddzali v neaktivhom stave ako stcCast’ stagnujuceho mikrobidlneho spolocenstva
(GORBUSHINA et al., 2004).

Tab. 1. Mikroskopické huby izolované z fresky a zo vzduchu.

Freska Vzduch
Mikroskopické huby F1 | F2 | F3 | F4 | F5 | F6 | V1 | V2
Alternaria tenuissima - - - - - - + +
Arthrinium phaeospermum - - - - - - +
Aspergillus flavus + - + + - - + +
A. nidulans - - + - - - - -
A. versicolor + + - - - - + -
Botrytis cinerea - - - - - - + +
Botryotinia fuckeliana - - - - - - + +
Botryotinia sp. - - - - - - - +
Chaetomium sp. + - - - - - - -
Cladosporium sp. VAT MAT T MAT (MAT MAT T JMAT +
Cladosporium macrocarpum / |+ | $MAT [ MAT [ MAT | MAT  MAT +
C. herbarum
Fusarium sp. - - - - - - + +
Penicillium sp. - - - - - - + +
Scytalidium sp. - - - + - - - -
Spolu: 14 5 3 4 4 2 2 10 10

+MAT_ druhy rodu Cladosporium pozorované priamo na MAT paske.

Druhym vel'mi ¢astym bol rod Aspergillus s druhmi A. flavus, A. nidulans, A. versicolor.
Vyskyt druhov rodu Aspergillus a Cladosporium je na freskach velmi Casty (GARG et al.,
1995; GORBUSHINA et al., 2004; GUGKIELMINETTI et al., 1994; NUGARI et al.,, 1993;
SIMONOVICOVA, 2007). Ojedinele sme zaznamenali zastupcov rodu Chaetomium
a Scytalidium (Tab. 1).

Oligotrofné¢ mikroskopické huby vel'mi dobre prezivaji na farebnom povrchu, vratane
fresiek, kde im postacuje minimalne mnoZzstvo organického materialu, napr. vzdusny prach
(MORTON et SURNAM, 1994) alebo organicky material z pdvodnej farby. V minulosti sa napr.
do cervenej farby pridaval pigment (karmin / kerme$) vyrdbany z urcit¢ho druhu Cervca
v Strednej Azii. Po roku 1549 ho vyrabali zhmyzu Coccus cacti, ktory Zije v kaktusoch
v Strednej Amerike a nazvali ho kosenila (SIMONOVICOVA, 2007). Mycélium hib sa moze
rovnako stat’ zdrojom vyzivy mikroskopickym artropédam a tie nasledne entomofagnym
hubdm (GORBUSHINA et PETERSEN, 2000).

Kontaminacia vnutornych priestorov sakristie mikroskopickymi hubami je v porovnani
s freskou ovela bohatSia (Tab. 1). Okrem dominujucich druhov rodu Cladosporium
a Aspergillus sme identifikovali tiez zastupcov rodu Alternaria, Arthrinium, Botrytis,
Fusarium, Penicillium, Botryotinia a Scytalidium. Druhy rodu Aspergillus, Cladosporium,
Penicillium, Fusarium, Alternaria patria medzi vel'mi €asto izolované z vnutornych priestorov
roznych historickych objektov (GNIADEK et al., 2005; MEDRELA-KUDER, 2002;
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SIMONOVICOVA, 2007). Druhy rodu Botrytis /Botryotinia patria medzi fytopatogénne druhy a
mene;j Casté, resp. zo vzduchu izolované doteraz iba v anamorfnej forme ako Botrytis cinerea
(PIECKOVA et WILKINS, 2004; SIMONOVICOVA, 2007).

Obr. 2. Druh Botrytis cinerea / Botryotinia fuckeliana izolovany zo vzduchu.

Teleomorfné Stadium Botryotinia fuckeliana (Obr. 2) sa do vnuatornych priestorov
pravdepodobne dostalo v podobe sklerécii na odeve T'udi, pretoze sa jednd o oblast
s aktivnym vyuZivanim pody na pol'nohospodarske a zdhradkarske ucely a odber vzoriek sme
realizovali v july.

V case odberu vzoriek sme v sakristii zistili teplotu 15,8 °C a 93%-nu relativnu vlhkost’
vzduchu. Su to vel'mi vhodné podmienky na rozvoj mikroskopickych hub a to predovsetkym
druhov rodu Cladosporium, €o potvrdila najmi analyza vnitorného prostredia. V pripade, Ze
nedojde k zmene podmienok v priestoroch sakristie, resp. k ich vhodnej Gprave a to najméa
zniZzenim relativnej vlhkosti vzduchu a jeho dostato¢nej cirkulacii, méZeme predpokladat’, Ze
kontaminécia fresky mikroskopickymi hubami nebude po restaurovani objektu odstranena.

Zaver

Napriek tomu, ze freska o Sv. Ladislavovi patri k najvzacnej$im na Slovensku, priestor,
kde sa nachadza je velmi vlhky anevyhovujlci. V pripade, Ze sa nezmenia vnutorné
podmienky v sakristii, tak aj napriek uspesnému restaurovaniu fresky sa na nej mézu neskor
znova objavit’ mikroskopické huby a ich biodegradacna ¢innost’ bude pokracovat’ i nad’ale;.

Prispevok je sucast'ou grantovej tlohy VEGA 2/0117/08.
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Zaujimavé nalezy mikromycét na pSenici slovenského povodu

DANA TANCINOVA, MARIA DOVICICOVA, ROMAN LABUDA, ZUZANA PIOVARCIOVA, SONA
FELSOCIOVA

TANCINOVA, D. DOVICICOVA, M., LABUDA, R., PIOVARCIOVA, Z., FELSOCIOVA, S.: Interesting findings of
fungi from slovak wheat.

Proceedings from the MICROMYCO 2008, Novakova, A. (Ed.): pp. 92-97. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008. ISBN
978-80-86525-12-9

In this paper, first findings of Nigrospora oryzae and Dichotomophtohora lutea on the wheat of Slovak
origin are presented. At the same time, they are the first reported isolates of these species from the area of
Slovakia.

Key words: Nigrospora oryzae, Dichotomophtohora lutea, wheat, Slovak Republic
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of Biotechnology and Food Sciences, Slovak Agricultural University, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovakia. E-
mail: Dana.Tancinova@uniag.sk
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Sciences, Slovak Agricultural University, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovakia, Biopure Referenzsubstanzen
GmbH, Technopark 1, A-3430 Tulln, Austria

* Presented at workshop MICROMYCO 2008, Ceské Bud&jovice, Czech Republic, September 2-3, 2008.

Uvod

Pri $tadiu vlaknitych mikroskopickych hub nachadzajiicich sa vresp. na pSenici
slovenského povodu sme vyizolovali a identifikovali zaujimavé druhy mikromycét. Ide o prvé
nalezy tychto druhov z tizemia Slovenskej republiky.

Material a metody
Vzorky a spracovanie vzoriek na mykologickt analyzu:

pSenica:
rok zberu 2003
- velkokapacitné sklady, 8 vzoriek
rok zberu 2004
- velkokapacitné sklady, 10 vzoriek
rok zberu 2006
- sklady, 18 wvzoriek (6 vzoriek pSenice dopestovanej konvenénym sposobom
obhospodarovania pddy, 12 vzoriek z fariem s certifikatom ekologicka farma)
rok zberu 2007
- sklady, 30 vzoriek (15 vzoriek pSenice dopestovanej konvencnym spdsobom
obhospodarovania pddy, 5 vzoriek pSenice dopestovanej konvenénym spdsobom
obhospodarovania pody, bez fungicidnej ochrany, 10 vzoriek z fariem s certifikdtom
ekologicka farma)
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Vzorky Uprava vzorky pred rozborom Metdda rozboru Zivné pody

Psenica  zber | homogenizacia (laboratérny mlyncek) | platiova zried'ovacia | GKCH,
2003 a 2004 MEA, DRBC

Psenica  zber | homogenizécia (laboratérny mlynéek) | platnova zriedovacia | MEA, DRBC
2006 a 2007 oplach

endogénna kontaminacia (po | ukladanie 100 zfn na | DRBC
povrchovej  sterilizacii 0,4 % | agarové platne
chloraminom)

Pouzité skratky: GKCH - glukézovy agar s kvasniénym extraktom, a chloramfenikolom,;
DRBC - agar s dichloranom, bengalskou cerveiiou a chloramfenikolom; MEA - agar so
sladinovym extraktom

Pouzité mykologické kl'ice: DOMSCH et al., 1980; ELLIS, 1971; DE HOOG et OORSCHOT, 1983,
DE HOOG et al., 2000; WATANABE, 2002.

Vysledky a diskusia

Nigrospora

Rod Nigrospora Zimmerm. podla ELLISA (1971) zahfna 4 druhy. Hlavnym
identifikaénym znakom je velkost konidii. Dizka spor nami meranych izolatov bola od 12,75
pum do 14,88 um (@ 13,5 pum), o zodpoveda druhu Nigrospora oryzae. Kolonie na MEA
(Obr. 1) aOA (Obr. 2) su spociatku biele vatovité poCas sporulacie tmavni do hneda az
sivocierna a podobaju sa na kolonie rodu Mucor. Konidiogénna bunka je zdurend, hyalinna,
ampuliformnd a tvori jednu globéznu az subglob6znu ¢iernu sporu.

Nigrospora oryzae (Berk. & Br.) Petch teleomorfa Khuskia oryzae Hudson — druh sme
prvy krat izolovali z pSenice zberanej v roku 2003 1 izolat (homogenizovana vzorka, DRBC)
— odberové miesto Sal'a, nasledne v pSenici zberanej v roku 2004 2 izolaty z jednej vzorky
(homogenizovana vzorka, GKCH) — odberové miesto Rybany. Od roku 2006 sme zacali pri
mykologickych  analyzach  pSenice pouzivat okrem zhomogenizovania vzorky
na laboratornom mlynceku aj metodu priameho ukladania povrchovo vysterilizovanych zfn na
agarové platne resp. na sledovanie povrchovej mykocendézy sme pouzili metddu analyzy
oplachu psSeni¢nych zin.

Z troch uvedenych spdsobov izolacie sme ziskali nasledovné vysledky:
Zber 2006

- Oplach: 1 izolat (MEA).

- Endogénna kontaminacia (DRBC): 24 izolatov z toho

14 izolatov z konvenéného pol'nohospodarstva (83 % pozitivnych vzoriek),

10 izolatov z ekologického pol'nohospodarstva (33 % pozitivnych vzoriek).
- Srot: 0 izolatov.

Zber 2007
- Oplach: 5 izolatov (3 MEA, 2 DRBC) (13 % pozitivnych vzoriek).
- Endogénna kontaminacia (DRBC): 149 izoléatov z toho

127 izolatov z konvencéného pol'nohospodarstva (80 % pozitivnych vzoriek),

2 izolaty z konvencného polnohospodarstva bez fungicidov (20 % pozitivnych
vzoriek),

20 izolatov z ekologického pol'nohospodarstva (50 % pozitivnych vzoriek).

- Srot: 0 izolatov.
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Nigrospora oryzae je druh, ktory sa velmi ¢asto vyskytuje v tropickych krajinach
a zriedkavo byva zaznamenany z krajin s miernejSou teplotou. Vyskytuje sa na rozmanitych
druhoch rastlin, obzvlast’ na ryzi, vo vzduchu a pdde (ELLIS, 1971). Infikované zrné ryze su
sfarbené niekedy Cierno, biela farba je spdsobena narastenou masou mycélia. Kontaminacia sa
mdze vyskytovat pred zberom, pocas zberu ipocas spracovania ryZe (SEMPERE
et SANTAMATINA, 2008). Ani u jednej nami analyzovanej vzorky sme nepozorovali zmeny na
zrnach. Pocet izolatov a frekvencia vyskytu v naSich vzorkach bola vyrazne ovplyvnend
sposobom mykologického vySetrenia vzorky. Najviac izolatov sme detegovali z endogénne
mykocen6zy povrchovo vysterilizovanych zfn pSenice. Pocas sledovaného obdobia sme
zaznamenali narast endogénne kontaminovanych zin druhom Nigrospora oryzae z 1,3 %
pozitivnych zfn v Grode zberanej v roku 2006 (1 785 analyzovanych zfn) na 4,9 % v Grode
zroku 2007 (3 000 analyzovanych zfn). CLEAR et PATRICK (1993) uvadzaju, ze rod
Nigrospora kontaminuje kaZdoroCne viac ako 1 percento zfn pSenice v Ontariu. Na
Slovensku druh Nigrospora oryzae doposial’ nebol identifkovany. FRANKOVA et al. (2002)
izolovali zastupcu rodu Nigrospora — Nigrospora sphaerica (Sacc.) z vodarenskej nadrze
Nova Bystrica a z drevenej plastiky pochadzajucej z Afriky.

Dichotomophthora

Z rodu Dichotomophthora sme izolovali len jeden izolat zo zoSrotovanej vzorky
pSenice na zivnej pode MEA.

DE HOOG et al. (1983) uvadzaja dva druhy patriace do rodu Dichotomophthora. Na
zéklade identifikacnych znakov makro a mikromorfologickych sme nas izolat identifikovali
ako Dichotomophthora lutea. Na OA pri teplote 25+1 °C po siedmych diioch st kolonie
s priemerom 20 — 30 mm, plstnaté, trochu nadychang, s Sedym fertilnym vzduSnym mycéliom
vysokym 1 — 2 mm, s Cernastymi sklerociami napoly ponorenymi do média, koldnie
produkouju difundujici exudat, ktory spociatku farbi agar na bledozlto, neskor svetlo
oranzovo; okraje nedefinované a nepravidelné; reverz ¢ernasty s oranzovymi Skvrnami (Obr.
5). Hyfy spociatku hyalinne, coskoro bledohnedé, septované. Konidiofory (Obr. 6)
vzpriamené, Cervenkasto hned¢, tmavsie blizko apikalneho konca, hrubostenné, jednoducho
alebo nepravidelne vetvené, meraji do 850 um po konidialnu hlavicu, ktora je zvycajne
rozdelena dva az tri krat, s pocetnymi apikalnymi okrahlymi alebo jemne hranatymi lalokmi,
kazdy nesie jednotliva apikdlnu konidiu, po odpadnuti zanechavajucu mall, subhyalinnu,
plocht jazvu. Konidie spociatku subhyalinne, Coskoro cervenkasto hnedé, s1 — 5
pseudoseptami, hladké a hrubostenné, elipsovité az cylindrické s okrihlou bazou a vrcholom
alebo takmer vajcovité, zriedkavo jemne zakrivené, okolo 30 — 115 x 10 — 20 um nés izolat
mal konidie od 23,4 — 64,7 x 8,95 — 12,85 um. Sklerocia (Obr. 7) pripominaji nedozreté
peritécid, si subglobdzne az globdzne, tmavo hnedé az takmer Cierne.
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Obr. 3. Nigrospora oryzae (1000x). Obr. 4. Nigrospora oryzae (400x).
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Obr. 5. Dichotomophthora lutea na OA (ovseny agar), 7. defi, 25+1 °C.

Obr.7. Dichotomophthora lutea — sklerocia.
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Vliv sklizné na vyskyt houbovych chorob u trav v horskych loukach

BOHUMILA VOZENILKOVA, FRANTISEK KLIMES, MILAN KOBES

VOZENILKOVA, B. KLIMES, F., KOBES, M.: The influence of harvest to occurence of fungi diseases on
grasses in mountain meadows.

Proceedings from the MICROMY CO 2008, Novakova, A. (Ed.): pp. 98-100. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008.
ISBN 978-80-86525-12-9

The phytopathological investigation accomplished in the autumn of the year 1999 showed more frequent
occurrence of rusts, namely the summer stages, urediospores, in perennial grass stands (experimental site — Zhafi
enclave). The rust on meadow foxtail (Alopecurus pratensis L.) was identified by J. Markova (Department of
Botany, Faculty of Natural Sciences of Charles University), as Puccinia perplexans Plow.

Three methods of cultivation were evaluated at the experimental site: 1) Mulched stands (one mulching), (2)
Unmanaged (fallow) stands and (3) Mown stands (one mowing). The evaluation of the health state of the plants
was carried out in September and October, at three particular times. Our investigation showed that the most
considerable development of urediospores occured on meadow foxtail, Alopecurus pratensis L., in the mown
stand. Smaller infestation by urediospores was found in the mulched stand. The least infestation was found in the
unmanaged stand. The source of the spread of rust on Alopecurus pratensis L.in the observed perennial growths
proved to be Puccinia perplexans Plow.

Pii fytopatologickém Setfeni, které jsme provadeli v podzimnim obdobi roku 1999 jsme zaznamenali na
sledovanych trvalych travnich porostech ( pokusna plocha - lokalita Zhuii) vétsi vyskyt rzi a to letnich stadii
urediospor. Vlastni determinace hodnocené rzi na psarce luéni (Alopecurus pratensis L. ) byla ur¢ena RNDr. J.
Markovou, CSc. (Katedra botaniky Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy ), kde se jednalo o napadeni rzi
psarkovou (Puccinia perplexans Plow.).

V zajmovém Uzemi byly posuzovany tfi varianty: 1) MulCované porosty (mul¢ované 1x), (2) Nesklizené
porosty (lezici ladem) a (3) Kosené porosty (jednose¢né). Hodnoceni zdravotniho stavu rostlin probéhlo béhem
mesice zafi a fijna a to ve tfech terminech. Na zakladé naseho Setfeni u sledované psarky luéni (Alopecurus
pratensis L.) byl zaznamenan nejvétsi rozvoj urediospor u porostu koseného. Mensi infekéni tlak urediospor
se vyskytl u mulcovaného porostu. Naopak nejmensi napadeni bylo zji§téno u porostu nesklizeného. Piivodcem
rozvoje rzi na psarce luéni ve sledovanych trvalych porostech byla urCena rez psarkova — Puccinia perplexans.

Keywords: mulched stands; unharvested stands; mown stands; Alopecurus pratensis L.; Puccinia perplexans
Plow.

Bohumila VoZenilkova, FrantiSek Klimes, Milan Kobes, Faculty of Agriculture, University of South Bohemia,
Ceské Budéjovice, Czech Republic. E-mail: vozenil@zf.jcu.cz

* Presented at workshop MICROMYCO 2008, Ceské Bud&jovice, Czech Republic, September 2-3, 2008.

Uvod

Podle MULLERA (1958) patii rez psarkovd - Puccinia perplexans Plow. do tiidy
Basidiomycetes, tadu Uredinales a jedna se o rez dvoubytnou. Spermogonie a aecia se
tvofi na pryskyfniku prudkém (Ranunculus acer L.), uredia a telia na psarce luéni

(Alopecurus pratensis L.) a psarce rolni (Alopecurus agrestis L. = Alopecurus myosuroides
Huds.).

V jarnim obdobi roku 2000 - 2007 byly nalezeny na pokusné plose v mésici kvétnu na
pryskyiniku  prudkém  (R.  acer) jarni  stadia  aeciospor, které  urcila

J. Markova. jako samici pohlavni buiiky rzi psarkové (P. perplexans) a tak byla potvrzena
spravna diagnostika rzi psarkové z podzimniho obdobi roku 1999.
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Material a metodika

Vlastni Setfeni psarky luéni (Alopecurus pratensis L.) bylo uskutecnéno na podzim
v roce 1999, 2000, 2001, 2002, 2003, 2004, 2005, 2006 a 2007 v ptesnych maloparcelkovych
pokusech. Na jate roku 2000 - 2007 byl kontrolovan mezihostitel rzi psarkové, pryskyinik
prudky (Ranunculus acer). Vybér pokusného mista (Zhiii - lokalita v blizkosti Horské
Kvildy na Sumavé) byl situovan tak, aby zahrnoval zajmovou oblast nachézejici se 1050 —
1080 m nad motfem. Pokusna plocha travnich porostii byla rozdélena na tfi obdélniky
(varianty) o velikostech 100 x 50 m, kde jedna varianta byla udrZzovana mul¢ovanim, druha
byla ponechdna ladem a tfeti byla kosena. V ramci téchto ploch byla kazda varianta jesté
¢lenéna na 5 metrovych ctvercli v horni ¢asti obdélnika a 5 v dolni (celkem 10 ctverci),
v nichZ probihalo makroskopické hodnoceni rostlin. Mezi jednotlivymi ¢tverci byly ze vSech
stran metrové mezery.

Hodnoceni psarky luéni (A. pratensis ) s ptiznaky napadeni kupicek rezavych letnich
vytrusl — urediospor jsme provadéli v roce 1999 v mésici zéfi a fijnu a v roce 2000, 2001,
2002, 2003, 2004, 2005, 2006 a 2007 jsme hodnotili trvalé travni porosty jesté v listopadu.
V tomto pokusu byla pouzita metoda pro hodnoceni projevu symptoml rostlin podle
DIXONA et DOODSONA (1971). Pouzitou metodu jsme si upravili pro nase podminky
sledovani.

Vysledky a diskuse

V podzimnim obdobi roku 1999 byl zjistén na listech vétsi vyskyt rezavych kupicek
(urediospor ) u hodnocenych trvalych travnich porosti. V naSem sledovani jsme se zaméfili
na pfiznaky tohoto onemocnéni u psarky luéni (4. pratensis), kde v Casovém obdobi
mesice zafi, fijna a listopadu bylo hodnoceno napadeni a rozvoj rzi na pokusné lokalité.
Nejvetsi rozvoj letnich vytrusi - urediospor jsme zaznamenali 8. 10. 1999 a to pii treti
bonitaci (Tab. 1).

Na pokusné lokalit¢ v jarnim obdobi roku 2000 byly objeveny v mésici kvétnu (31. 5.)
na pryskyfniku prudkém (R. acer) jarni stadia aeciospor, které¢ urcila
J. Markové jako samici pohlavni bunky rzi psarkové (P. perplexans). Podle MARKOVE
(1997) se aecia objevuji ve druhé poloviné dubna a s ohledem na nadmoiskou vysku se daji
nalézt i v Cervenci.

Ve sledovaném podzimnim obdobi (zéfi, fijen, listopad) roku 2000, 2001, 2002, 2003,
2004, 2005, 2006 a 2007 se nam nepodafilo zjistit na psarce lucni (4. pratensis) urediové
stadium rzi psarkové - P. perplexans.

Tab. 1. The extent of the fungus Puccinia perplexans on Alopecurus pratensis ( % ).

Variant M-mulched K-mown L-unmanaged

Date of 2.9. 14.9. | 8.10. 2.9. 14.9. | 8.10. 2.9. 149. | 8.10.

Assessment

Alopecurus 0 0 14,1 0 0 243 0 0 1,1
ratensis

99



Podékovani
Prispévek byl zpracovan za podpory vyzkumného zaméru MSM 6007665806, QF 3018.

Piehled pouzité literatury

DixoN, G.R., DOODSON, J. K., 1971. Assessment keys for some diseases of vegetable, fodder
and herbage crops. J. Natn. Instit. Agric. Bot. 12: 299 —307.

MARKOVA, J., URBAN, Z., 1997. The Rust Fungi,of Grasses in Europe. 6. Puccinia persistens
Plow., P. perplexans Plow., and P. elymi Westend. Acta Univ. Carol. Biol. 41:3 29 —
402.

MULLER, J., 1958. Rzi.. In: Zemédélska fytopatologie 2, CSAZV a SZN Praha, pp. 709-
710. (in Czech).

100



Vyskyt hub rodu Fusarium na amarantu v zavislosti na odridé

BOHUMILA VOZENILKOVA, JAN MOUDRY, JIRI PETERKA, BOHUSLAV CERMAK

VOZENILKOVA, B.,, MOUDRY, J., PETERKA, J., CERMAK, B.: The occurreence of Fusarium fungi in
dependence on cultivar.

Proceedings from the MICROMY CO 2008, Novakova, A. (Ed.): pp. 101-104. ISB BC AS CR, v.v.i., 2008.
ISBN 978-80-86525-12-9

In the years 1998 — 2005 we established small-plot experiments with amaranth as a marginal grain crop in
the experimental site in Ceské Budg&jovice (the property of the Department of Plant Production, Faculty of
Agriculture, University of South Bohemia). The following cultivars of amaranth were seeded into the soil
infested naturally with Fusarium fungi: K 432 Amaranthus hybrid, K 433 Amaranthus hybrid, Koniz
Amaranthus hypochondriacus, Dakota Amaranthus cruentus, No 1008 Amaranthus hypochondriacus, A 200 D
Amaranthus cruentus and Amar RR 150 Amaranthus cruentus, Olpir  Amaranthus cruentus.

Considering pathogenic fungi involved in the problems of amaranth seeds storing, we focused on parasitic
fungi of the genus Fusarium and Penicillium which were not determined as to their species. Considering the
attack by Fusarium and Penicillium fungi, the cultivar K 432 Amaranthus hybrid proved to be the most resistant.

V letech 1998 - 2005 probihaly maloparcelkové pokusy s okrajovou obilninou amarant na stanovisti
v Ceskych Budgjovicich (§kolni pozemek katedry rostlinné vyroby, JU ZF). Do pidy pfirozené zamoiené
houbami rodu Fusarium se vysely odridy amarantu, kde se béhem vegetacni sezony sledoval zdravotni stav
rostlin. Ve sledovaném obdobi byly pouzity nasledujici odridy: K 432 Amaranthus hybrid, K 433 Amaranthus
hybrid, Koniz  Amaranthus hypochondriacus, Dakota Amaranthus cruentus, No 1008 Amaranthus
hypochondriacus, A 200 D Amaranthus cruentus, Amar RR 150 Amaranthus cruentus a Olpir Amaranthus
cruentus.

Z patogennich hub podilejicich se na problematice skladovani semen amarantu jsme se soustfedili na
parazitické houby rodu Fusarium a Penicillium, které druhové determinovany nebyly.

Z hlediska napadeni houbami rodu Fusarium a Penicillium lze jako nejvhodnéj$i k péstovani doporucit
odridu K 432 Amaranthus hybrid. Tato odrida je v porovnani s nejvice napadenymi odriidami nizkého vzriistu a
ma nejdelsi vegetacni dobu.
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Uvod

V roce 1998 - 2005 probihaly maloparcelkové pokusy s okrajovou obilninou amarant na
stanovisti v Ceskych Budgjovicich (§kolni pozemek katedry rostlinné vyroby, ZF JU ). Do
pudy pfirozen¢ zamotfené¢ houbami rodu Fusarium se vysely nasledujici odridy: K 432
Amaranthus hybrid, K 433 Amaranthus hybrid, Koniz Amaranthus hypochondriacus, Dakota
Amaranthus cruentus, No 1008 Amaranthus hypochondriacus, A 200 D Amaranthus
cruentus, Amar RR 150 Amaranthus cruentus a Olpir  Amaranthus cruentus. B&hem
vegetace nebyly rostliny oSetfeny fungicidy. Po sklizni byly lichoklasy uloZeny ve
skladovacich podminkéch pii teploté 18 - 20° C a 12 - 13 % vlhkosti semen.
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Material a metodika

Z patogennich hub podilejicich se na problematice vzchazivosti a nemoci mladych rostlin
jsme se soustiedili na parazitické houby rodu Fusarium, které vSak nebyly determinovany
druhové.

K fytopatologické analyze jsme béhem vegetace ve dvou terminech (prvni dekada v
cervenci a druhd dekada v srpnu) odebrali primérny vzorek rostlin z posuzovaného porostu
jednotlivych odriid amarantu. Z plochy 3 x 1 m jsme vyryli rostliny i s kofeny a ostrym
nozem jsme provedli 1 cm pod kofenovym krékem pti¢ny fez kofenem a podle histologickych
symptomu ur€ili stupet onemocnéni podle metodiky, kterou vypracoval KUDELA (1970,
1989).

V podminkéch in vitro probihal vlastni test na monitorovani vyskytu a rozsiteni hub rodu
Fusarium, parazitujicich na sledovanych odridich amarantu béhem vegetacniho obdobi.
Hodnocené hlavni kofeny byly oc€istény, podélné roziiznuty a uloZeny v Petriho miskach na
pevné zivné pude (2 % bramboro - glukozovy agar) pii regulovanych podminkach (teplota 10
- 12 °C). Po sedmi dnech kultivace byla u kazdého vzorku prohlédnuta pletiva a
mikroskopicky vySetfena pfitomnost spor hub, patticich do rodu Fusarium.

Z patogennich hub podilejicich se na problematice skladovani semen amarantu jsme se
soustfedili na parazitické houby rodu Fusarium a Penicillium, které druhové determinovany
nebyly.

V podminkéch in vitro jsme k fytopatologické analyze b&éhem mésice fijna a listopadu v
roce 1998 a 1999 a rovnéz béhem meésice bfezna a dubna v letech 1999 a 2000) odebirali
primérny vzorek o velikosti 20 g semen z posuzovanych skladovanych lichoklasii odrad
amarantu (K 432 Amaranthus hybrid, K 433 Amaranthus hybrid, Koniz Amaranthus
hypochondriacus, Dakota Amaranthus cruentus, No 1008 Amaranthus hypochondriacus, A
200 D Amaranthus cruentus, Amar RR 150 Amaranthus cruentus a Olpir  Amaranthus
cruentus).

Kultivace semen probihala v plastikovych Petriho miskach (o priméru 85 mm) na pevné
zivné padé (2 % bramboro-glukézovy agar) ve tmé pii teploté 22 - 24 °C po dobu 7 - 14
dni. Sledovani probihalo ve tiech opakovani.

Vysledky a diskuse

Nejlepsi zdravotni stav rostlin amarantu z hlediska napadeni hub rodu Fusarium, béhem
vegetacni sezony jsme zaznamenali v letech 1998 - 2005 u odrtidy No 1008, kde jsme na
sledovanych rostlinach nezjistili pti prvém (prvni dekada v ¢ervenci) a druhém (druha dekada
v srpnu) odbéru houby rodu Fusarium. Nejvétsi rozvoj patogena nastal u odridy K 433
(Graf 1).

Rovnéz jsme hodnotili vynos semen (t.ha™) u jednotlivych odrid amarantu v zavislosti na
infek¢nim tlaku hub rodu Fusarium. V pokusném obdobi let 1998 - 2005 vykazovaly odridy
pfi prvnich bonitacich (prvni dekada v ¢ervenci ) zjistili nejvyssi procentické napadeni rostlin
houbami rodu Fusarium,v porovnani s dalS§imi sledovanymi odridami. JAROSOVA (1997) ve
?Vych pokusech, které uskutecnila v letech 1994 - 1996 uvadi vynos u odriidy Koniz 2,6 t . ha’

V pokusném obdobi let 1998 - 2005 jsme zaznamenali poSkozeni na polnich

maloparcelkovych pokusech s rostlinami amarantu a to ve formé pozerkl, které zpusobil
slimacek polni (Deroceras agreste).
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Vroce 1998 jsme zaznamenali na naSich maloparcelkovych pokusech vétsi vyskyt
diepcika rdesnového (Chaetocnema concinna) a nasledné poSkozeni listl poZerky rostlin
amarantu.

V nasem sledovani v obdobi let 1998 — 20005jsme zjistili, ze k napadeni odriid amarantu
houbami rodu Fusarium dochdzi nejCastéji po vzchdzeni rostlin (faze 10), az do vétveni
stonkt (faze 39).

Vysoka statisticka pritkaznost u hodnocenych odrid amarantu nam vysla u prvého terminu
hodnoceni napadenych rostlin houbami rodu Fusarium ato v prvé dekadée Cervence.

V nasich polnich maloparcelkovych pokusech jsme se rovnéz zaméfili na porovnani
jednotlivych odrid amarantu, které byly hnojeny N a bez aplikovaného N a na pribch
onemocnéni Fusarium spp.

Vysledkem naSich pokusti byla skutecnost, Ze nebyla dokazana statistickd prikaznost u
jednotlivych variant v zavislosti na hnojeni a vyskytem sledovanych hub rodu Fusarium.

Graf 1. Rozvoj hub rodu Fusarium v zavislosti na odrade.
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Tab. 1. Vliv  terminu a odridy na vyskyt sledovanych rodd hub ve skladistnich podminkach
(analyza rozptylu).
Houba Termin' Odrida’
. *k
Fusarium 0,34 0,00
. . . **
Penicillium 0,00 0,32
*#p<0,01 'Date *Variety

Mikrobialni analyzy skladovanych semen jednotlivych odrid amarantu byly
vyhodnoceny mikroskopicky a pozornost byla soustfedéna na houby rodu Penicillium a
Fusarium.
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U rodu Penicillium bylo nejvétsi napadeni semen zaznamenano v prvém terminu
hodnoceni (fijen 1998 a fijen 1999). Vliv terminu hodnoceni byl statisticky vysoce priikazny
(Tab. 1).

U rodu Fusarium se frekvence vyskytu béhem skladovani neménila. Nejvétsi vyskyt byl
zaznamenam u odridy Amar RR 150 a naopak nejmensi u odridy K 432. Vliv odridy byl
statisticky vysoce pritkkazny (Tab. 1).

Podékovani
Prispévek byl zpracovan za podpory vyzkumného zaméru MSM 6007665806.
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